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Т-ХЕЛПЕРЫ И ИХ КЛЕТКИ-МИШЕНИ 

ПРИ COVID-19

И.В. Кудрявцев1,2, А.С. Головкин3, Арег А. Тотолян1,4

1 ФГБОУ ВО Первый Санкт-Петербургский государственный медицинский университет имени академика 

И.П. Павлова Министерства здравоохранения Российской Федерации, Санкт-Петербург, Россия
2 ФГБНУ Институт экспериментальной медицины, Санкт-Петербург, Россия
3 ФГБУ Национальный медицинский исследовательский центр имени В.А. Алмазова, Санкт-Петербург, Россия
4 ФБУН НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера, Санкт-Петербург, Россия.

Резюме. Данный обзор посвящен анализу субпопуляционного состава и фенотипическим изменениям, кото-

рые были отмечены для различных субпопуляций Т-хелперов (Th) периферической крови и их клеток-мише-

ней у пациентов с острой инфекцией, вызванной SARS-CoV-2. Уже в первых работах, посвященных анализу 

фенотипа и функциональных характеристик дендритных клеток, отмечалось снижение ключевых молекул, 

отвечающих за презентацию антигенов (HLA-DR), миграцию в лимфоидную ткань (CCR7) и формирова-

ние костимуляционного сигнала (CD80 и CD86). Некоторыми исследователями показано, что SARS-CoV-2-

специфические Т-хелперы появлялись в циркуляции уже на 2–4 день после появления первых симптомов, 

а позднее формирование клонов SARS-CoV-2-специфических Th было связано с неблагоприятным исхо-

дом COVID-19. В острой фазе инфекции уровень Th1-клеток изменялся слабо, тогда как среди их основных 

клеток-мишеней — CD8+ Т-лимфоцитов и НК-клеток — в периферической крови преобладали клетки эф-

фекторных популяций с высокой экспрессией маркеров клеточного «старения» (TIM3, PD-1, BTLA, TIGIT 

и т. д.), а уровень макрофагов жидкости бронхо-альвеолярного лаважа (ЖБАЛ) повышался. При анализе 

клеток, участвующих в запуске воспаления по 2 типу, большинством исследователей отмечалось увеличе-

ние доли CD4+ Т-клеток, обладавших фенотипом и свойствами Th2. Более того, снижение в периферической 

крови основных клеток-мишеней Th2 — базофилов и эозинофилов — было тесно связано с тяжелым течени-

ем COVID-19, тогда как в легочной ткани наблюдалось увеличение уровня тучных клеток и активности ме-

диаторов, высвобождавшихся в ходе их дегрануляции. Содержание Th17 в периферической крови могло быть 

тесно связано с тяжестью течения COVID-19 — минимальные значения этих клеток были характерны для 

тяжелых форм заболевания, тогда как в составе ЖБАЛ доля Th17 и концентрации секретируемых ими ци-

токинов резко возрастала. Увеличение в циркуляции нейтрофилов было тесно связано с тяжесть COVID-19, 

тогда как в рамках общего пула этих клеток возрастала доля незрелых клеток с пониженной способностью 

к продукции активных форм кислорода. В большинстве работ отмечалось снижение уровня общего уровня 

Tfh клеток в циркулирующей крови, тогда как в рамках Tfh увеличивалась доля активированных клеток 

и отмечалось нарушение баланса между «регуляторными» Tfh1 и «провоспалительными» Th2 и Th17. У паци-

ентов с острым COVID-19 в циркуляции были снижены практически все основные субпопуляции «наивных» 

В-клеток и В-клеток памяти, но отмечалось увеличение доли эффекторных клеток — циркулирующих пред-
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шественников плазматических клеток с фенотипом CD27hiCD38hiCD24–, а также функционально неактив-

ных CD21low В-лимфоцитов. Анализ данных литературы указывает на наличие существенных нарушений 

в функционировании всех основных субпопуляций Th и их клеток-мишеней в острую фазу COVID-19, ко-

торые могут сохраняться после элиминации патогена и являться одной из причин проявления «постковид-

ных» нарушений.

Ключевые слова: COVID-19, Т-хелперы, субпопуляции Т-хелперов 17, фолликулярные Т-хелперы, Т-хелперы 1, Т-хелперы 2.
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Kudryavtsev I.V.a,b, Golovkin A.S.c, Totolian Areg A.a,d

a I.P. Pavlov First St. Petersburg State Medical University of the Ministry of Healthcare of Russian Federation, St. Petersburg, 

Russian Federation
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Abstract. Current review presents a brief overview of the immune system dysregulation during acute COVID-19 and 

illustrates the main alterations in peripheral blood CD4+ T-cell (Th) subsets as well as related target cells. Effects 

of dendritic cell dysfunction induced by SARS-CoV-2 exhibited decreased expression of cell-surface HLA-DR, CCR7 

as well as co-stimulatory molecules CD80 and CD86, suggesting reduced antigen presentation, migratory and ac-

tivation capacities of peripheral blood dendritic cells. SARS-CoV-2-specific Th cells could be detected as early as 

days 2–4 post-symptom onset, whereas the prolonged lack of SARS-CoV-2-specific Th cells was associated with 

severe and/or poor COVID-19 outcome. Firstly, in acute COVID-19 the frequency of Th1 cell was comparable with 

control levels, but several studies have reported about upregulated inhibitory immune checkpoint receptors and ex-

haustion-associated molecules (TIM3, PD-1, BTLA, TIGIT etc.) on circulating CD8+ T-cells and NK-cells, whereas 

the macrophage count was increased in bronchoalveolar lavage (BAL) samples. Next, type 2 immune responses are 

mediated mainly by Th2 cells, and several studies have revealed a skewing towards dominance of Th2 cell subset 

in peripheral blood samples from patients with acute COVID-19. Furthermore, the decrease of circulating main Th2 

target cells — basophiles and eosinophils — were associated with severe COVID-19, whereas the lung tissue was en-

riched with mast cells and relevant mediators released during degranulation. Moreover, the frequency of peripheral 

blood Th17 cells was closely linked to COVID-19 severity, so that low level of Th17 cells was observed in patients 

with severe COVID-19, but in BAL the relative number of Th17 cells as well as the concentrations of relevant effector 

cytokines were dramatically increased. It was shown that severe COVID-19 patients vs. healthy control had higher 

relative numbers of neutrophils if compared, and the majority of patients with COVID-19 had increased frequency 

and absolute number of immature neutrophils with altered ROS production. Finally, the frequency of Tfh cells was 

decreased during acute COVID-19 infection. Elevated count of activated Tfh were found as well as the alterations 

in Tfh cell subsets characterized by decreased “regulatory” Tfh1 cell and increased “pro-inflammatory” Tfh2 as well 

as Tfh17 cell subsets were revealed. Descriptions of peripheral blood B cells during an acute SARS-CoV-2 infection 

werev reported as relative B cell lymphopenia with decreased frequency of “naïve” and memory B cell subsets, as well 

as increased level of CD27hiCD38hiCD24– plasma cell precursors and atypical CD21low B cells. Thus, the emerging 

evidence suggests that functional alterations occur in all Th cell subsets being linked with loss-of-functions of main 

Th cell subsets target cells. Furthermore, recovered individuals could suffer from long-term immune dysregulation 

and other persistent symptoms lasting for many months even after SARS-CoV-2 elimination, a condition referred to as 

post-acute COVID-19 syndrome.

Key words: COVID-19, CD4+ T-cells, Th17 cell subsets, follicular Th cell, Th1, Th2.

Введение

SARS-CoV-2-специфические Т-хелперы (Th) 

обнаруживаются в циркуляции уже на 2–4 день 

после появления первых клинических симп-

томов COVID-19 [81, 96], что обычно связано 

с легкими формами течения заболевания и бы-

строй элиминацией вируса из организма [89]. 

С другой стороны, длительное отсутствие 

в циркуляции антиген-специфических Th-

клеток являлось одним из признаков тяжелого 

течения COVID-19 и прогностическим факто-

ром неблагоприятного исхода заболевания [14, 

81, 89]. В настоящее время уже известно мно-

жество причин, которые лежат в основе отсро-

ченной или замедленной активации системы 

приобретенного иммунитета при COVID-19. 

К их числу относятся использование вирусом 

SARS-CoV-2 стратегий избегания распознава-

ния и индукции неспецифического иммунного 

ответа [6], связанные, в первую очередь, с бло-

кадой продукции IFN I типа и провоспалитель-
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ных цитокинов за счет подавления активности 

транскрипционного фактора NF-κB, наличие 

у инфицированных пациентов определенных 

аллелей молекул МНС I и/или II класса, сни-

жающих презентацию вирусных антигенов для 

системы приобретенного иммунитета [65], или 

аллелей клеточных рецепторов ACE2, обеспе-

чивающих высокую эффективность зараже-

ния клеток хозяина [40]. Однако в большинстве 

случаев при инфицировании SARS-CoV-2 про-

исходит быстрая активация различных клеток 

иммунной системы, что выражается в увеличе-

нии экспрессии маркеров клеточной активации 

моноцитами [29] и лимфоцитами [2, 88], появ-

лении в периферической крови экзосом раз-

личного происхождения [54], а также увеличе-

ние уровня ключевых провоспалительных ци-

токинов и белков острой фазы воспаления [11, 

42]. Успешная кооперация между клеточными 

и гуморальными факторами иммунной систе-

мы определяет эффективность развития за-

щитной реакции против внедряющегося па-

тогена. Более того, некоторые исследователи 

указывали, что циркулирующие SARS-CoV-

2-специфические Th-клетки обнаруживались 

у 100% перенесших COVID-19 пациентов, вхо-

дивших в состав их выборки [35].

О широком спектре распознаваемых вирус-

ных белков также свидетельствует тот факт, что 

в рамках общего пула вирус-специфических 

Th-клеток переболевших COVID-19 обнару-

живались лимфоциты, способные к распозна-

ванию пептидов из состава S-, M- и N-белков 

SARS-CoV-2 [76]. В настоящее время описано 

более 1400 эпитопов, входящих в состав раз-

личных белков SARS-CoV-2, которые распозна-

ются различными популяциями CD4+ и CD8+ 

Т-лимфоцитов, что указывает не только на спо-

собность системы приобретенного иммунитета 

распознавать данный патоген, но и на высокую 

эффективность клеток, участвующих в пре-

зентации вирусных антигенов [34]. Также было 

отмечено, что SARS-CoV-2-специфические Th-

клетки способны в первую очередь продуци-

ровать эффекторные цитокины TNFα и IFNγ, 

свойственные для Th1, а также некоторое коли-

чество Th2 (IL-5 и IL-13) и Th17 (IL-17 и IL-22) 

цитокинов [96]. О формировании пула вирус-

специфических Th1-клеток памяти, которые 

сохранялись как минимум на протяжении 

2 месяцев после выздоровления, указывают 

данные о наличии у переболевших пациентов 

Tbet-экспрессировавших CD4+ T-лимфоцитов, 

способных к продукции IFNγ в ответ на сти-

муляцию вирусными пептидами [75]. В рам-

ках другого исследования in vitro было пока-

зано, что в рамках общего пула SARS-CoV-2-

специфических Th преобладали IFNγ+CD4+ 

Th1-клетки, также в достаточном количестве 

определялись IL-17+CD4+ Th17-клеток, тогда 

как IL-4+CD4+ Th2-лимфоциты практически 

отсутствовали [39]. С другой стороны, анализ 

экспрессии хемокиновых рецепторов на ак-

тивированных в условиях in vitro пептидами 

SARS-CoV-2 Th-клетках показал, что специ-

фичные к S-белку Th-клетки преимущественно 

обладали фенотипом фолликулярных Th, а M- 

и S-специфичные CD4+ T-лимфоциты были 

представлены Th1- и Th17.1-клетками [85]. 

Таким образом, приведенные выше результаты 

свидетельствуют о том, что в ответе на SARS-

CoV-2 участвуют все основные популяции 

Т-хелперов, что, в свою очередь, указывает 

на запуск всех основных типов воспалитель-

ных реакций, которые находятся под контро-

лем этих клеток приобретенного иммунитета. 

Именно поэтому целью данного обзора являет-

ся анализ описанных в литературе нарушений 

в механизмах инициации и реализации воспа-

лительных реакций, связанных с различными 

клетками иммунной системы в острой фазе ко-

ронавирусной инфекции.

