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Иллюстрации к статье «Влияние Fc-фрагментов нормального иммуноглобулина G на развитие 
гломерулонефрита, индуцированного штаммами Streptococcurs pyogenes, связывающими 
разные классы иммуноглобулинов» (авторы: Бурова Л.А., Пигаревский П.В., Снегова В.А., 
Тотолян Артем А.) (с. 55–63)
Illustrations for the article “Impact of IgG Fc fragments on experimental glomerulonephritis induced by Streptococcus 
pyogenes strain binding various immunoglobulin classes” (authors: Burova L.A., Pigarevsky P.V., Snegova V.A., 
Totolian Artem A.) (pp. 55–63)

Рисунок. Морфологические изменения в корковом и мозговом слоях почки кролика, 
индуцированные Streptococcus pyogenes генотипа emm1
Figure. Morphological changes in cortex and medullar substances of the rabbit renal tissue induced 
by Streptococcus pyogenes of emm1 genotype
А — полости капсул почечных клубочков резко расширены, в капиллярных петлях клубочков наблюдаются 
процессы некроза и атрофии, в стенке проксимальных канальцев коркового вещества выявляется десквамация 
эпителиальных клеток (стрелки); Б — выраженный отек и утолщение мембран стенки дистальных канальцев мозгового 
слоя с одновременным разрастанием рыхлой волокнистой интерстициальной ткани стромы; В, Г — отсутствие 
патоморфологических изменений в коре и мозговом веществе почки кролика, инъецированного Fc-фрагментом 
нормального IgG; А–Г — окраска гематоксилин-эозином, ×750.
A — the capsular cavities of the glomeruli strongly expanded, in the capillary loops of the glomeruli the necrosis and atrophy are 
observed, in the wall of the proximal tubules of the cortex desquamation of epithelial cells is revealed (shown by arrows);  
B — swelling and thickening of the membranes of the wall of distal tubules in the medulla with the simultaneous proliferation 
of the fibrous interstitial tissue; C, D — absence of pathological changes in the cortex and the medulla of the kidney obtained from 
rabbits treated with Fc fragments of IgG; A–D — staining with hematoxylin-eosin. Magnification ×750.
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ПЕРЕДОВЫЕ ТЕХНОЛОГИИ В ДИАГНОСТИКЕ 

ВИРУСНЫХ ЗАБОЛЕВАНИЙ НЕЯСНОЙ 

ЭТИОЛОГИИ

К.Ф. Хафизов1,4, А.С. Сперанская1,2, А.Д. Мацвай1,3, Г.А. Шипулин4, В.Г. Дедков5,6

1 ФБУН ЦНИИ эпидемиологии Роспотребнадзора, Москва, Россия
2 Московский государственный университет имени М.В. Ломоносова, Москва, Россия
3 Московский физико-технический институт, г. Долгопрудный, Московская область, Россия
4 ФГБУ Центр стратегического планирования и управления медико-биологическими рисками здоровью МЗ РФ, 

Москва, Россия
5 ФБУН НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера, Санкт Петербург, Россия
6 Институт медицинской паразитологии, тропических и трансмиссивных заболеваний им. Е.И. Марциновского, 

Москва, Россия

Резюме. Расшифровка инфекционных заболеваний неясной этиологии является одной из актуальных 

проблем современной медицины, потому как получение лабораторно подтвержденного диагноза, к сожа-

лению, удается осуществить лишь в весьма небольшой доле случаев таких заболеваний. Так как бóльшая 

часть часто встречающихся в средних широтах инфекционных заболеваний имеет характерную выражен-

ную клиничес кую картину, до недавнего времени этой проблеме не уделялось должного внимания. Воз-

растание числа случаев инфекционных заболеваний, не характеризующихся идентифицируемым набором 

клинических признаков, наблюдаемое в последнее время, заставляет рассматривать проблему более при-

стально. Считается, что такая тенденция обусловлена рядом обстоятельств, включая ослабление санитар-

ного контроля территорий, усиление миграционных потоков, как внутренних, так и внешних, отказ от вак-

цинации на фоне длительного периода эпидемического благополучия, возникновение атипичных штаммов 

бактерий как следствие нерациональной антибиотикотерапии, и другие. Вирусы являются наиболее рас-

пространенными организмами на нашей планете, что обуславливает ведущую роль инфекционных агентов 

вирусной природы в структуре инфекционных заболеваний неясной этиологии. По некоторым оценкам, 

полученным методами математичес кого моделирования, существует не менее 320 000 видов вирусов, спо-

собных к инфицированию млекопитающих, большая часть которых еще не описана. Поэтому мониторинг 

циркуляции известных вирусных патогенов, отслеживание путей их распространения, эволюции и изме-

нений нуклеотидной последовательности их геномов, а также выявление новых видов вирусов становятся 

жизненно важными аспектами эпидемиологического надзора, необходимыми для своевременного реаги-

рования на возникающие угрозы, прогнозирования и раннего выявления вспышек вирусных заболеваний 

человека и животных. В представленном обзоре рассматриваются как традиционные молекулярно-генети-

ческие методы выявления вирусных патогенов, такие как методы ПЦР, ПЦР в режиме реального времени, 

секвенирование по Сенгеру с предварительным клонированием, так и методы, основанные на применении 

секвенирования второго и третьего поколений. В связи с тем, что исследование вирусных инфекционных 

агентов с помощью технологий высокопроизводительного секвенирования NGS (англ. Next Generation 

Sequencing) на сегодняшний день приобретает все большее практическое значение для диагностики, борь-
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бы с болезнями, молекулярной эпидемиологии и инфекционного контроля, более подробное рассмотрение 

получили различные методы, основанные на применении этих технологий. Особое место было также отве-

дено подходам, применяющимся для обогащения вирусного генетического материала в образцах с низким 

содержанием нуклеиновых кислот патогена.

Ключевые слова: вирусы, диагностика, неизвестная этиология, инфекционные заболевания, молекулярная генетика, NGS, 

секвенирование, ПЦР, обогащение.

ADVANCED TECHNOLOGIES IN DIAGNOSTICS OF VIRAL DISEASES OF UNKNOWN ETIOLOGY

Khafizov K.F.a,d, Speranskaya A.S.a,b, Matsvay A.D.a,c, Shipulin G.A.d, Dedkov V.G.e,f

a Central Research Institute of Epidemiology, Moscow, Russian Federation
b Lomonosov Moscow State University, Moscow, Russian Federation
c Moscow Institute of Physics and Technology, Dolgoprudny, Moscow Region, Russian Federation
d Center of Strategical Planning of the Ministry of Health, Moscow, Russian Federation
e St. Petersburg Pasteur Institute, St. Petersburg, Russian Federation
f Martsinovsky Institute of Medical Parasitology, Tropical and Vector-Borne Diseases, Moscow, Russian Federation

Abstract. Unveiling origin of infectious diseases with unknown etiology is one of the major issues in contemporary medi-

cine, since a laboratory-confirmed diagnosis may, unfortunately, be obtained solely in very few cases. Because the ma-

jority of the most common mid-latitude infections display a typical overt clinical picture, this problem has not been paid 

a proper attention until recently. Recent rise in incidence rate of infectious diseases lacking typical clinical signs observed 

lately makes it extremely important to consider the problem more closely. It is believed that such trend is due to a whole 

body of reasons, including impaired sanitary control, increased both internal and external migration flows, refusal of vac-

cination in case of long-lasting epidemic wellbeing, emergence of atypical bacterial strains of bacteria resulting from 

irrational antibiotic therapy etc. Viruses constitute the largest group of organisms on our planet accounting for them as 

the most common causative agent of infectious diseases of unknown etiology. Some estimates obtained by mathemati-

cal modeling propose that at least 320,000 types of viruses capable of infecting mammals may exist, most of which have 

not been described yet. Hence, monitoring circulation of the known viral pathogens, tracing down their spreading and 

changes in genome nucleotide sequence as well as revealing new types of viruses become important aspects of epidemio-

logical surveillance necessary for timely response to emerging threats, prediction and early detection of outbreaks both 

in humans and animals. This review summarizes traditional molecular genetics methods for detection of viral pathogens, 

such as PCR, real-time PCR, Sanger sequencing with pre-cloning, and methods based on the second and third generation 

sequencing. Therefore, a more detailed overview was provided to diverse methods based on using such technologies be-

cause viral infectious agents investigated with high-throughput sequencing (or NGS — Next Generation Sequencing) has 

been increasingly appreciated as feasible for diagnostics, disease control, molecular epidemiology and infection control. 

Finally, a special attention was also paid to the approaches used to enrich the viral genetic material in samples containing 

low amount of pathogen nucleic acids.

Key words: viruses, diagnostics, unknown etiology, infectious diseases, molecular genetics, NGS, sequencing, PCR, enrichment.

Введение

Расшифровка случаев инфекционных за-

болеваний неясной этиологии является акту-

альной проблемой современной медицины. 

К сожалению, лишь в весьма небольшой доле 

случаев таких заболеваний удается получить 

лабораторно подтвержденный диагноз. До не-

давнего времени этой проблеме не уделялось до-

статочного внимания в связи с тем, что бóльшая 

часть наиболее часто встречающихся в средних 

широтах инфекционных заболеваний имеет 

выраженную клиническую картину с хорошо 

различимой патогномоничной симптоматикой. 

Однако в последние годы наблюдается рост слу-

чаев инфекционных заболеваний, не имеющих 

характерной клинической картины. В частно-

сти, большинство трансмиссивных заболева-

ний вирусной этиологии в большинстве своем 

имеют сходное клиническое течение, особенно 

на начальном этапе заболевания. В качестве 

примера можно привести лихорадку Зика, сход-

ную по клиническим проявлениям с лихорад-

кой денге и лихорадкой Чикунгунья. Первые 

два заболевания обусловлены флавивирусами, 

тогда как лихорадка Чикунгунья вызывается 

представителем рода Alphavirus. При этом при-

родные очаги циркуляции, а также переносчи-

ки для всех трех вирусов одинаковы [50]. Такая 

тенденция обусловлена рядом обстоятельств: 

ослаблением санитарного контроля террито-

рий, усилением миграционных потоков, как 

внутренних, так и внешних, отказом от вакци-

нации на фоне длительного периода эпидеми-

ческого благополучия, возникновением ати-

пичных штаммов бактерий вследствие нера-

циональной антибиотикотерапии и пр. В этих 

условиях качество диагностики инфекционных 

заболеваний и организация надзора за ними 

находятся в зависимости от уровня развития 
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лабораторной службы и способности проводить 

диагностику с помощью современных молеку-

лярных методов.

В структуре инфекционных заболеваний 

неясной этиологии ведущую роль играют ин-

фекционные агенты вирусной природы. Это 

обстоятельство связано с тем, что вирусы явля-

ются наиболее распространенным источником 

генетического материала на Земле, вероятно 

инфицируя все клеточные организмы. Высокая 

изменчивость геномов вирусов и способность 

адаптироваться к новым хозяевам, в сочетании 

с климатическими изменениями, а также изме-

няющийся характер хозяйственной деятельно-

сти человека и процессы глобализации способ-

ствуют возникновению эмерджентных вспы-

шек вирусных инфекций, обусловленных как 

вновь возникающими, так и редкими либо не-

характерными для данной территории видами 

вирусов [48]. Многие специалисты считают, что 

мы знаем о вирусах меньше, чем о любой другой 

группе организмов. Вероятно на сегодняшний 

день охарактеризована всего лишь доля одного 

процента от всех вирусов [34]. Согласно данным 

математического моделирования существует 

не менее 320 000 видов вирусов млекопитаю-

щих, большая часть которых еще не описана 

[18]. Все они потенциально являются возбуди-

телями инфекционных заболеваний человека 

и животных. В связи с этим выявление новых 

видов вирусов, мониторинг циркуляции из-

вестных вирусов и оценка путей их распростра-

нения являются одним из жизненно важных 

аспектов дозорного эпидемиологического над-

зора, проводимого с целью своевременного реа-

гирования на вновь возникающие угрозы, про-

гнозирования и раннего выявления вспышек 

вирусных заболеваний человека и животных. 

Традиционные методы диагностики 
инфекционных агентов

До наступления эры молекулярных исследо-

ваний выявление новых возбудителей базиро-

валось на использовании классических мето-

дов микробиологии и вирусологии, в том числе 

накоплении бактерий и вирусов на культураль-

ных средах, клеточных линиях и лабораторных 

животных с последующим определением их ан-

тигенных и патогенных свойств, особенностей 

метаболизма, а также фенотипических особен-

ностей на основе данных микроскопических 

исследований.

Появление приборов для автоматическо-

го капиллярного секвенирования в сочетании 

с развитием методик молекулярного клони-

рования расширили возможности по опреде-

лению новых патогенных микроорганизмов. 

Суть данных методов состояла в амплифика-

ции тотальной ДНК (либо кДНК в случае РНК-

содержащих вирусов) с последующим молеку-

лярным клонированием полученных библиотек 

и анализе большого количества индивидуаль-

ных клонов методом капиллярного секвениро-

вания в надежде получить последовательности 

нового микроорганизма. В других случаях для 

исследований использовался метод гибриди-

зационного анализа с помощью ДНК-чипов, 

на которых иммобилизованы олигонук леотиды, 

соответствующие консервативным участкам 

большого количества видов вирусов. При этом 

исследователи сталкивались с двумя основ-

ными проблемами: во-первых, относительно 

низкое содержание генетического материала 

вируса в исследуемом материале и, во-вторых, 

высокий процент нуклеиновых кислот человека 

и нормофлоры в клиническом материа ле. В тех 

случаях, когда не удавалось увеличить количе-

ство вирусных частиц за счет культивирования 

in vitro, эти задачи решались с использованием 

физических и химико-ферментативных мето-

дов. С этой целью на начальном этапе исследуе-

мый образец фильтровали и концентрировали 

методом ультрацентрифугирования. Далее сле-

довала стадия обработки экзонуклеазами, что 

позволяло избавиться от высокомолекулярной 

геномной ДНК и РНК хозяина. Считалось, что 

генетический материал, заключенный в вирус-

ную оболочку, при этом остается интактным. 

После этапа предварительной обработки сле-

довал этап выделения нуклеиновых кислот, ли-

гирование с олигонуклеотидными адаптерами 

и амплификация материала, обогащенного ви-

русной ДНК (или РНК) с помощью ПЦР (или 

ОТ-ПЦР) для получения библиотек.

Было разработано несколько альтерна-

тивных подходов для идентификации гене-

тического материала инфекционных агентов 

и определения последовательностей их гено-

мов. К числу таких подходов следует отнести 

метод SISPA (Sequence-Independent Single Primer 

Amplification), а также различные его модифи-

кации [5, 6, 7, 8, 9]. Еще один метод, оптими-

зированный для задач виромики и названный 

VIDISCA, основан на принципе AFLP [4, 106].

Другим направлением развития методик вы-

явления неизвестных патогенов стала универ-

сальная ПЦР (broad-range PCR), основанная 

на амплификации небольших консерватив-

ных фрагментов вирусных геномов с помощью 

праймеров, специфических для всех предста-

вителей данного рода (реже семейства) вирусов. 

Полученный продукт амплификации анали-

зировался методом капиллярного секвениро-

вания напрямую, либо после этапа молекуляр-

ного клонирования. Универсальная ПЦР была 

успешно использована для изучения биоразно-

образия [5, 109] и идентификации новых эмер-
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джентных патогенов [27], но этот подход все же 

характеризуется низкой чувствительностью, 

сложностью и длительностью выполнения, от-

сутствием универсальности и невозможностью 

стандартизации. Кроме того интерпретация 

таких результатов в клинической лаборатории 

может быть заметно затруднена, потому описан-

ные подходы выявления неизвестных вирусных 

агентов не получили широкого применения 

в практической лабораторной диагностике.

Не вызывает сомнения тот факт, что наи-

более удобным, дешевым и результативным 

методом лабораторной диагностики инфекци-

онных заболеваний является метод ПЦР в ре-

альном времени (Real Time PCR) с использова-

нием специфических праймеров и ДНК-зондов. 

Этот подход уже довольно долго и успешно [104] 

используется как для исследования предста-

вителей отдельных вирусных родов, так и при 

анализе разнообразия вирусов в различных 

типах биологического материала [11, 12, 13]. 

На настоя щее время описано значительное ко-

личество праймеров, предназначенных для об-

наружения определенных вирусных видов [15, 

16, 17]. Однако их невозможно использовать 

в мультиплексных реакциях из-за различных 

температур отжига праймеров, неспецифичес-

кой амплификации и потенциальной самоком-

плементарности. Таким образом, для видового 

определения вирусов разных родов необходимо 

проводить ряд экспериментов ПЦР. Во многих 

случаях также бывает сложно очертить возмож-

ный круг инфекционных агентов, которые мог-

ли послужить причиной данного заболевания. 

Таким образом, для проведения исследований 

методом специфической ПЦР требуется пред-

варительная гипотеза о наличии конкретных 

вирусов в образце, в отсутствие которой процесс 

идентификации патогенов может занять значи-

тельное время, что накладывает ограничение 

на выбор тактики лечения и снижает эффек-

тивность противоэпидемических мероприя-

тий. Кроме того, большинство диагностических 

лабораторий имеет довольно ограниченный 

спектр наборов, позволяющих выявлять лишь 

очень небольшое количество инфекционных 

агентов, наиболее часто встречающихся на дан-

ной территории. 

Технологии массового параллельного 
секвенирования для изучения вирусных 
патогенов

Появление технологий массового параллель-

ного секвенирования (или как их часто называ-

ют — NGS, Next Generation Sequencing) вызва-

ло настоящую революцию в самых различных 

областях медицины и биологии. Вирусология 

не осталась в стороне и также получила суще-

ственный толчок в развитии благодаря возмож-

ности обнаруживать новые патогены и прочи-

тывать вирусные геномы целиком. Так, полно-

геномное секвенирование (WGS, Whole Genome 

Sequencing) вирусов становится все более важ-

ным не только для фундаментальных исследо-

ваний, но и для клинической науки и, в пер-

спективе, медицинской диагностики. В вирусо-

логии этот подход уже получил серьезную роль 

в разработке новых методов лечения и вакцин, 

а также для расширения возможностей молеку-

лярной эпидемиологии и эволюционной гено-

мики [41].

В то время как большинство экспериментов 

по секвенированию бактериальных геномов 

в настоящее время осуществляется на клини-

ческих изолятах, которые проходят этап пред-

варительного культивирования, и таким обра-

зом их пробоподготовка для NGS сравнитель-

но проста, изучение вирусных нуклеиновых 

кислот, будь то выделенных из культуральных 

сред или непосредственно из клинических об-

разцов, практически всегда осложняется на-

личием контаминационной (загрязняющей) 

ДНК-хозяина [65]. Чтобы решить эту проблему, 

изучение геномов вирусов может проводиться 

как путем ультраглубокого секвенирования, 

так и обогащением нуклеиновых кислот виру-

сов перед секвенированием. Последнее может 

осуществляться либо напрямую, либо же путем 

концентрации вирусных частиц. При этом все 

эти подходы имеют свои собственные издержки 

и сложности.

Так, широко распространен метагеномный 

подход, позволяющий обнаруживать различ-

ные вирусные патогены с использованием так 

называемого «шот-ган» (англ. «shot-gun») сек-

венирования [20, 21, 22], который все более ак-

тивно применяется для выявления патогенов 

и для характеристики микробного разнообра-

зия в экологических и клинических образцах 

[72, 105]. Однако, несмотря на постоянное сни-

жение стоимости прочтения ДНК (https://www.

genome.gov/images/content/costpermb_2017.jpg), 

этот способ все еще достаточно дорог и нецеле-

сообразен для скрининга большого количества 

образцов. Метагеномный подход отличается 

тем, что для подготовки библиотек используют 

препараты тотальной ДНК/РНК, выделенные 

из образцов. Такие препараты содержат нуклеи-

новые кислоты не только целевого организма, 

но также хозяина и контаминантных примесей 

(бактерий, грибов и т.п.). Прямое «шот-ган» сек-

венирование таких образцов (без предваритель-

ной деплеции нежелательных примесей) приво-

дит к генерации данных, преимущественно со-

стоящих из последовательностей, относящихся 

к геномам хозяина и/или других организмов 
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[65], и лишь с крайне незначительной долей 

последовательностей искомых вирусных пато-

генов, что заметно снижает чувствительность 

эксперимента. В связи с тем, что до начала экс-

перимента часто даже приблизительная доля 

содержимого патогена неизвестна, практически 

невозможно оценить, сколько всего прочтений 

потребуется на один образец, чтобы гарантиро-

ванно обнаружить патоген в файле с «сырыми» 

данными секвенирования. Так, доля прочте-

ний, которые соответствуют геному целевого 

вируса в результатах метагеномного секвени-

рования, часто весьма низка; например, 0,008% 

для вируса Эпштейна—Барр (ВЭБ) в крови здо-

рового взрослого [2], 0,0003% для вируса Ласса 

в клинических образцах [66] и 0,3% для вируса 

Зика в образце, который был обогащен посред-

ством фильтрации и центрифугирования [14]. 

Наши собственные эксперименты по секве-

нированию транскриптомных библиотек, по-

лученных от птиц и клещей, также во многом 

подтверждают эти данные. Например, содер-

жание вирусных прочтений в образцах с кали-

форнийским энцефалитом обычно в пределах 

0,03–0,06%, в образце с вирусом Вад-Медани — 

0,7%, авиаденовирусом — 0,1%, авастрови-

русом — 0,02% и коронавирусом — 0,0001%. 

При этом в ряде случаев мы вообще не смогли 

найти вирусные прочтения в результатах сек-

венирования биоматериала, в котором наличие 

вируса было точно подтверждено с использова-

нием специализированных родоспецифичных 

праймеров, а общее число прочтений в «fastq»-

файлах достигало одного миллиона. Отдельно 

стоит упомянуть и про различные наборы для 

выделения вирусной ДНК/РНК. Наши экспе-

рименты (неопубликованные данные) по срав-

нению различных наборов и методик показали, 

что количество получаемых вирусных прочте-

ний может отличаться на порядки для одних 

и тех же образцов, вновь показывая, что резуль-

таты, получаемые в разных лабораториях, могут 

очень сильно разниться.

Глубина покрытия при такого рода экспери-

ментах также обычно совершенно недостаточна 

для обнаружения мутаций резистентности к ле-

карственным препаратам [99], а стоимость по-

добных исследований высока. Таким образом, 

метагеномное секвенирование обычно прово-

дится только на небольшом количестве образ-

цов для исследовательских целей [2, 14]. Широко 

известны такие подходы как концентрация ви-

русных частиц из клинических образцов путем 

опосредованного сдерживания антителами, 

фильтрация, ультрацентрифугирование и де-

плеция свободных нуклеиновых кислот, при-

надлежащих в основном хозяину [54, 60, 77, 91], 

и хотя они могут повысить процент вирусных 

последовательностей, однако они также значи-

тельно уменьшают общее количество вирусных 

нуклеиновых кислот, что часто приводит к си-

туациям, когда количество ДНК патогена будет 

недостаточно для подготовки библиотеки для 

секвенирования. Кроме того, все эти методы за-

метно увеличивают стоимость и длительность 

исследования. Неспецифические методы ам-

плификации, такие как амплификация с мно-

жественным вытеснением цепи (MDA, Multiple 

Displacement Amplification), использующая слу-

чайные праймеры и полимеразу Ф29, могут уве-

личивать выход ДНК, но эти подходы требуют 

дополнительного времени, финансовых затрат 

и приводят к неравномерной представленности 

фрагментов, ошибкам и загрязнениям, не обя-

зательно улучшая чувствительность [46, 88]. 

Более того, доля прочтений хозяина часто все 

еще остается высокой [21].

Когда метагеномные подходы используются 

для обнаружения или диагностики патогенов, 

крайне важно использовать соответствующие 

биоинформационные инструменты и базы дан-

ных, которые помогут оценить являются ли об-

наруженные патогенные последовательности 

причинами инфекции, случайными находка-

ми или контаминацией. Сопутствующий био-

информационный анализ объемных метаге-

номных данных обычно требует значительных 

вычислительных ресурсов, а также определен-

ных знаний и опыта по работе со средствами 

анализа. Как правило, сам анализ заключается 

в попарном сравнении полученных последова-

тельностей с теми что хранятся в базах данных, 

для чего используются различные программ-

ные средства, среди которых наиболее популя-

рен BLAST [3], хотя существуют и другие про-

граммы [6].

Что касается опубликованных биоинфор-

матических пайплайнов для анализа данных 

с целью поиска вирусных патогенов, то они, как 

правило, делятся на две категории: 1) те, что 

первоначально удаляют прочтения «хозяина» 

путем точного выравнивания на соответствую-

щий хозяйский геном, и в дальнейшем анализ 

идет уже только для оставшихся «нехозяйских» 

прочтений; 2) те, что производят сборку про-

чтений до более длинных контигов, а затем по-

следние уже анализируются на предмет принад-

лежности к какому-либо организму, включая 

вирусные. Однако у первого подхода имеется 

один существенный недостаток — он подходит 

только для тех случаев, когда хозяином высту-

пают хорошо изученные организмы с хорошо 

охарактеризованными геномами, такие как, 

например, человек или мышь. Впрочем, с раз-

витием технологий секвенирования все боль-

ше полных геномов становятся доступными 

публично, и эта проблема постепенно уходит 

в прошлое. У второго подхода тоже есть свой не-
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достаток — для сборки длинных контигов тре-

буется высокое покрытие, что существенно уве-

личивает как время анализа, так и стоимость 

эксперимента. При недостаточном количестве 

данных возможны пробелы между прочтения-

ми, и контиги часто не могут быть построены, 

в конечном счете, мешая идентификации ви-

русов. Впрочем, общее у обоих подходов — все 

прочтения-кандидаты («выжившие» после 

фильтрации хозяйской ДНК в подходе первого 

типа, или «удлиненные» прочтения при втором 

подходе) сравниваются с известными вирусны-

ми последовательностями. Среди опублико-

ванных пайплайнов первого типа можно пере-

числить подход Petty и соавт. [55], в котором 

необработанные прочтения сначала сопостав-

ляются с человеческим референсным геномом, 

а оставшиеся затем сравниваются с вирусной 

базой данных. Удаление хозяйских прочтений 

является важным шагом и было реализовано 

в VirusFinder [107], VirusHunter [113], VirusSeq 

[16] и Vy-PER [103]. Отдельно стоит упомя-

нуть, что если хозяйские прочтения остаются 

в анализируемых данных, то могут возникнуть 

ложноположительные результаты за счет воз-

можного высокого сходства с вирусными гено-

мами. VirusFinder [107] сначала выполняет этап 

предварительной обработки, в котором сырые 

прочтения выравниваются на человеческий 

геном с использованием Bowtie2 [58, 59]. Затем 

оставшиеся прочтения выравниваются на ви-

русную базу данных с использованием BLAT 

[51]. Наконец, предположительно вирусные 

прочтения собираются до более длинных кон-

тигов с использованием Trinity [37]. VirusFinder 

предполагает высокую глубину секвенирова-

ния, чтобы можно было получать хорошие ре-

зультаты сборки, и в основном разрабатывался 

для обнаружения сайтов интеграции вирусов 

в геноме человека. Примеры, представленные 

в статье VirusFinder, имеют глубину секвениро-

вания от 31Х до 121Х. Собранные контиги затем 

используются для построения филогенетичес-

ких деревьев и оценки взаимосвязи друг с дру-

гом. VirusHunter [113] использует BLASTn для 

первоначальной фильтрации прочтений, при-

надлежащих хосту, после некоторой оценки 

качества. Оставшиеся прочтения затем клас-

сифицируются с использованием BLASTn 

и BLASTx в таксономические группы. Таким 

образом, VirusHunter нуждается в исходном 

геноме хозяина хорошего качества, чтобы раз-

делить прочтения на хозяйские и нехозяйские. 

Кроме того, повторный запуск BLAST для об-

работки данных потребует времени. VirusSeq 

[16] сфокусирован на идентификации вирусных 

штаммов в раковой ткани человека. Сначала 

все прочтения человеческой ДНК удаляются 

путем сопоставления с человеческим геномом, 

и оставшие ся прочтения затем выравнивают-

ся на вирусную базу данных, с использовани-

ем программы MOSAIK на обоих этапах [61]. 

VirusSeq использует подсчет общего количе-

ства прочтений для идентификации вирусного 

штамма. Тем не менее, пороговое значение уста-

новлено как 1000 прочтений на вирус в отноше-

нии 30-кратного покрытия вирусного генома. 

Этот порог может быть изменен, но VirusSeq раз-

работан именно для образцов с высоким значе-

нием глубины прочтения, поэтому он не может 

использоваться для анализа наборов данных 

с низким процентным содержанием вирусного 

материала. Vy-PER [103] использует на первом 

этапе человеческий геном для удаления про-

чтений хозяйской ДНК. Прочтения, которые 

не выравниваются на человеческий геном, затем 

сравниваются с базой данных вирусных геномов 

NCBI с использованием BLAT [51]. Описанный 

пример на образцах лейкемии выполняется 

с довольно высокой глубиной (80Х для случаев 

и 40Х для контролей), что не является обяза-

тельным требованием, но важной предпосыл-

кой для устранения ложных результатов.

Все упомянутые пайплайны второй катего-

рии для выравниваний используют программ-

ные средства, такие как Blast или Bowtie2. Более 

полный обзор доступных программ приведен 

в работе Fonseca и соавт. [32]. В случае обнару-

жения вируса определенную роль играют спец-

ифические проблемы: 1) высокая гетероген-

ность геномов; 2) скорость мутаций; 3) встав-

ки целых геномных областей и 4) заражение 

новых хозяев адаптацией вирусного генома. 

Следовательно, возникают проблемы при обра-

щении с образцами из большого разнообразия 

потенциально инфицированными вирусами 

видами. Во-первых, полностью собранный ре-

ференсный геном доступен только для неболь-

шого количества животных, хотя эта ситуация 

постепенно меняется. Кроме того, качество 

референсных геномов может различаться. Во-

вторых, количество вирусной ДНК, читаемой 

в биологическом образце, зависит от произ-

водственного цикла вируса, временной точки 

заражения и выбора правильного типа ткани, 

чтобы получить большую часть вируса из об-

разца. Следовательно, количество возможных 

детектируемых вирусных последовательностей 

может быть низким. Для построения контигов 

должно быть доступно множество прочтений 

вирусной последовательности, то есть должен 

быть обеспечен хороший охват, и эти чтения 

не должны быть загрязнены последовательно-

стями из организма-хозяина и других микро-

организмов.

В любом случае, при анализе отдельно стоит 

вопрос наличия качественных баз данных анно-

тированных последовательностей. Существуют 
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курируемые вручную специализированные 

БД вирусных последовательностей, такие как, 

например, ViPR [81], RVDB [36], viruSITE [98] 

и другие (обширный список может быть найден 

по адресу [44]), однако они в основном содержат 

весьма ограниченное число информации, и не 

могут использоваться для поиска и идентифи-

кации патогенов, особенно новых и неизвест-

ных. Напротив, наиболее обширная база NCBI 

GenBank содержит очень большое количество 

вирусных последовательностей, в том числе ге-

номных фрагментов, и при этом постоянно по-

полняется, однако качество хранимой инфор-

мации вызывает серьезные вопросы. Впрочем, 

даже эта база данных очень далека от того, что-

бы считаться исчерпывающей в части охвата 

вирусного генетического материала. 

Проблемы метагеномного NGS 
подхода для исследования вирусов

Метагеномика не требует предварительной 

гипотезы о наличии конкретного вирусного 

патогена, и это является значительным преи-

муществом подхода [99], поскольку позволяет 

секвенировать новые вирусы без необходимо-

сти разработки и синтеза специализирован-

ных праймеров или ДНК-зондов. Это особенно 

актуально для быстрого реагирования на воз-

никающие угрозы, такие как вирус Зика [70]. 

Для вирусов, ассоциированных с развитием 

рака, метагеномика может помочь при оказа-

нии клинической помощи, предоставлять ин-

формацию о развитии заболевания и генериро-

вать данные с высоким охватом интегрирован-

ных вирусных геномов [23]. Однако случайные 

находки как в хозяйской, так и в микробио-

логических последовательностях могут также 

представлять определенные этические и даже 

диагностические дилеммы для клинической 

метагеномики [39]. Имеет место и тот факт, что 

на сегодняшний день основное влияние мета-

геномики было на расширение разнообразия 

существующих семей, а не на определение но-

вых, в связи с чем наблюдаются определенные 

ограничения такого подхода для изучения не-

известных ранее патогенов. На практике очень 

вероятна ситуация, при которой по результатам 

метагеномного секвенирования прочтения ви-

русной ДНК могут находится в файле с дан-

ными, но не обнаруживаться путем сравнения 

с записями в базе данных из-за отсутствия сколь 

либо заметной гомологии с ними. Это особенно 

вероятно для вирусов, присутствующих в хос-

тах, которые ранее не подвергались скринингу 

на вирусные патогены, или те, которые силь-

но разошлись генетически. Как следствие, для 

лучшего понимания «виросферы» требуется со-

четание более экспансивной выборки и серьез-

ных улучшений в алгоритмах вычислительно-

го анализа. Парадоксально, но чем больше мы 

вникаем в «виросферу», тем более очевидным 

становится тот факт, что мы охарактеризовали 

лишь крайне незначительную часть вирусов, 

с систематическим уклоном против выявления 

наиболее расходящихся геномов [95, 112].

Наконец, существует и другая распростра-

ненная проблема большинства тестов на ос-

нове технологий NGS, как метагеномных так 

и прочих, заключающаяся в том, что сложные 

многоступенчатые процессы могут создавать 

серьезные проблемы для воспроизводимости 

результатов, что также мешает внедрению этих 

технологий в диагностическую практику, где 

цена ошибки особенно высока. 

Получение полных геномов вирусов

Для небольших вирусов, таких как вирус 

иммунодефицита человека (ВИЧ, англ. HIV), 

вирус гриппа, вирус гепатита B (HBV) и вирус 

гепатита C (HCV), широко используется сек-

венирование фрагментов геномов для научных 

исследований, что, впрочем, имеет и важное 

клиническое применение. Таргетное секвени-

рование небольшого числа генов, кодирующих 

мишени противовирусных агентов, таких как 

ВИЧ, уже стало нормой в клинической прак-

тике. Для обнаружения ограниченного числа 

антивируснорезистентных вариантов полноге-

номное секвенирование до недавнего времени 

было слишком дорогостоящей и трудоемкой 

процедурой для использования по сравнению 

с прочтением отдельных генов, на которые на-

целены лекарственные препараты. Тем не ме-

нее, постепенно мы получаем новую информа-

цию о все большем числе генов устойчивости, 

что вкупе с уменьшением затрат на секвени-

рование приводит к переосмыслению потреб-

ности в WGS при исследованиях. Рутинное 

использование WGS патогенов для диагности-

ческих целей [1], вероятно, в скором будущем 

будет иметь более широкие клинические и ис-

следовательские преимущества. Например, по-

следовательности вируса Зика, которые были 

обнаружены в эпидемиологических целях, 

влияют на принятия решений в общественном 

здравоохранении [31]. Геномы ВИЧ, секвени-

рованные для идентификации противовирус-

ных резистентных вариантов, также исполь-

зовались для изучения эволюции вируса [68] 

и вирусной генетической ассоциации с забо-

леванием, включая исследования ассоциаций 

генотип–фенотип, а также связи генетических 

вариантов хозяина и результатов инфицирова-

ния, включая установление вирусной нагрузки 

при ВИЧ-инфекции [8, 82].
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В настоящее время стоимость секвенирова-

ния полных вирусных геномов, несмотря на их 

небольшой размер, все же существенно выше, 

чем стоимость секвенирования отдельных ге-

нов устойчивости к лекарственным препаратам. 

Разница в затратах между секвенированием це-

левой области и целого генома вируса во многом 

определяется размером генома по сравнению 

с размером и количеством целевых локусов. Тем 

не менее, информация о целом геноме может 

предоставить важную дополнительную инфор-

мацию, как описано выше. 

Обогащение вирусного генетического 
материала ПЦР-амплификацией 
с использованием специфичных 
праймеров

Альтернативой метагеномным подходам яв-

ляется целевое обогащение определенного ви-

русного генома(-ов) или их фрагментов перед 

секвенированием. Так, эффективность ис-

следования может быть значительно увеличе-

на за счет комбинирования родоспецифичной 

ПЦР и технологий NGS. ПЦР-амплификация 

вирусного генетического материала с исполь-

зованием праймеров, которые являются ком-

плементарными известной нуклеотидной по-

следовательности, является наиболее распро-

страненным подходом для обогащения неболь-

ших вирусных геномов, таких как ВИЧ и вирус 

гриппа. Недавние примеры обогащения ПЦР-

амплификацией, за которым следует секвени-

рование, включают филогенетический анализ 

вспышки вируса кори на зимних Олимпийских 

играх 2010 г. [33] и отслеживание недавних эпи-

демий вирусов Эболы и Зика. С помощью сек-

венирования амплифицированных длинных 

(2,5–3 т.п.о.) фрагментов была исследована ва-

риабельность генома норовируса и возможность 

его нозокомиальной передачи среди пациентов 

нескольких госпиталей во Вьетнаме [19, 57], что 

выявило как независимые интродукции воз-

будителя в больницу, так и внутрибольничную 

передачу, несмотря на предпринимаемые меры 

по борьбе с инфекцией. Аналогичный подход 

был использован в работе по определению чув-

ствительности и специфичности платформы 

Illumina при идентификации минорных поли-

морфизмов в смешанных популяциях ВИЧ [53]. 

В других исследованиях глубокого секвениро-

вания на основе ПЦР были получены полные 

геномы вируса гриппа [108] (13,5 кб), вируса 

денге [79] (11 кб) и HCV [75] (9,6 кб). Это было 

осуществимо на практике, поскольку эти виру-

сы имеют сравнительно небольшие геномы, для 

покрытия и сборки полногеномных последова-

тельностей которых требуется всего несколь-

ко ПЦР-ампликонов. Однако, гетерогенность 

РНК содержащих вирусов, таких как HCV27, 

норовирусов [19] и вируса бешенства [69], может 

потребовать использования множественных пе-

рекрывающихся сетов праймеров для обеспече-

ния амплификации всех известных геновариан-

тов вируса. Известно, что ПЦР-амплификация 

более подходит для WGS образцов с низкой 

концентрацией вирусов, чем метагеномные ме-

тоды [99], хотя и другие методы, такие как целе-

вое обогащение вирусных последовательностей, 

могут тоже приводить к хорошим результатам 

в такого рода образцах. Например, это было по-

казано для норовируса [13].

Перекрывающиеся ПЦР-ампликоны в со-

четании с NGS использовались для секвениро-

вания целых геномов больших вирусов, таких 

как, например, HCMV [84], но этот метод име-

ет ограниченную масштабируемость, так как 

требуется синтез множеста праймеров и отно-

сительно большое количество исходной ДНК. 

Этот факт ограничивает число подходящих 

образцов, а соответственно и геномов, которые 

могут быть получены с использованием такого 

подхода. Например, для амплификации гено-

ма вируса Эбола потребовалось 8–19 продуктов 

ПЦР [83], а в двух исследованиях норовирусов 

было необходимо 14 и 22 продуктов ПЦР со-

ответственно [19, 57]. Для получения генома 

вируса Парамушир понадобилось 60 ПЦР про-

дуктов, а также дополнительные эксперименты 

по секвенированию с применением прямого 

метода Сенгера для покрытия недосеквениро-

ванных участков [89]. Однако, для клинической 

диагностики такой подход является проблема-

тичным из-за значительного объема лаборатор-

ной нагрузки, связанной с многочисленными 

ПЦР постановками, необходимости индиви-

дуальной нормализации концентраций раз-

личных ПЦР-продуктов до смешивания, вы-

сокой вероятности отказа ПЦР-реакции из-за 

несоответствия праймера матрице (особенно 

для быстро мутирующих вирусов [89]), а так-

же высокой стоимости расходных материалов 

и трудозатрат [10]. Поэтому, несмотря на техни-

ческую возможность секвенирования вирусов 

размером вплоть до 250 кб, пропорциональная 

взаимосвязь между длиной генома и техничес-

кой сложностью делает секвенирование ви-

русных геномов более чем 50 кб на основе ПЦР 

нецелесообразным с использованием совре-

менных технологий, в частности для крупных 

исследований с большим числом образцов или 

рутинной диагностики. Другая проблема за-

ключается в том, что повышение количества 

ПЦР-реакций требует соответствующего уве-

личения количества материала, что не всегда 

возможно, так как объем клинического образца 

обычно ограничен. Развитие микрофлюидных 
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технологий может помочь преодолеть некото-

рые из этих барьеров. ПЦР на основе микро-

флюидики и пулирование большого числа ам-

пликонов были успешно использованы для сек-

венирования нескольких локусов устойчивости 

к противомикробным препаратам (например, 

из микробиома свиней) [47], и могут также при-

меняться для вирусных геномов, потенциально 

вплоть до уровня единичных геномов [76].

Высоковариабельные патогены, особенно те, 

которые имеют широко расходящиеся генетиче-

ские линии и генотипы, такие как HCV [11], ви-

рус гриппа и норовирусы, вызывают серьезные 

проблемы для ПЦР-амплификации, особенно 

из-за несоответствия праймеров матрице [13, 

19, 99]. Тщательный подход при дизайне струк-

тур праймеров может помочь смягчить эти про-

блемы, но процесс изучения новых вариантов 

все же остается проблематичным. Стоит также 

отметить, что в ряде случаев различия между 

матрицей и праймерами настолько велики, что 

могут выпадать целые вирусные сегменты, как 

было показано для вируса Парамушир [89]. 

Специфическое обогащение вирусного 
генетического материала путем 
гибридизации

Целевое обогащение на зондах (также извест-

ное как гибридизация или специфическое обо-

гащение) может быть использовано для секве-

нирования полных вирусных геномов непосред-

ственно из клинических образцов без необходи-

мости предварительного культивирования или 

ПЦР [24, 101, 111]. Эти методы обычно включа-

ют небольшие РНК- или ДНК-зонды, которые 

являются комплементарными к референсной 

последовательности патогенов (или панели эта-

лонных последовательностей). В отличие от ме-

тодов на основе ПЦР-амплификации, в данном 

случае реакцию можно проводить в одной про-

бирке, содержащей перекрывающиеся зонды, 

которые покрывают весь геном. В реакции ги-

бридизации зонды, связанные с твердой под-

ложкой (например, мечеными стрептавидином 

магнитными частицами), захватывают или «вы-

тягивают» комплементарные последовательно-

сти ДНК из общего пула нуклеиновых кислот, 

присутствующих в образце. Захват сопровожда-

ется последующим лигированием адаптеров, 

специфичных для секвенатора, и небольшим 

числом циклов ПЦР для обогащения успешно 

лигированных фрагментов. Этот подход ранее 

был успешно использован для характеристи-

ки клинически значимых вирусов разного раз-

мера, таких как вирус гепатита С [99], HSV-1 

[28], вирус ветряной оспы (VZV) [24], вирус 

Эпштейна–Барр (EBV) [78], вирус герпеса че-

ловека 5 (HCMV) [23], вирус герпеса человека 6 

(HHV6) [102] и вирус герпеса человека 7 (HHV7) 

[26]. Реакция проводится в одной пробирке 

и, подобно ПЦР на основе микрофлюидики, 

поддается высокой степени автоматизации [78]. 

Отсутствие стадии культивирования означает, 

что полученные последовательности более ха-

рактерны для исходного вируса, а не для культи-

вируемых вирусных изолятов, соответственно 

получается меньшее число мутаций, чем в ПЦР-

амплифицированных образцах [23, 24]. Успех 

этого метода очень сильно зависит от доступных 

эталонных (референсных) вирусных последо-

вательностей. Специфичность увеличивается, 

когда дизайн ДНК-зондов произведен на осно-

ве большого набора референсных последова-

тельностей, поскольку это приводит к лучшему 

охвату как внутри одного, так и между разны-

ми образцами. Целевое обогащение возможно 

даже когда имеется небольшое несоответствие 

между матрицей и зондом; однако, в то время 

как ПЦР-амплификация требует только знания 

фланкирующих областей целевой области, для 

целевого обогащения путем гибридизации не-

обходима информации о всей внутренней по-

следовательности для дизайна зондов. Впрочем, 

даже если какой-то зонд не «срабатывает», его 

область может по-прежнему захватываться дру-

гими (перекрывающимися или соседними) зон-

дами [23, 24]. Недавно, Briese и соавт. [12] разра-

ботали платформу для секвенирования вирусов 

позвоночных (VirCapSeq-VERT), состоящую 

из ~2 млн биотинилированных ДНК-зондов для 

целевого обогащения вирусных нуклеиновых 

кислот, направленную на повышение чувстви-

тельности обнаружения вирусных патогенов. 

Описанный метод позволяет идентифициро-

вать (и в ряде случаев даже осуществлять сборку 

целых геномов обнаруженных вирусов) большое 

число вирусов, включая новые (имеющие не ме-

нее 60% идентичности с известными геномами) 

вирусы. Впрочем, общая стоимость секвениро-

вания на образец остается все еще достаточно 

высокой, а сам метод пока не был широко вос-

требован другими исследовательскими груп-

пами, и его эффективность еще предстоит оце-

нить. Однако стоит отметить, что целевое обо-

гащение не подходит для характеристики совер-

шенно новых вирусов, которые имеют низкую 

гомологию с известными вирусами, и для кото-

рых метагеномика, а также в некоторых случаях 

и ПЦР с использованием вырожденных (смесь 

аналогичных, но вариативных) праймеров, мо-

гут быть более подходящими подходами, хотя 

и приводящими к очень «шумному» результату. 

Впрочем, проблему анализа данных, а именно 

идентификации новых вирусных агентов при 

отсутствии гомологичных геномов в базах дан-

ных, это не решает. 
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ДНК-метабаркодинг как способ 
детекции и идентификации патогенов 
в биологических образцах

ДНК-баркодинг — метод, который использу-

ет короткую часть генома организма (так назы-

ваемый штрих- или бар-код), чтобы определить 

принадлежит ли он к определенному семейству, 

роду или даже виду, используя последующее 

прочтение фрагмента генома. Этот метод был 

первоначально разработан для изучения бак-

териальных сообществ (например, исследова-

ния микробиоты кишечника), но сегодня он 

широко используется для решения самых раз-

личных задач, включая даже такие необычные 

применения как выявление фальсификации 

в пищевой промышленности [97], изучение 

диет морских сообществ [9] и анализ биотопли-

ва [45]. Однако, в отличие от других таксонов, 

вирусы не имеют универсально разделенного 

филогенетического маркера (как, например, 

16S у бактерий, оксидазы цитохрома C для птиц 

и млекопитающих, rbcL и matK для растений 

и внутреннего транскрибируемого спейсера ITS 

для грибов и растений), что делает невозмож-

ным разработку универсальных пар праймеров 

для амплификации и дифференциации раз-

личных вирусных последовательностей. Кроме 

того, вирусная таксономия зачастую основана 

на признаках вызываемых заболеваний, а не на 

генетическом сходстве патогенов. Этот факт 

усложняет выбор штрих-кода (короткой стан-

дартизованной нуклеотидной последователь-

ности ДНК организма), даже для одного рода 

(например, Mammarenavirus может быть серо-

логически, филогенетически и географически 

разделен на две основные группы: комплекс 

«Старого Света», распространенный в Африке, 

Европе и Азии, а также комплекс «Новый мир», 

обнаруженный в Северной и Южной Америках 

[38]), не говоря уже о более высоких таксонах.

В ДНК-метабаркодинге вирусов ПЦР про-

дукты разных постановок (на каждой отдель-

ной паре праймеров) для каждого образца со-

бирают в одну пробирку, очищают, элюируют 

в минимальном объеме и готовят для последу-

ющего NGS секвенирования [20]. Однако этот 

подход не исключает требования выполнения 

множества ПЦР реакций на каждый образец, 

что является проблемой при одновременном 

изучении большого количества биологического 

материала. Кроме того, существуют ограниче-

ния на использование разных протоколов для 

подготовки библиотеки, особенно когда прото-

кол включает стадию эмульсионной ПЦР, тре-

бующей ПЦР-продуктов с длинами в доволь-

но узких границах. Потому в нашем недавнем 

исследовании [7] мы внедрили способ дизайна 

олигонуклеотидных панелей для целевого обо-

гащения вирусных нуклеиновых кислот, где ос-

новной целью являлось использование мини-

мального набора олигонуклеотидов праймеров 

для покрытия максимального числа различных 

вирусных таксонов в рамках единой реакции 

ПЦР. Мы применили этот подход для разра-

ботки панели родоспецифических праймеров 

для целевого обогащения кДНК от зоонозных 

РНК-вирусов и оценили ее с использованием 

технологий NGS на образцах перелетных птиц, 

продемонстрировав значительное обогащение 

вирусными последовательностями отдельных 

родов. Так, например, мы сумели добиться того, 

что до половины всех полученных прочтений 

в конечном «fastq»-файле соответствовали ре-

гионам вирусных геномов, в то время как при 

секвенировании транскриптомных библиотек, 

полученных от тех же самых образцов, в ряде 

случаев мы вообще не смогли обнаружить ви-

русных фрагментов, либо их доля была крайне 

мала (тысячные доли процента). 

Технологии секвенирования третьего 
поколения

Современные технологии NGS второго по-

коления, такие как Illumina или Ion Torrent, 

генерируют данные с короткими прочтениями 

(обычно 200–500 п.н.), что среди прочего соз-

дает проблемы при гаплотипировании, то есть 

определении находятся ли генетические вари-

анты на едином локусе (один вирусный геном 

или клонал) или на родственных, очень сход-

ных, но все же разных генетических локусах 

в одной и той же популяции. Более того, с ис-

пользованием коротких прочтений сложнее 

различать повторяющиеся и рекомбинантные 

регионы из-за неоднозначностей при карти-

ровании. Клинические последствия понима-

ния того, встречаются ли, например, варианты 

с множественной лекарственной устойчивос-

тью на одном вирусном геноме или распреде-

ляются между смешанной популяцией вирусов, 

каждая с разными профилями лекарственной 

устойчивости, в настоящее время неясны.

Хотя для решения этих проблем есть вычис-

лительные инструменты [40], новые технологии 

могут генерировать более длинные прочтения. 

Новые, одномолекулярные секвенаторы, такие 

как PacBio (Pacific Biosciences) и MinION (Oxford 

Nanopore) — так называемые «секвенаторы тре-

тьего поколения», способны производить чрез-

вычайно длинные прочтения, включая целые 

вирусные геномы, которые теоретически мож-

но было бы получить из единичных прочтений. 

Преимущество секвенирования на приборе 

MinION, помимо его невысокой стоимости 
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(относительно приборов от компаний Illumina 

и Thermo Fisher Scientific) и, в то же время, вы-

сокой мобильности, заключается в том, что это 

достаточно быстрый процесс — зачастую тре-

буется менее одного дня, чтобы перейти от по-

лученного образца к отчету по анализируемым 

данным [92]. Наши собственные эксперименты 

с прибором MinION показали, что, действи-

тельно, применяя эту технологию можно про-

читывать полные геномы ВИЧ с точностью, ко-

торая, как минимум, не отличается от точности 

современных полупроводниковых секвенато-

ров Ion S5 [96].

Недостатком всех NGS методов, в том числе 

одномолекулярного секвенирования, являет-

ся потребность в высоком покрытии для ми-

нимизации влияния ошибок секвенирования. 

Это особенно проблематично для исследова-

ний резистентности к лекарственным сред-

ствам, поскольку резистентность к лекарствам 

чаще всего проявляется в результате однону-

клеотидных мутаций или небольших делеций 

(1–3 оснований), особенно в некоторых РНК-

вирусах [52]. Достижение высокого покрытия, 

необходимого для обеспечения точного вари-

анта типирования, является сложной техни-

ческой задачей, особенно когда присутствует 

много ДНК хозяина по сравнению с вирусными 

последовательностями, и когда профиль оши-

бок технологии делает точечные мутации осо-

бенно трудными для обнаружения [92]. На мо-

мент написания этого обзора секвенирование 

на MinION имеет «сырое» качество (так назы-

ваемые «2D-чтения») с частотой ошибок одного 

случайного чтения примерно 10% (наши собст-

венные наблюдения), что заметно уступает ча-

стотам ошибок других технологий (Illumina 

(< 0,1%), Ion Torrent (~1%), хотя точность и может 

быть улучшена с использованием циклического 

консенсусного считывания [62, 100]. Стоит так-

же отметить, что увеличение покрытия с после-

дующим усреднением для устранения случай-

ных ошибок секвенирования также приводит 

к невозможности обнаружения так называемых 

минорных вариантов, присутствующих лишь 

в очень ограниченной доле патогенов, наличе-

ствующих в образце.

Впрочем, объединение технологий длинных 

прочтений с целевым обогащением дает потен-

циальный путь к дальнейшему развитию [29, 

49], поскольку часть сложностей может быть 

разрешена, особенно если для целевого пато-

гена достигнута достаточная глубина секвени-

рования, а частота ошибок для всех методоло-

гий может быть уменьшена за счет дальнейшего 

технологического и аналитического улучше-

ния. Деплеция нуклеиновых кислот хозяина 

является другим альтернативным (и зачастую 

дополнительным) решением, так как более вы-

сокая доля вирусных прочтений будет восста-

навливаться при каждом цикле секвенирова-

ния. Несмотря на то что для достижения этой 

цели для бактериального секвенирования уже 

имеются решения (например, деплеция рибо-

сомальной РНК человека или митохондрий, 

а также селективная деплеция ДНК с опреде-

ленной моделью метилирования), для секвени-

рования вирусов до сих пор подобных методов 

просто не существует. 

Проблемы, которые предстоит решить 
в ближайшем будущем

Вопросы чувствительности и контаминации 

особенно актуальны в секвенировании виру-

сов из-за риска как ложноотрицательного, так 

и ложноположительного обнаружения патоге-

нов. Высокочувствительное секвенирование 

(будь то метагеномное, основанное на ПЦР, или 

целевом обогащении с помощью зондов) помо-

гает обнаруживать даже небольшие количества 

загрязняющих вирусных нуклеиновых кислот 

[42, 73]. Например, вирус мышиной лейкемии 

[30, 43] и парвовирус-подобные последователь-

ности [74, 87] представляют собой всего лишь 

два классических примера среди многих кон-

таминационных агентов, которые могут быть 

получены даже из обычных лабораторных реа-

гентов, таких как колонки для выделения нук-

леиновых кислот [90]. Как и в случае с другими 

высокочувствительными технологиями, для 

минимизации загрязнения необходимы на-

дежные лабораторные методы и протоколы, 

во многом схожие, например, с применяемыми 

при работах с древней ДНК [67], хотя обычно 

и не настолько жесткие. Также важно помнить, 

что обнаружение вирусных нуклеиновых кис-

лот не обязательно определяет причину заболе-

вания, и при использовании методов NGS для 

диагностики вирусных инфекций важно под-

тверждать результаты с помощью альтернатив-

ных независимых методов, которые не зависят 

от тестирования на присутствие фрагментов 

ДНК. Например, в случаях энцефалита неиз-

вестного происхождения положительные ре-

зультаты NGS могут быть подтверждены им-

муногистохимическим анализом пораженной 

ткани [64, 71] или идентификацией вируса с по-

мощью электронной микроскопии или ткане-

вой культуры [39].

Стандартизация методов, включая этап био-

информатического анализа, скорее всего, бу-

дет являться основным ключом к успеху NGS 

секвенирования в клинической вирусологии. 

Программные пакеты, которые будут исполь-

зовать графический интерфейс пользователя, 

предпочтительнее инструментов, требующих 

экспертных знаний в командной строке Linux. 
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Кроме того, разработка и создание достоверных 

баз данных, показывающих какие варианты 

действительно свидетельствуют о резистент-

ности к лекарственным средствам, будет иметь 

решающее значение для точной клинической 

интерпретации. Такие базы данных уже созда-

ны для ВИЧ [93], HBV [35, 86] и HCV [56].

Несмотря на то что существуют серьезные 

причины для перехода от субгеномного к пол-

ногеномному секвенированию и в целом для 

использования NGS в клинической вирусоло-

гии, специалистов диагностических или при-

больничных лабораторий необходимо убедить 

в важности такого перехода. продемонстриро-

вав преимущества наличия дополнительной 

информации для ведения больных и прак-

тической осуществимости полногеномного 

секвенирования вирусов. Последнее должно 

обеспечиваться масштабируемым и автомати-

зируемым рабочим процессом, адекватной нор-

мативной базой и стоимостью, сопоставимой 

с секвенированием фрагментов. 

Заключение

Секвенирование вирусов с помощью тех-

нологий NGS приобретает все большее кли-

ническое значение для диагностики, борьбы 

с болезнями, молекулярной эпидемиологии 

и инфекционного контроля. Как уже перечис-

лено выше, существует несколько подходов, 

доступных для достижения прочтения гене-

тического материала вирусов из клинических 

образцов, ампликонов, целевого обогащения 

или метагеномики, и выбор метода специфичен 

как для вируса, так и для задачи. Метагеномное 

секвенирование наиболее подходит для диа-

гностического секвенирования неизвестных 

или плохо охарактеризованных вирусов, сек-

венирование ПЦР-ампликонов хорошо рабо-

тает для коротких вирусных геномов и низкого 

генетического разнообразия в сайтах связыва-

ния праймеров, а целевое обогащение подходит 

для патогенов всех размеров, в особенности для 

крупных вирусов, а также тех, которые имеют 

разнообразные, но хорошо охарактеризован-

ные геномы. В настоящее время существуют две 

очевидные области инноваций: методы, кото-

рые могут эффективно устранять ДНК хозяина 

и бактериальных микроорганизмов, не влияя 

на вирусную ДНК/РНК, и дальнейшее разви-

тие технологий длинных прочтений для дости-

жения гибкого и конкурентного ценообразо-

вания по сравнению с технологиями коротких 

прочтений. Новые технологии необходимы для 

объединения сильных сторон этих разных ме-

тодов, и позволят поставщикам медицинских 

услуг инвестировать в единую технологию, 

подходящую для всех вирусологических при-

ложений.
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ВИРУЛЕНТНОСТИ И ЛЕКАРСТВЕННОЙ 

УСТОЙЧИВОСТИ MYCOBACTERIUM AVIUM 

subsp. HOMINISSUIS — ВОЗБУДИТЕЛЯ 
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Д.А. Старкова, О.В. Нарвская

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

Резюме. Среди представителей большой группы нетуберкулезных микобактерий (более 180 видов), 

Mycobacterium avium subsp. hominissuis (МАН) обладает наибольшей вирулентностью и является одним из ос-

новных возбудителей микобактериоза легких у иммунокомпетентных лиц и диссеминированной формы ин-

фекции у ВИЧ-инфицированных. В связи с ростом заболеваемости микобактериозом, особенно в условиях 

распространения ВИЧ-инфекции, приобретают актуальность исследования генетического контроля и меха-

низмов вирулентности М. avium. Благодаря полной расшифровке нуклеотидной последовательности генома 

М. avium 104 стало возможным его использование в качестве референсного штамма при сравнении с другими 

геномами. Так, сравнительный анализ штаммов МАН, выделенных от больных легочной и диссеминирован-

ной формами микобактериоза, продемонстрировал различия в структуре генома, затрагивающие ключевые 

гены вирулентности. В обзоре представлены современные данные о генетических детерминантах вирулент-

ности МАН, ассоциированных с начальной фазой инфицирования. Подробно рассмотрены семейства генов 

mce (mammalian cell entry), mmp (mycobacterial membrane proteins), pe/ppe и esx, обеспечивающих выживание 

МАН в клетках организма-хозяина с момента адгезии и проникновения в макрофаги. Приведены механизмы 

генетического контроля выживаемости М. avium в культуре макрофагов человека in vitro и в организме мышей 

in vivo в условиях токсического влияния активных форм кислорода, оксида азота, бактерицидных белков. 

Сохраняясь в латентном состоянии, МАН способны вызывать бактериемию и вторичное поражение органов 

и тканей. Бактерии МАН, связываясь с эпителиальными клетками, образуют микроагрегаты, что способ-

ствует инвазии в слизистую оболочку дыхательных путей или желудочно-кишечного тракта, обеспечивая 

персистенцию в организме хозяина. Рассмотрены известные на данный момент генетические детерминанты, 

ответственные за формирование микроагрегатов и биопленок. Отмечены генетические и фенотипические 

особенности МАН (отсутствие корд-фактора, наличие плазмид, способность к «переключению» морфологи-

ческих типов колоний) по сравнению с M. tuberculosis. Подчеркнута роль природной резистентности М. avium 

к большинству противотуберкулезных и других антибактериальных препаратов, обычно не применяющих-

ся для лечения туберкулеза. Известно, что кларитромицин, азитромицин, рифабутин, этамбутол, амикацин 

и фторхинолоны малоэффективны при раздельном применении, поэтому лечение микобактериоза требует 
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использования комбинации из нескольких препаратов, хирургического вмешательства или сочетания обо-

их методов. Обсуждаются генетический контроль и механизмы формирования устойчивости штаммов МАН 

к вышеперечисленным антибиотикам.

Ключевые слова: Mycobacterium avium subsp. hominissuis, микобактериоз, нетуберкулезные микобактерии, вирулентность, 

гены вирулентности, макрофаги, генетический контроль вирулентности, лекарственная устойчивость, патогенность, 

гены mce, гены esx, гены mmp, гены pe/ppe.

GENETIC DETERMINANTS OF VIRULENCE AND DRUG RESISTANCE OF MYCOBACTERIUM AVIUM 

subsp. HOMINISSUIS — A CAUSATIVE AGENT OF MYCOBACTERIOSIS IN HUMANS

Starkova D.A., Narvskaya O.V.

St. Petersburg Pasteur Institute, St. Petersburg, Russian Federation

Abstract. Among the members of the large group of non-tuberculous mycobacteria (comprising more than 180 species), 

M. avium subsp. hominissuis (MAH) is the most significant causative agent of pulmonary infection in immunocompe-

tent individuals as well as disseminated infection in immunocompromised hosts, e.g. human immunodeficiency vi-

rus (HIV)-positive patients. Due to increased incidence rate of mycobacteriosis, especially in HIV infection, much still 

need to be learnt about the MAH genetic control and virulence mechanisms. Deciphering the genome contents of the 

M. avium strain 104 (isolated from an AIDS patient with disseminated MAH disease) allowed to compare genome se-

quences of M. avium strains to gain insights into genomic diversity associated with variable hosts and environments. Com-

parative genome analysis of MAH strains isolated from patients with pulmonary and disseminated forms of mycobacteri-

osis revealed differences in the structure of the genome, affecting the key virulence genes. This review provides current 

data on the genetic determinants of MAH virulence associated with the initial phase of infection. Several mycobacte-

rial virulence-associated gene families, such as mce (mammalian cell entry), mmp (mycobacterial membrane proteins), 

pe/ppe and esx expressed by MAH during human infection are thought to be crucial for adhesion, entry, survival, and repro-

duction inside host macrophages. The genetic mechanisms of MAH survival in human macrophage cell culture as well as 

mice exposed to toxic effects of reactive oxygen, nitric oxide, bactericidal proteins (cathelicidin) are discussed. The MAH 

survival in the latency-like state is important for pathogen dissemination. Some genetic and phenotypic features of MAH (ab-

sence of a cord factor, presence of plasmids, potential to “switch” morphological types of colonies) are compared with M. tu-

berculosis. In addition, we summarized current state of MAH drug discovery, a role of MAH intrinsic multidrug resistance, 

genetic control, as well as mechanisms underlying formation of resistance to various groups of antibiotics in MAH strains.

Key words: Mycobacterium avium subsp. hominissuis, mycobacteriosis, non-tuberculous mycobacteria, virulence, virulence genes, 

macrophages, genetic control of virulence, drug resistance, pathogenicity, mce, esx, mmp, pe/ppe.

Введение

Микобактериоз (лат. mycobacteriosis) — ин-

фекционное заболевание животных и челове-

ка, возбудителями которого являются пред-

ставители большой группы нетуберкулезных 

микобактерий (НТМБ). Из всех потенциально 

патогенных видов НТМБ (более 180), наиболь-

шее клиническое значение имеет М. avium subsp. 

hominissuis (МАН) — возбудитель микобактерио-

за человека и животных [34].

Среди основных клинико-рентгенологичес-

ких проявлений микобактериоза, вызванного 

МАН, чаще всего встречаются поражения пери-

ферических и внутригрудных лимфатических 

узлов и легких, сходные с туберкулезными [1, 2].

У иммунокомпетентных лиц входными во-

ротами для МАН служат дыхательные пути. 

При аэрогенном заражении микобактерии ко-

лонизируют слизистую бронхов, вызывая по-

ражение легких. Наличие предрасполагающих 

факторов зачастую способствует развитию ин-

фекции. Так, к группам соматического рис ка 

относят больных кистозным фиброзом, брон-

хоэктатической болезнью и пациентов, дли-

тельно получающих иммуносупрессивные пре-

параты [1, 2, 44]. Повышен риск заболевания 

у лиц, имеющих профессиональные болезни 

легких (пневмокониоз и силикоз) и работаю-

щих в тесном контакте с сельскохозяйственны-

ми животными [2, 14].

 При иммуносупрессии (в особенности 

у ВИЧ-инфицированных) входными ворота-

ми для МАН служит не только респираторный, 

но и желудочно-кишечный тракт. Бактерии 

МАН, попадая с пищей или водой в полость рта, 

способны сохраняться в кислой среде желудка 

и поражать слизистую кишечника. Находясь 

в латентном состоянии в лимфоузлах брюшной 

полости, МАН в дальнейшем могут вызывать 

бактериемию и вторичное поражение костно-

го мозга, печени и селезенки (персистируют 

в макрофагах и купферовских клетках) [5, 35]. 

Диссеминированная форма инфекции являет-

ся одним из самых частых осложнений у ВИЧ-

инфицированных на поздних стадиях [2, 14].
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Попав в макрофаги, М. avium противостоят 

токсическому влиянию активных форм кис-

лорода, оксида азота, бактерицидных белков 

(кателицидин) и препятствуют слиянию фаго-

сомы с лизосомой, активно размножаясь в ма-

крофагах. Захват микобактерий макрофагами 

опосредован рецепторами комплемента CR3b, 

CR1, CR3, CR4, маннозо-фукозным и/или avb3 

интегриновым рецепторами и рецептором фиб-

ронектина [9, 16, 18, 23]. Через несколько суток 

инфицированный МАН макрофаг  подвергает-

ся апоптозу, что, однако, не приводит к полной 

элиминации возбудителя. Бактерии МАН по-

кидают апоптозные клетки макрофагов и ин-

фицируют соседние, способствуя дальнейшей 

диссеминации возбудителя [5, 12]. Показано, 

что мутации в генах MAV_2235, MAV_2120, 

MAV_2410 и MAV_4563 нарушают способность 

бактерий МАН выходить из макрофагов при 

апоптозе [5].

Вирулентность М. avium

Степень патогенности (потенциальной спо-

собности микроорганизма вызывать инфек-

ционное заболевание) каждого штамма опре-

деляется набором факторов вирулентности. 

Экспериментально установлено, что большие 

дозы возбудителя способствуют развитию ин-

фекционного процесса у лабораторных живот-

ных. При этом из всех видов НТМБ М. avium об-

ладает наибольшей вирулентностью [2].

Существует зависимость между вирулентно-

стью М. avium, лекарственной устойчивостью 

и морфологическими типами колоний (глад-

кие/шероховатые, прозрачные/непрозрачные) 

[44]. Показано, что гладкие прозрачные коло-

нии, доминирующие при первичном посеве 

на питательные среды, содержат бактерии, ре-

зистентные к большинству антибиотиков и ви-

рулентные для лабораторных животных [13]. 

Шероховатые непрозрачные колонии М. avium, 

преобладающие при последующих пассажах 

культуры in vitro, содержат менее вирулентные 

бактерии [2, 7].

Фенотипической особенностью МАН явля-

ется способность к переключению морфотипов 

колоний [44]. Основой морфологического изме-

нения гладкого типа на шероховатый является 

утрата антигенной поверхностной структуры — 

гликопептидолипида (GPL) в результате деле-

ции протяженного кластера генов ser2. Так, ше-

роховатые морфотипы штаммов МАН, лишен-

ные GPL, были выделены от больных СПИД 

с диссеминированной формой микобактериоза 

[13, 14, 25, 28].

Клинические изоляты М. avium подверга-

ются обратимому переключению между крас-

ным и белым морфотипами колоний на среде 

с Конго красным (за это ответственна двухком-

понентная регуляторная система генов mtrAB) 

[7]. Белый морфотип отличается большей виру-

лентностью и резистентностью к антибиотикам 

по сравнению с красным типом [7, 13, 25].

В зависимости от профиля нуклеотидной 

последовательности внутреннего транскриби-

руемого спейсера (ITS) 16S-23S rRNA, штаммы 

М. avium подразделяют на таксономические 

единицы — секвовары (Mav-A — Mav-H) [37]. 

Сообщается об ассоциации некоторых секво-

варов М. avium с вирулентностью. Подавляющее 

большинство случаев микобактериоза у чело-

века обусловлено штаммами МАН секвоваров 

Mav-A и Mav-B. Секвовар Mav-A вызывает в ос-

новном легочные инфекции у пожилых паци-

ентов и шейный лимфаденит у детей, в то вре-

мя как Mav-B связан с тяжелыми диссемини-

рованными формами инфекции у больных 

СПИД. Оба секвовара являются продуцентами 

большего количества гемолизина — важного 

фактора вирулентности — по сравнению с сек-

воварами остальных типов [14, 37].

Исследование антигенных свойств штам-

мов М. avium, выделенных от больных СПИД, 

выявило преобладание серотипов 4, 6, 8 и 11, 

которые характеризовались большей вирулент-

ностью, чем другие серотипы в опытах in vitro 

и in vivo при заражении мышей [38, 45, 46].

Генетические детерминанты 
вирулентности М. avium

В связи с ростом заболеваемости микобакте-

риозом, особенно в условиях распространения 

ВИЧ-инфекции, приобретают актуальность ис-

следования генетического контроля и механиз-

мов вирулентности М. avium.

Многие механизмы, используемые МАН для 

выживания в клетках организма-хозяина, ана-

логичны таковым у M. tuberculosis, однако су-

ществуют и различия. Так, у М. avium и других 

НТМБ отсутствует корд-фактор — важнейший 

среди многочисленных факторов вирулентнос-

ти M. tuberculosis [1, 2]. В отличие от бактерий 

M. tuberculosis, которые способны покидать ва-

куоль инфицированного макрофага, МАН оста-

ются в клетках хозяина до начала апоптоза [5].

Геном М. avium, помимо хромосомной ДНК, 

включает внехромосомные генетические эле-

менты — плазмиды (отсутствуют у M. tuberculosis), 

которые обеспечивают селективные преимуще-

ства при воздействии жестких условий окружаю-

щей среды. Так, у МАН выявлена уникальная 

плазмида pМАН135, которая содержит гены, ас-

социированные с вирулентностью МАН и устой-

чивостью к противомикробным препаратам. 

Наибольшая частота носительства pМАН135 
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была отмечена у клинических изолятов МАН 

(практически не определялась у изолятов, полу-

ченных от свиней) [32, 41, 43].

Благодаря полной расшифровке нуклеотид-

ной последовательности генома М. avium 104 

стало возможным его использование в качестве 

референсного штамма при сравнении с другими 

геномами. Так, сравнительный анализ штам-

мов МАН, выделенных от больных легочной 

(М. avium TH135) и диссеминированной (М. avium 

104) формами микобактериоза, продемонстри-

ровал различия в структуре генома, затрагиваю-

щие ключевые гены вирулентности [42].

К основным генам вирулентности патоген-

ных микобактерий относят семейства генов 

mce (mammalian cell entry), mmp (mycobacterial 

membrane proteins), pe/ppe и esx (рис.) [22].

Отличительной особенностью микобак-

терий является высокое содержание липидов 

и восков в клеточной стенке, что играет клю-

чевую роль во внутриклеточном выживании 

патогена. Известно, что белки MmpL и MmpS 

опосредуют транспорт липидных метаболи-

тов для биосинтеза липидов клеточной стенки. 

Геном штамма МАН TH135 содержит все гены 

mmpL и mmpS, обнаруженные в геноме штам-

ма МАН104, а также TH135-специфичные гены 

mmpL5 (МАН_0778), mmpL5_5 (МАН_4506), 

mmpL6 (МАН_3375), ген семейства mmpL 

(МАН_0016) и mmpS4_1 (МАН_4505) [40]. Хотя 

роль генов mmpL у М. avium полностью не изуче-

на, установлено, что инфицирование макрофа-

гов М. avium связано с экспрессией транспорт-

ных белков MmpL, вероятно по аналогичному 

M. tuberculosis механизму [28].

Семейство микобактериальных генов esx, 

кодирующих белки системы секреции метабо-

литов VII типа, включает пять ESX-геномных 

локусов (ESX-1 — ESX-5). В частности, белки 

ESAT-6 и CFP-10, кодируемые ESX-1, участву-

ют в лизисе мембран фагосом, межклеточ-

ном распространении и являются ключевыми 

факторами вирулентности M. tuberculosis [11]. 

Характерной особенностью генома МАН яв-

ляется отсутствие локуса ESX-1 и наличие ин-

тактных локусов ESX-2 — ESX-5 с неполной 

гомологией в отношении генома M. tuberculosis 

[22, 42]. Инактивация ESX-5 приводит к потере 

Рисунок. Локализация основных детерминант вирулентности на хромосоме М. avium 104

Figure. Localization of the main determinants of virulence on the chromosome М. avium 104
1 — шкала в п.н.; 2 — кодирующие участки на плюс-цепи; 3 — кодирующие участки на минус-цепи; 4 — локализация гена 
mmpS; 5 — локализация генов mmpL; 6 — локализация семейства генов mce; 7 — локализация семейства генов esx; 
8 — GC состав (доля GC по отношению к длине ДНК, %); 9 — GC skew (отклонение по отношению суммы всех гуанинов 
к сумме всех цитозинов, (G-C)/(G+C)).
1 — scale, base pairs; 2 — coding DNA sequences (CDS) on the plus chain; 3 — CDS on the minus chain; 4 — localization of the 
mmpS gene; 5 — localization of mmpL genes; 6 — localization of the mce gene family; 7 — localization of the esx gene family; 
8 — GC content scale; 9 — GC skew scale.
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способности М. avium модулировать реакцию 

иммунного ответа с участием макрофагов [30].

Ряд белков, обнаруженных в инфицирован-

ных МАН макрофагах, кодировались генами, 

гомологичными mce1 и mce4 у M. tuberculosis. 

Эти гены входят в состав двух из четырех mce-

оперонов, ассоциированных с вирулентностью 

микобактерий. Белок Mce1A способствует про-

никновению микобактерий в макрофаг, а про-

дукты оперона mce4 обеспечивают усвоение хо-

лестерина — важного источника энергии у ми-

кобактерий [22, 42].

Известно, что микобактерии имеют два род-

ственных семейства генов pe/ppe. Наименования 

этих генов отражают присутствие ProGlu (PE) 

и ProProGlu (PPE) мотивов в консервативных 

доменах N-терминальной области соответству-

ющих глицин-богатых белковых антигенов. 

Показано, что белки РЕ и РРЕ, экспрессиру-

емые на поверхности бактериальных клеток, 

ассоциированы с вирулентностью микобак-

терий и формированием клеточного и гумо-

рального иммунного ответа [22]. У трех под-

видов М. avium — МАН, MAA и MAP — были 

выявлены 12 PE и 49 PPE ортологов [29]. Среди 

ортологов РРЕ особый интерес представля-

ют гены MACPPE4 (MAV_0790) и МАСРРЕ12 

(MAV_2006), поскольку являются уникальны-

ми для штамма М. avium subsp. hominissuis 104 [21, 

26, 29]. Функциональная область ESX-5 генома 

М. avium обеспечивает экспорт ряда белков PE/

PPE и является одной из основных детерминант 

вирулентности М. avium. Так, белок MAV_2928 

(продукт гена PPE25-MAV области ESX-5) экс-

прессируется в ответ на низкое содержание 

питательных веществ в фагосоме и транслоци-

руется на поверхность бактериальной клетки. 

Инактивация гена PPE25-MAV приводит к на-

рушению способности микроорганизма репли-

цироваться внутри макрофагов и значительно-

му ослаблению вирулентности как in vitro, так 

и in vivo [27, 30].

Как и многие патогенные бактерии, МАН 

способны связываться с эпителиальными клет-

ками, что приводит к образованию микроагре-

гатов и  инвазии в слизистую оболочку дыха-

тельных путей или желудочно-кишечного трак-

та, обеспечивая персистенцию в организме хозя-

ина. Образование микроагрегатов предшес твует 

образованию биопленок, что частично объясня-

ет устойчивость М. avium к антибиотикам и ре-

цидивирующий характер респираторных ин-

фекций [3, 39].

Важную роль в формировании биопленок 

играют такие генетические детерминанты, как 

MAV_4604 и MAV_1406 [22], а также продукты ге-

нов кластера GPL (отвечает за синтез гликопеп-

тидолипида — одного из основных компонентов 

клеточной стенки микобактерий). Отмечено, 

что у штаммов М. avium с мутациями в генах sucA 

(кодирует 6-оксидегидрогеназу), pstB (кодирует 

протеин-синтетазу) нарушается способность 

к формированию биопленок [20, 47].

Продукт гена MAV_3013 (MBP-1, англ. 

Microaggregate Binding Protein-1) участвует в ад-

гезии микроагрегата к клеткам эпителия по-

средством взаимодействия с белком хозяина — 

виментином. L. Babrak с соавт. (2015) выявили 

высокий уровень экспрессии гипотетического 

гена MAV_0831 (MIP-1, англ. Microaggregate 

Invasion Protein-1) в ходе формирования микро-

агрегатов. MIP-1 способствует эффективному 

проникновению сформировавшегося агрегата 

в эпителиальные клетки хозяина посредством 

взаимодействия с филамином А — актинсвязы-

вающим структурным белком цитоскелета [3, 

39, 47]. Продукты генов MAV_5138 и MAV_3679, 

регулируемые геном fadD2 (кодирует ацил-КоА-

синтетазу), ответственны за инвазию МАН 

в эпителиальные клетки [15].

Изучение генетического контроля вирулент-

ности М. avium в культуре макрофагов челове-

ка in vitro и в организме мышей in vivo выявило 

некоторые детерминанты вирулентности, ас-

социированные с начальной фазой инфици-

рования. Были идентифицированы гены, ко-

дирующие белки, аналогичные белкам других 

микроорганизмов и участвующие в синтезе 

пиримидина (carB), полисахаридов (udgA) и ми-

кобактина (mbtE и mbtF), цикле трикарбоно-

вых кислот (icd и sucA), глиоксалатном цикле 

(icl), нитрат-нитритном дыхании (nirB и narK3), 

переработке нуклеотидов и нуклеозидов (add), 

связывании/транспорте белков (dppD, glnQ), 

ДНК-репликации (dnaZX), синтезе нуклеоти-

дов (guaB3), регуляции трансляции (infB, greA), 

деградации макромолекул (lipL) [9, 18].

Показано, что ген mig активно экспрессиру-

ется только в процессе размножения М. avium 

в макрофагах [9, 18, 33, 48].

Регуляторный белок ОxyR индуцирует экс-

прессию генов, ассоциированных с ответной 

реакцией на действие оксидативного стресса, 

связанного с действием производных перекиси 

водорода в фагосомах [9, 40].

Выявлена высокая экспрессия гена oppA 

(MAV_0464) М. avium в печени, легких и селе-

зенке мышей на ранних этапах инфицирова-

ния. Белки Opp отвечают за активный транс-

порт в бактериальную клетку олигопептидов, 

которые используются в качестве источников 

аминокислот и углерода. С этими белками взаи-

модействует гипотетический белок MAV_2941, 

который секретируется бактериальной клеткой 

в цитоплазму макрофагов in vitro. Мутации в ге-

нах oppA и MAV_2941 приводят к значительному 

подавлению роста бактерий в культуре макро-

фагов [10].
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Также обнаружены гены (mbtE и mbtF) фер-

ментов, участвующих в биосинтезе сидерофора 

микобактина. Повышенная экспрессия данных 

генов наблюдается in vivo у микобактерий, нахо-

дящихся внутри макрофагов, что связано с де-

фицитом ионов железа [18].

Экспрессия гомолога гена icl (изоцитрат-лиа-

за) M. tuberculosis была обнаружена при персис-

тенции М. avium в макрофагах [17, 18].

Лекарственная устойчивость М. avium

М. avium обладает природной резистентно-

стью к большинству противотуберкулезных 

и других антибактериальных препаратов, обыч-

но не применяющихся для лечения туберкуле-

за. Установлено, что у М. avium полисахариды 

внешнего слоя клеточной стенки препятствуют 

диффузии химиотерапевтических препаратов 

внутрь клетки, поэтому условия, способствую-

щие нарушению ее целостности, приводят к по-

вышению лекарственной чувствительности ми-

кроба [2, 7, 44].

Такие препараты, как кларитромицин, ази-

тромицин, рифабутин, этамбутол, амикацин 

и фторхинолоны малоэффективны при раз-

дельном применении, поэтому лечение мико-

бактериоза требует использования комбинации 

из нескольких препаратов, хирургического вме-

шательства или сочетания обоих методов [2].

Макролиды (кларитромицин и азитроми-

цин) являются ключевыми лекарственными 

средствами для лечения микобактериоза, вы-

званного МАН. Механизм действия макролидов 

заключается в связывании с рибосомным тун-

нелем большой субъединицы рибосомы бакте-

риальной клетки, что нарушает освобождение 

растущей пептидной цепи от пептидилтранс-

феразного центра. Приобретенная антибиоти-

корезистентность почти всегда связана с мута-

цией в генах 23S рРНК, ответственных за свя-

зывание макролидов с рибосомами. Точечные 

мутации в положениях 2058 и 2059 в гене rrl 23S 

рРНК в большинстве случаев (80–100%) ас-

социированы с устойчивостью к макролидам 

клинических изолятов М. avium [8, 19, 31, 44].