Дендритные клетки при COVID-19

Запуск специфического иммунного отве-

та (вне зависимости от его типа) тесно связан 

с эффективным функционированием системы 

антиген-презентирующих клеток, главными 

из которых для Т-хелперов являются дендрит-

ные клетки (DC). Циркулирующие в перифери-

ческой крови DC являются весьма гетерогенной 

популяцией лейкоцитов, которые традиционно 

подразделяют на миелоидные или «классичес-

кие» CD123–CD11c+ (cDC, от англ. «conventional 

dendritic cell») и CD123+CD11c– пламацитоид-

ные (pDC, от англ. «plasmacytoid dendritic cell») 

дендритные клетки, которые играют важную 

роль в развитии противовирусного ответа [77]. 

cDC принято разделять на две основные субпо-

пуляции: cDC1 и cDC2, которые различаются 

как по своему фенотипу, так и по выполняемым 

функциям [36]. Так, cDC1 несут на своей мем-

бране BDCA-3 (CD141), Clec9A, CADM1, BTLA 

и CD26, а также способны к кросс-презентации 

антигенов цитотоксическим Т-лимфоцитами 

и «поляризации» «наивных» Т-хелперов в сто-

рону Th1. Тогда как cDC2 обладают феноти-

пом CD1c+ (а также FcεR1+SIRPA+) и играют 

ведущую роль в инициации ответа, опосредо-

ванного Т-хелперами различных типов, вклю-

чая Th2, Th9, Th17, фолликулярные Т-хелперы 

(Tfh) и Treg [20]. Следует отметить, что сниже-

ние уровня общего пула DC в циркулирующей 

крови характерно не только для острого перио-

да заболевания, но и для уже выздоровевших 

пациентов [107]. Было показано, что у паци-

ентов с тяжелой формой COVID-19 наблюда-
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лось снижение миелоидных (CD11c+CD123lo/–) 

и плазмоцитоидных (CD11c–CD123+) дендрит-

ных клеток в циркуляции [57]. Сходные резуль-

таты были получены и другой группой исследо-

вателей, показавших, что концентрации cDC 

и pDC снижаются у всех больных COVID-19 

вне зависимости от тяжести течения заболева-

ния [59]. В рамках другого исследования было 

показано, что увеличение соотношения cDC/

pDC в циркулирующей крови может рассма-

триваться в качестве перспективного маркера 

тяжелого течения COVID-19 [107]. Дальнейшие 

исследования выявили существенные на-

рушения фенотипических и функциональ-

ных характеристик различных субпопуляций 

DC [57]. Так, на поверхности циркулирующих 

в крови pDC был снижен уровень экспрессии 

CD45RA, а у больных с тяжелой формой за-

болевания отмечалось снижение экспрессии 

мРНК HLA-DQA2 и HLA-DR. При детальном 

анализе фенотипа различных субпопуляций 

DC было показано, что у пациентов с тяжелым 

течением COVID-19 на всех популяциях клеток 

(за исключением cDC1) уровни HLA-DR и CD86 

были снижены [58]. Кроме того, на циркулиру-

ющих DC возрастал уровень экспрессии инги-

биторной молекулы PD-L1, способствующей 

подавлению активации Т-хелперов при распоз-

навании [98]. Сходные результаты были полу-

чены в ходе in vitro стимуляции DC пациентов 

с COVID-19 лигандами для TLR-3, -4, -7 и -8, 

когда было показано, что все pDC, cDC1 и cDC2 

больных экспрессировали меньше CD80, CD86, 

CCR7 и HLA-DR, чем клетки условно здоровых 

добровольцев [107]. Следует подчеркнуть, что 

снижение функциональной активности цирку-

лирующих DC может носить весьма длительный 

характер — пониженная плотность экспрессии, 

например, CD86 отмечается и у выздоровевших 

после COVID-19, тогда для восстановления нор-

мальной плотности HLA-DR и CCR2 требуется 

значительно меньшее время [107].

Снижение уровней DC в циркуляции мо-

жет быть обусловлено их миграцией в лимфо-

идную ткань, где эти клетки выполняют свои 

функции, связанные с запуском специфиче-

ского противовирусного иммунного ответа. 

Приведенные выше результаты указывают 

на то, что при тяжелом течении COVID-19 эф-

фективность функционирования практически 

всех субпопуляций DC может быть снижена, 

что, в первую очередь, связано со снижением 

эффективности презентации антигенов (сни-

жение уровня молекул семейства MHC) и фор-

мирования костимуляционного сигнала (сни-

жение молекул семейства B7 — CD80 и CD86). 

Кроме того, снижается уровень активации DC 

даже по сравнению с легкими формами тече-

Таблица 1. Т-хелперы и их клетки-мишени [10, 22, 26, 27, 93, 108]

Table 1. Main Th cell subsets and their target cells [10, 22, 26, 27, 93, 108]

Т-хелперы

Th cell subset

Дендритные клетки/
цитокины

Dendritic cells/
cytokines

Эффекторные 
цитокины

Effector cytokines

Клетки-мишени

Target cells
Эффекты

Effects

Th1 pDC, cDC1/IL-12 IFNγ

Моноциты/M1 
макрофаги; 

CD8+ Т-лимфоциты; 
NK-клетки

Monocytes/M1 
macrophages; 
CD8+ T cells; 

NK-cells

Активация фагоцитоза, АФК, 
синтез цитокинов, усиление 

цитолитических свойств

Stimulation of phagocytosis, 
ROS and cytokine production; 
enhancement of cytotoxocity

Th2 cDC2/IL-4 IL-4, IL-5, IL-13

Базофилы, 
тучные клетки, 

эозинофилы

Basophils; mast cells; 
eosinophils

Дегрануляция, выброс 
медиаторов воспаления

Degranulation and pro-inflammatory 
mediators production

Th17
cDC2/IL-1β, IL-6, 

IL-23
IL-17, IL-22

Нейтрофилы/
эпителий

Neutrophils/epithelial 
cells

Активация фагоцитоза и АФК/
секреция слизи

Stimulation of phagocytosis and 
ROS production; mucus secretion

Tfh
cDC2/activin A, IL-12, 

TGFβ (?)
IL-21 (IFNγ, IL-4, 

IL-5, IL-17)

CD19+ В-клетки

CD19+ B cells

Гипермутации и переключение 
класса антител, клетки памяти 

и плазматические клетки

Somatic hypermutations, Igs class-
switch; memory and plasma cells
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ния COVID-19, что наводит на мысль об ис-

пользовании вирусом SARS-CoV-2 весьма эф-

фективных стратегий избегания иммунного 

ответа. Столь же негативное влияние на запуск 

специфического иммунного ответа оказывает 

накопление в периферической крови (возмож-

но, за счет привлечения из красного костного 

мозга) различных незрелых предшественников 

DC, которые пока еще не обладают эффектор-

ными свойствами и не могут стимулировать 

Т-клетки.

Т-хелперы 1 типа и их клетки-мишени 
при COVID-19

В инициации специфического иммунного 

ответа по 1 типу (направленного против вну-

триклеточных патогенов — в первую очередь 

вирусов и бактерий) важную роль играют pDC 

и cDC1, а также цитокины IL-12 и IFNγ, необ-

ходимые для активации ILC1 и «поляризации» 

Th0 в сторону Th1 [27]. Th1 участвуют в реа-

лизации клеточных реакций приобретенного 

иммунитета за счет продукции провоспали-

тельных цитокинов IFNγ и TNFα, а также IL-2 

и IL-15, тогда как главными клетками-мише-

нями являются тканевые макрофаги, которые 

приобретают М1 фенотип, и цитотоксические 

клетки — CD8+ Т-лимфоциты и NK-клетки [5]. 

Роль Th1-клеток в патогенезе COVID-19 до-

статочно противоречива. Так, некоторые авто-

ры указывают на положительную роль IFNγ-

продуцирующих Th1-клеток при данной пато-

логии и связывают их повышенную активность 

с более легким течением заболевания [17]. 

С другой стороны, у возрастных пациентов — 

группы, которая традиционно характеризуется 

тяжелым течением COVID-19, отмечалось сни-

жение уровней IFNγ-продуцирующих вирус-

специфических клеток, что также косвенно 

указывает на важную роль именно Th1-клеток 

в развитии эффективного иммунного отве-

та [83]. На миграцию Th1-клеток в воспален-

ные ткани косвенно указывает некоторое сни-

жение доли общего пула этих клеток в пери-

ферической крови больных в острой фазе ин-

фекции, что было отмечено сразу в нескольких 

независимых исследованиях [39, 59, 84]. Хотя 

некоторыми авторами отмечалось накопление 

в периферической крови пациентов с тяжелым 

течением COVID-19 «атипичных» Th1, экс-

прессировавших на своей поверхности CD161 

и IL-1RI, более свойственные «неклассичес-

ким» Th17.1 [84]. Важнейшей фенотипической 

Таблица 2. Изменения в составе и фенотипе Т-хелперов и их клеток-мишеней при остром COVID-19

Table 2. Alterations in frequencies and phenotypes of Th cell subsets and their target cells during acute COVID-19

Тх и клетки-мишени

Th subset/target cell
Содержание

Frequency
Изменения фенотипа/состава

Phenotype/subset

Th1: ↓ [38, 59, 84]; = [31] ↑CD161+ [84]

  – макрофаги

  – macrophages
↑ ЖБАЛ [19, 63]

↑ BAL [19, 63]
↑FCN1+ [63]

  – NK-клетки

  – NK cells
↓ [24, 45, 68, 95] ↑LAG3, PDCD1, HAVCR2 [97]; ↑TIM-3, PD-1 [92]; ↑CD39 [24];

  – CD8+ Т-клетки

  – CD8+ T cell
= [67]; ↓ [92] ↓Naive, CM [23, 67, 69]; ↑TIM-3, PD-1 [59]; ↑Ki-67, CD38, HLA-DR [23, 67]; 

↑BTLA, TIGIT [84]

Th2: ↑ [23, 30, 31] ↑CXCR3–CCR6– [30]

  – базофилы

  – basophile
↓ [80, 90, 94] ↓CD11b, ↓CD294 [94]

  – тучные клетки

  – mast cells
↑ [72] ↑CD117+, ↑IL-4+ [72]

  – эозинофилы

  – eosinophile
↓ [61, 100, 101] ↓CD294, ↑PDL1 [94]

Th17: ↓ [23, 31] ↓Th17.1 [31, 59]; ↑CCR4+CXCR3– Th17 [31]

  – нейтрофилы

  – neutrophil
↑ [9, 43, 104] ↑CD16low [18]; ↑CD10low [67, 87]; ↑CD16+CD11bhi [67, 87]

Tfh: ↓ [31, 35]; = [57]; ↑ [84] ↑CD38+ICOS+ [69, 88]; ↓Tfh1, ↑Tfh17 [31]; ↑CD38+HLA-DR+ [88]

  – CD19+ В-клетки

  – CD19+ B cell
↓ [23, 67] ↑CD27–IgD– [23, 49, 99]; ↑CD38hiCD24– [23, 31, 49, 55, 68, 99]; 

↑CD21– [56, 99]; ↓IgD+CD27–, ↓CD27+ [23, 31, 49, 55, 68]
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характеристикой Th1-клеток является нали-

чие хемокинового рецептора CXCR3, благо-

даря которому эти клетки способны прони-

кать в очаги воспаления по градиенту соот-

ветствующих хемокинов — CXCR9, CXCR10 

и CXCR11 [12]. Следует отметить, что у паци-

ентов с тяжелым течением COVID-19 было от-

мечено увеличение в сыворотке крови CXCR9 

и CXCR10 [1], которые совместно с увеличен-

ными уровнями как клеточных («некласси-

ческие» моноциты, CD38+HLA-DR+ Т-клетки, 

а также Т-клетки, несущие перфорин и гран-

зим В), так и сывороточных (уровни CXCL8, 

IL-6 и IL-10) факторов и позволяли диффе-

ренцировать легкое и тяжелое течение заболе-

вания [2, 38, 59]. Полученные данные, по мне-

нию авторов исследования, указывают на факт 

связи поляризации в сторону Th1 и высоким 

цитолитическим профилем Т-клеток у паци-

ентов с тяжелым COVID-19. В рамках другого 

исследования также была отмечена взаимос-

вязь между увеличением уровней CXCL10, IL-6 

и IL-10 и тяжестью течения заболевания [59]. 