Аминогликозиды (канамицин, амикацин, 

гентамицин) связываются с 30S-субъединицей 

бактериальной рибосомы, нарушая процесс 

трансляции, что приводит к гибели клеток. 

У некоторых клинических изолятов М. avium, 

устойчивых к амикацину, встречается мутация 

A1408G в гене rrs 16S rRNA [6, 19].

Рифампицин (противотуберкулезный пре-

парат первого ряда) связывается с β-субъ-

единицей РНК-полимеразы, кодируемой ге-

ном rpoB, блокируя удлинение цепи РНК. 

Устойчивость к рифампину у M. tuberculosis 

связана с мутациями в области RRDR (rifampin 

resistance-determining region) гена rpoB. В на-

стоящее время у рифампицин-резистентных 

клинических изолятов М. avium не выявлено 

мутаций в области RRDR rpoB, что обусловли-

вает необходимость поиска замен в геноме МАН 

за пределами данной области [19].

Этамбутол является одним из ключевых пре-

паратов для лечения МАН-ассоциированных 

заболеваний. Этамбутол ингибирует биосинтез 

арабиногалактана — важнейшего компонента 

клеточной стенки, а устойчивость к этамбу-

толу ассоциирована с приобретенными му-

тациями в опероне embCAB (кодирует мико-

бактериальную арабинозилтрансферазу) [19]. 

Устойчивость к этамбутолу М. avium связана 

со сверхэкспрессией генов embAB [4, 19].

Антибиотики группы фторхинолонов пред-

ставляют особый интерес для лечения мико-

бактериальной инфекции, так как активно 

действуют на возбудитель внутри клеток фаго-

цитов [2]. У M. tuberculosis большинство (~90%) 

устойчивых к фторхинолонам штаммов имеют 

мутации в области QRDR (quinolone resistance-

determining region) генов gyrA и gyrB (кодируют 

ДНК-гиразу). Сообщается о некоторых мута-

циях в генах gyrA и gyrB у клинических изоля-

тов М. avium, однако корреляции между одно-

нуклео тидными заменами и резистентнос тью 

штаммов к фторхинолонам не выявлено [19, 24].

Обнаружено, что два гена — pks12 (Маа1979) 

и Maa2520 — принимают участие в формиро-

вании лекарственной устойчивости у штаммов 

М. avium. В результате инсерционной мутации 

в локусе Maa2520 получены штаммы, чувстви-

тельные к ципрофлоксацину, кларитромици-

ну, пенициллину и рифампицину. Они не об-

разовывали лекарственно-устойчивых коло-

ний по сравнению с диким предшественником 

и были чувствительны к минимальной ингиби-

рующей концентрации препаратов. Ген Maa2520 

кодирует гипотетические белки клеточной стен-

ки, которые имеют высокую степень гомологии 

с белками M. tuberculosis, и, возможно, выполня-

ют роль ее стабилизаторов [36]. Мутации в гене 

pks12 (Маа1979) М. avium приводят не только 

к повышению лекарственной чувствительно-

сти ко всем вышеперечисленным препаратам, 

но также к изменению морфологии колоний 

(шероховатый тип). Продукт гена pks12 штамма 

М. avium 104 на 87% гомологичен таковому мико-

бактерий туберкулеза, участвует в синтезе фтио-

церолдимикоцерозата (DIM) — одного из основ-

ных компонентов клеточной стенки, обеспечи-

вающих проницаемость [20, 36].

Таким образом, в связи с неуклонным рос том 

заболеваемости микобактериозом (особенно 

в условиях распространения ВИЧ-ин фекции), 

резко возрастает необходимость исследования 

генетического контроля и механизмов виру-



32

Инфекция и иммунитетД.А. Старкова, О.В. Нарвская

лентности М. avium. При этом до сих пор оста-

ется открытым вопрос об источнике инфициро-

вания и путях передачи инфекции. Полностью 

не изучены генетические механизмы и роль 

отдельных генов возбудителя в формировании 

иммунного ответа организма. Сведения о ге-

нах и мутациях в них, оказывающих влияние 

на возникновение лекарственной устойчивости 

штаммов МАН, малочисленны, поэтому попыт-

ки лечения больных с диссеминированными 

процессами, вызванными М. avium, в большин-

стве случаев оказываются безуспешными. Все 

это диктует необходимость дальнейшего изуче-

ния молекулярно-генетической структуры по-

пуляций М. avium различных подвидов с целью 

выявления молекулярных маркеров возбудите-

ля, ассоциированных с клиническими проявле-

ниями инфекции у человека.
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Резюме. Согласно данным Всемирной организации здравоохранения, ежегодно во всем мире регистриру-

ется свыше 10 млн новых случаев туберкулеза. В Российской Федерации, по данным Федеральной службы 

государственной статистики, в 2017 г. на 100 тыс. населения зарегистрировано 109,8 случаев активного 

туберкулеза, из которых 41,3% имели запущенную форму заболевания. Повсеместная распространен-

ность заболевания независимо от климатических условий обусловлена не только высокой выживаемостью 

Mycobacterium tuberculosis, но и способностью возбудителя длительно персистировать в организме чело-

века и реактивироваться через неограниченный период времени. Итог инфицирования в значительной 

степени определяется иммунореактивностью самого организма-хозяина и его готовностью к развитию 

протективного иммунного ответа. Кроме того, уже после развития болезни состояние иммунной систе-

мы определяет и течение туберкулеза: либо в виде ограниченной формы, либо с обширным поражением 

легких и даже других органов, что наблюдается при генерализованной инфекции. В последние десятиле-

тия большое внимание исследователей было направлено на изучение механизмов клеточного адаптивного 

иммунитета в патогенезе туберкулезной инфекции. Безусловно, адаптивный иммунитет является мощной 

защитой, обеспечивающей целенаправленный специфический иммунный ответ, однако в настоящее вре-

мя становится понятным, что он является лишь эффекторным звеном врожденного иммунитета. Врож-

денный иммунитет — филогенетически более древняя, наследственно закрепленная система, основной 

задачей которой является обеспечение быстрой элиминации патогена и предотвращение развития инфек-

ции на ранних стадиях, когда механизмы адаптивного иммунитета отсутствуют. Механизмы врожденно-

го иммунитета представлены клетками, разнообразными рецепторами, молекулами и их комплексами, 

присутствующими на разных клетках и имеющими одинаковое предназначение. Активация врожденного 

иммунитета начинается с распознавания одинаковых групп молекул, присутствующих у различных па-
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тогенов, — патоген-ассоциированных молекулярных паттернов (pathogen-accociated molecular patterns — 

PAMPs), осуществляемого с помощью паттерн-распознающих рецепторов (pathogen recognition receptops — 

PRRs). В обзоре приводятся данные о роли рецепторов врожденного иммунитета в распознавании PAMPs, 

присущих Mycobacterium tuberculosis, в продукции иммунорегуляторных цитокинов и в активации сигналь-

ных путей, играющих критическую роль в регуляции некроптоза, апоптоза и аутофагии инфицированных 

макрофагов. Рассматривается значение факторов врожденного мукозального иммунитета в реализации 

иммунного ответа на M. tuberculosis. Описано участие Toll-подобных и скавенджер-рецепторов, манноз-

ного рецептора, DC-SIGN и других в развитии иммунитета против M. tuberculosis. Представлены данные 

о полиморфных вариантах генов врожденного иммунитета, формирующих предрасположенность к тубер-

кулезу и оказывающих влияние на характер его течения.

Ключевые слова: Mycobacterium tuberculosis, туберкулез, рецепторы врожденного иммунитета.

INNATE IMMUNE RECEPTORS IN DEVELOPMENT OF MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS 
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Abstract. According to the World Health Organization, over 10 million new tuberculosis cases are reported annually 

worldwide. According to the 2017 Federal State Statistics Service Report, incidence rate for active TB infection in the Rus-

sian Federation was 109.8 cases per 100,000 population, of which 41.3% accounted for chronic disease form. Regardless 

of climatic conditions, high prevalence of TB infection, is not only due to high Mycobacterium tuberculosis viability, but 

also its ability for long persistence in human body and reactivation after an unlimited period of dormancy. The outcome 

of infection is largely determined by host immunoreactivity and its ability to develop protective immune response. In addi-

tion, status of immune system also underlies tuberculosis course after the onset: either as a localized form, or as a form with 

extensive damage to the lungs and even other organs observed in generalized infection. In recent decades, a great attention 

was paid to examining mechanisms of adaptive cell immunity played in pathogenesis of TB infection. No doubt, adaptive 

immunity is a powerful defense system providing a targeted specific immune response, but now it is becoming clear that 

it represents solely an effector arm of innate immunity. Innate immunity is a phylogenetically more ancient, inherited 

system largely aimed at ensuring rapid pathogen elimination and preventing development of infection at early stages when 

adaptive immunity ongoing antigen-specific maturation. Mechanisms of innate immunity mediated by cells, diverse re-

ceptors, molecules and their complexes, found on various cells. Activation of innate immunity begins with recognition 

of conserved molecular groups present in various pathogens called pathogen-associated molecular patterns (PAMPs), 

which are sensed by pathogen recognition receptors (PRRs). Here, we review current data on the role of innate receptors 

in recognizing M. tuberculosis-derived PAMPs, production of immunoregulatory cytokines and activation of signaling 

pathways playing a crucial role in the regulation of necroptosis, apoptosis and autophagy of infected macrophages. Signifi-

cance of innate mucosal factors in implementing immune response to M. tuberculosis is discussed. In particular, Toll-like 

receptors, scavenger-receptors, mannose receptor, DC-SIGN etc. were described to participate in development of M. tu-

berculosis immunity. The data on single nucleotide polymorphic variants for innate genes are shown, which predispose 

to developing tuberculosis and affecting its course.

Key words: Mycobacterium tuberculosis, tuberculosis, receptors of innate immunity.

Несмотря на то что заболеваемость туберку-

лезом легких за последние 10 лет снизилась почти 

вдвое, он по-прежнему остается ведущей причи-

ной смертности от инфекционных заболеваний 

во всем мире и занимает одно из лидирующих 

мест в структуре социально значимых заболе-

ваний Российской Федерации [1]. Согласно дан-

ным Всемирной организации здравоохранения, 

ежегодно во всем мире регистрируется 10,4 млн 

новых случаев туберкулеза, а около 30% насе-

ления инфицированы Mycobacterium tuberculosis. 

Итог инфицирования в значительной степени 

обусловлен иммунореактивностью самого орга-

низма-хозяина и его способностью к развитию 

протективного иммунного ответа.

M. tuberculosis использует различные факто-

ры для развития инфекции, включая адгезию, 

инвазию, репликацию в клетках и дальнейшее 

распространение в организме [58]. К факторам 

патогенности M. tuberculosis относится способ-

ность синтезировать липиды клеточной стенки 

[78]. Некоторые виды липидов — трегалоза ди-
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миколат (ранее называемый корд-фактором), 

диацилированный сульфогликолипид и липо-

гликаны на основе маннана [маннозиды фос-

фатидил-мио-инозитола (PIM), миколовые 

кислоты, гликолипиды липоманнан (LM) и ли-

поарабиноманнан (LAM)], — вызывают имму-

нопатологический ответ, тогда как другие (фтио-

церолдимикоцерозат, сульфолипид-1 и ди- и по-

лиацилтрегалоза) ослабляют иммунный ответ 

организма и участвуют в защите M. tuberculosis 

от иммунного ответа [5, 69, 86, 87, 115].

Настоящий обзор посвящен анализу роли 

мукозального иммунитета, бронхолегочного 

эпителия и рецепторов врожденного иммуни-

тета в развитии туберкулезной инфекции, в том 

числе на уровне мукозального иммунитета.

Мукозальный иммунитет

Важную роль в реализации иммунного от-

вета на M. tuberculosis выполняет бронхоле-

гочный эпителий. М-клетки, расположенные 

в эпителии дыхательных путей, распознают 

и переправляют M. tuberculosis в назально- или 

бронхиально ассоциированную с ними лимфа-

тическую ткань (NALT/BALT) [71]. Известно, 

что бронхиальный эпителий за счет индукции 

выработки β-дефензинов ограничивает выжи-

вание бактерий, однако, с другой стороны, пре-

бывание в неокисленной поздней эндосомной 

вакуоли бронхиальных эпителиальных клеток 

облегчает персистенцию M. tuberculosis [42, 82]. 

Мембранные белки-синдеканы, расположен-

ные на эпителиальных клетках альвеол, опос-

редуя адгезию и внедрение микобактерий, об-

легчают колонизацию патогенных штаммов, 

но в то же время способствуют выработке хемо-

кинов и провоспалительных цитокинов [118].

Aльвеолярные макрофаги составляют более 

95% клеток, обнаруживаемых в бронхоальвео-

лярном лаваже, они тесно связаны с альвео-

лярным эпителием и располагаются в поверх-

ностно-активном веществе (ПАВ), которое 

является важным иммуномодулятором [37]. 

Большинство альвеолярных макрофагов про-

исходит из моноцитов периферической крови, 

которые мигрировали в дыхательные пути, где 

дифференцировались [37, 99]. Поверхностно-

активное вещество в основном состоит из фос-

фолипидов, необходимых для уменьшения 

поверхностного натяжения легких, и из сур-

фактантных белков: SP-A, SP-B, SP-C, SP-D 

[89, 109]. SP-A и SP-D преимущественно экс-

прессируются эпителиальными клетками аль-

веолярного типа II [3] и, наряду с маннозосвя-

зывающим лектином, представляют собой кол-

лагеноподобные кальций-зависимые лектины 

С-типа, опосредующие процессы фагоцитоза 

различных патогенов, включая M. tuberculosis.

SP-A повышает экспрессию Toll-like рецеп-

торов (TLR) 2 [12, 21] и индуцирует активность 

маннозного рецептора [47] на альвеолярных 

макрофагах, тем самым улучшая их способ-

ность распознавать и поглощать M. tuberculosis. 

Однако, как ни парадоксально, повышенная вы-

работка SP-A ослабляет сигналы TLR2 и TLR4 

в этих клетках, вследствие чего увеличивается 

персистенция внутриклеточно локализован-

ных M. tuberculosis. Кроме того, SP-A уменьшает 

фосфорилирование IκBα — ключевого регуля-

тора активности NF-κB и ядерной транслока-

ции p65, что приводит к уменьшению секреции 

TNF в ответ на TLR-лиганды. SP-A также сни-

жает уровень фосфорилирования сигнальных 

белков — членов семейства MAPK [29, 46].

Поверхностно-активное вещество легких, 

кроме уникальных белков (SP-A, SP-B, SP-C 

и SP-D), также содержит фосфолипиды и ней-

тральные липиды, необходимые для устойчи-

вости стенок альвеол и защиты от патогенов. 

Местная модуляция SR-A при персистенции 

M. tuberculosis в легких опосредует «очистку» 

окисленных поверхностно-активных фосфо-

липидов (поглощение холестерина и окислен-

ных липидов), способствуя хроническому тече-

нию туберкулеза [94].

Другой сурфактантный белок — SP-D — аг-

глютинирует M. tuberculosis, связывая свои С-кон-

цевые лектиновые домены с терминальным оли-

госахаридом липогликана — липоарабиноман-

наном — на поверхности M. tuberculosis, что, 

в свою очередь, приводит к фосфорилированию 

внутриклеточной киназы р38, активации транс-

крипционного фактора (NF-κB) и соответствен-

но усилению продукции провоспалительных 

цитокинов [40]. Помимо этого, присутствие бел-

ка SP-D может стимулировать активное слия ния 

фагосом, содержащих M. tuberculosis, с лизосома-

ми с образованием фаголизосом в мак рофагах, 

не влияя, при этом, на образование реакционно-

способных промежуточных продуктов кислоро-

да в этих клетках [30].

Полиморфизмы генов, кодирующих SP-A 

и SP-D, считаются генетическими детерминан-

тами для множества легочных инфекционных 

заболеваний, включая туберкулез легких [97]. 

Показано, что аллельные вариации генов SP-A 

[64] и SP-D [32] влияют на восприимчивость ор-

ганизма к туберкулезу в некоторых популяциях. 

Так, в Ханской популяции Китая [47] было вы-

явлено, что G-аллель aa91, T-аллель aa140 и гап-

лотип 6A11-1A8 являются факторами риска раз-

вития туберкулеза легких, а протективными 

в отношении туберкулеза являются гаплотипы 

CGAAC-1A0 и 6A4-1A12.

Hsieh M.-Н. c соавт. [47] изучали ассоциацию 

полиморфизмов гена SP-D с туберкулезом пу-

тем клонирования двух полиморфизмов SP-D: 
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C92T (rs721917) и A538G (rs2243639). Результаты 

их работы показывают, что вариант SP-D 92T 

(аминокислотный остаток 16, метионин), в от-

личие от варианта SP-D 92C (аминокислотный 

остаток 16, треонин), повышает восприимчи-

вость организма к туберкулезной инфекции, по-

скольку имеет пониженную связываю щую спо-

собность и ингибирует фагоцитоз M. tuberculosis 

в макрофагах.

Toll-like рецепторы

Взаимодействие между компонентами кле-

точной стенки M. tuberculosis и рецепторами 

на поверхности клеток организма имеет боль-

шое значение в патогенезе инфекции [88]. 

Основными паттерн-распознающими рецеп-

торами при микобактериальной инфекции 

являются TLRs [48]. TLRs экспрессируются 

на различных иммунных клетках, включая 

альвеолярные макрофаги, моноциты, ден-

дритные клетки, В-клетки, специфические 

типы Т-клеток и даже на фибробластах и эпи-

телиальных клетках [51]. M. tuberculosis и ком-

поненты ее клеточной стенки распознаются 

TLR1, TLR2, TLR4, TLR7 и TLR9 [45, 49, 79, 

103], что приводит к MyD88-зависимой акти-

вации антибактериальных эффекторных пу-

тей и продукции NO-оксидазы, а также про-

воспалительных цитокинов, таких как TNFα, 

IL-12, хемокинов [73]. Такие гликолипиды 

M. tuberculosis, как липо арабиноманнан, ли-

поманнан и фосфатидилинозитол маннозид, 

а также белок пролин-пролин-глутаминовой 

кислоты (PPE)-17 подают сигнал через гетеро-

димеры TLR2-TLR1 [41, 105]. При этом показа-

но, что миколовые кислоты могут ингибиро-

вать TLR2 в альвеолоцитах 1 и 2 типа и альве-

олярных макрофагах [93]. TLR, экспрессируе-

мые на поверхности антиген-презентирующих 

клеток (АПК), индуцируют воспалительный 

ответ клеток, однако длительная передача 

сигнала через TLR2, TLR4 и TLR9 ингибиру-

ет обработку и презентацию антигена молеку-

лами MHC II класса. Причиной длительной 

сигнализации может служить персистенция 

M. tuberculosis и лигандов бактерии в фагосоме 

внутри клетки. Внутриклеточная персистен-

ция M. tuberculosis (24 ч и более) блокирует ре-

акцию макрофагов на IFNγ и способствует по-

стоянной стимуляции TLR2, индукции IL-10 

и клеток Тh2 типа [81].

Микобактериальная инфекция усиливает 

экспрессию TLR2 на поверхности эпителиаль-

ных клеток дыхательных путей. При этом через 

TLR2 эпителиальных клеток индуцируются 

сигналы, приводящие к усилению секреции хе-

мокина CXCL8 и провоспалительного цитоки-

на IL-6, привлекающего нейтрофилы в легкие. 

Приходящие нейтрофилы в свою очередь се-

кретируют моноцитарный хемотаксический 

фактор CCL2 и провоспалительный цитокин 

TNFα, что привлекает моноциты [59].

Konowich J. с соавт. [54] выявили, что мыши, 

дефицитные по TLR2 (TLR2-knockout mice), 

при хронической туберкулезной инфекции 

неспособны поддерживать стабильную бакте-

риальную нагрузку, о чем свидетельствует раз-

вивающаяся иммунопатология у мышей, про-

являющаяся пневмонитом и усиленной клеточ-

ной инфильтрацией.

Предполагается, что активация макро-

фагов через TLR2 является одним из основ-

ных механизмов, активирующих витамин 

D3-зависимый путь кателицидина LL-37, 

участвующего в киллинге внутриклеточной 

M. tuberculosis [59]. Антимикробный пептид ка-

телицидин экспрессируется в альвеолярных 

макрофагах, моноцитах, нейтрофилах и эпите-

лиальных клетках [83]. Его экспрессия зависит 

от супероксид-продуцирующего белка семей-

ства NADPH-оксидазы 2 (NOX2). Показано, 

что белок NOX2 способен осуществлять вну-

триклеточный контроль M. tuberculosis через 

TLR2/1-опосредованную экспрессию катели-

цидина в человеческих макрофагах в присут-

ствии экзогенно добавленной активной формы 

витамина D3 (1,25-дигидроксивитамина D3) 

[95]. Взаимодействие NOX2 с TLR2 способству-

ет как запуску врожденного иммунитета пу-

тем генерации активных форм кислорода, так 

и адаптивного иммунитета за счет регуляции 

презентации антигенов дендритными клетка-

ми CD8-положительным Т-клеткам [114].

TLR2 участвуют в рекрутировании в легкие 

Т-регуляторных клеток (Treg), которые огра-

ничивают приток нейтрофилов и макрофагов, 

тем самым способствуя ограничению воспале-

ния [67]. Накопление Treg в легких способствует 

поддержанию целостности туберкулезной гра-

нулемы при хронической инфекции [54].

Bandyopadhyay U. с соавт. показали, что бе-

лок M. tuberculosis Rv3529c имеет существенное 

сходство с доменом адаптерного белка TLR2 — 

MyD88. Rv3529c ингибирует TLR2-инду циро-

ванное взаимодействие MyD88 с IRAK1 и, как 

следствие, TLR2-опосредован ные провоспали-

тельные реакции. Снижается фосфорилирова-

ние MAPK-ERK и активация транскрипцион-

ного фактора NF-κB; уменьшается секреция 

провоспалительных цитокинов IFNγ, IL-6, 

а также IL-17A и увеличивается выработка про-

тивовоспалительных цитокинов IL-10 и TGF-β; 

нарушается слияние фагосом с лизосомами 

внутри макрофагов и их апоптоз; ослабляется 

оксидативный «взрыв» [9]. С помощью такого 

механизма M. tuberculosis может мимикрировать 

и подавлять иммунный ответ организма.
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В последние годы был идентифицирован 

и охарактеризован такой белок клеточной стен-

ки M. tuberculosis, как Rv1016c. Липопротеин 

Rv1016c является еще одним лигандом TLR2 

и способен индуцировать апоптоз макрофа-

гов. Кроме того, Rv1016c TLR2-зависимым 

способом ингибирует IFNγ-индуцированную 

экспрессию молекул MHC класса II на мак-

рофагах. Трансактиватор класса II (CIITA) 

регулирует экспрессию MHC II. Было по-

казано, что липопротеин Rv1016c уменьшает 

IFNγ-индуцированную экспрессию CIITA че-

рез TLR2 и сигнализацию через MAPK. TLR2-

зависимый апоптоз и ингибирование презен-

тации антигена молекулами MHC II класса, 

индуцированные Rv1016c при микобактериаль-

ной инфекции, могут приводить к высвобож-

дению остаточных бацилл из апоптотических 

клеток и снижению распознавания антигенов 

CD4+ Т-клетками. Эти механизмы позволяют 

внутриклеточной M. tuberculosis избегать им-

мунного надзора и поддерживать хроническую 

инфекцию [73].

Известно, что в ответ на инфицирование 

M. tuberculosis активируется также TLR4 [92]. 

Cardoso de Oliveira с соавт. показали, что у па-

циентов с туберкулезной инфекцией TLR4 экс-

прессируется на макрофагах в более высокой 

степени, чем у здоровых людей [26]. На ден-

дритных клетках повышение активности 

TLR4 и, соответственно, фактора транскрип-

ции NF-κB приводит к продукции провос-

палительного цитокина TNFα и двух важных 

лигандов для костимулирующих молекул — 

CD80 и CD86 [111]. Кроме того, взаимодействие 

M. tuberculosis и TLR4 приводит к активации 

TPL-2-зависимого MAP-киназного пути, ре-

зультатом чего является повышение продукции 

IFNγ и экспрессии молекул главного комплек-

са гистосовместимости II класса, а также сни-

жение продукции противовоспалительного 

цитокина IL-10 [73, 76, 84]. Липополисахарид 

клеточной стенки M. tuberculosis через TLR4/

MyD88-зависимый путь активирует NOX2 

в мак рофагах, вследствие чего увеличивается 

продукция активных форм кислорода и других 

бактерицидных веществ. Результатом такой ак-

тивации макрофагов является непосредственно 

повреждение M. tuberculosis и инициация ауто-

фагии [62].

TLR7 активируется на макрофагах, инфици-

рованных M. tuberculosis. При этом повышенная 

активация TLR7 благоприятно влияет на уве-

личение жизнеспособности M. tuberculosis-ин-

фицированных клеток, тогда как подавление 

TLR7 вызывает снижение их жизнеспособно-

сти. Вероятно, активация TLR7 способствует 

удалениию внутриклеточного патогена через 

аутофагию. Активация TLR7 и ядерного бел-

ка аутофагии LC3-II приводит к значительно-

му увеличению аутофагосом в M. tuberculosis-

инфицированных макрофагах. Подавление ак-

тивации TLR7 приводит к уменьшению белка 

LC3-II в M. tuberculosis-инфицированных мак-

рофагах и блокированию образования аутофа-

госомы [10].

Альвеолярные макрофаги и моноциты экс-

прессируют высокие уровни TLR9 [80]. В не-

скольких работах было высказано предположе-

ние, что TLR9 является важным рецептором для 

оптимальной реализации механизмов врож-

денного иммунного ответа против M. tubercu-

losis [34, 75, 79]. Посредством стимуляции 

TLR9, связывающего ДНК М. tuberculosis, ин-

дуцируется продукция кателицидина LL-37 — 

катионного антимикробного белка человека 

(hCAP18), который помимо прямой антимик-

робной функции выполняет несколько функ-

ций медиатора воспаления [80].

Показано, что у лиц, имеющих активную 

форму туберкулеза, существует дефект переда-

чи сигналов через TLR9. Также у больных с ак-

тивной формой туберкулеза отмечена понижен-

ная секреция IL-8 [80].

Связь полиморфизмов генов TLRs с тубер-

кулезом легких проявляется по-разному в по-

пуляциях в зависимости от этнической при-

надлежности и географического расположения. 

Исследования, проведеннные среди индоне-

зийского и турецкого населения, показали, что 

полиморфизм Arg753Gln гена TLR2 является 

фактором риска активного туберкулеза легких 

[25, 96], а у тунисских и корейских пациентов, 

полиморфный вариант Arg677Trp ассоцииру-

ется с туберкулезом легких [13]. У китайского 

населения не было выявлено ассоциации поли-

морфизмов TLR2 и TLR4 с развитием туберку-

леза легких [110].

Полиморфный локус rs4986791 TLR4 имеет 

ассоциацию с повышенной восприимчивостью 

M. tuberculosis у африканцев, а полиморфный ло-

кус rs352139 TLR9 — у азиатов [90, 117]. В Индии 

аллель А rs352140 в гене TLR9 чаще обнаружи-

вался у здоровых лиц, чем у больных туберку-

лезом [70]. Аллель С локуса rs187084 гена TLR9 

связана с восприимчивостью к M. tuberculosis 

у индийского племени Байга [14].

DC-SIGN

DC-SIGN (CD209) представляет собой 

трансмембранный белок, относящийся к лек-

тинам II типа, экспрессирующийся преиму-

щественно на дендритных клетках, однако при 

туберкулезной инфекции индуцируется также 

и на альвеолярных макрофагах [101].

Внеклеточная часть рецептора DC-SIGN 

представлена единственным доменом CRD 
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(на С-конце), способным распознавать ман-

нозосодержащие части поверхностных струк-

тур M. tuberculosis, такие как маннозный липо-

арабиноманнан, липоманнан, арабиноман нан, 

также гликопротеины и PIM [60]. Цито плаз-

матический домен (на N-конце) содержит три 

мотива, которые участвуют в фагоцитозе, вну-

триклеточном транспорте микобактерий и ин-

дукции сигналов [8, 31].

Результаты исследований, посвященные из-

учению роли рецептора DC-SIGN в развитии 

туберкулезной инфекции не являются одно-

значными. С одной стороны, данный рецептор 

проявляет провоспалительные функции, уси-

ливая презентацию антигенов дендритными 

клетками человека через молекулы MHC I и II 

классов и индуцируя активацию CD4+ и CD8+ 

T-клеток. DC-SIGN опосредует также фаго-

цитоз M. tuberculosis дендритными клетками 

и в дальнейшем способствует переносу мико-

бактериальных гликолипидов на клеточную 

плазматическую мембрану, где гликолипиды 

могут быть загружены на CD1 молекулы для 

представления лимфоцитам [102].

С другой стороны, показано, что DC-SIGN, 

распознавая маннозный липоарабиноманнан 

(ManLAM), индуцирует продукцию иммуно-

супрессивного медиатора IL-10 и противодей-

ствует провоспалительному ответу, запущенно-

му через TLR, в частности TLR4 [36]. Известно, 

что IL-10 ингибирует экспрессию костимули-

рующих молекул и продукцию IL-12, которые 

необходимы для активации иммунного ответа 

по Тh-1 пути. Таким образом, M. tuberculosis, ис-

пользуя DC-SIGN, способны предотвращать 

активацию дендритных клеток через TLR и, тем 

самым, уклоняются от иммунного ответа.

Кроме того, было выявлено, что дефицит 

DC-SIGN на клетках человека напрямую улуч-

шает контроль над M. tuberculosis. В отсутствие 

этого белка IL-4-активированные макрофаги 

проявляли провоспалительный фенотип при 

заражении M. tuberculosis и приобретали лучшую 

способность контролировать внутриклеточный 

рост этого патогена. Однако в отсутствие DC-

SIGN при туберкулезной инфекции отмечалось 

снижение восстановления и ремоделирования 

тканей — процессов, являющихся характерны-

ми функциональными проявлениями деятель-

ности альтернативно активированных макро-

фагов [61].

У жителей Южной Африки была выявлена ас-

социация двух полиморфных вариантов в промо-

торной области DC-SIGN (–871A/G и –336A/G) 

с ответом организма на M. tuberculosis. Аллели 

–871G и –336A гена DC-SIGN играют протек-

тивную роль во время туберкулезной инфекции 

за счет повышенной экспрессии рецептора DC-

SIGN на макрофагах и дендритных клетках [11]. 

Экспрессия данного рецептора на дендритных 

клетках у больных активными формами тубер-

кулеза приводит к лучшему захвату и обработке 

микобактериальных антигенов, к более силь-

ному ответу Т-клеток, а экспрессия на альвео-

лярных макрофагах — к усилению фагоцитоза 

M. tuberculosis макрофагами.

В то же время исследования по изучению 

распределения частот генотипов полиморфиз-

ма гена DC-SIGN, проведенные среди жителей 

России и Колумбии, не выявили достоверных 

различий между группами больных туберку-

лезом и здоровым контролем [2, 38]. Стоит от-

метить, что проведенное в России исследование 

показало, что у пациентов, пораженных «пе-

кинским» генотипом (генотип Beijing с мно-

жественной лекарственной устойчивостью 

M. tuberculosis), было обнаружено достоверное 

снижение встречаемости –336G аллеля гена 

DC-SIGN. При сравнении распространенно-

сти –336G аллеля гена DC-SIGN выяснено, что 

в популяции жителей Иркутской области дан-

ный вариант гена встречался несколько реже, 

чем у европейцев, но чаще, чем у азиатов [2, 4]. 

У канадцев и коренных африканцев также вы-

явлены ассоциации между аллельными вари-

антами однонуклеотидных полиморфизмов 

гена DC-SIGN и восприимчивостью к туберку-

лезу легких [15].

Исходя из того, что при инфицировании 

M. tuberculosis TLR2-опосредованная активация 

за счет включения NF-κB приводит к значи-

тельной экспрессии IL-12, тогда как стимуляция 

DC-SIGN обладает противоположным эффек-

том, Gupta D. с соавт. предположили, что на на-

чальных стадиях заражения M. tuberculosis, когда 

нагрузка патогенных микроорганизмов низкая, 

срабатывают рецепторы TLR2, вызывая про-

тективный иммунитет и предотвращая развитие 

активной формы туберкулеза. При увеличении 

бактериальной нагрузки в последующие перио-

ды инфекции маннозный липоарабиноманнан 

связывается с DC-SIGN и запускает супрессор-

ный ответ [39]. Одним из механизмов супрессии 

является высокая экспрессия SOCS1 (одного 

из супрессоров передачи цитокиновых сигна-

лов), способствующая снижению уровня транс-

крипции цитокинов, в том числе и IL-12 [98].

Скавенджер-рецепторы

На поверхности альвеолярных макрофагов 

экспрессируются также скавенджер-рецепто-

ры (scavenger receptors, SR): рецептор макро-

фагов с коллагеновой структурой (MARCO) 

и скавенджер-рецептор класса А (SR-A), уча-

ствующие в поглощении неопсонизированного 

M. tuberculosis макрофагами [88]. MARCO, взаи-

модействуя с гликолипидом клеточной стенки 
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M. tuberculosis — трегалоза-6,6'-димиколятом 

(TDM), в совокупности с CD14 активирует сиг-

нальный путь TLR2. Взаимодействие MARCO–

лиганд показывает, что только MARCO не-

достаточно для связывания TDM. Другие 

паттерн-распознающие рецепторы, присут-

ствующие на поверхности макрофагов, также 

необходимы для связывания и эффективного 

иммунного ответа [16]. CD14 компонент рецеп-

торных комплексов CD14/TLR2 и MD2/TLR4/

CD14 экспрессируется на макрофагах и моно-

цитах, участвует в распознавании таких мико-

бактериальных лигандов, как пептидогликан, 

липотейхоевая кислота, липопротеины и липо-

арабиноманнан. Было показано, что в молекула 

CD14 в составе вышеуказанных рецепторных 

комплексов облегчает поглощение неопсонизи-

рованных микобактерий [74]. При связывании 

с лигандами M. tuberculosis, CD14 взаимодей-

ствует с TLR2, чтобы индуцировать передачу 

сигнала на ядерный фактор NF-κB и запустить 

синтез провоспалительных цитокинов [43].

Однако при острой форме туберкулезной ин-

фекции отсутствие рецепторов SR-A и MARCO 

у SR-A и/или MARCO-дефицитных мышей 

не влияло на иммунный ответ организма, 

не нарушало образование и структурирование 

гранулем и не приводило к чрезмерному воспа-

лению легких [24].

У мышей с нокаутом по гену CD14 при зара-

жении вирулентным M. tuberculosis H37Rv было 

отмечено уменьшение воспалительной реакции 

в легких, что позволило мышам выжить [108].

Проведена оценка связи полиморфизмов 

промотора гена CD14 с восприимчивостью 

к туберкулезу легких у жителей Китая. Между 

пациентами с туберкулезом и здоровым конт-

ролем были обнаружены статистически зна-

чимые различия в распределении полиморф-

ных маркеров G1619A, T1359G, A1145G и C159T. 

Гаплотип GGGT, включающий варианты четы-

рех вышеперечисленных SNP, показал значи-

тельную связь с этим заболеванием [112].

Мезенхимальные стволовые клетки челове-

ка (MSCs) экспрессируют на своей поверхно-

сти два типа скавенджер-рецепторов: MARCO 

и SR-B1, с помощью которых индуцируют фаго-

цитоз M. tuberculosis. Продемонстрировано, что 

размножение M. tuberculosis в MSCs не происхо-

дит вследствие аутофагии и продукции NO [52].

CD36 относится к скавенджер-рецепто-

рам класса B и выполняет гомеостатическую 

функцию в легких на раннем этапе инфекции 

M. tuberculosis. Как известно, M. tuberculosis мо-

жет использовать липиды в качестве источ-

ника углерода во время инфекции. Было вы-

явлено, что липиды ПАВ и/или SP-A усили-

вают продукцию белка CD36 в альвеолярных 

макрофагах. Молекула CD36 функционирует 

как рецептор поглощения липидов ПАВ ма-

крофагами. Нокдаун гена, кодирующего моле-

кулу CD36, снижает поглощение дипальмито-

илфосфатидилхолина, наиболее распростра-

ненного вида липидов ПАВ [28]. Показано, 

что чувствительность макрофагов к микобак-

териальной инфекции значительно снижена 

у мышей с дефицитом CD36, и это может яв-

ляться причиной длительной персистенции 

M. tuberculosis [44].

Маннозный рецептор

Еще одним важным рецептором, экспрес-

сируемым на альвеолярных макрофагах и ден-

дритных клетках, является маннозный рецеп-

тор (МР) CD206. Он представляет собой транс-

мембранный гликопротеин I типа семейства 

лектинов С-типа [68].

Маннозный рецептор отличается наличи-

ем во внеклеточной части 8 доменов распоз-

навания углеводов (CRD), которые связывают 

терминальные фрагменты липоарабиноман-

нана M. tuberculosis — маннозные радикалы [6]. 

С использованием первичных и перевиваемых 

клеточных линий проанализировано взаимо-

действие PIM клеточной стенки M. tuberculosis 

и МР. Показано, что с маннозным рецептором 

взаимодействует как маннозный липоараби-

номаннан PIM5f, так и липоарабиноманнан 

PIM6f. Характер взаимодействия напрямую 

связан со степенью их ацилирования, вслед-

ствие этого с маннозным рецептором макрофа-

гов предпочтительно связываются триацили-

рованные формы PIM более высокого порядка 

(PIM5f и PIM6f). Напротив, PIM нижнего по-

рядка (PIM2f) и липоманнан (LM) не распоз-

наются маннозным рецептором [104]. В то же 

время показано, что PIM2f взаимодействует 

с неопсоническим доменом рецептора компле-

мента — CR3 [107].

Маннозный рецептор, функционируя как 

паттерн-распознающий рецептор, распознает 

и опосредует загрузку микобактериального ли-

погликана, маннозного липоарабиноманнана 

на молекулы CD1 для представления антиген-

презентирующим клеткам [89].

Другими поверхностными маннозилирован-

ными молекулами M. tuberculosis, которые явля-

ются потенциальными лигандами для манноз-

ного рецептора, являются арабиноманнаны, 

маннопротеины, фосфорилированный араби-

номаннан и маннан [63]. Микобактериальные 

поверхностные маннозилированные молекулы 

играют важную роль в регуляции фагоцито-

за и реакции хозяина. Известно, что ManLAM 

у M. tuberculosis ингибирует слияние фагосо-

мы с лизосомой в макрофагах. В дополнение 

к ManLAM, PIM высокого порядка связывают-
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ся с маннозным рецептором, что также ограни-

чивает слияние фагосомы с лизосомой [104].

Кальмодулин и Ca2+/кальмодулинкиназа II 

являются ключевыми молекулами, ответствен-

ными за формирование бактерицидных фаголи-

зосом. Предполагают, что ManLAM блокирует 

увеличение уровня ионов Ca2+ в цитозоле макро-

фагов [55] и тем самым препятствует взаимодей-

ствию фосфатидилинозитол-3-киназы (PI3K) 

с кальмодулином, необходимым для образования 

фосфатидилинозитол-3-монофосфата (PI3P), во-

влеченного в прив лече ние раннего эндосомаль-

ного антигена 1 в фагосомы [22, 33, 50]. Вследствие 

этого, после фагоцитоза M. tuberculosis остается 

в фагосоме, которая не созревает в фаголизосому.

Важно отметить, что МР-опосредованное ли-

гирование с помощью ManLAM и поглощение 

M. tuberculosis благоприятствуют выживанию 

бактерий, формируя противовоспалительную 

иммуносупрессирующую программу: инги-

бируется продукция макрофагов, дендритных 

клеток, провоспалительного цитокина IL-12 

[20, 72] и инициируется выделение противовос-

палительных цитокинов, таких как IL-4, IL-10, 

IL-13 [27, 65]. Помимо этого, не стимулируется 

активация NO-синтазы, из-за чего происходит 

усиление ростовой активности мико бактерий 

[20]. В целом взаимодействие с маннозным ре-

цептором используется патогенными микобак-

териями для создания благоприятной среды 

внутри клетки-хозяина, микобактериаль ной 

фагосомы.

Маннозосвязывающий лектин

Маннозосвязывающий лектин (МСЛ) пред-

ставляет собой острофазный сывороточный бе-

лок печеночного происхождения [66]. Он распоз-

нает микробные поверхностные углеводы, в том 

числе микобактериальные несущие маннозу 

гликопротеины (липоарабиноманнан), связы-

вается с ними и способствует опсонофагоцито-

зу. Результаты исследований о роли этого белка 

в развитии туберкулезной инфекции расходятся. 

По мнению одних авторов [35, 100] низкие уров-

ни МСЛ играют протективную роль; по мнению 

других [91] — высокие уровни МСЛ, действую-

щего как опсонин, инициируют лектиновый 

путь активации комплемента [77] и активируют 

независимый от комплемента фагоцитоз, тем 

самым способствуя воспалению с продукцией 

соответствующих цитокинов. Низкий уровень 

этого белка в сыворотке может способствовать 

восприимчивости к туберкулезу.

У человека МСЛ кодируется геном, распо-

ложенным на хромосоме 10 в области 10q21-24. 

Известно, что среди жителей Италии пара гап-

лотипов HYA/HYA обеспечивает устойчивость 

организма к туберкулезу органов дыхания, тог-

да как другая пара — LYB/LYD способствует 

высокой восприимчивости [18]. Показано, что 

у представителей иранской популяции генотип 

МСЛ (HH) и аллель H также вовлечены в вос-

приимчивость к развитию туберкулеза легких, 

а наличие аллели L способствует устойчивости 

к этому заболеванию [100]. Однако при обсле-

довании турецких пациентов с туберкулезом 

органов дыхания не было обнаружено взаимос-

вязи с полиморфизмом гена МСЛ [7, 19].

NOD-рецепторы

Члены семейства NOD-подобного рецепто-

ра (NLR) играют важную роль во врожденном 

иммунитете, индуцируя воспалительный ответ 

и регулируя пути гибели/выживания клеток. 

Они относятся к внутриклеточным рецепторам 

и представляют собой вторую линию распозна-

вания патогенов M. tuberculosis, индуцируя про-

воспалительный ответ в макрофагах [23, 56]. 

NLR в основном экспрессируются на антиген-

презентирующих клетках: дендритных клетках, 

макрофагах, а также на эпителиальных клет-

ках. Рецептор NOD1 распознает специфические 

муропептиды, обнаруженные в пептидогли-

кановом слое грамположительных бактерий, 

в том числе M. tuberculosis. NOD2 распознает 

N-гликозилированную форму мурамилдипеп-

тида (GMDP), обнаруженную у M. tuberculosis. 

После связывания они активируют митоген-

активированные протеинкиназы (MAPK), ряд 

транскрипционных факторов, в том числе NF-κB 

и AP-1, что приводит к продукции клетками 

провоспалительных цитокинов [23].

Brooks с соавт. [17] при исследовании макро-

фагального звена у больных туберкулезом выя-

вили, что NOD2-рецепторы больше экспресси-

руются на моноцитарных, чем на альвеолярных 

макрофагах. Они предположили, что низкая 

экспрессия NOD2 на альвеолярных макрофагах 

представляет собой фенотипический маркер 

альтернативно активированных макрофагов, 

что приводит к менее эффективному киллин-

гу M. tuberculosis при первом контакте с возбу-

дителем. С другой стороны, при последующем 

течении заболевания NOD2-рецепторы играют 

важную роль в защите клеток организма, по-

скольку уровни мРНК NOD2 увеличиваются 

у лиц, больных туберкулезом.

Продемонстрировано, что одновременная 

активация TLR4 и NOD-2-рецепторов дендрит-

ных клеток приводит к более сильному иммун-

ному ответу и ограничению роста M. tuberculosis. 

Основными результатами синергетической ра-

боты этих рецепторов являются: ускорение ак-

тивации дендритных клеток; увеличение экс-

прессии CCR7, приводящее к улучшению мигра-

ции дендритных клеток в лимфатичес кие узлы 
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и представлению ими антигенов Т-лимфоцитам, 

повышение секреции IFNγ, TNFα и продукции 

NO дендритными клетками [53].

Дектин-1

Дектин-1 (CLEC7A) представляет собой 

трансмембранный белок типа II, экспресси-

руемый на макрофагах, дендритных клетках 

и нейтрофилах и регулирующий провоспали-

тельные реакции на микробные патогены. Этот 

рецептор взаимодействует с микобактериями 

совместно с TLR2, индуцирует передачу сигна-

лов через NF-κB с выделением таких цитоки-

нов, как TNFα и IL-12p40. До сих пор не были 

идентифицированы специфические микобак-

териальные лиганды для Дектина-1, хотя из-

вестно, что его внеклеточный лектиновый до-

мен распознает β-1,3- и β-1,6-связанные глюка-

ны растительного и грибкового происхождения 

[57, 85, 113].

Обнаружено, что Дектин-1 совместно с TLR4 

участвуют в M. tuberculosis-индуцированной 

продукции IL-17A. Предполагается, что свя-

зывание M. tuberculosis с Дектином-1 незрелой 

дендритной клетки способствует образованию 

зрелой дендритной клетки, продуцирующей 

TNFα, IL-1, IL-6 и IL-23 и направляющей CD4+ 

Т-клетки (Th1/Th17-лимфоциты) на продук-

цию IFNγ и IL-17 [106, 116].

Заключение

Не вызывает сомнения, что рецепторы 

врожденного иммунитета играют важную роль 

в развитии иммунитета против M. tuberculosis. 

Исследования последних лет демонстриру-

ют, что сурфактантные белки, TLR- и NOD-

рецепторы, DC-SIGN, маннозные и скавен-

джер-рецепторы играют двоякую роль при ту-

беркулезе, с одной стороны участвуя в запус ке 

протективного иммунитета и элиминации 

бацилл, а с другой — способствуя формирова-

нию иммуносупрессии. Во многом это зависит 

от стадии инфекционного процесса и особен-

ностей макроорганизма.

Дальнейшее изучение генетических и эпи-

генетических основ туберкулеза позволит раз-

работать новые методы диагностики и борьбы 

с этим заболеванием. Так, обнаружение поли-

морфизмов, являющихся генетическими био-

маркерами, можно использовать для скринин-

га, для прогнозирования риска инфицирования 

и оценки риска развития активного туберку-

леза у людей, инфицированных M. tuberculosis. 

Значимость паттерн-распознающих рецепто-

ров ограничивается не только их потенциаль-

ным использованием в качестве ассоциативных 

маркеров предрасположенности к туберкулез-

ной инфекции, но и возможной мишени для 

иммуномодулирующеей терапии.
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СТРУКТУРА И ИНГИБИРУЮЩАЯ АКТИВНОСТЬ 

ЛАКТОФЕРРИНА ПО ОТНОШЕНИЮ К ВИРУСУ 

ГРИППА

В.Н. Зорина

ФГУП ГосНИИ особо чистых биопрепаратов ФМБА России, Санкт-Петербург, Россия

Резюме. Активный антигенный дрейф позволяет вирусу гриппа частично или полностью избегать распоз-

навания иммунной системой. Для лечения применяются ингибиторы протон-селективного ионного канала 

М2 и ингибиторы нейраминидазы, имеющие нежелательные побочные эффекты и провоцирующие появле-

ние устойчивых к терапии штаммов вируса. Это обосновывает необходимость поиска новых терапевтичес-

ких агентов. Лактоферрин (ЛФ) является гликопротеином с молекулярной массой 75–80 kDa, способным 

связывать ионы металлов. Наибольшие концентрации ЛФ выявляются в молозиве и молоке, значительное 

количество депонировано в гранулах нейтрофилов. Структура доменов ЛФ молока человека, коровы, козы, 

свиньи, лошади, верблюда, буйвола гомологична. ЛФ взаимодействует как со специфическими рецепторами, 

так и с рецепторами эндоцитоза (LRP), Toll-подобными, сигнальными рецепторами на поверхности различ-

ных типов клеток. Лактоферрин человека и животных обладает выраженной противовирусной активностью. 

Данный гликопротеин способен оказывать модулирующее воздействие на иммунную систему, включая гу-

моральный и клеточный иммунный ответ, регулировать окислительно-восстановительные реакции. Однако 

литературные данные о роли данного белка в профилактике и лечении гриппа малочисленны. Описана инги-

бирующая активность ЛФ по отношению к вирусам гриппа А и В, включая штаммы H1N1, H5N1, H7N1, H3N2. 

Установлено, что ЛФ связывает гемагглютинин вируса, предотвращая взаимодействие с клеткой; блокирует 

программируемую клеточную смерть, способствующую распространению вируса на поздних стадиях ин-

фекции, через взаимодействие с каспазой 3; блокирует сборку вируса. Пептиды, синтезированные на основе 

структуры С-домена ЛФ, демонстрируют выраженную ингибирующую активность по отношению к штаммам 

вируса. Применение ЛФ в качестве адъюванта при вакцинации более эффективно, чем оксида алюминия. 

Дальнейшее изучение влияния ЛФ на вирус гриппа и иммунный ответ при заражении необходимо для раз-

работки новых методов профилактики и лечения.

Ключевые слова: лактоферрин, пептид, вирусы, грипп, терапия, адъювант.

 PATTERN OF LACTOFERRIN ANTI-INFLUENZA VIRUS INHIBITORY ACTIVITY

Zorina V.N.

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

Abstract. Active antigenic drift allows the influenza virus to partially or completely avoid recognition by the immune 

system. For treatment, inhibitors of the proton-selective ion channel M2 and inhibitors of neuraminidase are used, 

which have undesirable side effects and provoke the emergence of treatment-resistant strains of the virus. This justifies 
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the need to search for new therapeutic agents. Lactoferrin (LF) is a glycoprotein with a molecular mass of 75–80 kDa, 

capable for binding metal ions. The highest concentrations of LF are detected in colostrum and milk, a significant 

amount is deposited in neutrophil granules. The structure of the LF domains of human milk, cow, goat, pig, horse, 

camel, buffalo is homologous. LF interacts with both specific receptors and endocytosis receptors (LRP), Toll-like, 

signal receptors on the surface of various cell types. Lactoferrin of humans and animals has a high antiviral activity. 

This glycoprotein modulates the immune system, including the humoral and cellular immune responses, and regulates 

redox reactions. However, literature data on the role of this protein in the prevention and treatment of influenza are few. 

LF inhibitory activity against influenza A and B viruses has been described, including H1N1, H5N1, H7N1, H3N2 

strains. It has been established that LF binds virus hemagglutinin, preventing interaction with the cell, blocks pro-

grammed cell death through interaction with caspase 3 for preventing the spread of the virus at the later stages of the 

infection, and blocks virus assembly. Peptides synthesized on the basis of LF C-domain structure demonstrate high 

inhibitory activity against virus. The use of LF as an adjuvant for vaccines is more effective than of aluminum oxide. 

Further study of LF effects on influenza virus and on the immune response during infection is necessary to develop new 

methods of prevention and treatment.

Key words: lactoferrin, peptide, viruses, influenza, therapy, adjuvant.

Противовирусные свойства молока извест-

ны с глубокой древности. Эти свойства связаны 

с белками молока — казеином, лактальбумином, 

лактоферрином и другими. В частности, лакто-

феррин, гликолактин, ангиогенин-1, лактоге-

нин, казеин, лактоферрампин, альфа- и бета-

лактальбумины коровьего молока способны, 

в той или иной степени, подавлять ВИЧ-1 [11]. 

Сиализированные олигосахариды молока [12] 

подавляют вирусы гриппа (H1N1, H1N2, H3N2, 

H9N2). Наиболее выраженной ингибирующей 

способностью в отношении вирусов обладает 

лактоферрин (ЛФ). Известно, что лактоферрин 

подавляет активность штаммов вируса грип-

па (H5N1, H1N1, H3N2), вируса полиомиелита, 

аденовируса, респираторно-синцитиального 

вируса человека, энтеровируса, ротавируса, ви-

русов гепатитов В и С, цитомегаловируса, ви-

руса простого герпеса 1 и 2 типа, ВИЧ-1, вируса 

Зика, денге и других [3, 4, 5, 6, 11, 16]. Цель дан-

ного обзора — обобщение литературных дан-

ных по структуре, механизмам действия и ак-

тивности ЛФ по отношению к вирусу гриппа.

Вакцинация способна эффективно предот-

вращать эпидемии гриппа, однако не всегда по-

зволяет предотвратить заболевание — активный 

антигенный дрейф позволяет мутировавшему 

вирусу частично или полностью избегать рас-

познавания иммунной системой. Для лечения 

гриппа применяются либо ингибиторы протон-

селективного ионного канала М2 (амантадин 

и его производное римантадин), либо ингиби-

торы нейраминидазы (NA) (осельтамивир и за-

намивир). Амантадин и его производные умень-

шают продолжительность симптомов, но имеют 

нежелательные побочные эффекты и провоци-

руют появление устойчивых к лекарственным 

средствам штаммов вируса. Ингибиторы NA 

остаются распространенным средством лече-

ния гриппа, однако имеют ограниченную эф-

фективность при введении на поздней стадии 

инфекции. Кроме того, сохраняется риск по-

явления устойчивых вирусных штаммов. Это 

обосновывает необходимость поиска новых те-

рапевтических агентов [3].

Лактоферрин считается продуктом диверген-

ции гена древнего предшественника трансфер-

рина [9]. Данный белок является гликопротеи-

ном; степень гликозилированности у млекопита-

ющих может различаться: у ЛФ человека 3 сайта 

гликозилирования, у ЛФ коровы их пять [4]. 

Молекулярная масса белка определяется в преде-

лах 75–80 kDa (689–700 аминокислот) [1, 4, 9, 20]. 

Различия в молекулярной массе связаны с суще-

ствованием двух функциональных форм ЛФ: на-

тивной апо-формы (75–77 kDa) и связанной с ио-

нами металлов холо-формы (80–82 kDa). Кроме 

того, существуют изоформы ЛФ, разли чающиеся 

свойствами. Например ЛФ-β и ЛФ-γ обладают 

РНКазной активностью, ЛФ-α ею не обладает [9]. 

Аминокислотный состав сообщает ЛФ выражен-

ные щелочные свойства — его изоэлектрическая 

точка достигает 8–9.

Лактоферрин способен связывать ионы раз-

личных металлов [8]. Активнее всего ЛФ взаи-

модействует с двух- и трехвалентным железом: 

при лактации до 30% железа молока связано 

с ЛФ. Однако в крови циркулирует преимуще-

ственно апо-форма, с металлами связано не бо-

лее 6–8% белка. Помимо железа ЛФ связывает 

ионы меди, цинка, магния, кобальта, алюми-

ния, предположительно взаимодействует с гал-

лием и ванадием [9], но свойства таких молекул 

и концентрация их в организме остаются мало-

изученными. Данный белок способен взаимо-

действовать не только с металлами, но и с гепа-

рином, липополисахаридами, гликозаминогли-

канами, ДНК [20].

Молекула ЛФ состоит из двух, сходных 

по молекулярной массе, свернутых в глобулы 

доменов — N-домена (аминокислотные остат-

ки 1–333) и С-домена (аминокислотные остат-

ки 345–676), соединенных участком (остатки 

334–344), формирующим подвижную трех-
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витковую α-спираль [4]. Каждый домен, в свою 

очередь, содержит по два субдомена N1-N2 и С1-

С2 [3, 4, 17]. Трехмерные структуры доменов ЛФ 

человека, коровы, козы, свиньи, лошади, вер-

блюда, буйвола имеют значительную степень 

гомологии аминокислотных последовательно-

стей (от 72 до 96% у С-домена), но конформаци-

онно различаются. Последовательности С и N 

доменов идентичны на 30–37% [9, 17]. Сайты 

связывания металлов в субъединицах имеют 

сходный состав (Asp-60, Tyr-92, Tyr-192 и His-25 

в N-субъединице и Asp-395, Tyr-433, Tyr-526, 

His-595 в C-субъединице, взаимодействующие 

с анионами CO3
2–) [4].

Рецепторы к ЛФ обнаруживаются на по-

верхности многих клеток, включая моноциты/

макрофаги и нейтрофилы, Т- и В-лимфоциты, 

дендритные клетки [9, 20]. Установлено, что 

ЛФ способен взаимодействовать не только 

со специфическими рецепторами ЛФр [20], 

но и с универсальными LRP рецепторами (low-

density lipoprotein receptor-related protein-1 и -2). 

Известно, что LRP-рецепторы задействованы 

как в эндоцитозе, так и в проведении сигна-

ла в клетки [1, 2], когда происходит только по-

верхностный контакт, со смещением транс-

мембранного участка рецептора вглубь, взаи-

модействием с белком-адаптером и запуском 

каскада внутриклеточных реакций. Описано 

взаимодействие ЛФ с Toll-подобными рецепто-

рами (TLR) [15], а также с лектиновыми и ман-

нозными рецепторами [2].

Наибольшие концентрации ЛФ определяют-

ся в молозиве (5–7 мг/мл) и молоке (1–3 мг/мл), 

однако данный белок также присутствует в кро-

ви (около 1 мкг/мл у здоровых и до 5–6 мкг/мл 

при воспалении), слезной жидкости, слюне, 

бронхолегочном лаваже, семинальной плазме, 

вагинальных секретах, синовиальной жид-

кости, спинномозговой жидкости [1, 4, 9, 20]. 

Лактоферрин в организме происходит преиму-

щественно из двух источников — синтезирует-

ся эпителиальными клетками, а также в зна-

чительном количестве депонирован в гранулах 

нейтрофилов [8]. По аминокислотному составу 

ЛФ, экскретируемый эпителиальными клетка-

ми и высвобождаемый при дегрануляции ней-

трофилов, идентичен на 97–99%, описаны ми-

норные различия в гликозилировании [9, 10].

При воспалительной реакции ЛФ активно 

высвобождается из нейтрофилов и его концен-

трация в крови увеличивается в несколько раз. 

При септическом состоянии уровень ЛФ может 

повышаться до 100 раз [27]. Концентрация ЛФ 

в крови также повышается при нейродегенера-

тивных заболеваниях, аллергической реакции 

и беременности [9, 20].

Механизмы воздействия ЛФ на вирусы до-

статочно разнообразны.

1. Модулирование системы оксидантов/анти-

оксидантов. Лактоферрин обладает свойствами 

антиоксиданта, модулирует реакции кисло-

родного взрыва и окислительного стресса [8, 9]. 

Известно, что железо играет значительную роль 

в продукции активных форм кислорода и гид-

роксильных радикалов. Связывание железа мо-

лекулами ЛФ предотвращает перекисное окис-

ление липидов и повреждение супероксидными 

радикалами ДНК и РНК в митохондриях [2].

2. Модулирование иммунного ответа. Лакто-

феррин является медиатором взаимодействий 

врожденного и адаптивного иммунного ответа. 

Лактоферрин повышает активность NK-клеток, 

фагоцитарную активность нейтрофилов [2, 8, 

20]. Данный белок оказывает выраженное и раз-

нообразное воздействие на макрофаги и клетки 

Лангерганса — в том числе опосредованно, через 

влияние на цитокиновый профиль (активирует 

клетки, способствует созреванию, влияет на ми-

грацию). Лактоферрин способствует созреванию 

Т- и В-лимфоцитов, влияет на соотношение Th1/

Th2 клеток [8, 24]. Данный белок модулирует 

синтез цитокинов — может оказывать и стиму-

лирующее, и ингибирующее воздействие, в том 

числе на секрецию IFNγ, что особенно важно 

при вирусной инфекции [2, 20, 24]. Обладает 

свойствами хемоаттрактанта [27], конкуриру-

ет с IL-8 за сайты связывания протео гликанов 

[2]. Лактоферрин стимулирует экспрессию 

CD40, модулирует экспрессию CD80, CD86. [24]. 

Пероральное применение ЛФ стимулирует по-

вышение концентрации IgG и IgA в сек ретах [2, 

20]. ЛФ может ингибировать экспрессию ICAM-1 

и влиять на NF-κB [20]. Данный белок спосо-

бен воздействовать на компоненты системы 

комплемента. Продемонстрирована активация 

экспрессии рецептора С3 компонента компле-

мента при применении ЛФ [20]. Молекулы ЛФ 

могут напрямую взаимодействовать с ДНК [9]. 

Продемонстрировано проникновение ЛФ в ядро 

клетки, с последующей стимуляцией синтеза 

IL-6 [15]. Гликаны лактоферрина взаимодей-

ствуют с сигнальными рецепторами (манноз-

ный рецептор и другие) [2].

3. Прямое взаимодействие с вирусом. ЛФ мо-

жет связываться с гемагглютинином вирусов, 

препятствуя взаимодействию с клетками [3, 16]. 

Кроме того, ЛФ блокирует апоптоз клеток [2]. 

Известно, что вирусы модулируют апоптоз кле-

ток хозяина, преимущественно используя раз-

личные способы его ингибирования. Однако 

на поздней стадии инфекции, в целях рас-

пространения, вирусы напротив, активируют 

апоптоз. Продемонстрировано, что заражение 

вирусами гриппа типа А и В приводит к индук-

ции апоптоза как в пермиссивных, так и в не-

пермиссивных культивируемых клетках, а так-

же in vivo. Установлено, что активация каспа-



52

Инфекция и иммунитетВ.Н. Зорина

зы-3, стимулирующей развитие апоптоза, явля-

ется критическим событием для эффективного 

размножения вируса гриппа, в присутствии ин-

гибиторов каспазы-3 распространение вируса 

замедляется. Обработка клеток ЛФ ингибирует 

активность каспазы-3, предотвращая развитие 

апоптоза и распространение инфекции [13].

4. Адъювантный эффект. Лактоферрин может 

использоваться в качестве адъюванта при вак-

цинации, поскольку стимулирует антигенпре-

зентирующие клетки. Продемонстрировано, 

что лактоферрин, в том числе рекомбинант-

ный, является не только хорошим адъювантом 

при применении БЦЖ-вакцины, но и оказыва-

ет дополнительное благотворное воздействие 

на бронхолегочную систему [2].

Известно, что ЛФ активен и против ДНК-, 

и против РНК-вирусов [20]. Однако работ, по-

священных влиянию ЛФ, его фрагментов или 

пептидов на вирус гриппа, крайне мало. В част-

ности, в 1993 г. была опубликована работа, 

продемонстрировавшая ингибирующую ак-

тивность ЛФ по отношению к вирусам гриппа 

А (H3N2) и В, как за счет наличия сиализиро-

ванных компонентов, препятствующих агглю-

тинации, так и по независимому механизму 

[7]. Установлено, что пероральное применение 

ЛФ препятствует развитию пневмонии в экс-

перименте с вирусом гриппа на мышах [19, 26]. 

Продемонстрировано, что при заражении виру-

сом гриппа А, ЛФ блокирует программируемую 

клеточную смерть через взаимодействие с кас-

пазой-3 [3, 4], а также эффективно блокирует 

экспорт вирусных рибонуклеопротеинов, пре-

дотвращая сборку вируса [13]. Показана блоки-

рующая активность ЛФ по отношению к H5N1 

[3, 4, 22], а также к H1N1, H3N2 и H7N1 в экс-

перименте на культуре клеток, причем эффект 

обусловлен взаимодействием C-домена с гемаг-

глютинином вируса [3]. Выявлено, что добав-

ление ЛФ в культуры после адсорбции также 

снижает цитотоксическое воздействии вируса 

гриппа на клетки, даже при удалении сиаловых 

кислот из структуры ЛФ [14]. Установлено, что 

ингибирующей активностью по отношению 

к вирусу гриппа обладают и десиализирован-

ные, и дегликозилированные, и не связанные 

с железом формы ЛФ [16]. Защитные свойства 

ЛФ против вирусов, включая вирус гриппа, 

могут реализовываться за счет усиления экс-

прессии TLR-7 на дендритных клетках [23]. 

Лактоферрин способен предотвращать связы-

вание РНК-содержащих вирусов (например, 

вируса денге) с клеточной мембраной [6].

Необходимо отметить, что молекулы ЛФ 

очень устойчивы к воздействию трипсином 

и другими ферментами [9]. В то же время фраг-

менты ЛФ сохраняют активность по отноше-

нию к бактериальным и вирусным агентам.

Отдельного внимания заслуживают пепти-

ды с противовирусной активностью, разрабо-

танные на основе структуры ЛФ [3]. При этом 

наиболее многообещающей точкой приложе-

ния подобных пептидов представляются до-

мены гемагглютинина, поскольку он не только 

играет ключевую роль в инвазии, но и имеет 

эволюционно-консервативный эпитоп [3].

Гемагглютинин (НА) является основным 

гликопротеиновым компонентом вирусной 

оболочки наряду с нейраминидазой (NA). Это 

грибовидный тримерный белок, каждый моно-

мер состоит из двух субъединиц: HA1 и HA2. 

Шаровая «головка» HA, состоящая из цепи HA1, 

содержит сайты связывания сиаловой кислоты, 

в то время как консервативная область «стебля» 

запускает конформационную перестройку при 

кислом pH, необходимом для возникновения 

инфекции [16].

Лактоферрин способен связывать HA вируса 

гриппа А, ингибируя гемагглютинацию и зара-

жение H1N1 и H3N2. Было показано, что фраг-

мент C-домена ЛФ связывает область, образо-

ванную доменом HA2, вместе с несколькими 

важными остатками в N- и C-концевых сегмен-

тах HA1, содержащую универсальный консер-

вативный эпитоп HA [16].

В серии экспериментов выявлено три участ-

ка С-домена ЛФ, эффективно взаимодейству-

ющих с гемагглютинином вируса гриппа: 

SKHSSLDCVLRP (418–429), TNGESTADWAKN, 

(552–563) и AGDDQGLDKCVPNSKEK (506–

522). N-субъединица белка противовирусны-

ми свойствами не обладала [3]. В соответствии 

с расшифрованными последовательностями 

были синтезированы пептиды (в одном случае 

произведены минорные изменения, с исклю-

чением и заменой остатков треонина для по-

вышения стабильности — NGESSADWAKN). 

Продемонстрирована ингибирующая ак-

тивность синтезированных пептидов по от-

ношению к H5N1, H7N1, H1N1, H3N2. 

Синтезированные пептиды подавляли репли-

кацию вируса гриппа значительно активнее 

(в фемто- и пикомолярных количествах), чем 

целая молекула ЛФ. При этом ингибирующая 

активность отмечена и по отношению к ре-

зистентному к осельтамивиру штамму H1N1. 

Авторы предполагают, что подобные пепти-

ды препятствуют взаимодействию между НА1 

и НА2 и связыванию HA с рецепторами сиало-

вой кислоты [3].

Дальнейшие эксперименты с пептидами про-

демонстрировали ингибирующую активность 

по отношению к НА еще трех последовательнос-

тей, включая KANEGLTWNSLKDK (441–454), 

TNGESTADWAKN (552–563), KSETKN (633–

638), в эксперименте с двумя штаммами H1N1 

и одним штаммом H3N2, однако их активность 
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была ниже (наномолярные дозы). При оптими-

зации структуры наиболее эффективного пеп-

тида получена последовательность SLDCVLRP, 

обладающая сходной эффективностью при свя-

зывании НА. Короткий пептид SLDC был высо-

коэффективен только против штамма вируса 

A/Roma-ISS/02/08 H1N1 [16].

При оценке способности влиять на репли-

кацию вируса в клеточной линии MDCK, наи-

большую эффективность продемонстрировали 

короткие пептиды SLDCVLRP и VLRP по от-

ношению к штаммам H1N1, SLDC и SKHS 

по отношению к штамму H3N2 [16].

Помимо ЛФ молока, получаемого преимуще-

ственно из молока коров, реже коз и верблюдиц, 

а также синтетических пептидов, проводятся 

эксперименты по получению трансгенного ЛФ 

человека от животных [25], рекомбинантного 

ЛФ [21], генно-инженерных форм ЛФ из риса 

и других растений [28]. Таблетированные и лио-

фильные формы белка интенсивно тестируют-

ся в качестве перспективных лекарственных 

средств против бактериальной, грибковой, ви-

русной инфекции, а также для лечения онкопа-

тологии.

Многие современные вакцины содержат 

адъюванты, преимущественно гель оксида 

алюминия. Он провоцирует развитие местной 

воспалительной реакции, имеет нежелатель-

ные побочные эффекты (в частности, подавля-

ет синтез IL-12), при вакцинации новорожден-

ных его следует применять с осторожностью. 

Известно, что во многом эффект алюминия 

основан на активации нейтрофилов. Замена 

оксида алюминия на ЛФ в качестве адъюванта 

позволяет получить сходный по выраженности 

иммунный ответ без негативных эффектов, 

связанных с применением алюминия. Это по-

зволяет рассматривать ЛФ или пептиды на его 

основе в качестве перспективного биосовмес-

тимого адъюванта при разработке вакцин про-

тив гриппа [18].

Таким образом, механизмы блокирования 

лактоферрином активности вируса гриппа 

многообразны и заключаются в предотвраще-

нии связывания штаммов вируса с поверхнос-

тью клеток-мишеней, модулировании интен-

сивности и направленности иммунного ответа, 

контроле за развитием кислородного взрыва. 

Данный белок можно рассматривать в каче-

стве перспективного адъюванта при вакцино-

профилактике. Пептиды, сконструированные 

на основе анализа молекулы ЛФ, перспектив-

ны при профилактике и лечении заболевания 

в отношении штаммов вирусов, резистентных 

к общепринятой терапии. При этом пептиды 

не способны спровоцировать аутоантителоге-

нез, снижающий эффективность нативных ге-

терологичных молекул ЛФ. Тем не менее, боль-

шая часть сведений о противовирусной актив-

ности ЛФ получена in vitro или в эксперименте, 

поэтому дальнейшее изучение свойств данного 

уникального белка представляет большой ин-

терес при разработке противовирусных средств.
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Резюме. Постстрептококковый гломерулонефрит, одно из серьезных осложнений острой инфекции, вызван-

ной стрептококками группы А (СГА), остается до настоящего времени в поле зрения клиницистов и исследо-

вателей. Ранее мы показали, что клинические (вирулентные) штаммы СГА с документированной нефрито-

генной активностью были способны связывать Fc-фрагмент мономерных или агрегированных IgG человека 

и ряда млекопитающих. Кроме того, в экспериментах на кроликах были получены доказательства ведущей 

роли стрептококковых IgG Fc-связывающих белков в инициации постстрептококкового гломерулонефрита, 

сходного по иммуноморфологическим проявлениям с заболеванием у человека. Известна также способность 

нормального IgG и его Fc-фрагментов подавлять развитие экспериментального гломерулонефрита. Целью на-

стоящего исследования являлось изучение блокирующей способности препарата очищенных Fc-фрагментов 

нормального IgG кролика на развитие гломерулонефрита, индуцированного штаммами S. pyogenes генотипов 

emm1, emm12 и emm60, связывающими, соответственно, различные формы иммуноглобулинов: мономерный 

IgG, иммунные комплексы и IgА. Материалы и методы. Для введения кроликам были использованы штам-

мы СГА генотипов emm1, emm12 и emm60, инициирующие развитие гломерулонефрита и IgA-нефропатии. 

Fc-фрагменты были получены путем ферментативного переваривания нормального IgG кролика с последу-

ющей очисткой на колонке с Sepharose FF, конъюгированной с протеином G. Для оценки иммуноморфологи-

ческих изменений в почечной ткани кролика применяли морфометрический анализ. Результаты. Были вы-

явлены разные по интенсивности и локализации патологические изменения в почечной ткани подопытных 

животных. Для стрептококков генотипов emm1 и emm12 был характерен постстрептококковый гломерулонеф-

рит, первично проявляющийся отложением IgG или IgG–анти-IgG иммунных комплексов в базальной мем-

бране клубочков. Морфологические изменения оценивались как мембранозно-пролиферативный процесс. 

Между тем, для IgA-гломерулонефрита были свойственны отложения IgA в мезангиальных клетках клубоч-

ков, ведущие к мезангиально-пролиферативному процессу. Внутривенное введение препарата Fc-фрагментов 

нормального IgG кролика по-разному влияло на патологические изменения: 1) Fc-фрагменты IgG полностью 

подавляли развитие процесса, индуцированного штаммом генотипа emm1; 2) частично подавляли измене-
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ния, вызванные штаммом генотипа emm12 и 3) не влияли на процесс, вызванный штаммом генотипа emm60. 

Заключение. Приведенные данные указывают на существование различий в механизмах поражения почечных 

гломерул с участием различных IgFc-рецепторных белков стрептококков группы А. Представляют интерес 

дальнейшие исследования возможного профилактического или лечебного воздействия Fc-фрагмента IgG 

на процессы иммунокомплексной природы, осложняющие стрептококковые заболевания.

Ключевые слова: Streptococcus pyogenes, Fc-фрагмент IgG, экспериментальный стрептококковый гломерулонефрит, 

IgG-связывающая активность стрептококка, IgA-связывающая активность стрептококка.

IMPACT OF IgG Fc-FRAGMENTS ON EXPERIMENTAL GLOMERULONEPHRITIS INDUCED 

BY STREPTOCOCCUS PYOGENES STRAIN BINDING VARIOUS IMMUNOGLOBULIN CLASSES

Burova L.A., Pigarevsky P.V., Snegova V.A., Totolian Artem A.

Institute of Experimental Medicine, St. Petersburg, Russian Federation

Abstract. The pathogenesis of poststreptococcal glomerulonephritis (PSGN), a major complication of acute infec-

tions caused by group A streptococci (GAS) remains unclear. Several theories, based on the role of certain streptococ-

cal virulence factors, as well as immunological mimicry between GAS and renal tissue, have been proposed. Earlier, 

we reported that many virulent clinical GAS isolates showing confirmed nephritogenic activity were capable of non-

immune Fc binding of monomeric or aggregated IgG. Moreover, a rabbit model of PSGN allowed to obtain findings 

regarding a crucial role of streptococcal IgG Fc binding proteins belonging to the M family surface proteins, in the onset 

of PSGN. Rabbits injected with inactivated IgGFcBP-positive streptococci, acquired changes in the renal tissue with 

deposited IgG and complement C3, as well as signs of immune inflammation characteristic for human PSGN. Also, 

it was shown that the induction of experimental glomerulonephritis could be inhibited after normal IgG or its purified 

Fc fragments were inoculated at early stages of the process. The data obtained in rabbits injected with group A streptococ-

cal type M60 also showed pathogenic functions of the IgA Fc-binding proteins of GAS. The aim of the study was to ex-

amine inhibiting activity of the purified rabbit IgG Fc fragments on the manifestations of glomerulonephritis induced by 

S. pyogenes strains capable of binding diverse forms of immunoglobulins such native IgG, immune complexes, and IgA. 

Materials and methods. GAS strains of emm1, emm12 and emm60 genotypes were used to induce PSGN or IgA-nephropa-

thy in rabbits. Fc fragments derived from rabbit IgG were obtained by enzymatic digestion and purified by affinity chro-

matography on a protein G-sepharose FF column. Immunomorphological changes of renal tissue were estimated by mor-

phometric analysis. Results. In the present study, using the rabbit model, we revealed pathological changes of different 

intensity and localization in the renal tissue. For streptococci of the emm1 and emm12 genotypes, PSGN was characterized 

by deposition of IgG or IgG–anti-IgG immune complexes within the basal glomerular membrane. Morphological changes 

were evaluated as a membranous-proliferative glomerulonephritis. Meanwhile, IgA-glomerulonephritis is characterized 

by deposition of IgA in mesangial cells of glomeruli, leading to the mesangial-proliferative glomerulonephritis or IgA-

nephropathy. Intravenously administered purified Fc fragments derived from normal rabbit IgG varied in effects on path-

ological processes: (i) IgG Fc fragments of fully inhibited development of the PSGN induced by IgG Fc binding strain 

of emm1 genotype, (ii) IgG Fc fragments of partially reverted changes caused by the emm12 genotype strain, which was 

binding only to immune complexes, and (iii) had no effects on pathological changes caused by the emm60 genotype GAS 

strain, which was binding only IgA. Conclusion. The data obtained point and emergence of differences in mechanisms 

of renal lesions development at glomerulonephritis, depending on the emm genotype of GAS strain. In addition, it also 

confirmed GAS-derived involvement for various IgFc-receptor proteins in the pathology. Further studies on potential 

prophylactic or curative effects of IgG Fc fragments in PSGN should therefore be of interest. The findings might suggest 

a new therapeutic approach for non-suppurative poststreptococcal diseases.

Key words: Streptococcus pyogenes, IgG Fc fragment, experimental streptococcal glomerulonephritis, IgG binding by streptococcal cells, 

IgA binding by streptococcal cells.

Введение

Неспецифическое взаимодействие Fc-фраг-

ментов иммуноглобулинов G с Fc-рецептор-

ными структурами (FcR) тканей млекопитаю-

щих широко распространено в живых системах 

и выполняет в них функционально значимые 

роли. Для возбудителей инфекций это один 

из факторов агрессии, помогающий микробу из-

бегать влияния иммунной системы макроорга-

низма, выживать и размножаться в нем [26, 27]. 

В то же время для организма-хозяина оно служит 

ключевым фактором поддержания баланса его 

иммунной системы [7, 15, 17]. Взаимодействие 

Fc рецепторов возбудителя с Fc частью иммуно-

глобулинов в определенных условиях, каковыми 

являются энзиматическое расщепление имму-

ноглобулинов [30], формирование аутоантигена 

или иммунных комплексов [1, 4, 9], в инфици-

рованном организме может привести к разви-
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тию реакция воспаления. Утилизация иммун-

ных комплексов посредством разных тканевых 

FcR [16, 25, 29] сопряжена с воспалением, при-

водящим к повреждению ткани. Streptococcus 

pyogenes относится к инфекционным агентам, 

обладающим FcR-активностью, что сочетается 

с его ревматогенностью или нефритогенностью 

[21]. В развитии патологического процесса нель-

зя отрицать и присутствие различных FcR в тка-

нях сердечно-сосудистой и мочевыделительной 

систем [13].

В предыдущих работах по механизмам пост-

стрептококкового гломерулонефрита (PSGN) 

нам удалось создать экспериментальную мо-

дель патологии почечных клубочков. В каче-

стве индуцирующих факторов были исполь-

зованы IgG Fc-позитивные штаммы S. pyogenes 

emm1, 4, 22 генотипов либо М-белки, Emm 

и Mrp генотипа emm22, ответственные за Fc-

связывание IgG [4, 9]. При этом были опреде-

лены морфометрические, иммунологические 

и иммуногистохимические параметры мем-

бранозно-пролиферативного поражения клу-

бочков. Вслед за зарубежными специалистами 

[14], нами была установлена способность Fc-

фрагментов (но не Fab-фрагментов) нормаль-

ного IgG человека или кролика подавлять им-

мунное воспаление и последующее морфоло-

гическое повреждение в структурах почечных 

клубочков. Блокирующий эффект препарата 

Fc-фрагментов нормального IgG может быть 

объяснен их способностью либо блокировать 

активность стрептококковых FcR, либо пода-

влять взаимодействие тканевых FcR с образую-

щимися в организме иммунными комплексами 

IgG–anti-IgG.

Позже нами были разработаны модели гло-

мерулонефрита посредством иммунизации кро-

ликов S. pyogenes генотипов emm12 [1, 10] и emm60 

[3], связывающих иммунные комплексы и IgА 

соответственно. В первом случае процесс также 

развивался преимущественно по типу PSGN, 

а во втором — соответствовал IgA-нефропатии 

(IgАN) по выраженному отложению IgA в ме-

зангиальных клетках клубочков.

В настоящей работе приводятся данные 

по сравнению блокирующей способности пре-

парата Fc-фрагментов нормального IgG кро-

лика на проявления гломерулонефрита, инду-

цированные штаммами S. pyogenes, неиммунно 

связывающими разные формы иммуноглобу-

линов: нативный IgG, иммунные комплексы 

и IgA.

Материалы и методы

Бактериальные штаммы. В работе исполь-

зовали стрептококки группы А (СГА) emm1, 

emm12 и emm60 генотипов (штаммы М1(40/58), 

М12(1800) и М60(3/71), полученные из стрепто-

кокковой референс-лаборатории ВОЗ (Прага, 

Чешская Республика).

Получение очищенных препаратов Fc-фраг-

ментов IgG кролика. Fc-фрагменты нормаль-

ного IgG кролика были получены путем его 

переваривания активированным папаином 

фирмы Merck. Для получения очищенных Fc-

фрагментов была применена аффинная хрома-

тография на колонке Sepharose FF, конъюгиро-

ванной с протеином G (GE Healthcare), и гель-

фильтрация на колонке с Superdex 75. Чистоту 

препаратов контролировали в реакции иммун-

ной преципитации, используя набор соответ-

ствующих иммунных сывороток против Fc-, 

Fab-фрагментов IgG кролика, а также против 

кроличьих иммуноглобулинов других классов.

IgA для получения анти-IgA антител был 

выделен из сыворотки больного IgA-миеломой, 

любезно предоставленной д-ром A. Grubb (Отдел 

биохимии Лундского Университета, Швеция). 

Для очистки IgA использовали Capture Select 

IgA аффинную матрицу фирмы Life Technologies 

(США), содержащую VHH домен антител, рас-

познающий все подклассы мономерного, ди-

мерного и секреторного IgA, конъюгированный 

с альдегид-активированной агарозой. Очистку 

IgA проводили с использованием FPLC хро-

матографической системы. Очищенный IgA 

был использован для иммунизации кроликов. 

Кроличий IgG c анти-IgA специфичностью был 

выделен из пула кроличьих сывороток посред-

ством аффинной хроматографии на колонке 

Sepharose FF, конъюгированной с протеином G.

Экспериментальный гломерулонефрит. Моде-

лирование постинфекционного гломеруло-

нефрита выполняли на основании разреше-

ния на работу с животными (Animal Welfare 

Assurance#A5243-01). Нефритогенность СГА 

генотипов emm1 и emm12 тестировали на кро-

личьей модели PSGN, описанной нами ранее 

[9]. Кратко ее схема заключается в следующем: 

микробные клетки, выращенные в бульоне 

Todd-Hewitt (Difco, США), убивали нагрева-

нием при 60°С в течение 1,5 ч, обрабатывали 

1М раствором KSCN для удаления связанных 

иммуноглобулинов и 6 раз отмывали PBS [9]. 

Взвесь бактерий в концентрации 109/мл КФЕ 

вводили кроликам внутривенно 3 раза в не-

делю в течение 4 недель. К этому периоду, со-

гласно нашим предшествующим данным [9], 

у кроликов были обнаружены первые гисто-

морфологические изменения в почечной ткани. 

Экспериментальные животные были произ-

вольно разделены на две группы: первой группе 

продолжали вводить стрептококковые клетки, 

а второй группе — на фоне инъекций стрепто-

кокков вводили препараты Fc-фрагментов IgG 

кролика в концентрации 2 мг/мл. Через неделю 
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после последней инъекции почки обескровлен-

ных животных подвергали иммуноморфологи-

ческому и гистологическому исследованию.

Каждый тестируемый штамм испытывали 

минимум на 6 кроликах.

Экспериментальная модель IgA-гломеруло-

нефрита с использованием СГА генотипа 

emmМ60 описана нами ранее [3]. Схема введе-

ния кроликам Fc-фрагментов IgG была анало-

гична описанной выше.

Иммуноморфологическое изучение почечной 

ткани. Почечная ткань каждого кролика подвер-

галась иммуногистохимическому исследованию 

в сочетании с технологией морфометрии для ко-

личественной оценки полученных данных.

Для выявления депозиции IgG в ткани ис-

пользовали козьи сыворотки против кроличье-

го IgG. В качестве вторых антител применяли 

кроличьи анти-козьи антитела, меченные пе-

роксидазой корня хрена (Southern Biotechnology 

Associates, США).

Для выявления депозиции IgA, тканевые 

срезы были обработаны кроличьим IgG c анти-

IgA специфичностью. В качестве вторых анти-

тел использовали козьи антитела против кро-

личьего IgG, меченные пероксидазой корня 

хрена.

Для тестирования продукции IFNγ исполь-

зовали моноклональные мышиные антитела 

против IFNγ, клон 25723, производства Sigma-

Aldrich. Рабочее разведение 50 мкг/мл.

Депозицию C3 компонента комплемента 

определяли с помощью кроличьей сыворотки 

против C3 компонента комплемента челове-

ка (Daco, Дания), перекрестно реагирующего 

с С3 комплемента кролика. В качестве вторых 

антител использовали козьи антитела против 

кроличьего IgG, меченные пероксидазой корня 

хрена (Sigma, США).

Продукцию TNFα выявляли козьей анти-

сывороткой против кроличьего TNFα (AMS 

Biotechnology, США) с последующей обработ-

кой срезов кроличьими анти-козьими антите-

лами, меченными пероксидазой.

Первоначально производили стандарт-

ную микроскопию тканевых образцов после 

их окрашивания гематоксилин-эозином при 

малых и средних увеличениях (×100–600) для 

оценки тканевых изменений в различных по-

лях зрения. Затем иммуноокрашенные образцы 

исследовали при большем увеличении (×900–

1100) с целью выявления депозиции IgG и C3, 

а также экспрессии TNFα и IFNγ.

Морфометрическая оценка изменений в по-

чечной ткани производилась следующим об-

разом: в корковом веществе в 10 произволь-

но выбранных полях зрения при увеличении 

×700 раздельно подсчитывали среднее коли-

чество нормальных и поврежденных гломерул. 

Для определения области поврежденных прок-

симальных или дистальных канальцев в кор-

ковом или мозговом слое использовали стан-

дартную морфометрическую сетку, большой 

квадрат которой состоял из 256 малых квадра-

тов. Ее накладывали на поверхность исследу-

емого образца ткани и подсчитывали количе-

ство малых квадратов с деструктивно-дегене-

ративными изменениями в ткани. Полученную 

величину принимали за показатель степени 

тканевой альтерации. Подобный подход при-

меняли и для оценки клеточной инфильтрации 

как в корковом, так и в мозговом слоях почек. 

Полученные результаты подвергали статисти-

ческой обработке [11].

Результаты

Для получения сравнительных данных по из-

учению нефритогенной активности штаммов 

S. pyogenes, различающихся по Fc-связыванию 

IgG, IgG-содержащих иммунных комплексов 

и IgА, были отобраны СГА генотипов emm1, 

emm12 и emm60 соответственно. Каждый штамм 

испытывали на трех кроликах. Полученные ус-

редненные морфометрические результаты, оце-

нивающие патоморфологическую активность 

каждого из использованных штаммов стрепто-

кокков, представлены в таблице 1.

Полученные данные указывают на то, что 

все отобранные штаммы обладали нефритоген-

ностью с той лишь разницей, что штаммы emm1 

и emm12, в отличие от штамма emm60, приводили 

к развитию PSGN, между тем как штамм emm60 

приводил к проявлениям IgА-нефропатии. 

Поражение гломерул, вызванное штаммами 

emm1 и emm12, имело место в 40–49% случаев, 

между тем как площадь поражения прокси-

мальных и дистальных канальцев составляла 

60,2±31–116±36 и 60,8±14,6–110±41,5 малых 

квадратов морфометрической сетки соответ-

ственно. Зона лимфоцитарной инфильтрации 

в корковом слое соответствовала 46,3±13–

68,5±24, а в мозговом слое — 74,3±9,8–94,3±30 

малым квадратам сетки. Соответствующие по-

казатели для штамма emm60 составляли: по-

ражение гломерул — 43%, площади поврежде-

ния канальцев — 61,3±19 и 62,8±14,6, а площа-

ди лимфоцитарной инфильтрации — 51,3±13 

и 69,3±7,8. Эти результаты послужили фоном 

для изучения влияния препаратов, очищен-

ных Fс фрагментов нормального IgG кролика 

на вызываемые разными штаммами СГА про-

цессы в почках (табл. 2, 3 и 4).

Результаты опытов свидетельствуют о том, 

что Fc-фрагменты IgG способны полностью 

подавлять только патологический процесс, 

вызванный СГА генотипа emm1, связываю-

щим нативный IgG (табл. 2, рис., II обложка). 
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Патологические процессы в почечной ткани, 

индуцированные штаммом emm12 (связывает 

иммунные комплексы, но не нативный IgG), 

оказались подавленными Fc-фрагментами кро-

личьего IgG лишь частично, а индуцированные 

штаммом emm60 (связывает только IgA), прак-

тически не были чувствительны к вводимым 

препаратам Fc-фрагментов кроличьего IgG.

Согласно данным таблицы 2, препарат Fc-

фрагментов нормального IgG подавляет пораже-

ние клубочков и канальцев и препятствует раз-

витию воспалительных проявлений в ткани: от-

ложению IgG, C3 компонента комплемента, про-

дукции провоспалительных цитокинов TNFα 

и IFNγ, а также лимфоцитарной инфильтрации.

По данным таблицы 3, Fc-фрагменты 

нормального IgG лишь частично подавля-

ют процесс, вызванный СГА генотипа emm12. 

Показатель повреждения клубочков сохранял-

ся на уровне 37%, в то время как область по-

ражения канальцев уменьшилась в 3,5–4 раза, 

с 110–116 малых квадратов сетки до 29–31. 

Значительно более чем в 4 раза подавлялся та-

кой признак воспаления, как лимфоцитарная 

инфильтрация, а также отложение С3 компо-

нента комплемента и продукция TNFα и IFNγ.

Таблица 1. Сравнительные морфометрические показатели нефритогенной активности штаммов 

S. pyogenes, различающихся по Fc-связыванию IgG, IgA и иммунных комплексов

Table 1. Comparative morphometric data of nephritogenic activity of S. pyogenes strains differentiated by Fc-binding 
of IgG, immune complexes and IgA

Штамм 
генотипа

Strain 
of genotype

Корковый слой

Cortex
Мозговой слой

Medulla

Результат

Result

Число гломерул

Number of glomeruli
Иммунное воспаление

Immune inflammation
Иммунное воспаление

Immune inflammation

в норме

normal
поврежденных

destructive

в зоне ПК*

in the area 
of PT*

зона ЛИ**

the area 
of LI**

в зоне ДК***

in the area 
of DT***

зона ЛИ**

the area 
of LI**

emm1 5,2±0,6 4,0±0,6 60,2±31 46,3±13 60,8±14,6 74,3±9,8 PSGN

emm12 5,0±0,8 4,9±0,4 116±36 68,5±31 110±41,5 94,3±30 PSGN

emm60 5,8±0,8 4,3±0,9 61,2±19 51,3±13 62,8±14,6 69,3±7,8 IgAN

Примечания. ПК* — проксимальный каналец; ЛИ** — лимфоцитарная инфильтрация; ДК*** — дистальный каналец. 
PSGN — постстрептококковый гломерулонефрит; IgAN — IgA-нефропатия.
Notes. PT* — the proximal tubule; LI** — the lymphocytic infiltration; DT*** — the distal tubule. PSGN — poststreptococcal glomerulonephritis; 
IgAN — IgA-nephropathy)

Таблица 2. Данные по подавлению PSGN, вызванного штаммом S. pyogenes генотипа emm1, 

Fc-фрагментами нормального IgG

Table 2. Morphometric data on PSGN caused by IgGFc-binding strain S. pyogenes of emm1 genotype and its 
inhibition by Fc-fragments of normal IgG

Штамм 
генотипа

Strain 
of genotype

Корковый слой

Cortex
Мозговой слой

Medulla Депозиция 
и продукция

Deposition 
and expression

Число гломерул

Number of glomeruli

Иммунное 
воспаление

Immune inflammation

Иммунное 
воспаление

Immune inflammation

в норме

normal
дефектных

destructive

в зоне 
ПК*

in the area 
of PT*

зона 
ЛИ**

the area 
of LI**

в зоне 
ДК***

in the area 
of DT***

зона 
ЛИ**

the area 
of LI**

IgG C3
TNFα
IFNγ

emm1 + IgG Fc
Практически полностью отсутствуют признаки воспаления и поражения клубочков и канальцев

There are almost no signs of inflammation and lesions of the glomeruli and tubules

emm1 
(контроль)

control
5,2±0,6 4,0±0,6 60,2±31 46,3±13 60,8±14,6 74,3±9,8 + + +

Примечания. ПК* — проксимальный каналец; ЛИ** — лимфоцитарная инфильтрация; ДК*** — дистальный каналец. (+) — выраженная 
депозиция иммуноглобулина G, комплемента и продукция интерлейкинов
Notes. PT* — the proximal tubule; LI** — the lymphocytic infiltration; DT*** — the distal tubule. (+) — strong disposition of IgG, complement and 
interleukin expression)
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По данным таблицы 4 некоторое, крайне 

незначительное, ослабление воспаления на-

блюдалось и в опытах по испытанию актив-

ности СГА генотипа emm60 в присутствии Fc-

фрагментов IgG; оно касалось только степени 

выраженности лимфоцитарной инфильтрации 

в зонах канальцев и продукции IFNγ.

Обсуждение

Если исходить из известных представлений 

об иммунокомплексной природе постстрепто-

кокковых поражений клубочкового аппарата по-

чек, то логично допустить участие в формирова-

нии этих комплексов феномена Fc-связывания 

иммуноглобулинов Fc-рецепторными белками 

возбудителя и, в частности, их взаимодействия 

с мономерным IgG, с комплексами типа IgG–anti-

IgG и с IgА. Во всех этих случаях в ответ на ауто-

антигенные превращения указанных иммуно-

глобулинов предполагается накопление в кро-

ви животного специфических антител к этим 

иммуноглобулинам. Образующиеся при этом 

комплексы откладываются в почечных клубоч-

ках посредством тканевых FcR, специфически 

отличающих один тип иммунных комплексов 

от другого [1, 6, 10, 15, 29]. Отложение комплексов 

в различных структурах ткани вызывает воспа-

лительную реакцию с выбросом различных про-

воспалительных цитокинов, мобилизацию лим-

фоцитов/лейкоцитов и деструкцию подлежащей 

ткани. Характер этих изменений определяет па-

тогенез конкретного проявления гломерулонеф-

рита [6, 9, 23]. Именно эти различия и определи-

ли результаты настоящего исследования.

Согласно литературным данным и более 

ранним нашим [4, 8, 9] исследованиям, пост-

стрептококковый гломерулонефрит известен 

как мембранозно-пролиферативный процесс, 

первично проявляющийся отложением IgG или 

IgG–anti-IgG иммунных комплексов в базаль-

ной мембране клубочков [4, 9, 21], между тем 

как для IgA-нефропатии свойственны отложе-

ния IgA или его полимеров в мезангиальных 

клетках клубочков, ведущие к мезангиально-

пролиферативному гломерулонефриту [3, 18, 

19, 20, 24]. За этими проявлениями фактически 

должно стоять реальное распределение соот-

ветствующих Fc-рецепторов в структурах гло-

мерул. По-видимому, IgG Fc-рецепторы нахо-

дятся преимущественно в капсуле [1, 9], а IgA 

Fc-рецепторы — в мезангиуме клубочков [22]. 

Очевидно, что тканевые FcR участвуют в ути-

лизации «стареющих» молекул иммуноглобу-

лина, но труднее справляются с их комплекс-

ными образованиями и связавшимся с ними С3 

компонентом комплемента. Формирующаяся 

при этом реакция воспаления в ткани способ-

ствует ее повреждению. Очевидно, что с ростом 

образования комплексов возрастает и риск раз-

вития патологии. Возможно, именно поэтому 

IgG Fc-позитивные штаммы генотипа emm12, 

изначально обладающие способностью связы-

вать иммунные комплексы, но не мономерный 

IgG, обладают и большей нефритогенностью 

в сравнении со штаммами других генотипов, 

связывающих мономерный IgG [2, 9, 10].

Приведенные рассуждения позволяют ин-

терпретировать полученные в настоящей ра-

боте данные. Образующиеся при испытании 

Таблица 3. Морфометрические показатели по подавлению процесса, вызванного штаммом 

S. рyogenes генотипа emm12, Fc-связывающим иммунные комплексы

Table 3. Morphometric data on the inhibition of pathological changes caused by the immune complexes binding 
S. pyogenes strain emm12 genotype

Штамм 
генотипа

Strain of genotype

Корковый слой

Cortex
Мозговой слой

Medulla Депозиция 
и продукция

Deposition 
and expression

Число гломерул

Number of glomeruli

Иммунное 
воспаление

Immune inflammation

Иммунное 
воспаление

Immune inflammation

в норме

normal
дефектных

destructive

в зоне 
ПК*

in the area 
of PT*

зона 
ЛИ**

the area 
of LI**

в зоне 
ДК***

in the area 
of DT***

зона 
ЛИ**

the area 
of LI**

IgG C3
TNFα
IFNγ

emm12 + IgG Fc 6,33 3,75 29,3 15,7 31,0 6,3 ± – –

emm12 
(контроль)

control
5,0±0,8 4,9±0,4 116±36 68,5±31 110±41,5 94,3±30 + ± +

Примечания. ПК* — проксимальный каналец; ЛИ** — лимфоцитарная инфильтрация; ДК*** — дистальный каналец. Степень выраженности 
депозиции IgG, С3 комплемента и продукции интерлейкинов: (+) — выраженная, (+/–) –слабо выраженная, (–) — отсутствует.
Notes. PT* — the proximal tubule; LI** — the lymphocytic infiltration; DT*** — the distal tubule. The level of deposition of IgG, C3 complement 
and interleukin expression: (+) — pronounced, (+/–) — weakly expressed, (–) — absent).
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штаммов генотипов emm1 и emm12 иммунные 

комплексы ведут к их отложению в капсуле клу-

бочков за счет их связывания с тканевыми FcR 

в структурах нефрона. Вводимые на начальных 

этапах процесса IgG Fc-фрагменты, а также им-

мунные комплексы будут конкурировать друг 

с другом за связь с тканевыми FcR, что может 

привести к подавлению воспаления, и к после-

дующему повреждению ткани. По-видимому, 

именно это и произошло в опытах, результаты 

которых приведены в таблицах 2 и 3. При этом, 

гломерулонефрит, индуцированный СГА штам-

мом генотипа emm12, как более выраженный, 

значительно слабее поддавался блокирующему 

эффекту Fc-фрагментов IgG.

Так как бактериальные и тканевые IgA Fc-

рецепторы значительно отличаются от IgG 

Fc-рецепторов естественно, что Fc-фрагменты 

IgG не способны были достаточно полно кон-

курировать с IgA за связь с IgA Fc-рецепторами. 

В силу этого Fc-фрагменты IgG не подавляли 

нефритогенность штамма генотипа emm60.

В последние годы поиск иных путей терапев-

тического воздействия на процессы иммуноком-

плексной природы привел к пониманию роли N- 

и O-глюкозилирования IgG и IgА в их патогенезе 

[12, 28]. Это обстоятельство, наряду с обнаруже-

нием бактериальных энзимов, позволяет разра-

батывать универсальный путь борьбы не только 

с гломерулонфритами, но и с другими иммуно-

патологическими состояниями [5. 12].

Заключение

Испытание на нефритогенность штаммов 

Streptococcus pyogenes генотипов emm1, emm12 

и emm60, различающихся по Fc взаимодействию 

с IgG, иммунными комплексами и IgA, обна-

ружило разные по характеру процессы в по-

чечной ткани экспериментального животного. 

Соответственно, патологические процессы, раз-

вивающиеся в почечной ткани, по-разному реа-

гировали на внутривенное введение препарата 

Fc-фрагментов IgG нормального иммуноглобу-

лина: он полностью подавлял развитие процес-

са, индуцированного штаммом emm1 (связыва-

ет нативный IgG), частично подавлял процесс, 

вызванный штаммом emm12 (связывает только 

иммунные комплексы) и не влиял на процесс, 

вызванный штаммом emm60 (связывает IgA).

Таблица 4. Морфометрические показатели по подавлению процесса, вызванного штаммом 

S. рyogenes генотипа emm60, Fc-связывающим IgА

Table 4. Morphometric data on the inhibition of pathological changes caused by the IgA binding S. pyogenes strain 
of emm60 genotype

Штамм 
генотипа

Strain 
of genotype

Корковый слой

Cortex
Мозговой слой

Medulla
Депозиция 

и продукция

Deposition and 
expression

Число гломерул

Number of glomeruli
Иммунное воспаление

Immune inflammation
Иммунное воспаление

Immune inflammation

в норме

normal
дефектных

destructive

в зоне ПК*

in the area 
of PT*

зона ЛИ**

the area 
of LI**

в зоне ДК***

in the area 
of DT***

зона ЛИ**

the area 
of LI**

IgА C3 IFNγ

emm60 + IgG Fc 6,4±0,8 3,7±0,8 43,0±34,3 9,3±4,1 47,5±31,1 16,0±28 + + –

emm60 
(контроль)

control
5,8±0,8 4,3±0,9 61,2±19 51,3±13 62,8±14,6 69,3±7,8 + ± +

Примечания. *ПК — проксимальный каналец; **ЛИ — лимфоцитарная инфильтрация; ***ДК — дистальный каналец. Степень выраженности 
депозиции IgG, С3 комплемента и продукции интерлейкинов: (+) — выраженная, (+/–) –слабо выраженная, (–) — отсутствует.
Notes. PT* — the proximal tubule; LI**- the lymphocytic infiltration; DT*** — the distal tubule. The level of deposition of IgG, C3 complement and 
interleukin expression: (+) — pronounced, (+/–) — weakly expressed, (–) — absent).
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ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ НЕЙТРОФИЛОВ, 

ПРЕДОБРАБОТАННЫХ ГОРМОНАМИ, 

С БИОПЛЕНКАМИ КОММЕНСАЛЬНОГО 

И УРОПАТОГЕННОГО ШТАММОВ 

ESCHERICHIA COLI IN VITRO

И.Л. Масленникова, И.В. Некрасова, Е.Г. Орлова, О.Л. Горбунова, С.В. Ширшев

«Институт экологии и генетики микроорганизмов Уральского отделения Российской академии наук» — филиал 

Федерального государственного бюджетного учреждения науки Пермский федеральный исследовательский центр 

Уральского отделения РАН, г. Пермь, Россия

Резюме. Цель работы — изучить взаимодействие нейтрофилов, предобработанных хорионическим гонадо-

тропином, эстриолом, кисспептином, лептином и грелином, с биопленками комменсального и уропатоген-

ного штаммов Escherichia coli. Нейтрофилы периферической крови здоровых небеременных женщин I фазы 

менструального цикла (n = 8) культивировали в течение часа с гормонами в концентрации, соответствующей 

уровню I и III триместра беременности. Взаимодействие нейтрофилов с биопленками комменсального E. coli 

TG1 и уропатогенного E. coli DL82 (UPEС) штаммов оценивали после часового контакта. Биомасса биоплен-

ки штаммов, активность миелопероксидазы и катепсина G оценивалась спектрофотометрически на мульти-

планшетном ридере «Synergy™ H1» (BioTec, США). Установлено, что предобработка нейтрофилов хорионичес-

ким гонадотропином (10; 100 МЕ/мл), эстриолом (2; 20 нг/мл) и лептином (10 нг/мл) усиливала способность 

нейтрофилов разрушать опсонизированную биопленку только у комменсального штамма, не влияя на био-

пленку UPEС. Биомасса неопсонизированной биопленки комменсального E. coli TG1 снижалась после взаи-

модействия с нейтрофилами, предобработанными эстриолом (2 нг/мл), кисспептином (9,6 пМ) и грелином 

(0,83 нг/мл). Для UPEС только при действии на нейтрофилы хорионического гонадотропина (10 МЕ/мл) от-

мечено большее разрушение неопсонизированной биопленки как по сравнению с контролем, так и по срав-

нению с концентрацией гормона 100 МЕ/мл. Секреция миелопероксидазы повышалась при взаимодействии 

UPEС c нейтрофилами, предобработанными эстриолом в концентрации 2 нг/мл. При сравнении двух штам-

мов отмечено, что хорионический гонадотропин (10 МЕ/мл) и эстриол (20 нг/мл) усиливали активность 

миело пероксидазы нейтрофилов после взаимодействия с биопленками UPEС в большей степени по сравне-

нию с биопленками E. coli TG1. Гормоны, эстриол (20 нг/мл) и кисспептин (9 пМ), снижали активность катеп-

сина G нейтрофилов при взаимодействии с биопленками UPEС.

Ключевые слова: биопленки, E. coli, UPEС, нейтрофилы, хорионический гонадотропин, эстриол, лептин, грелин, кисспептин, 

катепсин G, миелопероксидаза.
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IN VITRO INTERACTION OF HORMONE-CONDITIONED NEUTROPHILS WITH COMMENSAL 

AND UROPATHOGENIC ESCHERICHIA COLI BIOFILMS

Maslennikova I.L., Nekrasova I.V., Orlova E.G., Gorbunova O.L., Shirshev S.V.

Institute of Ecology and Genetics of Microorganisms Ural Branch Russian Academy of Science, Perm, Russian Federation

Abstract. The aim of the work was to examine an interaction between neutrophils conditioned with chorionic gonadotro-

pin, estriol, kisspeptin, leptin, ghrelin and commensal and uropathogenic Escherichia coli biofilms. Peripheral blood neu-

trophils isolated from healthy non-pregnant women in the first phase of the menstrual cycle (n = 8) were cultured in vitro 

for 1 hour together with hormones at concentration corresponding to their level in the first and third trimester of pregnancy. 

An interaction of neutrophils with commensal E. coli TG1 and uropathogenic E. coli DL82 (UPEС) biofilms was assessed 

1 hour later. The biofilm biomass, activity of myeloperoxidase and cathepsin G was measured spectrophotometrically 

on a microplate reader Synergy H1 (BioTec, USA). Neutrophils conditioned with chorionic gonadotropin (10; 100 IU/ml), 

estriol (2; 20 ng/ml) and leptin (10 ng/ml) were found to enhance their potential to destroy solely opsonized commensal 

E. coli biofilm, without affecting the UPEC biofilm. The biomass of non-opsonized biofilm of commensal E. coli TG1 de-

creased after interaction with neutrophils conditioned with estriol (2 ng/ml), kisspeptin (9.6 pM) and ghrelin (0.83 ng/ml). 

In contrast, non-opsonized UPEC biofilm was more destroyed by neutrophils exposed to low- vs. high-dose chorionic 

gonadotropin (10 IU/ml and 100 IU/ml, respectively) or control group. Myeloperoxidase secretion increased when UPEC 

interacted with neutrophils conditioned with estriol at concentration of 2 ng/ml. Comparing the two E. coli strains allowed 

to find that chorionic gonadotropin (10 IU/ml) and estriol (20 ng/ml) enhanced activity of neutrophil myeloperoxidase 

after interaction with UPEC biofilms to a greater extent than with E. coli TG1 biofilms. Estriol (20 ng/ml) and kisspeptin 

(9 pM) reduced activity of neutrophil cathepsin G after interaction with UPEC biofilms.

Key words: biofilms, E. coli, UPEC, neutrophils, chorionic gonadotropin, estriol, leptin, ghrelin, kisspeptin, cathepsin G, myeloperoxidase.

Введение

Микробные биопленки, оседлые сообщества 

микроорганизмов особого фенотипа, прикреп-

ленные к субстрату или поверхности друг дру-

га, погруженные во внеклеточный полимерный 

матрикс [13], рассматриваются как один из фак-

торов патогенности оппортунистических бак-

терий. Более 65% микробных инфекций разных 

биотопов вызваны биопленкообразующими 

мик роорганизмами [23]. Источником инфекции 

мочевыводящих путей (ИМП) в 62–80% случа-

ев является Escherichia coli [7, 15, 55], причем сре-

ди изолятов могут встречаться уропатогенные 

E. coli (UPEC) и комменсальные штаммы E. coli 

[27, 31, 45]. UPEC имеет несколько факторов ви-

рулентности, которые позволяют им колонизи-

ровать поверхность слизистых оболочек, обра-

зовывать биопленки или биопленкоподобные 

внутриклеточные сообщества в эпителиаль-

ных клетках, используя гемолизины, фимбрии, 

липо полисахариды, секретируемые белки, кап-

сулы и системы потребления железа [11, 15, 40, 

46, 48, 50]. Элиминация из биопленок бактерий 

затруднена вследствие их устойчивости к раз-

личным антибиотикам и противомикробным 

механизмам клеток врожденного иммунитета.

Инфекция мочевыводящих путей — наибо-

лее часто встречающееся заболевание во всем 

мире. Половина женщин до 32 лет хотя бы раз 

имели данные инфекции [33], в частности, воз-

никающие при беременности. Это может регу-

лироваться гормонами (эстрогенами), влияя, 

с одной стороны, на способность E. coli удер-

живаться на слизистых мочевыводящих путей 

и формировать биопленки [35]. С другой сторо-

ны, функциональная активность нейтрофилов, 

а именно микробицидный потенциал, также 

регулируется гормонами, такими как кисспеп-

тин, хорионический гонадотропин (ХГ), эстри-

ол (E3), лептин и грелин [1, 3, 4, 5, 9].

Бактериальные биопленки являются одной 

из главных причин персистирующих и тяжелых 

деструктивных инфекционных процессов [19]. 

Взаимодействие нейтрофилов с биопленками 

разных видов микроорганизмов характеризуется 

своими особенностями. Так, нейтрофилы мо-

гут разрушать биопленки Staphylococcus aureus [6] 

или закрепляться на поверхности у Pseudomonas 

aeruginosa [25], тем самым увеличивая биомассу. 

Не исключено, что тяжесть ИМП может опре-

деляться функциональной активностью ней-

трофилов, а именно особенностями взаимодей-

ствия их с биопленочными бактериальными 

структурами в зависимости от гормонального 

фона, в частности при беременности.

Цель работы: изучить взаимодействие нейтро-

филов, предобработанных ХГ, E3, кисспептином, 

лептином и грелином, с биопленками коммен-

сального и уропатогенного штаммов E. coli.

Материалы и методы

Гормоны. Все гормоны использовались в кон-

центрациях, соответствующих их уровню в I и III 

триместры беременности: кисспептин (кисспеп-

тин-54, Metastatin, Calbiochem, США) — 4,6 и 9,6 пМ 

[24]; ХГ (Profasi, Италия) — 100 и 10 МЕ/мл [10]; 
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E3 (Biomedical, Inc, Германия) — 2 и 20 нг/мл [26]; 

лептин (Sigma, США) — 10 и 35 нг/мл [20]; грелин 

(Sigma, США) — 1,2 и 0,8 нг/мл [16].

Штаммы бактерий. В работе использова-

ли комменсальный штамм Escherichia coli TG1 

(Apr) [2], способный образовывать массивную 

биопленку, уропатогенный штамм E. coli DL82 

(UPEC), любезно предоставленный профессо-

ром M. Starcic Erjavec из коллекции биотехно-

логического университета Люблянского уни-

верситета (Словения).

Выделение нейтрофилов и предобработка гор-

монами. Нейтрофилы периферической крови 

здоровых небеременных женщин I фазы мен-

струального цикла (n = 8) выделяли на двой-

ном градиенте фиколл-урографина (1,077 г/

мл и 1,112 г/мл). Нейтрофилы культивировали 

в среде RPMI 1640 (Биолот, Россия) с гормона-

ми в течение часа в концентрациях, соответ-

ствующих уровню I и III триместра беременнос-

ти. Затем нейтрофилы центрифугировали при 

200g 5 мин, надосадочную жидкость удаляли. 

Клетки ресуспендировали в среде RPMI 1640.

Анализ бактериальных биопленок. Биопленки 

штаммов E. coli TG1 (Apr), E. coli DL82 выращи-

вали на среде LB (Luria-Bertani) (Sigma-Aldrich, 

США) в течение 24 ч, затем 3-кратно отмыва-

ли физиологическим раствором. Часть пленок 

опсонизировали сывороткой крови человека 

(10% сыворотки в растворе Хенкса) в течение 

15 мин. Нейтрофилы (100 мкл, 107 кл/мл), пре-

добработанные гормонами, взаимодействовали 

с бактериальными биопленками 1 ч, затем меж-

клеточный комплекс отмывали, высушивали 

и окрашивали 1% генцианвиолетом. К окра-

шенной биопленке добавляли 100 мкл 96% 

спирта и определяли оптическую плотность 

(ОП580) на мультипланшетном ридере «Synergy™ 

H1» (BioTec, США) [42].

Оценка микробицидного потенциала нейтро-

филов при взаимодействии с бактериальными 

биопленками. После взаимодействия нейтро-

филов с опсонизированными бактериальными 

биопленками в течение 1 ч суспензия клеток 

осаждалась путем центрифугирования 10 мин 

при 200g. Супернатанты отбирали и замора-

живали при –20°С. Активность миелоперок-

сидазы (МПО) тестировали с использовани-

ем хромогенного пероксидазного субстрата 

О-фенилендиамин дигидрохлорида (Sigma, 

США) в соответствии с инструкциями произ-

водителя. Реакцию останавливали 10% H2SO4, 

оптическую плотность измеряли при 450 нм 

на мультипланшетном ридере «Synergy™ H1» 

(BioTec, США).

Активность катепсина G исследовали с ис-

пользованием N-бензоил-L-тирозин гидро-

хлорида этилового эфира (Sigma, США), рас-

творенного в метаноле. Оптическую плотность 

измеряли при 256 нм 5 мин на мультиплан-

шетном ридере «Synergy™ H1» (BioTec, США). 

Результаты рассчитывали согласно формуле 

Бугера–Ламберта–Бера, данные представляли 

в виде мE/мл.

Статистика. Данные представлены в виде 

среднего арифметического и стандартной ошиб-

ки среднего арифметического. Статистический 

анализ выполнен с применением парного 

t-критерия Стьюдента. Достоверность разли-

чий считали значимой при p ≤ 0,05.

Результаты

Роль гормонов при взаимодействии нейтрофи-

лов с биопленками комменсального штамма E. coli 

TG1. Результаты проведенных исследований 

позволили выявить, что опcонизация биопле-

нок приводила к увеличению ее биомассы как 

в присутствии, так и в отсутствии нейтрофилов 

(табл. 1). В отсутствии гормонов нейтрофилы 

не разрушали биопленки. Предобработка ней-

трофилов ХГ и E3 при всех исследованных кон-

центрациях вызывала эффективную деструк-

цию опсонизированной биопленки. Сходный 

эффект наблюдался при действии лептина, 

но только в концентрации, соответствующей 

I триместру беременности.

Способность нейтрофилов разрушать не-

опсонизированные биопленки комменсально-

го E. coli TG1 усиливалась после их предобра-

ботки E3 (2 нг/мл), кисспептином и грелином 

в концентрации III триместра беременности,

Деструктивное действие нейтрофилов 

на биопленки после предобработки гормонами 

не зависело от опсонизации, за исключением 

2 нг/мл E3, где биомасса неопсонизированной 

биопленки после взаимодействия с нейтрофи-

лами была ниже.

Роль гормонов при взаимодействии нейтро-

филов с биопленками уропатогенного штамма 

E. coli DL82. Биопленкообразующая способ-

ность уропатогенного штамма была ниже, чем 

у комменсального (табл. 1). Опзонизация био-

пленки не приводила к увеличению ее биомас-

сы. В отличие от комменсального штамма вы-

явлена деструкция интактными нейтрофилами 

как опсонизированной, так и неопсонизиро-

ванной биопленки E. coli DL82

В связи с этим, возможно, все изученные гор-

моны не влияли на способность нейтрофилов 

снижать биомассу опсонизированной биоплен-

ки. Только при действии ХГ (10 МЕ), в концен-

трации соответствующей уровню III тримес-

тра, отмечено большее разрушение неопсони-

зированной биопленки нейтрофилами.

Влияние гормонов на активность МПО и ка-

тепсина G нейтрофилов при взаимодействии 

с биопленками комменсального штамма E. coli 
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TG1. При взаимодействии нейтрофилов, предоб-

работанных всеми исследованными гормонами, 

с биопленками комменсального штамма актив-

ность МПО не изменялась (табл. 2). В то же время 

отмечено достоверное снижение активности ка-

тепсина G нейтрофилов, предоб работанных ХГ 

в обеих концентрациях, после взаимодействия 

с биопленками.

Влияние гормонов на активность МПО и ка-

тепсина G нейтрофилов при взаимодействии 

с биопленками уропатогенного штамма E. coli 

DL82. Активность МПО нейтрофилов, предоб-

работанных E3 вне зависимости от концентра-

ции, увеличивалась при взаимодействии с био-

пленкой уропатогенного штамма (табл. 2).

При действии ХГ (100 МЕ) активность друго-

го микробицидного агента, катепсина G, сни-

жалась. Напротив, лептин (35 нг/мл) и грелин 

(1,25 нг/мл) повышали активность катепсина G.

Лептин, в концентрации, соответствующей 

уровню III триместра (35 нг/мл), способствовал 

снижению активности МПО нейтрофилов, гре-

лин — уменьшению активности катепсина G 

после взаимодействия с биопленками E. coli 

DL82.

Биопленки UPEC активировали МПО ней-

трофилов сильнее после прединкубации с ХГ 

и E3 в концентрациях, соответствующих III три-

местру беременности, по сравнению с коммен-

сальным штаммом. Активность катепсина G 

нейтрофилов после предобработки E3 и кис-

спептином в концентрациях III триместра при 

взаимодействии с биопленками UPEC, наобо-

рот, снижалась.

Таблица 1. Биомасса биопленки комменсального E. coli TG1 и уропатогенного E. coli DL82 штаммов 

после взаимодействия с нейтрофилами, предобработанных гормонами, in vitro

Table 1. Biofilm biomass of commensal E. coli TG1 and uropathogenic E. coli DL82 strains after interaction with 
hormones exposure neutrophils in vitro

Варианты

Variants

Концентрация 
(триместр 

беременности)

Concentration 
(pregnancy trimester)

№

No.

E. coli TG1 E. coli DL82

Опсонизация/Opsonization

Есть

Present
Нет

Absent
Есть

Present
Нет

Absent

Без нейтрофилов

Without neutrophils
1 1,90±0,08 1,70±0,09* 1,17±0,05 1,14 ±0,04

Контроль

Control
2 1,84±0,11 1,70±0,11*

0,94±0,04
p1–2 ≤ 0,05

0,82±0,03*
p1–2 ≤ 0,05

ХГ

hCG

100 МЕ/мл (I) 3
1,58±0,11
p1–3 ≤ 0,05
p2–3 ≤ 0,05

1,50±0,10
p1–3 ≤ 0,05

0,98±0,04
p1–3 ≤ 0,05

0,81±0,04*
p1–3 ≤ 0,05

10 МЕ/мл (III) 4
1,48±0,09
p1–4 ≤ 0,05

1,33±0,09
p1–4 ≤ 0,05

0,88±0,05
p1–4 ≤ 0,05
p3–4 ≤ 0,05

0,76±0,04
p1–4 ≤ 0,05
p2–4 ≤ 0,05
p3–4 ≤ 0,05

E3

2 нг/мл (I) 5
1,68±0,11
p2–5 ≤ 0,05

1,55±0,10
p1–5 ≤ 0,05
p2–5 ≤ 0,05

0,99±0,05
p1–5 ≤ 0,05

0,87±0,04*
p1–5 ≤ 0,05

20 нг/мл (III) 6
1,68±0,11
p2–6 ≤ 0,05

1,60±0,11
p2–6 ≤ 0,05

0,96±0,04
p1–6 ≤ 0,05

0,82±0,04*
p1–6 ≤ 0,05

Кисспептин

Kisspeptin

4,6 пМ (I–II) 7 1,72±0,12 1,59±0,10 1,00±0,04
0,84±0,04*
p1–7 ≤ 0,05

9,6 пМ (III) 8 1,70±0,11
1,60±0,11
p2–8 ≤ 0,05

1,01±0,05
0,87±0,04*
p1–8 ≤ 0,05

Лептин

Leptin

10 нг/мл (I) 9
1,76±0,11
p2–9 ≤ 0,05

1,68±0,11
0,96±0,04
p1–9 ≤ 0,05

0,81±0,03*
p1–9 ≤ 0,05

35 нг/мл (II–III) 10 1,82±0,12 1,69±0,10 0,98±0,05
0,84±0,04
p1–10 ≤ 0,05

Грелин

Ghrelin

1,25 нг/мл (I) 11 1,75±0,12 1,63±0,11
0,94±0,04
p1–11 ≤ 0,05

0,84±0,04
p1–11 ≤ 0,05

0,83 нг/мл (III) 12 1,77±0,13
1,60±0,10
p2–12 ≤ 0,05

0,96±0,05
0,84±0,04
p1–12 ≤ 0,05

Примечания. * — статистически достоверные отличия по t-критерию Стьюдента между величиной опсонизированных и неопсонизированных 
биопленок при p ≤ 0,05. ХГ — хорионический гонадотропин, E3 — эстриол.
Notes. * — statistically significant differences between opsonized and non-opsonized biofilms according to Students t-test at p ≤ 0,05. hCG — human 
chorionic gonadotropin, E3 — estriol.
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Обсуждение

В 80% случаев UPEC, принадлежащая к фи-

логенетической группе B2, является этиопатоге-

ном ИМП [34]. Комменсальные штаммы E. coli 

(филогенетическая группа А) являются менее 

вирулентными, однако их диссеминация в мо-

чеполовом тракте также возможна при опреде-

ленных условиях. Хотя среди уропатогенных 

и комменсальных штаммов E. coli не выявлено 

существенной разницы в способности форми-

ровать биопленку и уровне гидрофобности кле-

точной поверхности [21], однако на поверхности 

полистиролового планшета биомасса биоплен-

ки уропатогенного штамма E. coli DL82 была 

ниже, чем у комменсального, что может быть 

связано с тем, что в условиях in vitro UPEC пол-

ностью не реализуют свой потенциал биоплен-

кообразования в силу разных причин [14, 36].

Внутри мочевыводящих путей бактерии 

E. coli должны преодолеть несколько линий за-

щиты, среди которых наиболее эффективными 

являются нейтрофилы. Противодействие анти-

микробным механизмам врожденного имму-

нитета может достигаться усиленным синтезом 

структурных и функциональных белков клеточ-

ной оболочки E. coli, позволяя сохранять целост-

ность бактериальной клетки [58]. Нейтрофилы 

играют ключевую роль в борьбе с патогенными 

микроорганизмами при развитии инфекции, 

осуществляя фагоцитоз, высвобождение ток-

сичных ферментов, активных форм кислорода 

(АФК) из гранул или экстрацеллюлярных лову-

шек (NETs) [28, 44, 47]. Однако взаимодействие 

нейтрофилов с микроорганизмами в биопленках 

затруднено по сравнению с планктонными фор-

мами, вследствие отсутствия возможности пря-

мого контакта нейтрофилов с частью по пуляции 

бактерий в толще биопленки [54], а также анти-

фагоцитарного влияния структур внеклеточно-

го матрикса биопленок [6].

Различная частота встречаемости ИМП 

у мужчин и женщин, а также различное про-

явление инфекционного процесса у женщин 

до и после менопаузы указывает на возможную 

роль гормонов в модуляции защитных функ-

ций [41]. Беременность рассматривается как 

один из факторов риска развития ИМП [37] 

в связи с изменениями гормонального фона. 

Нейтрофилы имеют рецепторы ко всем иссле-

дованным гормонам, что определяет возмож-

ность модуляции их функций [22, 38, 39, 49, 52]. 

Таблица 2. Микробицидный потенциал нейтрофилов, предобработанных гормонами, 

при взаимодействии с биопленками комменсального E. coli TG1 и уропатогенного E. coli DL82 

штаммов in vitro

Table 2. Microbicidal potential of hormone exposure neutrophils while interacting with biofilms of commensal E. coli 
TG1 and uropathogenic E. coli DL82 strains in vitro

Варианты

Variants

Концентрации (триместр 
беременности)

Concentration (pregnancy 
trimester)

№

No.

МПО, ОП492

MPO, OD492

Cat G, мE/мл

Cat G, mE/ml

E. coli TG1 E. coli DL82 E. coli TG1 E. coli DL82

Контроль

Control
1 0,053±0,001 0,053±0,001 20,05±2,38 11,14±3,49*

ХГ

hCG

100 МЕ/мл (I) 2 0,054±0,002 0,054±0,001
7,64±3,60
p1–2 ≤ 0,05

4,45±3,12
p1–2 ≤ 0,05

10 МЕ/мл (III) 3 0,053±0,001 0,063±0,006*
4,46±3,12
p1–3 ≤ 0,05

15,59±6,67

E3

2 нг/мл (I) 4 0,052±0,001
0,056±0,001

p1–4 ≤ 0,05
15,60±3,38 15,60±4,31

20 нг/мл (III) 5 0,053±0,001
0,058±0,002*

p1–5 ≤ 0,05
17,82±0,08 11,14±3,50*

Кисспептин

Kisspeptin
4,6 пМ (I–II) 6 0,053±0,001 0,054±0,001 15,27±4,65 8,91±3,60

9,6 пМ (III) 7 0,053±0,001 0,055±0,001 20,04±5,62 6,68±3,49*

Лептин

Leptin

10 нг/мл (I) 8 0,054±0,002 0,055±0,001 15,59±4,32 13,37±4,76

35 нг/мл (II–III) 9 0,053±0,001 0,053±0,001# 26,89±5,31
20,16±3,83
p1–9 ≤ 0,05

Грелин

Ghrelin
1,25 нг/мл (I) 10 0,053±0,001 0,055±0,001 20,05±2,29

20,05±2,38
p1–10 ≤ 0,05

0,83 нг/мл (III) 11 0,052±0,001 0,055±0,001 15,50±4,38 11,13±3,49#

Примечания. МПО — миелопероксидаза, Cat G — катепсин G; * — статистически достоверные отличия по t-критерию Стьюдента между 
уропатогенным и комменсальным штаммами E. coli при p ≤ 0,05; # — статистически достоверные отличия по t-критерию Стьюдента между 
концентрациями гормона в I и III триместрах беременности при p ≤ 0,05.
Notes. MPO — myeloperoxidase, Cat G — cathepsin G; * — statistically significant differences between uropathogenic and commensal E. coli strains 
according Student’s t-test at p ≤ 0,05; # — statistically significant differences between hormone concentrations in the first and third trimesters 
of pregnancy according Student’s t-test at p ≤ 0,05.



69

2020, Т. 10, № 1 Взаимодействие нейтрофилов с биопленками E. coli

Несмотря на супрессивное действие вышеука-

занных гормонов на фагоцитарную активность 

нейтрофилов [3, 4, 5, 8, 9, 29], влияние гормонов 

на антибиопленочную активность нейтрофи-

лов не проявлялось в случае с UPEC, что, ве-

роятно, связано с более сильным угнетающим 

воздействием бактериальных экзопродуктов.

Известно, что нейтрофилы узнают, адгези-

руются и фагоцитируют биопленки грамполо-

жительных бактерий S. aureus вне зависимости 

от опсонизации IgG и С3 [12, 51]. В настоящей 

работе нами показано, что опсонизация уве-

личивала биомассу биопленки комменсально-

го штамма, не влияя на биомассу биопленки 

UPEС, что может свидетельствовать о низкой 

эффективности опсонизации этого штамма. 

После взаимодействия с нейтрофилами биомас-

са опсонизированной биопленки была достовер-

но выше неопсонизированной у обоих штаммов, 

что может быть обусловлено адгезией нейтро-

филов на биопленке. Нейтрофилы после инку-

бации с ХГ и лептином (в концентрациях, соот-

ветствующих I триместру), и E3, кисспептином 

(в обеих концентрациях) достоверно снижали 

только биомассу неопсонизированной биоплен-

ки UPEC по сравнению с опсонизированной. 

Хотя в статьях не отмечено деструктивное дей-

ствие опсонинов на биопленки грамположи-

тельных бактерий, по всей видимости в случае 

грамотрицательных бактерий, опсонизация, 

как показано ранее, усиливала резистентность 

штаммов E. coli к киллингу нейтрофилами [18], 

что подтверждается и в нашей работе. Также, по-

скольку вариант взаимодействия нейтрофилов 

с неопсонизированными биопленками может 

выступать моделью протекания ИМП на фоне 

иммунодефицита, вероятно, что модулирова-

ние функциональных характеристик нейтро-

филов гормонами, приводящее к деструкции 

биопленок уропатогенного штамма, имеет ме-

сто только при условии дефицита или снижения 

активности системы комплемента.

Рассматривая возможный механизм деструк-

ции биопленок E. coli нейтрофилами, можно 

предположить, что он не связан с фагоцитарной 

активностью из-за отсутствия прямого контак-

та между нейтрофилами и бактериями биопле-

нок, а обусловлен продукцией АФК и секрецией 

ферментов азурофильных гранул. Ранее показа-

но, что среди исследованных гормонов ХГ, леп-

тин и грелин угнетали ЛЗХЛ нейтрофилов, а E3 

и кисспептин стимулировали [3, 4, 5, 8, 9]. Также 

протеомный анализ мочи при ИМП показал 

присутствие в ней 50% белков, специфичных для 

нейтрофилов, включая МПО и катепсин G [30, 

58]. Поэтому МПО, катализируя образование 

хлорноватистой кислоты, также может являть-

ся ключевым компонентом цитотоксического 

потенциала нейтрофилов при взаимодействии 

с биопленками комменсальной E. coli и UPEС 

на фоне гормонального окружения. Так, ранее 

показано, что ХГ, кисспептин, E3 и лептин ока-

зывали активирующее действие на активность 

МПО нейтрофилов и макрофагов [1, 4, 17, 53, 57]. 

По результатам нашей работы только E3 (кон-

центрация III триместра) стимулировал секре-

цию МПО нейтрофилами при взаимодействии 

их с биопленкой уропатогенного штамма. Тем 

не менее, активность МПО нейтрофилов, пре-

добработанных ХГ и E3 (концентрации III три-

местра), была выше при взаимодействии с менее 

массивной биопленкой UPEС, чем с биопленкой 

комменсального штамма. В отношении послед-

них супрессия факторов иммунной системы 

является основной стратегией их выживания 

[23], поскольку предусматривает колонизацию 

биотопа хозяина, препятствуя проникновению 

других бактериальных патогенов. Это, по всей 

видимости, и определяло отсутствие влияния 

всех исследованных гормонов на продукцию 

МПО нейтрофилами при взаимодействии с био-

пленкой комменсала.

Согласно последним данным, нейтрофиль-

ные гранулярные протеазы, в число которых 

входит катепсин G, играют скорее регулятор-

ную, чем микробицидную роль при инфекции 

[43, 56]. Отмечено присутствие в осадке мочи 

пептидов, характерных для катепсина G [58], 

что может быть обусловлено их протеолизом. 

Вероятно, этим объясняется снижение продук-

цию катепсина G при взаимодействии нейтро-

филов с биопленками уропатогенного штамма 

E. coli по сравнению с комменсальным. Что каса-

ется влияния гормонов на функциональную ак-

тивность нейтрофилов, то при взаимодействии 

с биопленками комменсальной E. coli TG1 только 

ХГ снижал секрецию катепсина G. Если учесть, 

что данный гормон в концентрации, соответ-

ствующей I триместру беременности, способ-

ствовал разрушению биопленок данного штам-

ма, то можно предположить, что супрессия се-

креции содержимого азурофильных гранул при 

действии гормона, по-видимому, не позволяет 

запускать дальнейшие механизмы иммунного 

ответа с привлечением макрофагов в зону вос-

паления. Таким образом, регуляция взаимодей-

ствия клеток врожденного иммунитета с ком-

менсальной микрофлорой при гормональном 

воздействии позволяет сохранить баланс взаи-

моотношений микробиота–хозяин. Гормоны, 

грелин (концентрация I триместра) и лептин 

(концентрация III триместра), регулирующие 

метаболический обмен и синтезирующиеся пла-

центой во время беременности, напротив, акти-

вировали секрецию катепсина G нейтрофилами, 

но только при взаимодействии с биопленками 

UPEС. Учитывая регуляторный потенциал ка-

тепсина G, вероятно, что данный гормонально 
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обусловленный механизм может приводить к за-

пуску дальнейших звеньев иммунного ответа 

при ИМП, обусловленных UPEС.

Заключение

Гормоны, детектируемые в кровотоке при бе-

ременности, способны оказывать системное вли-

яния на клетки иммунной системы, в том числе 

модулируя микробицидные и регуляторные 

механизмы нейтрофилов при взаимодействии 

с бактериальными биопленками при ИМП. В ре-

зультате проведенных исследований показано, 

что разрушение нейтрофилами биопленок ком-

менсального штамма E. coli, в отличие от UPEC, 

может модулироваться ХГ, эстриолом и лепти-

ном в концентрациях, соответствующих уров-

ню I триместра беременности. Дополнительно, 

эстриол в данной концентрации ингибировал 

активность МПО, а ХГ — катепсина G нейтро-

филов после взаимодействия с биопленками 

UPEC. При воздействии на нейтрофилы гормо-

нов в концентрациях, соответствующих уров-

ню III триместра беременности, только эстриол 

усиливал деструкцию биопленок комменсала. 

Грелин и лептин активировали катепсин G ней-

трофилов при концентрациях, соответствующих 

I и III триместру соответственно, при взаимо-

действии только с биопленками UPEC. Таким 

образом, гормоны, продуцируемые плацентой 

во время беременности, способны избирательно 

и эффективно модулировать функциональную 

активность нейтрофилов, взаимодействующих 

с биопленками E. coli при ИМП.

Работа выполнена в рамках государственного 

задания, № Гос. регистрации: 01201353248.
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Резюме. Возбудитель лихорадки Зика (ZIKV) принадлежит к роду Flavivirus семейства Flaviviridae. Род флави-

вирусов включает в себя более 70 представителей. По структурной организации вириона и аминокислотному 

составу белков этот вирус сходен с другими флавивирусами, в том числе с вирусами денге (DENV), желтой 

лихорадки и Западного Нила (WNV), представляющими опасность для здоровья человека. ZIKV является 

арбовирусом и может переноситься различными видами комаров рода Aedes. Считается, что основные пере-

носчики также способны переносить вирус денге, желтой лихорадки и другие флавивирусные инфекции. 

Впервые ZIKV был выделен в 1947 г. из образцов крови от макаки-резуса в лесу Зика (Уганда). Долгое время 

вирус не рассматривался как патоген опасный для человека, так как лихорадка Зика протекает в большин-

стве случаев бессимптомно. Однако анализ протекания лихорадки Зика во время беременности выявил связь 

этого заболевания с тяжелыми врожденными патологиями нервной системы, включая микроцефалию, после 

чего эта инфекция стала рассматриваться как опасная. Стремительное распространение вируса обозначило 

ряд проблем, с которыми столкнулись врачи. Одна из основных — отсутствие методов специфической диа-

гностики этой инфекции. ZIKV обладает значительным антигенным сходством с другими флавивирусами. 

Большинство моноклональных антител к вирусу денге связываются с вирусом Зика. Это закономерно, если 

учитывать высокую степень сходства аминокислотных последовательностей полипротеина флавивирусов. 

Для исследования возможности дифференциальной диагностики флавивирусов, основанной на выявлении 

специфических антител, в работе было сконструировано несколько антигенов, содержащих фрагменты по-

верхностного белка Е ZIKV. Для наработки рекомбинантных антигенов в клетках E. coli был выбран вектор 

pET32. После получения конструкций, кодирующих белки ZEa187 и ZEa40, проводили наработку химерных 

белков в количествах, необходимых для проведения ИФА с сыворотками крови. Подготовка препаратов бел-

ков включала выделение белка из бактериальной биомассы путем лизиса с последующей хроматографической 

очисткой. Для изучения иммунохимических свойств химерных белков были использованы сыворотки крови 
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людей, переболевших лихорадками Зика, денге и Западного Нила. В качестве отрицательного контроля ис-

пользовали сыворотки людей, не содержащие антител к флавивирусным инфекциям. При взаимодействии 

иммуноглобулинов класса М из сывороток больных флавивирусными инфекциями с ZEa187 и ZEa40 на-

блюдается высокий уровень перекрестного взаимодействия. При этом, несмотря на рост среднего сигнала 

специфического взаимодействия полученных белков с IgG сывороток ZIKV, наблюдается значительное пере-

крестное взаимодействие с IgG сывороток WNV и DENV. Таким образом, можно с определенной долей уве-

ренности утверждать, что использование природных аминокислотных последовательностей поверхностного 

белка вируса Зика, выбранных для проведения данного исследования в качестве антигенов, в иммунохими-

ческих тестах не позволяет добиться высокой специфичности выявления антител.

Ключевые слова: вирус Зика, вирус денге, вирус Западного Нила, иммуноферментный анализ, перекрестное взаимодействие, 

рекомбинантные антигены.

AN INTERACTION OF ZIKA VIRUS ENVELOPE FRAGMENTS WITH SERUM ANTIBODIES DERIVED 

FROM SUBJECTS AFTER FLAVIVIRUS INFECTIONS

Shanshin D.V.a,b, Bakulina A.Yu.a,c, Kazachinskaia E.I.a, Pyankov S.A.a, Ilyichev A.A.a, Scherbakov D.N.a,b

a State Research Center of Virology and Biotechnology «Vector» Rospotrednadzor, Koltsovo, Novosibirsk Region, Russian Federation
b Altai State University, Barnaul, Russian Federation
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Abstract. The causative agent of Zika fever (ZIKV) belongs to the genus Flavivirus of the family Flaviviridae. The flavivirus 

genus consists of more than 70 members. Based on virion structural organization and amino acid composition of proteins, 

this virus resembles other flaviviruses such as dengue (DENV), yellow fever and West Nile (WNV) posing a threat to hu-

man health. ZIKV is an arbovirus and may be transmitted by diverse mosquito species of the genus Aedes. It is believed 

that the main carriers are also able to transmit dengue virus, yellow fever virus as well as other flavivirus infections. 

In 1947, ZIKV was isolated for the first time from blood samples obtained from rhesus macaques inhabiting the Zika 

Forest (Uganda). Long time this virus was not considered as a dangerous to human pathogen, as Zika fever mostly occurs 

asymptomatically. However, analysis of Zika fever course in pregnant women unveiled a link between this disease and se-

vere congenital disorders of the nervous system, including microcephaly, that allowed to deal with it as a dangerous infec-

tion thereafter. Rapid ZIKV spread outlined a number of problems faced by medical doctors, among which the main issue 

was the lack of assays for its virus-specific diagnostics. ZIKV displays a marked antigenic similarity with other flaviviruses. 

The majority of dengue-specific monoclonal antibodies binds to Zika virus. It is expected given the high degree of amino 

acid sequence similarity found for flavivirus polyprotein. Several antigens bearing ZIKV E surface protein fragments were 

constructed to assess an opportunity for conducting differential diagnostics for distinct flaviviruses based on detection 

of virus-specific antibodies. Vector plasmid pET32 was selected for producing recombinant antigens in E. coli cells. After 

creating constructs encoding the ZEa187 and ZEa40 proteins, the chimeric proteins were produced in amount necessary 

for performing ELISA with blood serum samples. Protein samples were prepared by isolating them from bacterial biomass 

via lysis followed by chromatographic purification. Blood sera obtained from human subjects recovered after Zika, Den-

gue and West Nile fevers were used to examined immunochemical properties of chimeric proteins. Human sera contain-

ing no antibodies against flavivirus types were used as a negative control. It was found that serum IgM class antibodies 

derived from patients with flavivirus infections demonstrated a high level of cross-reactivity by interacting with ZEa187 

and ZEa40. Upon that, despite increment of mean specific interaction signal observed for such proteins and IgG of ZIKV 

sera, a marked cross-reactivity with the IgG of WNV and DENV sera was found. Thus, with some certainty it may be 

concluded that in immunochemical assays use of natural amino acid sequence specific to Zika virus surface protein as 

antigenic material does not allow to achieve high specificity for antibody detection.

Key words: Zika virus, virus dengue, West Nile virus, ELISA, cross-reactivity, recombinant antigens.

Введение

Возбудитель лихорадки Зика (ZIKV) при-

надлежит к роду Flavivirus семейства Flaviviridae 

[30]. Род флавивирусов включает в себя более 

70 представителей [3]. По структурной орга-

низации вириона и аминокислотному составу 

белков этот вирус сходен с другими флавиви-

русами, в том числе с вирусами денге (DENV), 

желтой лихорадки (YFV) и Западного Нила 

(WNV), представляющими опасность для здо-

ровья человека [10, 21]. ZIKV является арбови-

русом и может переноситься различными ви-

дами комаров рода Aedes. В настоящее время 

считается, что его основными переносчиками 

являются комары вида Aedes aegypti, способ-

ные также переносить вирусы денге и желтой 

лихорадки [28].
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Геном ZIKV состоит из одноцепочечной мо-

лекулы РНК длиной примерно 10 тыс. пар ну-

клеотидов, кодирующей полипротеин, который 

расщепляется на 3 структурных белка (капсид-

ный — C, предшественник мембранного бел-

ка — prM, оболочечный — E) и 7 неструктурных 

белков [16].

Впервые ZIKV был выделен в 1947 г. из образ-

цов крови от макаки-резуса в лесу Зика (Уганда). 

Долгое время вирус не рассматривался как пато-

ген, опасный для человека [9, 20]. Лихорадка Зика 

протекает в большинстве случаев бессимптомно. 

Среди наиболее частых симптомов отмечаются 

макулопапулезные высыпания, лихорадка, ми-

алгии и артралгии, головные боли и др. [8], и ее 

симптомы схожи с неосложненной лихорадкой 

денге. До недавнего времени случаи заболева-

ния лихорадкой Зика регистрировались в основ-

ном в Африке и Юго-Восточной Азии. Однако 

в последние годы крупные вспышки этой бо-

лезни были зарегистрированы на территории 

Федеративных Штатов Микронезии на остро-

ве Яп в западной части Тихого океана в 2007 г., 

в 2015 г. в Бразилии, после чего вирус быстро 

распространился на другие южноамериканские 

страны [9, 20]. Анализ клинического течения 

лихорадки Зика во время беременности выявил 

связь этого заболевания с тяжелыми врожден-

ными патологиями нервной системы, включая 

микроцефалию, после чего эта инфекция стала 

рассматриваться как опасная [12, 16, 29].

Стремительное распространение вируса обо-

значило ряд проблем, с которыми столкнулись 

врачи. Одна из основных — отсутствие методов 

специфической диагностики этой инфекции. 

Несмотря на существование высокоточных 

и высокоспецифичных методов обнаружения 

генетического материала вируса на основе ПЦР, 

исчерпывающая диагностика требует использо-

вания серологических методов обнаружения ви-

русных белков или вирусспецифичных антител.

ZIKV обладает значительным антигенным 

сходством с другими флавивирусами [1, 4]. 

Большинство моноклональных антител к виру-

су денге связываются с вирусом Зика [19]. Это 

закономерно, если учитывать высокую степень 

сходства аминокислотных последовательнос-

тей полипротеина флавивирусов [26]. Если все 

флавивирусы имеют одну структурную орга-

низацию вирионов [14, 22, 24], и при этом на-

блюдается высокая степень гомологии амино-

кислотного состава [14], возможно ли, осно-

вываясь только на анализе антител сыворотки 

крови больного, дифференциально выявить 

инфекцию, вызванную вирусом Зика? Для от-

вета на этот вопрос в качестве объекта нашего 

исследования мы выбрали поверхностный бе-

лок Е вируса, выступающий первой мишенью 

для быстропротекающей лихорадки Зика.

Белок Е имеет молекулярную массу около 

53 kDa и является основным поверхностным 

белком, который участвует во взаимодействии 

с клеточной мембраной [16]. Внеклеточная 

часть оболочечного белка ZIKV включает в себя 

три структурных домена (домены I, II и III). Все 

эти домены упакованы в вытянутую стерж-

необразную структуру [25, 27]. Домен I име-

ет β-бочкообразную структуру и расположен 

в центре мономера. Домен II образован вытяну-

той палочкообразной структурой, отвечающей 

за процесс слияния мембран клетки-хозяина 

и вируса. Петля слияния во II домене является 

высококонсервативным участком в структуре 

поверхностного белка всех родственных флави-

вирусов. Домен III, отвечающий за начальное 

взаимодействие с клеточными рецепторами, 

менее консервативен по сравнению с доменами 

I и II [4].

Целью нашей работы было получение химер-

ных белков, содержащих фрагменты белка Е 

ZIKV, и изучение их взаимодействия с антите-

лами сывороток крови пациентов, перенесших 

лихорадку Западного Нила, денге, Зика.

Материалы и методы

Выравнивание аминокислотных последова-

тельностей. Для выравнивания аминокислот-

ных последовательностей белков E различных 

флавивирусов и расчета идентичности исполь-

зовалась программа BioEdit [17].

Получение рекомбинантных плазмид рЕТ32а-

ZEa187 и рЕТ32а-ZEa40. Синтез гена, кодирую-

щего полноразмерный оболочечный белок 

вируса Зика штамма ZIKV/H. sapiens/Brazil/

PE243/2015 [GenBank: KX197192.1], осущес-

твлялся в OOO «ДНК-Синтез» (Россия). После-

довательности gZEa187 и gZEa40, кодирующие 

аминокислотные фрагменты белка E ZIKV, 

получали при помощи ПЦР с использовани-

ем специфических олигонуклеотидных прай-

меров. Нуклеотидную последовательность 

gZEa187 клонировали в составе экспрессион-

ной плазмиды рЕТ32а по сайтам рестрикции 

NcoI и XhoI, а последовательность gZEa40 — 

по сайтам XbaI и XhoI. Рекомбинантными 

плазмидами рЕТ32а-ZEa187 и рЕТ32а-ZEa40 

трансформировали клетки E. coli штамма Stbl3 

(Thermo Fisher Scientific, США) методом хими-

ческой трансформации [5]. Клетки E. coli высе-

вали на селективную среду, содержащую LB-

агар и 100 мкг/мл ампициллина. Полученные 

колонии E. coli использовали для наработки 

плазмидной ДНК. Целостность рамки считы-

вания проверяли с помощью рестрикционного 

анализа, ПЦР и секвенированием.

Индукция синтеза химерных белков ZEa187 

и ZEa40. Для экспрессии генов, кодирующих 
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химерные белки ZEa187 и ZEa40, использо-

вались клетки E. coli штамма KRX (Promega, 

США). Трансформацию компенентных клеток 

плазмидами рЕТ32а-ZEa187 и рЕТ32а-ZEa40 

проводили химическим методом [5]. Индукцию 

проводили с помощью 0,1% L-рамнозы несколь-

кими способами: 1) с добавлением изопропил-

β-D-1-тиогалактопиранозида (ИПТГ) в кон-

центрации 1 мМ; 2) без добавления ИПТГ, 3) 

с добавлением ИПТГ в концентрации 1 мМ 

и в присутствии 0,4% глюкозы или без нее. 

Индукция по первым двум методам происхо-

дила следующим образом: свежую LB-среду 

инокулировали штаммами-продуцентами 

рЕТ32а-ZEa187 и рЕТ32а-ZEa40 в соотноше-

нии 1:100 и инкубировали в термостатируемом 

шейкере роторного типа при 180 об./мин при 

+24°С до достижения оптической плотности 

0,6–0,8 о.е. при длине волны 600 нм. После 

этого для индукции экспрессии рекомбинант-

ных генов добавляли L-рамнозу до конечной 

концентрации 0,1% с добавлением или в отсут-

ствии ИПТГ до конечной концентрации 1 мМ. 

Инкубирование проводилось в течение 16 ч 

с последующим концентрированием клеток 

при помощи центрифугирования.

Индукцию синтеза ZEa187 и ZEa40 по треть-

ему способу проводили следующим образом: 

в LB-агар добавлялись ампициллин и глюкоза 

в конечной концентрации 100 мкг/мл и 0,4% 

соответственно, с последующим высеванием 

на него штаммов-продуцентов рЕТ32а-ZEa187 

и рЕТ32а-ZEa40. Инокулировали единичную 

колонию штамма-продуцента в свежую LB-

среду с последующим культивированием при 

+24°С в течении 16 ч в термостатитруемом шей-

кере роторного типа при 180 об./мин. По до-

стижению оптической плотности 0,6–0,8 о.е. 

добавляли L-рамнозу и ИПТГ до конечной кон-

центрации 0,1% и 1 мМ, соответственно, и ин-

кубировали в течение 16 ч.

Аликвоты для анализа отбирали перед до-

бавлением индуктора, через 1 ч, 2 ч и 4 ч после 

добавления индуктора. Контроль синтеза белка 

проводили при помощи электрофоретического 

разделения белков E. coli в денатурирующих ус-

ловиях в 15% полиакриламидном геле по мето-

ду Лэмлли [23].

Сыворотки. В качестве контрольной панели 

сывороток, специфически взаимодействующих 

с антигенами ZIKV, использовали серию сыворо-

ток от пациента, переболевшего лихорадкой Зика 

в 2016 г., собранных в интервале от 8 до 20 дней 

от начала заболевания. Диагноз лихорадки Зика 

у пациента был подтвержден вирусологически 

(изоляция вируса) и при помощи секвенирова-

ния части генома с последующим депонирова-

нием последовательнос ти (номер депонирования 

в GenBank, NCBI участка генома РНК: KU872850 

от 07.03.2016 г.) [7]. В качестве контрольной пане-

ли, содержащей антитела к вирусу денге, исполь-

зовали 7 сывороток переболевших лихорадкой 

денге, собранных с 7 по 15 день после проявления 

первых симптомов. Контрольная панель, содер-

жащая антитела к ВЗН, содержала 26 сывороток 

от переболевших лихорадкой Западного Нила, 

собранных с 5 по 18 день. Сыворотки больных 

лихорадками Зика и денге были предоставле-

ны ЦНИИ эпидемиологии, сыворотки больных 

лихорадкой Западного Нила — Волгоградским 

противочумным институтом. Постановка диа-

гноза была проведена на основе методов ПЦР 

и ИФА диагностики. В качестве отрицательного 

контроля использовалась донорская неинфекци-

онная плазма, предоставленная Новосибирской 

службой крови.

Получение природного антигена. Для получе-

ния природного инактивированного антигена 

ZIKV проводили наработку вируса в клетках 

Vero. Вирус из культуральной вируссодержа-

щей жидкости получали осаждением на низ-

коскоростной центрифуге после добавления 

полиэтиленгликоля с последующей очисткой 

ресуспендированного осадка ультрацентрифу-

гированием в градиенте плотности сахарозы. 

Инактивация β-пропиолактоном заключа-

лась в прогревании смеси антигена и 0,1% (v/v) 

β-пропиолактона в течение 2 ч при 37°С и по-

стоянном перемешивании.

Очистка химерных белков. Очистку химер-

ных белков ZEa187 и ZEa40 проводили с ис-

пользованием металл-хелатной аффинной 

хроматографии с использованием сорбента Ni-

IMAC сефарозы (GE Helthcare, США). Для по-

лучения клеточных лизатов биомассу осажда-

ли при помощи центрифугирования при 6000g 

в течение 10 мин при +4°С, с последующим 

ресуспендированием в лизирующем буфере 

(30 мМ NaH2PO4, 20 мМ имидазола, 500 мМ 

NaCl, 8 М мочевины, 0,1% Triton X100, рН 7,4), 

дезинтегрировали при помощи ультразвука 

в течение 10 циклов по 90 c с перерывом 3 мин 

на льду. Клеточный лизат очищался от дебриса 

при помощи центрифугирования при 15 000g 

в течение 25 мин при +4°С. Связывание химер-

ных белков с колонкой происходило при скоро-

сти 1,5 мл/мин. Далее следовала промывка ко-

лонки от несвязавшихся белков пятью объема-

ми колонки при скорости потока промывочно-

го буфера (30 мМ NaH2PO4, 40 мМ имидазола, 

500 мМ NaCl, 8 М мочевины, рН 7,4) 2 мл/мин. 

Белки элюировали при помощи трех объемов 

колонки при скорости потока элюирующего 

буфера (30 мМ NaH2PO4, 500 мМ имидазола, 

500 мМ NaCl, 8 М мочевины, рН 7,4) 1 мл/мин. 

Фракции собирали по 5 мл, концентрацию 

проверяли при помощи NanoPhotometer NP80 

(Implen, Германия).
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Использование химерных белков ZEa187 

и ZEa40 в твердофазном иммуноферментном 

анализе. В качестве антигенов для сенсибили-

зации твердой фазы использовали очищенные 

химерные белки ZEa187 и ZEa40. Сенсибили-

зацию ячеек планшетов очищенными пре-

паратами химерных белков с концентрацией 

3 мг/мл выполняли в 0,15 M NaCl, с добавлени-

ем 0,02 M Трис HCl рН 7,4 (ТСБ, Трис солевой 

буфер) при +22°C в течение 18 ч. После трех-

кратной отмывки ТСБ с добавлением 0,05% 

твин-20 (ТСБ-Т) планшеты обрабатывали 1% 

раствором казеина в ТСБ-Т и инкубировали 

в течение 1 ч при +37°С. Затем раствор казеина 

удаляли и вносили в лунки планшета по 50 мкл 

тестируемых сывороток крови здоровых доно-

ров и лиц, инфицированных ZIKV, DENV или 

WNV. Сыворотки инкубировали в течение 1 ч 

при +37°С. После трехкратной отмывки лунок 

ТСБ-Т в них добавляли пероксидазный конъ-

югат козьих антител Anti-Human IgG (полно-

размерная молекула) (Anti-Human IgG (whole 

molecule)–Peroxidase antibody produced in goat, 

Sigma-Aldrich, США) и инкубировали в течение 

1 ч при +37°С. После трехкратной отмывки лу-

нок ТСБ-Т в них добавляли раствор субстрата, 

содержащий 0,1 мг/мл ТМБ (3,3’,5,5’-Tetrame-

thylbenzidine, Sigma-Aldrich, США), и буфер, 

содержащий 0,02% Н2О2, для окисления суб-

страта. Планшет (стрипы) инкубировали в за-

щищенном от света месте в течение 15–20 мин 

при комнатной температуре. Ферментативную 

реакцию останавливали добавлением 1 М HCl 

и через 2–4 мин измеряли оптическую плот-

ность на спектрофотомет ре «Uniscan» (Фин-

ляндия) при длине волны 450 нм.

Статистический анализ. Сравнение значений 

оптической плотности в разных группах прово-

дилось с использованием непараметричес кого 

статистического критерия Манна–Уитни с по-

мощью пакета R [6].

Результаты

Проведен отбор трех последовательностей, 

кодирующих фрагменты оболочечного белка Е 

ZIKV (ZEa187 и ZEa40). Компьютерный анализ 

конструкций в программе SnapGene v3.2.1 пока-

зал, что химерные белки ZEa187 и ZEa40 имеют 

размер 355 а.о. и 194 а.о. с молекулярной массой 

56,6, 38,6 и 21,0 kDa соответственно (рис. 1).

Получены рекомбинантные плазмиды 

pET32a-ZEa187 и pET32a-ZEa40, содержащие 

в своем составе нуклеотидные последователь-

ности, кодирующие фрагменты оболочечного 

белка ZIKV.

Были получены штаммы-продуценты на ос-

нове клеток E. coli штамма KRX, трансформи-

рованные векторами pET32a-ZEa187 и pET32a-

ZEa40. Экспрессию генов gZEa187 и gZEa40 

изучили в E. coli KRX при использовании в ка-

честве индуктора 20%-го раствора L-рамнозы. 

Оптимальный режим для индукции экспрес-

сии gZEa187 и gZEa40 составил 24°С в течение 

18 ч.

Высокоочищенные химерные белки ZEa187 

и ZEa40 получали с помощью хроматографии 

на Ni-IMAC сефарозе. Конечный выход про-

дукта составил не менее 35 мг с 1 л культуры. 

Анализ очищенных белков проводился с по-

мощью электрофореза в 15% SDS PAGE геле. 

Степень чистоты достигала 95–98%.

Изучено перекрестное взаимодействие ан-

тител сывороток крови, собранных во время 

острой и постинфекционной стадий лихора-

док Зика, Западного Нила и денге, с антигена-

ми ZEa187 и ZEa40 при помощи твердофазного 

ИФА. Полученные результаты представлены 

на рисунке 2.

Среднее значение ОП взаимодействия IgG 

сыворотки переболевшего лихорадкой Зика 

с белком ZEa187 составило 1,79, с белком 

ZEa40 — 0,72. Для фракции IgM аналогичные 

Рисунок 1. Схема строения оболочечного белка вируса Зика и его фрагменты, вошедшие в состав 

химерных белков

Figure 1. Diagram of the structure of the envelope protein of Zika virus and its fragments included in the chimeric 
proteins
D I — домен I, D II — домен II, D III — домен III, S — «ножка», TM — трансмембранный регион, ZEa187 — фрагмент 
химерного белка длиной 187 а.о., ZEa40 — фрагмент химерного белка длиной 40 а.о.
D I — domain I, D II — domain II, D III — domain III, S — “leg”, TM — transmembrane region, ZEa187 — chimeric protein fragment 
a length of 187 a.a., ZEa40 — chimeric protein fragment a length of 40 a.a.
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значения составили 0,32 и 0,2 соответственно. 

Среднее значение ОП взаимодействия IgG сы-

вороток больных ЛЗН с ZEa187 составило 0,78 

и 0,32 при взаимодействии с ZEa40. Для фрак-

ции IgM аналогичные значения составили 

0,83 и 0,25 соответственно. Среднее значение 

ОП взаимодействия IgG сывороток от боль-

ных лихорадкой денге с ZEa187 составило 0,30, 

с ZEa40 — 0,24. Для фракции IgM аналогичные 

значения составили 0,45 и 1,39 соответственно. 

Для антител сывороток условно здоровых доно-

ров сигнал ОП не превышал значения 0,17.

Обсуждение

Быстрое распространение лихорадки Зика 

в 2015–2016 гг. стало причиной напряженной 

эпидемической ситуации. Вспышки лихорад-

ки в течение нескольких месяцев были заре-

гистрированы на территории стран Южной 

и Северной Америки и на островах Карибского 

бассейна, для которых она ранее не являлась 

эндемичной [32]. Были зафиксированы за-

возные случаи лихорадки Зика в Европе [10]. 

Несмотря на спад интереса к этой болезни, 

остается ряд вопросов, которые возникли в свя-

зи с этими вспышками. Одним из самых острых 

вопросов, возникших в момент массовой реги-

страции случаев лихорадки Зика, был вопрос 

корректной постановки диагноза. Это связанно 

с тем, что симптомы лихорадки Зика сходны 

или даже идентичны симптомам, характерным 

для других флавивирусных лихорадок (денге, 

Западного Нила). Учитывая то, что распростра-

нение лихорадки Зика происходило на террито-

риях, для которых лихорадки Западного Нила 

Рисунок 2. График распределения величины взаимодействия (ОП) химерных антигенов 

с антителами сывороток пациентов с диагнозом лихорадки Зика, Западного Нила и денге, 

а также с антителами сывороток, не содержащих антитела к флавивирусным инфекциям

Figure 2. Graph of the distribution of interaction (OD) values of chimeric antigens with serum antibodies of patients 
diagnosed with Zika fever, West Nile and dengue, as well as with serum antibodies that do not contain antibodies 
to flavivirus infections
А — ОП взаимодействия ZEa187 с IgM; Б — ОП взаимодействия ZEa40 с IgM; В — ОП взаимодействия ZEa187 с IgG; 
Г — ОП взаимодействия ZEa40 с IgG; ● — значение оптической плотности,  — среднее значение оптической плотности.
A — OD interaction ZEa187 with IgM; B — OD interaction of ZEa40 with IgM; C — OD of interaction of ZEa187 with IgG; 
D — OD interaction ZEa40 with IgG; ● — the value of optical density,  — the average value of optical density.
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и денге являются эндемичными [1, 4], становят-

ся понятными сложности, возникшие при диа-

гностике этого заболевания. Для острой стадии 

инфекции, когда генетический материал воз-

будителя находится в организме, основным ме-

тодом обнаружения является ПЦР, использова-

ние которой, действительно, позволяет иденти-

фицировать возбудитель с высокой точностью. 

Однако этот метод становится бесполезным при 

элиминации возбудителя из организма. В этом 

случае основным способом зафиксировать факт 

перенесенной инфекции является использова-

ние иммунохимических методов [2].

Иммуноферментный анализ является од-

ним из наиболее часто используемых методов 

клинической диагностики, что связано с его 

быстротой и низкой себестоимостью анализа. 

Однако перекрестная реакция антител с близко-

родственными флавивирусами ограничивает 

использование данного метода для дифферен-

циальной диагностики этой группы вирусов [18]. 

Решением этой проблемы может быть поиск не-

больших фрагментов вирусного полипротеина 

гетерологичных по аминокислотному составу 

для разных видов флавивирусов, но гомологич-

ных внутри вида.

Для исследования возможности дифферен-

циальной диагностики флавивирусов, осно-

ванной на выявлении специфических анти-

тел, в работе было сконструировано несколько 

антигенов, содержащих фрагменты поверх-

ностного белка Е ZIKV. Делая такой выбор, мы 

основывались на следующих соображениях. 

Лихорадка Зика характеризуется быстрым тече-

нием [7, 11]. Логично ожидать, что за короткий 

период основной мишенью иммунной системы 

станут именно поверхностные белки, в то вре-

мя как смещение иммунного ответа в сторону 

внутренних белков требует длительной персис-

тенции возбудителя в организме.

Исследования специфичности поликло-

нальных антител, нарабатываемых в ответ 

на вирус денге у мышей, показали, что доми-

нантной мишенью гуморального ответа яв-

ляется область домена III белка Е (рис. 1) [13]. 

В то же время у человека основной мишенью 

выступает регион шарнирной области, который 

располагается в доменах I и II [15]. Учитывая вы-

сокую степень гомологии белков ZIKV и DENV, 

мы в своей работе сконцентрировали внима-

ние на аминокислотной последовательности, 

включающей фрагменты доменов I и II белка Е 

ZIKV. Последовательность ZEа187 включает 

N-концевой регион, в том числе участки доме-

нов I и II, а ZEа40 фрагмент домена I, отличаю-

щийся, согласно данным биоинформатическо-

го анализа, в максимальной степени по амино-

кислотной последовательности от аналогичных 

поверхностных белков других флавивирусов 

(рис. 3). Необходимо отметить, что этот район 

не является однородным для самого ZIKV. Так, 

у некоторых штаммов подгруппы Zika 2 отсут-

ствуют четыре аминокислоты (рис. 3).

Для наработки белков в клетках E. coli был вы-

бран вектор pET32, что позволяло получать ин-

тересующие химерные белки с N-концевым «до-

веском», представленным последовательнос тью 

тиоредоксина. Включение последовательности 

тиоредоксина в ряде случаев позволяет увели-

чить растворимость химерного белка, а также 

его выход [31]. После получения конструкций, 

кодирующих белки ZEa187 и ZEa40, проводили 

наработку химерных белков в количествах, не-

обходимых для проведения ИФА с сыворотками 

крови. Подготовка препаратов белков включала 

очистку из бактериальной биомассы путем ли-

Рисунок 3. Выравнивание фрагментов аминокислотных последовательностей домена I 

оболочечных белков флавивирусов

Figure 3. Alignment of the amino acid sequence fragments of the domain I of the flavivirus envelope proteins
Zika 1 — фрагмент оболочечного белка ZIKV, первой подгруппы штаммов; Zika 2 — фрагмент оболочечного белка ZIKV, 
второй подгруппы штаммов; Dengue I, II, III и IV — фрагмент оболочечных белков DENV четырех разных серотипов; 
West Nile — фрагмент оболочечного белка WNV. Жирным выделена аминокислотная последовательность, включенная 
в состав ZEa40.
Zika 1 is a fragment of the ZIKV envelope protein, the first subgroup of strains; Zika 2 is a fragment of the ZIKV envelope protein, 
the second subgroup of strains; Dengue I, II, III and IV is a fragment of the DENV envelope proteins of four different serotypes; 
West Nile is a fragment of the WNV envelope protein. Bold highlighted amino acid sequence included in the composition of ZEa40.
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зиса и последующей металл-хелатной аффин-

ной хроматографии, как это описано в разделе 

«Материалы и методы».