Более того, при анализе клеток ЖБАЛ паци-

ентов с COVID-19 было отмечено увеличение 

доли IFNγ- и/или TNFα-продуцирующих Th1, 

в которых на уровне мРНК отмечалось уве-

личение экспрессии хемокинов CCL4 и CCL5 

или CCL2, CCL18, CXCL9, CXCL10 и CXCL11, 

соответственно, что способствовало привле-

чению клеток-эффекторов очаг и воспаления 

в легочной ткани [103].

В рамках одной из первых работ было по-

казано, что уровень цитотоксических CD8+ 

Т-лимфоцитов в периферической крови боль-

ных COVID-19 мог значимо не изменяться, од-

нако отмечалось снижение уровня «наивных» 

CD3+CD8+ клеток в циркуляции на фоне по-

вышения доли более высоко дифференциро-

ванных клеток [67]. Минимальные значения 

как относительного, так и абсолютного со-

держания CD3+CD8+ лимфоцитов в перифе-

рической крови были свойственны пациентам 

с неблагоприятным исходом COVID-19 [92]. 

Более того, авторами были отмечены обрат-

ные зависимости между уровнем цитоток-

сических Т-лимфоцитов и концентрациями 

D-димера и ферритина в сыворотке крови 

больных [69]. В целом, субпопуляционный со-

став CD3+CD8+-клеток характеризовался сни-

жением в циркуляции доли «наивных» клеток 

и клеток центральной памяти [23, 67, 69], что 

являлось неблагоприятным фактором, так 

как именно эти популяции клеток способны 

к быстрому развитию ответа на новые и по-

вторно проникающие в организм антигены, 

соответственно [3]. Более того, накопление 

в циркуляции клеток с эффекторным фено-

типом (например, EM2 и EMRA с фенотипами 

CD45RA–CD27–CCR7+ CD45RA+CD27–CCR7–, 

соответственно [69]), а также несущих на сво-

ей поверхности маркеры активации Ki-67, 

CD38 и HLA-DR [23, 69], указывало переход 

ответа, опосредованного цитотоксическими 

Т-лимфоцитами, в эффекторную фазу. Помимо 

маркеров «хронической» активации — CD38 

и HLA-DR — столь же важным прогностичес-

ким значением обладает оценка экспрессии 

CD69, который традиционно рассматривается 

в качестве маркера «ранней» активации цито-

токсических Т-клеток. Так, у всех пациентов 

с COVID-19 уровень CD3+CD8+CD69+ клеток 

возрастал по сравнению с контролем, однако 

максимальных значений концентрация этих 

клеток в крови достигала у пациентов с не-

благоприятным прогнозом исхода заболева-

ния [92]. Однако некоторые исследователи от-

мечали высокую экспрессию эффекторными 

CD3+CD8+ клетками маркеров «старения» или 

«клеточного истощения», которые, как счи-

тается, блокируют проявление эффекторных 

свойств клетками в тканях, способствуя вы-

живанию вирус-инфицированных клеток [16]. 

Так, на поверхности CD8+ T-клеток отмеча-

лось увеличение экспрессии PD-1 и TIM3, 

которые традиционно рассматриваются в ка-

честве маркеров «клеточного старения» [59]. 

Кроме того, увеличение экспрессии PD-1 

и TIM3 цитотоксическими Т-лимфоцитами 

было тесно связано с тяжестью течение забо-

левания, так как у больных с тяжелой формой 

COVID-19 содержание этих клеток в циркуля-

ции превосходило значения, полученные для 

больных с легким течением заболевания [50]. 

В циркуляции на поверхности CD3+CD8+-

клеток также повышался уровень других ин-

гибиторных молекул — BTLA и TIGIT, кото-

рые также можно отнести к группе молекул, 

ограничивающих проявление эффекторных 

свойств клетками [84].

Уже первые исследования показали сниже-

ние количества NK-клеток в циркулирующей 

крови у пациентов с COVID-19 [95], а минималь-

ные значения были характерны для больных 

в критическом состоянии [24, 45]. Длительный 

воспалительный процесс при COVID-19, свя-

занный с продолжительной высокой вирусной 

нагрузкой, обычно связан с прогрессивным 

снижением NK-клеток в циркуляции и может 

рассматриваться как маркер неблагоприятного 

исхода заболевания [68]. Также было отмечено 

увеличение в периферической крови пациентов 

в критическом состоянии CXCR3+ NK-клеток, 

уровень которых снижался при проведении эф-

фективной терапии [61].

При остром инфекционном процессе, вы-

званном SARS-CoV-2, отмечаются существен-

ные изменения в фенотипе NK-клеток инфи-
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цированных пациентов. Так, при COVID-19 

наблюдается увеличение уровня экспрессии 

ингибиторного рецептора NKG2A [24, 106], 

который традиционно рассматривается как 

маркер «клеточного старения», а его наличие 

напрямую связано с нарушением функцио-

нальной активности NK-клеток, что под-

тверждается снижением уровней экспрессии 

NK-клетками цитокинов (IFNγ, IL-2 и TNFα), 

а также маркера дегрануляции CD107a [106]. 

Эти результаты были подтверждены опыта-

ми in vitro, когда была обнаружена сниженная 

продукция IFNγ и CD107a NK-клетками па-

циентов с COVID-19 при совместном куль-

тивировании с клетками линии K562 [70]. 

Данные молекулярно-биологических иссле-

дований также указывают на снижение цито-

литических функций у NK-клеток пациентов 

с COVID-19 [102]. В ходе дальнейших исследова-

ний на NK-клетках было показано увеличение 

экспрессии трех других маркеров «клеточно-

го старения» — LAG3, PDCD1 и HAVCR2 [97], 

а также TIM-3 и PD-1 [92]. Кроме того, среди 

NK-клеток пациентов с COVID-19 было от-

мечено увеличение клеток, несущих на своей 

поверхности CD39 — экзофермент, способ-

ный запускать каскад реакций, приводящих 

к формированию из провоспалительного АТФ 

противовоспалительного аденозина [24], что 

также может снижать эффективность проти-

вовирусного ответа.

Еще одним типом клеток-мишеней для Th1 

являются общий пул тканевых макрофагов, 

формирующийся как за счет резидентных кле-

ток, так и циркулирующих в крови моноцитов, 

которые пополняют пул тканевых макрофагов 

различной локализации, хотя преимуществен-

но мигрируют в очаги воспаления [41]. Что же 

касается анализа процессов инфильтрации 

и функций моноцитов в воспаленных тканях, 

то при COVID-19 особое внимание традици-

онно уделяется тканям легких. Было показано, 

что в жидкости бронхо-альвеолярного лаважа 

(ЖБАЛ) у пациентов с тяжелой формой тече-

ния COVID-19 при сравнении со средней степе-

нью тяжести содержалось больше макрофагов 

и нейтрофилов, тогда как уровни дендритных 

клеток (как pDC, так и cDC) и Т-лимфоцитов 

были снижены [63]. Накопление макрофагов 

в легочной ткани было связано с направлен-

ной миграцией моноцитов из перифериче-

ской крови и их дифференцировкой в FCN1+-

макрофаги, которые обладали высокой про-

воспалительной активностью. Более того, эти 

легочные макрофаги у пациентов с тяжелым 

течением COVID-19 экспрессировали большое 

количество провоспалительных цитокинов 

IL-1β, IL-6, TNF и хемокинов (CCL2, CCL3, 

CCL4 и CCL7). Сходные результаты были по-

лучены Chua R.L. и соавт., показавшими, что 

у пациентов с тяжелым COVID-19 макрофаги, 

которые формировались в ходе in vitro диф-

ференцировки циркулирующих моноцитов, 

экспрессировали высокие уровни CCL3 [19]. 

Тогда как «не резидентные» макрофаги у тяже-

лых больных характеризовались выраженным 

провоспалительным фенотипом, который был 

связан с повышенными уровнями экспрессии 

генов, кодирующих хемокины CCL2 (MCP-1), 

CCL3 (MIP-1α), CCL20 и CXCL1, а также не-

которых провоспалительных цитокинов IL-8, 

IL-18 и TNF.

Т-хелперы 2 типа и их клетки-мишени 
при COVID-19

Клеточный иммунный ответ по 2 типу (Th2 

и ILC2) характеризуется притоком в воспа-

ленную ткань эозинофилов, тучных клеток, 

базофилов и альтернативно активированных 

макрофагов (М2), а также ремоделированием 

тканей слизистых с увеличением доли проду-

цирующих слизь клеток, повышенной сокра-

тимостью гладкомышечных клеток, и, в конеч-

ном итоге, развитием фиброза [108]. Этот тип 

воспаления был сформирован в ходе эволю-

ции для защиты от гельминтов, а также от уку-

сов змей, насекомых и клещей. Ключевую 

роль в запуске ответа играют эпителиоциты 

барьерных тканей и различные клетки со-

единительной ткани, а для «поляризации» 

Th0 в сторону Th2 важны cDC2 и IL-4 [10]. 

Дифференцированные Th2-клетки при рас-

познавании патогена секретируют цитокины 

IL-4, IL-5 и IL-13, хотя основной «мишенью» 

Th2-клеток являются многоклеточные пато-

гены при COVID-19 обнаруживаются вирус-

специфические Th2 [96], а в сыворотке крови 

больных в острой фазе инфекции выявляются 

высокие уровни цитокинов Th2-клеток [38]. 

В периферической крови больных также от-

мечалось увеличение доли CCR4+ и GATA3+ 

Т-хелперов, в составе ядра [23]. Увеличение 

в крови Th2-клеток с фенотипом CXCR3–

CCR6– было тесно связано с неблагоприят-

ным исходом у пациентов с тяжелым течением 

COVID-19, что позволило рассматривать этот 

показатель в качестве независимого маркера 

прогноза [30]. Что же касается воспаленной 

ткани, то при анализе клеток из состава ЖБАЛ 

пациентов с тяжелым COVID-19 отмечалось 

увеличение экспрессии не только генов ключе-

вых факторов, отвечающих за «поляризацию» 

клеток в сторону Th2 (GATA3, IL4R и MAF), 

хотя по уровням продукции основных Th2-

цитокинов больные с различной тяжестью 

течения COVID-19 не различались [47]. Более 

того, у выздоровевших после COVID-19 паци-
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ентов высокий уровень Th2-клеток сохранял-

ся в крови на протяжении нескольких месяцев, 

тогда как уровни IL-4, IL-5 и IL-13 достоверно 

не отличались от контрольных значений [32].

Для острой фазы COVID-19 отмечено сниже-

ние уровня базофилов в периферической крови 

больных [94], причем минимальные значения 

отмечались для пациентов с неблагоприятным 

исходом заболевания [90]. Восстановление уров-

ня этих клеток до нормативных значений могло 

расцениваться как прогностический параметр 

перехода от острой фазы воспаления, вызван-

ного COVID-19, к фазе восстановления [80]. Что 

же касается изменения фенотипа базофилов, то 

у пациентов с COVID-19 отмечается снижение 

уровней экспрессии интергинового рецепто-

ра CD11b и рецептора для простагландина D2 

(CRTH2 или CD294) на поверхности базофилов 

по сравнению с клетками аналогичной популя-

ции условно здоровых добровольцев [94]. Кроме 

того, при сравнении пациентов с тяжелым и лег-

ким течением COVID-19 наблюдалось увеличе-

ние плотности экспрессии PDL1 базофилами 

у тяжелых больных, что позволило рассматри-

вать данный показатель в качестве перспектив-

ного прогностического маркера тяжести тече-

ния заболевания. Более того, плотность PDL1 

на базофилах положительно коррелировала 

с тяжестью течения заболевания, выраженной 

в единицах шкал WHO и SOFA [94].

Что же касается тучных клеток, то их учас-

тие в патогенезе COVID-19 может быть связа-

но с выбросом различных провоспалительных 

медиаторов, высокий уровень которых может 

играть важную роль в повреждении ткани лег-

ких и активации различных иммунных и не 

иммунных клеток как в очаге воспаления, так 

и на системном уровне. Например, в образцах 

сыворотки крови от пациентов с COVID-19 

были увеличены, по сравнению со здоровы-

ми донорами, уровни специфичных для туч-

ных клеток ферментов (химазы, β-триптазы 

и карбоксипептидазы А3), которые высвобож-

даются при секреторной дегрануляции [28]. 