В первой серии экспериментов изучали 

взаимодействие иммуноглобулинов класса M 

сывороток крови больных с диагностирован-

ными лихорадками Зика, Западного Нила 

и денге с химерными белками ZEa187 и ZEa40. 

Как видно на рисунках 2а и 2б, ни в одной 

из сывороток больного лихорадкой Зика не на-

блюдается заметного уровня IgM против этих 

фрагментов. При этом для сывороток больных 

лихорадкой Западного Нила ОП при взаимо-

действии с ZEa187 в среднем достоверно выше, 

чем для отрицательного контроля (p = 0,00069). 

При сравнении результатов взаимодействия 

IgM сывороток с белками ZEa187 и ZEa40 мож-

но отметить, что для белка размером 40 а.о. на-

блюдается уменьшение среднего уровня сигна-

ла ОП для сывороток WNV (p = 0,000086), что, 

возможно, связано с уменьшением размера бел-

ка с 187 а.о. до 40 а.о. Для сывороток больных 

лихорадкой денге средний уровень сигнала ОП 

выше, чем средний уровень контроля, но эти 

результаты статистически не значимы (p > 0,05).

Следующим этапом исследования было из-

учение взаимодействия IgG сывороток крови 

с ZEa187 и ZEa40. Результаты проиллюстриро-

ваны на рисунках 2в и 2г. Видно, что в обоих 

случаях сыворотки больного лихорадкой Зика 

разделились на 2 группы: значения ОП в од-

ной из групп близко к отрицательному конт-

ролю, в другой — больше, чем контроль  (p = 

0,01667). Для сывороток больных лихорадкой 

Западного Нила наблюдается та же картина, 

что и при исследовании IgM: ОП при взаимо-

действии с ZEa187 оказалась выше, чем для от-

рицательного контроля (p = 0,03846), и ОП при 

взаимодействии с ZEa40 ниже, чем с ZEa187 

(p = 0,04604). Следует отметить, что в среднем 

для лихорадки денге не было значимого превы-

шения ОП по сравнению с контролем (p > 0,05).

Заключение

В результате работы были получены хрома-

тографически очищенные химерные белки, 

содержащие фрагменты оболочечного белка Е 

ZIKV. Проведено исследование взаимодействия 

полученных белков и антител сывороток боль-

ных лихрадкой Зика, лихорадкой Западного 

Нила и лихорадкой денге. При взаимодей-

ствии иммуноглобулинов класса М из сыво-

роток больных флавивирусными инфекциями 

с ZEa187 и ZEa40 наблюдается высокий уровень 

перекрестного взаимодействия. При этом, не-

смотря на рост среднего сигнала специфичес-

кого взаимодействия полученных белков с IgG 

сывороток ZIKV, наблюдается значительное 

перекрестное взаимодействие с IgG сывороток 

WNV и DENV. Таким образом, можно с опре-

деленной долей уверенности утверждать, что 

использование природных аминокислотных 

последовательностей поверхностного белка 

вируса Зика, выбранных для проведения дан-

ного исследования в качестве антигена в им-

мунохимических тестах, не позволяет добиться 

высокой специфичности выявления антител. 

Выходом из сложившейся ситуации может быть 

поиск новых антигенных детерминант вируса 

Зика с помощью биоинформатических мето-

дов. Такой поиск может привести к выявлению 

высококонсервативных и высокоспецифичных 

участков полипротеина, которые можно будет 

использовать для детекции взаимодействия 

с противовирусными антителами. Несомненно, 

свою роль могут сыграть методы комбинантор-

ной биологии, например технология фагового 

дисплея, позволяющая тонко настроить ис-

пользуемые антигены на выявление антител 

только к вирусу Зика и отсекать взаимодействие 

с антителами родственных флавивирусов.

Работа поддержана ГЗ-10/18 «Разработка 

рекомбинантных видоспецифических антигенов 

опасных вирусов 2018–2020 гг.».
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АНЕСТЕЗИЯ ЛАБОРАТОРНЫХ ЖИВОТНЫХ 

В ПРОИЗВОДСТВЕ ДИАГНОСТИЧЕСКИХ 

И ПРОФИЛАКТИЧЕСКИХ БИОМЕДИЦИНСКИХ 

ПРЕПАРАТОВ

А.П. Семакова, В.Г. Германчук, В.В. Рогожин, Н.Ю. Шавина, М.В. Овчинникова, 

Т.Ю. Кириллова, Л.Ф. Ливанова, Н.И. Белякова

ФКУЗ Российский научно-исследовательский противочумный институт «Микроб» Федеральной службы по надзору 

в сфере защиты прав потребителей и благополучия человека, г. Саратов, Россия

Резюме. Для анестезии животных в ветеринарной практике успешно применяются такие препараты, как 

Ксила,  Золетил 100, а так же Аерран (Изофлуран). Определена возможность применения парентерально-

го наркоза препаратами Золетил 100 в комбинации с миореалаксантом Ксила у кроликов-продуцентов, 

используемых для получения натуральной кроличьей сыворотки, которая в дальнейшем идет для произ-

водства диагностических сывороточных и иммуноглобулиновых препаратов. Введение препаратов в ушную 

вену не вызывает трудностей в выполнении, животное входит в наркоз мгновенно, что позволяет проводить 

фиксацию на станке безопасно для сотрудников и без дополнительного стресса у животного. Данный вид 

анестезии позволяет достичь требуемой глубины наркоза и поддерживать его до окончания процедуры кро-

вопускания. Параметры, характеризующие состояние сердечно-сосудистой системы под влиянием средств 

анестезии оставались в пределах допустимой нормы. Препараты не снижают частоту сердечных сокраще-

ний, позволяя получить достаточный объем крови. Применение ингаляционной анестезии с Аерраном 

у лабораторных животных позволяет достичь требуемой глубины наркоза и поддерживать ее до завершения 

всей процедуры, однако необходимо наличие специализированного оборудования, обученного персонала 

и соответствующих навыков. Использование для этих целей Ксилы, как мононаркоза не рекомендуется, 

так как препарат обладает слабым анальгезирующим эффектом и сильными гипотензивными свойствами, 

снижая количественный показатель взятой крови. Определили, что вводимые животным средства анесте-

зии, такие как Ксила, Золетил 100, Аерран при тотальном обескровливании не влияли на специфическую 

активность иммунных сывороток. Титры антител не снижались на протяжении всего срока наблюдения 

(до 12 месяцев) и соответствовали требованиям нормативной документации. В производстве химической 

вакцины холерной таблетированной в экспериментах на кроликах-сосунках, используемых на различных 

этапах контролей сырья, при проведении хирургических вмешательств также показана целесообразность 

замены устаревшего метода анестезии с применением диэтилового эфира на комбинацию более безопасных 

современных препаратов Золетил 100 и Ксилы. Изученные препараты Ксила, Золетил 100, Аерран не влияют 

на количество получаемой крови у животных-доноров, иммунологические качества сыворотки и готового 

диагностического препарата, безопасны для животных любых возрастов, что соответствует требованиям, 
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необходимым для анестезии животных-биомоделей и животных-продуцентов в производстве иммунобиоло-

гических препаратов. Проведенные нами исследования позволили более гуманно проводить эксперименты 

с использованием лабораторных животных.

Ключевые слова: анестезия, анальгезия, ингаляционный наркоз, лабораторные животные, эксперимент, 

иммунобиологические препараты.

ANESTHESIA OF LABORATORY ANIMALS IN MANUFACTURING OF DIAGNOSTIC AND PREVENTIVE 

BIOMEDICINES

Semakova A.P., Germanchuk V.G., Rogozhin V.V., Shavina N.Yu., Ovchinnikova M.V., Kirillova T.Yu., 

Livanova L.F., Belyakova N.I.

Russian Research Anti-Plague Institute “Microbe”, Saratov, Russian Federation

Abstract. Preparations such as XilaVet, Zoletil 100 as well as Aeranne (Isoflurane) are successfully applied for animal 

anesthesia in veterinary practice. We assessed a possibility of using parenteral narcosis with Zoletil 100 in combination 

with muscle relaxant Xila for producer-rabbits involved in manufacturing of natural rabbit serum subsequently deployed 

for production of diagnostic serum and immunoglobulin preparations. Administration of preparations into auricular vein 

is easy to do, while animals are sedated immediately allowing for safe fixation on restraining table and causing no ad-

ditional stress for biomodels. This type of narcosis provides for expected depth of anesthesia and its maintenance until 

the end of blood-letting procedure. Parameters characterizing the state of cardiovascular system due to anesthetic pro-

ducts remained within the permitted limits. These preparations do not reduce heart beat rate allowing for collecting suf-

ficient blood volumes. Application of inhalation anesthesia with Aeranne in laboratory animals provides for the specified 

depth of anesthesia and its maintenance until the end of the whole procedure. However, it requires specialized equipment 

and highly trained personnel with appropriate skills. Usage of Xila as a mono narcosis is not recommended as exhibits 

weak analgesic effects and strong hypotensive activity by decreasing quantity of collected blood volume. It was found that 

anesthetics such as Xila, Zoletil 100, Aeranne did not affect specific activity of immune sera in case of total dehematizing 

procedure. Moreover, antibody titers were not declined throughout entire observation (12 months) period and complied 

with the requirements of regulatory documentation. In addition, a feasibility of replacing old-fashioned anesthesia method 

with diethyl ether for a combination of safer contemporary preparations of Zoletil 100 and Xila was demonstrated while 

manufacturing tableted chemical cholera vaccine in experimental series with suckling rabbits used at diverse stages of raw 

material verification during surgical interventions. Xila, Zoletil 100, and Aeranne examined by us had no impact on the 

amount of blood obtained from donor-animals, immunological properties of the sera and ready-to-use diagnostic prepa-

rations. Such drugs were safe for all-age animals that comply with the requirements to anesthesia of animal biomodels and 

producer-animals in manufacturing of immunobiological preparations. Thus, our study allowed to conduct experiments 

with laboratory animals in a more humane manner.

Key words: anesthesia, analgesia, inhalation narcosis, laboratory animals, experiment, immunobiological preparations.

Прогресс современной лечебно-профилак-

тической медицины во многом обязан экспе-

риментальным исследованиям на животных. 

В полной мере это относится к созданию более 

безопасных и эффективных современных вак-

цин нового поколения. Наряду со средствами 

профилактики инфекционных болезней разра-

батываются и производятся различные диагно-

стические сыворотки и тест-системы, позволя-

ющие выявить возбудителя в макроорганизме. 

Все эти разработки невозможны без многочис-

ленных опытов на биомоделях. Лабораторных 

животных иммунизируют, заражают возбу-

дителями особо опасных инфекций, прово-

дят различные хирургические вмешательства, 

используют в качестве доноров для получения 

иммунных сывороток, глобулинов и т.д. Все эти 

процедуры зачастую болезненные и являют-

ся фактором стресса для животных, что может 

влиять на получаемые результаты.

Современные отечественные и зарубежные 

регламентирующие документы категорически 

запрещают проводить опыты на животных без 

применения адекватной анестезии [5, 10].

В научных институтах, занимающихся ис-

следованиями в области медицины и микро-

биологии, в обязательном порядке создаются 

комиссии по биоэтике, которые контролируют 

программу работы с животными внутри уч-

реждения. Все эксперименты на животных ко-

миссия одобряет коллегиально. Выбору и при-

менению средств анестезии уделяется особое 

внимание. Каждый экспериментатор в своей 

работе должен понимать, что те манипуляции, 

которые вызывают боль у людей, вызывают 

боль и у животных [6]. Поэтому необходимо 

быть опытным наблюдателем и уметь распоз-

навать признаки боли. В случае невозможности 

использования средств анестезии, если нару-

шается «чистота» эксперимента, работа обсуж-
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дается и обосновывается в биоэтической ко-

миссии. Для животных создаются максимально 

комфортные условия.

Ветеринарная анестезиология активно раз-

вивается наряду с общей анестезиологией. 

Применяемые в прошлые годы препараты, та-

кие как хлороформ и эфир, уходят на задний 

план. Появились новые группы препаратов, 

более безопасные, как для экспериментатора, 

так и для животного. Применение различных 

методов и приемов позволяет достичь разной 

степени обезболивания от местной анальге-

зии, применения миорелаксантов, до глубокой 

анестезии при полостных хирургических вме-

шательствах. Известно, что при многокомпо-

нентной комбинации эффект общей анестезии 

достигает более совершенного уровня [2], по-

этому в экспериментальных исследованиях для 

получения достоверного результата поиск адек-

ватной защиты животного от стрессовых ситуа-

ций требует своего решения.

Наличие современных средств анестезии, ис-

пользование наркозно-дыхательной аппаратуры, 

обученный персонал — все это дает возможность 

более квалифицированно проводить анестезию, 

что, в какой-то степени, является основой успеш-

ного проведения оперативных вмешательств 

и проявления акта гуманизма к животным.

До недавнего времени считалось, что введе-

ние лабораторным животным любых средств 

анестезии может исказить картину эксперимен-

та и повлиять на качество выпускаемого имму-

нобиологического препарата [3, 16]. Это мнение 

небезосновательно. Поэтому каждое исследова-

ние необходимо рассматривать отдельно, чтобы 

развеять сомнения в этом вопросе.

Целью данной работы явилось изучение воз-

можности использования анестетиков и подбор 

адекватных методов анестезии при проведении 

ряда хирургических манипуляций на биомоде-

лях и животных-продуцентах в производстве 

иммунобиологических препаратов.

Материалы и методы

Лабораторные животные. В работе исполь-

зовали кроликов породы Шиншилла массой 

2,5–3,0 кг, крольчат-сосунков этой же поро-

ды массой 100–120 г. Биомоделей содержали 

на стандартном рационе в соответствии с тре-

буемыми санитарно-гигиеническими нормами 

и регламентирующими документами по содер-

жанию инфицированных животных [11, 12, 13].

Препараты и оборудование для анестезии. 

Для инъекционного наркоза использовали ве-

теринарный препарат Ксила (действующее ве-

щество ксилазина гидрохлорид) (Interchemie, 

Эстония); Золетил 100 (тилетамин, золепам), 

(Virbac, Франция).

Для газовой анестезии применяли Аерран 

(Изофлуран) (Baxter, США).

Для ингаляционного введения использо-

вали наркозный аппарат Moduflex (Dispomed) 

и кислородный концентратор Армед.

Для удобства разведения малых доз препара-

тов инъекционного наркоза использовали доза-

торы Biohit, объемом 100 и 1000 мкл.

Развернутая реакция агглютинации. Образцы 

иммунных сывороток разводили 0,9% раство-

ром натрия хлорида pH (7,6±0,1) с таким расче-

том, чтобы получить последовательные двукрат-

ные разведения, начиная с 1:50. Готовили взвесь 

штаммов холерного вибриона по стандартному 

образцу [ОСО 42-28-86-2018 (5 МЕ)], эквивалент-

ных концентрации 1 × 109 м.к./мл [12]. К 0,5 мл 

каждого разведения испытуемых сывороток 

добавляли по 0,5 мл приготовленной микроб-

ной взвеси холерных вибрионов. Одновременно 

ставили контроли: 1) антигена (к 0,5 мл микроб-

ной взвеси холерного вибриона добавляли 0,5 мл 

0,9% раствора натрия хлорида); 2) сыворотки 

(к 0,5 мл сыворотки в разведении 1:50 добавляли 

0,5 мл 0,9% раствора натрия хлорида). Штативы 

с пробирками встряхивали, инкубировали при 

температуре (37±1)°С в течение 2 ч и учитыва-

ли предварительный результат. Окончательный 

учет результатов проводили через 18–20 ч, вы-

держав пробирки при температуре (20±1)°С. 

Учет результатов реакции проводили по четы-

рехкрестовой системе. Реакцию считали поло-

жительной при агглютинации на 3–4 креста. 

В пробирках с контролями сыворотки и культу-

ры агглютинации быть не должно.

Внутрикишечное заражение кроликов-сосун-

ков. В производстве вакцины холерной бива-

лентной химической, таблеток, покрытых ки-

шечнорастворимой оболочкой, для определе-

ния активности фракций вакцины и контроля 

производственных штаммов, используют тест 

синдрома холерогенности на модели кроликов-

сосунков [15].

Результаты

Одними из самых востребованных экспе-

риментальных биомоделей являются кролики 

определенных пород. В исследованиях приме-

няют животных разных возрастов: как взрос-

лых, молодых особей, так и кроликов-сосунков.

Кроликов используют в качестве живот-

ных-продуцентов иммунной сыворотки кро-

ви, которая является полуфабрикатом диа-

гностических сывороточных и иммуноглобу-

линовых препаратов. Животных-продуцентов 

иммунизируют по определенной схеме и на 

завершающем этапе проводят тотальный за-

бор крови. Обескровливание является одной 

из самых тяжелых для восприятия манипуля-
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ций. Считалось, что любой препарат, вводимый 

кролику для обезболивания, может повлиять 

на качество сыворотки и соответственно вы-

пускаемой продукции, поэтому манипуляция 

по забору крови от начала до конца проводилась 

без анестезии [3, 16].

 В работе по обескровливанию мы использо-

вали ветеринарные препараты, успешно приме-

няемые врачами ветеринарных клиник как для 

парентерального введения (Ксила, Золетил 100), 

так и для ингаляционного наркоза — Аерран 

(Изофлуран). В связи с отсутствием регламен-

тированной литературы, дозировки препаратов 

подбирали самостоятельно, используя литера-

турные данные [14].

 В качестве продуцентов использовали только 

здоровых животных. Доставленных из питом-

ника кроликов осматривал ветеринарный врач 

и помещал в карантин, чтобы исключить занос 

инфекции в виварий. Животных взвешивали, все 

данные фиксировали в учетной документации.

Кроликов иммунизировали одним и тем же 

иммунным препаратом в течение 1,5 месяцев 

по схеме, применяемой для данного антигена, 

далее брали пробную порцию крови для опре-

деления титров антител. Если титры антител 

соответствовали нормативной документации, 

то животных готовили к проведению крово-

пускания. За 12 часов до забора крови доноров 

сажали на голодную диету, чтобы исключить 

липемию. Для правильного расчета препаратов 

для анестезии кроликов еще раз взвешивали, 

так как за 1,5 месяца они, скорее всего, увели-

чивались в весе.

Апробировали три варианта анестезии. В ка-

честве сравнения брали группу кроликов без 

применения анестетиков. Премедикацию жи-

вотным не делали.

Чтобы оценить физиологическое состояние 

животного под влиянием средств анестезии из-

учали параметры, характеризующие состояние 

сердечно-сосудистой системы: наличие сер-

дечного выброса, давление крови, а также па-

раметры дыхательной системы: частота и глу-

бина дыхания. Степень вхождения животных 

в наркоз оценивали по наличию рефлексов: 

пальпебральный рефлекс, нистагм (подерги-

вание глазного яблока), корнеальный рефлекс 

(роговичный), расслабление мышц (при разре-

зе скальпелем нет подергивания мышечных во-

локон), покалывание, пощипывание [9].

Первой опытной группе кроликов вводили 

Ксилу. Данный ветеринарный препарат отно-

сится к группе миореалаксантов. Вызываемый 

им эффект характеризуется как соноподобное 

состояние, умеренная анальгезия, расслабление 

скелетной мускулатуры [7]. Кроликам препарат 

вводили внутримышечно из расчета 0,2 мл/кг. 

Средняя масса кролика в группе — 3 кг, по-

этому вводили 0,6 мл внутримышечно в бедро. 

Время для достижения миорелаксационного 

эффекта составляло от 10 до 15 мин. У живот-

ных наблюдалось замедление сердечного рит-

ма, понижение температуры тела, расслабление 

мышц скелетной мускулатуры и ослабление бо-

левой чувствительности на непродолжительное 

время, которого было недостаточно для прове-

дения процедуры кровопускания.

Второй группе животных для усиления 

анестезиологического эффекта Ксилу комби-

нировали с Золетилом 100. Данный препарат 

применяется для общей анестезии животных. 

Двухкомпонентный состав препарата, состоя-

щий из тилетамина и золепама, позволяет 

оказывать седативное, миореалаксирующее, 

а также угнетающее действие на центральную 

нервную систему, избирательно прерывая про-

водимость ассоциативных проводящих путей 

головного мозга [7]. Комбинацию препаратов 

вводили внутривенно в ушную вену. Кролик по-

гружался в наркоз мгновенно, «на конце иглы». 

Полностью обездвиженным, его фиксировали 

к станку. На протяжении всей манипуляции 

животные этой группы находились в состоя-

нии наркоза, отмечалось четкое сердцебиение, 

что позволило забрать достаточное количество 

крови. Смерть от гиповолемии наступила так-

же в состоянии наркоза.

Третьей группе животных вводили ингаля-

ционный препарат Аерран, относящийся к анес-

тетикам второго поколения. К положительным 

свойствам препарата необходимо отнести отсут-

ствие токсичности препарата и плохую раство-

римость газа в системе «кровь : липиды». Однако 

он выраженно угнетает дыхание, может вызы-

вать умеренную тахикардию, артериальную ги-

потонию [8].

Газовая смесь, состоящая из Аеррана в кон-

центрации 3,5% и чистого кислорода 0,8%, по-

давалась при помощи наркозно-дыхательного 

оборудования. Индукция в наркоз составила 

5–7 мин. Фиксировали животных на станке 

в состоянии наркоза. Поддержание анестезии 

велось на протяжении всей процедуры забора 

крови. У животных значительно ослабевали 

рефлексы, у некоторых животных наблюдалось 

угнетение сердечного ритма.

У контрольной группы кроликов забор крови 

проводили без применения анестетиков, пред-

варительно зафиксировав на станке с соблюде-

нием правил безопасной работы, имея опреде-

ленный навык обращения с этими животными.

 Во всех группах животных проводили забор 

крови. Кровь забирали из одной из сонных ар-

терий, расположенных по обеим сторонам тра-

хеи, в стерильный цилиндр.

Важным критерием при выборе препарата 

для анестезии животных является отсутствие 



87

2020, Т. 10, № 1 Анестезия лабораторных животных

влияния на специфическую активность им-

мунных сывороток. Данный показатель опре-

деляли в развернутой реакции агглютинации. 

Активность сывороток определяли сразу после 

забора крови, далее изучали сохранение им-

мунных свойств в течение 12 месяцев с интер-

валом в 3, 6, и 12 месяцев. Титры антител на-

ходились в пределах от 1:1600 до 1:6400 во всех 

группах животных на протяжении всего срока 

наблюдения (табл.).

Кроликов-сосунков используют при опре-

делении вирулентности штаммов холерных ви-

брионов, применяемых в производстве хими-

ческой вакцины холерной, таблетированной, 

покрытой кишечнорастворимой оболочкой, 

а также на этапах контрольных исследований 

полуфабрикатов холерной вакцины. Кроликам-

сосункам 8–10-дневного возраста после разреза 

брюшной полости в петлю тонкого кишечника 

вводили суспензию исследуемых вибрионов или 

полуфабрикатов холерной вакцины. Операцию 

проводили под эфирным наркозом (контроль-

ная группа). Несмотря на хорошие анестези-

рующие свойства, эфир имеет ряд недостатков 

и побочных действий. Продуктами разложения 

диэтилового эфира являются альдегиды, кето-

ны и пероксиды, которые достаточно токсич-

ны и способны оказывать поражающий эффект 

на органы дыхания, раздражая слизистые обо-

лочки дыхательных путей животных [1]. Помимо 

этого он обладает огне- и взрыво опасностью. 

Поэтому на сегодняшний день его применение 

резко ограничено. Для анестезии кроликов-со-

сунков апробировали хорошо показывавшую 

себя на взрослых кроликах комбинацию Ксилы 

и Золетила 100 (опытная группа). Подобрали 

оптимальную дозу для 100–120-граммовых жи-

вотных при внутримышечном введении. Дозу 

Золетила 100 вычисляли из расчета 0,25 мг/кг 

веса. На одного кролика-сосунка она состави-

ла 30 мкл разведенного по инструкции Золе-

тила 100. Дозу для Ксилы вычисляли из расчета 

0,15 мл/кг. На одного кролика-сосунка — 18 мкл. 

Кролики-сосунки погружались в наркоз в те-

чение 1,5–2 мин, оставаясь обездвиженными 

на протяжении всей операции. Используемые 

препараты для анестезии не влияли на качество 

экспериментов — при введении в просвет тонко-

го кишечника вирулентных штаммов холерных 

вибрионов большинство экспериментальных 

животных погибало с развитием холерогенного 

синдрома, выражающегося в сильном растяже-

нии толстого кишечника, наполненного про-

зрачной жидкостью, в контрольной и опытной 

группе. При заражении кроликов-сосунков по-

луфабрикатами холерной вакцины (холероген-

анатоксином) в контрольной и опытной группе 

все животные выживали без изменения вну-

тренних органов.

Обсуждение

Во время проведения ингаляционной и па-

рентеральной анестезии у животных-доноров 

второй и третьей групп наблюдалось полное 

расслабление всех групп мышц, ослабевание 

рефлексов, вплоть до их полного исчезновения, 

понижение температуры тела было в пределах 

допустимой нормы, не наблюдалось угнете-

ние сердечного ритма. Животные безболез-

ненно погибали по окончании кровопускания. 

Исключение составила первая группа, в ко-

торой использовали Ксилу, как мононаркоз. 

Данный вид анестезии приводил к небольшому 

Таблица. Специфическая активность иммунных сывороток животных-продуцентов, полученных 

с применением различных анестезирующих веществ

Table. Specific activity of immune sera of producer-animals, obtained with application of different anesthetic 
substances

Препарат

Preparation

Титры специфических антител*

Specific antibody titers
Сроки наблюдения

Terms of observation
После забора крови

After blood sampling
3 месяца

3 months
6 месяцев

6 months
12 месяцев

12 months
Ксила

XilaVet
1:3466

(1:1600–1:6400)
1:3466

(1:1600–1:6400)
1:3466

(1:1600–1:6400)
1:3466

(1:1600–1:6400)
Ксила + Золетил 100

XilaVet + Zoletil 100
1:3600

(1:1600–1:6400)
1:3600

(1:1600–1:6400)
1:3600

(1:1600–1:6400)
1:3600

(1:1600–1:6400)
Аерран

Aeranne
1:4000

(1:1600–1:6400)
1:4000

(1:1600–1:6400)
1:4000

(1:1600–1:6400)
1:4000

(1:1600–1:6400)
Контроль

Control
1:3600

(1:1600–1:6400)
1:3600

(1:1600–1:6400)
1:3600

(1:1600–1:6400)
1:3600

(1:1600–1:6400)

 Примечание. *Средние значения двенадцати постановок развернутой РА, в скобках — разброс значений от минимального до максимального.
Note. *Average values of 12 complete agglutination assays, in parenthesis — the range of values from minimum to maximum.
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снижению болевой чувствительности на ко-

роткое время. Также отмечалось замедление 

сердечного ритма, что приводило к снижению 

количества получаемой иммунной крови.

Таким образом, определена целесообраз-

ность применения комбинированного парен-

терального и ингаляционного вида анестезии 

при проведении тотального кровопускания 

у кроликов-продуцентов, за некоторым превос-

ходством парентерального. Использование для 

этих целей Ксилы не рекомендуется, по ряду 

вышеописанных причин. Данный вид анесте-

зии можно использовать при незначительном 

болевом пороге для обездвиживания живот-

ных, так как сильным обезболивающим эф-

фектом препарат не обладает.

Применение ингаляционной анестезии 

с Аерраном у лабораторных животных по-

зволяет достичь требуемой глубины наркоза 

и поддерживать ее до завершения всей проце-

дуры, однако требует наличия специализиро-

ванного оборудования, обученного персонала 

и соответствующих навыков. Парентеральное 

введение препаратов является более доступ-

ным. При проведении процедуры кровопу-

скания у кроликов-продуцентов применение 

комбинированного парентерального наркоза 

с препаратами Золетил 100 и Ксила имеет ряд 

преи муществ: внутривенное введение не вы-

зывает трудностей в выполнении, животное 

входит в наркоз мгновенно, что позволяет про-

водить фиксацию на станке безопасно для 

сотрудников и без дополнительного стресса 

у животного. Кролик находится в состоянии 

наркоза до завершения процедуры тотального 

кровопус кания.

Титры антител в полученных иммунных сы-

воротках не снижались на протяжении всего 

срока наблюдения и соответствовали требова-

ниям нормативной документации.

В экспериментах на кроликах-сосунках при 

проведении хирургических вмешательств так-

же показана целесообразность замены устарев-

шего метода анестезии с применением диэти-

лового эфира на комбинацию более безопасных 

современных препаратов Золетил 100 и Ксилы.

Изученные препараты Ксила, Золетил 100, 

Аерран не влияют на количество получаемой 

крови у животных-доноров, иммунологические 

качества сыворотки и готового диагностичес-

кого препарата, безопасны для животных лю-

бых возрастов, что соответствует требованиям, 

необходимым для анестезии животных-биомо-

делей и животных-продуцентов в производстве 

иммунобиологических препаратов.

Работа выполнена в рамках научно исследова-

тельской работы «Разработка и совершенство-

вание биотехнологий промышленного выпуска им-

мунобиологических средств профилактики и диа-

гностики инфекционных болезней бактериальной 

и вирусной природы», в соответствии с планом 

работы Комиссии по Биоэтике при «Российском 

научно-исследовательском противочумном ин-

ституте «Микроб».
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ОТВЕТНЫЕ МЕРЫ ПО ПРОТИВОДЕЙСТВИЮ 

РАСПРОСТРАНЕНИЯ ВИРУСА ПОЛИОМИЕЛИТА 

ВАКЦИННОГО ПРОИСХОЖДЕНИЯ ТИПА 2 

В РОССИИ В 2016 г.
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Резюме. С момента глобального прекращения использования трехвалентной оральной полиовирусной вакци-

ны (тОПВ) в апреле 2016 г. и перехода на использование бивалентной ОПВ, включающей полиовирусы типов 1 

и 3 (так называемое «переключение»), любое выделение полиовируса типа 2 расценивается как событие чрез-

вычайной важности, требующее расследования, оценки риска распространения вируса и принятия ответных 

мер. В 2016 г. в России зарегистрировали 2 случая выделения полиовируса вакцинного происхождения типа 2 

от здоровых детей. Цель исследования: на основе эпидемиологического расследования и генетических харак-

теристик выделенных вирусов оценить риск дальнейшего распространения полиовируса вакцинного проис-

хождения типа 2, представить меры, препятствующие дальнейшему распространению вируса среди населения. 

Случаи были выявлены в рамках выполнения программы надзора за полиомиелитом и синдромом острого 

вялого паралича в Российской Федерации. Лабораторное исследование проводили в соответствии с алгорит-

мом исследований, принятом в РФ, и рекомендованными стандартами ВОЗ: выделение вирусов на культурах 

клеток RD, L20B и Hep2С, идентификация в реакции нейтрализации, внутритиповая дифференциация с по-

мощью ОТ-ПЦР с детекцией в режиме реального времени, секвенирование фрагментов генома, кодирующих 

белок VP1. Оценку риска распространения полиовируса вакцинного происхождения типа 2 проводили в со-
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ответствии с рекомендациями ВОЗ. Установлена генетическая связь штаммов вируса, выделенных в сентя-

бре от проживающего в Москве, прибывшего из Чеченской Республики невакцинированного мальчика (1 г.), 

и в декабре — от проживающей в Чеченской Республике невакцинированной девочки (1 г.), имеющей наруше-

ния гуморального и клеточного иммунитета. Штаммы имели, соответственно, 10 и 13 нуклеотидных замен 

на участке генома, кодирующем белок VP1, по сравнению с вакцинным штаммом Sabin типа 2, что позволило 

классифицировать их как полиовирусы вакцинного происхождения. Установлено их происхождение от штам-

ма типа 2, присутствующего в тОПВ, использованной незадолго до «переключения». Эпидемиологическое рас-

следование выявило родственные связи и предполагаемый контакт детей в одном домовладении. Был предпри-

нят комплекс организационных и прививочных мероприятий, а также усилен эпиднадзор за полиомиелитом 

в регионе. Результаты мониторинга за последующие 18 месяцев не выявили новых полиовирусов вакцинного 

происхождения типа 2 на территории Чеченской Республики. Оценка риска распространения полиовируса 

вакцинного происхождения типа 2 в регионе, стране и международного риска определила его как «низкий», 

не требующий применения моновалентной ОПВ типа 2. Опыт ответных мер может быть учтен для противо-

действия рискам в период до и после глобальной сертификации ликвидации полиомиелита.

Ключевые слова: полиомиелит, полиовирус типа 2, полиовирус вакцинного происхождения, иммунизация, оценка риска, 

ответные меры.

MEASURES COUNTERACTING 2016 SPREAD OF VACCINE-DERIVED POLIOMYELITIS VIRUS 

TYPE 2 IN RUSSIAN FEDERATION

Popova A.Yu.a, Ezhlova E.B.a, Melnikova A.A.a, Morozova N.S.b, Mikhailova Yu.M.b, Ivanova O.E.c,d, 

Kozlovskaya L.I.c,d, Eremeeva T.P.c, Gmyl A.P. c,d, Korotkova E.A.e, Baykova O.Yu.c, Krasota A.Yu.c,e, 

Ivanenko A.V.f, Yarmolskaya M.S.f, Kovalchuk I.V.g, Romanenko E.N.h

a Federal Service for Surveillance on Consumer Rights Protection and Human Wellbeing (Rospotrebnadzor), Moscow, Russian Federation
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d Institute of Translational Medicine and Biotechnology, First Moscow State Medical University, Ministry of Health of the Russian Federation 

(Sechenov University), Moscow, Russian Federation
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Abstract. Since April 2016 after global cessation of using trivalent oral poliovirus vaccine (tOPV) and switch to bivalent OPV 

consisting of polioviruses types 1 and 3 (the “switch”), any isolation of type 2 poliovirus has been regarded as an event of ex-

treme importance requiring investigation, risk assessment and decision making. In 2016, 2 cases of isolated vaccine-derived 

poliovirus type 2 from healthy children was registered in Russia. Our study was aimed at on the assessing a risk of further 

spread of vaccine-derived poliovirus type 2 and provide measures for preventing its further spread based on epidemiological 

investigation and genetic characteristics of the isolated viruses. The cases were revealed within the surveillance program 

for poliomyelitis and acute flaccid paralysis syndrome conducted in the Russian Federation. The laboratory investigation 

was carried out in accordance with the algorithm adopted in the Russian Federation and recommended by the WHO stand-

ards: virus isolation on RD, L20B and Hep2C cell cultures, identification in the neutralization reaction, intratyping differ-

entiation by using RT-PCR in real-time mode, sequencing of the poliovirus genome fragments encoding the VP1 protein. 

A risk assessment for spread of vaccine-derived poliovirus type 2 was performed in accordance with the WHO recom-

mendations. There was uncovered a genetic relationship between virus strains isolated in September and December from 

unvaccinated Moscow resident boy (1 year old) who arrived from the Chechen Republic and from unvaccinated girl resident 

of the Chechen Republic (1 year old) with impaired humoral and cellular immunity. The virus strains were found to bear 10 

and 13 genomic nucleotide substitutions, respectively, at the site encoding the VP1 protein compared with the Sabin type 

2 vaccine strain that allowed to classify them as vaccine-derived polioviruses. In particular, both virus strains were shown 

to originate from the type 2 strain presented in the tOPV used shortly before the “switch”. Epidemiological investigation 

revealed family ties and probable contact between both children in the same premises. A series of organizational and vac-

cination measures was undertaken, as well as polio surveillance was strengthened in the region. No new type 2 polioviruses 

of vaccine origin were detected in the territory of the Chechen Republic during 18-month monitoring follow-up. The risk 

assessment of spread for vaccine-derived poliovirus type 2 in a region, Russian Federation as well as cross-boundary spread 

identified it as “low,” requiring no use of type 2 monovalent OPV. Such experience for countermeasures may be taken into 

account to oppose the risks before and after the global certification for poliomyelitis eradication.

Key words: poliomyelitis, poliovirus type 2, vaccine-derived poliovirus, immunization, risk assessment, response measures.
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Введение

С момента принятия в 1988 г. решения о гло-

бальном искоренении полиомиелита [14] реали-

зация Глобальной программы ВОЗ позволила до-

стичь значительных успехов: четыре региона ВОЗ 

уже сертифицированы как свободные от полио-

миелита [6–9], случаи заболевания, вызванного 

дикими полиовирусами (дПВ), стали единичны-

ми, и с 2013 г. они связаны только с дПВ типа 1. 

В 2015 г. было декларировано искоренение дПВ 

типа 2, последний случай заболевания которым 

был зарегистрирован в 1999 г. [16]. Таким образом, 

единственным источником вируса типа 2 остава-

лась трехвалентная оральная вакцина из штаммов 

Sabin (тОПВ). В силу биологических особенностей 

вакцинные штаммы Sabin способны быстро на-

капливать мутации и восстанавливать нейрови-

рулентные свойства, что в случае их попадания 

в недостаточно иммунизированную популяцию 

может привести к широкой циркуляции, даль-

нейшей дивергенции от родительского штамма 

и превращению в нейровирулентные полиовиру-

сы вакцинного происхождения (ПВВП). Согласно 

классификации ВОЗ, полиовирусы типа 2 (ПВ2), 

содержащие менее шести замен на фрагмент ге-

нома, кодирующий белок VP1, считаются Сэбин-

подобными, а шесть и более замен — ПВВП2 

[20]. Полагают, что с момента искоренения дПВ2 

в 1999 г., все случаи полиомиелита, связанные 

с полиовирусами этого типа, являются результа-

том продолжавшегося использования тОПВ [10].

Для снижения риска, связанного с ПВ2 в со-

ставе тОПВ, ВОЗ инициировала глобальный пе-

реход на применение бивалентной ОПВ (бОПВ), 

включающей типы 1 и 3 [19], завершенное к 1 

мая 2016 г. Предполагалось, что циркуляция 

ПВ2, происходящих из вакцины, использован-

ной до «переключения», прекратится в течение 

3-х месяцев, а высокий уровень коллективного 

иммунитета будет сдерживать формирование 

ПВВП2. Безопасность предложенной стратегии 

была основана в значительной мере на теорети-

ческих расчетах, при планировании «переключе-

ния» исходили из того, что наибольший риск воз-

никновения циркулирующих ПВВП2 (цПВВП2) 

будет в течение первых 12 месяцев [13]. Учитывая 

то, что с момента отказа от применения тОПВ по-

пуляционный кишечный иммунитет к ПВ2 будет 

ослабевать, выявление ПВ2 любого происхожде-

ния (дикого, ПВВП, Сэбин-подобного) в любом 

образце, полученном из любого источника, рас-

сматривается ВОЗ как «чрезвычайная ситуация 

для общественного здравоохранения, требующая 

проведения эпидемиологического расследова-

ния, оценки риска и принятия ответных мер» [21].

В Российской Федерации (РФ) переход от ис-

пользования тОПВ к бОПВ состоялся 26 апреля 

2016 г. Это произошло на фоне многолетнего вы-

сокого (> 95%) охвата детского населения при-

вивками против полиомиелита и, в соответствии 

с рекомендациями ВОЗ, было укреплено допол-

нительными иммунизационными мероприятия-

ми в тех регионах, где это было необходимо [3]. 

В 2016 г. после «переключения» в РФ было зареги-

стрировано 4 случая выделения Сэбин-подобных 

полиовирусов типа 2 из сточных вод и от здоровых 

детей, и в двух случаях от здоровых детей были 

изолированы ПВВП2. В настоящем сообщении 

мы представляем эпидемиологическую харак-

теристику случаев выделения ПВВП2, результа-

ты вирусологических исследований и ответные 

меры, препятствовавшие дальнейшему распро-

странению вируса среди населения.

Материалы и методы

Материалы для исследования (образцы сту-

ла и сыворотки крови) от детей с синдромом 

ОВП были получены в рамках проведения над-

зора за полиомиелитом и ОВП в соответствии 

с алгоритмом исследований, принятом в РФ 

[5], и рекомендованными стандартами ВОЗ [18]. 

Исследовали два образца стула, отобранных 

с интервалом 24 ч, два образца сыворотки крови, 

отобранных с интервалом 3 недели.

Здоровые дети были обследованы в рамках 

дополнительного надзора за циркуляцией ви-

руса полиомиелита, принятом в РФ, в соответ-

ствии с которым все дети «групп риска» в возрас-

те до 5 лет, из семей мигрантов, кочующих групп 

населения, из семей, прибывших из эндемичных 

(неблагополучных) по полиомиелиту стран (тер-

риторий) и обратившиеся в медицинское учреж-

дение, подлежат обязательному обследованию 

на полиовирусы [5]. От здоровых детей исследо-

вали один образец стула.

Выделение вирусов. Вирусы выделяли на куль-

туре клеток RD, L20B, Hep2C, рекомендован-

ных ВОЗ для исследований по полиомиелиту, 

полученных из Национального Института био-

логических стандартов и контроля (NIBSC, 

Великобритания). Идентификацию энтеро-

вирусов выполняли в реакции нейтрализации 

[18], внутритиповую дифференциацию полио-

вирусов проводили с помощью ОТ-ПЦР с детек-

цией в режиме реального времени [12].

Серологические исследования. Уровень ней-

трализующих антител в сыворотках крови опре-

деляли в реакции нейтрализации со штаммами 

Sabin 3-х типов на культуре клеток НЕр-2 [15].

Секвенирование фрагмента геномов полиовиру-

сов. Выделение тотальной РНК из культуральной 

жидкости зараженных клеток, обратную транс-

крипцию, амплификацию фрагментов полио-

вирусного генома с помощью ПЦР, их очистку 

и секвенирование проводили, как описано [22]. 

Полногеномные последовательности изолятов 

были депонированы в базу данных GenBank. 

Сравнение последовательностей проводили с ре-

ференсной последовательностью Sabin 2 GenBank 

ID AY184220.
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Оценка популяционного иммунитета. Оценку 

охвата иммунизацией против полиомиелита 

детей в возрасте 6 месяцев — 5 лет проводили 

на основе выборочной оценки прививочной до-

кументации по утвержденной в РФ форме в ходе 

посещения медицинских организаций (поли-

клиник, центров иммунопрофилактики).

Исследование сточных вод
Москва. Образцы сточных вод отбирали еже-

недельно в ходе ежегодных плановых иссле-

дований на 4 станциях очистки сточных вод 

г. Москвы после механической очистки, исполь-

зуя сорбционный метод и последующую элю-

цию [17], и исследовали как описано [11]. После 

идентификации ПВВП2 кратность отбора проб 

была увеличена. Всего в 2016 г. было исследовано 

516 проб сточной воды, в 2017 — 392 пробы.

Чеченская Республика (ЧР). Пробы сточных 

вод отбирали на очистных сооружениях после 

механической очистки, в лечебных учреждени-

ях и дошкольных образовательных учреждениях 

(ДОУ) городов Грозный, Аргун, Гудермес, Шали 

и Урус-Мартан, используя сорбционный метод 

с последующей элюцией [17]. В 2016 г. пробы 

отбирали с кратностью 1 проба/месяц, в пери-

од с ноября по декабрь 2016 г. количество точек 

отбора было увеличено до 10, в 2017 г. точки от-

бора пересмотрены и увеличены до 11: 2 точки 

на очистных сооружениях г. Грозный, 3 точ-

ки в специализированных детских больницах 

г. Грозного, 2 — в ДОУ г. Грозного, по одной точке 

в районных больницах городов Аргун, Гудермес, 

Шали и Урус-Мартан.

Оценку риска распространения ПВВП2 прово-

дили в соответствии с рекомендациями ВОЗ [21].

Результаты

Эпидемиологическая и вирусологическая 

характеристика случаев

Случай 1, Москва. В сентябре 2016 г. родите-

ли мальчика А. (возраст 1 год, не вакцинирован 

против полиомиелита, постоянно проживает 

в Москве, прибыл из ЧР, где в течение лета на-

ходился на отдыхе) обратились в поликлинику 

по поводу респираторного заболевания. Ребенок 

был дополнительно обследован в ходе эпиднадзо-

ра за полиовирусом. В пробе стула от 16.09.2016 г. 

был выделен ПВ2, имеющий 10 нуклеотидных 

замен на участке генома, кодирующем белок 

VP1, по сравнению с вакцинным штаммом Sabin 

типа 2. Исследование сыворотки крови пока-

зало присутствие вируснейтрализующих анти-

тел к ПВ2 в высоком титре (1:256) и отсутствие 

антител к типам 1 и 3. Иммунологическое ис-

следование не выявило у ребенка А. нарушений 

иммунитета. Ввиду отсутствия генетической 

связи с какими-либо ранее выделенными изо-

лятами ПВ2, этот вирус был классифицирован 

как нПВВП2 — ПВВП типа 2 неизвестного про-

исхождения. В ходе дальнейшего наблюдения 

за вирусовыделителем А. образцы стула отбира-

ли 1 раз в неделю. Экскреция ПВВП2 продолжа-

лась в течение 3 месяцев.

Исследование образцов стула, отобран-

ных в ходе эпидемиологического расследова-

ния от 25 контактных лиц, включая родителей, 

не вакцинированных против полиомиелита 

двух братьев и сестру (2011, 2013, 2015 гг. рожде-

ния), не выявило полиовирусов. Исследование 

сывороток непривитых контактных лиц не по-

казало повышенных титров к ПВ2.

В 2016 г. из сточных вод Москвы было выделе-

но 33 изолята полиовирусов (из них — 2 Сэбин-

подобных полиовируса типа 2), в 2017 г. — 78 изо-

лятов (ПВ2 не выделены). ПВВП2 не были выяв-

лены ни в 2016 г., ни в 2017 г.

Ребенок А., его братья и сестра были вакци-

нированы от полиомиелита — первая доза инак-

тивированной полиовирусной вакцины (ИПВ) 

была дана через месяц после выделения вируса, 

вторая — с интервалом 1,5 месяца, далее вакци-

нация и ревакцинация с помощью биОПВ в со-

ответствии с Национальным календарем.

Случай 2. Чеченская Республика. В декабре 

2016 г. здоровая девочка В. (возраст 1 год, 

не вакцинированная против полиомиелита, 

проживающая в г. Грозный) была обследова-

на как контактный со случаем ОВП у ребен-

ка из г. Грозный (случай ОВП был выявлен 

в г. Ставрополе 4 ноября 2016 г.; из образцов сту-

ла, отобранных 6–7 декабря, вирусы не были 

выделены). Из пробы стула, отобранной у кон-

тактного ребенка В. 8 декабря 2016 г., был вы-

делен ПВ2, имеющий 13 нуклеотидных замен 

на участке генома, кодирующем белок VP1, 

по сравнению с вакцинным штаммом Sabin 

типа 2, что позволило отнести его к ПВВП. 

Сравнение ПВВП2, выделенных от ребенка А. 

(Москва) и В. (Грозный), выявило наличие 

у них 10 общих нуклеотидных замен на участ-

ке генома VP1. Исследование сыворотки крови 

ребенка В. показало отсутствие вируснейтра-

лизующих антител ко всем трем типам полио-

вируса (титр < 1:8). В ходе дальнейшего наблю-

дения за вирусовыделителем B. не было выяв-

лено выделения ПВВП2: пробы стула, отобран-

ные спустя 1 и 4 месяца, были негативными.

Иммунологическое обследование ребенка В. 

выявило транзиторный иммунодефицит.

Было предпринято эпидемиологическое 

расследование, которое в результате опросов 

членов семей вирусовыделителей А. и В., сбора 

данных о передвижениях детей показало, что 

в августе-сентябре 2016 г. оба ребенка А. и В. 

находились у родственников в с. Автуры ЧР, 

где имел место контакт в пределах одного до-

мовладения.

Дополнительно в течение декабря 2016 г. — 

января 2017 г. были обследованы 216 здоровых 

контактных с обоими вирусовыделителями 

детей в с. Автуры и г. Грозный (2016–2017 гг.), 

ПВВП2 выделены не были.
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Генетическое сравнение вирусов

Было выполнено секвенирование полного 

генома изолятов ПВВП2, полученных от вирусо-

выделителей А. и В. (табл. 1).

По количеству несинонимических замен вре-

мя эволюции полиовирусов, изолированных 

от вирусовыделителей А. и В., от ПВ2 штамм 

Sabin составило более 4 месяцев. Это соответ-

ствует времени, прошедшему после прекраще-

ния применения тОПВ, и указывает на вакцин-

ное происхождение вируса.

Основная часть мутаций в геномах исследо-

ванных изолятов представлена синонимически-

ми заменами. Многие соответствовали ранее 

описанным мутациям, приводящим к деатте-

нуации вакцинного вируса, например, мутация 

в 5’НТР A481→G и в белке VP1 T2909→C (Ile143→Thr).

Оценка степени риска распространения вируса

Для оценки степени риска использовали све-

дения об охвате вакцинацией в ходе плановых 

и дополнительных мероприятий по иммуни-

зации, сведения, полученные при проведении 

быстрого популяционного исследования охвата 

вакцинацией детей от 6 месяцев до 5 лет по опе-

ративным данным ЛПУ ЧР на февраль 2017 г., 

данные серомониторинга к полиомиелиту детей 

до 5 лет за предыдущие годы, а также показатели 

чувствительности и качества эпидемиологичес-

кого надзора за ОВП и объектами окружающей 

среды. Результаты суммированы в таблице 2.

Учитывая надлежащее качество эпиднадзора 

в РФ, в том числе в ЧР (показатели соответствуют 

рекомендованным ВОЗ); поддержание высокого 

уровня охвата профилактическими прививками 

против полиомиелита детей, в том числе путем 

регулярного проведения операций подчистки, 

что подтверждается данными серомониторин-

га; локальную циркуляцию выделенных ПВВП2 

(установленный контакт детей, имеющих род-

ственные связи, в с. Автуры ЧР); полноту прове-

дения профилактических и противоэпидемичес-

ких мероприятий в отношении контактных лиц, 

организацию полномасштабной подчищающей 

иммунизации; отсутствие новых фактов выде-

ления ПВВП2 от контактных лиц и других здо-

ровых детей при расширенном их обследовании, 

а также из образцов окружающей среды, риск рас-

пространения ПВВП2 в регионе, стране и между-

народный был оценен как «низкий», не требую-

щий применения моновалентной ОПВ типа 2.

Ответные меры

Ответные меры включали в себя комплекс 

организационных и прививочных мероприятий, 

а также меры по усилению эпидемиологического 

надзора за ОВП.

Организационные мероприятия
1. Группы экспертов Роспотребнадзора, 

Минздрава РФ и научно-исследовательских 

институтов страны для оказания методичес-

кой, консультативной и практической помощи 

были направлены в ЧР;

2. Был проведен углубленный анализ приви-

тости детского населения против полиомиели-

та в с. Автуры, в г. Грозном и в целом по ЧР, при-

нято постановление Главного государственного 

санитарного врача по ЧР «О проведении подчи-

щающей иммунизации против полиомиелита»;

3. Организовано быстрое популяционное 

исследование охвата прививками против поли-

омиелита детей (по методике, рекомендованной 

ВОЗ) в с. Автуры и прилегающих селах, а также 

в г. Грозном (результаты сопоставимы с отчет-

ными данными);

4. В январе–марте 2017 г. в ЧР и субъектах 

СКФО были организованы дополнительные 

семинары для медицинских работников, об-

учение педиатров, врачей общей практики, 

инфекционистов, неврологов, ортопедов, эпи-

демиологов поликлинической сети, детских 

и инфекционных стационаров по клинике, 

диагностике и профилактике полиомиелита, 

энтеровирусной инфекции, заболеваний, про-

текающих с синдромом ОВП, по профилактике 

вакциноассоциированного паралитического 

полиомиелита (ВАПП).

Прививочные мероприятия

Дополнительные прививочные мероприятия 

в виде подчищающей иммунизации охватывали 

всех детей в возрасте до 5 лет, получивших менее 

3 доз вакцины против полиомиелита (ИПВ или 

ОПВ).

1. С сентября 2016 г. на всей территории Рос-

сийской Федерации организована подчищаю-

щая иммунизация против полиомиелита детей 

до 5 лет включительно; привито 12 780 детей, 

в том числе в г. Москве — 6000 детей;

2. С 23.01.2017 г. в ЧР организована подчи-

щающая иммунизация детей до 5 лет против 

полио миелита инактивированной вакциной 

(ИПВ); привито около 18 000 детей, в том числе 

в г. Грозном — свыше 2900 детей, в с. Автуры — 

87 детей;

3. В феврале–марте 2017 г. в субъектах СКФО 

организована подчищающая иммунизация 

против полиомиелита детей до 5 лет; привито 

свыше 9300 детей;

4. В целях увеличения приверженности на-

селения вакцинопрофилактике и снижения 

влияния антивакцинальных информационных 

кампаний в ЧР в январе–марте 2017 г. проведе-

ны круглые столы для медицинских работни-

ков и населения по вопросам вакцинопрофи-

лактики, подготовлены лекции, видеоролики, 

листовки по данной тематике.

Мероприятия по усилению эпидемиологичес-

кого надзора

1. Организован активный поиск пропущен-

ных случаев ОВП, целевой показатель надзо-

ра за полио/ОВП для ЧР повышен до уровня 3 

на 100 тыс. детей до 15 лет;
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2. В ЧР и других субъектах СКФО пере-

смотрены мониторинговые точки объектов 

окружающей среды, увеличено их количество 

и кратность исследования;

3. Вирусологическое исследование образцов 

сточных вод из ЧР с 2017 г. проводится в виру-

сологической лаборатории Ставропольского 

Регионального Центра по надзору за полиоми-

елитом.

Результаты ответных мер и мониторинг 

ситуации в 2017 г.

В 2017 г. своевременность иммунизации детей 

в возрасте до 5 лет тремя дозами полиовакцины 

в ЧР составила 96,4%.

В 2017 г. на территории ЧР были выявлены 26 

случаев ОВП, 16 из которых — у непривитых или 

неполностью привитых от полиомиелита детей. 

Окончательно подтверждено 7 случаев ОВП, по-

казатель эпиднадзора составил 1,55/100 тыс. детей 

до 15 лет. При исследовании проб стула от этих 

случаев дПВ или ПВВП не были выделены.

В 2017 г. был реализован пересмотренный 

график исследования сточных вод в ЧР: количе-

ство точек отбора было увеличено до 11, пробы 

отбирали 1 раз в неделю, все пробы поступали 

для вирусологического исследования в виру-

сологическую лабораторию Ставропольского 

Регионального центра по надзору за полиомие-

литом и ОВП; до этого исследование проб сточ-

ных вод проводилось в ФБУЗ «ЦГиЭ в Чеченской 

Республике» методом ОТ-ПЦР с детекцией в ре-

жиме реального времени. В 2016 г. из 5 точек было 

получено 70 проб сточной воды, в 3 из которых 

была детектирована РНК энтеровируса. В 2017 г. 

было исследовано 528 проб сточной воды, из ко-

торых было выделено 6 изолятов Sabin-подобных 

полиовирусов типов 1 и 3.

Взаимодействие с ВОЗ

В соответствии с Международными меди-

ко-санитарными правилами [1] ВОЗ была уве-

домлена о выделении ПВВП2 в Российской 

Федерации. Европейская региональная комис-

сия по сертификации полиомиелита (РКС) рас-

смотрела материалы по оценке ситуации и от-

ветных мерах на выявление ПВВП2. РКС высоко 

оценила предпринятые ответные меры, нашла 

их эффективными и констатировала, что дока-

зательств относительно дальнейшей передачи 

вируса нет [2].

Обсуждение

При планировании стратегии и тактики от-

каза от дальнейшего использования ПВ2 в ОПВ 

ожидалось, что в первые 1–2 года после «пере-

ключения» вероятность продолжающейся цир-

куляции вакцинных штаммов Sabin и риск по-

явления ПВВП2 будет достаточно высоким. 

Поэтому выделение ПВ2 в период после «пере-

ключения» является чрезвычайным событием 

и требует оценки и незамедлительных ответных 

действий для предотвращения возможных не-

гативных последствий [21]. Наиболее серьез-

ным ответным шагом является применение 

моновалентной полиовирусной вакцины типа 2. 

Представленные результаты описывают детек-

цию ПВВП2, которая была выявлена спустя 

5 месяцев после «переключения».

Классификация события

Молекулярно-генетический анализ выделен-

ных в разных регионах (г. Москва и ЧР) ПВВП2 

выявил их родство и происхождение от вакцин-

ного штамма Sabin типа 2, скорее всего проис-

ходящего из тОПВ, использованной до апреля 

2016 г. до «переключения» в ходе дополнитель-

ных иммунизационных мероприятий в ЧР. 

«Возраст» вирусов, выделенных от детей, и на-

личие 10 общих нуклеотидных замен на участ-

ке генома, кодирующего белок VP1, позволяет 

предположить, что они либо имели общий ис-

точник инфицирования в селе Автуры в конце 

августа — начале сентября 2016 г., либо в это же 

время произошла передача штамма от одного 

ребенка к другому. ПВВП2, выделенный от ре-

бенка В. в декабре 2016 г., имел более длительную 

историю эволюции, по-видимому, в его организ-

ме. Проведенное сразу после идентификации 

ПВВП2 иммунологическое обследование вы-

явило у ребенка В. транзиторное иммунодефи-

цитное состояние, что определяет возможность 

длительной (около 4-х месяцев) экскреции ви-

руса. В пробах стула, отобранных у ребенка В. 

спустя 1 месяц (январь 2017 г.) и 4 месяца (апрель 

2017 г.) после первой детекции ПВВП2 в декабре 

2016 г., вирус выделен не был. Дополнительный 

вирусологический мониторинг за ПВ2, прове-

денный в Москве и ЧР (исследование случаев 

ОВП, здоровых контактных, сточных вод) не вы-

явило ПВВП2. Основываясь на критериях ВОЗ 

для классификации случаев детекции ПВВП2, 

описанная ситуация была классифицирована 

как «событие».

Значение дополнительных видов надзора за ПВ 

на завершающем этапе Глобальной программы 

искоренения полиомиелита

Эпидемиологический надзор за случая-

ми ОВП (выявление и вирусологическое ис-

следование) является основной стратегией 

программы. Однако информация, получае-

мая при исследовании только случаев ОВП, 

может быть недостаточной и не выявлять 

«молчаливую» циркуляцию дПВ или ПВВП. 

Заключительный этап реализации програм-

мы убедительно демонстрирует необходимость 

получения данных о циркулирующих ПВ 

из таких возможных источников как сточные 

воды, лица с первичными иммунодефицита-

ми, энтеровирусный надзор. Настоящее на-
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блюдение показало, что обследование здоро-

вых детей, как контактных со случаями ОВП, 

так и имеющих эпидемиологически значимый 

анамнез (например, пребывание в эндемич-

ных по полиомиелиту странах/регионах, от-

сутствие вакцинации против полио миелита 

и проч.), может дать важные находки. В РФ 

вирусологическое обследование здоровых де-

тей в возрасте до 5 лет, прибывших из энде-

мичных/неблагополучных по полиомиелиту 

стран, из семей мигрантов, беженцев, из числа 

кочующих групп населения, впервые обратив-

шихся за медицинской помощью, было внедре-

но с 2002 г. после сертификации Европейского 

региона как «свободного от полиомиелита». 

Информативность этого эпидемиологического 

подхода была подтверждена во время вспышки 

полиомиелита в Таджикистане в 2010 г.: дПВ 

типа 1, генетически связанный с вирусами, 

вызвавшими вспышку, был выделен в Санкт-

Петербурге от здорового ребенка, посещав-

шего Таджикистан [4]. В Санкт-Петербурге 

не было выявлено ни одного случая ОВП, вы-

званного дПВ типа 1 [22]. Этот факт стал ос-

нованием для проведения дополнительных 

мероприятий по иммунизации, направлен-

ных на предотвращение возможной циркуля-

ции вируса и повышение эпидемиологической 

устойчивости.

Лабораторные исследования

Сокращение времени лабораторного ис-

следования важно для быстрого реагирования 

на выделение ПВВП2 и принятия ответных мер. 

Современный «новый» алгоритм вирусологи-

ческого лабораторного исследования материа-

лов от случаев ОВП направлен на сокращение 

(до технически возможного) времени исследо-

вания. Он предусматривает выделение вируса 

на специфических культурах клеток (не более 

14 дней) и молекулярное типирование изолята 

с помощью ОТ-ПЦР с детекцией в режиме ре-

ального времени, результат исследования дол-

жен быть получен не позднее 7 дней от момента 

выделения или поступления изолята в лабо-

раторию. В случае необходимости проведения 

молекулярно-генетической характеристики 

изолята, секвенирование должно занять не бо-

лее 7 последующих дней. Дополнительный над-

зор за полиовирусом в РФ выполняет 81 виру-

сологическая лаборатория Роспотребнадзора 

(6 из них являются Субнациональными лабора-

ториями Региональных центров по полиомие-

литу и включены в Глобальную лабораторную 

сеть ВОЗ). Молекулярное типирование и сек-

венирование (при необходимости) полиови-

русных изолятов выполняет Национальный 

центр/Региональная референс-лаборатория 

ВОЗ в ФГБНУ «ФНЦИРИП им. М.П. Чумакова 

РАН». В описываемом случае время от момента 

отбора материала до получения результатов сек-

венирования составило: от ребенка А. — 23 дня, 

от ребенка В. — 22 дня. До 7 дней занимали про-

цедуры по пересылке образцов. Необходимость 

сокращения времени транспортировки и лабо-

раторного исследования образцов, получаемых 

при проведении дополнительного надзора за по-

лиовирусом, должна быть учтена в дальнейшем 

для совершенствования надзора за полиовиру-

сом в РФ.

Ответные меры

Риска распространения ПВВП2 в регионе, 

в РФ, международного распространения был 

оценен как «низкий», не требующий использо-

вания моновалентной ОПВ типа 2, однако это 

событие стало основанием для усиления эпи-

демиологического надзора за полиовирусом 

и проведения дополнительных мероприятий 

по иммунизации. Критическая оценка показа-

телей качества надзора за ОВП, эффективности 

исследования сточных вод в ЧР показала, что 

они требуют улучшения. Показатель количе-

ства случаев ОВП в возрасте до 15 лет в ЧР был 

поднят до 3 на 100 тыс. детей. Исследование об-

разцов сточных вод было перенесено в специа-

лизированную лабораторию по диагностике 

полиомиелита и ОВП (Региональный центр 

по надзору за полиомиелитом, г. Ставрополь) 

с изменением метода исследования с молеку-

лярно-биологического на вирусологический, 

был пересмотрен график и места отбора сточ-

ных вод, что значительно повысило результа-

тивность исследований.

Хотя событие затронуло только г. Москву 

и ЧР, ответные меры по иммунизации в виде 

операций подчистки, принятые РФ, были про-

ведены в масштабах всей страны. В целом, в рам-

ках ответных действий в период с сентября 2016 г. 

по март 2017 г. было вакцинировано и ревакци-

нировано более 40 тыс. детей в возрасте до 5 лет. 

Для дополнительных мероприятий использова-

ли трехвалентную ИПВ, руководствуясь двумя 

соображениями: 1) Национальный календарь 

профилактических прививок РФ регламентиру-

ет первые две дозы полиовирусной вакцины де-

тям в возрасте 3 и 4,5 месяцев в виде ИПВ; 2) для 

ответных мер против полиовируса типа 2 раци-

онально использовать вакцину, направленную, 

в том числе, против этого серотипа.

Заключение

РФ реагировала на выделение ПВВП2, ос-

новываясь на национальных документах и до-

кументах ВОЗ. Принятые меры и выводы могут 

быть важным уроком не только по реагирова-

нию на подобные события, но и для совершен-

ствования систем надзора за полиовирусом, что 

может быть особенно важно в будущем после 

Глобальной сертификации ликвидации полио-

миелита.
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Abstract. Here we present current global epidemiological and microbiological trends for typhoid fever, as well as describe 

antimicrobial susceptibility and resistance mechanisms of S. Typhi. The data on examining 299 S. Typhi isolates col-

lected in 2005–2018 in the Russian Federation were analyzed from the Russian S. Typhi Reference Center. It was found 

that S. Typhi population consisted of the isolates with different resistance phenotypes and mechanisms as well as genetic 

heterogeneity. Moreover, antimicrobial susceptibility was detected in as low as 10.4% S. Typhi strains, whereas 89.6% 

isolates showed fluoroquinolone resistance (including 7.3% high-level resistance) and 3.0% — multidrug resistance to am-

picillin, chloramphenicol, trimethoprim/sulfamethoxazole, tetracycline and fluoroquinolones. All strains preserved 

susceptibility to extended-spectrum cephalosporins and azithromycin. Fluoroquinolone low-level resistance in S. Typhi 

was due to single nucleotide substitutions in the gyrA: Asp87Asn (78.7%) Ser83Tyr (5.0%) and Ser83Phe (3.2%). In ad-

dition, a plasmid-mediated low-level fluoroquinolone resistance (qnrS) was found in one isolate. In contrast, a fluoro-

quinolone high-level resistance in S. Typhi was due to accumulation of three single nucleotide substitutions in the genes 

gyrA (Asp87Asn+Ser83Phe) and parC (Ser80Ile). In multidrug resistant S. Typhi isolates, pHCM1 plasmids of incompat-

ibility group IncHI1B(R27) (consisted of blaTEM-1, catA1, dfrA7 and tetB) and single nucleotide substitutions Ser83Tyr 

or Asp87Asn in gene gyrA were detected. The data of phylogenetic reconstruction based on the analysis of core single-

nucleotide variations among examined and previously sequenced S. Typhi genomes, demonstrated that more than 80.0% 

of S. Typhi isolated in Russia were referred to the Asian genotype as they belonged to subclade 4.3.1 (by Wong et al.) 

or dominant H58 clade (H58 haplotype by Roumagnac et al.). More than 60.0% isolates in this dominant phylogenetic 

group possessed a fluoroquinolone low-level resistance due to gyrA Asp87Asn. Less than 20.0% of S. Typhi strains isolated 

in Russia phylogenetically belonged to the subclades other than 4.3.1 (non-H58) and differed from the major S. Typhi 

popu lation by lacked antibiotic resistance or exerted fluoroquinolone resistance due to gyrA Ser83Phe. The study data al-

lowed to expand our understanding on genetic diversity in S. Typhi strains isolated recently and pinpoint features of phy-

logenetic structure for S. Typhi population in the Russian Federation.

Key words: typhoid fever, S. Typhi, antimicrobial resistance, SNV, fluoroquinolones, nucleotide substitutions.
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ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТЬ К АНТИБИОТИКАМ, МЕХАНИЗМЫ РЕЗИСТЕНТНОСТИ 

И ФИЛОГЕНЕТИЧЕСКАЯ СТРУКТУРА ПОПУЛЯЦИИ S. TYPHI, ВЫДЕЛЕННЫХ В 2005–2018 гг. 

В РОССИЙСКОЙ ФЕДЕРАЦИИ

Егорова С.А.1, Кулешов К.В.2, Кафтырева Л.А.1,3, Матвеева З.Н.1

1 ФБУН НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера, Санкт-Петербург, Россия
2 ФБУН Центральный НИИ эпидемиологии Роспотребнадзора, Москва, Россия
3 ФГБОУ ВО Северо-Западный государственный медицинский университет им. И.И. Мечникова МЗ РФ, 

Санкт-Петербург, Россия

Резюме. В статье представлены современные глобальные эпидемиологические и микробиологические тен-

денции брюшного тифа, описаны чувствительность и механизмы резистентности к антибиотикам. Приве-

дены результаты исследования 299 штаммов S. Typhi, выделенных в 2005–2018 гг. в Российской Федерации, 

из коллекции российского референс-центра по мониторингу возбудителя брюшного тифа. Популяция штам-

мов S. Typhi, характеризовалась различными фенотипами и механизмами резистентности к антибиотикам 

и генетической неоднородностью. Чувствительными к антибиотикам были 10,4% штаммов, 89,6% штаммов 

характеризовались устойчивостью к фторхинолонам (7,3% штаммов — устойчивостью высокого уровня), 

3,0% — множественной устойчивостью к ампициллину, хлорамфениколу, триметоприм/сульфаметоксазолу, 

тетрациклину и фторхинолонам. Все штаммы сохраняли чувствительность к цефалоспоринам расширенно-

го спектра и азитромицину. Устойчивость низкого уровня к фторхинолонам у штаммов S. Typhi обусловлена 

однонуклеотидными заменами в гене gyrA: Asp87Asn (78,7%), Ser83Tyr (5,0%) и Ser83Phe (3,2%). У одного штам-

ма выявлена плазмидоопосредованная устойчивость низкого уровня к фторхинолонам (ген qnrS). Устой-

чивость высокого уровня к фторхинолонам обусловлена сочетанием трех однонуклеотидных замен: в гене 

gyrA (Asp87Asn+Ser83Phe) и parC (Ser80Ile). У штаммов с множественной устойчивостью выявлены плазмиды 

pHCM1 группы несовместимости IncHI1B(R27), которые включали гены blaTEM-1, catA1, dfrA7 и tetB, и одно-

нуклеотидные замены Ser83Tyr и Asp87Asn в гене gyrA. По результатам филогенетической реконструкции, 

проведенной на основе анализа коровых однонуклеотидных вариаций среди исследуемых и ранее секвени-

рованных геномов S. Typhi из разных регионов мира (порядка 1700 штаммов), показано, что более 80,0% рос-

сийских штаммов относились к азиатскому генотипу, поскольку принадлежали к филогенетической линии 

гаплотипа Н58 (Roumagnac et al.) или субкладе 4.3.1 (Wong et al.). Более, чем 60,0% штаммов этого генотипа 

были идентичны по фенотипу и механизму резистентности: устойчивость низкого уровня к фторхинолонам, 

обусловленная мутацией gyrA Asp87Asn. Менее 20,0% исследуемых штаммов филогенетически относились 

к другим субкладам (не 4.3.1) и отличались от основной популяции возбудителя брюшного тифа отсутствием 

резистентности к антибиотикам, либо имели резистентность к хинолонам, обусловленную однонуклеотид-

ной заменой gyrA Ser83Phe. Результаты исследования позволили расширить представление о генетическом 

разнообразии штаммов S. Typhi, выделенных за последние годы на территории РФ, и определить особенности 

популяционной структуры возбудителя брюшного тифа.

Ключевые слова: брюшной тиф, S. Typhi, устойчивость к антибиотикам, SNP, фторхинолоны, нуклеотидные замены.

Introduction

Typhoid fever is registered worldwide and has not 

yet been eradicated globally. According to the most 

recent WHO estimates, between 11 and 21 million 

cases and 128,000 to 161,000 typhoid-related deaths 

occur annually worldwide (https://www.who.int/im-

munization/diseases/typhoid/en). The real typhoid 

fever incidence is difficult to assess due to the lack 

of reliable laboratory diagnostic in typhoid-endemic 

countries (especially in Africa), and among infants 

and young children. Some population-based stud-

ies showed a wide variation in the typhoid fever in-

cidence (from single cases to > 500 per 100,000 per 

year), both at the global level and within individual 

countries [10, 25].

Typhoid fever continues to be a serious public 

health problem in the regions of sub-Saharan Africa, 

South and South-East Asia, and Oceania with 

the lowest population coverage with safety water and 

good sanitation facilities. In these countries the ur-

banization, which leads to overcrowding, increases 

the probability of outbreaks. Also the serious prob-

lem is that typhoid fever is common among children 

under 5 years of age in many endemic countries. 

The lack of appropriate laboratory facilities and poor 

access to the hospital-level healthcare are the impor-

tant reasons of the delaying in effective antimicrobial 

treatment, the increasing the frequency of complica-

tions, deaths and chronic carriers. In economy deve-

loped countries, the typhoid fever is usually registered 

in tourists returning from typhoid endemic countries 

(India, Pakistan, Nepal, Bangladesh, Indonesia, 

etc.). Often typhoid fever is imported by the labour 

migrants from the endemic countries.

In 1972 epidemic S. Typhi isolates resistant 

to first-line antibiotics (ampicillin, chloramphenicol 

and trimethoprim/sulfametoxazole) were isolated 

(so called “multi drug resistant S. Typhi”, MDRST) 

[29]. The number of MDRST has increased rapidly 
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in South Asia and South Africa. Thus, in Vietnam, 

the first MDRST was isolated in 1993, but in 2005 al-

most 90.0% of S. Typhi isolated in this country were 

MDRST, so these antibiotics have lost their impor-

tance in the treatment of typhoid fever [45]. In the UK, 

MDRST ranged from 20.0 to 40.0% in the 1990s, and 

about 90.0% of MDRST cases were associated with 

travel to Pakistan and India [45]. Fluoroquinolone 

(ciprofloxacin and ofloxacin) has become the drug 

of choice following the emergence of MDRST [14], 

but the spread of isolates with decreased susceptibil-

ity to ciprofloxacin has limited their effectiveness. 

In recent years, the proportion of fluoroquinolones 

resistant S. Typhi with low-level resistance (MIC 

of ciprofloxacin 0.12–0.5 mg/l) reaches 70.0–80.0%. 

The uncontrolled access to fluoroquinolones has led 

to the rapid spread of resistant S. Typhi in South-

East Asia. Several global studies conducted in 1995–

2012 in eight Asian countries, cover about 80.0% 

of world’s typhoid fever cases (India, Vietnam, Nepal, 

Bangladesh, Cambodia, Laos, Thailand, China), 

showed that the MDRST proportion decreased 

from 16.0 to 37.0%. In Vietnam and India the fluo-

roquinolone low-level resistant S. Typhi increased 

to 97.0%, in other countries — to 65.0%; moreover, 

there was a dramatically rapid increasing in such re-

sistance from 4.0 to 97.0% [9, 19].

The gradual decline of MDRST proportion 

in typhoid-endemic Asian countries in recent years 

is likely due to the change in the antibiotic treat-

ment of typhoid fever. Antibiotic change has de-

creased the selective pressure and caused the elimi-

nation of plasmids carrying the multidrug resistance 

genes. At the same time, MDRST proportion is high 

in the countries of West Africa: from 20.0 to 60.0% 

of S. Typhi isolated in Nigeria, Cameroon, Guinea 

in 2000–2013 were multidrug resistant due to plas-

mids IncHI1, but quinolone resistance due to gyrA 

mutations was rare found [7, 22].

In developed countries with mainly imported cas-

es of the typhoid fever, the situation with antimicro-

bial resistance in S. Typhi repeats the situation in the 

“source” endemic countries. According to CDC 

in the USA the proportion of resistant S. Typhi in-

creased from 25.6% (in 2002) to 75.5% (in 2014) and 

the level of quinolone resistant S. Typhi is constant-

ly growing (from 23.6% in 2002 to 77.6% in 2014), 

MDRST was about 12.0% [8]. The travel persons had 

the highest chance to be infected by resistant S. Typhi 

in the Indian subcontinent countries: 65.0% of pa-

tients in USA and 32.0% in France infected in these 

countries had a quinolone resistant S. Typhi [8, 45].

In 2003 the World Health Organization published 

the guidelines that recommended azithromycin, cef-

triaxone, or cefixime for the treatment of quinolone-

resistant S. Typhi and S. Paratyphi A infections [48]. 

Extended-spectrum cephalosporins (ceftriaxone 

and cefixime) are commonly used for typhoid fever 

in children and caused by MDRST or fluoroqui-

nolone resistant S. Typhi. Since 2007 in Asia (India, 

Kuwait, Nigeria, Korea, Pakistan, Bangladesh) 

and Africa (Nigeria, Congo) S. Typhi producing 

both ESBL (mainly CTX-M15 and SHV-12) and 

AmpC cephalosporinases (CMY-2 and ACC-1) 

have been isolated. Single isolates of S. Typhi iso-

lated in European countries (Germany, Norway, 

the Netherlands, Spain) and the United States were 

imported from Asia [3–6, 16–18, 20, 34–40].

So, S. Typhi has acquired the resistance to almost 

all antibiotics used to the treatment of typhoid fever at 

the different time. This pathogen has adapted to the 

antimicrobial selective pressure by the various mo-

lecular mechanisms: the emergence of chromosomal 

mutations or the acquisition of mobile genetic ele-

ments containing resistance genes. The widespread 

of S. Typhi resistant to the fluoroquinolones and 

the emergence of isolates resistant to extended-spec-

trum cephalosporins mean that the choice of antibio-

tics for the treatment of typhoid fever is limited.

The classical subtyping techniques used by public 

health laboratories such as phage typing or pulsed-

field gel electrophoresis are phylogenetically naive 

(don't reflect phylogenetic relatedness among strains) 

and have limited discriminatory power to support 

an objective picture of the diversity of strains in 

global scale and evolution of this pathogen. Whole 

genome analysis showed that the global S. Typhi 

population is rather young, highly clonal and origi-

nated from a common ancestor existed so recently 

that multiple mutations have not yet accumulated 

(15,000–150,000 years ago) [2, 21, 24]. According 

to Enterobase (http://enterobase.warwick.ac.uk) 

more than 95.0% of the S. Typhi studied by MLST 

of 7 housekeeping genes belong to two genetically 

closely related sequence types ST1 and ST2.

To evaluate the phylogenetic relatedness in the 

higly clonal pathogen population, the genotyping 

method, based on the detection in the compared ge-

nomes of the whole range of core single-nucleotide 

variations (SNV) located both in coding and non-

coding genome regions, is commonly used. The prin-

ciple of SNV-typing of S. Typhi isolates is currently 

widely used to evaluate the pathogen population 

structure and to determine the relation between sin-

gle or group strains.

In 2015, Wong et al. [46] carried out a large-scale 

study using a whole genome analysis of 1832 isolates 

of S. Typhi isolated in 63 countries. Phylogenetic 

analysis showed that most isolates belonged to the 

recently defined haplotype H58 [41, 46]. All these 

isolates contained the nucleotide substitution 

C2348902T in the position relative to the reference 

genome S. Typhi CT18. Moreover, the strains of H58 

haplotype formed the two main sublineages I and II. 

Taking into account the time and place of S. Typhi 

isolation, their phylogenetic position and early facts 

of the intercontinental transmission, it was suggested 

that the earliest reservoir for H58 strains was the re-
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gion of South Asia with further spread to South-

East and West Asia, East Africa (Kenya, Tanzania, 

Malawi) and South Africa [41, 46].

Wong et al. [47] proposed an algorithm for the 

rapid phylogenetic classification of the strain ge-

nome. This analysis is based on the detection of spe-

cific nucleotide polymorphisms causing the branch 

divergence on a pre-reconstructed phylogenetic tree 

[46]. In practice, the researcher analyzes only one 

isolate genomic data and understands its phylogenet-

ic position on the global phylogenetic tree. According 

to this analysis, the global S. Typhi population is di-

vided into 4 primary cluster (1–4), which in turn are 

divided into 16 clades and 49 subclade [47]. Although 

this analysis does not allow to establish the exact phy-

logenetic position of the isolate, but allows to deter-

mine the geographical region of the isolate origin.

The Russian Federation isn’t typhoid-endem-

ic country, and according to the official registra-

tion the incidence is low (0.03–0.1 per 100,000 per 

year) and sporadic. In the last ten years (2009–2018) 

in Russia 320 cases of typhoid fever were registered 

as sporadic cases, group cases (2–4 persons) and 

several outbreaks (15–20 persons). The occurrence 

of outbreaks was possible due to hygiene and sanita-

tion violations in the canteen (where the Asian cook 

was a S. Typhi carrier) and in the hostel for the Asian 

labour migrants. Annually the typhoid fever cases are 

imported from endemic areas (Central, South and 

South-East Asia) by the Russians tourists, labour 

migrants and foreign students returned to Russian 

universities after the holiday in Asia home coun-

tries. In general, in 2008–2018 the typhoid fever was 

imported to Russia from 13 countries: Tajikistan, 

Uzbekistan, Kyrgyzstan, Azerbaijan, Abkhazia, 

Bangladesh, Cambodia, India, Pakistan, Nepal, 

Egypt, Madagascar and the United Arab Emirates.

The aim of this study was to evaluate the an-

timicrobial susceptibility and phylogenetic struc-

ture of the S. Typhi population isolated in Russia 

in 2005–2018.

Materials and methods

The study included 299 isolates from the collec-

tion of the Russian S. Typhi Reference Center isolated 

in 21 administrative regions of the Russian Federation 

in 2005–2018: St. Petersburg and Leningrad region, 

Moscow, Ivanovo, Ryazan, Arkhangelsk, Tula, 

Smolensk, Voronezh, Orel, Novgorod, Ulyanovsk, 

Irkutsk, Kaliningrad, Kemerovo, Tomsk, Kirov, 

Krasnoyarsk, Khabarovsk, Khanty-Mansi and in the 

Jewish Autonomous region.

The set of antimicrobials for testing was selected 

in order to reflect the importance for treatment and 

surveillance: the drugs of choice or alternative for the 

treatment of typhoid fever (ciprofloxacin, azithromy-

cin, cefotaxime, ampicillin, chloramphenicol, tri-

methoprim/sulfametoxazole); the indicators of clini-

cally important resistance mechanisms (amoxicillin/

clavulanic acid, ceftazidime, nalidixic acid, pefloxa-

cin); the antibiotics critical important for the pub-

lic health that may be needed for future treatment 

of MDRST (meropenem); the additional epidemio-

logical markers for outbreak investigation (aminogly-

cosides, tetracycline).

Antimicrobial susceptibility testing was made 

by disk diffusion method and E-test with Mueller–

Hinton agar and discs of Oxoid and E-tests 

of biоMérieux, according to EUCAST (http://www.

eucast.org/fileadmin /src/media/PDFs/ EUCAST_

files/Breakpoint_tables/v_8.0_Breakpoint_Tables.

pdf) and Russian сlinical guidelines “Antimicrobial 

susceptibility testing of microorganisms”, version 

2015 (http://www.antibiotic.ru/minzdrav/files/docs/

clrec-dsma2015.pdf). The fluoroquinolones were 

tested by disk diffusion method (with nalidixic acid 

and pefloxacin) and E-test (MIC of ciprofloxacin). 