Более того, повышение уровней этих фермен-

тов было тесно связано с увеличением кон-

центраций некоторых провоспалительных 

хемокинов (IP-10, CCL2 и CCL4), которые по-

зволяли оценить тяжесть течения COVID-19. 

Кроме того, анализ биоптатов легочной ткани 

у пациентов с COVID-19 показал увеличение 

численности CD117+ тучных клеток и IL-4-

экспрессирующих клеток в периваскулярном 

пространстве и альвеолярных септах по срав-

нению с контролем [72]. Столь массовая акти-

вация тучных клеток, а также их накопление 

в очагах воспаления позволяют, по мнению 

некоторых исследователей, рассматривать эти 

клетки в качестве мишени для терапии при 

остром течении COVID-19 [51]. Тогда как огра-

ничение или блокада активации тучных кле-

ток, связанная с секрецией медиаторов вос-

паления и продукцией провоспалительных 

цитокинов и хемокинов, может использоваться 

в клинической практике для уменьшения объ-

ема поражения легочной ткани [7].

Сниженное содержание эозинофилов в пе-

риферической крови было характерно для ~75% 

больных с COVID-19 [62]. Эозинопения могла 

рассматриваться в качестве предиктора тяже-

сти COVID-19 и его последующего прогресси-

рования, тогда как возвращение уровня этих 

клеток к нормативным значениям являлось 

благоприятным признаком [100]. С другой сто-

роны, у пациентов с эозинофилией отмечался 

более низкий уровень СРБ, более легкое кли-

ническое течение и лучшие исходы заболева-

ния по сравнению с пациентами без эозинофи-

лии [74]. Столь же важно отметить и тот факт, 

что уровни эозинофилов в циркуляции были 

значительно ниже у пациентов с критическим 

течением COVID-19 по сравнению с пациента-

ми со средним и тяжелым течением [101]. В це-

лой серии работ была отмечена взаимосвязь 

между эозинофилией и легкой формой течения 

COVID-19, что указывает на важную роль этих 

клеток в ограничении воспаления при дан-

ном инфекционном процессе [21, 79]. Можно 

предполагать, что развитие воспалительного 

процесса по 2 типу, связанное с увеличением 

Th2 и эозинофилов в периферической крови, 

может рассматриваться в качестве благопри-

ятного прогностического фактора. Более того, 

имеются свидетельства того, что Th2 и эози-

нофилы посредством секреции цитокинов 

(в первую очередь, IL-13) способны снижать 

уровень экспрессии ACE2 на эпителиальных 

клетках — ключевых мишенях для вируса 

SARS-COV-2 [52], что также подтверждается 

клиническими наблюдениями за пациентами 

с респираторными заболеваниями [48].

Т-хелперы 17 и их клетки-мишени 
при COVID-19

Клеточный иммунный ответ по 3 типу (Th17 

и ILC17), направленный на элиминацию вне-

клеточных бактерий и грибов, характеризуется 

притоком из периферической крови в воспа-

ленную ткань нейтрофилов, а также активаци-

ей клеток барьерных тканей (в первую очередь, 

эпителиоцитов слизистых оболочек) с увеличе-

нием продукции слизи и антимикробных за-

щитных факторов [108]. При проникновении 

патогенов активируются миелоидные дендрит-

ные клетки (mDC2) для выработки IL-1β, IL-6 

и IL-23, вызывающие активацию ILC3 и «поля-
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ризацию» «наивных» Т-хелперов в сторону Th17. 

Следует отметить, что уровень этих ключевых 

поляризационных цитокинов (IL-1β и IL-6) 

особенно повышается в острой фазе инфекци-

онного процесса, вызванного SARS-CoV-2, что 

может служить дополнительными маркерами 

тяжести течения заболевания [82]. Главными 

эффекторными цитокинами Th17 являются 

белки семейства IL-17 (в первую очередь, IL-17A), 

регулирующие функции нейтрофилов и их 

привлечение в очаг воспаления, и IL-22, основ-

ной функцией которого является активация 

защитных свойств клеток эпителиальных пла-

стов, причем именно IL-17A [86], и IL-22 [7] мо-

гут играть важную роль в патогенезе COVID-19 

и рассматриваться в качестве мишеней для те-

рапии данного заболевания.

При анализе субпопуляционного состава 

Th-клеток при COVID-19 было отмечено сни-

жение доли Th17.1 и Th1-лимфоцитов, спо-

собных к продукции IFNγ, а также некоторое 

уменьшение уровня Treg в циркуляции [59]. 

Более того, в ответ на стимуляцию in vitro 

Т-хелперы пациентов, инфицированных 

SARS-CoV-2, накапливали IL-17А и IL-2 более 

эффективно, чем клетки аналогичной популя-

ции группы сравнения [23]. Вместе с тем, в упо-

мянутой выше работе было отмечено снижение 

доли Т-хелперов, несущих на своей поверхно-

сти ключевые антигены Th17 — CD161 и CCR6, 

тогда как содержание клеток, экспрессировав-

ших маркеры Th2 (CCR4 и GATA3), было до-

стоверно выше, чем в контроле. Сходные ре-

зультаты были получены при помощи молеку-

лярно-биологических методов исследования, 

когда было показано, что в CD4+ Т-лимфоцитах 

периферической крови больных с тяжелым те-

чением COVID-19 снижалась экспрессия Th17-

ассоциированных генов на примере RORC, 

IL17A, IL17F и CCR6 [47]. Минимальный уро-

вень Th17 отмечался у пациентов с тяжелым те-

чением COVID-19 [31]. Общий пул Th17 на ос-

новании анализа коэкспрессии хемокиновых 

рецепторов CCR4 и CXCR3 можно разделить 

на несколько независимых субпопуляций [4]. 

Так, в рамках общего пула CCR6+ Th17 имен-

но у тяжелых больных отмечалось снижение 

доли CCR4–CXCR3+ Th17.1-клеток и увеличе-

ние CCR4+CXCR3– «классических» Th17 [31]. 

Однако, в рамках другого исследования было 

показано, что в периферической крови боль-

ных COVID-19 отмечалось увеличение доли 

Th17 и фолликулярных Т-клеток на фоне не-

которого снижения Th1, а значения, получен-

ные для Th2 и Th17.1, не отличались от группы 

контроля [84]. Можно предполагать, что Th17 

в острой фазе инфекционного процесса поки-

дали кровоток и мигрировали в воспаленную 

ткань легкого, где продуцировали широкий 

спектр провоспалительных цитокинов, спо-

собных вызывать воспаление и повреждение 

окружающих тканей при помощи различ-

ных механизмов. Действительно, при анали-

зе ЖБАЛ, которые указывают на накопление 

в тканях пораженных легких Th17 с «провос-

палительным» фенотипом [105]. Так, эти Th17 

обладали фенотипом тканевых резидентных 

Т-клеток памяти, экспрессировали гены, свя-

занные с цитолитическими свойствами (SRGN, 

GZMB и GNLY), и гены цитокинов IL-21, IL-

17F, IL-17A, IFNγ и GM-CSF [105]. Более того, 

ткани легких больных COVID-19 были обо-

гащены клетками, коэкспрессировавшими 

CCR6 и IL17A, а в жидкой фазе ЖБАЛ обнару-

живались высокие концентрации IL-6, IL-17A, 

GM-CSF, IFNγ и IL-8.

Главными клетками-мишенями для Th17 

являлись нейтрофилы, увеличение уровня ко-

торых в циркуляции являлось одним из важ-

нейших признаков воспалительного процесса 

при COVID-19 [43, 104]. Так, повышение уров-

ня этих клеток в циркуляции в совокупности 

с некоторыми другими рутинными клиничес-

кими тестами позволяет отличить пациентов 

в критическом состоянии от пациентов с тя-

желым течением заболевания уже на ранних 

этапах развития инфекции [9]. Еще одним 

из потенциальных маркеров COVID-19 явля-

ется появление в периферической крови боль-

ных со средним и тяжелым течение заболева-

ния незрелых форм нейтрофилов [67]. По мере 

увеличения тяжести заболевания относитель-

ное содержание CD16+CD11bhi-нейтрофилов 

в рамках общей лейкоцитарной популяции 

возрастало. С другой стороны, в перифери-

ческой крови и легких пациентов с COVID-19 

отмечалось накопление незрелых нейтро-

филов с фенотипом CD10lowCD101–CXCR4+/–, 

обладавших выраженными супрессорными 

свойствами [87]. Кроме того, для пациентов 

с легким течением отмечено увеличение доли 

CD10lowCD101+-нейтрофилов в периферичес-

кой крови, тогда как у тяжелых пациентов 

возрастала CD10lowCD101– популяция ней-

трофилов. И, наконец, нейтрофилы пациен-

тов с тяжелым течением заболевания в ответ 

на стимуляцию in vitro менее эффективно про-

дуцировали активные формы кислорода, хотя 

их фагоцитарная активность не была снижена 

при сравнении с клетками аналогичной по-

пуляции, полученных от больных с легким 

течением COVID-19 [67, 87]. Более того, не-

зрелые CD16low-нейтрофилы пациентов с тя-

желым течением COVID-19 могли содержать 

Ki67 [18], что указывало на недавнее прохож-

дение митотического цикла этими клетками. 

В рамках другого исследования была показа-

на значимость анализа соотношений нейтро-
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как прогностических факторов тяжелой фор-

мы течения COVID-19 при достижении значе-

ний более 21,9 и более 5,0 соответственно [64]. 

Кроме того, была обнаружена зависимость 

между значением соотношения нейтрофилы/

лимфоциты и тяжестью течения COVID-19, 

выраженной в баллах шкалы APACHE III [57].

Фолликулярные Т-хелперы 
и В-лимфоциты при COVID-19

При развитии специфического гуморального 

ответа антиген-специфические антитела про-

дуцируют B-лимфоциты, которые одновремен-

но являются антиген-презентирующими клет-

ками и эффекторными клетками [22]. В свою 

очередь, для формирования пула фолликуляр-

ных Т-хелперов человека из Th0 необходимы 

сDC2 и клетки Лангерганса, а также наличие 

в составе микроокружения активина А, IL-12 

и/или TGFβ, хотя точные механизмы «поля-

ризации» данного типа Т-хелперов еще до кон-

ца не исследованы [26]. Однако именно Tfh 

играют важнейшую роль в созревании и диф-

ференцировке В-клеток в рамках реакции за-

родышевого центра в периферических лимфо-

идных органах [93]. Эти клетки осуществляют 

контроль процессов переключения классов 

синтезируемых В-клеткой антител, запуска со-

матических гипермутаций, селекции высоко-

аффинных клонов В-клеток, которые в даль-

нейшем дифференцируются в плазматические 

клетки и клетки памяти [12, 53]. Уровень цир-

кулирующих Tfh при COVID-19 мог снижаться 

вне зависимости от тяжести течения заболева-

ния [38], хотя в некоторых работах отмечается 

отсутствие различий между здоровыми добро-

вольцами и больными COVID-19 [57] или уве-

личение доли Tfh в циркуляции [84], которые 

могли быть тесно связаны с тяжестью течения, 

достигая минимальных значений у пациентов 

с тяжелым COVID-19 [31]. Более того, подобно-

го рода нарушения могли носить длительный 

характер и могли быть связаны с увеличением 

CXCR5+PD-1highCD4+ Tfh и CCR7loPD-1+ фол-

ликулярных клеток эффекторной памяти (Tfh-

em) и снижением количества CCR7hiPD-1– фол-

ликулярных клеток центральной памяти (Tfh-

cm), способных к миграции в лимфоидную 

ткань [32].

В большинстве работ отмечались изменения 

в субпопуляционном составе циркулирующих 

Tfh-клеток. Так, было выявлено достоверное 

повышение уровня активированных Tfh-клеток 

с фенотипом CD38+ICOS+ в пределах общего 

пула CD45RA–PD-1+CXCR5+ циркулирующих 

фолликулярных Т-хелперов памяти [69]. Было 

показано, что в циркуляции у всех пациентов 

с COVID-19 доля PD-1+ICOS+ и CD38+HLA-

DR+-клеток возрастала среди CXCR5+CD4+ 

Tfh [88]. Следует отметить, что у переболевших 

COVID-19 уровень активированных Tfh также 

был достоверно выше такового у группы сравне-

ния. Кроме того, в рамках общего пула циркули-

рующих Tfh пациентов с COVID-19 выявлялось 

достоверно большее число клеток, экспресси-

ровавших Ki67 и оба активационных антигена 

CD38 и HLA-DR, чем в группе контроля [69]. 