We used the following breakpoints for the category 

“resistant” to fluoroquinolones: inhibition zone 

of pefloxacin < 24 mm, nalidixic acid < 16 mm, and 

MIC of ciprofloxacin > 0.06 mg/l. Susceptibility 

of S. Typhi to azithromycin was determined by 

E-test, the isolates with MIC ≤ 16.0 mg/l were inter-

preted as “susceptible”.

Plasmid-mediated fluoroquinolone resistance 

(genes qnr S, A, B and aac(6’)-Ib-cr) was detected 

in 299 S. Typhi isolates by PCR according to previ-

ously published protocols [32, 38].

Whole genome sequencing of 117 S. Typhi was 

performed on the device MiSeq (Illumina, USA) 

with MiSeq Reagent Kit v3 600 cycles. Genomic 

DNA was isolated by the DNeasy Blood & Tissue 

Kit (Qiagen, Germany). Genome libraries were pre-

pared using MiSeq Nextera XT (Illumina, USA). 

Genome assembly and analysis was performed using 

CLC Genomics Workbench 8.0 (Qiagen, Germany). 

Detection of chromosomal mutations (in gyrA, gyrB, 

parC and parE genes), acquired resistance genes 

and plasmids was made using the online-servic-

es ResFinder and PlasmidFinder (https://cge.cbs.

dtu.dk).

To reconstruct the global phylogenetic tree, we 

analyzed a set of 1683 S. Typhi isolates, which in-

cluded both Russian isolates and isolates sequenced 

in previous studies. Thus, the set of S. Typhi isolates 

under our investigation was characterized by the wide 

isolation time period (from 1905 to 2013) and broad 

geographical origin (63 countries, 6 continents (Asia, 

Africa, North and South America, Europe, Australia 

and Oceania).

The detection of orthological SNV was performed 

using the previously developed algorithm of data 

analysis [27]. The nucleotide sequence of S. Typhi 

CT18 strain (NCBI acc. AL513382) was used as 

a reference genome. The resulting matrix of ortholo-

gous SNV was used for phylogenetic reconstruction 

in RAxML software, the model GTR+I was used as 



103

2020, Т. 10, № 1 S. Typhi in the Russian Federation

a model of nucleotide substitutions. Bootstrap analy-

sis was carried out with the number of repetitions 

1000. The phylogenetic tree visualization was carried 

out in the program Figtree v1.3.1.

Additionally, Russian S. Typhi isolates were ana-

lyzed by Genotyphi software (https://github.com/

katholt/genotyphi) according to the aurthor’s in-

structions.

Results

All S. Typhi isolates gave the good bacterial 

grows and formed the typical colonies on selec-

tive and non-selective Russian and foreign media 

for Enterobacterales represented in the Russian mar-

ket. S. Typhi had typical biochemical activities and 

serological formula (9, 12, Vi: d:-). All isolates had 

a well-developed Vi-antigen; moreover, 36 isolates 

(12.0%) had a highly developed Vi-antigen, which 

did not allow to identify the O-group. All isolates 

were well lysed by liquid therapeutic bacteriophage 

for Salmonella of groups A, B, C, D, E (produced by 

Microgen, Russian Federation).

Antimicrobial susceptibility of S. Typhi

The S. Typhi population was represented by both 

antimicrobial susceptible (31 isolates, 10.4%) and re-

sistant (268 isolates, 89.6%) isolates. The proportion 

of isolates resistant to fluoroquinolone was 89.6%, 

to ampicillin, chloramphenicol, trimethoprim/sul-

fametoxazole and tetracycline — by 2.7%. S. Typhi 

resistant to extended-spectrum cephalosporins, car-

bapenems, aminoglycosides and azithromycin were 

not detected (tabl. 1).

So, in our study 89.6% of S. Typhi isolates were 

found to be resistant to fluoroquinolones — the drugs 

of choice for the treatment of typhoid fever. 82.3% 

of S. Typhi had the low-level resistance with MIC 

of ciprofloxacin 0.125–0.5 mg/l, 7.3% of isolates — 

the high-level resistance with MIC 8.0–32.0 mg/l. 

All S. Typhi were susceptible to azithromycin with 

MIC90 8.0 mg/l, seven isolates had “critical” MIC 

16.0 mg/l.

The S. Typhi population divided into 3 resist-

ance phenotypes: susceptible to all tested antibiotics 

(31 isolates, 10.4%), resistant only to fluoroquinolo-

nes (260 isolates, 86.9%) and multidrug resistant, 

MDRST (to fluoroquinolones, ampicillin, chloram-

phenicol, trimethoprim/sulfamethoxazole, tetracy-

cline) (8 isolates, 2.7%).

Susceptible isolates of S. Typhi were isolated in 9 

regions of the Russian Federation: St. Petersburg 

(2005–2012, 2014), Leningrad region (2009, 2014), 

Moscow (2011), Irkutsk (2005, 2012), Orel (2009), 

Voronezh (2015), Novgorod (2009), Ulyanovsk 

(2010) and Kemerovo (2012). Fluoroquinolone re-

sistant S. Typhi were isolated annually in all regions 

of Russia.

Eight S. Typhi had multidrug resistance: to fluo-

roquinolones (low-level resistance, MIC ciprofloxa-

Table 1. Antimicrobial susceptibility of S. Typhi strains isolated in Russia in 2005–2018 (n = 299)

Antimicrobials
Category 

(S — susceptible, 
R — resistant)

Number of isolates

n % 95% CI

B
e

ta
-l

a
c

ta
m

e
s Aminopenicillines

S 291 97,3 94,8–98,6

R 8 2,7 1,4–5,2

Extended spectrum 
cephalosporines

S 299 100 98,7–100

R 0 0 0–1,3

Carbapenems
S 299 100 98,7–100

R 0 0 0–1,3

Fluoroquinolones

S 31 10,4 7,4–14,3

R 268 89,6 85,7–92,6

low-level resistant* 246 82,3 77,5–86,2

high-level resistant** 22 7,3 4,9–10,9

Aminoglycosides 
(genta-, tobra-, amikacin)

S 299 100 98,7–100

R 0 0 0–1,3

Chloramphenicol
S 291 97,3 94,8–98,6

R 8 2,7 1,4–5,2

Trimethoprim/
sulfametoxazole

S 291 97,3 94,8–98,6

R 8 2,7 1,4–5,2

Tetracycline
S 290 97,0 98,1–99,9

R 9 3,0 1,6–5,6

Azithromycin

S
MIC50 — 4,0 mg/l
MIC90 — 8,0 mg/l

299 100 98,7–100

R 0 0 0–1,4

Note. * MIC of ciprofloxacin 0,125–0,5 mg/l; ** MIC of ciprofloxacin 4,0–32,0 mg/l.
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cin 0.12–0.5 mg/l), aminopenicillins (MIC > 256.0 

mg/l), chloramphenicol (MIC > 256.0 mg/l), tetra-

cycline (MIC 64.0–128.0 mg/l) and trimethoprim/

sulfamethoxazole (MIC > 32.0 mg/l). Six MDRST 

were isolated in 2005 and 2006 in St. Petersburg, 

Leningrad and Irkutsk oblast. During next six years 

(from 2007 to 2012) MDRST were not detected 

in Russia. In 2013 and 2015 two MDRST were iso-

lated in St. Petersburg. The emergence of MDRST 

in Russia was associated with the import by labor mi-

grants from Central Asia (Tajikistan and Uzbekistan).

Molecular resistance mechanisms of S. Typhi

Fluoroquinolone resistance molecular mecha-

nisms of 117 S. Typhi were detected by FesFinder. 

Resistance phenotypes and molecular mechanisms 

of S. Typhi with different levels of fluoroquinolone 

resistance are presented in tabl. 2. No mutations 

in chromosomal genes gyrA, gyrB, parC and parE or 

acquired resistance plasmid genes were found in sus-

ceptible S. Typhi. The group of fluoroquinolone re-

sistant S. Typhi (94 isolates) had different mutations 

in gyrA and parC. Isolates with low-level resistance had 

a single nucleotide substitution in gyrA, the most fre-

quent in codon 83 of gyrA Asp87Asn (78.7%). S. Typhi 

with these phenotype and mutation were isolated an-

nually in all region of Russia. Three S. Typhi with 

single nucleotide substitution in gyrA Ser83Phe were 

isolated in St. Petersburg and Arkhangelsk (accord-

ing epidemiological data S. Typhi from Arkhangelsk 

was imported to Russia from India in 2012). In five 

S. Typhi the substitution in gyrA Ser83Tyr was de-

tected: one isolate with additional multidrug resist-

ance was isolated in St. Petersburg in 2006, other 

four S. Typhi were isolated in 2011 in St. Petersburg, 

Irkutsk, Tula and Arkhangelsk. So, the identical fluo-

roquinolone resistance phenotype (low-level resist-

ance) in S. Typhi was caused by three different single 

nucleotide substitutions in gyrA.

All studied S. Typhi with fluoroquinolone high-

level resistance had three single nucleotide substitu-

tions simultaneously: in gyrA (Ser83Phe + Asp87Asn) 

and parC (Ser80Ile). S. Typhi isolates with fluoroqui-

nolone high-level resistance were isolated in 2005–

2018 in seven regions of Russia: St. Petersburg (2007, 

2013), Kaliningrad (2011, 2012), Smolensk (2012), 

Voronezh (2014), Kirov (2015), Arkhangelsk (2015) 

and Khanty-Mansiysk (2016). In all cases, the pa-

tients were infected travelling to India (tourists, 

Indian students of Russian universities).

Plasmid-mediated fluoroquinolone resistance 

(qnrS) was found in one S. Typhi isolate with “para-

dox” phenotype of quinolones resistance: MIC 

of ciprofloxacin 0.25 mg/l (low-level resistance), 

but susceptibility to nalidixic acid (MIC 4.0 mg/l), 

which is common for plasmid-mediated fluoroqui-

nolone resistance.

Multidrug resistance in 8 S. Typhi isolates was 

mediated by the plasmid pHCM1 (incompatibility 

group IncHI1B(R27)) PST6, which included genes 

blaTEM-1, catA1, dfrA7 and tetB. Fluoroquinolone low-

level resistance in these isolates was associated with 

single nucleotide substitutions in gyrA Ser83Tyr or 

Asp87Asn.

Phylogenetic structure of S. Typhi population 

isolated in Russia in 2005–2018

We constructed the global S. Typhi phylogeny by 

SNV analysis of 1683 isolates of S. Typhi including 

92 S. Typhi isolated in the Russian Federation with 

different antimicrobial resistance phenotypes and 

mechanisms.

In the global phylogenetic tree Russian S. Typhi 

isolates were clustered into several phylogenetic 

groups. The most of them (82.6%) belonged to the 

dominant H58 haplotype of S. Typhi (fig., tabl. 3). 

The phylogenetic lineage of H58 was heterogeneous: 

S. Typhi isolates were clustered into three phylo-

genetic groups (designated as G1, G2 and G3), and 

five isolates had individual genotypes (designated as 

S1-S5). 60.0% isolates of H58 belonged to the group 

G3 and had identical resistance phenotype (fluo-

Table 2. Phenotypes and molecular mechanisms of quinolones resistance in S. Typhi strains isolated 

in Russia in 2005–2018 (n = 117)

Phenotypes

MIC, mg/l Single nucleotide 
substitutions 
(amino acid 

substitutions)
in gyrA and parC

Plasmid-mediated 
resistance

Number of strains

Nalidixic acid Ciprofloxacin n
% in resistant 

strains studied 
(n = 94)

Susceptible

n = 23
0,75–4,0 0,004–0,023 Not detected Not detected 23 –

Fluoroquinolone

low-level resistance

n = 83

24 — ≥ 256,0 0,094–0,25 gyrA (Asp87Asn) Not detected 74 78,7

≥ 256,0 0,19–0,25 gyrA (Ser83Tyr) Not detected 5 5,3

≥ 256,0 0,19 gyrA (Ser83Phe) Not detected 3 3,2

4,0 0,25 Not detected qnrS1 1 1,1
Fluoroquinolone 

high-level resistance

n = 11

≥ 256,0 8,0 — ≥ 32,0
gyrA (Ser83Phe+ 
Asp87Asn) + parC 

(Ser80Ile)
Not detected 11 11,7

Amino acids: Ser — Serine, Asp — Aspartic acid, Asn — Asparagine, Phe — Phenylalanine, Ile — Isoleucine, Tyr — Tyrosine.
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roquinolone low-level resistance) and resistance 

mechanism (single nucleotide substitution in gyrA 

Asp87Asn).

The phylogenetic group G1 (11.2%) included 

S. Typhi with fluoroquinolone high-level resist-

ance mediated by three single nucleotide substitu-

tions: gyrA (Ser83Phe+Asp87Asn) + parC Ser80Ile. 

The S. Typhi isolates of the phylogenetic group 

G2 (7.8%) had the identical resistance mechanism 

(fluoroquinolone low-level resistance due to gyrA 

Asp87Asn), but two isolates also had additional 

multidrug resistance associated with the plasmid 

IncHI1B(R27). Five S. Typhi H58 isolates with indi-

vidual genotypes (S1-S5) were susceptible to antibio-

tics or had fluoroquinolone low-level resistance due 

to gyrA Ser83Tyr — the single nucleotide substitution, 

which was not found in other phylogenetic groups.

The described phylogenetic groups of Н58 

clade included S. Typhi isolated in different re-

gions of Russian during all years under study. 

Epidemiological data was agreed with phylogenetic 

analysis as well as antimicrobial susceptibility. The 

isolates from the same outbreaks (St. Petersburg 

2006, Moscow 2013) or group cases (Kaliningrad 

2012, Irkutsk 2016) were clustered together in one 

phylogenetic group and had identical antimicrobial 

resistance patterns due to identical single nucleotid 

substitutions.

In groups of non-Н58 S. Typhi almost all isolates 

were susceptible to antibiotics except one isolate with 

fluoroquinolone low-level resistance due to the single 

nucleotide substitution in gyrA Ser83Phe, detected 

in other phylogenetic groups only in combinations 

with other single nucleotide substitution. Some iso-

lates were clustered into phylogenetic groups (desig-

nated as G4-G6), others had individual genotypes 

(fig., tabl. 3).

Additional analysis of sequenced S. Typhi ge-

nomes by Genotyphi software showed that Russian 

S. Typhi population was represented by the isolates 

of all four primary clusters, but mainly — by the clus-

ter 4 (83.7%) (tabl. 3). Within cluster 4, the major-

ity of isolates (82.6%) belonged to subclade 4.3.1. 

According to Wong et al. [47] progentor S. Typhi iso-

lates of this subclade are originated from the coun-

tries in South-East and South Asia. It should be noted 

that all isolates of the subclade 4.3.1. belonged to the 

phylogenetic lineage of H58 haplotype defined by the 

global phylogeny. At the same time, Russian isolates 

of the subclade 4.3.1. were further clustered in two 

genetic clusters. The cluster 4.3.1.1 (68.5%) mainly 

included the isolates with fluoroquinolone low-lev-

el resistance due to gyrA Asp87Asn, and the cluster 

4.3.1.2 (14.1%) — the isolates with fluoroquinolone 

low-level resistance due to non-common nucleotide 

substitution in gyrA Ser83Tyr, and the isolates with 

high-level resistance due to three single nucleotide 

substitutions: gyrA (Ser83Phe+Asp87Asn) and parC 

(Ser80Ile). Furthermore, within cluster 4, one an-

timicrobial susceptible S. Typhi isolate (Voronezh, 

2015) belonged to subclade 4.1.1 and was probably 

of African origin.

Figure. The global phylogenetic tree constructed on the basis of the identified ortological SNV 

in 1683 S. Typhi genomes

The tree was reconstructed by the maximum likelihood method implemented in the RAxML. The phylogenetic lineage related 
to haplotype Н58 is highlighted in green. The tree branches with Russian S. Typhi isolates are marked in red. If several Russian 
S. Typhi isolates were clustered together, they were designated as a phylogroup “G”, if individually — as “S”. Description 
of phylogroup of Russian isolates given in Table 3.
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Table 3. Characteristics of S. Typhi strains isolated in Russia in 2005–2018 by the resistance mechanisms 

and phylogenetic analysis (n = 92)

Phylogroups

Resistance
genotypes

Number 
of strains

Place and year of isolation
Geographic origin

of isolates in reference set
(microreact.org/project/styphi)

Wong 
et al.
[47]

Global
phylogeny

1.2.1 nonH58_G6 WT 8

St. Petersburg 2009 and 2011;
Leningrad region 2009;

Moscow 2011;
Tomsk 2015;

Kyrgyzstan 2010;
Kazakhstan 2012

South-East Asia (100%) — Vietnam

2.0.2 nonH58 gyrА (Ser83Phe) 1 St. Petersburg 2017
North America (50%) — Mexico

North Africa (50%) — Algeria, 
Tunisia

2.3.2

nonH58_G5 WT 2 Kemerovo 2012 West Africa (33%) — Nigeria, Mali
South America (27%) — Argentina
South-East Asia (20%) — Vietnam, 

Thailand
North America (13%) — Mexico

West Asia (7%) — Turkey

nonH58_S7 WT 1 Ulyanovsk 2010

3.0.1 nonH58_G4 WT 2
St. Petersburg
2010 and 2011

North Africa (50%) — Morocco
South Asia (50%) — Pakistan

3.0.2 nonH58_S6 gyrА (Ser83Phe) 1 St. Petersburg 2012 South Asia (100%) — India

4.1.1 nonH58 WT 1 Voronezh 2015

Southern Africa (78%) — Malawi
South Africa (11%)

West Africa (6%) — Mauritania
Central Africa (6%) — Cameroon

4.3.1.1.

H58_G3 gyrА (Asp87Asn) 54

St. Petersburg 2006 
(outbreak), 2007, 2010–2012, 

2014 and 2017;
Moscow 2011 and 2013 

(outbreak);
Kaliningrad 2011 and 2012;

Khabarovsk 2012;
Voronezh 2014; Irkutsk 2015

South-East Asia (50%) — Vietnam, 
Laos, Cambodia

South Asia (26%) — India, 
Bangladesh, Pakistan, Nepal, 

Sri Lanka, Afghanistan
East Africa (10%) — Tanzania, 

Kenia
Southern Africa (9%) — Malawi

H58_G2

gyrА (Asp87Asn) 5

St. Petersburg 2008;
Khanty-Mansiysk 2009;

Jewish Autonomous 
region 2011;
Irkutsk 2017

gyrА (Asp87Asn) + 
p IncHI1B(R27) 2 St. Petersburg 2013 and 2015

H58_S2 WT 1 Irkutsk 2012

H58_S4 WT 1 St. Petersburg 2011

4.3.1.2

H58_G1

gyrА (Ser83Phe+
Asp87Asn) + 

parC (Ser80Ile)
gyrА (Ser83Phe+

Asp87Asn) + 
parC (Ser80Ile) + 

p IncI

9

Kaliningrad 2011 and 2012;
Smolensk 2011; Kirov 2015;

Khanty-Mansiysk 2016;
Voronezh 2017; 

Krasnoyarsk 2017;
St. Petersburg 2018

Arkhangelsk 20151

H58_S1
gyrА (Ser83Tyr) +

p IncHI1B(R27)
1 St. Petersburg 2006

H58_S3 gyrА (Ser83Tyr) 1 Arkhangelsk 2011

H58_S5 gyrА (Ser83Tyr) 1 St. Petersburg 2011

WT — wild type, susceptible to fluoroquinolones and other antibiotics.
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Primary cluster 1, subclade 1.2.1 included eight an-

timicrobial susceptible S. Typhi isolates, also belonged 

to the same phylogenetic group (G6). It is interesting 

to note that some susceptible S. Typhi from our col-

lection, isolated in Kyrgyzstan and Kazakhstan in 2010 

and 2012, also belonged to this subclade. According 

to Wong et al. [47] the S. Typhi isolates of subclade 

1.2.1 originate from countries in South-East Asia.

The primary clusters 2 and 3 and their subclades 

in our study were presented by single S. Typhi isolates 

full susceptible to antibiotics or with fluoroquinolone 

low-level resistance due to gyrA Ser83Phe (not de-

tected as single substitution in other clusters).

Discussion

The S. Typhi population isolated in 2005–2018 

in St. Petersburg and 20 other regions of the Russian 

Federation consisted of the isolates with different re-

sistance phenotypes and mechanisms and genetically 

heterogeneous. Only 10.4% S. Typhi were susceptible 

to antibiotics, 89.6% S. Typhi had fluoroquinolone 

resistance (7.3% with high-level resistance), which 

is a clinical fail predictor of using the fluoroquinolones 

for the empirical treatment of typhoid fever in Russia. 

Evaluation of the level of fluoroquinolone resistance 

in S. Typhi is important for choice of antimicrobial 

treatment of typhoid fever. There is clinical evidence 

of the ciprofloxacin poor clinical efficacy in typhoid 

fever, caused by S. Typhi with low-level resistance 

[11]. In this case, it is recommended to use alterna-

tive antibiotics: cephalosporins or azithromycin [13, 

47]. But the some authors showed the high efficiency 

of gatifloxacin (the last generation fluoroquinolone) 

in treatment of typhoid fever when S. Typhi popula-

tion had a high proportion of isolates with low-level 

resistance to ciprofloxacin [12, 44]. The fluoroqui-

nolones (regardless of the drug or dosage) should not 

be used for S. Typhi with fluoroquinolone high-level 

resistance. The interpretive criteria for S. Typhi and 

ciprofloxacin differs from other Enterobacterales. 

According to EUCAST S. Typhi should be consider 

as “resistant” with MIC of ciprofloxacin > 0.06 mg/l. 

For the disc diffusion method, pefloxacin disc should 

be used instead of ciprofloxacin.

The level of fluoroquinolone resistance in Entero-

bacterales (MIC of ciprofloxacin) depends on the 

resistance mechanisms. The primary targets for the 

fluoroquinolones are the subunits of DNA gyrase 

(GyrA and GyrB) and the topoisomerase IV (ParC 

and ParE). Nonsynonymous single nucleotide sub-

stitutions in the quinolone resistance-determining 

regions of chromosome genes gyrA, gyrB, parC and 

parE decrease the fluoroquinolone susceptibility [1, 

9, 19, 26, 28, 31, 42]. Single nucleotide substitutions, 

mainly in gyrA, leads to low-level resistance (MIC 

of ciprofloxacin 0.12–0.5 mg/l), the most common 

nucleotide substitutions in S. Typhi are in the codons 

83 and 87 of gyrA, leading to amino acid substitu-

tions Ser83Phe or Asp87Asn. Some plasmid-mediated 

mechanisms are associated with fluoroquinolone low-

level resistance: in S. Typhi the genes qnrS, qnrB and 

aac(6’)-Ib-cr are rarely described [15, 23, 30, 34, 43]. 

The emergence of high-level resistance (MIC of cipro-

floxacin 1.0 mg/l and more) is always associated with 

the combination of several resistance mechanisms: 

the accumulation of single nucleotide substitutions 

in chromosomal genes or the acquisition of additional 

plasmid-mediated resistance genes by an isolate that 

already has any chromosomal resistance mutations.

Despite of identical fluoroquinolone resistance 

phenotype (low-level resistance) Russian S. Typhi 

population had different single nucleotide substitu-

tions in gyrA: Asp87Asn (78.7%), Ser83Tyr (5.0%) 

and Ser83Phe (3.2%). High-level fluoroquinolone 

resistance was due to accumulation of three single 

nucleotide substitutions: gyrA (Asp87Asn+Ser83Phe) 

and parC (Ser80Ile). Plasmid-mediated fluoroqui-

nolone low-level resistance (qnrS) was found in only 

one isolate. So, the leading fluoroquinolones resist-

ance mechanism in Russian S. Typhi population 

is single nucleotide substitution in gyrA Asp87Asn.

About 3.0% of S. Typhi isolates had multidrug 

resistance to the antibiotics used for treatment of ty-

phoid fever (fluoroquinolones, chloramphenicol, am-

picillin, trimethoprim/sulfametoxazole). MDRST 

phenotype was a result of the acquisition plasmid-

mediated resistance genes (blaTEM-1, catA1, dfrA7 and 

tetB) by the isolates that already had a chromosomal 

mutation in gyrA Ser83Tyr or Asp87Asn. It also com-

plicates the antibiotic choice for the therapy of ty-

phoid fever caused by such isolates.

Taking into account the wide spread of fluoroqui-

nolone resistant S. Typhi and the lack of the resistance 

to extended-spectrum cephalosporins and azithromy-

cin, these antibiotics can be considered as the drugs 

of first choice for the treatment of typhoid fever 

in Russia. EUCAST has no criteria for the interpre-

tation of azithromycin for Enterobacterales, and it is 

proposed to use the “epidemiological cut off value” 

and consider as “susceptible” to azithromycin the iso-

lates with MIC ≤ 16.0 mg/l. Antimicrobial suscepti-

bility testing of azithromycin by disc diffusion method 

isn’t possible due to the lack of interpretation criteria 

for this method, as well as uncertain test results [33].

More than 80.0% of S. Typhi isolates, imported 

to the Russian Federation in 2005–2018, belonged 

to successful international Asian clone — “subclade 

4.3.1” by Wong et al. [47] or dominant H58 clade 

of S. Typhi [41, 46] and with high probability origi-

nated from the countries of South-East and South 

Asia. In Russia, this dominant phylogenetic group 

mainly included the isolates with the same resistance 

phenotype and mechanisms: about 60.0% had fluo-

roquinolone low-level resistance due to the single nu-

cleotide substitution in gyrA Asp87Asn. All S. Typhi 

isolates with fluoroquinolone high-level resistance 

(due tree single nucleotide substitutions in gyrA and 
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parC) and MDRST isolates also belonged to sub-

clade 4.3.1. The isolates of this subclade caused 

the typhoid fever cases in different years in all regions 

of the Russian Federation. According the epidemio-

logical data in many cases the patients were infected 

travelling to India (the tourists and Indian students 

of Russian universities). Only single S. Typhi isolates 

belonged to subclades other then 4.3.1 and differed by 

full antimicrobial susceptibility or the mutations non 

common for Russian S. Typhi population.

Based on the results of this study, the Russian 

S. Typhi Reference Center Database was created.

As well as in other economic developed coun-

tries, the cases of the typhoid fever in the Russian 

Fede ration are mainly caused by resistant S. Typhi 

imported by the tourists, students or labor migrants 

from typhoid-endemic South-East Asia countries. 

In this situation the patients with fever and diarrhea 

who visited these countries within the incubation pe-

riod (14–21 days) should be obligatory blood and fac-

es examined for S. Typhi. Despite of the only sporad-

ic typhoid fever cases registered annually in Russia, 

the antimicrobial resistance of S. Typhi is a serious 

problem in our country.
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ВЫЯВЛЕНИЕ ДНК МЕНИНГОКОККА, 

ПНЕВМОКОККА, ГЕМОФИЛЬНОЙ ПАЛОЧКИ 

И СТРЕПТОКОККА ГРУППЫ А В БИОПТАТАХ 

АДЕНОИДОВ У ДЕТЕЙ

С.Ю. Комбарова1, А.М. Бичучер1, Ю.Л. Солдатский2, Р.Ю. Юнусова1, Т.А. Скирда1, 

И.Г. Мартыненко1, Л.И. Головина1, С.Р. Эдгем2, Т.В. Северин2, В.Г. Мельников1
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2 ГБУЗ Морозовская детская городская клиническая больница Департамента здравоохранения г. Москвы, Москва, Россия

Резюме. Менингококковая, пневмококковая, стрептококковая группы А и гемофильная инфекции имеют разно-

образные формы проявления — от бактерионосительства до генерализованных, угрожающих жизни состояний. 

Вместе с тем взаимосвязь между носительством возбудителей этих инфекций и развитием заболевания все еще 

остается не полностью изученной. Для диагностики носительства менингококка, пневмококка, гемофильной 

палочки и стрептококка группы А с помощью ПЦР были исследованы биоптаты аденоидных вегетаций у 112 де-

тей, которым в плановом порядке была проведена аденотомия. ДНК хотя бы одного из четырех детектируемых 

видов микроорганизмов обнаружена в 104 образцах (92,86%), из них: ДНК менингококка — в одном образце 

(0,9%), пневмококка — в 98 (87,5%), гемофильной палочки — в 19 (16,96%), стрептококка группы А — в 42 (37,5%) 

образцах. Не найдено ни одного из указанных видов микроорганизмов у 8 детей (7,14%). S. pneumoniae, в отсут-

ствие других исследуемых видов бактерий был обнаружен в 54 образцах (48,2%), S. pyogenes — в 5 образцах (4,5%). 

Одновременно два вида искомых бактерий встречались в следующих сочетаниях: N. meningitidis и S. pneumoniae — 

в 1 образце (0,9%), S. pneumoniae и H. influenzae — в 7 образцах (6,3%); H. influenzae и S. pyogenes — в 1 образце (0,9%); 

S. pneumoniae и S. pyogenes — в 25 образцах (22,3%). Три вида бактерий — S. pneumoniae, H. influenzae и S. pyogenes — 

были одновременно выявлены у 11 пациентов (9,8%). Проведенное серогруппирование менингококка не подтвер-

дило его принадлежности ни к одной из 6 наиболее распространенных в мире серогрупп, ответственных за эпи-

демические подъемы заболеваемости (А, В, С, W-135, X, Y). Прослеживается явная тенденция преобладания ДНК 

S. pyogenes в биоптатах аденоидов у детей с диагнозом «Гипертрофия аденоидов и миндалин», по сравнению с диа-

гнозом «Гипертрофия аденои дов». Обращает на себя внимание высокий удельный вес носительства пневмококка 

(87,5%), установленный в нашем исследовании. Носители, являющиеся резервуаром вирулентных пневмококков, 

представляют опасность как для самих себя, так и для окружающих. Таким образом, ПЦР-исследование биоп-

татов аденоидов является перспективным направлением дальнейших исследований, так как возможность вы-

явления некультивируемых форм микроорганизмов в клинических образцах будет способствовать более точной 

оценке уровня носительства менингококков, пневмококков, гемофильной палочки и стрептококков группы А.

Ключевые слова: Neisseria meningitidis, Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes, Haemophilus influenzae, 

бактерионосительство, биоптаты аденоидов, ПЦР.
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DETECTION OF MENINGOCOCCUS, PNEUMOCOCCUS, HAEMOPHILUS INFLUENZAE, 

AND GROUP A STREPTOCOCCUS DNA IN PEDIATRIC ADENOID BIOPTATS

Kombarova S.Yu.a, Bichucher A.M.a, Soldatsky Yu.L.b, Yunusova R.Yu.a, Skirda T.A.a, Martynenko I.G.a, 

Golovina L.I.a, Edgem S.R.b, Severin T.V.b, Melnikov V.G.a

a G.N. Gabrichevsky Research Institute for Epidemiology and Microbiology, Moscow, Russian Federation
b Morozovskaya Children’s City Clinical Hospital, Moscow, Russian Federation

Abstract. Meningococcal, pneumococcal, streptococcal A and Haemophilus influenzae infections are manifested in dif-

ferent clinical forms, ranging from bacterial carriage to generalized life-threatening conditions. However, a connection 

between bacterial carriage and disease development has not been fully explored. A PCR assay was performed with ade-

noid biopsy samples collected from 112 children after planned adenotomy to detect Neisseria meningitidis, Streptococcus 

pneumoniae, Streptococcus pyogenes, H. influenzae carriage. A DNA specific to at least one of the four studied microbial 

species was found in 104 samples (92.86%) so that: meningococcal DNA was detected in one sample (0.9%), pneumococ-

cal — in 98 (87.5%), H. influenzae — in 19 (16.96%), and streptococcal A — in 42 (37.5%) samples. However, none of these 

species was found in 8 children (7.14%). A sole S. pneumoniae was detected in 54 samples (48.2%), whereas S. pyogenes — 

in 5 samples (4.5%). Moreover, two bacterial species were simultaneously as follows: N. meningitidis and S. pneumoniae — 

in 1 sample (0.9%), S. pneumoniae and H. influenzae — in 7 samples (6.3%); H. influenzae and S. pyogenes — in 1 sample 

(0.9%); S. pneumoniae and S. pyogenes — in 25 samples (22.3%). A triple combination consisting of S. pneumoniae, H. in-

fluenzae and S. pyogenes bacteria were detected together in 11 patients (9.8%). Meningococcal serogrouping revealed no 

connection with any of the 6 most common global serogroups responsible for epidemic incidence rise (A, B, C, W-135, X, 

Y). A clear tendency for prevalence of S. pyogenes DNA in adenoid pediatric biopsies in children diagnosed with “Adenoids 

and tonsils hypertrophy” vs. “Adenoids hypertrophy” was observed. It is noteworthy, a high relative prevalence of pneu-

mococcal carriage (87.5%), found by us was of special importance. Pediatric carriers serving as a reservoir for virulent 

pneumococcal species pose a threat both for themselves and surrounding people. Thus, PCR-based data of adenoid biop-

sies may be a promising approach for future studies, as a potential to identify live viable but nonculturable bacteria in clini-

cal specimens will contribute to a more accurate assessment of carriage rate of meningococci, pneumococci, H. influenzae 

and group A streptococci.

Key words: Neisseria meningitidis, Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes, Haemophilus influenzae, bacterial carriage, 

adenoid bioptats, PCR.

Введение

Менингококковая, пневмококковая, стреп-

тококковая А и гемофильная инфекции от-

носятся к группе болезней, имеющих разно-

образные формы проявления — от бактерионо-

сительства до генерализованных, угрожающих 

жизни человека состояний, среди которых вы-

деляют гнойные бактериальные менингиты 

(ГБМ), являющиеся тяжелейшей инвазивной 

патологией, при которой в гнойный воспали-

тельный процесс вовлекаются оболочки голов-

ного и спинного мозга. Заболевание может раз-

виться в любом возрасте, но наиболее уязвимы 

дети первых трех лет жизни [4, 9].

Основными этиологическими агентами 

ГБМ, на долю которых приходится более 90% 

этиологически расшифрованных случаев, яв-

ляются менингококк, пневмококк и гемофиль-

ная палочка типа b. Таксономически Neisseria 

meningitidis, Streptococcus pneumoniae и Haemo-

philus influenzae принадлежат к разным родам 

и даже семействам бактерий, но имеют и неко-

торое сходство. Данные бактерии могут насе-

лять слизистые оболочки верхних дыхательных 

путей, не вызывая у людей признаков заболева-

ния (феномен бактерионосительства). Все три 

микроорганизма объединяет способность фор-

мировать капсулу, что является важнейшим 

свойством патогенности. Однако капсулообра-

зование часто реализуется только при инвази-

ровании тканей и диссеминации внутри орга-

низма хозяина [5].

Еще одним представителем рода Streptococcus, 

имеющим медицинское значение и способным 

бессимптомно персистировать на слизистых 

оболочках человека, является стрептококк 

группы А (Streptococcus pyogenes). С ним связан 

исключительно широкий спектр инфекцион-

ной патологии и осложнений: от первичных 

гнойно-воспалительных заболеваний ЛОР-

органов и кожи до вторичных форм с выражен-

ным аутоиммунным компонентом патогене-

за (ревматизм, гломерулонефрит, васкулиты), 

а также инвазивных или генерализованных 

форм (пневмония, некротический фасциит, 

миозит, менингит, перитонит, остеомиелит, 

сепсис, синдром токсического шока и др.) [1].

Поскольку бактерионосители являются ре-

зервуаром инфекции, не вызывает сомнений 

важность оценки уровня носительства менин-

гококка, пневмококка, гемофильной палочки 

и стрептококка группы А в различных коллекти-

вах, особенно среди детей. Для этого требуются 
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наиболее чувствительные и специфичные мето-

ды выявления бактерий в клиническом матери-

але. Возможности бактериологического метода 

диагностики в данном случае весьма ограни-

ченны, поскольку N. meningitidis, S. pneumoniae, 

S. pyogenes и H. influenzae в носоглотке носи-

телей образуют биопленку, которая в основ-

ном состоит из бактерий, не способных расти 

на питательных средах [5, 13, 29]. Показано, что 

культивируемые бактерии составляют только 

небольшую часть от популяции микроорганиз-

мов, которые населяют слизистую оболочку но-

соглотки. Наиболее полно микробный состав 

той или иной экологической ниши может быть 

охарактеризован только с помощью современ-

ных молекулярных технологий [15].

Есть сведения, что использование иммуно-

гистохимического метода диагностики на ос-

нове меченых моноклональных антител к бел-

ку менингококка Por A позволяет выявить 

N. meningitidis в тканях аденоидов в 4 раза чаще, 

чем в мазках из носоглотки с помощью тради-

ционного микробиологического метода [26]. 

Показано также, что выявление менингокок-

ка в тканях удаленных аденоидов с помощью 

ПЦР является более эффективным методом, 

по сравнению с иммуногистохимическим ис-

следованием и традиционным микробиологи-

ческим посевом [14]. На преимущества метода 

ПЦР указывают и результаты Rizek и соавт. 

[25]. Слизь из носоглотки от 190 здоровых людей 

была исследована на содержание N. meningitidis 

двумя методами — бактериологическим и ПЦР. 

Благодаря использованию техники посева ма-

териала на питательные среды было выявлено 

23 (12,1%) бактерионосителя, а с помощью ПЦР 

менингококки были обнаружены у 132 (69,5%) 

обследуемых.

Итак, роль бактерионосителей в поддержа-

нии эпидемического процесса менингокок-

ковой, пневмококковой, стрептококковой А 

и гемофильной инфекции может оказаться 

более значимой, чем принято было считать. 

Результаты приведенных выше работ дают ос-

нования полагать, что выявление бактериаль-

ной ДНК в биоптатах аденоидных вегетаций 

с помощью ПЦР может оказаться эффектив-

ным методическим приемом для оценки уров-

ня носительства N. meningitidis, S. pneumoniae, 

S. pyogenes и H. influenzae.

Цель исследования: проведение скринин-

га биоптатов аденоидов у детей, подвергшихся 

аденотомии в плановом порядке, на наличие 

ДНК N. meningitidis, S. pneumoniae, H. influenzae 

и S. pyogenes для оценки уровня носительства 

этих бактерий.

Исследование одобрено Этическим комите-

том ГБУЗ «Морозовская ДГКБ Департамента 

здравоохранения г. Москвы».

Материалы и методы

Клинические образцы. Биоптаты аденоид-

ных вегетаций получены во время аденотомии 

у 112 клинически здоровых детей, проживаю-

щих в Москве и Московской области, в возрас-

те от 1 года до 12 лет, планово госпитализиро-

ванных в оториноларингологическое отделение 

Морозовской ДГКБ в 2016 и в 2017 гг. с диа-

гнозами «Гипертрофия аденоидов» (86 детей) 

и «Гипертрофия аденоидов и небных миндалин» 

(26 детей) для хирургического лечения. В 2016 г. 

обследовано 50 детей, в 2017 г. — 62 ребенка. Всем 

пациентам в предоперационном периоде было ре-

комендовано в течение 7 дней до госпитализации 

проводить орошение рото- и носоглотки коммер-

ческими растворами антибиотиков и антисепти-

ков (Фрамицетин; Дексаметазон + Неомицин + 

Поли миксин B + Фенилэфрин; Бензилдиметил-

миристоил амино-пропиламмоний).

Методика получения биоптатов. Под нарко-

зом после интубации трахеи в полость рта вво-

дили роторасширитель и поднимали мягкое 

небо при помощи стерильных катетеров, прове-

денных через полость носа. Аспирировали слизь 

из полости носа и носоглотки. Конхотомом 

из средней части гипертрофированной лимфо-

идной ткани носоглотки получали два образца 

(один — для гистологического исследования, 

второй — для проведения настоящего исследова-

ния), затем приступали к стандартной аденото-

мии при помощи микродебридера. Биопсийные 

образцы немедленно замораживали при темпе-

ратуре –20°С и хранили до исследования не бо-

лее двух недель. При гистологическом исследо-

вании биоптатов аденоидов клеточной атипии 

не было выявлено ни в одном случае.

Экстракция ДНК. К каждому образцу массой 

приблизительно 200 мг добавляли по 200 мкл 

стерильного охлажденного до +4°С физиоло-

гического раствора и стерильный шарик из не-

ржавеющей стали диаметром 7 мм. Пробирки 

с образцами и шариками помещали в лабора-

торный гомогенизатор «TissueLyser LT» (Qiagen, 

Германия). Гомогенизацию проводили в тече-

ние 5 мин, режим — 30 встряхиваний в секун-

ду. Экстракцию ДНК из образцов проводили 

с помощью набора реагентов для выделения об-

щей ДНК «QIAamp DNA Mini Kit (50)» (Qiagen, 

Германия), согласно инструкции. Очищенную 

ДНК хранили при температуре –20°С.

ПЦР. Обнаружение ДНК N. meningitidis, 

H. influenzae и S. pneumoniae в клиническом ма-

териале проводили методом ПЦР с гибридиза-

ционно-флуоресцентной детекцией с помощью 

набора реагентов «АмплиСенс N. meningitidis/ 

H. influenzae/S. pneumoniae-FL» (ФБУН ЦНИИ 

эпидемиологии Роспотребнадзора, Россия) со-

гласно инструкции к набору. Для подтвержде-
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ния выявления ДНК менингококка положи-

тельный образец был верифицирован с помо-

щью протокола, рекомендованного ВОЗ для 

обнаружения N. meningitidis на основании выяв-

ления видового гена sodC [18]. Амплификация 

ДНК и визуализация результатов проводились 

на приборе «Rotor-Gene Q» (Qiagen, Германия).

Серогруппирование N. meningitidis проводи-

ли с помощью ПЦР-праймеров для амплифи-

кации уникальных консервативных участков 

генов, кодирующих капсульные полисахариды 

серогрупп А, В, С, W-135, X, Y [18]. Данный ме-

тод позволяет определять генетически детерми-

нированную способность к капсулообразова-

нию, что является немаловажным, так как при 

носительстве способность к капсулообразова-

нию у менингококков может фенотипически 

не проявляться [31].

Обнаружение ДНК S. pyogenes проводили с по-

мощью набора реагентов Стрептопол-А–РВ 

(Литех, Россия) согласно инструкции к набору.

Статистическая обработка полученных 

данных проводилась с определением стандарт-

ной ошибки (m) для экстенсивных показателей, 

доверительного коэффициента по Стьюденту 

(t). Достоверным считался результат при вели-

чине t > 2. Разность результатов считали стати-

стически значимой при p < 0,05.

Результаты

Результаты молекулярного тестирования 

биоптатов лимфоаденоидной ткани носоглот-

ки от 112 детей представлены в таблице 1. ДНК 

хотя бы одного из четырех детектируемых видов 

микроорганизмов обнаружена в 104 образцах 

(92,86%), из них: ДНК менингококка — в одном 

образце (0,9%), пневмококка — в 98 (87,5%), ге-

мофильной палочки — в 19 (16,96%), стрепто-

Таблица 1. Частота встречаемости ДНК N. meningitidis, S. pneumoniae, H. influenzae, S. pyogenes 

в биоптатах аденоидов

Table 1. The frequency of occurrence of DNA of N. meningitidis, S. pneumoniae, H. influenzae, S. pyogenes 
in adenoid biopsies

Год и количество 
обследованных детей

Year and number 
of children 
examined

ДНК бактерий

DNA of bacteria

2016 г.
N = 50

2017 г.
N = 62

2016–2017 гг.
N = 112

Количество

Number
%

Количество

Number
%

Количество

Number
%

Не выявлено

Not detected
5 10,0 3 4,8 8 7,14

N. meningitidis 1 2 0 – 1 0,9

S. pneumoniae 45 90 53 85 98 87,5

H. influenzae 4 8 15 24 19 16,96

S. pyogenes 16 32 26 42 42 37,5

Рисунок. Удельный вес биоптатов 

аденоидов, содержащих ДНК детектируемых 

видов бактерий, как по отдельности, 

так и в комбинации между собой

Figure. The proportion of biopsy specimens 
of adenoids containing DNA of bacterial species 
under study, both individually and in combination 
with each other
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кокка группы А — в 42 (37,5%) образцах. Не най-

дено ни одного из указанных видов микроорга-

низмов лишь у 8 детей (7,14%).

S. pneumoniae, в отсутствие других иссле-

дуемых видов бактерий (рис.), был обнару-

жен в 54 образцах (48,2%), S. pyogenes — в 5 об-

разцах (4,5%). Одновременно 2 вида искомых 

бактерий встречались в следующих сочетани-

ях: N. meningitidis и S. pneumoniae — в 1 образце 

(0,9%), S. pneumoniae и H. influenzae — в 7 образ-

цах (6,3%); H. influenzae и S. pyogenes — в 1 образ-

це (0,9%); S. pneumoniae и S. pyogenes — в 25 образ-

цах (22,3%). Три вида бактерий — S. pneumoniae, 

H. influenzae и S. pyogenes — были одновременно 

выявлены у 11 пациентов (9,8%).

Проведенное серогруппирование менин-

гококка не подтвердило его принадлежности 

ни к одной из 6 наиболее распространенных 

в мире серогрупп, ответственных за эпидеми-

ческие подъемы заболеваемости (А, В, С, W-135, 

X, Y). Принадлежность к другим 6 известным 

серогруппам (Z, 29E, K, L, H, I) не определя-

лась. Таким образом, выявленный менинго-

кокк принадлежит либо к редко встречающейся 

серогруппе, либо не содержит генов, кодирую-

щих капсульные полисахариды, и является бес-

капсульным.

Проведен анализ распределения биопта-

тов лимфоаденоидной ткани детей, содержа-

щих ДНК искомых микроорганизмов, в зави-

симости от клинического диагноза (табл. 2). 

В распределении биоптатов, содержащих ДНК 

N. meningitidis, S. pneumoniae и H. influenzae ни-

каких особенностей не выявлено. Однако ДНК 

S. pyogenes чаще обнаруживалась в биоптатах 

от детей с диагнозом «Гипертрофия аденоидов 

и миндалин», как за весь период, так и по от-

дельным годам наблюдения.

Эта тенденция проявляется более суще-

ственно, если сгруппировать детей по возрасту. 

Так, большинство обследованных детей при-

надлежало к возрастной группе от 3 до 8 лет 

(96 человек, 85,7%), доля детей 1–2 и 9–12 лет 

составила 14,3% (16 человек). В выборке детей 

3–8 лет с диагнозом «Гипертрофия аденоидов» 

доля биоптатов с ДНК-положительными про-

бами на S. pyogenes за весь период наблюдения 

составила 33,8% (25 человек из 74), а с диагно-

зом «Гипертрофия аденоидов и миндалин» — 

50% (11 человек из 22). Это различие, по срав-

нению с данными для возрастов диапазона 

1–12 лет, выглядит более значимым (табл. 3). 

Несмотря на то что выявленные различия были 

статистически не достоверными (33,8 и 50%, p > 

0,05), прослеживается явная тенденция преоб-

ладания ДНК S. pyogenes в биоптатах аденои-

дов у детей с диагнозом «Гипертрофия аденои-

дов и миндалин» по сравнению с диагнозом 
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Обсуждение

Поводом к проведению данной работы по-

служила необходимость поиска оптимальной 

методологии для уточнения роли бактерионо-

сителей N. meningitidis, S. pneumoniae, H. influenzae 

и S. pyogenes в эпидемическом процессе. Нами 

проведена оценка уровня носительства микро-

организмов, которые при определенных усло-

виях могут вызывать заболевания с широким 

спектром клинических проявлений, в том чис-

ле, тяжелую инвазивную патологию. Об уровне 

носительства судили косвенно, по числу образ-

цов клинического материала, в которых с помо-

щью коммерческих наборов для ПЦР выявляли 

ДНК искомых бактерий. Само по себе обнару-

жение микробной ДНК не всегда свидетель-

ствует о присутствии соответствующих бакте-

рий в образце, так как ДНК может сохраняться 

в тканях и после элиминации живых особей 

под воздействием антимикробных препаратов 

или защитных механизмов организма хозяина. 

Поэтому ПЦР не позволяет со 100%-й вероят-

ностью подтверждать носительство в момент 

обследования пациента, а также судить о его 

длительности. Положительные результаты 

ПЦР свидетельствуют только о том, что паци-

ент являлся бактерионосителем либо на момент 

обследования, либо в течение какого-то време-

ни до начала обследования.

В качестве исследуемого материала было ре-

шено использовать биоптаты аденоидов, полу-

ченных от детей, госпитализированных в кли-

нику для плановой аденотомии. Из данных 

литературы следует, что в тканях гипертрофи-

рованных миндалин могут обнаруживаться мно-

жественные воспалительные локусы, в результа-

те чего аденоидные вегетации, даже в отсутствии 

клинических признаков воспаления, становятся 

очагом аутоинфекции с возможностью генера-

лизации инфекционного процесса [11].

Особое внимание в данной работе было 

привлечено к выявлению менингококков, по-

скольку именно они являются основными воз-

будителями ГБМ [4, 9]. Мы обнаружили ДНК 

менингококка лишь в одном из 112 образцов 

тканей аденоидов, то есть в изученной популя-

ции детей уровень носительства менингококка 

в тканях аденоидов составил 0,9%. Много это 

или мало?

Greiner и соавт. [14], проверив с помощью ПЦР 

биоптаты аденоидов двух групп обследуемых — 

26 человек от 2 до 36 лет из Оксфорда и 72 чело-

век от 3 до 15 лет, проживавших в Цюрихе, об-

наружили ДНК менингококка в первой группе 

в 53,8% случаев, во второй группе обследуемых 

ее не обнаружили вообще. Разброс получен-

ных результатов оказался очень значительным. 

Для сравнения, по данным микробиологиче-

ских и ПЦР-исследований материала из носо-

глотки, полученного от лиц разного возраста 

и проживающих в различных странах, уровень 

носительства менингококка также широко ва-

рьировал — от 1,3 до 36% [3, 11, 32]. Высокая 

вариабельность показателя распространен-

ности носительства менингококка может быть 

связана с множеством факторов: используемым 

методом детекции, возрастом обследуемых, ме-

стом и временем года, в которое проводилось 

исследование, эпидемиологичес кой ситуаци-

Таблица 3. Частота встречаемости ДНК S. pyogenes в биоптатах аденоидов, полученных от детей 

возрастом от одного года до 12 лет и от 3 до 8 лет, в зависимости от клинического диагноза

Table 3. The frequency of occurrence of S. pyogenes DNA in adenoid biopsy specimens obtained from children aged 
from one to 12 years and from 3 to 8 years, depending on the clinical diagnosis

Период обследования

Examination period
2016–2017 гг.

Year of 2016–2017

Возраст детей

Age of children
от одного года до 12 лет

from 1 to 12 years
от 3 до 8 лет

from 3 to 8 years

Количество детей

Number of children
n = 112 n = 96

Диагноз

Diagnosis

Гипертрофия

Hypertrophy

аденоидов

adenoids
n = 86

аденоидов 
и миндалин

adenoids and tonsils
n = 26

аденоидов

adenoids
n = 74

аденоидов 
и миндалин

adenoids and tonsils
n = 22

Количество

Number
%

Количество

Number
%

Количество

Number
%

Количество

Number
%

S. pyogenes 30 34,9% 12 46,1% 25 33,8% 11 50,0%
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ей в регионе, составом изучаемых коллективов 

(здоровые добровольцы, призывники, палом-

ники, дети после антибиотикотерапии при под-

готовке к плановой операции и т.д.). Таким об-

разом, установленный нами уровень носитель-

ства менингококка (0,9%) вполне укладывается 

в общую статистику.

Существует мнение, что уровень менинго-

коккового носительства коррелирует с часто-

той встречаемости генерализованных форм ме-

нингококковой инфекции в популяции [3, 22]. 

Исходя из результатов нашего исследования, 

уровень бактерионосительства соответству-

ет межэпидемическому периоду менингокок-

ковой инфекции, наблюдаемому в г. Москве 

с 1991 г. Согласно данным Роспотребнадзора, 

в Москве показатели заболеваемости генерали-

зованными формами менингококковой инфек-

ции среди детей до 14 лет были низкими и со-

ставляли: в 2016 г. — 1,45, в 2017 г. — 1,7 на 100 

тыс. детского населения (Форма Федерального 

статистического наблюдения «Сведения об ин-

фекционных и паразитарных заболеваниях»). 

При этом выявленный менингококк не при-

надлежал ни к одной из серогрупп (А, В, С, 

W135), определяющих заболеваемость генера-

лизованными формами менингококковой ин-

фекции в г. Москве [6].

Отдельного обсуждения заслуживает вопрос 

о патогенетической связи «здорового» носи-

тельства возбудителей ГБМ в носоглотке и ге-

нерализацией инфекционного процесса. В на-

стоящее время общепринятой является теория 

гематогенного пути диссеминации возбудителя 

с последующим инфицированием мозговых 

оболочек. Однако в 2010 г. Sjolinder и Jonsson по-

казали в эксперименте на трансгенных мышах, 

экспрессирующих один из рецепторов адгезии 

менингококка — человеческий белок CD46, 

что возбудитель способен попадать в оболочки 

мозга со слизистой оболочки носа по обоня-

тельным нервам. Авторы подтверждают свое 

заключение на основании анализа клинически 

и бактериологически установленных случаев 

менингита без признаков бактериемии [27].

Немаловажно, что феномен проникновения 

в спинномозговую жидкость по обонятельным 

нервам выявлен и для пневмококка, а также 

для ряда вирусов [21]. В связи с этим настора-

живает высокий удельный вес носительства 

пневмококка (87,5%), установленный в нашем 

исследовании.

S. pneumoniae в настоящее время является 

одним из основных бактериальных патогенов 

человека. Среди детей в возрасте до 5 лет еже-

годно в мире регистрируется около 15 млн слу-

чаев тяжелых пневмококковых заболеваний 

(включая пневмонию, менингит и сепсис), при-

водящих к летальному исходу приблизительно 

в 500 тыс. случаев [23]. Известно, что в возник-

новении инвазивных форм пневмококковой 

инфекции наиболее существенное значение 

имеют 20 из 96 известных серотипов пневмо-

кокков [1]. В данной работе серотипирования 

пневмококков не проводилось. Однако преды-

дущие исследования, проведенные с нашим 

участием, показали, что большинство сероти-

пов штаммов S. pneumoniae от носителей (90%) 

относятся к вирулентным, входящим в состав 

13-валентной пневмококковой вакцины [10]. 

Следовательно, носители пневмококков явля-

ются резервуаром возбудителя и могут пред-

ставлять опасность как для окружающих, так 

и для самих себя, с точки зрения развития ауто-

инфекции.

Бактериологическое исследование носогло-

точной слизи показало, что около половины 

детей (как организованных, так и не органи-

зованных) являются носителями пневмокок-

ков [2]. Русецким Ю.Ю. и соавт. [11] с помощью 

бактериологического метода установлено, что 

при посеве слизи из носоглотки показатели 

микробной обсемененности оказываются дос-

товерно ниже, чем при исследовании биоптатов 

аденоидной ткани. Это свидетельствует о воз-

можной недооценке уровня бактериальной 

контаминации в случае применения традици-

онных методов обследования пациентов (мазок 

из носоглотки). При этом пневмококк являлся 

доминирующим видом в составе микрофлоры 

биоптатов аденоидов. Эти данные согласуются 

с результатами и нашей работы. Однако в на-

шем ПЦР-исследовании пневмококк выявлял-

ся в ткани аденоидов у детей в 1,4 раза чаще, чем 

в работе Русецкого Ю.Ю. и соавт. [11].

Следует остановиться и на обнаружен-

ной нами тенденции преобладания S. pyogenes 

в биоптатах аденоидов у детей с диагнозом 

«Гипертрофия аденоидов и миндалин» по срав-

нению с диагнозом «Гипертрофия аденоидов» 

(50,0% против 33,8%, p > 0,05). Судя по данным 

Ramirez и соавт. [24] и Lindroos [20], случаи соче-

танной гипертрофии аденоидов и небных мин-

далин указывают на наличие у детей хроничес-

кого рецидивирующего воспаления в рото- 

и носоглотке, в этиологии которого наиболь-

шее значение имеют стрептококки группы А. 

Изолированная гипертрофия аденоидов чаще 

протекает без клинических признаков воспале-

ния, с чем, по-видимому, и связана меньшая ча-

стота выделяемости S. pyogenes. Следует также 

отметить, что Ramirez и соавт. [24] обнаружи-

вали S. pyogenes в биоптатах аденоидной ткани 

в 2 раза чаще, чем в мазках из носоглотки.

Таким образом, нами подтверждена высо-

кая информативность использования биоп-

татов аденоидов и ПЦР для изучения уровня 

носительства менингококка, пневмококка, ге-
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мофильной палочки и стрептококка группы А. 

Данная методика позволяет с наибольшей 

полнотой выявлять в клиническом материале 

персистирующие микроорганизмы, в том чис-

ле, некультивируемые. В конечном итоге пред-

ложенный подход будет способствовать более 

точному определению уровня носительства 

изучаемых микроорганизмов и установлению 

момента его повышения. Исследование будет 

продолжено с увеличением количества обсле-

дуемых пациентов и расширения методических 

приемов.

В настоящем исследовании все случаи де-

текции менингококка и гемофильной палочки 

были связаны с одновременным выявлением 

пневмококка. Стрептококки группы А также 

в большинстве случаев обнаруживались вме-

сте с пневмококками. На основании этих на-

блюдений можно выдвинуть предположение 

об отсутствии антагонизма между изучаемы-

ми микроорганизмами. В то же время име-

ются данные о существовании естественного 

антагонизма между представителями нор-

мальной микробиоты и потенциально пато-

генными микроорганизмами (патобионтами) 

[19]. Носительство патобионтов можно расце-

нивать как дисбиоз, развивающийся на фоне 

нарушения колонизационной резистентнос-

ти. Следовательно, применение антибиоти-

ков с целью санации бактерионосителей лишь 

усугубляет дисбиоз, а также способствует фор-

мированию лекарственной устойчивости па-

тобионтов [7, 8, 12]. Восстановление состава 

микробиоты носоглотки с помощью пробио-

тиков, то есть резидентных бактерий, обитаю-

щих на слизистых оболочках человека в норме, 

позволит проводить элиминацию патобионтов 

«экологически щадящим» способом [16, 17]. 

Повысить терапевтическую эффективность 

пробиотиков возможно, к примеру, с помощью 

выращивания их в виде биопленок [30], а так-

же — при использовании аутопробиотиков [28]. 

Такие подходы планируется применить в на-

ших дальнейших исследованиях по санации 

носителей патобионтов, обитающих на слизис-

той оболочке носоглотки.
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ЗНАЧЕНИЕ ФАКТОРОВ ПАТОГЕННОСТИ 

НЕКОТОРЫХ ВИДОВ СТРЕПТОКОККОВ 
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РЕСПИРАТОРНОГО ТРАКТА

Л.А. Краева1,2, Е.С. Кунилова1, О.А. Бургасова3, Г.Н. Хамдулаева1, 
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Резюме. Наряду с известными возбудителями воспалительных процессов респираторного тракта в клини-

ческой практике часто встречаются представители стрептококков и клебсиелл, ранее считавшиеся коммен-

салами слизистых оболочек верхних дыхательных путей. Обмен генетической информацией способствует 

передаче детерминант вирулентности между штаммами не только в пределах вида, но и рода. В таких случаях 

приобретение генов вирулентности от представителей патогенных видов способствует проявлению непато-

генными стрептококками ранее не присущих им свойств. Поэтому целью исследования стало изучение виру-

лентности условно-патогенных стрептококков и клебсиелл при воспалительных процессах респираторного 

тракта и обоснование их этиологической роли в развитии заболеваний. Изучены 220 штаммов Streptococcus 

spp. и 97 штаммов Klebsiella spp., выделенных от пациентов с воспалительными процессами в респираторном 

тракте и от здоровых лиц. Стрептококки исследовали на наличие генов вирулентности sagA, lmb, fap1, ply, lytA. 

Штаммы Klebsiella spp. исследовали на наличие генов вирулентности MrkD, magA, kfu. Фенотипическим мар-

кером экспрессии гена lmb у стрептококков и гена MrkD у клебсиелл служил показатель адгезии выделенных 

штаммов к клеткам буккального эпителия. Экспрессию гена fap1 оценивали в фенотипическом тесте био-

пленкообразования. У лиц с воспалительными процессами верхних дыхательных путей наиболее часто при-

сутствовали виды стрептококков: S. mitis, S. anginosus, S. oralis. Штаммы указанных видов, выделенные при 

воспалительных процессах в верхних дыхательных путях, обладали в 2–4 раза большей адгезивностью, чем 

штаммы, выделенные от здоровых лиц. Фенотипическое определение способности к биопленкообразованию 

показало, что штаммы стрептококков, содержащие ген fap1, формировали выраженную биопленку в отли-

чие от штаммов, не имеющих гена fap1. Штаммы K. oxytoca, выделенные от людей с гайморитом, имели гены 

вирулентности MrkD, magA, kfu, которые характерны для штаммов K. pneumoniae. В фенотипических тестах 
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установлено, что значение индекса адгезии у штаммов K. oxytoca, выделенных от больных, в 4 раза выше, чем 

у штаммов этого вида, выделенных от здоровых лиц. Таким образом, для подтверждения этиологической 

роли условно-патогенного микроорганизма в развитии инфекционного процесса необходимо руководство-

ваться данными о генетических и фенотипических маркерах вирулентности выделенного штамма.

Ключевые слова: факторы патогенности, стрептококки, клебсиеллы, генетические и фенотипические маркеры 

вирулентности.

THE IMPORTANCE OF PATHOGENICITY FACTORS OF SOME STREPTOCOCCUS spp. 

AND KLEBSIELLA spp. IN DETERMINING THEIR ETIOLOGICAL ROLE IN THE INFLAMMATORY 

PROCESSES OF THE RESPIRATORY TRACT

Kraeva L.A.a,b, Kunilova E.S.a, Burgasova O.A.c, Hamdulaeva G.N.a, Danilova E.M.a, Bespalova G.I.d

a St. Petersburg Pasteur Institute, St. Petersburg, Russian Federation
b Military Medical Academy named S.M. Kirov, St. Petersburg, Russian Federation
c RUDN University, Moscow, Russian Federation
d North-Western State Medical University named after I.I. Mechnikov, St. Petersburg, Russian Federation

Abstract. Together with the known pathogens of inflammatory processes of the respiratory tract in clinical practice are 

often found representatives of Streptococcus and Klebsiella, previously considered commensals of the mucous membranes 

of the upper respiratory tract. The exchange of genetic information facilitates the transfer of virulence factors between 

strains not only within the species but also within the genus. In such cases, the acquisition of virulence genes by non-

pathogenic species from representatives of pathogenic species contributes to the manifestation of previously not typical 

properties. Therefore, the aim of the research was to study the virulence of opportunistic Streptococcus spp. and Klebsiella 

spp. in inflammatory processes of the respiratory tract and substantiate their etiological role in the development of the 

disease. We studied 220 strains of Streptococcus spp. and 97 strains of Klebsiella spp., isolated from patients with inflamma-

tory processes in the respiratory tract and from healthy individuals. Strains of Streptococcus spp. were investigated for the 

presence of virulence genes: sagA, lmb, fap1, ply, lytA. Strains of Klebsiella spp. were examined for the presence of virulence 

genes: MrkD, magA, kfu. The phenotypic marker of lmb gene expression in Streptococcus and MrkD gene in Klebsiella was 

the indicator of adhesion of isolated strains to buccal epithelial cells. Expression of the fap1 gene was evaluated in a pheno-

typic biofilm formation test. In individuals with upper respiratory tract inflammation, the most common types of strepto-

cocci were: S. mitis, S. anginosus, and S. oralis. Strains of these species isolated from inflammatory processes in the upper 

respiratory tract had 2–4 times greater adhesiveness than strains isolated from healthy individuals. Phenotypic determina-

tion of the ability to biofilm formation showed that strains of Streptococcus containing the fap1 gene formed a dense biofilm 

in contrast to strains without the fap1 gene. K. oxytoca strains isolated from people with sinusitis had mrkd, magA, and kfu 

virulence genes that are characteristic of K. pneumoniae strains. In phenotypic tests, it was found that the value of the adhe-

sion index in K. oxytoca strains isolated from patients is 4 times higher than in strains of this species isolated from healthy 

individuals. Thus, to confirm the etiological role of an opportunistic microorganism in the development of the infectious 

process, it is necessary to be guided by data on the genetic and phenotypic markers of virulence of the isolated strain.

Key words: pathogenicity factors, Streptococcus, Klebsiella, genetic and phenotypic markers of virulence.

Введение

Наибольшие затруднения в определении эти-

ологической роли выделенных бактерий воз-

никают при диагностике инфекционной пато-

логии дыхательных путей в случае нахождения 

в исследуемом материале условно-патогенных 

микроорганизмов. В большей части таких слу-

чаев возбудитель инфекции остается неизвест-

ным, так как выделяемые условно-патогенные 

бактерии не подлежат этиологическому учету 

из-за видовой принадлежности [28]. Не получая 

достоверной информации об истинном возбу-

дителе заболевания и его основных биологиче-

ских свойствах, лечащий врач делает назначения 

не этиологического, а патогенетического харак-

тера. Результатом такого подхода может быть не-

адекватная и не всегда успешная терапия.

По данным ряда исследователей возбуди-

телями воспалительных процессов респира-

торного тракта чаще всего являются бактерии: 

Staphylococcus aureus, Streptococcus (pneumoniaе, 

pyogenes), Haemophilus influenzae, Мycoplasma 

pneumoniae [2, 4, 5]. Соотношение видов варьи-

рует при различных нозологиях, в различных 

регионах, у стационарных или амбулаторных 

больных. Этиологическая роль перечисленных 

бактерий не вызывает сомнений в силу при-

надлежности к видам, характеризующимся на-

личием целого ряда факторов патогенности. 

Так, среди стрептококков наибольшим коли-

чеством известных генов вирулентности об-

ладают S. pyogenes, S. pneumoniaе, S. agalactiae [6, 

8, 29, 33]. На основе сравнений последователь-

ностей генов 16S рРНК все стрептококки ус-

ловно разделены на 6 групп (Anginosus, Bovis, 
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Mitis, Mutans, Pyogenic, Salivarius) и два вида, 

пока не включенных в какую-либо группу: 

S. entericus, S. pluranimalium [33]. Представители 

видов S. pyogenes и S. agalactiae входят в группу 

Pyogenic, а S. pneumoniaе — в группу Mitis [24]. 

И если представители группы Pyogenic имеют 

значительные генетические различия между со-

бой, то некоторые стрептококки группы Mitis, 

в частности S. pneumoniaе, S. mitis, S. oralis, имеют 

более 99% гомологии по анализу гена 16S рРНК 

[15]. Несмотря на тесные генетические связи 

между этими видами, S. pneumoniae может быть 

опасным патогеном, а S. oralis и S. mitis обычно 

являются комменсальными микроорганизмами 

слизистых оболочек. Однако в некоторых случа-

ях они способны вызывать оппортунистические 

заболевания у иммунокомпрометированных 

больных, особенно при замене клапанов серд-

ца, пересадке органов или у онкологических 

больных [7, 14, 27]. Представители группы Mitis 

естественно трансформируемы, что позволяет 

осуществлять обмен генетической информаци-

ей между видами путем гомологичной рекомби-

нации [17, 30]. Именно по этой причине увеличе-

ние резистентности к пенициллину в популяции 

пневмококков было связано с формированием 

измененных вариантов пенициллинсвязываю-

щих белков в результате приобретения штам-

мами генов резистентности к пенициллину 

от S. mitis и S. oralis [12]. Отмечены также гомоло-

гичные рекомбинации с родственными видами 

в генах пневмококковой вирулентности, коди-

рующих протеазу IgA и нейраминидазу A (nanA) 

[25], а гомологи факторов пневмококковой виру-

лентности, таких как пневмолизин (Ply) и ауто-

лизин A (LytA), были идентифицированы в род-

ственных видах группы Mitis [21, 32, 36]. Особого 

внимания заслуживает исследование штаммов 

стрептококков группы Mitis на наличие пневмо-

лизина, ответственного за инвазивные свойства 

бактерий, и приводящего к распространению 

инфекции в организме человека [18, 22].

Наличие у штаммов S. pyogenes и S. agalactiae 

большого количества нехромосомных генетиче-

ских элементов способствует горизонтальному 

переносу генов вирулентности не только между 

представителями одного вида, но и представи-

телями разных видов [31]. Так, ген вирулентно-

сти lmb, который кодирует ламинин-связываю-

щий белок, может быть передан родственным 

штаммам стрептококков с помощью транспозо-

на или «острова» патогенности [13, 16]. В то же 

время гены стрептококков, постоянных рези-

дентов ротовой полости, ответственные за об-

разование биопленок, могут способствовать за-

креплению бактерий в местах локализации или 

дальнейшему их распространению в организме 

человека, что особенно важно при наличии 

у штаммов других факторов патогенности [34]. 

Так, экспериментальные исследования пока-

зали, что fap1, высокомолекулярный гликопро-

теин, имеет важное значение для длительного 

формирования фимбрий и образования био-

пленок у стрептококков ротовой полости [37].

Приобретение генов вирулентности от пред-

ставителей патогенных видов способствует 

проявлению непатогенными стрептококками 

ранее не присущих им свойств. Так, основным 

фактором вирулентности у штаммов S. pyogenes 

является белок М, который появляется в виде 

волосовидных выступов на поверхности кле-

ток. Он придает устойчивость бактериям 

к комплемент-опосредованному уничтожению 

полиморфноядерными лейкоцитами и макро-

фагами, тем самым защищая бактерии от фа-

гоцитоза. Белок M также вызывает агрегацию 

стрептококков во время адгезии к клеткам тон-

зиллярного эпителия, поэтому он также может 

играть важную роль в инициации колонизации 

слизистой оболочки дыхательных путей [11]. 

Исследования in vitro показали непосредствен-

ное участие локуса sagA в реализации прикре-

пления бактериальной клетки к клеткам сли-

зистого эпителия [26]. Однако недостаточное 

количество клинических данных не позволяют 

сделать однозначную оценку этих наблюдений.

Как известно, бактерии рода Klebsiella на-

ходят на слизистых оболочках носоглотки здо-

ровых людей в 1–6% случаев, однако при раз-

личных заболеваниях респираторного тракта 

частота их выделения возрастает от 10% при си-

нуситах до 29% при вентилятор-ассоциирован-

ных пневмониях [23]. При этом определяющее 

значение в развитии инфекционного процесса 

имеет резистентность штаммов к антибакте-

риальным препаратам. Однако крайне важ-

ным также является наличие у бактерий рода 

Klebsiella ряда факторов патогенности. На пу-

сковом этапе патогенеза заболевания наиболь-

шее значение имеют факторы, определяющие 

взаимодействие бактерий с эпителиальными 

клетками входных ворот, — различные адгези-

ны. Один из них — ген MrkD, который кодирует 

тип 3 фимбриальных адгезинов, обеспечиваю-

щих прикрепление клебсиелл к целому ряду 

тканей человека [10, 19]. В развитии инфекци-

онного процесса, обусловленного клебсиелла-

ми, большое значение имеет наличие у бакте-

рий капсулы, защищающей их от фагоцитоза 

и бактерицидных факторов макроорганиз-

ма. Рядом исследователей был изучен ассо-

циированный антиген капсульных штаммов 

K. pneumoniae и ген, кодирующий его, — magA. 

Этот ген был выявлен у определенных сероти-

пов K. pneumoniae [35]. Он может служить марке-

ром вирулентности, так как при удалении гена 

magA путем направленных мутаций штаммы 

не вызывали поражений у экспериментальных 
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животных [9]. Клебсиеллы, как и большин-

ство других бактерий, нуждаются в ионах же-

леза, которое является для них важнейшим 

элементом, участвуя в переносе электронов 

и являясь кофактором синтеза нуклеиновых 

кислот. Бактерии приобретают ионы железа 

путем синтеза и секреции сидерофоров или ге-

мофоров для захвата железа или гема, а также 

с помощью специализированных рецепторов 

внешней мембраны для транспортировки же-

леза. При этом ключевую роль играет ген, отве-

чающий за связывание железа, — kfu. Являясь 

маркером вирулентности, этот ген часто при-

сутствует у штаммов K. pneumoniae. Однако по-

следние исследования показали, что его могут 

иметь также штаммы Klebsiella oxytoca, выделен-

ные от больных людей и животных [20]. Таким 

образом, вполне очевиден недостаток инфор-

мации о способности некоторых видов стрепто-

кокков и клебсиелл вызывать воспалительные 

процессы в респираторном тракте.

Цель исследования: дать характеристику ви-

рулентности условно-патогенных бактерий при 

инфекционной патологии дыхательных путей 

и усовершенствовать методику этиологической 

расшифровки возбудителей.

Материалы и методы

Изучены 220 штаммов Streptococcus spp. (105 

штаммов, выделенных из отделяемого верхних 

дыхательных путей лиц с воспалительными 

процессами верхнего респираторного тракта 

(фарингит, тонзиллит, ларингит), и 115 штам-

мов, выделенных от здоровых лиц (контрольная 

группа); 97 штаммов Klebsiella spp., выделенных 

от лиц с синуситом (преимущественно гаймо-

рит), и 28 штаммов, выделенных от здоровых 

лиц. В исследование были включены только те 

случаи, когда из биопробы не были выделены 

патогенные микроорганизмы, а условно-пато-

генные — лишь один вид в количестве не менее 

1 × 105 КОЕ/мл.

В работе были использованы следующие 

методы исследования: бактериологические ме-

тоды выделения микроорганизмов из клини-

ческого материала; методы выявления фено-

типических маркеров вирулентности; методы 

выявления генотипических маркеров виру-

лентности; математические методы обработки 

данных.

Стрептококки исследовали на наличие сле-

дующих генов:

 – ген sagA — 1-й ген в sag-локусе из 9 генов, 

которые необходимы стрептококку для про-

дукции стрептолизина S. Он также участвует 

в транскрипции гена emm, который кодирует 

выработку белка М. Наличие этого гена ха-

рактерно для штаммов S. pyogenes;

 – ген lmb, регулирующий выработку про-

теина, являющегося составной частью ад-

гезивных гликопротеинов стрептококков 

группы В;

 – ген fap1, кодирующий выработку одного 

из адгезинов, которые участвуют в биоплен-

кообразовании;

 – ген ply, ответственный за выработку ток-

сина — пневмолизина, характерного для 

S. pneumoniae;

 – ген lytA — ген конъюгативной плазми-

ды пневмококков, кодирующий выработку 

пневмококкового аутолизина.

Штаммы Klebsiella spp. исследовали на нали-

чие следующих генов:

 – ген MrkD, кодирующий тип 3 фимбри-

альных адгезинов, обеспечивающих при-

крепление клебсиелл к целому ряду тканей 

человека;

 – ген magA, ассоциированный антиген кап-

сульных штаммов K. pneumoniae;

 – ген kfu, отвечающий за связывание желе-

за, некротические изменения тканей.

Фенотипическим маркером экспрессии 

гена lmb у стрептококков и гена MrkD у клеб-

сиелл служил показатель адгезии выделенных 

штаммов к клеткам буккального эпителия [2]. 

Индекс адгезии рассчитывали по формуле: 

ИА = АКБ50/50Э, где: ИА — индекс адгезии, 

АКБ50 — количество клеток бактерий, прикре-

пившихся к 50 эпителиоцитам, 50Э — 50 из-

ученных эпителиоцитов.

Экспрессию гена fap1 оценивали в феноти-

пическом тесте биопленкообразования. Для это-

го на предметное стекло наносили кап лю объе-

мом 200 мкл, содержащую 1 × 105 КОЕ/мл штам-

ма исследуемого стрептококка в бульоне Мюл-

лера–Хинтон. Стекло размещали в чашке Петри, 

создав условия «влажной камеры», и оставляли 

в термостате при 37°С на 48 ч. Затем фиксирова-

ли образовавшуюся биопленку 4%-ным раство-

ром параформальдегида 20 мин при 4°С. Удаляли 

фиксирующий раствор и наносили каплю краси-

теля Дапи (1:1000) на 30 мин, смывали физиоло-

гическим раствором и проводили микроскопию 

с помощью люминесцентного микроскопа Axio 

Scope А1 (производства «Zeiss») при увеличении 

в 630 раз и профессиональной стационарной 

цифровой фотокамеры AxioCam HRc Rev3.

Результаты

При исследовании стрептококков ока-

залось, что от здоровых лиц было выделено 

22 вида, в то время как от лиц с воспалитель-

ными процессами — всего 11 видов стрептокок-

ков. Среди них наибольшую долю составляли 

S. mitis, S. anginosus, S. oralis наряду с S. agalactiae 

и S. pneumoniae.
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В таблице 1 представлена частота выявления 

генов вирулентности у штаммов трех наиболее 

часто встречающихся видов стрептококков. 

В ряде случаев отмечалось сочетание в одном 

штамме нескольких генов. Причем, штаммы, 

выделенные от здоровых лиц, имели меньше ге-

нов вирулентности как по количеству, так и по 

их сочетанию. Наибольшим набором генов ви-

рулентности обладали штаммы S. mitis, выде-

ленные от больных с фарингитом как в острой, 

так и в хронической форме заболеваний.

Индекс адгезии у штаммов, выделенных 

от больных, был в 2–4 раза выше, чем у штам-

мов, выделенных от здоровых лиц (табл. 2).

Штаммы S. anginosus, выделенные при вос-

палительных процессах в верхних дыхательных 

путях, обладали в 3 раза большей адгезивно-

стью, чем штаммы того же вида, выделенные 

от здоровых лиц. Штаммы S. oralis, выделенные 

от лиц с тонзиллитами, были в 2,5 раза более 

адгезивными, чем штаммы от здоровых лиц.

Фенотипическое определение способности 

к биопленкообразованию показало, что штаммы 

стрептококков, содержащие ген fap1, формирова-

ли выраженную биопленку в отличие от штам-

мов, не имеющих гена fap1 (рис., III обложка).

Штаммы K. oxytoca, выделенные от лиц с вос-

палительными процессами, так же как и штам-

мы K. pneumoniae, содержали гены вирулентно-

сти (табл. 3).

При этом, штаммы K. oxytoca, выделенные 

от людей с гайморитом, имели гены вирулент-

ности MrkD, magA, kfu, которые характерны для 

штаммов K. pneumoniae (табл. 4).

В фенотипических тестах установлено, что 

индекс адгезии у штаммов K. oxytoca, выделен-

ных от больных, в 4 раза выше, чем у штаммов 

этого вида, выделенных от здоровых лиц. Так, 

штаммы K. oxytoca, выделенные от лиц с гай-

моритом, имели индекс адгезии 20,75±6,4, 

в то время, как у штаммов, выделенных от здо-

ровых лиц, он был равен 5,6±1,1.

Обсуждение

Пейзаж видов стрептококков, выделенных 

от лиц с воспалительными процессами верх-

них дыхательных путей, отличался более узким 

спектром видов стрептококков, чем у здоровых 

лиц. Кроме того, от лиц с заболеваниями, наря-

ду с S. agalactiae, S. pneumoniae и S. pyogenes, были 

выделены S. mitis, S. anginosus, S. oralis и в еди-

ничных случаях S. dysgalactiae, S. intermedius, 

S. mutans, S. salivarius. Если 3 первых вида давно 

известны своей причастностью к развитию вос-

палительных процессов в силу наличия боль-

шого набора факторов патогенности, то осталь-

ные виды все еще продолжают считаться ком-

менсалами или условно-патогенными микро-

Таблица 1. Частота встречаемости генов 

вирулентности среди штаммов S. mitis, 

S. anginosus, S. oralis при различных состояниях 

обследуемых

Table 1. The frequency of occurrence of virulence 
genes among strains S. mitis, S. anginosus, S. oralis 
in different status of the examined patient 
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Гены вирулентности

Virulence genes

sagA lmb fap1 ply lytA

S. mitis

n = 28
Больные

Patients
3 4 4 1 1

n = 25
Здоровые

Healthy
– 1 1 – –

S. anginosus

n = 17
Больные

Patients
– 2 3 1 –

n = 4
Здоровые

Healthy
– – 1 – –

S. oralis

n = 16
Больные

Patients
– 2 2 3 4

n = 8
Здоровые

Healthy
– 1 2 – –

Таблица 2. Адгезивная активность штаммов 

Streptococcus spp. c наличием гена lmb 

по отношению к клеткам буккального эпителия

Table 2. Adhesive activity of strains of Streptococcus spp. 
with the presence of the lmb gene to buccal epithelial cells

Стрептококки

Streptococcus spp.

Индекс адгезии штаммов, M±m

The adhesion index of strains, M±m

Здоровые

Healthy
Больные

Patients

S. mitis 4,5±0,6 8,2±0,7

S. anginosus 3,3±0,3 11,1±1,2

S. oralis 2,8±0,2 6,10±0,9

Таблица 3. Частота встречаемости генов 

вирулентности у штаммов K. pneumoniae 

и K. oxytoca

Table 3. Incidence of virulence genes in K. pneumoniae 
and K. oxytoca strains

Klebsiella spp.

Доля штаммов Klebsiella spp., 
несущих гены вирулентности, %

The proportion of strains of Klebsiella spp., 
carrying virulence genes, %

MrkD magA kfu

K. pneumoniae 35,4 40,2 23,2

K. oxytoca 20,9 37,2 23,3
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организмами. Именно частое обнаружение 

S. mitis, S. anginosus, S. oralis у больных с воспа-

лительными процессами в верхних дыхатель-

ных путях послужило причиной изучения у них 

факторов патогенности.

По результатам исследования генетических 

маркеров вирулентности штаммы S. mitis, вы-

деленные от больных лиц, обладали наиболь-

шим набором изучаемых генов, в том числе 

гена sagA, принимающего участие в выработ-

ке стрептолизина. В то же время у этого вида 

стрептококков при выделении от больных при-

сутствовали гены, отвечающие за адгезивную 

активность и способность к биопленкообразо-

ванию. Очевидно, именно эти факторы способ-

ствовали хронизации инфекции у больных лиц, 

что подтверждалось выделением их от больных 

с хроническим фарингитом и тонзиллитом.