В периферической крови пациентов в острый 

период COVID-19 отмечалось нарушение ба-

ланса между CXCR3+CCR6– Tfh1-клетками, 

обладавшими «регуляторными» свойствами 

и способными подавлять гуморальный ответ, 

и CXCR3–CCR6– Tfh2 и CXCR3–CCR6+ Tfh17, 

стимулировавшими развитие В-клеточного от-

вета [71], связанные со снижением доли «регу-

ляторных» Tfh1 и увеличением «провоспали-

тельных» Tfh17 [31].

Несмотря на высокий уровень актива-

ции Tfh, данные литературы свидетельствуют 

о низкой эффективности этих клеток в стиму-

ляции гуморального ответа, связанной с нару-

шением формирования зародышевых центров 

в В-зависимых зонах лимфатических узлов, 

а также со снижением экспрессии ключевого 

транскрипционного фактора Bcl-6, отвечающе-

го за реализацию функциональной активности 

Tfh [49]. Кроме того, результаты гистологичес-

ких исследований указывают на атрофию гер-

минативных центров B-зависимых зон в лим-

фатических узлах при остром заболевании. 

Вместе с тем, уровень циркулирующих Tfh-

клеток, специфичных S-, N- или M-белкам, 

обладал положительной корреляцией с ней-

трализующей активность плазмы и уровнем 

N-специфических IgG [13]. У переболевших 

COVID-19 обнаруживались циркулирую щие 

вирус-специфические CD45RA–CXCR5+ Tfh, 

способные к распознаванию S-белка, тогда как 

доля RBD-специфичных Tfh была крайне низ-

кой [46]. Более того, подавляющие большин-

ство SARS-CoV-2-специфичных Tfh-клеток 

относилось CCR6+CXCR3– Tfh17, однако часть 

этих клеток обладала фенотипом Tfh1 (CCR6–

CXCR3+). У выздоровевших пациентов, чья 

плазма имела высокую нейтрализующую спо-

собность, отмечалось высокое количество 

cTfh1- и cTfh2-клеток, высокие уровни которых 

положительно коррелировали с нейтрализую-

щей активностью сыворотки крови у перебо-

левших субъектов [46].

Интересно отметить, что в периферической 

крови пациентов, перенесших COVID-19, уро-

вень Tfh мог оставаться повышенным на про-

тяжении нескольких месяцев после выздоров-

ления, что было тесно связано с увеличением 
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доли Tfh2- и Tfh17-клеток [54]. Сходные резуль-

таты были получены Gong и соавторами, отме-

тившими увеличение доли CXCR3+CCR6– Tfh1- 

и CXCR3–CCR6– Tfh2-клеток по сравнению 

с контролем, тогда как уровень CXCR3–CCR6+ 

Tfh17 был достоверно снижен [32]. Также у этой 

группы пациентов отмечалось снижение в цир-

куляции CD45RA–CD127–CD25+CXCR5hiPD-1hi 

регуляторных Tfh относительно здоровых доб-

ровольцев.

Столь существенные изменения в субпопу-

ляционном составе Tfh-клеток и их функцио-

нальной активности при COVID-19 должны 

быть тесно связаны с нарушениями в диффе-

ренцировке и активации В-клеток. Так, со-

держание В-клеток у пациентов с COVID-19 

в периферической крови было снижено от-

носительно контрольных показателей по ре-

зультатам некоторых исследований [23, 67]. 

В первую очередь, это снижение было особен-

но заметно у тяжелых пациентов по сравнению 

с пациентами с легкой и средней степенью за-

болевания [67]. Следует отметить, что в цир-

куляции были снижены практически все ос-

новные субпопуляции В-лимфоцитов, к числу 

которых относились как «наивные» В-клетки, 

так и В-клетки памяти с переключенным 

и непереключенным классом синтезируемых 

антител [23]. С другой стороны, отмечалось 

увеличение доли эффекторных клеток — цир-

кулирующих предшественников плазматичес-

ких клеток или плазмобластов с фенотипом 

CD27hiCD38hiCD24– [23, 49, 67]. При COVID-19 

эти B-клетки содержали в составе цитоплазмы 

не только высокие уровни Ki67, что указывало 

на недавнее прохождение митотического цик-

ла, но и экспрессировали на своей мембране 

маркер активации CD95, что могло указывать 

на недавнюю эмиграцию B-клеток из зароды-

шевых центров лимфоидной ткани [69]. Среди 

циркулирующих плазмабластов в достаточном 

количестве встречались RBD-специфичные 

клетки даже в остром периоде инфекционно-

го процесса, что еще раз указывает на эффек-

тивность формирования нейтрализующих 

антител [15]. С другой стороны, уровень IgM+- 

и IgM–-плазмабластов и «дважды негативных» 

B-клеток памяти (CD27–IgD–) при COVID-19 

значительно увеличивался [23]. Более того, 

в рамках этой популяции клеток у пациен-

тов с тяжелым течением заболевания растет 

доля DN IgD–CD27–CXCR5–, не способных 

проникать в В-зависимые зоны и участвовать 

в развитие повторного ответа на антиген [49]. 

Присутствие в циркуляции у пациентов 

с COVID-19 увеличенного числа DN В-клеток 

может указывать на «экстрафолликулярные» 

механизмы развития специфического гумо-

рального ответа, который может являться до-

минирующим у пациентов с тяжелым течени-

ем данного заболевания [49, 99]. По-видимому, 

в этом случае имеет место гиперактивация 

В-клеток, что, по мнению авторов, выража-

ется в повышении уровня CD11c+CD21– DN2 

и предшественников плазматических клеток 

с фенотипом CD27+CD38hi, равно как и явля-

ется неблагоприятным признаком исхода за-

болевания [99].

На нарушение процессов дифференцировки 

В-клеток указывает еще и то, что у пациентов 

с тяжелым течение COVID-19 в периферичес-

кой крови снижалось относительное и абсолют-

ное содержания общего пула В-клеток, а так-

же «наивных» IgD+CD27– клеток, переходных 

IgD+CD27–CD10+CD45RB– и фолликулярных 

CXCR5+ (IgD+CD27–CD10–CD73+) В-лимфоци-

тов по сравнению с контролем и выздоровев-

шими пациентами [49]. Еще одним признаком, 

указывающим на нарушения в процессах со-

зревания и дифференцировки эффекторных 

В-клеток, является выход в циркулирую щую 

кровь CD21-негативных В-лимфоцитов, кото-

рые не способны эффективно проводить сиг-

нал на активацию от В-клеточного рецептора 

при взаимодействии с антигеном [57, 99]. Так, 

у пациентов с легким и тяжелым течением 

COVID-19 в циркуляции уровень CD21+CD27+-

клеток был снижен относительного контроля, 

тогда как доля CD21–CD27–-клеток достовер-

но возрастала [57]. С другой стороны, CD21low 

В-лимфоцитов могут рассматриваться в каче-

стве клеток, которые только что покинули за-

родышевый центр и являются предшествен-

никами плазматических клеток [60]. В этом 

случае накопление CD21-негативных В-клеток 

в крови может быть тесно связано с интенсив-

ными процессами созревания в лимфоидной 

ткани. Еще одним признаком, позволяющим 

предположить наличие серьезных нарушений 

в функционировании В-клеток при COVID-19, 

является резкое снижение уровня экспрессии 

CXCR5 — хемокинового рецептора, отвечаю-

щего за миграцию В-клеток в В-зависимые 

зоны периферических лимфоидных органов 

ткани [49, 69]. Снижение доли CXCR5+-клеток 

у пациентов с COVID-19 было отмечено во всех 

субпопуляциях циркулирующих В-клеток, 

включая «наив ные» (IgD+CD27–), клетки па-

мяти, не переключившие (IgD+CD27+) и пере-

ключившие (IgD–CD27+) класс синтезируемых 

антител, а также CD27–IgD– и CD27+CD38+ 

плазмобласты.

Приведенные данные указывают на суще-

ственные нарушения в механизмах запуска 

и регуляции специфического гуморального им-

мунного ответа, которые затрагивают не толь-

ко основы функционирования В-лимфоцитов 

как главных эффекторных клеток, но и фолли-
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кулярные Т-хелперы, которые, по-видимому, 

в острой фазе COVID-19 не могут эффективно 

выполнять свои функции, связанные с контро-

лем за антигенной специфичностью формирую-

щихся антител.

Заключение

Пандемия COVID-19 уже продолжается око-

ло двух лет, и наши представления об остром 

течении инфекционного процесса, вызванного 

SARS-CoV-2, расширяются с каждым месяцем. 

Вместе с тем, анализ состояния клеток иммун-

ной системы в острой фазе заболевания, а так-

же наблюдения за теми изменениями, которые 

сохраняются в функционировании иммунной 

системы переболевших пациентов, позволяют 

предполагать наличие отдаленных или «пост-

ковидных» осложнений [44, 56]. Например, ги-

перактивация Th17 и нарушения их субпопу-

ляционного состава, изменения соотношения 

«регуляторных» и «провоспалительных» Tfh-

клеток, а также снижение контроля за антите-

ло-продуцирующими В-клетками весьма схо-

жи с изменениями, характерными для широ-

кого спектра аутоиммунных патологий [25, 66], 

заболеваемость которыми резко возрастает по-

сле COVID-19 [78]. Долговременные нарушения 

в процессах созревания и дифференцировки 

NK-клеток и цитотоксических Т-лимфоцитов, 

наличием на их поверхности ингибиторных 

рецепторов или маркеров «клеточного старе-

ния», что сопровождается, в первую очередь, 

низкой эффективностью уничтожения кле-

ток-мишеней, могут снижать эффективность 

противоопухолевого и противовирусного им-

мунитета [33, 91]. Кроме того, гиперактивация 

тканевых макрофагов, формирование пула ак-

тивированных мигрировавших из кровотока 

моноцитов на фоне цитокинового «шторма» 

и изменение баланса между Т-хелперами раз-

ных популяций (Th1/Th2 и Th17/Treg) в оча-

ге воспаления вносят свой вклад в нарушение 

процессов регенерации воспаленной ткани 

различной локализации и развитие фибро-

за [37, 73]. Таким образом, исследование патоге-

неза COVID-19 и определение роли иммунной 

системы в «постковидных» нарушениях работы 

всего организма в ближайшие годы останутся 

актуальными.
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ЛИХОРАДКА ЛАССА. ЧАСТЬ 1. ЭТИОЛОГИЯ, 

ЭПИДЕМИОЛОГИЯ, КЛИНИЧЕСКАЯ КАРТИНА

Е.И. Казачинская1,2, В.С. Арипов2, А.В. Иванова2, А.М. Шестопалов1

1 ФГБНУ Федеральный исследовательский центр фундаментальной и трансляционной медицины Министерства науки 

и высшего образования Российской Федерации, г. Новосибирск, Россия
2 Государственный научный центр вирусологии и биотехнологии «Вектор» Роспотребнадзора, п. Кольцово, 

Новосибирская область, Россия

Резюме. Лихорадка Ласса (ЛЛ) — природно-очаговое заболевание, опасное для человека. На большей части 

Западной Африки к югу от Сахары 37,7 млн человек в 14 странах проживают в районах, где условия жизни 

способствуют для зоонозной передачи инфекции. Способами передачи могут быть алиментарный, воздуш-

но-пылевой или воздушно-капельный пути при случайном контакте человека с выделениями инфицирован-

ных грызунов вида Mastomys natalensis, проникающих в жилища и места хранения продуктов и питьевой воды. 

Кроме того, местные жители употребляют этих животных в пищу, поэтому заражение возможно также при 

разделывании тушек. Этиологический агент этой болезни — вирус Ласса, один из представителей семейства 

Arenaviridae. В отличие от других аренавирусных инфекций (например, аргентинской и боливийской лихо-

радок, вызываемых вирусами Хунин и Мачупо соответственно), заражение людей вирусом Ласса может про-

исходить также и от человека к человеку. Описаны случаи внутрибольничных вспышек ЛЛ среди пациентов 

в условиях плохой гигиены и через контаминированное медицинское оборудование. Медицинские работники 

инфицируются во время проведения хирургических операций или при контакте с пациентами, так как патоген 

может передаваться через кровь, слюну, рвоту, стул или мочу. На эндемичных территориях ЛЛ ассоциирует-

ся со значительной заболеваемостью, так как ежегодно регистрируется 500 тыс. клинических cлучаев и от 5 

до 10 тыс. летальных исходов этой болезни (то есть 1–2%-ная летальность). Вероятность того, что эта болезнь 

станет более распространенной угрозой в мире, может быть связана с усилением глобализации, а также изме-

нением климата, приводящим к расширению зоны эндемичности ЛЛ на регионы, пригодные для расселения 

M. natalensis и других видов грызунов, способных пожизненно переносить патоген. Среди госпитализирован-

ных лиц с тяжелыми геморрагическими симптомами летальность может быть очень высокой — от 14 до 89,5%. 