В результате исследования фенотипичес-

ких маркеров адгезивности было выявлено, что 

штаммы изучаемых видов стрептококков, выде-

ленные от лиц с воспалительными процессами 

респираторного тракта, были более адгезивны-

ми, чем штаммы тех же видов, выделенные от здо-

ровых лиц. По-видимому тесные генетичес кие 

связи между стрептококками S. pneumoniaе, S. mitis 

и S. oralis, описанные ранее, дают возможность 

близкородственным микроорганизмам иметь 

сходные факторы патогенности.

Такое же соответствие наблюдалось при из-

учении фенотипических маркеров биопленко-

образования: штаммы стрептококков, выделен-

ные от больных лиц, несущие гены, отвечаю-

щие за способность к образованию биопленок, 

формировали ее подобно патогенным видам 

стрептококков. Как видно из фотографий био-

пленок, их плотность примерно одинакова 

у штаммов патогенных и условно-патогенных 

видов стрептококков, выделенных в одинако-

вых условиях. Поскольку масштабные иссле-

дования по выявлению различных факторов 

патогенности у этих видов стрептококков, вы-

деленных от больных и здоровых лиц, ранее 

не проводились, то единичные такие находки 

ранее рассматривались как случайность [3].

При изучении штаммов клебсиелл, выде-

ленных в исследовании, обращает на себя вни-

мание тот факт, что при воспалительных про-

цессах верхних дыхательных путей чаще выде-

лялся вид K. pneumoniae, реже — K. oxytoca. Гены 

вирулентности, отвечающие за адгезивную ак-

тивность, также чаще встречались у штаммов 

K. pneumoniae, в то время как гены, отвечающие 

за формирование капсулы и связывание желе-

за в среде, были почти с одинаковой частотой 

представлены у микроорганизмов обоих видов.

Однако при детальном изучении факторов 

патогенности штаммов K. oxytoca выявлено, что 

этот вид чаще всего встречается при гайморитах 

и характеризуется наличием нескольких марке-

ров вирулентности. В то же время от здоровых 

лиц не было выделено штаммов с геном magA, 

участвующим в капсулообразовании; редко 

встречались штаммы, несущие гены magA и kfu, 

отвечающие за адгезию и перенос железа в бак-

териальную клетку. Более того, в фенотипичес-

ких тестах была подтверждена экспрессия гена 

magA именно у штаммов K. oxytoca, выделенных 

от больных лиц. Собранные факты подтверж-

дают важность изучения факторов патогеннос-

ти у бактерий, относящихся к группе условно-

патогенных, а не обоснования результатов бак-

териологического исследования только на при-

надлежности выделенного микроорганизма 

к патогенному виду.

Заключение

Для подтверждения этиологической роли ус-

ловно-патогенного микроорганизма в развитии 

инфекционного процесса необходимо руковод-

ствоваться данными о генетических и феноти-

пических маркерах вирулентности выделенно-

го штамма. Это поможет назначить адекватную 

терапию на ранних этапах инфекционного про-

цесса и предотвратить развитие осложнений.
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Таблица 4. Частота встречаемости генов 

вирулентности у штаммов K. oxytoca

Table 4. Incidence of virulence genes in K. oxytoca 
strains

Группы 
обследованных

Investigated 
groups

Доля штаммов K. oxytoca, 
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Резюме. В апреле 2018 г. проведен анализ состояния уровня коллективного иммунитета к вирусу кори у 1899 

сотрудников отдельной больницы г. Москвы в возрасте от 19 до 69 лет и старше в рамках государственной 

программы элиминации кори. В медицинской карте у всех работников имелась запись о наличии вакцина-

ции или перенесенной кори. Из сывороток исследованных методом ИФА на наличие IgG-антител к вирусу 

кори с использованием тест-системы «Вектор-Бест IgG-корь» (Россия) 278 (14,6%) были серонегативными 

(< 0,18 МЕ/мл), 1621 (85,4%) — серопозитивными (≥ 0,18 МЕ/мл). При распределении 1855 сывороток по груп-

пам в зависимости от возраста установлено, что среди лиц 19–23 лет доля серонегативных равна 38,5%; 24–28 

и 29–33 лет — 22,2%; 34–38 лет — 27,5%; 39–43 лет — 25,8%; 44–48 лет — 16,8%; 49–53 и 54–58 лет — 8,6 и 8,3%; 

59–63 лет — 4,9%; 64–68 и старше 69 лет — 0%. Средний уровень IgG-антител к вирусу кори увеличивался про-

порционально возрасту сотрудников от 0,58 МЕ/мл (19–23 года) до 2,94–2,72 МЕ/мл (64–68 и старше 69 лет). 

Полученные результаты указывают, что среди сотрудников молодого и среднего возраста (с 19 до 48 лет) вы-

является когорта лиц, восприимчивых к кори — от 38,5 до 16,8% . Предполагается, что полученные в детстве 

2 дозы вакцины не способствуют длительному сохранению защитных уровней антител, в связи с чем возни-

кает необходимость введения 3 дозы препарата.

Ключевые слова: коллективный иммунитет, корь, антитела к вирусу кори.
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LEVEL OF MEASLES HERD IMMUNITY ASSESSED IN HOSPITAL MEDICAL WORKERS WITHIN 

A  FRAMEWORK OF THE STATE MEASLES ELIMINATION PROGRAM

Kostinov M.P.a,b, Filatov N.N.a,b, Zhuravlev P.I.a, Gladkova L.S.c,d, Polischuk V.B.a, Shmitko A.D.a, Pakhomov D.V.a, 

Khromova E.A.a, Vasilyeva G.V.a, Tikhonova I.A.c, Ryzhov A.A.a, Blagovidov D.A.a, Kostinova A.M.e

a Mechnikov Research Institute of Vaccines and Sera, Moscow, Russian Federation
b I.M. Sechenov First Moscow State Medical University , Moscow, Russian Federation 
c The City Clinical Hospital named after D.D. Pletnev of the Moscow City Health Department, Moscow, Russian Federation
d Moscow State University of Food Industries, Moscow, Russian Federation
e National Research Center Institute of Immunology, Moscow, Russian Federation

Abstract. Within a framework of the state measles elimination program, in April, 2018 a level of measles herd immunity 

was assessed in 1899 Moscow hospital medical workers aged from 19 to 69 years and older. All subjects enrolled in the study 

were vaccinated against measles or recovered after measles infection. Serum samples were collected from subjects and 

examined by ELISA for measles IgG antibodies with the Vector-Best IgG-measle test system (Russia). It was found that 

278 (14.6%) and 1621 (85.4%) subjects were seronegative (< 0.18 IU/mL) and seropositive (≥ 0.18 IU/ml), respectively. Age-

related group distribution of 1855 serum samples revealed that percentage of seronegative subjects was in: aged 19–23 years 

was –38.5%; 24–28 and 29–33 years — 22.2%; 34–38 years — 27.5%; 39–43 years — 25.8%; 44–48 years — 16.8%; 49–53 

and 54–58 years — 8.6% and 8.3%, respectively; 59–63 years old — 4.9%; 64–68 and over 69 years old — 0%. Moreover, 

mean level of measles IgG antibodies increased proportionally to age of medical workers from 0.58 IU/ml (19–23 years) 

to 2.94–2.72 IU/ml (64–68 and over 69 years). The data obtained indicate that a cohort of measles susceptible subjects 

(from 38.5% to 16.8%), respectively, is identified among young and middle age (from 19 to 48 years) individuals. It is as-

sumed that two-dose measles vaccination in childhood does not contribute to the long-term preservation of protective 

levels of measles antibodies, thereby justifying a need to administer a three-dose measles vaccine.

Key words: collective immunity, measles, antibodies to measles virus.

Введение

Ликвидация кори продолжает оставать-

ся одной из приоритетных задач ВОЗ [34]. 

В Российской Федерации корь — инфекция с не-

предсказуемыми вспышками, несмотря на мас-

совую вакцинацию населения вплоть до 35-лет-

него возраста и иммунизацию до 55 лет работни-

ков, относящихся к группам риска (работников 

медицинских, образовательных учреждений, 

организаций торговли, транспорта, коммуналь-

ной и социальной сферы) [19, 22]. Можно пере-

числить большое количество причин, но не-

оспорим тот факт, что коревая инфекция реги-

стрируется среди различных возрастных групп 

как невакцинированных, так и привитых лиц. 

По данным федерального государственного ста-

тистического наблюдения «Сведения об инфек-

ционных и паразитарных заболевания» в 2017 г. 

в РФ зарегистрировано 725 случаев кори, пока-

затель заболеваемости составил 0,5 на 100 тыс. 

населения. Заболевания кори зарегистрирова-

ны в 31 субъекте РФ. Наибольшее число забо-

левших зарегистрировано в г. Москве — 333 слу-

чая (2,72 на 100 тыс. населения), Московской об-

ласти — 153 случая (2,1 на 100 тыс. населения). 

Зафиксированы групповые очаги, в том числе 

в организованных коллективах и медицинских 

организациях [20, 21].

Необычными кажутся случаи заболевания 

корью среди медицинских работников, кото-

рые, казалось бы, в первую очередь должны 

быть защищены от инфицирования, поскольку 

данная профессия обязывает не только лечить 

болезнь, но и проводить профилактические ме-

роприятия по борьбе с любой инфекционной 

патологией. Согласно распорядительным до-

кументам с 2014 г. при работе в медицинских 

учреждениях все сотрудники имеют докумен-

тально подтвержденные сведения о проведен-

ных профилактических прививках, в том чис-

ле против вируса кори. Тем не менее, в Москве 

регистрируются внутрибольничные вспышки 

кори среди пациентов и медицинских работни-

ков. Так, по данным Роспотребнадзора в городе 

Москве, в 2017 г. в Москве было зарегистрирова-

но 8 внутрибольничных вспышек, а за 4 месяца 

2018 г. — 9. Однако остается неопределенным, 

восприимчивы ли к данной вакциноуправляе-

мой инфекции работники медицинских орга-

низаций или нет, что и явилось предметом на-

стоящего исследования. Цель исследования — 

изучение иммунитета к вирусу кори у сотруд-

ников городской клинической больницы.

Материалы и методы

Исследовано 1899 сывороток крови пер-

сонала одной из клинических больниц 

г. Москвы. Сроки взятия крови и определения 

уровней IgG-антител к вирусу кори — апрель 

2018 г. — установлены согласно распоряжению 

Департамента здравоохранения г. Москвы. 

Возраст сотрудников составлял от 19 до 68 лет. 
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Отдельную группу составляли лица старше 

69 лет (59 человек). На момент обследования 

участники не имели острых респираторных за-

болеваний и обострения сопутствующей сома-

тической патологии. Прививочному анамнезу, 

а также сведениям о перенесенной коревой ин-

фекции отдельного значения не придавалось, 

поскольку для нас была важна оценка коллек-

тивного иммунитета, без учета информации 

в амбулаторной карте у лиц до 55 лет; в меди-

цинской карте данная строка была помечена 

одним из указанных ответов: «привит» или «бо-

лел». Организация работы по забору и транс-

портировке материала осуществлялась госпи-

тальными эпидемиологами больницы, иссле-

дование сывороток — сотрудниками лаборато-

рии вакцинопрофилактики и иммунотерапии 

аллергических заболеваний ФГБНУ НИИ вак-

цин и сывороток им. И.И. Мечникова.

Сыворотки крови (без замораживания) ис-

следовали в ИФА на наличие IgG-антител 

к вирусу кори с использованием тест-системы 

«Вектор-Бест IgG-корь» (Россия) согласно 

прилагаемой нормативно-технической до-

кументации. В соответствие с инструкцией 

по расчету количественного определения IgG-

антител к вирусу кори результат анализа счи-

тался отрицательным, если концентрация 

антител в исследуемом образце была менее 

0,12 МЕ/мл; положительным — если более или 

равна 0,18 МЕ/мл. Также к отрицательным 

(серонегативным) были отнесены сыворотки 

с неопределенной концентрацией IgG-антител 

к вирусу кори (в диапазоне 0,12–0,18 МЕ/мл), 

поскольку данный уровень антител не может 

считаться достоверно защитным.

При анализе полученных результатов для 

каждой возрастной группы проведены расче-

ты средних геометрических уровней антител, 

стандартного отклонения и доверительных 

интервалов, а также определен процент лиц 

с защитными уровнями антител к вирусу кори 

по отдельным группам.

Статистическую обработку полученных 

данных осуществляли с использованием па-

кета компьютерных программ Microsoft Excel 

2010.

Результаты

Из исследованных 1899 сывороток 278 

(14,6%) были серонегативными, 1621 (85,4%) — 

серопозитивными (≥ 0,18 МЕ/мл) к вирусу 

кори. При анализе сывороток в зависимости 

от возраста в исследование включено 1855 об-

разцов, так как данных о 44 сотрудниках боль-

ницы не было указано (табл.).

Показано, что по мере увеличения возрас-

та работников медицинского учреждения доля 

серонегативных снижалась с 38,5% для лиц 

18–23 лет до 0% для сотрудников в возрасте 64 

и более лет. При этом обращает на себя внима-

ние тот факт, что самые молодые сотрудники 

(19–23 лет), получившие ревакцинацию в воз-

расте 6–7 лет, спустя 13–17 лет составили груп-

пу с наибольшей долей (38,5%) серонегативных 

к вирусу кори лиц. Группа работников в воз-

расте 24–48 лет также характеризовалась на-

личием большого количества серонегативных 

лиц — от 16,8 до 27,5%. Относительно сотруд-

ников медицинского учреждения в возрасте 

49–58 лет исследование показало, что число се-

ронегативных среди них было меньше в среднем 

в 2 раза по сравнению с сотрудниками в возрас-

те 24–48 лет и составляло 8,3–8,6%. Среди лиц 

59–63 лет встречались единичные лица без за-

щитных уровней антител (4,9%), а в группе стар-

ше 64 лет серонегативных лиц не встречалось.

Следует отметить, что средний геометри-

ческий уровень IgG-антител к вирусу кори 

увеличивался пропорционально возрасту со-

трудников от 0,58 МЕ/мл (19–23 года) до 2,94 — 

2,72 МЕ/мл (64–68 лет) и старше 69 лет (рис.). 

То есть чем меньше в группе регистрировалась 

доля серонегативных лиц, тем выше был уро-

вень IgG-антител к вирусу кори.

Обсуждение

Эпидемическая ситуация по кори считается 

благополучной, если процент серонегативных 

лиц в популяции составляет менее 7%. Исходя 

из полученных результатов, среди работников 

отдельного медицинского учреждения выяв-

лена когорта серонегативных к вирусу кори 

лиц (14,6%) в 2 раза выше предусмотренной 

нормативом, что может служить источником 

вспышки коревой инфекции при неблагопри-

ятной эпидемической ситуации.

Причина регистрации большего количе-

ства серонегативных лиц (38,5–16,8%) среди 

молодых сотрудников больницы (18–48 лет) 

вероятно связана с формированием непроч-

ного иммунитета после введения одной или 

двух доз вакцин для лиц рожденных после 

1980 г., так как введение бустерной (второй) 

дозы вакцины в рамках Национального кален-

даря профилактических прививок регламен-

тировано с 1987 г. Также следует принимать 

во внимание, что вакцинация детей в возрасте 

12 месяцев и ревакцинация в 6–7 лет (согласно 

Национальному календарю профилактичес-

ких прививок РФ)  при наличии какой-либо 

сопутствующей патологии не приводит к 100% 
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формированию защитных уровней специфи-

ческих антител к вирусу кори. Доказано, что 

у детей с частыми респираторными инфекци-

ями, возникающими преимущественно при 

патологии ЛОР-органов, аллергическими за-

болеваниями доля серонегативных лиц через 

1 год после завершения ревакцинации дости-

гает 30,4–33,3% случаев [6, 7, 9, 10, 14, 23, 25, 27].

Заболеванию корью детей первого года жиз-

ни, до вакцинации, может способствовать на-

личие акушерской патологии у матери во время 

беременности и нарушение трансплацентар-

ной передачи антител. В работах отечествен-

ных авторов доказано, что доля серонегатив-

ных среди новорожденных детей, рожденных 

от серопозитивных матерей с плацентарной 

недостаточностью, гестозамии и др., может до-

стигать 30% [2, 16, 32, 33].

Следует отметить, что полученные нами 

результаты распределения долей серонегатив-

ных лиц в возрастных группах 19–23 (38,5%) 

и 39–43 лет (25,8%) являются аналогичными 

исследованию сывороток крови пациентов 

18–40 лет в Гвинейской Республике, в котором 

доля серонегативных лиц составила 28,5±5,1 

от числа обследованных [24].

Регистрируемые нами результаты по нали-

чию прямой зависимости между уровнем за-

щитных специфических IgG-антител к вирусу 

кори и возрастом персонала городской клини-

ческой больницы согласуются с ранее полу-

ченными при исследовании пуповинной крови 

новорожденных (672 сыворотки). Как было по-

казано, с увеличением возраста матерей коли-

чество серонегативных лиц снижалось (11,8%), 

а уровень защитных специфических анти-

тел возрастал, составляя для лиц 36–43 лет 

(0,98 МЕ/мл) [16, 29, 33]. Следует отметить, 

что у медицинских сотрудников аналогичного 

возраста средний уровень IgG-антител к виру-

су кори составлял 1,01 МЕ/мл, что не отлича-

лось от лиц в общей популяции.

У лиц старше 50 лет снижение доли сероне-

гативных и значительное увеличение уровня 

IgG-антител к вирусу кори, вероятно, может 

быть объяснено перенесенной в той или иной 

форме коревой инфекцией, так как вакци-

нация против кори проводится с 1968 г. Хотя 

нельзя исключить роль вакцинации данной 

группы уже после перенесенной ранее инфек-

ции. Также обращает на себя внимание, что 

у молодых сотрудников больницы в возрас-

Таблица. Доля серонегативных и серопозитивных к вирусу кори лиц у сотрудников медицинского 

учреждения в зависимости от возраста

Table. Proportion of individuals with protective anti-measles antibody levels and seronegative individuals to measles 
virus of medical staff depending on age

Показатели

Indicators
Число обследованных

The number of examined

Возраст, лет

Age, years
19–23 24–28 29–33 34–38 39–43 44–48 49–53 54–58 59–63 64–68 69 < 

N 39 90 117 200 213 285 244 277 203 128 59

Лица с защитными 
титрами антител

Individuals with protective 
anti-measles antibody 
levels

24 70 91 145 158 237 223 254 193 128 59

Доля лиц с защитными 
титрами антител, %

Proportion of individuals 
with protective anti-measles 
antibody levels, %

61,5 77,8 77,8 72,5 74,2 83,2 91,4 91,7 94,1 100 100

Доверительные 
интервалы 95%

Confidence intervals 95%

45,87–
75,14

68,08–
85,2

69,38–
84,41

65,92–
78,23

67,89–
79,61

78,36–
87,08

87,15–
94,36

87,8–
94,45

91,06–
97,41

96,5–
100,59

92,69–
101,2

Доля серонегативных 
лиц, %

Proportion of seronegative 
individuals, %

38,5 22,2 22,2 27,5 25,8 16,8 8,6 8,3 5,9 0 0

Доверительные 
интервалы 95%

Confidence intervals 95%

24,86–
56,13

14,8–
31,92

13,41–
27,84

21,77–
34,08

20,39–
32,11

12,92–
21,64

5,64–
12,85

5,55–
12,20

2,59–
8,94

0,0–
3,5

0,0–
7,31
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те от 19 до 43 лет регистрируются невысокие 

уровни IgG-антител к вирусу кори — от 0,58 

до 1,01 МЕ/мл. Вероятно, с возрастом концен-

трация антител будет снижаться, что приведет 

к необходимости дополнительного введение 

вакцины против кори. В связи с этим приня-

тая в настоящее время государством стратегия 

вакцинации от кори лиц до 55 лет оправдана. 

При возникновении необходимости предвак-

цинальное серомониторирование тоже имеет 

право на существование.

На практике часто возникает вопрос, яв-

ляется ли вакцинация опасной для пациен-

та ранее перенесшего атипичную форму ко-

ревой инфекции или получавшего в рамках 

Национального календаря прививок 2 дозы 

вакцины? Наш опыт показывает, что это без-

опасно, а для пациентов с нарушенным со-

стоянием здоровья введение третьей дозы вак-

цины является необходимым [3, 5, 8, 11, 28]. 

Вероятно, в будущем при накоплении больше-

го количества материала как по эпидемичес-

кой ситуации по кори, так и по длительности 

сохранения поствакцинального иммунитета 

среди различных возрастных групп населения, 

введение третьей дозы вакцины против кори 

станет обязательным и будет осуществляться 

в массовом порядке у школьников в возрас-

те 14–15 лет (одновременно с ревакцинацией 

против дифтерии, столбняка и полиомиелита) 

[17, 18].

Другим подходом к решению проблемы 

распространения кори, особенно в настоящее 

время, может явиться сочетанная вакцинация 

против кори с применением одного из препа-

ратов с иммунокорригирующим действием, 

который способствует синтезу специфических 

антител в более высоких значениях и на более 

длительный срок [1, 7, 12, 13, 30, 31].

Заключение

На современном этапе при неблагоприят-

ной эпидемической ситуации в г. Москве, мо-

ниторирование уровня антител к вирусу кори 

среди работников медицинских организаций 

является приоритетным, дающим «истинное» 

представление о напряженности иммунитета 

к кори. В случае отсутствия возможности ис-

следования сотрудников, в первую очередь 

следует вакцинировать против кори молодых 

работников учреждения, особенно лиц 19–

23 лет; во вторую очередь — лиц в возрасте 24–

48 лет. Сотрудники в возрасте 49–63 лет пред-

ставляют наименьшую опасность по инфици-

рованию корью, но с учетом вероятности нали-

чия единичных серонегативных лиц в данной 

возрастной группе могут быть вакцинированы 

в последнюю очередь. Сотрудники старше-

го возраста — 64 и более лет, не представляют 

опасности по инфицированию корью, однако 

не может быть исключена вероятность транзи-

торного переноса ими вируса на слизистой но-

соглотки в случае контакта с больным.

Выбор вакцинного препарата, а именно 

моновалентного или ассоциированного с эпи-

демическим паротитом, краснухой, определя-

ется индивидуально, так же как и возможность 

одномоментной вакцинации против кори 

и других инфекционных заболеваний. Все вак-

цинные препараты безопасны и иммуногенны 

вне зависимости от производителя [12, 25].

Рисунок. Уровень IgG-АТ к вирусу кори у сотрудников медицинского учреждения в зависимости 

от возраста

Figure. Anti-measles IgG antibody levels among examined medical staff depending on age
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Резюме. Несмотря на приверженность большинства стран политике массовой вакцинации населения против 

кори, все еще не удается достичь элиминации этой инфекции. По всему миру отмечаются вспышки кори, где 

подавляющее большинство заболевших относится к возрасту 18–35 лет. Исследования противокоревых IgG-

антител в разных регионах России выявляют повышение уровня серонегативных к вирусу кори среди молодых 

взрослых. Целью настоящего исследования было изучить процессы формирования гуморального и клеточно-

го иммунитета в ответ на прививку против кори у серонегативных взрослых в возрасте от 18 до 30 лет. В иссле-

довании участвовали 50 здоровых добровольцев в возрасте от 18 до 30 лет, серонегативных в отношении анти-

тел к кори. Уровень противокоревых IgM и IgG определяли методом ИФА (Вектор-Бест, Россия). Субклассы 

специфических IgG-антител определяли методом ИФА, заменив IgG-конъюгат на IgG1-, IgG2-, IgG3-, IgG4-

конъюгаты, специфические IgA-антитела определяли методом ИФА с использованием IgA-конъюгата (Поли-

гност, Россия) в концентрации 1 мкг/мл. Авидность антител определяли методом ИФА (Euroimmun, Герма-

ния). Клеточный противокоревой иммунитет оценивали по уровню экспрессии CD107a на CD8hi-лимфоцитах 

в ответ на антигены вирусов кори. Специфический клеточный ответ на антигены вирусов кори до вакцинации 

был выявлен у 50% обследованных лиц, у 40% противокоревого клеточного иммунного ответа не было, а у 10% 

ответ был расценен как сомнительный. Через 6 недель после вакцинации все привитые выработали специфи-

ческие IgG-антитела против вируса кори в защитном количестве 1,33 (0,85–1,82) МЕ/мл [Me (LQ–UQ)]. Про-

тивокоревые IgA-антитела составили 0,655 (0,423–1,208) МЕ/мл [Me (LQ–UQ)]. Специфических IgM-антител 

через 6 недель после вакцинации не обнаружено. Первичным типом иммунного ответа (преобладание низко-

авидных специфических антител IgG3-субкласса) реагировали на прививку 24 из 50 человек, а вторичный тип 

иммунного ответа (высокоавидные противокоревые антитела преимущественно IgG1-субкласса) продемон-

стрировали 26 человек. Специфический клеточный иммунный ответ на антигены вируса кори был обнаружен 

у 47 из 50 обследованных, у 3 человек ответ был расценен как сомнительный. Дальнейший анализ позволил 

выделить группу людей, не вакцинированных против кори (18 человек), хотя у 60% из них имелись сведения 

о двукратной прививке в детстве, и группу вакцинированных в детстве от кори (32 человека), утерявших в про-

цессе жизни защитные антитела (23 человека), антитела (плазматические клетки) и Т-клетки памяти (3 челове-

ка), антитела и В-клетки памяти (6 человек). Такое распределение свидетельствует о том, что клеточный и гу-

моральный иммунный ответы против вирусов кори формируются и сохраняются независимо друг от друга.

Ключевые слова: корь, антитела, специфический клеточный иммунитет, вакцинация взрослых.
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FORMATION OF HUMORAL AND CELLULAR IMMUNITY TO MEASLES VACCINE IN ADULTS

Toptygina A.P.a,с, Andreev Yu.Yu.a, Smerdova M.A.a, Zetkin A.Yu.b, Klykova T.G.b

a G.N. Gabrichevsky Research Institute for Epidemiology and Microbiology, Moscow, Russian Federation
b Main Center of State Sanitary and Epidemiological Supervision (of special purpose) of the Ministry of Defense of the Russian 

Federation, Moscow, Russian Federation
c Lomonosov Moscow State University, Moscow, Russian Federation

Abstract. Despite adherence to the policy of mass measles vaccination in the majority of countries, this infection still 

remains far from being fully eradicated. Measles outbreaks are reported worldwide, when the vast majority of cases are 

recorded in subjects of 18–35 years of age. Studies on assessing measles IgG antibody level in different regions of Russia 

reveal increased percentage of measles seronegative subjects among young adults. Current study was aimed at investigat-

ing formation of humoral and cellular immunity after measles vaccination in seronegative adults aged 18 to 30 years old. 

There were enrolled 50 measles seronegative healthy volunteers aged 18 to 30 years old. Level of anti-measles IgM and IgG 

antibodies was measured by ELISA (Vector-Best, Russia). Subclasses of measles specific IgG antibodies were analyzed 

by ELISA, by replacing IgG conjugate for IgG1, IgG2, IgG3, IgG4 conjugates, whereas measles specific IgA antibodies 

were estimated by ELISA with IgA conjugate (Polygnost, Russia) at a concentration of 1 μg/ml. Antibody avidity was 

assessed by ELISA (Euroimmun, Germany). Cell-mediated measles immunity was estimated by CD107a surface expres-

sion on CD8hi T cell subset stimulated by measles virus-derived antigens. A specific cellular response to measles antigens 

before vaccination was detected in 50% of examined subjects, whereas 40% samples showed no signs of cellular immune 

response, with 10% of remaining cases described as equivocal. It was found that 6 weeks after vaccination all vaccinated 

subjects developed measles specific IgG antibodies at protective level reaching 1.33 (0.85–1.82) IU/ml [Me (LQ–UQ)]. 

Anti-measles IgA antibodies were of 0.655 (0.423–1.208) IU/ml [Me (LQ–UQ)]. However, no measles specific IgM an-

tibodies were detected 6 weeks after vaccination. In addition, primary type of immune response (dominant low-avidity 

anti-measles antibodies IgG3 subclass) to measles vaccination was observed in 24 out of 50 subjects, whereas 26 sub-

jects developed secondary type of immune response (high-avidity anti-measles antibodies dominated by IgG1 subclass). 

A measles specific cellular immune response was observed in 47 of the 50 examined subjects, and in 3 volunteers it was 

equivocal. Further analysis revealed a cohort of subjects who were not vaccinated against measles (18 subjects), although 

60% of them provided medical record on previous dual measles vaccination occurred in childhood. Another cohort con-

sisted of subjects who had medical record of measles vaccination in childhood (32 subjects), but lost protective measles 

antibodies produced by plasma cells (23 subjects), and memory T cells (3 subjects), or measles antibodies and memory 

B cells (6 subjects) over time. Such pattern evidences that measles-specific cellular and humoral arms immune responses 

were developed and maintained independently of each other.

Key words: measles, antibodies, specific cellular immunity, vaccination of adults.

Введение

Политика массовой вакцинации населения 

против кори, провозглашенная ВОЗ с целью 

элиминации этой опасной инфекции, приве-

ла к снижению заболеваемости и смертности 

от кори [23]. Тем не менее достичь элиминации 

этой инфекции пока не удается, и на первый 

план стали выступать проблемы заболевае-

мости вакцинированных в детстве взрослых. 

[16, 19]. По всему миру отмечаются вспышки 

кори, где подавляющее большинство заболев-

ших относится к возрасту 18–35 лет [15, 18, 21]. 

Проводимые исследования уровня противо-

коревых IgG-антител в разных регионах нашей 

страны выявляют повышение уровня серонега-

тивных к вирусу кори среди молодых здоровых 

взрослых [1, 2, 4, 14]. При этом 40–80% этих лю-

дей были привиты в детстве от кори, согласно 

прививочным документам, вторая часть обсле-

дованных либо не прививалась, либо не имела 

прививочных документов. Неясно, эти сероне-

гативные действительно были привиты в дет-

стве и утратили со временем защитный уровень 

антител, или вакцинация была проведена нека-

чественно, а, возможно, и вовсе не проводилась. 

Известно, что после вакцинации образуется 

не только гуморальный, но и специфический 

клеточный иммунитет, десятилетиями сохра-

няющийся в иммунном организме [12]. Кроме 

того, по спектру субклассов специфических 

IgG, формирующихся после прививки, можно 

понять, был ли данный человек ранее привит 

(реагирует на вакцинацию по вторичному типу 

иммунного ответа) или нет (первичный тип им-

мунного ответа) [10].

В связи с вышесказанным, целью настоя-

щего исследования было изучить процессы 

формирования гуморального и клеточного 

иммунитета в ответ на прививку против виру-

сов кори у серонегативных взрослых в возрасте 

от 18 до 30 лет.

Материалы и методы

По результатам предварительного исследова-

ния сывороток крови от здоровых добровольцев 

в возрасте от 18 до 30 лет было выявлено 50 чело-
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век, не имевших антител к вирусу кори. Эти 50 че-

ловек составили группу обследуемых. В этой 

группе было проведено исследование специфи-

ческого клеточного иммунитета к антигенам ви-

руса кори. Затем все 50 человек были вакцини-

рованы против кори вакциной коревой культу-

ральной живой (Микроген, Россия, серия М231), 

согласно инструкции 0,5 мл подкожно однократ-

но. Через 6 недель после вакцинации было про-

ведено повторное исследование уровня специ-

фических антител и специфического клеточного 

иммунитета против вирусов кори. Работа была 

одобрена локальным этическим комитетом 

ФБУН МНИИЭМ им. Г.Н. Габричевского, обсле-

дованные подписывали информированное со-

гласие на участие в исследованиях. Взятие крови 

осуществляли из локтевой вены в количестве 

4 мл в пробирки с гелем и с гепарином натрия. 

Сыворотку крови, полученную центрифугиро-

ванием, разливали в пробирки типа Эппендорф, 

замораживали и хранили до использования при 

–70°С. Специфические IgM- и IgG-антитела 

в сыворотке крови определяли методом ИФА 

с помощью тест-систем фирмы «Вектор-Бест» 

(Россия) «ВектоКорь-IgM» и «ВектоКорь-IgG». 

Оценку специфической активности сывороток 

проводили согласно инструкции, прилагаемой 

к наборам. Защитным уровнем IgG для кори 

считали показатель 0,2 МЕ/мл [22]. Субклассы 

специфических IgG-антител определяли так-

же методом ИФА в модификации [11]. Коротко: 

мы использовали 96-луночные панели, покры-

тые антигенами кори от коммерческого набора 

«ВектоКорь IgG», в качестве конъюгата исполь-

зовали меченные пероксидазой анти-IgG1, IgG2, 

IgG3 и IgG4, а также анти-IgA моноклональные 

антитела (Полигност, Россия) в концентрации 

1 мкг/мл. Авидность антител определяли ме-

тодом ИФА с помощью коммерческого набора 

(Euroimmun, Германия).

Оценку специфического клеточного им-

мунитета к антигенам вируса кори осущест-

вляли по ранее описанному методу [6, 12]. 

Коротко: фракцию мононуклеаров выделяли 

методом градиентного центрифугирования. 

Полученные лимфоциты культивировали в сре-

де RPMI-1640 с 10% эмбриональной телячьей 

сывороткой с добавлением или без (контроль) 

антигенов вирусов кори при 37°C в атмосфере 

5% CO2 и 100% влажности. Клетки окрашивали 

FITC-меченными антителами к CD8 и CD107a-

РЕ-Су5. Анализ на проточном цитометре 

FACSCantoII (технологии и программное обе-

спечение Becton Dickinson, США) позволил вы-

явить процент дважды положительных клеток, 

которые соответствовали дегранулировавшим 

цитотоксическим Т-лимфоцитам, распознав-

шим антиген вируса кори. Уровень спонтанной 

дегрануляции не превышал 1%.

Полученные результаты были подвергну-

ты статистической обработке с вычислением 

медианы, первой и третей квартили [Me (LQ–

UQ)] — для анализа концентрации антител 

и средней и ее ошибки (M±SE) — для анализа 

специфического клеточного иммунитета (про-

граммный пакет Microsoft Excel 10). Уровень p < 

0,05 считали значимым.

Результаты

Специфический клеточный ответ на анти-

гены вирусов кори до вакцинации против кори 

был выявлен у 50% обследованных лиц, у 40% 

специфического клеточного иммунного ответа 

на антигены кори обнаружено не было, а у 10% 

ответ был расценен как сомнительный. Иными 

словами, 20 из 50 человек не имели ни гумо-

рального, ни клеточного иммунитета против 

вируса кори, а, следовательно, могли заболеть 

при контакте с больным корью.

Через 6 недель после вакцинации было вы-

явлено, что все привитые выработали специфи-

ческие антитела против вируса кори в защит-

ном количестве. Средний уровень антител про-

тив вируса кори составил для IgG-антител 1,33 

(0,85–1,82) МЕ/мл [Me (LQ–UQ)]. Также были 

выявлены специфические противокоревые IgA-

антитела: 0,655 (0,423–1,208) МЕ/мл [Me (LQ–

UQ)]. Через 6 недель после вакцинации не было 

обнаружено специфических IgM-антител.

Ранее было показано, что первичный и вто-

ричный иммунный ответ различается по соотно-

шению субклассов специфических IgG-антител. 

Так для первичного иммунного ответа характер-

но преобладание IgG3-субкласса, а для вторич-

ного — IgG1-субкласса [8, 9, 10]. Для того чтобы 

понять, были ли те 20 человек, которые не имели 

ни антител, ни клеточного иммунитета к вирусу 

кори привиты, но утеряли иммунитет в процес-

се жизни, или они не были реально вакциниро-

ваны в детстве, было важно узнать, первичным 

или вторичным иммунным ответом реагируют 

они на вакцинацию против кори. Было прове-

дено разделение по спектру субклассов специ-

фических IgG [10] на подгруппу А, ответившую 

на вакцинацию первичным типом иммунного 

ответа, и подгруппу Б, ответившую на прививку 

вторичным иммунным ответом. Оказалось, что 

первичным типом иммунного ответа реагиро-

вали на прививку 24 из 50 человек, а вторичный 

тип иммунного ответа продемонстрировали 

26 человек, абсолютные значения полученных 

результатов представлены в таблице.

По уровню специфических IgG эти две под-

группы не различались, различия касались 

соотношения специфических IgG1- и IgG3-

субклассов и авидности антител. На рисунке 1 

хорошо видны различия в профилях субклас-
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сов IgG ответивших первичным (подгруппа А) 

и вторичным (подгруппа Б) типом иммунного 

ответа на вакцинацию против кори. В под-

группе А авидность антител колебалась от 27,5 

до 51,1% (медиана 39,8%), а в подгруппе Б — 

от 73,6 до 88,3% (медиана 82,8%).

Важно отметить, что 18 из 20 серонега-

тивных человек, не имевших до вакцинации 

и специфического клеточного иммунитета, от-

ветили на прививку первичным типом иммун-

ного ответа. Более того, в подгруппу А с пер-

вичным типом иммунного ответа попали 3 из 5 

первоначально серонегативных человек, имев-

ших сомнительный уровень специфического 

клеточного ответа на вирус кори и 3 также серо-

негативных, но имевших специфический кле-

точный ответ на антигены вируса кори до вак-

цинации. Два человека, не имевших ни гумо-

рального, ни клеточного иммунитета к вирусу 

кори до вакцинации ответили на прививку вто-

ричным типом иммунного ответа.

Специфический клеточный иммунный от-

вет на антигены вируса кори был обнаружен у 47 

из 50 обследованных. У 3 человек специфиче-

ский клеточный иммунный ответ был расценен 

как сомнительный (до вакцинации эти люди 

не имели специфического клеточного иммун-

ного ответа на антигены кори). Все остальные 

люди, не имевшие до вакцинации специфичес-

кого клеточного иммунного ответа на анти-

гены вируса кори, и те, чей ответ был исходно 

расценен как сомнительный, после вакцина-

ции продемонстрировали хороший уровень 

специфического клеточного иммунного ответа, 

по уровню равный ответу, который был у лиц, 

которые исходно имели клеточный иммунный 

ответ к вирусам кори (рис. 2). Группа обследо-

ванных, имевших специфический клеточный 

иммунный ответ к антигенам вируса кори еще 

до вакцинации, продемонстрировала значимое 

повышение этого показателя после вакцина-

ции (p < 0,05). Интересно, что из 3 человек, про-

демонстрировавших сомнительный уровень 

специфического клеточного иммунного ответа 

после вакцинации, у одного был невысокий, 

но защитный уровень антител, а два других 

имели высокий уровень антител к вирусу кори. 

При этом все они ответили на прививку пер-

вичным типом иммунного ответа.

Обсуждение

В результате проведенного исследования было 

показано, что у части молодых взрослых, серо-

негативных к антигенам вируса кори, имеется 

специ фический клеточный иммунитет к этому 

вирусу. Это свидетельствует о том, что эти люди 

были привиты от кори в детстве, но в процес-

се жизни утратили гуморальный и сохранили 

клеточный иммунитет к вирусу кори. Это на-

блюдение позволяет думать, что клеточный и гу-

Таблица. Показатели специфического гуморального иммунного ответа через 6 недель после 

вакцинации против вируса кори, Ме (LQ-HQ)

Table. Parameters of the specific humoral immune response in the 6 weeks after vaccination against measles virus, 
Ме (LQ-HQ)

IgG IgG1 IgG2 IgG3 IgG4 IgA
Авидность

Avidity
Первичный иммунный 
ответ (подгруппа А)

Primary immune 
response (subgroup A)

1,24
(0,69–1,95)

0,80
(0,56–0,98)

0
(0–0)

0,96
(0,67–1,02)

0
(0–0,12)

0,73
(0,51–1,29)

39,8
(34,2–43,1)

Вторичный иммунный 
ответ (подгруппа Б)

Secondary immune 
response (subgroup B)

1,35
(0,87–1,75)

1,18
(0,83–1,57)

0
(0–0)

0,22
(0,17–0,36)

0,12
(0–0,15)

0,61
(0,40–0,91)

82,8
(81,5–84,5)

Рисунок 1. Спектр субклассов противокоревых 

IgG-антител у первоначально серонегативных 

взрослых через 6 недель после прививки 

(в процентах от общего противокоревого IgG)

Figure 1. The subclasses’ spectrum of anti-measles IgG 
antibodies in initially seronegative adults in the 6 weeks 
after vaccination (as a percentage of total measles IgG)
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моральный иммунный ответы против вирусов 

кори сохраняются многие годы независимо друг 

от друга, внося каждый свой вклад в защиту орга-

низма от инфекции. Более того, после прививки 

против кори выявлено 4 возможных сочетания 

специфического клеточного и гуморального им-

мунного ответа: 1) с высоким уровнем антител 

и специфических Т-клеток; 2) с низким, но за-

щитным уровнем антител, и специфических 

Т-клеток; 3) сочетание высокого уровня антител 

и невысокого уровня специфических Т-клеток 

и 4) сочетание низкого, но защитного уров-

ня антител и высокого уровня специфических 

Т-клеток. Такое распределение свидетельствует 

о том, что клеточный и гуморальный иммунный 

ответ против вирусов кори формируются также 

независимо друг от друга. Следует подчеркнуть, 

что все 50 изначально серонегативных людей 

после вакцинации против кори сформирова-

ли защитные уровни специфических антител 

и специ фический клеточный иммунитет (в по-

следнем случае 3 человека ответили слабо, но все-

таки ответили). По-видимому, есть генетическая 

предрасположенность к превалированию гумо-

рального или клеточного типа иммунного ответа 

на конкретный антиген. Возможно, это связано 

с конкретными HLA-антигенами данного чело-

века, так как они отвечают за презентацию ви-

русного антигена Т-клеткам, а В-клетки в такой 

презентации не нуждаются [20]. Возможно, свою 

лепту вносят индивидуальные различия в уров-

нях продукции ключевых цитокинов [17].

Интересные результаты были получены при 

анализе спектра субкласссов специфических 

IgG. 18 из 20 человек, не имевших до прививки 

ни гуморального, ни клеточного иммунитета 

против вируса кори, ответили первичным ти-

пом иммунного ответа. По-видимому, эти люди 

не были привиты в детстве от кори. 23 из 26 че-

ловек изначально серонегативных, но имев-

ших специфический клеточный иммунитет 

против вирусов кори ответили по вторичному 

типу. Эти люди были привиты от кори в детстве, 

но утратили в процессе жизни защитные анти-

тела. Однако у них сохранились специфические 

цитотоксичес кие Т-лимфоциты, обеспечивав-

шие клеточный иммунитет к вирусу кори и, по-

видимому, у них сохранились В-клетки памяти. 

Эти клетки никак не проявляют себя, пока есть 

защитные антитела и нет встречи с вирусом. 

Но со времени вакцинации в детстве они несут 

перестроенные рецепторы, преимущественно 

IgG1-субкласса. Поэтому, при проведенной нами 

вакцинации (а для этой когорты — ревакцина-

ции), В-клетки памяти быстро активировались, 

воссоздали популяцию плазматических клеток 

с уже перестроенным рецептором, которые бы-

стро начали синтезировать специфические ан-

титела преимущественно IgG1-субкласса.

Эти два варианта ответа на вакцинацию 

можно назвать типичными. Важно понять, 

почему несколько человек ответили нетипич-

но. Так два человека, не имевших до прививки 

ни гуморального, ни клеточного иммунитета 

против вируса кори, ответили на вакцинацию 

вторичным типом иммунного ответа. Эта си-

туация возможна, если предположить, что они 

были вакцинированы в детстве, но за время 

жизни потеряли специфический клеточный 

иммунитет и антитела к вирусу кори. При этом 

у них сохранились специфические В-клетки 

памяти. После нашей вакцинации они отве-

тили на вирус синтезом IgG1-антител (вторич-

ный тип), а клеточный иммунитет сформи-

ровался заново, поскольку Т- и В-клеточный 

иммунный ответы развиваются, во многом, 

параллельно и независимо. Примерно такая же 

ситуация сложилась у одного изначально серо-

негативного, и имевшего сомнительный (очень 

слабый) клеточный ответ. Он, очевидно, был 

привит в детстве, потерял в процессе жизни 

антитела, да и от специфического Т-клеточного 

иммунитета остались следы, но сохранились 

Рисунок 2. Экспрессия CD107a на CD8hi 

лимфоцитах в ответ на антигены вирусов 

кори до и через 6 недель после прививки 

у первоначально серонегативных взрослых 

(в процентах от общего количества CD8hi)

Figure 2. Expression of CD107a on CD8hi lymphocytes 
in response to measles virus antigens before and 
6 weeks after vaccination in initially seronegative adults 
(as a percentage of total CD8hi)
Примечание. Жирной линией показан уровень 
спонтанной дегрануляции 1%.
Note. The bold line shows the level of spontaneous 
degranulation of 1%.
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В-клетки памяти. После нашей вакцинации 

(ревакцинации) В-клетки памяти ответили 

IgG1-антителами, а остававшиеся Т-клетки па-

мяти продемонстрировали бустер-эффект.

Особый интерес представляют 3 человека, 

у которых изначально не было антител, но был 

хороший Т-клеточный ответ на вирус кори. 

Сюда же следует отнести еще двух человек, 

не имевших антител, но демонстрировавших 

слабый (сомнительный) Т-клеточный ответ. 

Наличие специфического клеточного иммуни-

тета позволяет думать, что все эти люди были 

вакцинированы в детстве, однако ответили они 

на нашу вакцинацию первичным типом им-

мунного ответа. По-видимому, эти люди в про-

цессе своей жизни потеряли не только антите-

ла, но и В-клетки памяти, тогда как специфи-

ческий Т-клеточный ответ на вирус кори сохра-

нился в большей или меньшей степени. После 

нашей вакцинации В-клеточное звено иммуни-

тета запустило иммунный ответ de novo, то есть 

ответило первичным типом с преимуществом 

IgG3-субкласса антител, а более-менее сохран-

ное Т-клеточное звено просто бустировало в от-

вет на антиген.

Таким образом, мы видим, что в группе се-

ронегативных к антигенам вируса кори взрос-

лых существует несколько подгрупп. По спект-

ру субклассов IgG-антител, образовавшихся 

после прививки и наличию специфического 

Т-клеточного иммунного ответа на антигены 

вируса кори до вакцинации мы условно разде-

лили их на вакцинированных в детстве (32 че-

ловека) и не вакцинированных (18 человек). Тем 

не менее у 60% лиц, отнесенных нами в груп-

пу не привитых, имелись сведения о прививке 

в детстве, причем двукратной, как положено 

по российскому календарю. Как это может быть 

объяснено? Поскольку все эти люди ответили 

на нашу вакцинацию выработкой антител и по-

явлением специфического Т-клеточного имму-

нитета, мы не можем думать, что они относятся 

к группе первичных вакцинальных неудач (ког-

да ответа на прививку вовсе нет). Возможно, 

часть из них относятся к группе вторичных вак-

цинальных неудач, когда специфический ответ 

на прививку формируется, но быстро пропа-

дает. Однако по статистике таких людей не так 

много (около 5%). Следует помнить, что вакци-

нацию против кори проводят в возрасте 1 год, 

когда иммунная система ребенка находится еще 

в начальной стадии своего созревания [13]. Эти 

процессы идут неодинаково у разных людей, 

поэтому возможны проблемы с формировани-

ем долговременной иммунологической памяти. 

Ревакцинация должна проводиться в 6 лет, ког-

да иммунная система уже лучше сформирова-

на, но, к сожалению, это не всегда выполняется. 

Вероятно, что часть этих людей была привита 

с нарушениями или некачественной вакциной. 

Это люди, родившееся в 90-е гг. прошлого века. 

В это время наша медицина, как и вся страна, 

испытывала серьезные трудности с финанси-

рованием. И, наконец, возможно, что указания 

о прививке не соответствовали реальности, что, 

увы, иногда случается.

Наши исследования показали, что вакци-

нация против кори серонегативных взрослых 

дает высокий уровень специфических антител 

как у впервые вакцинированных, так и у вакци-

нированных в детстве, но потерявших защит-

ные антитела. Среди 50 привитых не было вы-

явлено ни одного случая реакций на прививку. 

Результаты проведенного исследования подни-

мают вопрос о необходимости контроля уровня 

антител против вируса кори среди школьников 

10–11 классов и ревакцинации выявленных 

серонегативных. После окончания школы эти 

люди активно перемещаются по стране (посту-

пают в университеты в других городах, призыва-

ются в армию, едут на работу в другие регионы). 

Контакты с диким вирусом, в случае утраты за-

щитных антител, чреваты очередными вспыш-

ками, особенно в тесно сплоченных коллекти-

вах (армия, студенческие коллективы). С другой 

стороны, наше исследование продемонстри-

ровало, что даже первичный ответ на коревую 

вакцину у взрослых дает высокие уровни анти-

тел. Это дает надежду, что в случае вакцинации 

серонегативных одиннадцатиклассников, мы 

сможем иметь высокий процент иммунной про-

слойки среди взрослых. К аналогичным выво-

дам о необходимости третьей дозы вакцинации 

пришли независимые исследователи, изучав-

шие проблему уровня серонегативных среди 

людей разного возраста [3, 5, 7].
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ОСОБЕННОСТИ МЕСТНОГО ИММУНИТЕТА 

У ЖЕНЩИН С ЭНДОМЕТРИОЗОМ 

И ГЕНИТАЛЬНОЙ ИНФЕКЦИЕЙ

Л.Ф. Зайнетдинова, Л.Ф. Телешева, А.В. Коряушкина

ФГБОУ ВО Южно-Уральский государственный медицинский университет МP РФ, г. Челябинск, Россия

Резюме. Введение. Наружный генитальный эндометриоз — воспалительное эстрогензависимое заболевание, 

которое характеризуется имплантацией и разрастанием эндометриальной ткани вне полости матки, сопро-

вождается повышенной продукцией провоспалительных цитокинов, простагландинов, компонентов ком-

племента, гидролитических ферментов, усилением процессов ангиогенеза и аномалиями эктопического 

эндометрия. Согласно имплантационной теории, наружный генитальный эндометриоз развивается из жиз-

неспособных клеток эндометрия, перенесенных ретроградно через маточные трубы в брюшную полость 

во время менструации, при этом нарушение местного иммунитета является важным фактором патогенеза 

данного заболевания. В формировании иммунной среды перитонеальной полости у женщин с эндометрио зом 

могут участвовать генитальные патогены. Цель — изучить особенности местного иммунитета у женщин с на-

ружным генитальным эндометриозом и возбудителями генитальной инфекции. Материалы и методы. Об-

следовано 159 женщин с наружным генитальным эндометриозом. Определяли общее количество лейкоцитов, 

абсолютное и относительное содержание жизнеспособных клеток, количество нейтрофилов, макрофагов, их 

функциональную активность, уровень IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IFNα, IFNγ, TNFα в перитонеаль-

ной жидкости. Исследование местного иммунитета проводили у женщин с 1–2 и 3–4 стадиями эндометрио-

за, а также в зависимости от наличия возбудителей генитальной инфекции. В эндометрии, перитонеальной 

жидкости и эндометриоидных гетеротопиях определяли методом ПЦР Chlamydia trachomatis, Ureaplasma spp., 

Mycoplasma genitalium, HSV1,2/CMV, HPV высокого канцерогенного риска (ВКР). Статистическая обработка 

проводилась с использованием пакета программ статистического анализа IBM SPSS Statistics Version 22.2. 

Результат. При наличии HPV ВКР и Ureaplasma spp. у женщин с 1–2 стадиями наружного генитального эндо-

метриоза снижалась функциональная активность перитонеальных нейтрофилов и макрофагов. При 3–4 ста-

диях НГЭ по данным корреляционного анализа наличие HPV ВКР и Ureaplasma spp. характеризовалось по-

вышением как провоспалительных, так и противовоспалительных цитокинов в перитонеуме, однако более 

высокая активность Th-2 клеток в перитонеальной жидкости, секретирующих IL-4 и IL-10 и подавляющих 

клеточный иммунитет, наблюдалась при HPV ВКР. Кроме этого, наличие HPV ВКР коррелировало со сниже-

нием IL-2 и IL-4. Выводы. Наиболее выраженные изменения иммунологических показателей перитонеальной 

жидкости фиксируются при наличии возбудителей генитальной инфекции и, особенно, — HPV ВКР. Фор-

мирующиеся на фоне бактериальных и вирусных возбудителей иммунные нарушения могут способствовать 

имплантации эндометриальных клеток на органах малого таза и прогрессированию заболевания.

Ключевые слова: наружный генитальный эндометриоз, местный иммунитет, вирус папилломы человека высокого 

канцерогенного риска, уреаплазменная инфекция.
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FEATURES OF LOCAL IMMUNITY IN WOMEN WITH ENDOMETRIOSIS AND GENITAL INFECTION

Zaynetdinova L.F., Telesheva L.F., Koryaushkina A.V.

South Ural State Medical University, Chelyabinsk, Russian Federation

Abstract. Introduction. External genital endometriosis is an inflammatory estrogen-dependent disease characterized by 

implantation and proliferation of endometrial tissue outside the uterus, accompanied by increased production of pro-

inflammatory cytokines, prostaglandins, components of the complement, hydrolytic enzymes, increased angiogenesis 

and anomalies of ectopic endometrium. According to implantation theory, external genital endometriosis develops from 

viable endometrial cells transferred retrogradely through the fallopian tubes to the abdominal cavity during menstruation, 

while a disturbed local immunity is an important factor in its pathogenesis. Genital pathogens may be involved in the 

formation of the immune environment of the peritoneal cavity in women with endometriosis. Purpose. To study the pecu-

liarities of local immunity in women with external genital endometriosis and genital infection pathogens. Materials and 

methods. 159 women with external genital endometriosis were examined. The total number of leukocytes, the absolute 

and relative number of viable cells, counts of neutrophils, macrophages and their functional activity, the level of IL-2, 

IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IFNα, IFNγ, TNFα in the peritoneal fluid were evaluated. The study of local immunity 

was performed in women with endometriosis, stage 1–2 and 3–4, depending on detected genital pathogens. Chlamydia 

trachomatis, Ureaplasma spp., Mycoplasma genitalium, HSV1,2/CMV, high carcinogenic risk HPV were analyzed by using 

PCR in samples collected from the endometrium, peritoneal fluid, and endometrioid heterotopies. Statistical processing 

was performed by using the IBM SPSS Statistics Version 22.2 statistical analysis software package. Results. In the pres-

ence of HPV and Ureaplasma spp. in women with endometriosis, stage 1–2, the decreased functional activity of peritoneal 

neutrophils and macrophages was found. At 3–4 stage, a correlation analysis revealed that detected HPV and Ureaplasma 

spp. obtained increased both pro-inflammatory and anti-inflammatory cytokines in the peritoneum. However, the higher 

activity of Th-2 cells in the peritoneal fluid secreting IL-4 and IL-10 and suppressing cellular immunity, was observed 

in HPV-positive samples. In addition, HPV also correlated with a decreased IL-2 and IL-4 levels. Conclusions. The most 

prominent changes in the immunological parameters from peritoneal fluid samples were observed in case of detected 

genital infection pathogens, particularly HPV. Thus, immune disturbances emerged upon bacterial and viral pathogen 

detection may contribute to the implantation of endometrial cells in the pelvic organs and disease progression.

Key words: external genital endometriosis, local immunity, human papillomavirus of high oncogenic risk, ureaplasma infection.

Введение

Наружный генитальный эндометриоз (НГЭ) — 

воспалительное эстрогензависимое заболевание, 

которое характеризуется имплантацией и раз-

растанием эндометриальной ткани вне полости 

матки, сопровождается повышенной продукци-

ей провоспалительных цитокинов, простаглан-

динов, компонентов комплемента, гидролити-

ческих ферментов, усилением процессов ангио-

генеза, аномалиями эктопического эндометрия 

и нарушением функции клеточноопосредован-

ного иммунитета [22]. Это многофакторное забо-

левание, причины которого до настоящего вре-

мени не выяснены. Согласно имплантационной 

теории, эндометриоз развивается из жизнеспо-

собных клеток эндометрия, смещенных в толщу 

стенки матки или перенесенных ретроградно че-

рез маточные трубы в брюшную полость во вре-

мя менструации [25]. Имплантация и выживание 

эндометриоидных очагов вне полости матки воз-

можны при молекулярно-генетических дефектах 

самой ткани эндометрия, иммунологических на-

рушениях, заключающихся в неспособности пе-

ритонеальных макрофагов элиминировать клет-

ки эндометрия, попавшие в брюшную полость, 

либо при первичной патологии брюшины [7, 21]. 

Kobayashi H. и соавт. высказали предположение, 

что внутриматочная инфекция может иниции-

ровать развитие эндометриоза путем активации 

провоспалительных путей и врожденного им-

мунитета [18]. Oppelt Р. и соавт. в очагах эндомет-

риоза находили ВПЧ высокого и среднего кан-

церогенного риска (HPV ВКР) в 11,3% случаев 

[23]. По данным Vestergaard A.L. и соавт. HPV был 

обнаружен в эутопическом эндометрии у 3% жен-

щин с эндометриозом. При этом в эктопическом 

эндометрии вирусы не выявлялись [30]. В иссле-

довании Heidarpour M. et al. у женщин с эндомет-

риозом яичников HPV ВКР был идентифициро-

ван в 26% случаев [15]. Микроорганизмы класса 

Mollicutes были идентифицированы в эндометрио-

идных гетеротопиях [14].

Нарушение местного иммунитета является 

важным фактором в патогенезе наружного ге-

нитального эндометриоза. В формировании им-

мунной среды перитонеальной полости у жен-

щин с эндометриозом могут участвовать гени-

тальные патогены. По данным А.А. Савченко 

и соавт. наличие HPV вызывает изменения 

в иммунной системе: снижение содержания 

CD4+ лимфоцитов, NK-клеток, повышение 

функциональной активности нейтрофиль-

ных гранулоцитов [4]. При наличии у женщин 

с эндометриозом Mycoplasma genitalium установ-

лено повышение продукции IFNγ и IL-1β [14]. 
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Активация инфекционными агентами иммун-

ных клеток может усиливать ангиогенез, ней-

рогенез и лимфоангиогенез, что способствует 

росту эктопической эндометриальной ткани. 

Воспаление играет большую роль в развитии 

боли и бесплодия при эндометриозе, а также 

ведет к развитию перитонеальных поврежде-

ний [20].

Очаги эндометриоза формируются на фоне 

локальной гиперэстрогении. По данным ли-

тературы репродукция ВПЧ индуцирует обра-

зование агрессивного метаболита эстрадиола 

(16а-ОН) в инфицированных клетках. 16а-ОН 

образует комплекс с эстрогеновыми рецептора-

ми и активирует гены Е6 и Е7 ВПЧ, ответствен-

ные за синтез белков Е6 и Е7, что ведет к разви-

тию опухолевого роста [1, 2].

Несмотря на множество теорий развития эн-

дометриоза, этиология этого заболевания окон-

чательно не ясна. Нарушения иммунитета за-

нимают ведущее место в развитии генитального 

эндометриоза, однако не известно, имеются ли 

они изначально или развиваются при прог-

рессировании заболевания.

Цель исследования: изучить особенности 

местного иммунитета у женщин с наружным 

генитальным эндометриозом на фоне гени-

тальных инфекций.

Материалы и методы

За период с 2015 по 2018 гг. было обследова-

но 159 женщин с наружным генитальным эн-

дометриозом, поступивших в гинекологичес-

кое отделение Клиники ФГБОУ ВО ЮУГМУ 

Минздрава России для проведения оператив-

ного лечения. У всех женщин изучены данные 

анамнеза, проведено физикальное обследова-

ние, гинекологический осмотр, УЗИ органов ма-

лого таза, клинико-лабораторное исследование. 

Диагноз был установлен во время лечебно-диа-

гностической лапароскопии, с обязательным 

гистологическим подтверждением (материал 

для гистологического исследования — капсулы 

эндометриоидных кист яичников, инфильтра-

ты, «малые» формы эндометриоза). Лечебно-

диагностическую лапароскопию выполняли 

под эндотрахеальным наркозом с использова-

нием эндовидеохирургического оборудования 

фирмы «Karl Storz» (Германия). Во время опе-

рации осматривали органы брюшной полости 

и малого таза. Для оценки степени тяжести 

эндометриоза использовали классификацию 

Американского общества по репродуктивной 

медицине (R-AFS, 1996) [8]. Оперативное лече-

ние проводилось в пролиферативную фазу мен-

струального цикла. Пайпель-биопсию эндомет-

рия для ПЦР диагностики проводили во время 

лапароскопии.

Забор перитонеальной жидкости произво-

дили во время лапароскопии сразу после вве-

дения троакаров с помощью троакарной иглы 

в количестве 2,0–10,0 мл, в стерильный контей-

нер и в течение 2 ч при комнатной температуре 

доставляли в иммунологическую лабораторию. 

Для оценки показателей местного иммунитета 

был изучен состав и функциональная актив-

ность лейкоцитов перитонеальной жидкости. 

Определяли общее количество лейкоцитов, аб-

солютное и относительное содержание жизне-

способных клеток в перитонеальной жидкости, 

количество нейтрофилов, макрофагов, уровень 

IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IFNα, IFNγ, 

TNFα. Функциональную активность нейтро-

филов и макрофагов перитонеальной жидкости, 

изучали по способности клеток к захвату ча-

стиц полистерольного латекса (Фрейдлин И.С., 

1986). Исследование внутриклеточного кисло-

родзависимого метаболизма нейтрофильных 

гранулоцитов осуществляли с использовани-

ем НСТ-теста в модификации А.Н. Маянского 

и М.Е. Виксмана (1979). Параллельно с по-

мощью НСТ-теста определяли способность 

нейтрофилов и макрофагов перитонеальной 

жидкости отвечать повышением метаболичес-

кой активности на стимуляцию частицами ла-

текса. Лизосомальную активность фагоцитов 

определяли по числу лизосом и интенсивности 

люминисценции лизосом в цитоплазме кле-

ток, окрашенных акридиновым оранжевым. 

Уровни содержания цитокинов перитонеаль-

ной жидкости оценивали с использованием на-

боров «Цитокин-Стимул-Бэст» с помощью ав-

томатического ИФА-анализатора «PersonalLab» 

(ADALTIS, Италия).

Исследование местного иммунитета прово-

дили у женщин с 1–2 стадиями (n = 69) и с 3–

4 стадиями (n = 90) НГЭ, а также в зависимости 

от наличия возбудителей генитальной инфек-

ции в эндометрии, перитонеальной жидкости 

и эндометриоидных гетеротопиях.

Критериями включения в исследование яв-

лялись: информированное согласие пациентки, 

оформленное в письменном виде, наружный ге-

нитальный эндометриоз, подтвержденный гис-

тологическим исследованием операционного 

материала, репродуктивный возраст пациенток 

(18–45 лет), наличие возбудителей генитальной 

инфекции. Критериями исключения были: от-

каз от участия в исследовании, беременность, 

тяжелая соматическая патология в стадии суб- 

и декомпенсации, онкологические заболева-

ния, туберкулез, ВИЧ-инфекция. Группу конт-

роля составили 14 практически здоровых жен-

щин репродуктивного возраста, поступивших 

для проведения хирургической стерилизации.

Экстракция ДНК из клинического матери-

ала (эндометрий, перитонеальная жидкость, 
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очаги эндометриоза) осуществлялась с помо-

щью наборов «ДНК-сорб-АМ» и «ДНК-сорб-В» 

(ФГУН ЦНИИЭ Роспотребнадзора, Москва) 

в соответствии с инструкцией производителя. 

Амплификационная часть исследования про-

водилась с помощью тест-систем «АмплиСенс® 

C. trachomatis/Urea plasma/M. genitalium — 

Мульти прайм-FL», «АмплиСенс® HSV/CMV — 

Мультипрайм-FL», «АмплиСенс® ВПЧ ВКР 

генотип-FL» (ФГУН ЦНИИЭ Рос потреб-

надзора, Москва) на детектирующих ампли-

фикаторах «ДТ-96» (НПФ «ДНК-технология», 

Россия) и «Rotor-Gene-6000» (Corbett Research, 

Австралия) в режиме реального времени.

Статистическая обработка полученных ре-

зультатов проводилась с использованием паке-

та программ прикладного статистического ана-

лиза IBM SPSS Statistics Version 22.2. Для оценки 

достоверности полученных значений применя-

ли непараметрические методы статистическо-

го анализа c расчетом медианы, минимальной 

и максимальной величины. Различия показа-

телей определяли с помощью критерия Манна–

Уитни и признавали статистически значимыми 

при р < 0,05.

Результаты

В группе женщин с НГЭ средний возраст 

пациенток составил 31,2±0,4 год: c 1–2 стади-

ями — 31,2±0,6 год, с 3–4 стадиями — 31,3±0,6 

год. Средний возраст женщин в группе контро-

ля был 30,8±1,5 лет. Достоверных отличий меж-

ду группами не найдено.

При 1–2 стадиях НГЭ в исследуемом матери-

але возбудители генитальной инфекции были 

выделены в 27 (39,1%) случаях (в 23 (33,3%) — 

в эндометрии, в 2 (2,9%) — в перитонеальной 

жидкости и в 8 (11,6%) случаях в эндометрио-

идных гетеротопиях), при 3–4 стадиях — в 46 

(51,1%) случаях (в 44 (48,8%) — в эндометрии, 

в 3 (3,3%) — в перитонеальной жидкости и в 12 

(13,3%) случаях в эндометриоидных гетерото-

пиях). Данные представлены в таблице 1.

Наиболее часто среди изучаемых микро-

организмов были обнаружены HPV ВКР 

и Ureaplasma spp.

Для проведения анализа иммунологических 

показателей среди пациенток с 1–2 стадиями 

НГЭ было выделено 3 группы: 1 группа — паци-

ентки с НГЭ, у которых не выделены возбудите-

ли генитальной инфекции (n = 18); 2 группа — 

пациентки с НГЭ и HPV ВКР (n = 13); 3 груп-

па — пациентки с НГЭ и Ureaplasma spp. (n = 

12); контрольную, четвертую, группу составили 

здоровые женщины репродуктивного возраста 

(n = 14) (табл. 2).

Уровень лейкоцитов перитонеальной жид-

кости существенно не менялся во всех иссле-

дуемых группах при сравнении с контролем. 

У женщин 1 группы в сравнении с контрольной 

группой выявлено снижение относительного 

количества жизнеспособных лейкоцитов (р = 

0,02) и повышение НСТ индуцированной ак-

тивности (р = 0,04) и интенсивности (р = 0,03) 

перитонеальных макрофагов.

При 1–2 стадиях в группе НГЭ и HPV ВКР 

наблюдалось снижение относительного коли-

чества жизнеспособных клеток (р = 0,01), как 

и в 1 группе. Кроме этого, снижалась интен-

сивность фагоцитоза макрофагов (р = 0,03) 

по сравнению с контрольной группой.

При наличии Ureaplasma spp. у пациенток 

с 1–2 стадиями НГЭ количество жизнеспособ-

ных клеток перитонеальной жидкости и функ-

циональная активность перитонеальных мак-

рофагов достоверно не изменялась.

Сравнительный анализ результатов среди 

женщин с 1–2 стадиями НГЭ показал при нали-

чии HPV ВКР снижение, по сравнению с 1 груп-

пой, спонтанной НСТ активности (р = 0,01) и ин-

тенсивности (р = 0,01) нейтрофилов, индуциро-

ванной НСТ активности нейтрофилов (р = 0,04), 

спонтанной НСТ активности (р < 0,01) и интен-

Таблица 1. Возбудители генитальной инфекции, выявленные при ПЦР диагностике 

из обследованных локализаций

Table 1. The causative agents of genital infection identified by PCR diagnosis of the examined sites

Возбудители генитальной инфекции

Causative agents of genital infection

1–2 стадии НГЭ

1–2 stages of endometriosis
n = 69

3–4 стадии НГЭ

3–4 stages of endometriosis
n = 90

n (%) n (%)

Возбудители генитальной инфекции обнаружены (всего)

Causative agents of genital infection detected (total)
27 (39,1%) 46 (51,1%)

Chlamydia trachomatis – 2 (2,2%)

Ureaplasma spp./Mycoplasma genitalium 16 (23,2%) 27 (30%)

HPV ВКР 13 (18,8%) 22 (24,4%)

HSV-1,2 3 (4,3%) 3 (3,3%)

CMV 11 (15,9%) 13 (14,4%)
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Таблица 2. Показатели функциональной активности нейтрофилов и макрофагов перитонеальной 

жидкости пациенток с 1–2 стадиями наружного генитального эндометриоза

Table 2. Indicators of functional activity of neutrophils peritoneal fluid of patients with 1–2 stages of endometriosis

Показатели 
перитонеальной 

жидкости

Indicators 
of peritoneal fluid

1 группа
Пациентки 

с 1–2 стадиями 
эндометриоза, 

возбудители 
генитальной 

инфекции 
не выделены

1 group
Patients with 
1–2 stages 

of endometriosis, 
genital pathogens are 

not isolated
n = 18

2 группа
Пациентки 

с 1–2 стадиями 
эндометриоза 

и HPV ВКР

2 group
Patients with 
1–2 stages 

of endometriosis 
and HPV
n = 13

3 группа
Пациентки 

с 1–2 стадиями 
эндометриоза 

и Ureaplasma spp.

3 group
Patients with 
1–2 stages 

of endometriosis and 
Ureaplasma spp.

n = 12

4 группа
Контрольная группа 
здоровых женщин

4 group
Control group 

of healthy women
n = 14

Ме
Q25 – Q75

Ме
Q25 – Q75

Ме
Q25 – Q75

Ме
Q25 – Q75

Лейкоциты, 109/л

Leukocytes, 109/л
6,05

4,48–12,35
5,7

4,1–6,6
5

3,08–10,8
6,65

3,15–15,15

Жизнеспособность, %

Viability, %

94*
81,5–98

p1/4 = 0,02

91*
85,0–95,5
p2/4 = 0,01

93
89,5–98

98*
95–99,25
p1/4 = 0,02
p2/4 = 0,01

Жизнеспособность, 109/л

Vitality, 109/л
5,2

3,35–10,1
5,6

4–6,25
4,8

3,9–11,6
6,5

3,05–15

Лизосомальная 
активность 
нейтрофилов, у.е.

Lysosomal activity 
of neutrophils, RU

171
71,0–215,0

124
49–1 91,5

118,0
94–124

212
97,5–262

НСТ-тест 
нейтрофилов 
спонтанный, %

NBT-test neutrophil 
spontaneous, %

18**
12–26

p1/2 = 0,01
p1/3 = 0,02

8**
4,5–13

p1/2 = 0,01

10**
2–14

p1/3 = 0,02

10
8–19,5

НСТ-тест 
нейтрофилов 
спонтанный, у.е.

NBT-test neutrophil 
spontaneous, RU

0,2**
0,14–0,4

p1/2 = 0,01
p1/3 = 0,02

0,1**
0,07–0,17
p1/2 = 0,01

0,1**
0,02–0,17
p1/3 = 0,02

0,15
0,85–0,225

НСТ-тест 
нейтрофилов 
индуцированный, %

NBT-test neutrophil 
induced, %

26**
20–40

p1/2 = 0,04

14**
8–26,5

p1/2 = 0,04

18
12–28

20,5
14–24

НСТ-тест 
нейтрофилов 
индуцированный, у.е.

NBT-test neutrophil 
induced, RU

0,3
0,22–0,52

0,18
0,1–0,35

0,22
0,12–0,34

0,23
0,185–0,335

Фагоцитарная 
активность 
нейтрофилов, %

Phagocytic activity 
of neutrophils, %

42
40–48

39
32–43

42
39–47

42
33,75–45,0

Интенсивность 
фагоцитоза 
нейтрофилов, у.е.

The intensity 
of phagocytosis 
of neutrophils, RU

1,25
1,01–1,54

1,01
0,82–1,37

1,18
1,01–1,56

1,19
0,99–1,43
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Показатели 
перитонеальной 

жидкости

Indicators 
of peritoneal fluid

1 группа
Пациентки 

с 1–2 стадиями 
эндометриоза, 

возбудители 
генитальной 

инфекции 
не выделены

1 group
Patients with 
1–2 stages 

of endometriosis, 
genital pathogens are 

not isolated
n = 18

2 группа
Пациентки 

с 1–2 стадиями 
эндометриоза 

и HPV ВКР

2 group
Patients with 
1–2 stages 

of endometriosis 
and HPV
n = 13

3 группа
Пациентки 

с 1–2 стадиями 
эндометриоза 

и Ureaplasma spp.

3 group
Patients with 
1–2 stages 

of endometriosis and 
Ureaplasma spp.

n = 12

4 группа
Контрольная группа 
здоровых женщин

4 group
Control group 

of healthy women
n = 14

Ме
Q25 – Q75

Ме
Q25 – Q75

Ме
Q25 – Q75

Ме
Q25 – Q75

Фагоцитарное 
число нейтрофилов, у.е.

Phagocytic number 
of neutrophils, RU

3,1
2,2–3,1

2,8
2,35–3,1

2,9
2,4–3,4

2,95
2,625–3,15

Лизосомальная 
активность 
макрофагов, у.е.

Lysosomal activity 
of macrophages, RU

140
68,25–190

110
69–182,5

104,5
69,25–161,25

197
131–215

НСТ-тест макрофагов 
спонтанный, %

NBT-test macrophage 
spontaneous, %

21**
11,75–29,25

p1/2 < 0,01
p1/3 = 0,03

8**
5–13

p1/2 < 0,01

12**
4,5–18

p1/3 = 0,03

15,5
8,5–21,5

НСТ-тест макрофагов 
спонтанный, у.е.

NBT-test macrophage 
spontaneous, RU

0,24**
0,14–0,355
p1/2 = 0,02
p1/3 = 0,03

0,1**
0,05–0,19
p1/2 = 0,02

0,12**
0,045–0,22
p1/3 = 0,03

0,17
0,09–0,275

НСТ-тест макрофагов 
индуцированный, %

NBT-test macrophage 
induced, %

37* **
26–47,5

p1/2 < 0,01
p1/4 = 0,04

20**
11–22

p1/2 < 0,01

24
15,5–36,5

25*
18,25–36,5
p1/4 = 0,04

НСТ-тест макрофагов 
индуцированный, у.е.

NBT-test macrophages 
induced, RU

0,47* **
0,335–0,63
p1/2 < 0,01
p1/4 = 0,03

0,24
0,13–0,295
p1/2 < 0,01

0,29
0,16–0,51

0,29*
0,23–0,465
p1/4 = 0,03

Фагоцитарная 
активность 
макрофагов, %

Phagocytic activity 
of macrophages, %

45
40–49,75

40
33–47,5

48
33,25–55

50
44,25–52

Интенсивность 
фагоцитоза 
макрофагов, у.е.

Macrophage phagocytosis 
intensity, RU

1,39
0,98–1,54

1,29*
0,85–1,44
p2/4 = 0,03

1,45
0,7–2,63

1,57*
1,42–1,8

p2/4 = 0,03

Фагоцитарное 
число макрофагов, у.е.

Phagocytic number 
of macrophages, RU

2,9
2,5–3,3

3,1
2,4–3,3

3,1
2,1–4,1

3,2
2,83–3,65

Примечание. р* — сравнение групп с эндометриозом и генитальной инфекцией и контрольной группы; р** — сравнение между группами 
с эндометриозом без генитальной инфекции и с генитальной инфекцией; у.е. — условные единицы.
Note. p* — comparison of groups with endometriosis and genital infection with the control group; p** — comparison between groups with endometriosis 
without genital infection and with genital infection; RU — relative units.

Окончание таблицы 2. Показатели функциональной активности нейтрофилов и макрофагов 

перитонеальной жидкости пациенток с 1–2 стадиями наружного генитального эндометриоза

Table 2. Indicators of functional activity of neutrophils peritoneal fluid of patients with 1–2 stages of endometriosis 
(continued)



151

2020, Т. 10, № 1 Местный иммунитет при эндометриозе

сивности (р = 0,02), а также индуцированной 

НСТ активности (р < 0,01) и интенсивности (р < 

0,01) макрофагов. При наличии Ureaplasma spp., 

по сравнению с результатами в 1 группе, была 

снижена спонтанная НСТ активность (р = 0,02) 

и интенсивность (р = 0,02) нейтрофилов, а также 

спонтанная НСТ активность (р = 0,03) и интен-

сивность (р = 0,03) мак рофагов.

Изменения цитокинов перитонеальной 

жидкости у женщин с 1–2 стадиями НГЭ пред-

ставлены в таблице 3.

Уровень изучаемых цитокинов перитонеаль-

ной жидкости у пациенток 1 группы достоверно 

не отличался от контроля.

Во 2 группе женщин с 1–2 стадиями НГЭ 

и HPV ВКР наблюдалось значительное повыше-

ние IL-6 (р < 0,01), IL-8 (р = 0,03) и TNFα (р = 0,03).

У пациенток 3 группы, с Ureaplasma spp., от-

мечено повышение IL-8 (р = 0,04).

Сравнительный анализ результатов среди 

женщин с 1–2 стадиями НГЭ показал достовер-

ные отличия при HPV ВКР — снижение IL-2 (р < 

0,01) и IL-4 (р = 0,02) по сравнению с 1 группой.

По данным корреляционного анализа вы-

явлено наличие обратной корреляции между 

наличием HPV ВКР и НСТ спонтанной (rs = 

–0,513, р = 0,007, n = 26) и НСТ индуцирован-

ной (rs = –0,401, р = 0,042, n = 26) активности 

нейтрофилов, НСТ спонтанной активности 

(rs = –0,523, р = 0,004, n = 29) и интенсивности 

(rs = –0,424, р = 0,022, n = 29), а также НСТ инду-

цированной активности (rs = –0,602, р < 0,001, 

Таблица 3. Уровни цитокинов перитонеальной жидкости у пациенток с 1–2 стадиями эндометриоза

Table 3. Cytokine levels of peritoneal fluid in patients with 1–2 stages of endometriosis

Показатели 
перитонеальной 

жидкости

Indicators 
of peritoneal fluid

1 группа
Пациентки 

с 1–2 стадиями 
эндометриоза, 

возбудители 
генитальной инфекции 

не выделены

1 group
Patients with 1–2 stages 
of endometriosis, genital 

pathogens are not isolated
n = 18

2 группа
Пациентки 

с 1–2 стадиями 
эндометриоза и HPV 

ВКР

2 group
Patients with 
1–2 stages 

of endometriosis 
and HPV

n = 9

3 группа
Пациентки 

с 1–2 стадиями 
эндометриоза 

и Ureaplasma spp.

3 group
Patients with 
1–2 stages 

of endometriosis and 
Ureaplasma spp.

n = 11

4 группа
Контрольная 

группа здоровых 
женщин

4 group
Control group 

of healthy women
n = 14

Ме
Q25 – Q75

Ме
Q25 – Q75

Ме
Q25 – Q75

Ме
Q25 – Q75

IL-2, пг/мл

IL-2, pg/ml

11,28**
11,17–12,21
p1/2 < 0,01

10,94**
10,4–10,94
p1/2 < 0,01

11,2
9,5–13,6

11,21
10,40–11,48

IL-4, пг/мл

IL-4, pg/ml

3,59**
3,32–3,65
p1/2 = 0,02

3,14**
2,95–3,37
p1/2 = 0,02

3,25
2,8–4,1

3,43
3,18–5,04

IL-6, пг/мл

IL-6, pg/ml
99,86

73,22–950,89

329,3*
122,5–972,86

p2/4 < 0,01

116,3
45,2–281,6

51,368*
13,62–118,2
p2/4 < 0,01

IL-8, пг/мл

IL-8, pg/ml
31,54

4,23–496,9

60,48*
21,92–447,29

p2/4 = 0,03

216,8*
9,5–380,1
p3/4 = 0,04

3,57*
3,13–89,01
p2/4 = 0,03
p3/4 = 0,04

IL-10, пг/мл

IL-10, pg/ml
53,59

34,843,92
81,86

40,76–249,93
67,1

4,1–107,5
21,94

15,81–62,46
IL-12, пг/мл

IL-12, pg/ml
3,02

2,86–3,37
2,76

2,57–3,22
2,94

2,7–3,4
2,79

2,39–3,02

TNFα, пг/мл

TNFα, pg/ml
3,8

2,75–180,96

28,06*
7,15–596,43

p2/4 = 0,03

19,56
2,8–36,5

3,1*
2,28–12,74
p2/4 = 0,03

IFNα, пг/мл

IFNα, pg/ml
14,82

12,77–17,14
14,28

12,86–15,36
13,9

13,6–17,3
14,28

13,57–15,71

IFNγ, пг/мл

IFNγ, pg/ml
9,3

6,33–12,04
9,58

7,11–10,77
6,76

5, 8–63,4
7,74

6,75–9,61

Примечание. р* — сравнение групп с эндометриозом и генитальной инфекцией с контрольной группой; р** — сравнение между группами 
с эндометриозом без генитальной инфекции и с генитальной инфекцией.
Note. p* — comparison of groups with endometriosis and genital infection with the control group; p** — comparison between groups with endometriosis 
without genital infection and with genital infection. 



152

Инфекция и иммунитетЛ.Ф. Зайнетдинова, Л.Ф. Телешева, А.В. Коряушкина

Таблица 4. Показатели функциональной активности нейтрофилов перитонеальной жидкости 

пациенток с 3–4 стадиями перитонеального эндометриоза

Table 4. Indicators of the functional activity of neutrophils in the peritoneal fluid of patients with 3–4 stages 
of peritoneal endometriosis

Показатели 
перитонеальной 

жидкости

Indicators 
of peritoneal fluid

1a группа
Пациентки 

с 3–4 стадиями 
эндометриоза, 

возбудители 
генитальной 

инфекции 
не выделены

1 group
Patients with 
1–2 stages 

of endometriosis, 
genital pathogens are 

not isolated
n = 22

2a группа
Пациентки 

с 3–4 стадиями 
эндометриоза 

и HPV ВКР

2 group
Patients with 
1–2 stages 

of endometriosis 
and HPV

n = 17

3a группа
Пациентки 

с 3–4 стадиями 
эндометриоза 

и Ureaplasma spp.

3 group
Patients with 
1–2 stages 

of endometriosis and 
Ureaplasma spp.

n = 18

4 группа
Контрольная 

группа здоровых 
женщин

4 group
Control group 

of healthy women
n = 14

Ме
Q25 – Q75

Ме
Q25 – Q75

Ме
Q25 – Q75

Ме
Q25 – Q75

Лейкоциты, 109/л

Leukocytes, 109/л
5,8

3,7–7,53
6,48

4,2–10,1
4,8

2,6–10,4
6,65

3,15–15,15

Жизнеспособность, %

Viability, %

90*
81,25–95,25

p1/4 < 0,01

92*
83–97

p2/4 < 0,01

93*
82–98

p3/4 = 0,03

98*
95–99,25
p1/4 < 0,01
p2/4 < 0,01
p3/4 = 0,03

Жизнеспособность, 109/л

Vitality, 109/л
5,25

3,08–7,057
4,9

23,6–9,9
4,5

2,4–9,6
6,5

3,05–15
Лизосомальная 
активность 
нейтрофилов, у.е.

Lysosomal activity 
of neutrophils, RU

129
87–203

114
96–225,5

184
104–244

212
97,5–262

НСТ-тест 
нейтрофилов 
спонтанный, %

NBT-test neutrophil 
spontaneous, %

12
8,5–19

16
10–20

18
9–25,5

10
8–19,5

НСТ-тест 
нейтрофилов 
спонтанный, у.е.

NBT-test neutrophil 
spontaneous, RU

0,14
0,1–0,25

0,2
0,12–0,26

0,23
0,095–0,35

0,15
0,85–0,225

НСТ-тест 
нейтрофилов 
индуцированный, %

NBT-test neutrophil 
induced, %

28
18–33

28
18–40

30
14–38

20,5
14–24

НСТ-тест 
нейтрофилов 
индуцированный, у.е.

NBT-test neutrophil 
induced, RU

0,32
0,22–0,5

0,34
0,2–0,54

0,41
0,15–0,56

0,23
0,185–0,335

Фагоцитарная активность 
нейтрофилов, %

Phagocytic activity 
of neutrophils, %

44
40,5–58

44
42–48

42,5
34,8–48,5

42
33,75–45,0

Интенсивность фагоцитоза 
нейтрофилов, у.е.

The intensity 
of phagocytosis 
of neutrophils, RU

1,41
1,06–1,59

1,39
1,3–1,62

1,4
0,9–1,8

1,19
0,99–1,43
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Показатели 
перитонеальной 

жидкости

Indicators 
of peritoneal fluid

1a группа
Пациентки 

с 3–4 стадиями 
эндометриоза, 

возбудители 
генитальной 

инфекции 
не выделены

1 group
Patients with 
1–2 stages 

of endometriosis, 
genital pathogens are 

not isolated
n = 22

2a группа
Пациентки 

с 3–4 стадиями 
эндометриоза 

и HPV ВКР

2 group
Patients with 
1–2 stages 

of endometriosis 
and HPV

n = 17

3a группа
Пациентки 

с 3–4 стадиями 
эндометриоза 

и Ureaplasma spp.

3 group
Patients with 
1–2 stages 

of endometriosis and 
Ureaplasma spp.

n = 18

4 группа
Контрольная 

группа здоровых 
женщин

4 group
Control group 

of healthy women
n = 14

Ме
Q25 – Q75

Ме
Q25 – Q75

Ме
Q25 – Q75

Ме
Q25 – Q75

Фагоцитарное число 
нейтрофилов, у.е.

Phagocytic number 
of neutrophils, RU

3,2
2,8–3,25

3,2
2,9–3,3

3,1
2,6–3,8

2,95
2,625–3,15

Лизосомальная 
активность 
макрофагов, у.е.

Lysosomal activity 
of macrophages, RU

145
89–196

98
73,5–153

177
92,8–232,3

197
131–215

НСТ-тест 
макрофагов 
спонтанный, %

NBT-test macrophage 
spontaneous, %

14
8–30,5

24
16–32

24
10–34

15,5
8,5–21,5

НСТ-тест 
макрофагов 
спонтанный, у.е.

NBT-test macrophage 
spontaneous, RU

0,185
0,1–0,335

0,3
0,18–0,41

0,3
0,08–0,38

0,17
0,09–0,275

НСТ-тест 
макрофагов 
индуцированный, %

NBT-test macrophage 
induced, %

25
21,5–40,25

38
26,5–51

36
13,5–53,5

25
18,25–36,5

НСТ-тест 
макрофагов 
индуцированный, у.е.

NBT-test macrophages 
induced, RU

0,35
0,24–0,53

0,52*
0,32–0,66
p2/4 = 0,04

0,48
0,16–0,7

0,29*
0,23–0,465
p2/4 = 0,04

Фагоцитарная 
активность 
макрофагов, %

Phagocytic activity 
of macrophages, %

50
41,25–52

46
39,5–49,5

44
38–52,1

50
44,25–52

Интенсивность 
фагоцитоза 
макрофагов, у.е.

Macrophage phagocytosis 
intensity, RU

1,74
1,12–2,04

1,56
1,11–2,02

1,48
0,99–2,1

1,57
1,42–1,8

Фагоцитарное число 
макрофагов, у.е.

Phagocytic number 
of macrophages, RU

3,3
2,7–3,93

3,2
2,72–3,9

3,1
2,75–4,1

3,2
2,83–3,65

Примечание. р* — сравнение групп с эндометриозом и генитальной инфекцией с контрольной группой; р** — сравнение между группами 
с эндометриозом без генитальной инфекции и с генитальной инфекцией; у.е. — условные единицы.
Note. p* — comparison of groups with endometriosis and genital infection with the control group; p** — comparison between groups with endometriosis 
without genital infection and with genital infection; RU — relative units.
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n = 29) и интенсивности (rs = –0,620, р < 0,001, 

n = 29) макрофагов перитонеальной жидкости; 

IL-2 (rs = –0,679, р = 0,001, n = 19) и IL-4 (rs = 

–0,532, р = 0,016, n = 20). Также выявлена об-

ратная корреляция между наличием Ureaplasma 

spp. и НСТ спонтанной (rs = –0,458, р = 0,018, n = 

26) активности нейтрофилов, НСТ спонтанной 

активности (rs = –0,406, р = 0,026, n = 30) и ин-

тенсивности (rs = –0,418, р = 0,022, n = 30) ма-

крофагов перитонеальной жидкости.

Для проведения анализа иммунологических 

показателей среди пациенток с 3–4 стадиями 

Таблица 5. Уровни цитокинов перитонеальной жидкости у пациенток с 3–4 стадиями наружного 

генитального эндометриоза

Table 5. Cytokine levels of peritoneal fluid in patients with 3–4 stages of еndometriosis

Показатели 
перитонеальной 

жидкости

Indicators 
of peritoneal fluid

1 группа
Пациентки с 3–4 стадиями 

эндометриоза, 
возбудители генитальной 

инфекции не выделены

1 group
Patients with 1–2 stages 
of endometriosis, genital 

pathogens are not isolated
n = 16

2 группа
Пациентки 

с 3–4 стадиями 
эндометриоза 

и HPV ВКР

2 group
Patients with 
1–2 stages 

of endometriosis 
and HPV
n = 15

3 группа
Пациентки 

с 3–4 стадиями 
эндометриоза 

и Ureaplasma spp.

3 group
Patients with 
1–2 stages 

of endometriosis and 
Ureaplasma spp.

n = 15

4 группа
Контрольная 

группа здоровых 
женщин

4 group
Control group 

of healthy women
n = 14

Ме
Q25 – Q75

Ме
Q25 – Q75

Ме
Q25 – Q75

Ме
Q25 – Q75

IL-2, пг/мл

IL-2, pg/ml
10,81

8–12,15
11,61

10,67–12,28
11,48

10, 7–12,01
11,21

10,40–11,48

IL-4, пг/мл

IL-4, pg/ml

3,14* **
3,04–3,18
p1/4 < 0,01
p1/2 = 0,02
p1/3 < 0,01

3,27**
3,05–3,65
p1/2 = 0,02

3,37**
3,1–3,5

p1/3 < 0,01

3,43*
3,18–5,04
p1/4 < 0,01

IL-6, пг/мл

IL-6, pg/ml

93,65 **
74,8–122,78

p1/2 = 0,01
p1/3 = 0,03

129,65* **
91,94–293,34

p2/4 < 0,01
p1/2 = 0,01

129,6* **
73,2–874,2
p1/3 = 0,03
p3/4 < 0,01

51,368*
13,62–118,24

p2/4 < 0,01
p3/4 < 0,01

IL-8, пг/мл

IL-8, pg/ml

9,75**
3,08–12,88
p1/3 = 0,04

6
3,57–84,13

36,2* **
4,9–172,7
p1/3 = 0,04
p3/4 = 0,04

3,57*
3,13–89,01
p3/4 = 0,04

IL-10, пг/мл

IL-10, pg/ml

29,16**
18,5–36,1
p1/2 = 0,03

35,97**
25,84–80,1
p1/2 = 0,03

27,01
19,3–93,6

21,94
15,81–62,46

IL-12, пг/мл

IL-12, pg/ml

2,6**
2,39–3,07
p1/3 = 0,02

2,7
2,6–3,28

3,18* **
2,5–3,2

p1/3 = 0,02
p3/4 < 0,01

2,79*
2,39–3,02
p3/4 < 0,01

TNFα, пг/мл

TNFα, pg/ml

3,28**
2,94–3,43
p1/2 = 0,04

3,94**
3,1–4,5

p1/2 = 0,04

24,9*
2,9–108,8
p3/4 = 0,01

3,1*
2,28–12,74
p3/4 = 0,01

IFNα, пг/мл

IFNα, pg/ml

15,36**
13,48–15,98

p1/3 < 0,01

15,71
14,28–17,14

15,4**
13,9–17,14
p1/3 < 0,01

14,28
13,57–15,71

IFNγ, пг/мл

IFNγ, pg/ml

8,31**
7,32–8,62
p1/2 = 0,04

9,42* **
8,17–11,41
p2/4 = 0,04
p1/2 = 0,04

10,14
7,04–11,4

7,74*
6,75–9,61
p2/4 = 0,04

Примечание. р* — сравнение групп с эндометриозом и генитальной инфекцией с контрольной группой; р** — сравнение между группами 
с эндометриозом без генитальной инфекции и с генитальной инфекцией.
Note. p* — comparison of groups with endometriosis and genital infection with the control group; p** — comparison between groups with endometriosis 
without genital infection and with genital infection.
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НГЭ было выделено 3 группы: 1а группа — па-

циентки с НГЭ, у которых не выделены воз-

будители генитальной инфекции (n = 22); 2а 

группа — пациентки с НГЭ и HPV ВКР (n = 17); 

3а группа — пациентки с НГЭ и Ureaplasma spp. 

(n = 18); контрольную группу составили здо-

ровые женщины репродуктивного возраста — 

4 группа (n = 14).

Состояние врожденного иммунитета перито-

неальной жидкости у пациенток с 3–4 стадия ми 

НГЭ представлено в таблице 4.

У женщин 1а группы, при сравнении с пока-

зателями контрольной группы, было снижено 

относительное количество жизнеспособных 

лейкоцитов перитонеальной жидкости (р < 

0,01). Такие же изменения наблюдались у паци-

енток с HPV ВКР (р < 0,01) и Ureaplasma spp. (р = 

0,03). При наличии HPV ВКР установлено по-

вышение НСТ индуцированной интенсивности 

макрофагов (р = 0,04).

У женщин с 3–4 стадиями НГЭ и Ureaplasma 

spp., в сравнении с контролем, изменений 

не выявлено.

При межгрупповом сравнении среди жен-

щин с 3–4 стадиями НГЭ достоверных отличий 

не выявлено.

Результаты исследования уровня цитокинов 

перитонеальной жидкости у женщин с 3–4 ста-

диями НГЭ представлены в таблице 5.

У пациенток 1а группы, при сравнении 

с группой контроля, отмечено снижение IL-4 

(р < 0,01).

При наличии HPV ВКР установлено повы-

шение IL-6 (р < 0,01), IFNγ (р = 0,04) в сравне-

нии с контрольной группой.

При Ureaplasma spp. по сравнению с контро-

лем были повышены IL-6 (p < 0,01), IL-8 (p = 

0,04), IL-12 (p < 0,01) и TNFα (р = 0,01).

Сравнительный анализ среди женщин с 3–4 

стадиями НГЭ показал при HPV ВКР повы-

шение IL-4 (р = 0,02), IL-6 (р = 0,01), IL-10 (р = 

0,03), TNFα (р = 0,04) и IFNγ (р = 0,04) в сравне-

нии с 1а группой. При Ureaplasma spp. — повы-

шение IL-4 (р < 0,01), IL-6 (р = 0,03), IL-8 (р = 

0,04), IL-12 (р = 0,02) и IFNα (р < 0,01) в сравне-

нии с 1а группой.

По данным корреляционного анализа у жен-

щин с 3–4 стадиями НГЭ, выявлено наличие 

прямой корреляции между присутствием HPV 

ВКР и количеством IL-4 (rs = 0,415, р = 0,02, n = 

31), IL-6 (rs = 0,462, р = 0,009, n = 31), IL-10 (rs = 

0,404, р = 0,024, n = 31), IFNγ (rs = 0,376, р = 0,037, 

n = 31), TNFα (rs = 0,379, р = 0,035, n = 31) в пе-

ритонеальной жидкости. Также выявлена пря-

мая корреляция между наличием Ureaplasma spp. 

и количеством IL-4 (rs = 0,508, р = 0,003, n = 32), 

IL-6 (rs = 0,404, р = 0,024, n = 31), IL-8 (rs = 0,361, 

р = 0,046, n = 31), IL-12 (rs = 0,440, р = 0,019, n = 28), 

TNFα (rs = 0,495, р = 0,005, n = 31) в перитонеуме.

Обсуждение

По данным литературы, объем перитонеаль-

ной жидкости при генитальном эндометриозе 

увеличивается [5]. В нашем исследовании объем 

перитонеальной жидкости у женщин с 1–2 и 3–4 

стадиями НГЭ статистически значимо не от-

личался и составил от 10 до 30 мл. В перитоне-

альной жидкости женщин с НГЭ, независимо 

от стадии и наличия возбудителей генитальной 

инфекции, установлено снижение относитель-

ного количества жизнеспособных лейкоцитов.

Ранее проведенными исследованиями было 

показано повышение функциональной актив-

ности перитонеальных нейтрофилов и макро-

фагов при НГЭ, связанное с активным синтезом 

простагландинов, металлопротеиназ, цитоки-

нов и хемокинов [13]. В нашем исследовании 

повышение НСТ индуцированной активно-

сти перитонеальных макрофагов наблюдалось 

у женщин с 1–2 стадиями НГЭ только при от-

сутствии возбудителей генитальной инфекции. 

Наличие HPV ВКР и Ureaplasma spp. характери-

зовалось снижением НСТ спонтанной и инду-

цированной активности перитонеальных ней-

трофилов и макрофагов. Однако, при 3–4 ста-

диях наблюдалось повышение функциональ-

ной активности перитонеальных нейтрофилов 

и макрофагов в группах с генитальной инфек-

цией. Кроме этого, у женщин с 3–4 стадиями 

НГЭ и Ureaplasma spp. в сравнении с контролем 

НСТ спонтанная [р = 0,049 (%)] и индуциро-

ванная [р = 0,035 (у.е.)] активность перитоне-

альных нейтрофилов и спонтанная активность 

[р = 0,006 (%), р = 0,023 (у.е.)] макрофагов была 

выше, чем при 1–2 стадиях.

В перитонеальной жидкости больных эндо-

метриозом увеличена концентрация цитоки-

нов (IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, TNFα) [9, 12, 16, 19]. 

По данным нашего исследования, при 1–2 ста-

диях НГЭ в группе, где отсутствовали возбуди-

тели генитальной инфекции, изменения уров-

ня цитокинов не установлено. При распростра-

ненном эндометриозе был снижен IL-4 и IL-2.

Особенностью у пациенток с 1–2 стадиями 

НГЭ и HPV ВКР было повышение IL-6, IL-8, 

TNFα при сравнении с контрольной группой. 

Эти цитокины продуцируются Th1- и Th2-

лимфоцитами и характеризуют наличие ак-

тивного воспаления. Однако при сравнении 

с результатами в группе без инфекции при 

HPV ВКР наблюдалось угнетение клеточного 

и гуморального иммунитета, которое выража-

лось в снижении IL-2 и IL-4. Таким образом, 

уже на ранних стадиях НГЭ при наличии HPV 

ВКР установлено повышение маркеров воспа-

ления и адгезии в перитонеуме, а также угнете-

ние реакций клеточного иммунитета. При 3–4 

стадиях НГЭ и HPV ВКР сохранялся повы-
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шенный уровень IL-6, TNFα, как при 1–2 ста-

диях. Кроме этого, повышались противовоспа-

лительные IL-4, IL-10, а также IFNγ, который 

не только ограничивает распространение виру-

сов, но и стимулирует активность макрофагов 

и натуральных киллеров.

На фоне Ureaplasma spp. при 1–2 стадиях 

установлено повышение IL-8, а при 3–4 стади-

ях — повышение IL-4, IL-6, IL-8, IL-12, TNFα.

Соколов Д.И. и соавт. установили повыше-

ние IL-4 в перитонеальной жидкости, кото-

рое коррелирует со степенью тяжести НГЭ [6]. 

По данным проведенного исследования IL-4 

повышался при распространенном эндометрио-

зе только у женщин с генитальной инфекцией.

Медиатор хронического воспалительного 

процесса IL-6 повышается в перитонеальной 

жидкости преимущественно у пациенток с 3–4 

стадиями НГЭ и положительно связан с дисме-

нореей и тазовой болью [3, 6, 10, 29]. По данным 

нашего исследования, IL-6 был повышен уже при 

1–2 стадиях НГЭ в группе женщин с HPV ВКР.

Концентрация IL-8, индуцирующего апо-

птоз цитотоксических Т-лимфоцитов и способ-

ного усиливать ангиогенез и перитонеальную 

адгезию клеток эндометрия, по данным некото-

рых авторов повышена в перитонеальной жид-

кости женщин с НГЭ, особенно в начальных 

стадиях заболевания [11, 17, 28]. В нашем ис-

следовании повышение IL-8 в перитонеальной 

жидкости на ранних и поздних стадиях наблю-

далось у женщин с Ureaplasma spp. и на ранних 

стадиях — при HPV ВКР. Suen J.L. и соавт. (2013) 

установили повышение сывороточного и пери-

тонеального IL-10 при НГЭ, при этом, наиболее 

высокая концентрация IL-10 в перитонеальной 

жидкости выявлена у пациенток с эндометрио-

идными кистами яичников [27]. IL-10 подавля-

ет иммунный ответ против эндометриоидных 

имплантов, способствуя развитию эндометрио-

за [24, 27]. Полученные в нашем исследовании 

данные показали увеличение IL-10 при 3–4 ста-

диях у женщин с HPV ВКР.

Большое значение имеет повышение TNFα 

при НГЭ, который усиливает адгезию стро-

мальных клеток эндометриоидных гетеро-

топий на мезотелии, активирует лейкоциты 

и мак рофаги стимулирует синтез IL-1, IL-6 [10]. 

Уровень TNFα позитивно коррелирует с интен-

сивностью боли при эндометриозе [24, 26]. В на-

шем исследовании TNFα был повышен у жен-

щин с HPV ВКР как при 1–2, так и при 3–4 ста-

диях НГЭ.

У женщин 1а группы уровень IL-2 (р = 0,036), 

IL-4 (р < 0,001), IL-10 (р = 0,002) был ниже, чем 

у пациенток 1 группы, а в 3а группе количество 

IL-4 (p = 0,004), IL-6 (p = 0,027), IL-12 (p = 0,022), 

TNFα было больше (p = 0,006), а IL-8 — меньше 

(p = 0,049), чем в 3 группе.

При наличии HPV ВКР и Ureaplasma spp. 

у женщин с 1–2 стадиями НГЭ снижалась 

функциональная активность перитонеальных 

нейтрофилов и макрофагов. Кроме этого, на-

личие HPV ВКР коррелировало со снижением 

IL-2, IL-4. При 3–4 стадиях НГЭ по данным 

корреляционного анализа наличие HPV ВКР 

и Ureaplasma spp. характеризовалось повышени-

ем как провоспалительных, так и противовос-

палительных цитокинов в перитонеуме, одна-

ко более высокая активность Th2 клеток в пе-

ритонеальной жидкости, секретирующих IL-4 

и IL-10 и подавляющих клеточный иммунитет, 

наблюдалась при HPV ВКР.

Заключение

Результаты исследования показали наибо-

лее выраженные изменения иммунологических 

показателей перитонеальной жидкости при на-

личии возбудителей генитальной инфекции 

и, особенно, — HPV ВКР. Формирующиеся 

на фоне бактериальных и вирусных возбудите-

лей иммунные нарушения могут способство-

вать имплантации эндометриальных клеток 

на органах малого таза и прогрессированию за-

болевания.
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Резюме. В последние годы регистрируется резкий рост случаев укусов иксодовыми клещами в северных ре-

гионах Европейской части России. В Республике Коми также резко увеличилось число лиц, обратившихся 

за медицинской помощью в связи с укусом клеща. Одновременно наблюдается рост заболеваемости клеще-

вым энцефалитом, который особенно усилился с 2009 г. Информация о генетическом разнообразии возбу-

дителей вирусных клещевых инфекций в этом регионе крайне ограничена. С целью идентификации и ге-

нотипирования возбудителей вирусных клещевых инфекций проведено исследование клещей I. persulcatus, 

собранных с растительности в южных и центральных районах Республики Коми. Методом ПЦР был выявлен 

генетический материал вирусов клещевого энцефалита и Кемерово в индивидуальных клещах. Секвениро-

вание фрагментов генома этих вирусов позволило однозначно их идентифицировать. Генетический матери-

ал вируса клещевого энцефалита был выявлен в 6,8±1,2% случаев. Генотипирование выявленных изолятов, 

проведенное на основе анализа нуклеотидной последовательности фрагмента гена белка Е вируса клещевого 

энцефалита, позволило установить, что 35% изолятов относятся к дальневосточному генотипу, а 65% — к си-

бирскому генотипу вируса клещевого энцефалита. Филогенетический анализ секвенированных последова-

тельностей показал наличие не менее четырех геновариантов сибирского и дальневосточного генотипов виру-

са клещевого энцефалита, близких к вариантам этого вируса, циркулирующим на Урале и в Сибири. Уровень 

инфицированности таежного клеща вирусом Кемерово составил 0,8±0,2%. Определение нуклеотидной по-

следовательности фрагмента гена РНК-зависимой РНК-полимеразы вируса Кемерово позволило установить, 

что обнаруженный генетический материал вируса Кемерово имеет уровень гомологии приблизительно 94% 

при сравнении с другими известными последовательностями этого орбивируса. Филогенетический анализ 

фрагментов генома вируса Кемерово показал наличие не менее двух геновариантов этого вируса, циркули-

рующих в Республике Коми. Высказано предположение, что вирус клещевого энцефалита был относительно 

недавно интродуцирован в природные очаги Республики Коми из Уральского и Сибирского регионов. Гене-

тические отличия вируса Кемерово предполагают более длительную эволюцию в исследованных природных 

очагах этого региона. Обсуждается возможная роль птиц и клещей, паразитирующих на них, в быстром рас-
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пространении вирусных клещевых инфекций в Республике Коми. Данные по генетическому разнообразию 

выявленных возбудителей клещевого энцефалита и лихорадки Кемерово могут быть полезны для улучшения 

диагностики, профилактики и лечения этих инфекционных заболеваний в Республике Коми.

Ключевые слова: вирус клещевого энцефалита, вирус Кемерово, Ixodes persulcatus, Республика Коми, генотипирование, 

ПЦР-диагностика.

GENOTYPING OF TICK-BORNE ENCEPHALITIS AND KEMEROVO VIRUSES IN TAIGA TICKS 

COLLECTED IN THE KOMI REPUBLIC

Kartashov M.Yu.a,b, Mikryukova T.P.a, Krivosheina E.I.a,b, Kuznetsov A.I.a,b, Glushkova L.I.c, Korabel'nikov I.V.d, 

Egorova Yu.I.d, Ternovoi V.A.a, Loktev V.B.a,b,e

a State Research Center for Virology and Biotechnology “Vector”, Koltsovo, Novosibirsk Region, Russian Federation
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Abstract. Over the last years, an increasing rate of ixodes tick bites has been registered in the northern regions of the 

European Russia. In addition, the number of subjects request medical assistance due to tick bites has been dramatically 

increased in the Komi Republic. In addition, incidence of tick-borne encephalitis was also increased particularly start-

ing since 2009. However, highly limited data on pathogen genetic diversity related to viral tick-borne infections in this 

region are currently available. Taiga ticks (Ixodes persulcatus) collected from the Komi Republic southern and central part 

vegetation were examined to identify and genotype tick-borne viruses. Individual ticks were used to identify by RT-PCR 

viral RNA coupled to tick-borne encephalitis and Kemerovo viruses. Viral genome fragment sequencing allowed to unam-

biguously identify these viruses. It was found that viral RNA tick-borne encephalitis was detected in 6.8±1.2% individual 

ticks. Moreover, tick-linked isolate genotyping based on analyzing E protein gene fragment nucleotide sequence derived 

from tick-borne encephalitis discovered that 35% and 65% isolates belonged to the Far Eastern and Siberian subtype, re-

spectively. In addition, subsequent phylogenetic analysis demonstrated that at least four variants of the Siberian and Far 

Eastern subtypes of tick-borne encephalitis virus were detected, which were close to the viruses circulating in the Urals 

and Siberia. In contrast, prevalence of Kemerovo virus in taiga ticks was 0.8±0.2%. Sequencing of Kemerovo virus RNA-

dependent RNA polymerase gene fragment showed around 94% homology with the remainder of the Kemerovo virus 

strains. Phylogenetic analysis of the Kemerovo virus genome fragments demonstrated at least two subtypes circulating 

in the Komi Republic. Thus, it was suggested that tick-borne encephalitis virus was introduced relatively recently from 

the Urals and Siberian region into the natural foci of the Komi Republic. Moreover, genetic differences found in Kemerovo 

virus strains presume for them a longer lasting evolution throughout the natural foci of this region. In addition, a potential 

role for birds and their ticks in rapid spreading of viral tick-borne infections in the Komi Republic is also discussed. Thus, 

the data on genetic diversity of the viral agents related to tick-born encephalitis and Kemerovo fever may be useful for im-

proving their diagnostics, prevention and treatment in the Komi Republic.

Key words: tick-borne encephalitis virus, Kemerovo virus, Ixodes persulcatus, Komi Republic, genotyping, PCR detection.

Введение

Изменение ареалов распространения иксодо-

вых клещей и распространение ими различных 

возбудителей вирусных инфекций делают про-

блему клещевых вирусных инфекций актуаль-

ной для большинства европейских стран [9, 11]. 

В последние годы регистрируется резкий рост 

случаев укусов иксодовыми клещами в север-

ных регионах Европы [1, 2, 17]. Отмечен рост 

заболеваемости клещевым энцефалитом (КЭ) 

и клещевым боррелиозом в Архангельской об-

ласти и Республике Коми. Так, в период с 1992 

по 2011 гг. в Республике Коми число лиц, об-

ратившихся за медицинской помощью в свя-

зи с укусом клеща, возросло в 23 раза, а пери-

од активности клещей расширился с четырех 

месяцев до шести (с апреля по сентябрь) [18]. 

Заболеваемость КЭ на территории Коми непре-

рывно растет с 1970 г., причем наиболее значи-

тельный подъем заболеваемости наблюдается 

после 2009 г. Проведенное в 2010 г. генотипи-

рование вируса клещевого энцефалита (ВКЭ) 

в таежных клещах выявило преимущественную 

циркуляцию дальневосточного генотипа ВКЭ 

[14]. Это позволило считать, что КЭ стал новой 

клещевой вирусной инфекцией для северных 

районов европейской части России.

Другим вирусным агентом, ассоциированным 

с иксодовыми клещами, является представитель 

рода Orbivirus — вирус Кемерово (KEMV). Ранее, 

KEMV был выделен из иксодовых клещей на раз-

личных территориях средней полосы России 

в Сибири (Кемеровская, Новосибирская, Омская, 

Иркутская области, Республика Алтай), на Урале 

(Свердловская, Курганская области, Республика 

Удмуртия), а также в европейской части России 

(Московская, Костромская, Вологодская облас-
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ти) [4, 6, 16]. Вирус Кемерово вызывает заболева-

ние человека, характеризующееся резким повы-

шением температуры, появлением сыпи и раз-

витием неврологических расстройств. В тяжелых 

случаях возможно развитие миокардита и менин-

гоэнцефалита. В настоящее время диагностика 

этого заболевания у человека затруднена отсут-

ствием доступных диагностических средств, что 

маскирует данную вирусную клещевую инфек-

цию среди других вирусных и бактериальных 

инфекций человека. Факты циркуляции KEMV 

и случаи заболевания человека лихорадкой 

Кемерово в северных районах европейской части 

России ранее были не известны.

В данной работе методами генетической 

диагностики оценено наличие циркуляции 

ВКЭ и KEMV в таежных клещах на территории 

Республики Коми, а также приведена попытка 

оценить возможное генетическое разнообразие 

возбудителей этих вирусных клещевых инфек-

ций, провести их генотипирование и выявить 

возможные эволюционные взаимосвязи этих 

вирусных агентов с циркулирующими в других 

регионах ВКЭ и KEMV.

Материалы и методы

В исследование были взяты 380 клещей 

вида I. persulcatus (самки — 185 особей, сам-

цы — 174, нимфы — 21), собранных в 2016 г. 

с растительности в южных и центральных рай-

онах Республики Коми, где наиболее часто ре-

гистрируются случаи присасывания клещей. 

Определение видовой принадлежности клещей 

осуществляли по морфологическим признакам 

с последующей верификацией путем определе-

ния нуклеотидной последовательности фраг-

мента (660 п.н.) гена, кодирующего субъедини-

цу I цитохромоксидазы в митохондриальном 

геноме клеща. Гомогенизацию клещей проводи-

ли на лабораторном гомогенизаторе TissueLyser 

(Qiagen, Германия) в 300 мкл стерильного физ-

раствора. Выделение суммарных нуклеино-

вых кислот производили с использованием 

набора «АмплиПрайм Рибо-преп» (Некстбио, 

Россия) согласно инструкции производителя. 

Реакцию обратной транскрипции осуществля-

ли с помощью набора «Реверта-100» (ЦНИИЭ 

Роспотребнадзора, Россия). Выявление генети-

ческих маркеров ВКЭ и KEMV проводили 

методом ПЦР с использованием ПЦР-смеси 

«БиоМастер HS-Taq» (Биолабмикс, г. Ново си-

бирск, Россия) и олигодезоксирибонуклеотид-

ных праймеров, комплементарных исследуемым 

локусам (табл.).

Определение нуклеотидных последователь-

ностей продуктов ПЦР, очищенных на микро-

колонках (Биосилика, г. Новосибирск, Россия), 

проводили с использованием набора BigDye™ 

Terminator v.3.1 Cycle Sequencing Kit на автома-

тическом секвенаторе ABI PRISM 3500 Genetic 

Analyzer (Applied Biosystems, США). Анализ по-

лученных нуклеотидных последовательностей 

осуществляли с помощью программ Unipro 

UGENE v. 1.30 [15] и MEGA7 [12]. Построение 

филогенетических деревьев проводили методом 

максимального правдоподобия. Статистические 

индексы поддержки ветвей были получены с по-

мощью bootstrap-анализа для 1000 итераций.

Установленные нуклеотидные последова-

тельности зарегистрированы в базе данных 

GenBank под номерами MK304517-MK304519 

(для изолятов KEMV) и MK304520-MK304545 

(для изолятов ВКЭ).

Результаты

Генетический материал ВКЭ был обнаружен 

в 26 из 380 исследованных клещей I. persulcatus. 
Таким образом, вирусофорность клещей соста-

вила 6,8±1,2%. Генотипирование выявленных 

изолятов ВКЭ было проведено путем определе-

Таблица. Олигонуклеотидные праймеры, использованные для выявления генетического материала 

ВКЭ и KEMV

Table. Oligonucleotide primers used to detect genetic material of the TBEV and KEMV

Мишень

Target
Название

Abbreviation
Структура праймера (5’→3’)

Structure of primers

Размер 
ампликона 

(п.н.)

Amplicon 
size (b.p.)

Температура 
отжига

Temperature 
of reaction

Ссылка

References

Ixodes spp. 
(gene COI)

IpCX-6f ATTAGGAGCACCTGATATAGCTTTCCC
660 62

Данная работа

This investigationIpCX-9r GCTGTAAATAAGCTCGAGTGTCGATA

KEMV (сегмент 1, 
ген полимеразы)

KEMV (segment 1, 
RNA polymerase)

rt_Kem4f TCCGCCACCCTGGAATGAGAC

116 60 [6]rt_Kem4r TCAGGATCGGTCAAGGCCATTC

Kem_prb4 FAM–AGCCGTTTCTGTCCACGAGACG–BHQ1

Kem_F64 TGAGCGGATAACAATTTCACAC
170 58

Данная работа

This investigationKem_R234 GTCATTACTGGATCTATCAACAGG

ВКЭ

TBEV
(Е-NS1)

E7 GGCATAGAAAGGCTGACAGTG
340 52

[16]
E10 GATACCTCTCTCCACACAACCAG

E9 ACAGTGATAGGAGAACACGCTGGG
210 52

E8 CAGCCAGGAGGAAGCTCATGGAC
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ния нуклеотидной последовательности фраг-

мента гена Е (210 п.н.). Девять изолятов (35%) 

были отнесены к дальневосточному геноти-

пу, а 17 (65%) — к сибирскому генотипу ВКЭ. 

Генетический материал ВКЭ был обнаружен как 

у самок (69%), так и у самцов (31%), инфициро-

ванных нимф выявлено не было. Анализ фило-

генетических взаимоотношений изучаемых изо-

лятов показал циркуляцию на территории Коми 

различных генетических вариантов ВКЭ (рис. 1). 

Все исследованные образцы оказались ориги-

нальными и не имели 100% гомологии с уже 

известными вирусными штаммами сибирских 

и дальневосточных генотипов ВКЭ.

Восемь изолятов ВКЭ дальневосточного типа 

кластеризовались с прототипными штаммами 

205 (DQ989336), Novosibirsk-L2008 (KJ739729), 

Tomsk-PT12 (KM019546) и имели уровень го-

Рисунок 1. Филодендрограмма, отображающая генетическую близость исследуемых изолятов ВКЭ (●) 

и известных прототипных штаммов ВКЭ, представляющих три основных генотипа ВКЭ

Figure 1. Phylogenetic tree demonstrating genetic proximity in TBEV isolates (●) and the three main subtypes 
for TBEV prototype strains
Примечание. Филогенетическое дерево построено на основе фрагмента (210 п.н.) структурного гена Е 
с использованием метода максимального правдоподобия, модель эволюции GTR+I+G, индексы поддержки рассчитаны 
для 1000 повторов. В качестве внешней группы сравнения использовался вирус Лангат.
Note. Based on the structural E gene fragment (210 b.p.) by using the maximum likelihood estimation, GTR+I+G evolution model, 
support indices calculated per 1000 repetitions. Langat virus was used as an external comparison group.
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мологии с ними 99,0%. Изолят Komi-17-3 фор-

мировал отдельную ветвь в пределах кластера 

дальневосточного генотипа и имел наибольший 

уровень гомологии с прототипным штаммом 

Tomsk-PT12, выделенным от садовой камы-

шовки (Acrocephalus dumetorum) на территории 

Томской области (уровень гомологии 98,2%).

Изучаемые изоляты ВКЭ сибирского гено-

типа четко расходились на две отдельные суб-

клады в пределах сибирского генотипа. Десять 

изолятов входили в субкладу, сформированную 

прототипным штаммом Заусаев (AF527415). 

Семь выявленных изолятов образовывали от-

дельную субкладу и показывали наибольшую 

гомологию с вариантами ВКЭ, обнаруженными 

в Екатеринбурге (GQ845427) — 98,2%, Вологде — 

97,5% (GQ845434) и в Кургане (FJ214150) — 97,2%.

При скрининге 380 образцов кДНК исследу-

емых клещей было выявлено 3 положительных 

пробы, содержащих генетический материал 

KEMV. Таким образом, уровень инфицирован-

ности таежных клещей KEMV составил 0,8±0,2%. 

Все клещи, в которых был выявлен KEMV, явля-

лись самками. Для выявленных изолятов KEMV 

были определены нуклеотидные последователь-

ности фрагмента сегмента 1 (255 п.н.), кодирую-

щего РНК-зависимую РНК-полимеразу. На ос-

новании полученных данных было построено 

филогенетическое дерево (рис. 2) и проведено 

сравнение с известными последовательностями 

KEMV и других близкородственных вирусов, де-

понированными в международной базе данных 

GenBank NCBI. Результаты филогенетического 

анализа подтвердили таксономическую при-

надлежность выявленных изолятов к KEMV. 

Изоляты Komi-1 и Komi-2 идентичны между 

собой по данному участку генома и отличаются 

от изолята Komi-3 семью нуклеотидными за-

менами (уровень гомологии — 97,3%), которые 

приводят в конечном счете к 4 аминокислот-

ными заменам. Выявленные изоляты KEMV, 

циркулирующие на территории Республики 

Коми, формировали отдельную ветвь в преде-

лах клады, сформированной прототипными 

штаммами KEMV. Уровень гомологии нуклео-

тидных последовательностей этих же изолятов 

в Республике Коми, в сравнении с другими из-

вестными последовательностями KEMV, соста-

вил приблизительно 94%.

Обсуждение

На территории северной Евразии ВКЭ пред-

ставлен несколькими генотипами, каждый 

из которых при попадании в организм человека 

может вызывать заболевания разной степени тя-

жести. Обычно ВКЭ подразделяют на 3 основ-

ных генотипа — дальневосточный, сибирский 

и европейский [8]. Недавно было сформулирова-

но предложение о выделении байкальского и ги-

малайского генотипов ВКЭ [5]. В таежных кле-

щах, собранных с растительности в Республике 

Коми, к дальневосточному генотипу было отне-

сено 35%, а к сибирскому генотипу — 65% секве-

нированных последовательностей РНК из изо-

лятов ВКЭ. Нам не удалось выявить у собранных 

таежных клещей генетический материал, свой-

ственный европейскому, байкальскому и гима-

лайскому генотипам ВКЭ.

Бóльшая часть выявленных образцов сибир-

ского генотипа ВКЭ может быть отнесена к ге-

ногруппе Заусаев-подобных штаммов. Данная 

группа ВКЭ интересна тем, что прототипный 

для этой группы штамм Заусаев был выделен 

из мозга погибшего в 1985 г. 34-летнего пациен-

та с хроническим клещевым энцефалитом, ко-

торый был атакован клещом в Томской области 

в 1973 г. [10]. Причем у пациента после укуса кле-

ща не было зарегистрировано развития острого 

клещевого энцефалита. Развитие клинически 

выраженного энцефалита началось приблизи-

тельно через 10 лет после укуса клеща, что при-

вело к гибели пациента спустя два года от хрони-

ческого клещевого энцефалита. Гипотеза о спо-

собности штамма Заусаев вызывать хронические 

формы клещевого энцефалита, к сожалению, 

опирается на отрывочные и неполные данные. 

Это, по всей вероятности, связано с крайне дли-

тельным инкубационным периодом данного 

заболевания, что, видимо, не позволяет связать 

возможные поражения ЦНС у пациента с укусом 

клеща, который имел место многие годы назад.

Эпидемиологическая значимость распро-

странения дальневосточного генотипа ВКЭ 

связана с его высокой патогенностью для чело-

века по сравнению с другими генотипами ВКЭ. 

Дальневосточный генотип ВКЭ вызывает тяже-

лые вирусные энцефалиты и менингоэнцефали-

ты со смертностью до 30% [10]. Распространение 

дальневосточного генотипа ВКЭ, а также воз-

можность появления хронических форм КЭ 

требует особого внимания к диагностике и про-

филактике данного заболевания в Республике 

Коми.

Проведенный филогенетический анализ по-

казывает кластеризацию изолятов ВКЭ на 4 ге-

ногруппы. Две геногруппы сибирского генотипа 

взаимосвязаны с теми вариантами ВКЭ, кото-

рые циркулируют в Уральском регионе, на юге 

Западной Сибири иАлтае. Варианты дальневос-

точного генотипа близки к вариантам ВКЭ это-

го субтипа, циркулирующим на юге Западной 

Сибири. Формирование четырех геногрупп 

ВКЭ позволяет сделать предположение, что за-

нос ВКЭ на территорию Республики Коми имел 

место не менее 4 раз, причем ВКЭ преимущест-

венно распространялся с восточных регионов 

РФ, с районов Урала и Сибири, где циркулируют 

подобные штаммы ВКЭ. Интересно отметить, 

что аналогичные штаммы дальневосточного ге-

нотипа ВКЭ были ранее обнаружены у садовой 

камышовки в окрестностях г. Томска [14]. Ареал 
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распространения этой птицы, пути ее миграции 

и широкое распространение в Республике Коми 

вполне удовлетворительно могут объяснить за-

нос ВКЭ в Республику Коми и быстрое распро-

странение таежных клещей в этом регионе при 

помощи птиц.

Нами впервые выявлен генетический матери-

ал KEMV на территории Республики Коми в кле-

щах I. persulcatus. Определение нуклеотидной по-

следовательности фрагмента генома показало, 

что он имеет уровень гомологии приблизитель-

но 94% в сравнении с другими известными по-

следовательностями вируса Кемерово и, по всей 

вероятности, формирует две достаточно обосо-

бленные геногруппы KEMV в Республике Коми. 

Подобный уровень гомологии с известными 

вариантами вируса и наличие выраженных ге-

нетических групп KEMV позволяет высказать 

предположение о длительной циркуляции ви-

руса Кемерово в природных очагах Республики 

Коми. К сожалению, информация о генетиче-

ском разнообразии и географическом распро-

странении KEMV крайне ограничена. Это не по-

зволяет точно оценить ареалы KEMV в северной 

Евразии и высказать гипотезу о возможных пу-

тях его распространения в России.

Вирус Кемерово относится к виду Great Island 

virus рода Orbivirus (орбивирусов) (https://www.

ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.

cgi?id=10892). Данный вид включает в себя еще 

5 вирусов, которые широко распространены в раз-

личных географических регионах мира. Факты 

обнаружения орбивирусов данного вида в Се-

верной Америке, Северной Евразии и Австра лии 

подтверждают предположение о глобальном рас-

пространении этого вида вируса [13]. Его распро-

странение связывают с перелетными (морскими) 

птицами и клещами, паразитирующими на них. 

Вполне вероятно, что именно перелетные птицы 

занесли орбивирусы в северо-восточные районы 

европейской части России. Значительный уро-

вень обнаруженных генетических отличий у вы-

деленных изолятов KEMV предполагает, что это 

произошло достаточно давно.

Таким образом, изучение генетического раз-

нообразия ВКЭ и KEMV в таежных клещах 

из природных биотопов Республики Коми по-

казало значительное генетическое разно образие 

возбудителей клещевого энцефалита и лихо-

радки Кемерово. Данные филогеографического 

анализа позволяют предполагать циркуляцию 

не менее четырех геновариантов ВКЭ сибирско-

го и дальневосточного генотипов, которые близ-

ки к вариантам ВКЭ, циркулирующим на Урале 

и в Сибирском регионе. Это позволяет высказать 

предположение о заносе ВКЭ в Республику Коми 

из этих регионов. Генетический материал виру-

са Кемерово был впервые обнаружен в таежных 

клещах в исследованном районе. Его секвени-

рование и анализ показали, что он весьма суще-

ственно отличается от известных ранее вариан-

тов KEMV и представлен двумя геновариантами. 

По всей вероятности, это свидетельствует о том, 

что эволюция вируса Кемерово на северо-восто-

ке европейской части РФ протекала независимо 

и достаточно длительное время. Типичным хо-

зяином для данного вида орбивирусов являются 

перелетные птицы и клещи, паразитирующие 

Рисунок 2. Филодендрограмма, отображающая взаимосвязь исследуемых изолятов KEMV (●) 

и других известных близкородственных орбивирусов

Figure 2. Phylogenetic tree which displaying a relationship between KEMV isolates (●) and other closely related 
orbiviruses
Примечание. Филогенетическое дерево построено на основе фрагмента (255 п.н.) сегмента 1 (VP1) с использованием 
метода максимального правдоподобия, модель эволюции GTR+I+G, индексы поддержки рассчитаны для 1000 повторов.
Note. Based on segment 1 (VP1) gene fragment (255 bp) by using the maximum likelihood estimation, GTR+I+G evolution model, 
support indices calculated per 1000 repetitions.
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на них [13]. Выявление KEMV в таежных кле-

щах свидетельствует о циркуляции этого вируса 

в биотопах данного региона.

Выявленные варианты ВКЭ и KEMV спо-

собны вызывать заболевания человека, причем 

с весьма необычной клиникой. Это различные 

формы хронического клещевого энцефалита 

с длительным инкубационным периодом, тяже-

лые формы КЭ с высоким уровнем летальности. 

По всей вероятности, новые варианты KEMV 

также могут вызывать заболевания с разнообраз-

ной клинической картиной вирусной инфекции 

у человека. Однако отсутствие диагностических 

средств, адаптированных для выявления гене-

тически разнородных вариантов ВКЭ и KEMV, 

безусловно, затруднит проведение диагностики 

этих инфекций у населения Республики Коми. 

Представляется, что уточнение ареалов распро-

странения различных генотипов ВКЭ и вируса 

Кемерово, изучение вариа бельности их геномов 

является принципиальным моментом для улуч-

шения диагностики, профилактики и лечения 

этих инфекционных клещевых заболеваний 

в Республике Коми и других северо-восточных 

регионах европейской части России.
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ЛЕЙКОЦИТАРНЫЙ СОСТАВ КРОВИ, 

ГЕМОГРАММА, МОРФОМЕТРИЯ 

ЛИМФОИДНЫХ ОРГАНОВ И ТЕЛА КРЫСЫ 

ПОД ВЛИЯНИЕ БИОЛОГИЧЕСКИ АКТИВНЫХ 

ВЕЩЕСТВ СЛЮНЫ HIRUDO VERBANA

Р.Ф. Аминов, А.К. Фролов, Е.Р. Федотов

Запорожский национальный университет, г. Запорожье, Украина

Резюме. Медицинское сообщество отмечает устойчивую тенденцию к увеличению частоты аллергических забо-

леваний вследствие использования синтетических фармацевтических препаратов и влияния неблагоприятных 

факторов окружающей среды. В этой связи все большую актуальность приобретают терапевтические подходы, 

основанные на использовании естественных, природных средств. К их числу относится гирудотерапия. Половоз-

релых самок нелинейных крыс, которым за 2 недели до и через 2 недели после спаривания выполняли приставки 

медицинской пиявки (МП) массой 400±10 мг в подлопаточную область, выводили из эксперимента на 60 сутки 

вскармливания приплода и исследовали. Крысят приплода исследовали на 1, 15, 30, 45, 60 сутки. Сроки проведе-

ния эксперимента были выбраны с учетом возрастных периодов у крыс: 1–5 сутки жизни соответствуют перио-

ду новорожденности, 6–21 сутки — подсосному периоду, 22–50 сутки — периоду становления половой зрелости, 

и наконец, с 60 суток начинается период половой зрелости. Всего в эксперименте было использовано 40 самок не-

линейных крыс и 200 крысят их приплода. После измерения морфометрических показателей тела всех животных 

декапитировали под эфирным наркозом, затем выполняли вскрытие, собирали кровь в стерильную центрифуж-

ную пробирку с 2% кристаллическим гепарином (8:1) (Spofa, Чехия) и исследовали ее унифицированными мето-

дами, определяя общее количество лейкоцитов, лейкоцитарную формулу крови, общее количество эритроцитов, 

гемоглобин, цветной показатель. Фиксировались морфометрические показатели селезенки и тимуса. Статистиче-

скую обработку результатов проводили методом вычисления средней арифметической, ошибки средней арифме-

тической, среднего квадратичного отклонения с помощью компьютерных программ SPSS v. 21.0 и Microsoft Office 

Excel 2010. Достоверность различий между средними величинами оценивали по критерию Стьюдента: различия 

считали достоверными при р ≤ 0,05. Результатом наших исследований стало выявление иммуностимулирующе-

го воздействия слюны МП на морфометрические показатели тела и основных органов иммунной системы крыс 

(тимуса и селезенки). У потомства опытной группы, начиная с первых суток, увеличивалось количество лейкоци-

тов, эритроцитов, повышался уровень гемоглобина. Проведенное исследование убедительно продемонстрировало 

стимулирующее влияние слюны МП на гистогенетические реакции на изученых этапах онтогенеза у самок крыс 

и их потомства, причем у самок данный морфогенетический эффект сохранялся спустя более чем 70 суток по-

сле последней постановки МП. Изменения морфологических и гематологических показателей свидетельствуют 

об активации морфогенетической функции иммунитета под влиянием биологически активных веществ МП.

Ключевые слова: гирудотерапия, медицинская пиявка, биологически активные вещества, морфометрические показатели тела.
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RAT PERIPHERAL BLOOD LEUKOCYTE SUBSET COMPOSITION, HEMOGRAM, LYMPHOID ORGAN 

AND BODY MORPHOMETRY AFTER EXPOSURE TO BIOLOGICALLY ACTIVE SUBSTANCES DERIVED 

FROM HIRUDO VERBANA SALIVA

Aminov R.F., Frolov A.K., Fedotov Ye.R.

Zaporizhzhya National University, Zaporizhzhya, Ukraine

Abstract. Medical community has noted that the prevalence of allergic diseases by steadily tends to rise resulting from 

using synthetic drugs ecological catastrophe. In this regard, more and more attention is increasingly being paid to natural 

therapeutic approaches, one of which is based on applying hirudotherapy. There were used 40 pubescent outbred female 

rats and their 200 pups born during experiment. In particular, female rats underwent leeching in the subscapular region 

2 weeks before and 2 weeks after mating by applying medical leeches weighing 400±10 mg. Next, relevant progeny was 

examined at day 1, 15, 30, 45, and 60 after birth, whereas female rats — after weaning. Experiment was designed to assess 

diverse parameters in accordance with the age-related rat development: newborn pups — 1–5 days old, day 6–21 — suck-

ling period, day 22–50 — onset of puberty, day 60 onward — puberty. After measuring body morphometric parameters, 

female rats were sacrificed by decapitation under ether narcosis on day 60, whereas rat pups — at various time points. 

followed by autopsy and collecting blood sample into a sterile centrifuge tube by using 2% Spofa crystalline heparin 

(8:1) to be further examined by standard assays: morphometry of rat body, spleen and thymus; measuring total leukocyte 

count; CBC with differential; RBC; hemoglobin level; color index. Statistical data processing was performed by calcu-

lating arithmetic mean, error of arithmetic mean, standard deviation by using SPSS version 21.0 and Microsoft Office 

Excel 2010 software. Significance of differences was estimated by using Student’s t test, and set at p ≤ 0.05. Our study 

demonstrated medical leech saliva components applied during hirudolotherapy exerted an immune-augmenting effect 

of on morphometric body, thymus and spleen parameters. Moreover, starting from day 1, total leukocyte count, RBC, 

and hemoglobin level were increased in the experimental group. Moreover, we convincingly demonstrated a stimulatory 

effect of medical leech saliva components on histogenetic reactions at various ontogenetic stages in both female rats and 

their progeny. In the former, such morphogenetic effect was maintained for more than 70 days after the last leeching: 

on week 2 after mating and 30 days after delivery. Changes in morphological and hematological evidence about enhanced 

morphogenetic function of immune system in response to saliva-derived biologically active substances released by me-

dicinal leeches.

Key words: hirudotherapy, medical leech, biologically active substances, morphometric indices of the body.

Введение

Медицинское сообщество отмечает устой-

чивую тенденцию к хронизации патологий 

и увеличению аллергических заболеваний, яв-

ляющуюся следствием техногенного прессинга 

на внешнюю среду и экспансии синтетических 

лечебных средств [5, 8, 10, 12, 15, 16, 21, 27]. В этой 

связи все большее внимание приобретают на-

туротерапевтические подходы, одним из кото-

рых является гирудотерапия (ГТ) [1, 13, 22–26, 

28]. Человек и водопойные животные (в основ-

ном копытные) в ходе эволюции и формирова-

ния мутуалистических отношений с пиявками, 

адаптировались к их биологически активным 

веществам (БАВ). Поэтому ГТ обеспечивает 

широкий спектр терапевтических эффектов 

при практически полном отсутствии побочных 

негативных последствий. Количество противо-

показаний к ГТ минимально — это патология 

гемостаза, онкологические заболевания, погра-

ничные состояния здоровья и беременность [9, 

11]. Однако ряд гирудотерапевтов [6, 7, 9, 11, 17] 

считают последнюю относительным противо-

показанием, допуская превентивные приставки 

медицинской пиявки (МП) при угрозе развития 

тромбофлебитов, гестозов, полагая, что ГТ при-

водит к улучшению кровоснабжения тканей ма-

тери и плода, и ссылаясь на отсутствие данных 

о тератогенном действии БАВ МП. Если при-

нять во внимание положительное влияние БАВ 

МП на регенеративные процессы [18], то можно 

рассчитывать на подобный морфогенетический 

эффект и у плода. Ранее нами было показано, 

что большинство терапевтических эффектов 

ГТ опосредуется иммунной системой [1, 22–24], 

тогда как участие последней в антигенструк-

турном гомеостазе организма проявляется че-

рез основную морфогенетическую функцию — 

контроль и регуляцию метаболизма, пролифе-

рации и дифференцировки клеток всех тканей 

[2–4, 18]. Поэтому целью наших исследований 

стало изучение морфометрических и гематоло-

гических показателей крыс на ранних этапах 

постэмбрионального развития на фоне внутри-

утробной нагрузки БАВ слюны Hirudo verbana 

в процессе гирудовлияния.

Материалы и методы

Половозрелым нелинейным самкам крыс 

в возрасте 4 месяцев фиксировали в станке для 

фиксации и проводили приставки МП мас-

сой 0,4±0,01 г 4-кратно с интервалом 1 неделя, 

за 2 недели до и в течение 2 недель после спари-

вания с самцами того же возраста. Самок конт-
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рольной группы животных также фиксирова-

ли в фиксационном станке, но без приставок 

МП, с последующим спариванием с самцами. 

Приплод, полученный от самок опытной и кон-

трольной групп, исследовали в динамике на 1, 

15, 30, 45, 60 сутки. Самок выводили из экспе-

римента на 60 сутки вскармливания приплода. 

Сроки проведения эксперимента были выбраны 

с учетом общепризнанных возрастных перио-

дов у крыс. Так, 1–5 сутки жизни соответствуют 

периоду новорожденности, 6–21 сутки — под-

сосному периоду, 22–50 сутки — периоду ста-

новления половой зрелости, и наконец, с 60 су-

ток наступает период половой зрелости. Всего 

в эксперименте было использовано 40 самок 

нелинейных крыс и 200 крысят их приплода. 

Всех животных декапитировали под эфирным 

наркозом после измерения морфометрических 

показателей тела (массы, длины, длины хвос-

та, окружности грудной клетки и окружности 

живота. После этого проводили вскрытие жи-

вотных и собирали кровь в силиконированую 

стерильную центрифужную пробирку с 2% 

кристаллическим гепарином (8:1) (Spofa, Чехия). 

Далее исследовали морфометрические показа-

тели селезенки и тимуса: массу, ширину и дли-

ну (с помощью штангенциркуля); гематологи-

ческие показатели (количество лейкоцитов, 

лейкоцитарную формулу крови, количество 

эритроцитов, гемоглобин) определяли унифи-

цированными методами. Статистическую об-

работку результатов проводили методом вычис-

ления средней арифметической, ошибки сред-

ней арифметической, среднего квадратичного 

отклонения с помощью компьютерных про-

грамм SPSS v. 21.0 и Microsoft Office Excel 2010. 

Достоверность различий между средними ве-

личинами оценивали по критерию Стьюдента: 

различия считали достоверными при р ≤ 0,05.

Результаты

Изучение цитологических и морфометри-

ческих показателей самок, подвергнутых по-

становкам МП до и во время беременности, 

и их приплода на разных этапах раннего он-

тогенеза выявило однонаправленные измене-

ния с тенденцией к увеличению показателей 

по сравнению с животными контрольной груп-

пы (р ≤ 0,05) (табл. 1, 2, 3, 4). Так, у опытных са-

мок, которые были выведены из эксперимента 

на 60 сутки после родов, достоверно увеличи-

вались все морфометрические параметры тела, 

но наибольшая амплитуда прироста отмечалась 

для показателей массы тела, которая увеличи-

валась по сравнению с контрольной группой 

животных на 7,5% (р ≤ 0,05) (табл. 1).

Как и следовало ожидать, при анализе орга-

нов кроветворения и иммунной системы реги- Т
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стрировались наибольшие изменения их массы. 

Так, масса тимуса опытной группы самок воз-

росла на 34,5%, а масса селезенки — на 19,8% 

(р ≤ 0,05 для обоих показателей) (табл. 2).

Достоверно увеличивались, но в меньшей 

степени, и другие морфометрические показате-

ли у опытной группы самок. Увеличение массы 

тимуса и селезенки у опытных самок сопровож-

далось соответствующим ростом гематологи-

ческих показателей: количество лейкоцитов 

в артериовенозной крови увеличилось на 54%, 

количество эритроцитов — на 24%, гемогло-

бина — на 16% (р ≤ 0,05 для всех показателей)

(табл. 3). В то же время лейкоцитарная формула 

не менялась (табл. 4).

Как мы уже отмечали, у приплода крыс опыт-

ной группы также имело место разной степени 

увеличение изучаемых показателей. Наиболее 

показательным было увеличение массы тела. 

Максимальная амплитуда данного увеличе-

ния наблюдалась в активный подсосный пе-

риод — на 15,2%, и в периоды начала полового 

созревания и становления половой зрелости — 

на 24,2 и 13,8% соответственно. Достоверных 

различий достигали и другие морфометричес-

кие показатели (табл. 1). Соответственно уве-

личению морфометрических показателей тела 

в опытной группе потомства крыс, отмечалось 

увеличение морфометрических показателей 

тимуса и селезенки. В наибольшей степени ме-

нялась масса органов. Для тимуса увеличение 

составляло 28,12; 49,83 и 16,87%, для селезен-

ки — 50,39; 49,78 и 54,81% на 15, 30 и 45 сутки 

жизни соответственно по сравнению с живот-

ными контрольной группы (р ≤ 0,05) (табл. 2). 

У потомства крыс опытной группы также уве-

личивались показатели «красной крови» и лей-

коцитов, причем наибольшая степень этих из-

менений регистрировалась до 30 суток жизни, 

а к концу срока наблюдения — на 45 и 60 сут-

ки — данные показатели у групп наблюдения 

статистически не отличались (табл. 3). Видимой 

патологии внутренних органов у опытной груп-

пы животных нами зарегистрировано не было, 

Таблица 2. Морфометрические показатели тимуса и селезенки самок и их приплода, Х±SE

Table 2. Morphometric parameters of the thymus and spleen of females and their offspring, Х±SE

Показатели иммуногенных органов самок и их приплода

Immune-organ morphometric parameters for female rats and their progeny

Группа животных

Group of animals

Тимус

Thymus
Селезенка

Spleen

Масса, мг

Weight, mg
Длина, см

Length, cm
Ширина, см

Width, cm
Масса, мг

Weight, mg
Длина, см

Length, cm
Ширина, см

Width, cm

Самки

Mature 
females

Контроль

Control
169,6±9,9 0,9±0,1 0,9±0,1 579,4±25,3 3,4±0,2 0,8±0,1

Эксперимент

Experiment
228,1±15,5* 1,1±0,1 1,1±0,1 694,2±27,4* 3,6±0,2 0,9±0,1

Приплод 
1 сутки

Offspring — 
1st day

Контроль

Control
9,4±1,0 0,22±0,04 0,2±0,04 15,2±0,8 0,83±0,05 0,2±0,04

Эксперимент

Experiment
15,3±1,24* 0,34±0,05* 0,3±0,04* 21,2±2,6* 1,0±0,1* 0,2±0,05

Приплод 
15 сутки

Offspring — 
15th day

Контроль

Control
70,75±6,89 0,8±0,07 0,7±0,07 56,5±4,7 1,4±0,1 0,4±0,04

Эксперимент

Experiment
90,6±6,8* 0,9±0,04 0,7±0,08 85,0±5,3* 1,7±0,13* 0,4±0,05

Приплод 
30 сутки

Offspring — 
30th day

Контроль

Control
110,0±5,3 1,0±0,1 0,9±0,08 116,2±5,81 1,90±0,16 0,5±0,05

Эксперимент

Experiment
164,8±9,7* 1,2±0,1 1,2±0,12* 174,0±8,9* 2,2±0,2* 0,6±0,04*

Приплод 
45 сутки

Offspring — 
45th day

Контроль

Control
272,8±13,7 1,3±0,1 1,4±0,13 427,8±45,1 2,8±0,2 0,7±0,03

Эксперимент

Experiment
335,7±16,0* 1,5±0,1* 1,6±0,1* 662,3±30,4* 3,4±0,3* 1,0±0,06*

Приплод 
60 сутки

Offspring — 
60th day

Контроль

Control
397,0±17,4 1,5±0,12 1,6±0,1 524,1±23,9 3,0±0,3 0,7±0,05

Эксперимент

Experiment
404,8±18,4 1,7±0,1 1,8±0,2 753,5±43,7* 3,6±0,3 1,0±0,07*

Примечание. *Показатели, достоверно отличающиеся от контроля (р ≤ 0,05).
Note. *Significant differences compared to control group (р ≤ 0.05).
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что свидетельствует об отсутствии тератоген-

ного эффекта БАВ МП. Примечательно, что 

увеличение количества лейкоцитов у опытной 

группы самок и их потомства происходило без 

существенных изменений в лейкоцитарной 

формуле крови (табл. 4), что также указывает 

на гомеостатическое морфогенетическое влия-

ние БАВ МП на диферренцировку гемопоэти-

ческих тканей.

Обсуждение

Проведенное исследование убедительно 

продемонстрировало стимулирующее влияние 

БАВ слюны МП на гистогенетические реак-

ции в разные периоды онтогенеза самок крыс 

и их потомства. Причем у самок морфогенети-

ческий эффект сохранялся на протяжении бо-

лее 70 суток после последней постановки МП. 

Потомство опытных крыс подвергалось транс-

плацентарному воздействию БАВ слюны МП 

в эмбриональном периоде. Следовательно, та-

кой выраженный и пролонгированый морфо-

генетический эффект БАВ слюны МП может 

быть следствием нескольких аддитивных ме-

ханизмов. Так, собственно компоненты слюны 

МП частично адсорбируются в прилегающих 

к ранке тканях и частично поступают во вну-

тренюю среду организма животных, осущест-

вляя активацию гистогенетических реакций. 

Косвенное подтверждение данного предполо-

жения было получены в экспериментах in vitro. 

Биологически активные вещества МП в куль-

туре эмбриональной нервной ткани цыпленка 

проявляли нейротрофический эффект — сти-

мулировали рост нервных волокон. В культуре 

лимфоцитов доноров антигены солевого экс-

тракта из тел МП индуцировали синтез про-

воспалительных цитокинов (IL-1β, IL-8, TNFα) 

и реакцию бласттрансформации лимфоци-

тов (РБТЛ), переходящую, в конечном итоге, 

в апоптоз [19, 20]. Авторы отмечают, что уровни 

синтеза цитокинов и РБТЛ не зависели от пред-

шествующей сенсибилизации лимфоцитов 

Таблица 3. Содержание лейкоцитов, эритроцитов, гемоглобина и цветной показатель у самок 

и их приплода, Х±SE

Table 3. Estimation of total leukocyte count, RBC, hemoglobin level, color index in female rats and their progeny, 
X±SE

Группа животных

Group of animals

Показатели

Indicators

Лейкоциты, 109/л

Leucocytes, 109/l
Эритроциты, 1012/л

Erythrocytes, 1012/l
Гемоглобин, г/л

Hemoglobin, g/l
Цветной показатель

Color index

Самки

Mature 
females

Контроль

Control
5,0±0,25 7,1±0,40 136,1±4,81 0,58±0,06

Эксперимент

Experiment
7,7±0,66* 8,8±0,29* 158,4±3,64* 0,54±0,05

Приплод 
1 сутки

Offspring — 
1st day

Контроль

Control
5,8±0,35 2,8±0,10 62,7±2,72 0,66±0,07

Эксперимент

Experiment
7,7±0,55* 3,1±0,22 83,8±2,74* 0,81±0,08

Приплод 
15 сутки

Offspring — 
15th day

Контроль

Control
6,7±0,54 4,2±0,18 79,5±1,65 0,57±0,06

Эксперимент

Experiment
7,9±0,51* 3,7±0,29 86,2±3,47* 0,70±0,07

Приплод 
30 сутки

Offspring — 
30th day

Контроль

Control
4,4±0,30 3,8±0,13 90,9±3,10 0,72±0,07

Эксперимент

Experiment
5,4±0,29* 4,8±0,22* 102,0±3,45* 0,64±0,06

Приплод 
45 сутки

Offspring — 
45th day

Контроль

Control
6,8±0,51* 5,2±0,14 143,2±5,44* 0,83±0,09

Эксперимент

Experiment
7,1±0,31 5,1±0,33 140,5±6,07 0,83±0,08

Приплод 
60 сутки

Offspring — 
60th day

Контроль

Control
7,3±0,45 6,6±0,19 155,1±5,73 0,70±0,07

Эксперимент

Experiment
8,2±0,45* 6,5±0,20 153,3±5,02 0,71±0,07

Примечание. *Показатели, достоверно отличающиеся от контроля (р ≤ 0,05).
Note: *Significant differences compared to control group (р ≤ 0.05).
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антигенами МП. Поэтому данный факт они 

объясняют наличием общих паттернов на био-

полимерах МП и человека, а также присутстви-

ем рецепторов к ним на иммунокомпетентных 

клетках доноров. Учитывая широкое межвидо-

вое распространение сходных паттернов на био-

полимерах, подобное объяснение можно спрое-

цировать и на обнаруженный нами морфогене-

тический эффект у самок крыс и их потомства. 

Так, поступившие в общую рециркуляцию БАВ 

МП слюны через их паттерны оказывают стиму-

лирующий эффект, вызывая активацию гисто-

генеза через общие гомеостатические системы: 

нервную, эндокринную и иммунную. При этом 

иммунной системе отводится особая роль. В на-

стоящее время имеются данные о главенстве 

морфогенетической функции иммунитета, ко-

торая заключается в контроле и регуляции ме-

таболизма, пролиферации и дифференцировки 

клеток всех тканей, обеспечивающих их физио-

логическую и репаративную регенерацию [2–4, 

18]. Среди лимфоцитов обнаружены даже кло-

ны, индуцирующие реализацию всех геноти-

пических нюансов исходной тканевой архитек-

тоники клеток при репаративной регенерации 

у линейных крыс [4]. Иммуномодулирующие 

сдвиги хелперно-супрессорного баланса в суб-

популяции лимфоидных клеток у больных 

с сердечно-сосудистой патологией после курса 

ГТ также свидетельствует о коррекции репара-

тивного морфогенеза. Следовательно, только 

с позиций морфогенетической функции им-

мунитета можно объяснить полученные нами 

положительные морфогенетические и цитоло-

гические сдвиги в опытной группе самок по-

сле четырех приставок МП. Кроме увеличения 

морфогенетических показателей тела, у них за-

регистрирована стимуляция гистогенеза мие-

лоидной и лимфоидной тканей, что выразилось 

в увеличении морфогенетичес ких показателей 

тимуса и селезенки, показателей «красной кро-

ви» и содержания лейкоцитов в перифериче-

ской крови. Активацией морфогенетических 

реакций у самок опытной группы крыс, прежде 

всего в органах кроветворения и в лимфоид-

ных органов, можно объяснить аналогичные 

гистогенетичес кие процессы у их потомства. 

Причем более заметное стимулирую щее рост 

влияние БАВ МП, проявлялось у потомства 

самок опытной группы на первом месяце жиз-

ни — в подсосном периоде, тогда как в период 

становления половой зрелости (45–60 сутки), 

когда превалируют дифференцировочные про-

цессы в гистогенезе, морфогенетические реак-

ции в опытной группе потомства были менее 

контрастны по сравнению с конт рольной груп-

пой. Сходные морфогенетические и функци-

ональные изменения под влиянием БАВ МП 

были описаны в экспериментах с мелким рога-Т
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тым скотом [2]. После 3-х курсов гирудопунк-

ций у опытного стада коз улучшалось общее 

физиологическое состояние, гематологические 

и иммунологические показатели, увеличива-

лась масса тела, удойность, репродуктивная 

способность, отсутствовали осложнения бере-

менности (маститы). Положительное действие 

гирудопунктуры продемонстрировано также 

в экспериментах на крупном рогатом скоте (ко-

ровы) [14]. Показано положительное влияние 

на ход беременности и репаративные изменения 

репродуктивных органов после беременности. 

Приведенные данные свидетельствуют о моду-

лирующем влияние БАВ слюны МП в процессе 

гирудотерапии на морфогенетические процес-

сы, которые опосредованы, в основном, фак-

торами иммунной системы. Поэтому БАВ МП 

имеют перспективу для дальнейшего изучения 

их влияния на морфогенетические реакции 

на всех этапах онтогенеза, включая преэмбрио-

нальный и эмбриональный периоды, не только 

у животных, но и у человека.
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РАСПРОСТРАНЕННОСТЬ ГЕНЕТИЧЕСКИХ 

МАРКЕРОВ BORRELIA BURGDORFERI 

SENSU LATO У КРОВОСОСУЩИХ КЛЕЩЕЙ 

В ПАРКОВЫХ ЗОНАХ САНКТ-ПЕТЕРБУРГА

Ю.А. Панферова1, А.Н. Ваганова1, О.А. Фрейлихман1, К.А. Третьяков2, 

С.Г. Медведев2, А.О. Шапарь3, Н.К. Токаревич1

1 ФБУН НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера, Санкт-Петербург, Россия
2 Зоологический институт РАН, Санкт-Петербург, Россия
3 Центр государственного санитарно-эпидемиологического надзора г. Санкт-Петербурга, Санкт-Петербург, Россия

Резюме. Бактериальные и вирусные инфекции, ассоциированные с клещами-переносчиками, широко рас-

пространены в умеренных широтах Северного полушария. Природные очаги инфекций данной группы со-

впадают с ареалами иксодовых клещей. Иксодовый клещевой боррелиоз является актуальной проблемой для 

ряда регионов России, в частности, Северо-Западного федерального округа и мегаполиса Санкт-Петербурга 

с прилегающими территориями Ленинградской области, где заражение людей может происходить при при-

сасывании клеща в лесопарковых зонах, посещаемых с рекреационными целями горожанами. В настоящее 

время имеется лишь небольшое число публикаций по превалентности возбудителей инфекций, передавае-

мых с укусом клеща, на территории Санкт-Петербурга. На наличие ДНК патогенных боррелий комплекса 

Borrelia burgdorferi sensu lato методом ПЦР были исследованы клещи, отловленные на флаг в парковой зоне 

мегаполиса (северное побережье Финского залива, Курортный район). Для положительных на присутствие 

ДНК боррелий образцов было проведено генотипирование с использованием видоспецифичных праймеров 

к фрагментам гена rpoB. Было установлено, что доминирующим видом иксодид на исследованной террито-

рии является таежный клещ I. persulcatus. Превалентность боррелий, относящихся к комплексу геномовидов 

B. burgdorferi s.l., составила 9,33%. Были обнаружены боррелии геномовидов B. afzelii и, реже, B. garinii. В одном 

образце выявлена микст-инфекция боррелиями двух видов. Интересным является тот факт, что все инфи-

цированные бактериями клещи относились к виду I. persulcatus, что позволяет предположить, что возможна 

более тесная ассоциация патогена с данным видом переносчика. Полученные данные важны для изучения 

распространенности очагов боррелиоза в окрестностях Санкт-Петербурга, получения новых знаний по эпи-

демиологии данной инфекции и развития мер профилактики, диагностики и лечения. Стоит отметить, что 

частота инфицирования переносчиков боррелиями значительно выше, чем вирусом клещевого энцефалита, 

что обеспечивает более высокую заболеваемость. При сравнении наших данных с данными других европей-

ских исследователей можно отметить тот факт, что превалентность боррелий в различных географических 

Адрес для переписки:

Панферова Юлия Александровна
197101, Россия, Санкт-Петербург, ул. Мира, 14, 
ФБУН НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера.
Тел.: (812) 232-21-36 (служебн.).
Факс: (812) 233-20-92.
E-mail: ersvart@inbox.ru

Contacts:

Yulia A. Panferova
197101, Russian Federation, St. Petersburg, Mira str., 14, 
St. Petersburg Pasteur Institute.
Phone: +7 (812) 232-21-36 (office).
Fax: +7 (812) 233-20-92.
E-mail: ersvart@inbox.ru

Библиографическое описание:

Панферова Ю.А., Ваганова А.Н., Фрейлихман О.А., Третьяков К.А., 
Медведев С.Г., Шапарь А.О., Токаревич Н.К. Распространенность 
генетических маркеров Borrelia burgdorferi sensu lato у кровососущих 
клещей в парковых зонах Санкт-Петербурга // Инфекция и иммунитет. 
2020. Т. 10, № 1. С. 175–179. doi: 10.15789/2220-7619-POB-806

Citation:

Panferova Yu.A., Vaganova A.N., Freylikhman O.A., Tretyakov K.A., 
Medvedev S.G., Shapar’ A.O., Tokarevich N.K. Prevalence of Borrelia 
burgdorferi sensu lato genetic markers in blood-sucking ticks in suburban 
park zones in Saint Petersburg // Russian Journal of Infection and Immunity = 
Infektsiya i immunitet, 2020, vol. 10, no. 1, pp. 175–179. doi: 10.15789/2220-
7619-POB-806

Исследование поддержано грантом сети Институтов Пастера ACIP-2010-08.

© Панферова Ю.А. и соавт., 2020 DOI: http://dx.doi.org/10.15789/2220-7619-POB-806



176

Инфекция и иммунитетЮ.А. Панферова и др.

регионах варьирует в широких пределах. Необходимо принять во внимание, что превалентность маркеров 

боррелий у почти 10% клещей, учитывая частую посещаемость исследованных территорий людьми, свиде-

тельствует об опасности заражения боррелиозом в лесопарковых зонах Санкт-Петербурга.

Ключевые слова: иксодовый клещевой боррелиоз, боррелии, геномовид, ПЦР, превалентность.

PREVALENCE OF BORRELIA BURGDORFERI SENSU LATO GENETIC MARKERS IN BLOOD-

SUCKING TICKS IN SUBURBAN PARK ZONES IN SAINT PETERSBURG

Panferova Yu.A.a, Vaganova A.N.a, Freylikhman O.A.a, Tretyakov K.A.b, Medvedev S.G.b, Shapar’ A.O.c, 

Tokarevich N.K.a

a St. Petersburg Pasteur Institute, St. Petersburg, Russian Federation
b Zoological Intstitute of RAS, St. Petersburg, Russian Federation
c Center for State Sanitary and Epidemiological Surveillance in St. Petersburg, St. Petersburg, Russian Federation

Abstract. Tick-borne bacterial and viral infections are widespread in middle latitudes of the Northern hemisphere. 

Natural foci of such infections coincide with geographic areas inhabited by ixodid ticks. Ixodid tick-borne borreliosis 

is a pressing issue for some territories of Russia, especially for the North-Western Federal District and St. Petersburg 

megalopolis as well as adjacent areas of the Leningrad District, where people may become infected after tick bite in 

recreational zones in suburban park areas. Currently, very few publications regarding prevalence of tick-borne patho-

gens in St. Petersburg area are available. In our study, questing ticks f lagged in park zone (northern coast of Finnish 

Gulf, Kurortny District) were examined with PCR for carriage of pathogenic B. burgdorferi sensu lato complex. In ad-

dition, samples positive for Borrelia DNA signal were further genotyped with species-specific primers against rpoB gene 

fragment. It was found that Ixodes persulcatus dominated in this area. Prevalence of Borrelia burgdorferi s.l. complex 

comprised 9.33%. Genospecies B. afzelii and less frequently B. garinii were detected. A mixt-infection with two Borel-

lia species was detected in one sample. Interestingly, all Borrelia-infected ticks belonged to I. persulcatus suggesting 

a closer association for certain species in «pathogen-vector» system. Our findings are essential in investigating distribu-

tion of ixodid borreliosis foci in St. Petersburg and suburbs, obtaining new data regarding epidemiology, diagnostics, 

treatment and prevention of this infection. It is noteworthy than prevalence of pathogenic Borrelia spp. vs. tick-borne 

encephalitis virus in vectors was higher thereby accounting for its higher morbidity. Comparing our data with those 

published elsewhere by European researchers allows to note that prevalence of pathogenic Borrelia spp. in ticks varies 

broadly in diverse geographic regions. It is necessary to take into consideration that prevalence of Borrelia markers 

achieves ~10% in ticks given frequent attendance of park areas near St. Petersburg that point at risk of developing bor-

reliosis in recreational zones.

Key words: ixodid tick-borne borreliosis, Borrelia, genospecies, PCR, prevalence.

Введение

В настоящее время иксодовый клещевой 

боррелиоз (ИКБ) является самым распро-

страненным заболеванием, ассоциированным 

с членистоногими переносчиками, в Северном 

полушарии. Значительно распространение 

данная инфекция имеет в умеренных широтах 

Евразии. На территории Европы вклад в рас-

пространение инфекции вносят спирохеты раз-

личных видов, входящих в комплекс Borrelia 

burgdorferi sensu lato (B. burgdorferi s.l.) [6]. На тер-

ритории Фенноскандии превалируют B. afzelii 

и B. garinii [7, 11], хотя в последние годы детекти-

руются и другие виды боррелий [12]. Главными 

переносчиками патогенных боррелий на тер-

ритории России являются таежный клещ Ixodes 

persulcatus и европейский лесной клещ Ixodes 

ricinus, имеющий также широкое распростра-

нение в странах Европы. Важным фактором 

в распространении боррелиоза, как и прочих 

инфекций, переносимых клещами, являет-

ся не только изменение климатических усло-

вий (преимущественно теплые зимы, способ-

ствующие увеличению численности клещей), 

но и возрастающая активность населения в по-

сещении лесных угодий, где в основном проис-

ходит присасывание клещей. Очаги инфекций, 

переносимых клещами, могут формироваться 

как в естественных, так и в трансформирован-

ных человеком биоценозах. Таким образом, 

является актуальным исследование популя-

ций клещей, обитающих в лесопарковых зонах 

крупных городов, на носительство патогенов, 

ассоциированных с данной группой перенос-

чиков. Масштабные исследования на террито-

рии Санкт-Петербурга, являющегося эндемич-

ной территорией по ИКБ, к настоящему момен-

ту не проводились.

Целью настоящего исследования являлось 

изучение распространенности боррелий ком-

плекса B. burgdorferi s.l. и отдельных видов на тер-

ритории лесопарковых зон мегаполиса Санкт-

Петербурга, имеющих рекреационное значение.
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Материалы и методы

Сбор голодных клещей проводился путем 

отлова на тканевый флаг с растительности. 

Сбор осуществляли на территории Курортного 

района Санкт-Петербурга (60°00’ N, 30°03’ 

E), заказника «Северное побережье Невской 

губы». Охраняемый статус данной террито-

рии придан в связи с наличием стоянок пере-

летных птиц на путях миграции на побережье 

Финского залива. Биоценоз в данных локаци-

ях был представлен смешанным лесом с пре-

обладанием ели, сосны и мелколиственных 

древесных пород (береза, ольха черная), вы-

раженным подлес ком и распространенным 

травянистым покровом (цветковые растения 

и папоротники). Всего было отловлено на флаг 

418 имаго голодных клещей при сборе клещей 

помещали в индивидуальные пробирки. Вид 

клещей определяли фенотипическим методом 

(Филиппова, 1977). Для определения инфици-

рованности боррелия ми клещей исследовали 

индивидуально. Перед исследованием клещей 

промывали однократно в 75% этаноле, высу-

шивали на фильтровальной бумаге на воздухе 

при комнатной температуре. Каждого клеща 

индивидуально гомогенизировали в 100 мкл 

стерильного фосфатного буфера с помощью 

стальных стерильных шариков диаметром 5 мм 

на гомогенизаторе «FastPrep24» (MP Biomedicals, 

США) в следующем режиме: 2 раунда по 60 с, 

6,0 м/с, перерыв 5 мин. Выделение ДНК из сус-

пензии производили методом нуклеосорбции 

на силикагеле с применением набора «DNAprep 

100» (Лаборатория Изоген, Москва, Россия), со-

гласно инструкции производителя. Детекцию 

боррелий проводили с использованием прай-

меров, фланкирующих фрагмент гена ospC, 

F: AAAGAATACATTAAGTGCGATATT и R: 

GGGCTTGTAAGCTCTTTAACT [10]. Реак цион-

ная смесь объемом 25 мкл содержала 5-крат-

ный реакционный буфер «ScreenMix hot-start» 

(Евроген, Москва, Россия), содержащий соле-

вой буфер, 200 мМ каждого дНТФ, 4 мМ MgCl2, 

2 единицы hot-start Taq-полимеразы, и 0,5 мкМ 

праймеров. Определение геномовида боррелий 

проводили с помощью видоспецифичных прай-

меров к локусам гена rpoB по методу Lee S.H. [13]. 

Визуализацию результатов ПЦР проводили по-

сле электрофореза в 1,5% агарозном геле, окра-

шенном бромидом этидия с использованием 

маркера молекулярного веса 100–1000 п.н.