Но в большинстве случаев болезнь протекает бессимптомно, и в связи с ее длительным инкубационным пери-

одом заболевшие могут быть источником инфекции, особенно при перемещении на большие расстояния авиа- 

и железнодорожным транспортом. Клинически выраженное заболевание протекает в виде разных неспецифи-

ческих симптомов — от недомогания, повышения температуры тела, болей в горле и груди, кашля, миалгии 

и желудочно-кишечных расстройств до признаков нарушения ЦНС. Постановка диагноза ЛЛ зачастую вызы-

вает затруднения из-за сходства протекания болезни с другими распространенными в Африке вирусными за-

болеваниями или, например, с малярией или брюшным тифом. Более специфические симптомы при ЛЛ выра-

жаются в виде конъюктивита, гепатита, фарингита, тонзиллита, а также появлением язв в ротоглотке. Тяжелое 

заболевание осложняется аномальным кровотечением, генерализованным отеком, дыхательной недостаточ-

ностью, гипотонией, протеинурией, повышением уровня печеночных трансамининаз, энцефалопатией. Глу-
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хота развивается примерно в 20% случаев от общего числа заболевших. Полиорганная недостаточность и от-

крытое кровотечение приводит к смерти. Обзор посвящен анализу литературы по этиологии, эпидемиологии 

и клинической картине ЛЛ, так как существует опасность ее завоза с заболевшими людьми на территорию РФ.

Ключевые слова: лихорадка Ласса, вирус Ласса, особо опасные инфекции, этиология, эпидемиология, клиническая картина 

лихорадки Ласса.

LASSA FEVER. PART 1. ETIOLOGY, EPIDEMIOLOGY AND CLINICAL MANIFESTATIONS

Kazachinskaia E.I.a,b, Aripov V.S.b, Ivanova A.V.b, Shestopalov A.M.a

a Federal Research Center for Fundamental and Translational Medicine of Ministry of Science and higher Education Russian 

Federation, Novosibirsk, Russian Federation
b State Research Centre of Virology and Biotechnology “Vector”, Federal Service for the Oversight of Consumer Protection 

and Welfare (Rospotrebnadzor), Kol’tsovo, Novosibirsk Region, Russian Federation

Abstract. Lassa fever is a natural focal disease dangerous for humans. In the larger part of sub-Saharan West Africa 37.7 

million people in 14 countries live in areas where living conditions are suitable for zoonotic transmission of the virus 

from secretions of infected rodents of the species Mastomys natalensis. Routes of transmission can be via alimentary, 

airborne dust or airborne droplet pathways in case of accidental human contact with secretions of infected rodents. 

Mastomys natalensis penetrates into residence and place of storage of food and drinking water. In addition, the residents 

use such animals for food, so infection is also possible upon butchering carcasses. The etiological agent of this disease 

is the Lassa virus being one of the members of the Arenaviridae family. Unlike other arenavirus infections (e.g., Argen-

tine and Bolivian fevers caused by Junin viruses and Machupo, respectively), human infection with Lassa virus can also 

occur from person to person. Cases of nosocomial infection among patients in conditions of poor hygiene and through 

contaminated medical equipment are described. Medical workers become infected during surgical operations or through 

contact with patients, because the pathogen can be transmitted via blood, saliva, vomiting, stool or urine. In endemic 

territories, Lassa fever is associated with significant morbidity, because 500 thousand clinical cases and due to 5 to 10 

thousand fatal outcomes of this disease are registered annually (i.e. 1–2% mortality). The likelihood that this disease will 

become a more widespread threat worldwide may be associated with increased globalization as well as climate change 

leading to the expansion of the Lassa fever endemic zone into regions suitable for the settlement of M. natalensis and other 

rodent species capable of lifelong pathogen carriage. Among hospitalized persons with severe hemorrhagic symptoms, 

the mortality rate can be very high — ranging from 14 to 89.5%. But in the majority of cases, the disease proceeds asymp-

tomatically, and due to its long-term incubation period all ill subjects may be a source of infection, especially travelling 

at long distance by plane or train. Clinically evident disease occurs in the form of various nonspecific symptoms — from 

malaise, fever, sore throat and chest, cough, myalgia and gastrointestinal disorders to signs of central nervous system dis-

orders. The diagnosis of Lassa fever is often difficult due to the similarity of its course with other viral diseases common 

in Africa or malaria or typhoid fever. More specific symptoms for Lassa fever are revealed as conjunctivitis, hepatitis, 

pharyngitis, tonsillitis as well as developing oropharyngeal ulcers. Severe disease is complicated by abnormal bleed-

ing, generalized edema, respiratory failure, hypotension, proteinuria, transaminitis, encephalopathy. Deafness develops 

in about 20% of cases. Multiple organ failure and open bleeding lead to death. The review is devoted to analyzing publica-

tions on the etiology, epidemiology and clinical picture of Lassa fever due to a threat of its importation with sick subjects 

to the territory of the Russian Federation.

Key words: Lassa fever, Lassa virus, particularly dangerous infection, etiology, epidemiology, clinical manifestation of Lassa fever.

Введение

По международной классификации бо-

лезней 11-го пересмотра (МКБ-11) лихорадке 

Ласса (ЛЛ, Lassa fever) присвоен код 1D61.2 [3]. 

В отличие от других аренавирусных инфекций 

(например, аргентинской и боливийской лихо-

радок, вызываемых вирусами Хунин и Мачупо, 

соответственно), заражение людей вирусом 

Ласса может происходить не только при случай-

ном контакте с выделениями инфицированных 

грызунов вида Mastomys natalensis алиментар-

ным, воздушно-пылевым, воздушно-капель-

ным путем [5, 29, 64], а также и от человека к че-

ловеку через инфицированную кровь и другие 

выделения организма (слюну, рвоту, стул или 

мочу) [72]. На эндемичных территориях ЛЛ ас-

социируется со значительной заболеваемостью 

населения [11, 54] и высокой летальностью сре-

ди госпитализированных лиц с тяжелыми ге-

моррагическими симптомами [5, 16, 45, 54, 72, 

77]. Эта болезнь эндемична для стран Африки, 

но с 2018 г. в «Плане исследований и разрабо-

ток ВОЗ» обозначена как эпидемическая угро-

за для всего мира. Стратегия этого плана спо-

собствует исследованиям в области разработки 

диагностических тестов, вакцин и средств лече-

ния [48]. ЛЛ внесена в перечень инфекционных 
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болезней, требующих мероприятий по санитар-

ной охране территории РФ в связи с ее длитель-

ным инкубационным периодом, позволяю-

щим бессимптомному заболевшему человеку 

быть источником инфекции и перемещаться 

на большие расстояния авиа- и железнодорож-

ным транспортом [2].

Этиология

Этиологический агент ЛЛ — вирус Ласса 

(Lassa virus, LASV), циркулирующий в Западной 

Африке, отнесен к роду Lassa mammarenavirus 

семейства Arenaviridae, входящего в порядок 

Bunyavirales [4], как и другие аренавирусы [64] 

с неустановленной ассоциацией патогенности 

для человека (вирус Мопея, Mopeia и др.) и опас-

ные. Например, вирус лимфоцитарного хорио-

менингита (Lymphocytic choriomeningitis virus, 

LCMV), Хунин (Junin virus, JUNV) и Мачупо 

(Machupo virus, MACV) также имеют зооноз-

ный резервуар. В разных странах повсеместно 

для LCMV это обычная домашняя мышь Mus 

musculus и Musdomesticus, а также хомяки (Syrian 

hamster) [24], в Южной Америке для JUNV 

и MACV — виды мышей Calomys masculinus 

и Callomys callosus [78] соответственно.

Впервые LASV был выделен в 1969 г. 

в Нигерии из образцов тканей медицинских 

работников, погибших от острой геморрагичес-

кой лихорадки во время вспышки неизвестной 

болезни в больнице города Ласса [18]. С тех пор 

в разных географических регионах Африки вы-

делено несколько генотипов LASV. Вирусные 

изоляты до 2016 г. были генотипически раз-

делены на шесть линий (I–VI). Из них I–III 

линии локализуются в Нигерии, IV циркули-

руют в Сьерре-Леоне, Гвинее, Либерии и Кот-

д’Ивуаре [10, 18], V — в Мали и Кот-д’Ивуаре [44] 

и линия VI, в которую включили изолят Kako, 

выделенный в Нигерии в 2016 г. от вида грызу-

нов Hylomyscus pamfi [59]. В 2020 г. описана седь-

мая генетическая линия LASV, циркулирую-

щая в Того [34].

Эпидемиология

Лихорадка Ласса — опасное для человека за-

болевание, является эндемичной в нескольких 

странах Западной Африки, в первую очередь 

в государствах региона реки Мано — Сьерра-

Леоне, Гвинее и Либерии. Однако Нигерия 

несет наибольшее бремя этой болезни с точ-

ки зрения числа зарегистрированных случа-

ев [11], а в Либерии отмечен более высокий 

уровень летальности среди заболевших [54]. 

Спорадические случаи заболевания людей 

были зарегистрированы в Того, Республике 

Бенин, Кот-д’Ивуаре и Мали [11]. Доказанные 

случаи заболевания были также выявлены 

в Центральноафриканской Республике, Сене-

гале, Буркина-Фасо, Мозамбике и Демо кра-

тической республике Конго, где обитает аф-

риканская многососковая крыса (Mastomys 

natalensis) — основной переносчик LASV [8, 

38, 50, 64, 77]. Эти грызуны, у которых обычно 

от 8 до 12 пар сосков, производят большое ко-

личество потомства и обитают на открытых 

лугах, полянах смешанных саваннах и лесах. 

Для M. natalensis характерно бессимптомное 

носительство и пожизненная персистенция 

вируса, который сохраняет свои свойства при 

высыхании выделений (кала, мочи и слюны) 

инфицированных грызунов. Заражение людей, 

проживающих на эндемичных территориях, 

происходит при случайном непосредственном 

контакте с этими выделениями алиментарным, 

воздушно-пылевым, воздушно-капельным пу-

тем, когда грызуны поселяются в сельских чело-

веческих жилищах и проникают в места хране-

ния продуктов питания и питьевой воды. Кроме 

того, местные жители употребляют этих живот-

ных в пищу, поэтому заражение возможно так-

же при разделывании тушек [5, 29, 64]. Признаки 

сезонности вспышек ЛЛ были задокументиро-

ваны еще на ранних стадиях описания этого за-

болевания [51]. Более широкое распознавание 

случаев инфицирования людей LASV с при-

менением диагностических тестов началось 

с 2000-х гг. и обеспечило дальнейшее понима-

ние сезонной связи с зоонозными вспышками. 

Так, данные из Гвинеи свидетельствуют о том, 

что в сухой сезон, когда запасы продоволь-

ствия ограничены, M. natalensis, как правило, 

скапливаются в жилых домах. Однако количе-

ство LASV-положительных грызунов по ПЦР 

было в 2–3 раза выше в сезон дождей, чем в су-

хой сезон. Хотя передача инфекции от грызунов 

к людям происходит в течение всего года, повы-

шенный риск воздействия загрязненных экс-

крементов грызунов в сухой сезон потенциаль-

но приводит к более высокому уровню случаев 

ЛЛ у людей [14, 27]. Аналогичный эффект был 

обнаружен в течение семи лет при наблюдении 

в период 2001–2018 гг. в Нигерии, где число слу-

чаев ЛЛ и госпитализаций оказалось неизменно 

выше в сухой сезон (январь–март) [9]. В конце 

2019 г. органы здравоохранения Нигерии про-

информировали, что последнее время болезнь 

возникает и распространяется в течение всего 

года [55]. Кроме того, местные жители употре-

бляют M. natalensis в пищу, и поэтому зараже-

ние может произойти при разделывании тушек 

в любое время года [1]. Интересно, что в Сьерра-

Леоне в период исследований 2008–2012 гг. были 

зарегистрированы пики случаев ЛЛ как в сухой 

(январь–март), так и в дождливый (июнь–ав-

густ) сезоны [71].
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Имеются данные о расширении зоны эн-

демичности ЛЛ на регионы, которые име-

ют схожую тропическую лесистую cаванну, 

пригодную для расселения M. natalensis [64]. 

Моделирование вероятного зоонозного потен-

циала LASV было проведено при сопоставле-

нии карт географического обитания этого вида 

грызунов и мест подтвержденных инфекций 

у человека (при выделении вируса из биологи-

ческих проб и/или по данным серологических 

исследований). На основании полученных ре-

зультатов сделан вывод о том, что 37,7 млн че-

ловек в 14 странах на большей части Западной 

Африки к югу от Сахары проживают в райо-

нах, где условия жизни подходят для зооноз-

ной передачи LASV [53]. С изменением климата 

и усилением глобализации возрастает вероят-

ность того, что ЛЛ станет более распростран-

ненной инфекцией в мире [6]. Недавно было 

установлено, что LASV циркулирует и среди 

других видов грызунов. Новые изоляты вируса 

выделены в Нигерии и Гвинее от видов гры-

зунов Hylomyscus pamfi и Mastomys erythroleucus, 

которые, также как M. natalensis, переносят 

длительную и бессимптомную инфекцию [59]. 

Эти виды животных обитают в одних ареалах 

и вполне возможно, что происходит горизон-

тальная передача вируса между ними [77]. Среди 

M. natalensis горизонтальная передача вируса, 

вероятно, является преобладающим путем за-

ражения. Но возможна и вертикальная пере-

дача, поскольку LASV может быть лабораторно 

выделен от животных разных возрастов [26, 27].

Исследования ЛЛ начались в 1969 г., когда 

она стала причиной тяжелой болезни одной 

медсестры-миссионерки и смерти двух ее кол-

лег, ухаживающих за пациентами в больнице 

г. Ласса в Нигерии [18]. С 1970 г. клинический 

диагноз стали подтверждать иммунохимичес-

кими анализами с использованием антигена 

LASV и метода фиксации комплемента анти-

телами сывороток крови реконвалесцентов [74]. 

Описано, что при сравнении соотношения об-

щего количества лихорадочных болезней и слу-

чаев со смертельным исходом в двух больницах 

Сьерра-Леоне в 1987 г. было обнаружено, что ЛЛ 

была причиной 10–16% всех лихорадочных со-

стояний, приводящих к госпитализации мест-

ного населения. Уровень летальности при этом 

составил от 16,5 до 30% [45]. Ежегодная заболе-

ваемость ЛЛ в Африке колеблется от 100 тыс. 

до 300 тыс. cлучаев, и эти данные приводятся 

в литературе на основе оценок 1980-х гг. [47]. 

В более современных источниках сообщает-

ся цифра 500 тыс. ежегодных cлучаев ЛЛ [62] 

и регистрируется от пяти до 10 тыс. фатальных 

исходов этой болезни [64]. Общий показатель 

летальности от ЛЛ составляет 1–2% [69], но вы-

сокий уровень серопревалентности LASV-

специфических антител в общей человеческой 

популяции, проживающей на эндемичных тер-

риториях, указывает на то, что большинство 

случаев этой инфекции являются легкими или 

бессимптомными и не приводят к госпитализа-

ции [64]. Кроме того, клиническая диагностика 

ЛЛ часто осложняется из-за сходства протека-

ния болезни с другими распространенными 

в регионе заболеваниями, например с малярией 

или брюшным тифом [8]. В среднем, у четырех 

из пяти инфицированных ЛЛ протекает без вы-

раженных симптомов. Примерно 15–20% случа-

ев инфекции приводят к заболеваниям различ-

ной степени тяжести [69]. Отмечено, что среди 

пациентов, госпитализированных с тяжелыми 

симптомами геморрагической лихорадки, по-

казатель летальности составляет 20% и увели-

чивается до 50% среди младенцев и беременных 

женщин. Тяжелое протекание ЛЛ у беременных 

приводит к 100%-й внутриутробной гибели эм-

брионов и плодов [28, 45, 63].

На эндемичных территориях в Нигерии за-

фиксирован количественный рост случаев ЛЛ 

и уровень летальности от числа заболевших — 

от 14% в 2008–2009 гг. [5] до 36% в 2017 г. Эти 

цифры могут быть заниженными, так как среди 

местного населения распространено табу на по-

смертные обследования родственников для 

подтверждения диагноза [8]. Высокая леталь-

ность (69%) cреди пациентов с диагнозом ЛЛ 

была зафиксирована в период с 2008–2012 гг. 

в Сьерра-Леоне [16], в государственной больни-

це г. Кенема, открытой в 1976 г. при поддержке 

Центра по контролю и профилактике заболева-

ний (Centre for Disease Control, CDC) США [39]. 

Вспышка болезни, вызываемой вирусом Эбола 

(БВВЭ), в Сьерра-Леоне в 2014–2016 гг. способ-

ствовала более тщательному эпидемиологичес-

кому мониторингу и случаев ЛЛ в этой боль-

нице. На основании результатов, полученных 

с использованием cовременных методов иссле-

дования по выявлению вирусного генетичес-

кого материала или серологических маркеров, 

показатели летальности среди пациентов от ЛЛ 

до и после вспышки БВВЭ составили 65,5% (148 

из 226 с подтвержденным диагнозом) и 89,5% (17 

из 19), соответственно. Также было отмечено, 

что при меньшем количестве заболевших на-

блюдалось более тяжелое течение аренавирус-

ной болезни [72]. При продолжающейся с 2016 г. 

вспышке ЛЛ в Нигерии, по данным на апрель 

в 2019 г., зарегистрирована 22%-ная летальность 

среди пациентов (124 из 554 с подтвержденным 

диагнозом) [55] и заразились 18 медицинских 

работников [22]. На сайте ВОЗ нет данных 

о том, продолжается ли вспышка ЛЛ в 2021 г. — 

видимо из-за пандемии COVID-19 такие ис-

следования пока недоступны. По официаль-

ной статистике этой организации за период с 1 
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по 9 февраля 2020 г. на территории 26 из 36 шта-

тов Нигерии, а также федерального столичного 

округа, было зарегистрировано 472 лаборатор-

но подтвержденных случая заболевания ЛЛ, 

включая 70, закончившихся фатально (леталь-

ность — 14,8%). На основе результатов анали-

за геномных последовательностей патогена, 

выделенного из образцов, собранных в 2019 г. 

от пациентов с лабораторно подтвержденным 

диагнозом, показано, что заболевшие люди, по-

павшие одновременно в один госпиталь, как 

правило инфицированы разными генотипами 

вируса, то есть заражение госпитализирован-

ных лиц произошло независимо от зоонозных 

резервуаров [31]. Причем рост заболеваемости 

отмечен в начале засушливого сезона (в ноя-

бре), что, как предполагают, связано с высокой 

репродукцией грызунов и увеличением мигра-

ции инфицированных животных [79]. Olayem A. 

с соавт. в 2018 г. сообщили о расширении тер-

риториального местообитания в южные шта-

ты Нигерии вида M. erythroleucus [60] недавно 

открытого этими же авторами в 2016 г. нового 

«хозяина» для LASV [59], обычно обитающего 

в северной и центральной частях этой страны.

Ранее считалось, что распространение LASV 

от человека к человеку не имеет эпидемиологи-

ческого значения [40], но по данным Lo Iacono 

c cоавт. [42], этот путь составляет 19% от коли-

чества зарегистрированных случаев ЛЛ. С мо-

мента идентификации LASV такая передача 

была документирована при нескольких вну-

трибольничных вспышках [19, 49], что привело 

к требованию и соблюдению строгих карантин-

ных мер [21]. Но вскоре после этого было при-

знано зоонозное происхождение болезни, так 

как в качестве резервуара вируса идентифици-

рован вид грызунов M. natalensis [50] и показа-

но, что при использовании барьерного метода 

защиты, включающего обязательное использо-

вание перчаток, халатов и масок, риск внутри-

больничной передачи вируса от человека чело-

веку может быть незначительным [30, 33]. Тем 

не менее вторичные инфекции часто возникают 

в больницах среди пациентов в условиях плохой 

гигиены [28, 49] или через контаминированное 

медицинское оборудование, например, при 

инъекции лекарственных препаратов повтор-

но используемыми иглами. Смертельные слу-

чаи заражения среди медицинских работников 

происходят при нарушении правил контактных 

мер предосторожности. Например, описано, что 

в 1995 г. в двух госпиталях Нигерии, где было 34 

инфицированных, погибли 20 пациентов, а так-

же шесть медсестер, терапевт и два хирурга, за-

разившиеся во время экстренной операции [28]. 

В Нигерии в 2018 и 2019 гг. из общего числа за-

болевших (633 и 554), было зарегистрировано, 

соответственно, 45 и 18 случаев заражения ме-

дицинского персонала [22]. В 2018 г. в Нигерии 

среди медицинских работников был зафикси-

рован 8%-ный уровень летальных исходов в ре-

зультате их инфицирования во время контактов 

с пациентами [22]. В связи с этим рекомендации 

CDC заключаются в использовании барьерных 

средств ухода, включая перчатки, халаты, мас-

ки и защитные очки, а также изолирование па-

циентов c подозрением на ЛЛ в отдельные бок-

совые помещения [67]. ВОЗ рекомендует меди-

цинскому персоналу находиться в пределах 1 м 

от заболевшего и также использовать перчатки, 

халаты с длинными рукавами, маски и защит-

ные очки [68].

Инфицированные лица становятся зараз-

ными уже в начале появления легких симпто-

мов ЛЛ, и контагиозность повышается с усиле-

нием тяжести болезни [13]. LASV циркулирует 

в крови заболевших на фоне высокого уровня 

антител, поэтому инфицированные люди явля-

ются эпидемиологической опасностью для ме-

дицинского персонала и окружающих лиц [5]. 

Передача патогена происходит через прямой 

контакт с инфицированной кровью или выде-

лениями организма, такими как слюна, рвот-

ные массы, стул или моча [28]. Есть данные, что 

вирус выделяется из организма инфицирован-

ных в течение одного месяца и более [43], в кро-

ви обнаруживается до 70-ти суток от начала за-

болевания [32, 69], в сперме — до 103-х суток, 

что создает риск передачи патогена половым 

путем [65]. Описаны также внутриутробное за-

ражение и врожденная ЛЛ [52].

Данные по летальности от ЛЛ в разных ис-

точниках сильно варьируют, отмечается связь 

географического возникновения вспышек 

с клиническими симптомами болезни, веро-

ятно из-за различной вирулентности вирусных 

генотипов. Однако роль конкретного геноти-

па LASV в тяжести заболевания неизвестна [1]. 

Имеются данные о вирусной реассортации при 

мультигенотипной инфекции в пределах одного 

хозяина [17]. Филогенетический анализ изоля-

тов, выделенных от пациентов во время вспыш-

ки в 2014 г. в двух больницах на юго-востоке 

Нигерии, показал идентичность генотипов, что 

подтверждает данные передачи вируса без уча-

стия зоонозного резервуара [61]. Есть мнение, 

что резкое увеличение случаев ЛЛ в Нигерии 

в 2018 г. связано с появлением нового генотипа 

с более высокой скоростью передачи от чело-

века к человеку [37]. Секвенирование геномов 

LASV, изолированных от пациентов в Нигерии 

в 2018 г., показало их высокую вариабельность 

и деривацию от ранее циркулирующих геноти-

пов вируса, но не от одного доминирующего, то 

есть заражение людей, скорее всего, произошло 

через независимые события межвидовой пере-

дачи вируса [37, 73]. В настоящее время не уста-
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новлена точная причина увеличения выявля-

емых случаев ЛЛ. Возможно, что это связано 

с улучшением диагностики, а также с миграци-

ей грызунов, инфицированных разными вирус-

ными генотипами [73].

В отличие от большинства других агентов 

самого высокого класса уровня биозащиты 

(Biosafety level) — BSL-4, а по стандартам РФ — 

1 группы патогенности), например филовиру-

сов Эбола и Марбург, которые вызывают геогра-

фически ограниченные временные эпидемии, 

LASV, как полагают, циркулирует на большей 

части Западной Африки, поэтому ЛЛ там ши-

роко распространена [69]. Импортированная 

ЛЛ (33 случая) была зарегистрирована в течение 

1969–2016 гг. в США, Канаде, Великобритании, 

Нидерландах, Германии, Израиле и Японии. 