Результаты и обсуждение

Из собранных на флаг 418 клещей 383 при-

надлежали к виду I. persulcatus (91,7%), 35 — 

I. ricinus (8,3%). Боррелии были обнаружены 

в 39 особях таежного клеща I. persulcatus, среди 

I. ricinus патоген не был обнаружен. Вид бор-

релий был представлен в 29 случаях B. afzelii 

(74,36%), в 9 — B. garinii (23,08%). В одном случае 

была обнаружена микст-инфекция двумя вида-

ми (2,56%). Боррелии других видов комплекса 

B. burgdorferi s.l. не были обнаружены.

Общая степень инфицированности клещей 

патогенными боррелиями составила 9,33% 

(95% ДИ 6,6–12,1%). Превалентность боррелий 

у таежного клеща составила 10,18% (ДИ 95% 

7,2–13,2%). Отсутствие боррелий в особях лес-

ного клеща может быть связано с невысокой 

численностью данного вида на обследованной 

территории, по сравнению с таежным клещом, 

вследствие чего выборка переносчика была не-

большой. Следует также учитывать тот факт, 

что в странах Северной Европы выявлялась бо-

лее высокая инфицированность таежного кле-

ща боррелиями в зонах симпатрии, что может 

быть связано со спецификой взаимоотношения 

«патоген–вектор» [12]. Полученные данные 

о более частом инфицировании боррелиями 

таежного клеща согласуются с данными ряда 

других исследователей, полученными на терри-

тории России [2].

ДНК-маркеры видов B. afzelii и B. garinii выяв-

ляли с частотой 6,94% (ДИ 95% 4,5–9,4%) и 2,15% 

(ДИ 95% 0,8–3,5%), что согласуется с данны-

ми других исследований в Северной Евразии 

(на территории России и Финляндии) [2, 3, 8]. 

Частота микст-инфекции двумя видами соста-

вила 0,24% (ДИ 95% 0,02–0,7%). Учитывая преи-

мущественную ассоциацию видов патогенных 

боррелий с прокормителями разных классов 

позвоночных, было установлено, что в иссле-

дованных локациях на побережье Финского 

залива прокормителями иксодовых клещей 

могут являться не только наземные млекопи-

тающие, с которыми ассоциированы B. afzelii, 

но и птицы, являющиеся более частыми хозяе-

вами B. garinii. Ранее на территории Финляндии 

была выявлена преимущественная ассоциация 

боррелий вида B. garinii с таежными клещами 

по сравнению с европейским лесным клещом 

[12]. В нашем исследовании установлена преи-

мущественная циркуляция вида B. afzelii в кле-

щах при сборе с растительности в наземных 

стациях. В то же время, присутствие клещей 

I. ricinus, превалирующих по распространеннос-

ти на более западных территориях Курортного 

района Санкт-Петербурга может отмечаться как 

свидетельство симпатрии двух видов иксодид 

в наземных экосистемах в месте сбора, так и на-

блюдаться в связи с заносом предимагинальных 

стадий европейского лесного клеща с прокор-

мителями-птицами, однако это предположение 

требует более детального исследования.

Спорным моментом является вопрос о пер-

систенции генетических маркеров патогенов 
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в клещах и истинные уровни бактерионоситель-

ства. С одной стороны, длительная циркуляция 

свободной ДНК в организме переносчика мало-

вероятна, с другой стороны, ряд исследователей 

указывает на то, что высокая чувствительность 

метода ПЦР позволяет выявлять присутствие 

нежизнеспособных бактериальных клеток, 

что не является истинной превалентностью. 

Применяется бактериологическое исследова-

ние на присутствие боррелий, однако методы 

темнопольной микроскопии и посева на среды 

не являются столь же высокочувствительными, 

как амплификационные методы детекции [15]. 

Ранее была описана трасновариальная и транс-

стадийная передача некоторых видов боррелий 

у разных клещей-переносчиков, включая та-

ежного и европейского лесного клеща, с раз-

ной частотой в различных моделях [1, 9, 14, 18]. 

Стоит отметить, что европейские исследовате-

ли в большинстве случаев приравнивают по-

казатели обнаружения ДНК патогенов, пере-

даваемых с укусом клеща, у переносчиков к их 

реальной превалентности [11, 12].

Выявленная нами распространенность ге-

нетических маркеров боррелий в иксодидах 

является относительно невысокой по сравне-

нию с данными других исследователей [11, 17], 

однако соотносится с показателем инфици-

рованности клещей боррелиями в некоторых 

других мегаполисах Восточной Европы [16]. 

Наблюдаемый уровень инфицированности пе-

реносчиков свидетельствует о достаточно высо-

ком риске заражения ИКБ при присасывании 

клеща в лесопарковых зонах на северном побе-

режье Финского залива, активно посещаемых 

жителями Санкт-Петербурга с рекреационны-

ми целями.

Количество пострадавших от укусов клещей 

в Курортном районе Санкт-Петербурга за пе-

риод 2013–2016 гг. в среднем составляла 154 че-

ловека в год, в отдельные годы достигая макси-

мума — 245 человек. Средняя заболеваемость 

ИКБ на территории Курортного района Санкт-

Петербурга за 2013–2016 гг. составляла 101 слу-

чай на 100 тыс. населения. Несмотря на отно-

сительно невысокую, по сравнению с количе-

ством пострадавших от укусов, заболеваемость 

жителей района болезнью Лайма, можно ут-

верждать, что на территории Курортного райо-

на присутствуют очаги ИКБ и что циркуляция 

боррелий в иксодовых клещах в лесопарках 

на территории города создает потенциальную 

опасность заражения. Уровень инфицирован-

ности патогенными боррелиями клещей, сня-

тых с людей, на территории Санкт-Петербурга 

и Ленинградской области, выявленный нами 

ранее, незначительно отличался от аналогич-

ного, установленного в данном исследовании 

при исследовании голодных клещей [4].

В результате исследования установлена 

превалентность патогенных боррелий у иксо-

дид в лесопарковых зонах мегаполиса Санкт-

Петербурга. Выявлена циркуляция двух видов 

комплекса B. burgdorferi s.l., причем возможна 

микст-инфекция переносчика боррелиями 

двух видов. Обитающие в рекреационных зонах 

клещи I. persulcatus могут представлять опас-

ность для здоровья горожан. Мониторинг за за-

раженностью клещей в биотопах является важ-

ным для прогнозирования эпидемиологичес-

кой ситуации по болезни Лайма на территории 

мегаполиса и совершенствованию профилак-

тики этой и других инфекций, передаваемых 

с укусом клеща.
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С.Ю. Терещенко1, М.В. Смольникова1, С.Н. Зобова1,2

1 ФГБНУ Федеральный исследовательский центр «Красноярский научный центр Сибирского отделения Российской 

академии наук» (ФИЦ КНЦ СО РАН, КНЦ СО РАН) — обособленное подразделение «Научно-исследовательский 

институт медицинских проблем Севера» (НИИ МПС), г. Красноярск, Россия
2 ФГБОУ ВО Красноярский государственный медицинский университет имени профессора В.Ф. Войно-Ясенецкого 

МЗ РФ, г. Красноярск, Россия

Резюме. В настоящее время нет полной информации об особенностях иммунного реагирования организма-хо-

зяина направленных против Helicobacter pylori (Hp), как в отношении формирования хронического носитель-

ства после первичного инфицирования, так и в отношении роли нарушений иммунного и воспалительного 

ответа в механизмах формирования эрозивно-язвенных поражений. Известно несколько молекул, способ-

ных активировать лектиновый путь активации комплемента: фиколины человека и маннозосвязывающий 

лектин (mannose-binding lectin, MBL). Значительная часть человеческой популяции имеет врожденно низкий 

уровень продукции и/или низкую функциональную активность MBL и фиколина вследствие носительства 

различных вариантов гена MBL2, что потенциально увеличивает предрасположенность к более тяжелому те-

чению самых разнообразных инфекционных заболеваний. Было показано, что полиморфизмы гена MBL2 

ассоциированы с более тяжелым (Hp)-ассоциированным атрофическим гастритом и раком желудка. Влияние 

полиморфизмов генов MBL2 и FNC2 (L-фиколин) на Hp-инфицированность в Российских популяциях в до-

статочной мере не изучено. У 93 подростков-европеоидов в возрасте 12–17 лет, направленных на обследование 

в гастроэнтерологическое отделение клиники НИИ медицинских проблем Севера (г. Красноярск) проведено 

тестирование на наличие антител против CagA антигена Hp в плазме. В качестве дополнительного контроля 

была использована популяционная выборка 203 новорожденных-европеоидов, родившихся в г. Красноярске. 
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Генотипирование аллельных вариантов генов MBL2 и FCN2 осуществлено методом рестрикционного ана-

лиза продуктов амплификации (ПДРФ-анализ) специфических участков генома. Было исследовано четыре 

полиморфных участка:  rs11800451 и rs1800450 (MBL2), rs17549193  и rs7851696 (FCN2).  Носительство редкого 

аллеля В полиморфного участка rs1800450 MBL2 и гомозиготы по редкому аллелю T полиморфного участка 

rs17549193 FCN2 ассоциированы с повышенным риском носительства высокопатогенного CagA штамма бак-

терии Hp  (OR = 2,36 (1,03–5,4), p = 0,04 и OR = 5,69 (1,08–29,99), p = 0,04, соответственно). По литературным 

данным указанные редкие генетические варианты ассоциированы с низкой плазменной концентраций и/или 

низкой функциональной активностью маннозосвязывающего лектина и L-фиколина. Распространенность 

указанных генетических вариантов в изученной популяционной выборке новорожденных имело промежу-

точный характер, что дополнительно подтверждает европеоидную принадлежность выборок и несмещенный 

характер включения в основные тестируемые группы. Мы предполагаем, что врожденные дефициты MBL 

и L-фиколина связаны с более высоким риском инфицирования CagA позитивными штаммами Helicobacter 

pylori у подростков, что может быть обусловлено нарушениями лектин-опосредованной активации компле-

мента и опсонизации, что особенно характерно для CagA-положительных штаммов бактерий.

Ключевые слова: полиморфизм генов, маннозосвязывающий лектин, фиколин, CagA штамм, Helicobacter pylori, подростки.

COMPLEMENT ACTIVATION LECTIN PATHWAY (MANNOSE-BINDING LECTIN AND FICOLIN) GENES 

POLYMORPHISM AS THE RISK FACTOR OF CagA POSITIVE CHRONIC HELICOBACTER PYLORI 

INFECTION IN ADOLESCENTS

Tereshchenko S.Yu.a, Smolnikova M.V.a, Zobova S.N.a,b

a Scientific Research Institute of Medical Problems of the North, Federal Research Center Krasnoyarsk Science Center 

of the Siberian Branch of the Russian Academy of Sciences, Krasnoyarsk, Russian Federation
b Krasnoyarsk State Medical University named after prof. V.F. Voino-Yasenetsky, Krasnoyarsk, Russian Federation

Abstract. Currently, features of the host immune response against Helicobacter pylori (Hp) both regarding establish-

ment of chronic carriage after primary infection as well as a role of impaired immune and inflammatory response in the 

mechanisms of developing erosive-ulcerative lesions remain poorly investigated. Only few molecules are known to activate 

the complement activation lectin pathway including human ficolins and mannose-binding lectin (MBL). A substantial 

part of the human population bears an intrinsically low MBL and ficolin production level and/or low functional activity 

due to the carriage of various MBL2 genetic variants potentially elevating susceptibility to a more severe course of a wide 

range of infectious diseases. It has been shown that the MBL2 gene polymorphisms are associated with a risk of develop-

ing in Hp-infected patients more severe gastric mucosal atrophy and gastric cancer risk. An impact of the MBL2 and 

L-ficolin (FNC2) gene variants on Hp infection rate in Russia has not yet been examined in full detail. In our study we 

enrolled 93 Caucasian adolescents (aged 12–17, Krasnoyarsk, Siberia, Russia) to test for serum anti-Hp-CagA antibodies. 

Additionally, 203 newborn dried blood spot specimens born in Krasnoyarsk, Russia, were used as a population control 

sample. Genotyping of allelic MBL2 and FCN2 gene variants was performed by using RFLP approach to examine the fol-

lowing polymorphic regions: rs11800451 and rs1800450 (MBL2), rs17549193 and rs7851696 (FCN2). Carriage of the rare 

allele in the polymorphic region rs1800450 of the MBL2 gene and the homozygous for the rare allele T of polymorphism 

rs17549193 in FCN2 gene was associated with an increased risk of CagA seropositivity (OR = 2.36 (1.03–5.4), p = 0.04 and 

OR = 5.69 (1.08–29.99), p = 0.04, respectively) shown before to be associated with low plasma concentrations and/or low 

functional activity of mannose-binding lectin and L-ficolin. In contrast, such genetic variants in the newborn population 

cohort had an intermediate prevalence further confirming the Caucasoid identity of the samples and an unbiased inclusion 

of subjects in the main test groups. Thus, we suggest that the primary MBL and L-ficolin deficiencies are associated with 

a higher risk of CagA positive Helicobacter pylori chronic infection in adolescents seemingly accounted for by alterations 

in lectin-mediated complement activation and opsonization especially in case of CagA positive bacterial strains.

Key words: genes polymorphism, mannose-binding lectin, ficolin, CagA, Helicobacter pylori, adolescents.

Хроническое инфицирование бактерией 

Helicobacter pylori ( Hp) в настоящее время обще-

признанно является ведущим этиологическим 

фактором формирования атрофического га-

стрита и  эрозивно-язвенных поражений желуд-

ка и 12-перстной кишки. Распространенность 

бессимптомного Hp-инфицирования среди 

подростков городского населения Российской 

Федерации очень высока и составляет, напри-

мер, не менее 50%, согласно данным нашего 

недавнего исследования для г. Красноярска [1]. 

В то же время, эрозивно-язвенные поражения 

развиваются лишь у небольшой части подрост-

ков (не более 1–2% подростковой популяции). 

Таким образом, логичным будет выглядеть 

предположение о наличии неких предраспола-
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гающих факторов, как со стороны патогена, так 

и со стороны организма-хозяина, приводящих 

к запуску процесса язвообразования в слизис-

той желудка и 12-перстной кишки. Наличие 

одного из таких факторов со стороны бактерии 

было подтверждено нами в изучаемой популя-

ции: было показано, что большую патогене-

тическую роль в формировании эрозий и язв 

ант рального отдела желудка и/или 12-перстной 

кишки у детей г. Красноярска играет не сам 

факт инфицированности Hp, а носительство 

патогенного CagA штамма бактерии[1]. Данная 

находка согласуется с многочисленными ли-

тературными данными о связи носительства 

CagA штамма  Hp, также как и homB, vacAs1a/m1 

и iceA1 штаммов, с механизмами изъязвления 

слизистой желудка и 12-перстной кишки.

Меньше в настоящее время известно об осо-

бенностях иммунного реагирования орга-

низма-хозяина направленных против Hp, как 

в отношении формирования хронического но-

сительства после первичного инфицирования, 

так и в отношении роли нарушений иммунного 

и воспалительного ответа в механизмах форми-

рования эрозивно-язвенных поражений. Так, 

описаны врожденные дефекты адаптивного 

иммунитета в виде предрасположенности к ги-

перпродукции провоспалительных цитокинов 

IL-1β, IL-6, IL-8, IL-10 и TNFα в механизмах 

большей подверженности к Hp-инфициро-

ванности и формированию Hp-ассоциирован-

ных заболеваний [10, 11].

К настоящему времени описано несколь-

ко дефектов системы врожденного иммуни-

тета, ассоциированных с хроническим  Hp-

инфицированием и агрессивным течением 

Hp-индуцированного воспалительного про-

цесса. В частности, в этой связи описаны де-

фекты функционирования Toll-like рецепторов 

второго и четвертого типов , а также модуля-

торов системы Toll-like рецепторов — myeloid 

differentiation factor 88 ( MYD88) и nuclear factor-

κB essential modulator ( NEMO). Недавно также 

были идентифицированы врожденные дефекты 

NOD-рецепторов, CD14 и протеина CARD8 [4].

Кроме того, активное внимание исследо-

вателей привлекли также дефекты в системе 

лектинового пути активации комплемента, 

вероятно, способствующие хронизации Hp-

инфицирования и усилению ответной вос-

палительной реакции в слизистой желудка 

и 12-перстной кишки. Лектины — общий тер-

мин протеинов, способных к распознаванию 

и агрегации молекул олиго- и полисахаридной 

природы. Среди всех лектинов уникальными 

функциями формирования комплексов с угле-

водными компонентами микробной стенки 

и, одновременно, со специфическими протеа-

зами обладают собственно MBL и фиколины. 

Образование сложного комплекса приводит, 

в итоге, к активации системы комплемен-

та.  Маннозосвязывающий лектин ( Mannose-

bindinglectin,  MBL) — паттерн-распознающий 

острофазовый белок, относящийся к системе 

врожденного иммунитета и активно участвую-

щий в элиминации широкого круга патоген-

ных микроорганизмов посредством активации 

лектинового пути системы комплемента и оп-

сонизации. Значительная часть человеческой 

популяции имеет врожденно низкий уровень 

продукции и/или низкую функциональную 

активность MBL и фиколина вследствие носи-

тельства различных вариантов гена MBL2, что 

потенциально увеличивает предрасположен-

ность к более тяжелому течению самых разно-

образных инфекционных заболеваний.

Так, японскими исследователями было по-

казано, что В аллель полиморфного участка 

 rs1800450 гена  маннозосвязывающего лектина 

(MBL2) ассоциирован с развитием выраженной 

атрофии слизистой, обусловленной персистен-

цией бактерий Helicobacter pylori [14]. В то же вре-

мя, в этом исследовании не было найдено связи 

полиморфизма rs1800450 ни с самим фактом Hp-

инфицирования, ни с развитием эрозий и язв. 

Ранее была продемонстрирована способность 

маннозосвязывающего лектина (MBL) фикси-

роваться на липополисахаридных компонен-

тах оболочки Hp и активировать комплемент 

[7]. Была установлена повышенная экспрес-

сия гена MBL2 в клетках слизистой желудка 

при Hp-ассоциированном гастрите у детей  [3], 

а также  ассоциация определенных гаплотипов 

гена MBL2 с предрасположенностью к форми-

рованию хронической Hp-инфицированности 

и риском развития рака  желудка [2, 13, 15].

Данные о подобных связях среди европеои-

дов России до настоящего времени в доступной 

нам литературе не описаны.

Материалы и методы

У 93 подростков-европеоидов в возрасте 12–

17 лет, направленных на обследование в гастро-

энтерологическое отделение клиники НИИ 

медицинских проблем Севера (г. Красноярск) 

в связи с рецидивирующей абдоминальной бо-

лью, были проведены сбор анамнеза, общекли-

нические методы обследования и фиброгастро-

скопия, после чего было сформировано две кли-

нических группы — в первую вошли подростки 

с эрозивно-язвенным поражением желудка 

и/или 12-перстной кишки на момент обследова-

ния или в анамнезе (41 пациент), вторую соста-

вили подростки без эрозивно-язвенных пораже-

ний с диагностированными функциональными 

заболеваниями желудочно-кишечного тракта 

(57 пациентов). Всем подросткам было прове-
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дено тестирование на наличие антигена бакте-

рии  Helicobacter pylori в кале иммунофермент-

ным методом с использованием специфических 

моноклональных антител (Immundiagnostik, 

Германия), а также тестирование на наличие 

антител против CagA антигена Helicobacter pylori 

иммуноферментным методом (Вектор-Бест, 

Россия) и генотипирование аллельных вари-

антов генов MBL2 и FCN2. В качестве допол-

нительного контроля была использована попу-

ляционная выборка новорожденных-европео-

идов, родившихся в г. Красноярске: ДНК была 

выделена из 203 проб сухой капли крови (ис-

пользован банк КГУЗ «Красноярский краевой 

консультативно-диагностический центр меди-

цинской генетики»).

Выделение ДНК проведено с использовани-

ем набора «DIAtomDNAPrep» (Изоген, Россия). 

Генотипирование  аллельных вариантов ге-

нов MBL2 и FCN2 осуществлено методом ре-

стрикционного анализа продуктов амплифи-

кации (ПДРФ-анализ) специфических участ-

ков генома. Амплификация фрагмента ДНК 

генов проводилась с помощью полимеразной 

цепной реакции (ПЦР) со специфическими 

олигонуклеотидными праймерами, фланки-

рующими участок гена, содержащий поли-

морфизм. Гидролиз полученного фрагмента 

ДНК осуществлен с помощью специфических 

эндонуклеаз рестрикции. Исследуемые мута-

ции в гене MBL2: codon 57 (rs11800451), codon 

54 (rs1800450), находятся в 1 экзоне и ампли-

фицировались с использованием пары прай-

меров 5’-TAGGACAGAGGGCATGCTC-3’ 

и 5’-CAGGCAGTTTCCTCTGGAAGG-3’, тем-

пература отжига составляла 60°С, амплифи-

цируемый фрагмент составлял 349 пар основа-

ний. Для гидролиза использовались эндону-

клеазы рестрикции MboII (rs11800451) и AccB1 I 

(rs1800450). Мутации в гене FCN2: +6359C>T 

(rs17549193), (p.T236M); +6424G>T (rs7851696), 

(p.A258S) находятся в 8 экзоне и амплифици-

ровались с использованием пары праймеров 

5’-CTGCCTGTAACGATGCTCAC-3’ и 5’-ATC

CTTTCCCCGACTTCCAG-3’, температура отжи-

га составляла 60°С, амплифицируемый фраг-

мент составлял 237 пар оснований. Для гид-

ролиза использовались эндонуклеазы рестрик-

ции HpySE526 I (rs17549193) и MroXI (rs7851696). 

Далее проводилось электрофоретическое раз-

деление продуктов рестрикции и визуализация 

генотипов в ультрафиолетовом свете.

Ассоциацию между заболеванием/Hp-ста-

ту сом и генотипом определяли с помощью кри-

терия χ2, сравнивая распределение генотипов 

и аллелей по каждому полиморфизму между 

группами пациентов и популяционной вы-

боркой новорожденных. В связи со значитель-

ной неоднородностью анализируемых групп 

по возрасту (подростки/новорожденные) перед 

сравнением проводили анализ соответствия 

выборок равновесию Харди–Вайнберга. Если 

распределение частот генотипов хотя бы в од-

ной из сравниваемых групп демонстрировало 

отклонение от закона Харди–Вайнберга (p < 

0,1) для анализа использовали общую модель 

наследования  (тест хи-квадрат, df = 2), при со-

блюдении закона в обеих сравниваемых вы-

борках использовали мультипликативную 

модель наследования (тест хи-квадрат, df = 1). 

Показатели «отношения шансов» (OR-odds 

ratio) с 95% доверительным интервалом рассчи-

тывали с помощью on-line калькулятора (http://

gen-exp.ru).

Результаты и обсуждение

Ген MBL2, расположенный в хромосомном 

участке 10q11.2, кодирует продукцию манно-

зосвязывающего лектина. Известно несколько 

однонуклеотидных полиморфизмов, как в про-

моторном, так и в кодирующем регионах гена 

MBL2, которые влияют на экспрессию и функ-

циональную активность протеина. В этой свя-

зи наиболее исследованы три полиморфных 

кодона 1 экзона гена  MBL2: 52 (rs5030737),  54 

(rs1800450) и  57 ( rs1800451), вариантные аллели 

которых обозначаются как D, В и С, соответ-

ственно, а дикий аллель — А. Наличие любого 

из этих трех вариантных аллелей обозначается 

как O-аллель и приводит к одинаковому ре-

зультату — экспрессии нестабильного и функ-

ционально дефектного MBL, что проявляется 

его низкой плазменной концентрацией и реду-

цированной способностью активировать ком-

племент [9].

В настоящее время предполагается, что 

для мутации  rs17549193 наличие вариантно-

го аллеля Т (генотипы СТ и ТТ) сопряжено 

с низкой авидностью фиколина к патогенам. 

Противоположная ситуация наблюдается с му-

тацией  rs7851696, где, по всей вероятности, с низ-

кой авидностью сопряжен нормальный (дикий) 

вариант гена FCN2 (генотип GG). Например, 

было показано, что генетические полиморфиз-

мы в 8 экзоне гена FCN2, приводящие к амино-

кислотной замене аланина на серин (p.A258S, 

мутация  +6424G>T) повышают способность 

фиколина прикрепляться к углеводным ком-

понентам бактерий, а тирозина на метионин 

(p.T236M, мутация  +6359C>T) снижают такую 

способность [5].

Нами были изучены распределения геноти-

пов 54 (rs1800450) и 57 ( rs1800451) кодонов гена 

MBL2 и распределения генотипов по мутациям 

rs17549193 и rs7851696 гена FCN2 в выделенных 

клинических группах подростков и у новорож-

денных г. Красноярска.
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Вариантный аллель полиморфного участка 

 rs1800451  гена MBL2 был выявлен только в одном 

случае среди всех обследованных: у одного но-

ворожденного в популяции г. Красноярска был 

выявлен генотип СС, во всех остальных образ-

цах ДНК был установлен генотип АА. Согласно 

имеющимся у нас данных литературного поиска, 

крайне редкая встречаемость аллеля С в 57 кодо-

не гена MBL2 впервые на эпидемиологическом 

уровне описана нами в настоящем исследовании 

для европеоидов Центральной Сибири. Ранее 

редкая встречаемость мутации в 57 кодоне гена 

MBL2 была показана для кавказоидных, но не 

для африканоидных популяций [8].

Распределение MBL2 (мутация  rs1800450) 

и FCN2 (мутации rs17549193 rs7851696) геноти-

пов у подростков г. Красноярска с наличием 

и отсутствием антител против CagA штамма 

бактерии Hp, а также в популяционной выбор-

ке новорожденных-европеоидов г. Красноярска 

представлены в таблице.

Из полученных нами данных следует, что 

носительство редкого аллеля В  полиморфного 

участка rs1800450 гена MBL2 и гомозиготного 

состояния по редкому аллелю T полиморфного 

участка rs17549193 гена FCN2 ассоциированы 

с повышенным риском носительства высоко-

патогенного  CagA штамма бактерии Hp (OR = 

2.36 (1.03–5.4), p = 0.04 и OR = 5.69 (1.08–29.99), 

p = 0.04, соответственно). Распространенность 

указанных генетических вариантов в популя-

ционной выборке новорожденных имело про-

межуточный характер, что дополнительно 

подтверждает европеоидную принадлежность 

выборок и несмещенный характер включения 

в основные тестируемые группы.

Выше было показано, что согласно литера-

турным данным указанные редкие генетические 

варианты ассоциированы с низкой плазменной 

концентраций и/или низкой функциональной 

активностью маннозосвязывающего лектина 

и L-фиколина. Таким можно констатировать, 

что  врожденные нарушения лектинового пути 

активации комплемента являются фактором 

риска хронического инфицирования высоко-

патогенным CagA штаммом бактерии Hp и фор-

Таблица. Распределение MBL2 и FCN2 генотипов у подростков г. Красноярска  с наличием 

и отсутствием антител против  CagA штамма Helicobacter pylori, а также в популяционной выборке 

новорожденных-европеоидов г. Красноярска, абс. (%)

Table. Distribution of MBL2 and FCN2 genotypes in adolescents with/without Helicobacter pylori CagA strain-
specific antibodies residing in Krasnoyarsk compared to Caucasian newborn population control sample, abs. (%)

MBL2 и FCN2 
генотипы

MBL2 and FCN2 
genotypes

Подростки 
с наличием 
Anti-CagA

Anti-CagA+ 
adolescents

(n = 35)

Подростки 
без наличия 

Anti-CagA

Anti-CagA– 
adolescents

(n = 58)

Новорожденные

Newborns
(n = 203)

OR, p*

1 2 3

MBL2
rs1800450

AA 21 (60,0%) 46 (79,3%) 145 (71,8%)
OR1–2 = 2,36 (1,03–5,4), p = 0,04

Рассчитано для аллеля B, 
мультипликативная модель 

наследования, тест хи-квадрат, df = 1
Calculated for allele B, multiplicative model 

of inheritance, chi-square test, df = 1

OR2–3 = 14,58 (0,87–244,18), p = 0,03

Рассчитано для генотипа BB, общая модель 
наследования, тест хи-квадрат, df = 2

Calculated for the BB genotype, general 
inheritance model, chi-square test, df = 2

AB 13 (37,1%) 12 (20,7%) 35 (17,3%)

BB 1 (2,9%) 0 (0%) 22 (10,9%)

В** 0,214 0,103 0,196

FCN2
rs17549193

CC 18 (51,4%) 26 (45,6%) 72 (35,4%) OR1–2 = 5,69 (1,08–29,99), p = 0,04
Рассчитано для генотипа TT, общая 

модель наследования, тест хи-квадрат, 
df = 2

Calculated for the TT genotype, general 
inheritance model, chi-square test, df = 2

CT 11 (31,4%) 29 (50,9%) 112 (55,2%)

TT 6 (17,2%) 2 (3,5%) 19 (9,4%)

T** 0,329 0,289 0,369

FCN2
rs7851696

GG 32 (91,4%) 46 (80,7%) 174 (85,7%)

GT 2 (5,7%) 11 (19,3%) 27 (13,3%)

TT 1 (2,9%) 0 (0%) 2 (1,0%)

T** 0,057 0,096 0,076

Примечание. *Представлены только данные с p ≤ 0,05; **в строке представлены частоты вариантных аллелей в обследованных группах.
Note. *The data with significance set at p ≤ 0.05 are solely presented; **frequency of variant alleles in the examined groups is shown.
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мирования эрозивно-язвенных поражений же-

лудка и 12-перстной кишки у подростков.

Наши данные согласуются с исследовани-

ем ассоциации генетических маркеров врож-

денного нарушения лектинового пути акти-

вации комплемента с предрасположенностью 

к формированию хронической Hp-инфици-

рованности, к более агрессивному течению Hp-

индуцированного воспаления слизистой и рис-

ком развития рака желудка [3, 13–15]. Кроме 

того, недавнее исследование E. Mortazavi et al. 

продемонстрировало сходные с нашими ре-

зультаты: MBL2 rs1800450 BB генотип в 4 раза 

повышал риск инфицирования CagA штаммом 

бактерии Hp у пациентов с диабетом II типа [12].

Возможными механизмами вовлечения вы-

явленных нами врожденных нарушений лек-

тинового пути активации комплемента в слож-

ный патогенез формирования эрозивно-язвен-

ных поражений желудка и 12-перстной кишки 

могут быть:

1. нарушение процессов опсонизации и фа-

гоцитоза бактерии  Hp, способствующих перехо-

ду первичного инфицирования в хроническую 

персистенцию. По всей вероятности, такое на-

рушение в большей степени характерно для слу-

чаев инфицирования CagA штаммом бактерии;

2. имеющиеся доказательства возможности 

интрацеллюлярной персистенции Hp в клетках 

слизистой желудка позволяет предположить 

участие лектин-ассоциированного фагоцито-

за в механизмах клиренса инфицированных 

клеток [3, 6]. Соответственно, нарушение ука-

занного процесса санации может приводить 

к интраслизистой диссеминации бактерии 

и усилению воспалительного процесса;

3. снижение функциональной активности 

лектинового пути активации комплемента мо-

жет модифицировать про- и противовоспали-

тельные механизмы, опосредованные другими 

иммунными (TLR2, MYD88, NEMO, цитоки-

новый ответ) и неиммунными механизмами;

4. неэффективный/незавершенный лектин-

ассоциированный фагоцитоз экстрацеллюляр-

ных бактерий и инфицированных клеток может 

приводить к избыточному рекрутингу нейтро-

филов в очаг воспаления, что приводит к более 

выраженному воспалительному процессу, атро-

фии/деструкции тканей и формированию эро-

зий и язв слизистой.

Выводы
1. Носительство редкого аллеля В поли-

морфного участка rs1800450 гена MBL2 и го-

мозиготного состояния по редкому аллелю T 

полиморфного участка rs17549193 гена FCN2 

ассоциированы с повышенным риском хрони-

ческой инфицированности высокопатогенным 

CagA штаммом бактерии Hp (OR = 2,36 (1,03–

5,4), p = 0,04 и OR = 5,69 (1,08–29,99), p = 0,04, 

соответственно).

2. Врожденные нарушения лектинового 

пути активации комплемента могут являться 

дополнительным  фактором риска хроническо-

го инфицирования высокопатогенным CagA 

штаммом бактерии Hp и формирования эрозив-

но-язвенных поражений желудка и 12-перстной 

кишки у подростков.
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ВЛИЯНИЕ HELICOBACTER PYLORI 

НА ОСОБЕННОСТИ ЦИТОКИНОВОЙ 

РЕГУЛЯЦИИ ПРИ ХРОНИЧЕСКОМ 

АТРОФИЧЕСКОМ ГАСТРИТЕ

О.В. Смирнова, А.А. Синяков

НИИ медицинских проблем Севера ФИЦ КНЦ СО РАН, г. Красноярск, Россия

Резюме. В настоящее время уровень инфицированности Helicobacter pylori зависит от области проживания, пола 

и возраста обследованных лиц, и может достигать до 95% от общей популяции. Адаптация H. рylori в окружающей 

среде выражается в ее способности к адгезии к эпителию слизистой оболочки желудка (СОЖ) и модуляции экс-

прессии собственных вирулентных факторов. Согласно современным представлениям, H. pylori может выживать 

внутри эпителиальных клеток, уклоняясь от иммунной реакции инфицированного организма. Цитокины про-

дуцируются клетками иммунной системы и выступают в роли регуляторов основных этапов ее жизнедеятель-

ности. Запущенный каскад цитокиновых реакций при инфицировании организма бактерией H. pylori, вызыва-

ет развитие иммунных реакций, прогрессирование хронических воспалительных и деструктивных процессов 

в слизистой оболочке желудка. Роль цитокинов при предраковых заболеваниях желудка неоднозначна, с одной 

стороны, они активируют иммунный ответ, направленный на элиминацию патогена, с другой, сами способ-

ствуют прогрессированию заболевания. Целью нашего исследования явилось изучение содержания некоторых 

цитокинов и особенностей цитокиновой регуляции у мужчин среднего возраста с хроническим и хроническим 

атрофическим гастритом, инфицированными H. pylori. У больных ХГ с H. pylori, ХАГ и ХАГ с H. pylori отмечалось 

увеличение цитокина IL-2, что может способствовать увеличению повреждающего действия цитотоксических 

лимфоцитов, так и реализации противоопухолевого эффекта. В нашем исследовании у больных ХГ с H. pylori, ХАГ 

и ХАГ с H. pylori происходила гиперпродукция IL-8, что приводит к абсолютному повышению количества палоч-

коядерных нейтрофилов в периферической крови и снижению их фагоцитарной активности, что свидетельствует 

о нарушении защитных механизмов организма. У больных ХГ с H. pylori, ХАГ и ХАГ с H. pylori происходило уве-

личение активности цитокина IFNγ, который участвует в распознавании злокачественно трансформированных 

клеток и усиливает экспрессию молекул главного комплекса гистосовместимости на антигенпрезентирующих 

клетках. У больных ХГ с H. pylori и ХАГ с H. pylori происходило увеличение продукции IL-4, что можно рассматри-

вать как фактор, способствующий хронизации заболеваний, связанных с H. pylori-инфекцией. Гиперпродукция 

цитокинов Th1- и Th2-хелперов, свидетельствует об активации иммунитета по Th1- и Th2-типам при хронических 

гастритах, ассоциированных с H. рylori. Мощный провоспалительный цитокиновый каскад запускает воспали-

тельные изменения в слизистой оболочке желудка с развитием нейтрофильной инфильтрации и активацией лим-

фоцитов. Повреждение и гибель эпителиоцитов на фоне воспаления формируют эрозивные и язвенные дефек-

ты, или изменения в виде атрофии, метаплазии и неоплазии СОЖ. Полученные результаты можно использовать 

в качестве дополнительных диагностических критериев в ранней диагностике предраковых заболеваний желудка.

Ключевые слова: Helicobacter pylori, хронический гастрит, предраковые состояния желудка, цитокины, 

иммуноферментный анализ.
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INFLUENCE OF HELICOBACTER PYLORI ON CYTOKINE REGULATION IN CHRONIC ATROPHIC 

GASTRITIS

Smirnova O.V., Sinyakov A.A.

Research Institute of Medical Problems of the North FIC KSC SB RAS, Krasnoyarsk, Russian Federation

Abstract. At present, the level of Helicobacter pylori infection is determined by geographic area, gender and age of the ex-

amined individuals, and can reach up to 95% of the total population. Environmental adaptation of H. pylori is exhibited 

in its ability to adhere to the gastric mucosal epithelium and modulated expression of its own virulent factors. Current con-

cepts implicate that H. pylori can survive inside epithelial cells, evading host immune response. Cytokines are produced by 

immune cells and act to regulate its major stages. A cytokine cascade launched after Helicobacter pylori infection triggers 

immune reactions, progression of chronic inflammatory and destructive processes in the gastric mucosa. The role of cy-

tokines in precancerous diseases of the stomach is ambiguous because, on the one hand, they activate immune response 

aimed at eliminating the pathogen, whereas on the other hand, they do contribute to the disease progression. The aim 

of our study was to examine profile of some cytokines and features of cytokine regulation in H. pylori-infected middle-

aged males with chronic gastritis (CG) as well as chronic atrophic gastritis (CAG). In patients with CG with H. pylori, 

CAG and CAG with H. pylori, an increase in the cytokine IL-2 was observed that might contribute to augmented damag-

ing effect of cytotoxic lymphocytes, as well as implementation of antitumor effect. CAG with H. pylori was featured with 

IL-8 hyperproduction, which resulted in increased absolute numbers of band neutrophils in peripheral blood and their 

decreased phagocytic activity evidencing about altered host defense mechanisms. There was increased amount of IFNγ 

involved in recognition of malignantly transformed cells and upregulated expression of the major histocompatibility com-

plex molecules on antigen-presenting cells. In patients with CG with H. pylori and CAG with H. pylori, production of IL-4 

was increased, which might serve as a contributing factor to the chronicity of H. pylori-associated diseases. Overproduc-

tion of type 1 and type 2 cytokines indicates about activated Th1 and Th2 type immune reactions in H. pylori-associat-

ed CG. A potent pro-inflammatory cytokine cascade triggers inflammatory changes in gastric mucosa with developing 

neutrophil infiltration and lymphocyte activation. Damage and death of epithelial cells upon inflammation form erosive 

and ulcerative defects, or changes manifested as gastric mucosal atrophy, metaplasia and neoplasia. The data obtained may 

be used as additional diagnostic criteria in early diagnostics of precancerous stomach diseases.

Key words: Helicobacter pylori, chronic gastritis, precancerous conditions of the stomach, cytokines, enzyme immunoassay.

Введение

Helicobacter pylori (H. pylori) — грамотрица-

тельная спиралевидная бактерия, поражающая 

слизистую оболочку желудка (СОЖ) и двенад-

цатиперстной кишки [14]. Чаще всего микро-

организм паразитирует в антральной области 

желудка, где отсутсвуют париетальные клетки. 

В настоящее время уровень инфицированнос-

ти H. pylori зависит от области проживания, 

пола и возраста обследованных лиц, и мо-

жет достигать 95% от общей популяции [15]. 

Воспалительные изменения в СОЖ возникают 

только у 10% инфицированных лиц, приводя 

к развитию клинической картины хроническо-

го атрофического гастрита, язвенной болезни, 

аденокарциномы желудка и др.[16].

Адаптация H. рylori к условиям окружаю-

щей среды выражается в ее способности к адге-

зии к эпителию СОЖ и модуляции экспрессии 

собственных вирулентных факторов. Согласно 

современным представлениям, H. pylori может 

выживать внутри эпителиальных клеток, укло-

няясь от иммунной реакции инфицированного 

организма [10].

Цитокины продуцируются клетками им-

мунной системы и выступают в роли регуля-

торов основных этапов ее жизнедеятельности. 

Цитокины при взаимодействии с комплемен-

тарными рецепторами на поверхности клеток, 

активируют соответствующие гены, экспрессия 

которых приводит к синтезу специфичес ких 

белков, используемых для регуляции перечис-

ленных выше процессов [1]. Запущенный каскад 

цитокиновых реакций при инфицировании ор-

ганизма бактерией H. pylori, вызывает развитие 

иммунных реакций, прогрессирование хрони-

ческих воспалительных и деструктивных про-

цессов в слизистой оболочке желудка. Таким 

образом, стимулированная цитокиновая секре-

ция способствует активации клеток иммунной 

системы и развитию воспалительных измене-

ний. Однако гиперпродукция цитокинов может 

содействовать развитию атрофических измене-

ний СОЖ, а в дальнейшем трансформации в рак 

желудка. Таким образом, роль цитокинов при 

предраковых заболеваниях желудка неодно-

значна: с одной стороны, они активируют им-

мунный ответ, направленный на элиминацию 

патогена, с другой, способствуют прогрессиро-

ванию заболевания. Целью нашего исследова-

ния явилось изучение содержания некоторых 

цитокинов и особенностей цитокиновой регу-

ляции у мужчин среднего возраста с хроничес-

ким и хроническим атрофическим гастритом 

(ХГ и ХАГ), инфицированных H. pylori.
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Материалы и методы

Исследование проводилось с разрешения 

этического комитета НИИ МПС ФИЦ КНЦ 

СО РАН (протокол № 11 от 11.11.2013). В рабо-

те с обследованными пациентами соблюдались 

этические принципы, предъявляемые ст. 24 

Конституции РФ и Хельсинской Декларацией 

Всемирной Медицинской Ассоциации [4]. 

Каждый участник подписывал форму инфор-

мированного согласия на обследование, под-

тверждающее его добровольное участие в ис-

следовании.

В исследование были включены только 

мужчины среднего возраста (от 45 до 59 лет). 

Клиническое обследование мужчин, больных 

ХГ и ХАГ, осуществлялось в гастроэнтероло-

гическом отделении НИИ МПС ФИЦ КНЦ СО 

РАН. Включение пациентов в исследование, 

взятие биологического материала проводилось 

при поступлении больных в стационар до на-

чала терапии. Материалом исследования была 

венозная кровь, которая бралась у больного 

утром с 8 до 9 часов, натощак, из локтевой вены, 

в пробирки Vacutainer с разделительным гелем 

и двойным активатором свертывания (кремне-

зем) и Vacutainer с раствором гепарина натрия 

(5 ЕД/мл).

Контрольная группа была сформирована 

из 63 мужчин среднего возраста (48,7±3,9 лет) 

без гастроэнтерологических жалоб и гастроэн-

терологического анамнеза, без изменений СОЖ, 

с уровнем пепсиногена-1 в сыворотке крови бо-

лее 50 мкг/л и соотношением пепсиноген-1/

пепсиноген-2 более 3. В исследование не вклю-

чались пациенты с ВИЧ-инфекцией, страдаю-

щие гепатитом, туберкулезом, с язвенной болез-

нью желудка, имеющие сопутствующие острые 

и хронические заболевания в фазе обострения. 

Так же в исследование не включались пациенты, 

отказавшиеся принять в них участие.

Вторая группа состояла из 58 пациентов 

мужского пола (46,3±1,9 лет), страдающих ХГ. 

Диагноз устанавливался врачом-гастроэнтеро-

логом на основании эпидемиологических, кли-

нических данных и подтверждался нормальным 

содержанием пепсиногенов в сыворотке крови 

методом ИФА и воспалительными изменения-

ми слизистой оболочки большой и малой кри-

визны тела желудка при фиброэзофагогастроду-

оденоскопии (ФЭГДС). Критерии исключения 

были те же, что и в контрольной группе.

Третья группа состояла из пациентов муж-

ского пола (61 человек, 50,4±3,9 лет), страдаю-

щих ХГ в сочетании H. pylori-инфекцией. 

Диагноз устанавливался врачом-гастроэнте-

рологом на основании эпидемиологических, 

клинических данных и подтвержден нормаль-

ным содержанием пепсиногенов в сыворотке 

крови методом ИФА и воспалительными изме-

нениями слизистой оболочки большой и ма-

лой кривизны тела желудка при ФЭГДС, нали-

чием антител к H. pylori. Критерии исключения 

были те же, что и в конт рольной группе.

В 4 группу входили 28 больных мужского пола 

(51,2±4,9 лет), страдающих ХАГ. Диагноз вы-

ставлен врачом-гастроэнтерологом на основа-

нии эпидемиологических, клинических данных 

и подтвержден серологическим исследованием 

пепсиногенов методом ИФА и атрофически-

ми изменениями слизистой оболочки большой 

и малой кривизны тела желудка с использова-

нием модифицированной Сиднейской класси-

фикации при ФЭГДС. Диагноз выраженного 

атрофического гастрита слизистой оболочки 

тела желудка ставили при уровне пепсиногена-1 

менее 25 мкг/л и значении отношения пепсино-

ген-1/пепсиноген-2 менее 3 с морфологически-

ми признаками атрофических изменений СОЖ, 

полученной в результате прицельной биопсии. 

Значение пепсиногена-1 от 25 до 50 мкг/л при 

отношении пепсиноген-1/пепсиноген-2 более 3 

с морфологическими признаками атрофии СОЖ 

расценивалось как легкая и средняя степень 

атрофии тела желудка. Критерии исключения 

аналогичны контрольной группе.

В 5 группу входили 26 больных мужского 

пола (49,1±4,4 лет), страдающих ХАГ в сочета-

нии с H. pylori-инфекцией. Диагноз выставлен 

врачом-гастроэнтерологом на основании эпи-

демиологических, клинических данных и под-

твержден серологическим исследованием пеп-

синогенов методом ИФА и атрофическими из-

менениями слизис той оболочки большой и ма-

лой кривизны тела желудка с использованием 

модифицированной Сиднейской классифика-

ции при ФЭГДС и наличием антител к H. pylori. 

Диагноз выраженного атрофического гастрита 

слизистой оболочки тела желудка ставили при 

уровне пепсиногена-1 менее 25 мкг/л и значе-

нии отношения пепсиноген-1/пепсиноген-2 

менее 3 с морфологическими признаками 

атрофичес ких изменений СОЖ, полученной 

в результате прицельной биопсии. Значение 

пепсиногена-1 от 25 до 50 мкг/л при отношении 

пепсиноген-1/пепсиноген-2 более 3 с морфо-

логическими признаками атрофии СОЖ рас-

ценивалось как легкая и средняя степень атро-

фии тела желудка. Критерии исключения были 

аналогичны таковым в контрольной группе.

Во всех группах выявляли наличие H. pylori 

методом ИФА с помощью определения тит-

ра специфических антител к антигену СagА 

H. pylori. Титры антител от 30 EIU и более считали 

положительным результатом, менее 30 EIU — от-

рицательным результатом определения H. pylori. 

Таким образом были определены группы без 

H. pylori и в сочетании с H. pylori-инфекцией.
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Уровни IL-2, IL-4, IL-8, TNFα, IFNγ в сыво-

ротке крови больных и здоровых лиц определя-

ли с помощью метода ИФА с использованием 

наборов реагентов производства ЗАО «Вектор-

Бест» (г. Новосибирск) [8].

По результатам исследования на персональ-

ном компьютере в пакете электронных таблиц 

Microsoft Excel 2010 была сформирована база 

данных. Статистическая обработка данных 

проводилась с помощью пакетов прикладных 

программ Statistica for Windows 8.0 (StatSoftInc., 

США, 2008) и Microsoft Excel 2007 (Microsoft, 

США). Обработка полученных данных включа-

ла подсчет непараметрических данных: медиану 

(Me) и перцентили (С25–С75) [5]. Статистическую 

значимость различий определяли с исполь-

зованием рангового критерия Манна–Уитни. 

Критический уровень значимос ти при провер-

ки статистических гипотез принимался рав-

ным р < 0,05 [7, 9, 18].

Результаты и обсуждение

Для изучения цитокиновой регуляции мы 

исследовали содержание некоторых провоспа-

лительных (TNFα, IL-2, IFNγ, IL-8) и противо-

воспалительного цитокинов (IL-4) (табл.).

IL-2 продуцируется T-хелперами 1 типа 

(Th-1), продукция данного цитокина на фоне 

Н. рylori-инфекции может привести к атрофии 

и ингибированию желудочной секреции [2, 

11, 12, 13]. У больных ХГ с H. pylori, ХАГ и ХАГ 

с H. pylori отмечалось повышение медианы IL-2 

(p1–3 < 0,001; p2–3 < 0,001; p1–4 < 0,001; p2–4 < 0,001; 

p1–5 < 0,001; p2–5 < 0,001). Увеличение продукции 

IL-2 может способствовать увеличению по-

вреждающего действия цитотоксических лим-

фоцитов, так и реализации противоопухолево-

го эффекта.

Функцию хемотаксического фактора для 

нейтрофилов выполняет IL-8, который стиму-

лирует экспрессию молекул межклеточной ад-

гезии; уровень продукции цитокина ассоции-

рован с выраженностью и характером развития 

воспаления в слизистой оболочке желудка [2]. 

В нашем исследовании у больных ХГ с H. pylori, 

ХАГ и ХАГ с H. pylori происходило повышение 

медианы IL-8 больше чем в 10 раз (p1–3 < 0,001; 

p2–3 < 0,001; p1–4 < 0,001; p2–4 < 0,001; p1–5 < 0,001; 

p2–5 < 0,001) по сравнению с группой больных ХГ 

и контрольной группой. Гиперпродукция IL-8 

приводит к абсолютному повышению палочко-

ядерных нейтрофилов в периферической крови 

и снижению их фагоцитарной активности, что 

свидетельствует о нарушении защитных меха-

низмов организма [2].

IFNγ стимулирует функциональную актив-

ность NK- и CD8+ клеток, которые являются 

основными эффекторами противоопухолевого 

иммунитета, данный цитокин осуществляет 

Таблица. Содержание цитокинов у больных хроническим гастритом (ХГ) и хроническим 

атрофическим гастритом (ХАГ) без и в сочетании с H. pylori-инфекцией относительно 

контрольной группы (Ме, С25–С75, рm-u)

Table. Cytokine content in patients with chronic gastritis (CG) and chronic atrophic gastritis (CAG) without 
and in combination with H. pylori-infection relative to the control group (Ме, С25–С75, рm-u)

Показатели

Indicators

Контрольная 
группа (1)

Control group (1)

N = 63

Больные ХГ без 
H. pylori (2)

Patients with CG 
without H. pylori (2)

N = 58

Больные ХГ 
с H. pylori (3)

Patients with CG with 
H. pylori (3)

N = 61

Больные ХАГ без 
H. pylori (4)

Patients with CAG 
without H. pylori (4)

N = 28

Больные ХАГ 
с H. pylori (5)

Patients with CAG 
with H. pylori (5)

N = 26

Ме С25–С75 Ме С25–С75 Ме С25–С75 Ме С25–С75 Ме С25–С75

TNFα, пг/мл

TNFα, pg/ml
0,54 0,38–0,87 0,58 0,38–0,87 0,67 0,44–0,93 0,78 0,56–1,3 0,78 0,56–1,3

IL-2, пг/мл

IL-2, pg/ml

1,1 0,5–3,05 3,2 3,5–5,05 5,7 3,6–10,3 4,7 3,4–6,5 4,9 3,8–9,5

p1–2 = 0,01
p1–3 < 0,001
p2–3 < 0,001

p1–4 < 0,001
p2–4 < 0,001

p1–5 < 0,001
p2–5 < 0,001

IL-8, пг/мл

IL-8, pg/ml

2,1 0,5–4,0 4,2 3,5–7,4 40,5 7,5–97,2 35,5 5,9–73,1 38,1 5,5–87,3

p1–3 < 0,001
p2–3 < 0,001

p1–4 < 0,001
p2–4 < 0,001

p1–5 < 0,001
p2–5 < 0,001

IFNγ, пг/мл

IFNγ, pg/ml

0,6 0,22–4,0 1,9 0,6–4,0 2,9 2,2–4,0 3,1 2,5–4,3 3,2 2,3–4,8

p1–3 < 0,001 p1–4 < 0,001 p1–5 < 0,001

IL-4, пг/мл

IL-4, pg/ml

7,0 5,6–7,8 6,7 4,6–8,8 86,8 76,8–103,5 7,4 5,2–9,3 91,4 73,2–112,3

p1–3 < 0,001
p2–3 < 0,001

p3–4 < 0,001
p1–5 < 0,001
p2–5 < 0,001
p4–5 < 0,001
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антипролиферативное действие в отношении 

опухолевых клеток и подавляют ангиогенез [3, 

17]. У больных ХГ с H. pylori, ХАГ и ХАГ с H. pylori 

происходило повышение медианы IFNγ 

в 1,5 раза относительно больных ХГ и контроль-

ной группы (p1–3 < 0,001; p2–3 < 0,001; p1–4 < 0,001; 

p2–4 < 0,001; p1–5 < 0,001; p2–5 < 0,001). Увеличение 

активности цитокина IFNγ, который участвует 

в распознавании злокачественно трансформи-

рованных клеток, усиливает экспрессию моле-

кул главного комплекса гистосовместимости 

на антигенпрезентирующих клетках.

IL-4 образуется Т-хелперами 2 типа (Тh2), 

ответственными преимущественно за гумо-

ральный иммунитет. IL-4, принимает участие 

в ограничении воспалительного ответа, подав-

ляя секрецию провоспалительных цитокинов 

(IL-1β, IL-6, IL-8, IL-12, TNFα) и регулирует, 

таким образом, тяжесть повреждения тканей. 

У больных ХГ с H. pylori и ХАГ с H. pylori медиа-

на IL-4 повышалась больше чем в 10 раз по срав-

нению с группой больных ХГ без H. pylori, ХАГ 

без H. pylori и контрольной группой (p1–3 < 0,001; 

p2–3 < 0,001; p3–4 < 0,001; p1–5 < 0,001; p2–5 < 0,001; 

p4–5 < 0,001). Увеличение продукции IL-4 рас-

сматривается как фактор, способствующий 

хронизации заболеваний, связанных с H. pylori-

инфекцией [6].

Многие авторы считают, что гиперпродук-

ция цитокинов, таких как IL-2, IL-8, IFNγ, IL-4 

и многих других, при H. pylori инфекции запус-

кает развитие и перерождение ХАГ. В нашем 

исследовании мы выявили, что у пациентов 

страдающих хроническими гастритами, ассо-

циированными c H. pylori-инфекцией проис-

ходит больше всего нарушений в цитокиновой 

регуляции: у всех пациентов обнаруживается 

гиперпродукция как провоспалительных (IL-2, 

IL-8, IFNγ), так и противовоспалительного 

(IL-4) цитокинов.

Таким образом, у больных ХГ происхо-

дило повышение провоспалительного ци-

токина IL-2, что свидетельствовало о Th1-

опосредованном иммунном ответе. В группах 

больных ХГ с H. pylori и группах ХАГ с и без 

H. pylori отмечалось увеличение провоспали-

тельных (IL-2, IFNγ, IL-8) и противовоспа-

лительного цитокина (IL-4), что может ука-

зывать на активацию и дисбаланс системы 

цитоки новой регуляции. Гиперпродукция ци-

токинов Th1- и Th2-хелперов, свидетельству-

ет об активации иммунитета по Th1- и Th2-

типам при хронических гастритах, ассоцииро-

ванных с H. рylori. Мощный провоспалитель-

ный цитокиновый каскад запускает воспали-

тельные изменения в слизистой оболочке же-

лудка с развитием нейтрофильной инфильтра-

ции и активацией лимфоцитов. Повреждение 

и гибель эпителиоцитов на фоне воспаления 

формируют эрозивные и язвенные дефекты 

или изменения в виде атрофии, метаплазии 

и неоплазии СОЖ.
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ИССЛЕДОВАНИЕ ЗАРАЖЕННОСТИ НЕКОТОРЫХ 

ВИДОВ ХИЩНЫХ ЖИВОТНЫХ ВОЗБУДИТЕЛЕМ 

ECHINOCOCCUS MULTILOCULARIS В СРЕДНЕЙ 

ПОЛОСЕ РОССИИ

О.Н. Андреянов

Всероссийский НИИ фундаментальной и прикладной паразитологии животных и растений — филиал 

ФГБНУ «Федеральный научный центр — Всероссийский НИИ экспериментальной ветеринарии имени К.И. Скрябина 

и Я.Р. Коваленко РАН», Москва, Россия

Ре зюме. Промысловые хищники являются окончательными хозяевами многих биогельминтов, представляющих 

опасность для человека и других животных. Для борьбы с возбудителями опасных гельминтозоонозов следует 

объединять усилия научно-практических центров, различных министерств и органов исполнительной власти, 

правопорядка и населения. Изучение паразитофауны охотничье-промысловых животных особенно актуально 

в Центральном регионе России с большой плотностью населения, где человек издавна занимается промыслом 

и имеет тесный контакт как с пушными зверями, так и с собственными домашними питомцами (собаки, кош-

ки). Возбудитель альвеолярного эхинококкоза — Echinococcus multilocularis — типичный представитель природно-

очагового заболевания. Исследования были направлены на изучение динамики регистрации случаев возбудите-

ля E. multilocularis у промысловых животных Центрального региона России. Распространение цестоды изучали 

в период с 2007 по 2018 гг. Материал для исследований (трупы, тушки, фрагменты органов и тканей) получали 

из охотничьих угодий Владимирской, Нижегородской, Московской, Тверской, Орловской и Брянской областей 

региона и Республики Карелия. Животных исследовали методом полных или частичных гельминтологических 

вскрытий по К.И. Скрябину (1928). Было исследовано 262 животных, в том числе 193 обыкновенных лисицы, 

28 домашних и 16 енотовидных собак, 16 домашних кошек, 6 волков, 2 бурых медведя и одна рысь. Зараженными 

цестодой E. multilocularis оказались 46 лисиц (23,8%), 3 енотовидные собаки (18,7%), 3 волка (50%) и одна домашняя 

собака (3,6%). В течение периода исследований наибольшая экстенсивность инвазии (ЭИ) цепнем плотоядных 

была отмечена в 2010–2011 гг. (42,4%), 2011–2012 гг. (37,1%) и в 2012–2013 гг. (42,1%) у лисиц и енотовидных собак. 

В сезоны проведения спортивной охоты 2009–2010 и 2013–2014 гг. не отмечено ни одного случая заражения пло-

тоядных животных цепнем. Возбудитель альвеолярного эхинококкоза регулярно регистрируется в Рязанской 

и Владимирской областях. Интенсивность инвазии у животных различна, у лисиц она колеблется от 12 до 40 000 

экземпляров цепней на голову, у енотовидных собак — от 37 до 112 экземпляров, у волков — от 12 до 318 экземпля-

ров и у домашней собаки — 19 экземпляров. Результаты собственных исследований, проведенных в 2007–2018 гг., 

указывают на функционирование в Центральном регионе России очагов альвеолярного эхинококкоза.

Ключевые слова: енотовидная собака, инвазия, обыкновенная лисица, цестода, Echinococcus multilocularis.
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EXAMINING ECHINOCOCCUS MULTILOCULARIS INFECTION IN SOME MIDLAND RUSSIA 

PREDATORY ANIMAL SPECIES

Andreyanov O.N.

All-Russian Scientific Research Institute of Fundamental and Applied Parasitology of Animals and Plants — Branch of the «Federal 

Scientific Center — K.I. Skryabin and Y.R. Kovalenko All-Russian Scientific Research Institute of Experimental Veterenary 

Medicine of the Russian Academy of Sciences», Moscow, Russian Feder ation

Abstract. Commercially exploited predator animal species are considered as a final host for multiple biohelminths pos-

ing a threat both to human and other animals. Fight against pathogens of dangerous helminthozoonoses should be based 

on combining efforts of scientific and practical centers, various state departments, executive authorities, law enforcement 

authorities as well as country residents. Examining parasitic fauna in commercially exploited predator animals is of special 

priority in the Midland Russia with high population density, wherein people have been engaged in hunting closely contacting 

both with fur animals as well as domestic pets (dogs, cats). Alveococcosis is a natural focal disease caused by Echinococcus 

multilocularis. The study was aimed at examining dynamics of E. multilocularis recording in the Midland Russia commer-

cially exploited predator animals. 2007–2018 Cestode spread was examined. A research material for (corpses, carcasses, 

body and tissue fragments) was obtained hunting reserves located in the Vladimir, Nizhny Novgorod, Moscow, Tver, Oryol 

and Bryansk regions of the Midland Russia as well as the Republic of Karelia. Complete or partial helminthological autopsy 

carried out in accordance with K.I. Scriabin technique (1928) was performed in 262 animals, including 193 common red 

foxes, 28 domestic and 16 raccoon dogs, 16 domestic cats, 6 wolves, 2 brown bears and one lynx. It was shown that cestodes 

E. multilocularis was found in 46 foxes (23.8%), 3 raccoon dogs (18.7%), 3 wolves (50%) and one domestic dog (3.6%). Moreo-

ver, the peak tapeworm prevalence in carnivorous animals was noted for foxes and raccoon dogs in 2010–2011 (42.4%), 2011–

2012 (37.1%) and 2012–2013 (42.1%). On the other hand, no tapeworm invasion in carnivores was noted during 2009–2010 

and 2013–2014 sports hunting seasons. However, a causative agent of alveococcosis is routinely detected in the Ryazan and 

Vladimir regions. The prevalence of invasion in animals differs in foxes, raccoon dogs, wolves ranging from 12 to 40,000, 

in raccoon dogs — from 37 to 112, in wolves — from 12 to 318 tapeworms per animal, and in domestic dog reaching 19 worms 

per animal. The data of 2007–2018 personal studies point at spread of alveococcosis foci in the Midland Russia.

Key words: raccoon dog, invasion, ordinary fox, cestode, Echinococcus multilocularis.

Хищные млекопитающие являются окон-

чательными хозяевами многих биогельминтов, 

представляющих опасность для человека и дру-

гих животных. Борьба с возбудителями опас-

ных гельминтозов должна быть комплексной 

и согласованной: следует объединять усилия 

научно — практических центров, различных 

министерств и органов исполнительной власти, 

правопорядка и населения. Регистрируемая 

в настоящее время невысокая интенсивность 

инвазий животных городской популяции со-

храняется благодаря лечебным и профилак-

тическим противопаразитарным обработкам, 

а также соблюдению требований ветеринарно-

го законодательства. Изучение паразитофауны 

охотничье-промысловых животных особен-

но актуально в Центральном регионе России 

с большой плотностью населения, где человек 

издавна занимается промыслом и имеет тесный 

контакт как с пушными зверями, так и с соб-

ственными домашними питомцами (собаки, 

кошки). Возбудитель альвеолярного эхинокок-

коза — Echinococcus multilocularis — типичный 

представитель природноочагового зоонозного 

заболевания.

Целью настоящего исследования было из-

учение зараженности некоторых видов (самых 

распространенных и добываемых в последние 

годы) хищных промысловых животных на об-

наружение взрослой (имагинальной) формы 

возбудителя альвеолярного эхинококкоза пу-

тем полного гельминтологического вскрытия 

тушек, полученных из охотугодий средней по-

лосы России.

Материалы и методы

Материалом для исследований служили 

трупы, тушки, фрагменты органов и тканей 

животных, полученные из охотничьих угодий 

Владимирской, Нижегородской, Московской, 

Тверской, Орловской и Брянской областей ре-

гиона в течение 2007–2018 гг. Животных ис-

следовали методом полных гельминтологичес-

ких вскрытий по К.И. Скрябину (1928) [1, 5]. 

Исследования по обнаружению имагинальных 

форм цестод из рода Echinococcus проводили 

с соблюдением мер личной безопасности и мер, 

исключающих распространение возбудителя. 

После исследования биологический матери-

ал стерилизовали автоклавированием в вер-

тикальном аппарате модели «Sanyo MLS-3781» 

(Корея) в течение 2 ч при давлении в 1,5 атм.

Результаты и обсуждения

Было исследовано 262 животных, в том 

числе 193 обыкновенных лисицы, 28 домаш-

них и 16 енотовидных собак, 16 домашних ко-

шек, 6 волков, 2 бурых медведя и одна рысь 
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(табл.). Инвазированными возбудителем аль-

веококкоза оказались 46 лисиц (23,8%), 3 ено-

товидные собаки (18,7%), 3 волка (50%) и одна 

домашняя собака (3,6%). В течение периода 

исследований наибольшая экстенсивность 

инвазии (ЭИ) цепнем плотоядных была от-

мечена в 2010–2011 (42,4%), 2011–2012 (37,1%) 

и в 2012–2013 гг. (42,1%) у лисиц и енотовидных 

собак (рис.). В сезоны проведения спортивной 

охоты 2009–2010 и 2013–2014 гг. не отмечено 

ни одного случая инвазирования животных 

цепнем. Альвеолярный эхинококкоз регулярно 

регистрируется в Рязанской и Владимирской 

областях. Интенсивность инвазии у животных 

различна, у лисиц она колеблется от 12 до 40 000 

экземпляров цепней на голову, у енотовидных 

собак — от 37 до 112 экземпляров, у волков — 

от 12 до 318 экземпляров и домашней собаки — 

19 экземпляров.

Согласно данным, полученным из Минис-

терства природопользования и экологии Ря-

занской области, за последние семь лет уровень 

добычи обыкновенной лисицы как основного 

источника инвазионного начала для челове-

ка в исследуемом регионе незначительно воз-

рос: с 2077 голов в 2010–2011 гг. до 2503 головы 

в 2016–2017 гг. Генетические исследования це-

стод E. multilocularis, изъятых от обыкновенных 

лисиц (Владимирская, Рязанская области), по-

казали их принадлежность к азиатскому гено-

типу [2, 6].

Ранее, на протяжении 2002–2004 гг., были 

обнаружены личиночные формы возбудителя 

E. multilocularis у промежуточных хозяев — гры-

зунов: Ondatra zibethicus, Sicista betulina, Arvicola 

amphibius и Myodes glareolus, отловленных в Ря-

занском регионе [2]. За этот период было иссле-

довано более 427 грызуна. Экстенсивность ин-

Таблица. Видовой состав плотоядных зараженных E. multilocularis

Table. Specific structure carnivorous infected with E. multilocularis

Вид животного 
(латинское название вида)

Species of an animal 
(Latin name of a species)

Количество исследованных, абс.

Quantity investigated, abs. Показатель ЭИ, %

Indicator EI, %

Число цестод 
в кишечнике

Number cestodes 
in intestines

всего

all
инвазировано

infest
Лисица обыкновенная (Vulpes vulpes)

Ordinary fox (Vulpes vulpes)
193 46 23,8 12–40 000

Собака домашняя (Canis familiaris)

Domestic dog (Canis familiaris)
28 1 3,6 19

Собака енотовидная (Nyctereutes 
procyonoides)

Raccoon dog (Nyctereutes procyonoides)
16 3 18,7 37–112

Кошка домашняя (Felis silvestris catus)

Domestic cat (Felis silvestris catus)
16 0 – –

Волк (Canis lupus) 

Wolf (Canis lupus)
6 3 50,0 12–318

Медведь бурый (Ursus arctos)

Brown bear (Ursus arctos)
2 0 – –

Рысь (Lynx lynx)

Lynx (Lynx lynx)
1 0 – –

Всего/Total 262 53 20,23 –

Рисунок. Зараженность плотоядных животных E. multilocularis за период 2007–2018 гг.

Figure. Contamination of carnivores the E. multilocularis during 2007–2018
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вазии у ондатр составила 10,9%, у лесных мы-

шовок и водяных полевок — по 2,0%, а у рыжих 

полевок — 1,2%. Количество гидатидозных цист 

регистрировалось от одной до четырех в печени 

промежуточных хозяев.

Медицинская статистика по мониторин-

говому исследованию возбудителя гидатидоза 

E. multilocularis у человека в Европейской части 

России регистрирует единичные случаи за-

болевания людей альвеококкозом в Брянской, 

Калужской, Рязанской и Московской областях 

[3, 4]. Анамнез больных содержит информацию 

о тесном контакте с бродячими и охотничьими 

собаками, о сборе диких ягод и грибов, тури-

стических походах в лес.

Собственные исследования, проведенные 

в 2007–2018 гг., указывают на обнаружение воз-

будителя альвеолярного эхинококкоза и цирку-

ляцию его в определенных очагах Центральной 

России как среди окончательных (дефини-

тивных), так и среди промежуточных хозяев. 

В проводимых биологами, охотоведами и эко-

логами работах, направленных на регулирова-

ние численности промысловых хищных млеко-

питающих и грызунов, необходимо учитывать 

участие этих животных в формировании и под-

держании очагов возбудителя альвеококкоза. 

Выявленный факт указывает, что Центральный 

регион России должен быть включен в энде-

мичную по альвеолярному эхинококкозу тер-

риторию.
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и английском).

Основные виды статей, публикуемых в журнале

Оригинальная статья

Статья должна описывать результаты законченного исследования. Допускается объем статьи до 20 маши-

нописных страниц, включая рисунки, таблицы. Статья должна содержать: 1) введение; 2) материалы и мето-

ды; 3) результаты исследований; 4) обсуждение результатов; 5) благодарности.

 • Введение содержит обоснование цели и задач проведенного исследования.

 • Материалы и методы могут излагаться в виде отдельных фрагментов с короткими подзаголовками.

 • Все нетрадиционные модификации методов должны быть описаны с достаточной степенью под-

робности. Для всех используемых в работе реактивов, животных, клеточных культур и т.д. необ-

ходимо точно указывать производителей и/или источники получения (с названиями страны, фир-

мы, института).

 • Результаты описываются в логической последовательности в виде отдельных фрагментов, разде-

ленных подзаголовками, без элементов обсуждения, без повторения методических подробностей, 

без дублирования цифровых данных, приведенных в таблицах и рисунках.

 • В обсуждении проводится детальный анализ полученных данных в сопоставлении с данными ли-

тературы, что служит обоснованием выводов и заключений авторов.

 • Раздел «Благодарности» не является обязательным, но крайне желателен. В этом разделе авторы мо-

гут выразить признательность организации, субсидировавшей проведение исследований, колле-

гам, консультировавшим работу в процессе ее выполнения и/или написания, а также техническому 

персоналу за помощь в выполнении исследований. Благодарности за предоставление специфичес-

ких реактивов или оборудования, как правило, помещаются в разделе «Материалы и методы».

Краткие сообщения

Журнал публикует небольшие по объему статьи, которые имеют безусловную новизну и значимость. Эти 

статьи проходят ускоренное рецензирование и публикуются в короткие сроки. Общий объем краткого сооб-

щения ограничен 8 машинописными страницами, количество рисунков и/или таблиц не может быть более 3, 

а список использованных литературных источников не должен превышать 15. Титульный лист оформляется, 

как описано ниже (см. «Подготовка статей»). Разделы краткого сообщения аналогичны вышеописанным раз-

делам оригинальной статьи, но не выделяются заголовками и подзаголовками, результаты могут быть изло-

жены вместе с обсуждением.

Обзорные статьи и лекции

Обзорные статьи и лекции в основном заказываются редакцией или могут быть рекомендованы одним из чле-
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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»).



199

2020, Т. 10, № 1 Правила для авторов

3) Титульный лист (при загрузке в систему ему присваивается имя «Титульный лист»), по форме:

 • название статьи (без использования каких-либо сокращений, на русском и английском языках);

 • фамилия, имя, отчество, ученая степень, ученое звание, должность каждого из соавторов статьи 

(полностью, на русском и английском языках);

 • 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



200

Инфекция и иммунитет

АВТОРСКИЙ УКАЗАТЕЛЬ
Аминов Р.Ф. ..........................167
Андреев Ю.Ю. ......................137
Андреянов О.Н. ....................193
Байкова О.Ю. ......................... 90
Бакулина А.Ю. ...................... 73
Белякова Н.И. ....................... 83
Беспалова Г.И. ......................121
Бичучер А.М. ........................111
Благовидов Д.А. .................. 129
Бургасова О.А. ......................121
Бурова Л.А. ............................ 55
Ваганова А.Н. .......................175
Васильева Г.В. ...................... 129
Германчук В.Г. ....................... 83
Гладкова Л.С. ....................... 129
Глушкова Л.И. ......................159
Гмыль А.П.............................. 90
Головина Л.И. .......................111
Горбунова О.Л. ...................... 64
Данилова Е.М. ......................121
Дедков В.Г. ............................... 9
Евсегнеева И.В. ..................... 35
Егорова Ю.И. ........................159
Ежлова Е.Б. ............................ 90
Еремеева Т.П.......................... 90
Живечкова Е.А. ..................... 35
Журавлев П.И. ..................... 129
Зайнетдинова Л.Ф. ...............145
Зеткин А.Ю. ..........................137
Зобова С.Н. ...........................180

Зорина В.Н. ............................ 49
Иваненко А.В. ....................... 90
Иванова О.Е. .......................... 90
Ильичев А.А. ......................... 73
Казачинская Е.И. .................. 73
Карташов М.Ю. ....................159
Кириллова Т.Ю. .................... 83
Клыкова Т.Г. .........................137
Ковальчук И.В. ...................... 90
Козловская Л.И. .................... 90
Комбарова С.Ю. ...................111
Корабельников И.В. ............159
Короткова Е.А. ...................... 90
Коряушкина А.В. .................145
Костинов М.П. .................... 129
Костинова А.М. ................... 129
Краева Л.А. ...........................121
Красота А.Ю. ......................... 90
Кривошеина Е.И. .................159
Кузнецов А.И. .......................159
Кунилова Е.С. .......................121
Лапштаева А.В. ...................... 35
Ливанова Л.Ф. ........................ 83
Локтев В.Б. ............................159
Мартыненко И.Г. .................111
Масленникова И.Л. .............. 64
Мацвай А.Д. ............................. 9
Медведев С.Г. ........................175
Мельников В.Г. .....................111
Мельникова А.А. ................... 90

Микрюкова Т.П. ...................159
Михайлова Ю.М.................... 90
Морозова Н.С. ....................... 90
Нарвская О.В. ........................ 26
Некрасова И.В. ...................... 64
Новиков В.В. .......................... 35
Овчинникова М.В. ................ 83
Орлова Е.Г. ............................. 64
Панферова Ю.А. ...................175
Пахомов Д.В. ........................ 129
Пигаревский П.В. ................. 55
Полищук В.Б. ...................... 129
Попова А.Ю. .......................... 90
Пьянков С.А. ......................... 73
Рогожин В.В. .......................... 83
Романенко Е.Н. ..................... 90
Рыжов А.А. ........................... 129
Северин Т.В. .........................111
Семакова А.П. ....................... 83
Синяков А.А. ........................187
Скирда Т.А. ...........................111
Смердова М.А. ......................137
Смирнова О.В. ......................187
Смольникова М.В. ...............180
Снегова В.А............................ 55
Солдатский Ю.Л. .................111
Сперанская А.С. ...................... 9
Старкова Д.А. ........................ 26
Сычев И.В. ............................. 35
Телешева Л.Ф. .......................145

Терещенко С.Ю. ...................180

Терновой В.А. .......................159

Тихонова И.А. ..................... 129

Токаревич Н.К. .....................175

Топтыгина А.П. ....................137

Тотолян Артем А. .................. 55

Третьяков К.А. .....................175

Федотов Е.Р. ..........................167

Филатов Н.Н. ....................... 129

Фрейлихман О.А. .................175

Фролов А.К. ..........................167

Хамдулаева Г.Н. ...................121

Хафизов К.Ф. ........................... 9

Хромова Е.А. ........................ 129

Шавина Н.Ю.......................... 83

Шаньшин Д.В. ....................... 73

Шапарь А.О. ..........................175

Шипулин Г.А. .......................... 9

Ширшев С.В. ......................... 64

Шмитько А.Д. ...................... 129

Щербаков Д.Н. ...................... 73

Эдгем С.Р. ..............................111

Юнусова Р.Ю. .......................111

Ярмольская М.С. ................... 90

Egorova S.A. ............................ 99

Kaftyreva L.A. ......................... 99

Kuleshov K.V. .......................... 99

Matveeva Z.N. ......................... 99

ПРЕДМЕТНЫЙ УКАЗАТЕЛЬ
адъювант ................................................... 49
анальгезия ................................................ 83
анестезия .................................................. 83
антитела ...................................................137
антитела к вирусу кори ...........................129
бактерионосительство ...........................111
биологически активные вещества ........167
биопленки ................................................. 64
биоптаты аденоидов ...............................111
боррелии ..................................................175
вакцинация взрослых ............................137
вирулентность .......................................... 26
вирус денге ................................................ 73
вирус Западного Нила ............................. 73
вирус Зика ................................................. 73
вирус Кемерово .......................................159
вирус клещевого энцефалита ................159
вирус папилломы человека высокого 
канцерогенного риска ............................145
вирусы ....................................................9, 49
генетические и фенотипические 
маркеры вирулентности .........................121
генетический контроль 
вирулентности .......................................... 26
геномовид ................................................175
генотипирование ....................................159
гены вирулентности ................................ 26
гены esx ...................................................... 26
гены mce .................................................... 26
гены mmp ................................................... 26
гены pe/ppe ................................................ 26
гирудотерапия .........................................167
грелин ....................................................... 64
грипп ......................................................... 49
диагностика ................................................ 9
енотовидная собака ................................193
иксодовый клещевой боррелиоз ...........175
иммунизация ........................................... 90
иммунобиологические препараты ......... 83
иммуноферментный анализ ............ 73, 187
инвазия ....................................................193
ингаляционный наркоз........................... 83
инфекционные заболевания .................... 9

катепсин G ................................................ 64
кисспептин ............................................... 64
клебсиеллы ..............................................121
коллективный иммунитет .....................129
корь ................................................... 129, 137
лабораторные животные ......................... 83
лактоферрин ............................................. 49
лекарственная устойчивость .................. 26
лептин ....................................................... 64
макрофаги ................................................ 26
маннозосвязывающий лектин ..............180
медицинская пиявка ..............................167
местный иммунитет ...............................145
миелопероксидаза .................................... 64
микобактериоз ......................................... 26
молекулярная генетика ............................. 9
морфометрические показатели тела .....167
наружный генитальный 
эндометриоз.............................................145
неизвестная этиология .............................. 9
нейтрофилы .............................................. 64
нетуберкулезные микобактерии ............ 26
обогащение ................................................. 9
обыкновенная лисица ............................193
ответные меры .......................................... 90
оценка риска ............................................. 90
патогенность ............................................ 26
пептид ....................................................... 49
перекрестное взаимодействие ................ 73
подростки ................................................180
полиморфизм генов ................................180
полиовирус вакцинного 
происхождения ........................................ 90
полиовирус типа 2 .................................... 90
полиомиелит ............................................ 90
превалентность .......................................175
предраковые состояния желудка ..........187
ПЦР ............................................... 9, 111, 175
ПЦР-диагностика ...................................159
рекомбинантные антигены .................... 73
Республика Коми ....................................159
рецепторы врожденного 
иммунитета .............................................. 35

секвенирование ......................................... 9
специфический клеточный 
иммунитет ...............................................137
стрептококки ..........................................121
терапия ...................................................... 49
туберкулез ................................................. 35
уреаплазменная инфекция ....................145
факторы патогенности ...........................121
фиколин ...................................................180
хорионический гонадотропин ............... 64
хронический гастрит ..............................187
цестода .....................................................193
цитокины .................................................187
эксперимент ............................................. 83
экспериментальный стрептококковый 
гломерулонефрит ..................................... 55
эстриол ...................................................... 64
antimicrobial resistance .............................. 99
CagA штамм .............................................180
E. coli .......................................................... 64
Echinococcus multilocularis .........................193
Fc-фрагмент IgG ...................................... 55
fluoroquinolones......................................... 99
Haemophilus influenzae ..............................111
Helicobacter pylori .............................. 180, 187
IgA-связывающая активность 
стрептококка ............................................ 55
IgG-связывающая активность 
стрептококка ............................................ 55
Ixodes persulcatus .......................................159
Mycobacterium avium 
subsp. hominissuis ........................................ 26
Mycobacterium tuberculosis .......................... 35
Neisseria meningitidis..................................111
NGS ............................................................. 9
nucleotide substitutions .............................. 99
S. Typhi ...................................................... 99
SNV ............................................................ 99
Streptococcus pneumoniae ...........................111
Streptococcus pyogenes .......................... 55, 111
typhoid fever ............................................... 99
UPEС ......................................................... 64

2020, Т. 10, № 1



Иллюстрации к статье «Значение факторов патогенности некоторых видов стрептококков 
и клебсиелл при определении их этиологической роли в развитии воспалительных процессов 
респираторного тракта» (авторы: Краева Л.А., Кунилова Е.С., Бургасова О.А., Хамдулаева Г.Н., 
Данилова Е.М., Беспалова Г.И.) (с. 121–128)
Illustrations for the article “The importance of pathogenicity factors of some Streptococcus spp. and Klebsiella spp. 
in determining their etiological role in the inflammatory processes of the respiratory tract” (authors: Kraeva L.A., 
Kunilova E.S., Burgasova O.A., Hamdulaeva G.N., Danilova E.M., Bespalova G.I.) (pp. 121–128)

Рисунок. Люминесцентная микроскопия биопленок стрептококков (×630)
Figure. Fluorescent microscopy of streptococcal biofilms (×630)
1. S. pyogenes, содержащий ген fap1; 2. S. pyogenes, не содержащий ген fap1; 
3. S. agalactiae, содержащий ген fap1; 4. S. agalactiae, не содержащий ген fap1; 
5. S. mitis, содержащий ген fap1; 6. S. mitis, не содержащий ген fap1; 
7. S. anginosus, содержащий ген fap1; 8. S. anginosus, не содержащий ген fap1; 
9. S. oralis, содержащий ген fap1; 10. S. oralis, не содержащий ген fap1.
1. S. pyogenes containing the fap1 gene; 2. S. pyogenes not containing the fap1 gene; 
3. S. agalactiae containing the fap1 gene; 4. S. agalactiae not containing the fap1 gene; 
5. S. mitis containing the fap1 gene; 6. S. mitis not containing the fap1 gene; 
7. S. pyogenes containing the fap1 gene; 8. S. anginosus not containing the fap1 gene; 
9. S. oralis containing the fap1 gene; 10. S. oralis not containing the fap1 gene.
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