Возрастной диапазон этих пациентов составил 

от 18 до 72 лет. Одиннадцать человек были ме-

дицинскими работниками, остальные — пу-

тешественниками или специалистами разных 

профессий (инженеры, бизнесмены, геологи, 

учителя, гуманитарные работники). Двадцать 

человек самостоятельно отправились к посто-

янному месту жительства на коммерческих 

авиалайнерах, несмотря на то что большин-

ство из них имели некоторые симптомы недо-

могания. Остальных заболевших эвакуировали 

на родину уже в тяжелом состоянии. В резуль-

тате летальность среди этих инфицированных 

лиц составила 39% [41]. Два случая вторичной 

передачи LASV с дальнейшим выздоровлением 

от ЛЛ описаны в Германии. Первый произошел 

в 2003 г. с врачом, который без использования 

каких-либо средств индивидуальной защиты 

провел медицинский осмотр и взял образцы 

крови у пациента, прибывшего из эндемичного 

района. Врач не заболел, возможно, из-за экс-

тренного применения рибавирина в профилак-

тических целях, однако позднее в сыворотке 

его крови были обнаружены вирус-специфи-

ческие антитела [32]. Второй случай вторичной 

передачи LASV произошел с патологоанатомом 

при вскрытии тела погибшего медицинского 

работника, который в тяжелом состоянии был 

эвакуи рован из Того [56]. В конце ноября 2019 г. 

в госпитале г. Масанга в Сьерра-Леоне два вра-

ча из Нидерландов заразились при оперирова-

нии беременной женщины, один из них в даль-

нейшем скончался [15]. По последним данным 

(на 2021 г.), количество импортированных слу-

чаев ЛЛ из Африки составляет 35 эпизодов [11].

Из результатов недавнего исследования 

по эпидемиологическому моделированию 

следует, что за пределами Западной Африки 

странами, подверженными наибольшему ри-

ску ввоза заболевших с ЛЛ, являются США, 

Великобритания, ОАЭ и ЮАР [75]. При за-

возных случаях этой болезни природные оча-

ги LASV на новых территориях, вероятно, 

не cмогут сформироваться, так как этот патоген 

имеет ограниченное число видов животных-

хозяев. Тем не менее изучаются подходящие 

восприимчивые биологические модели — раз-

ные линии мышей и морских свинок, некото-

рые виды нечеловекообразных приматов [64]. 

Есть предположение, что кошки и собаки могут 

быть резервуаром для вируса [11]. Но экспери-

ментальных исследований в этом направлении 

пока нет. Рассматривается и путь передачи ви-

руса в природе от человека к животным [42]. 

Например, Olayemi A. с соавт. в 2020 г. показали, 

что последовательности изолятов LASV от лю-

дей, проживающих в двух высокоэндемич-

ных местностях (Ekpoma в Нигерии и Kenema 

в Сьерра-Леоне), оказались филогенетически 

более древними по сравнению с последователь-

ностями, обнаруженными у грызунов, отлов-

ленных на территории соответствующих горо-

дов, что указывает на возможность обратного 

зооноза [58].

Клиническая картина

Для подтверждения диагноза ЛЛ необходи-

мо лабораторное тестирование, так как на аф-

риканском континенте, распространены как 

многочисленные вирусные инфекции (грипп, 

лихорадка денге, желтая лихорадка и др.), так 

и малярия или брюшной тиф [8, 65], этиологи-

ческие агенты которых отнесены в различные 

семейства, но имеют сходные клинические 

проявления вызываемых болезней [12]. Раннее 

выявление и дифференциальный диагноз ЛЛ 

имеют решающее значение для применения до-

ступной противовирусной терапии, поскольку 

показано, что эффективность лечения рибави-

рином быстро снижается после клинического 

начала заболевания [23, 66].

После проникновения LASV в организм че-

рез слизистые оболочки дыхательного и пище-

варительного трактов или поврежденные кож-

ные покровы инкубационный период обычно 

длится примерно 5–16 суток, но может быть 

в диапазоне 3–21 суток. Болезнь обычно на-

чинается с лихорадки и множества других не-

специфических проявлений, включающих не-

домогание, боль в груди и в горле, головную 

боль, кашель, миалгию и желудочно-кишечные 

симптомы (тошноту, рвоту и диарею) [45, 67, 68]. 

Температура тела может подниматься до 40°C, 

увеличиваются периферические лимфати-

ческие узлы. В начальный период инфекции 

у большинства заболевших (до 80%) развивает-

ся язвенный фарингит, при этом на слизистой 

оболочке глотки, мягкого неба и миндалин 

появляются белые пятна, позднее превращаю-

щиеся в язвы с желтым дном и красным обод-
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ком [5, 76]. Анализ импортированных случаев 

ЛЛ в период 1969–2016 гг. показал, что почти 

50% заболевших имели отличительные кли-

нические признаки — лихорадку, фарингит, 

боль в горле, тонзиллит, конъюктивит, язвы 

в ротоглотке и протенурию (белок в моче) [41]. 

В большинстве случаев ЛЛ симптомы слабо 

выражены, однако тяжелое заболевание, ос-

ложненное аномальным кровотечением, гене-

рализованным отеком, дыхательной недоста-

точностью, гипотонией (пониженным давле-

нием), протеин урией, повышенным уровнем 

печеночных ферментов, энцефалопатией или 

глухотой, развивается примерно в 20% случаев 

от числа заболевших [45, 67, 68]. Гепатит средней 

и тяжелой степени часто наблюдается у боль-

ных с ЛЛ, но не является основной причиной 

смерти [46]. Открытое кровотечение возникает 

примерно в 30% тяжелых случаев и является 

признаком неблагоприятного исхода ЛЛ. Как 

правило, смерть пациентов наступает от поли-

органной недостаточности между 10–14-ми сут-

ками после появления симптомов болезни [71]. 

Во время вспышек высокие показатели леталь-

ности были зарегистрированы среди беремен-

ных женщин, особенно в третьем триместре 

беременности [63]. В период с января 1980 г. 

по март 1984 г. в двух больницах в Либерии было 

выявлено 33 случая детской ЛЛ. Восемнадцать 

эмбрионов (на сроках до трех месяцев беремен-

ности) и плодов погибли. Летальность для 15-ти 

случаев в детском возрасте (до 12 лет) составила 

27%. Авторы дали определение «синдром опух-

шего ребенка» из-за наблюдаемых обширных 

отеков и вздутия живота у заболевших детей. 

Болезнь при такой отличительной клинической 

картине, сочетанной с кровотечением, обычно 

заканчивается смертью в трех из четырех слу-

чаев. Отсутствие этого синдрома, по-видимому, 

является хорошим прогностическим показате-

лем у детей [52].

На последних стадиях тяжелой болезни при 

ЛЛ наблюдаются признаки нарушения ЦНС — 

судороги, тремор, дезориентация и кома [5, 69]. 

Прогностически неблагоприятно также появ-

ление отеков лица и шеи, плевральных и пери-

тонеальных экссудатов, воспаление серозного 

перикарда (экссудативный перикардит). Отеки 

развиваются вследствие повышенной проницае-

мости стенок капилляров, что приводит к ин-

фекционно-токсическому шоку и острой почеч-

ной недостаточности [5]. Исследования, про-

веденные во время текущей с 2016 г. вспышки 

в Нигерии, показали, что степень повреждения 

почек при ЛЛ является важной клинической 

особенностью и определяющим фактором вы-

живания. Дисфункция почек — плохой прогно-

стический признак. Но раннее распознавание 

этого осложнения и вовремя начатое лечение 

может значительно снизить количество леталь-

ных исходов среди заболевших [7, 57].

Еще в 1987 г. при исследовании сывороток 

крови 137 пациентов с ЛЛ при их поступлении 

в госпиталь было установлено, что вероятность 

летального исхода значительно возрастала с тит-

ром виремии более 103 ТЦД50/мл (тканевых цито-

патических доз в миллилитре) и с уровнем фер-

мента аспартатаминотрансферазы равным или 

выше показателя 150 МЕ/л. Инфекционный ви-

рус был выделен из более чем 100 образцов сыво-

роток крови, в которых на фоне выявленной ви-

ремии также содержались антитела классов IgM 

и IgG в высоких титрах [36]. Уровень виремии 

достигает пика через 4–9 суток после начала бо-

лезни на фоне нарушения иммунитета [20] — как 

Т-клеточного [70], так и гуморального [35] — при 

инфицировании профессиональных антиген-

презентирующих клеток — дендритных клеток 

и макрофагов.

При легком и среднетяжелом течении ЛЛ 

прогноз обычно благоприятный, при этом ли-

хорадочный период может длиться до трех не-

дель, температура тела снижается постепен-

но [5]. Элиминация вируса из крови выздорав-

ливающих происходит примерно в течение трех 

недель [69]. После выздоровления у пациентов 

может быть временное выпадение волос и нару-

шение походки. В большинстве случаев рекон-

валесценция протекает медленно. Возможны 

рецидивы заболевания и такие осложнения как 

пневмония, миокардит, психоз. Слух частич-

но восстанавливается через 1–3 месяца только 

у половины из пострадавших [5]. Потеря слуха, 

которая случается как при тяжелом, так и лег-

ком течении ЛЛ [64], может стать причиной 

хронической инвалидности и приводить к раз-

личным пагубным последствиям, включая за-

держку речи у детей, снижение экономической 

производительности у взрослых и ускоренное 

ослабление когнитивных способностей у по-

жилых. По данным Ficenec S. с соавт. [25], при 

кагортном обследовании людей по степени по-

тери слуха после перенесенных тропических 

болезней — лихорадки Зика, БВВЭ и ЛЛ — со-

отношение выглядит как 21,2, 5,7 и 8,5% соот-

ветственно.

Заключение

Как показал анализ литературы, в Африке 

происходит расширение зоны эндемичности ЛЛ 

и выявлены новые виды грызунов — Hylomyscus 

pamfi и M. erythroleucus, которые также как 

и основной переносчик LASV — африканская 

многососковая крыса (M. natalensis) — имеют 

пожизненную бессимптомную инфекцию. Все 

эти виды животных обитают в одних ареалах 

и, возможно, между ними происходит горизон-
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тальная передача вируса. Миграция инфици-

рованных грызунов способствует повышению 

риска заражения людей. Инфекция в челове-

ческой популяции распространяется в течение 

всего года через продукты питания и питьевую 

воду, загрязненные выделениями инфициро-

ванных животных, попадающих в жилища, или 

при разделывании тушек при употреблении их 

в пищу.

LASV циркулирует в крови заболевших лю-

дей на фоне высокого уровня антител, поэтому 

инфицированные являются эпидемиологичес-

кой опасностью для медицинского персонала 

и окружающих. Заболевшие лица становятся за-

разными уже в начале появления легких симп-

томов ЛЛ и контагиозность повышается с уси-

лением тяжести болезни. Есть данные, что ви-

рус выделяется из организма инфицированных 

в течение одного месяца и более, в крови обнару-

живается до 70-ти суток от начала заболевания, 

а в сперме — до 103-х, что создает риск переда-

чи патогена половым путем. Зарегистрированы 

также внутриутробное заражение и врожден-

ная ЛЛ. Для предотвращения распространения 

болезни от человека к человеку CDC и ВОЗ ре-

комендуют использовать барьерные средства 

ухода, включая перчатки, халаты, маски и за-

щитные очки, а также изолировать пациентов 

c подозрением на ЛЛ в отдельные боксовые по-

мещения. Описаны завозные случаи ЛЛ и вто-

ричная передача вируса от человека человеку, 

но природные очаги LASV на новых террито-

риях, вероятно, не cмогут сформироваться, так 

как этот патоген имеет ограниченное число ви-

дов животных-хозяев. Тем не менее некоторые 

виды лабораторных животных — мыши, мор-

ские свинки и приматы — оказались восприим-

чивы к заражению. Роль кошек и собак в каче-

стве резервуара вируса обсуждается, но экспе-

риментальных исследований пока что нет.

Высокий уровень серопревалентности LASV-

специфических антител в общей человеческой 

популяции, проживающей на эндемичных тер-

риториях, является подтверждением эпидемио-

логических данных, что большинство случаев 

инфекции протекают легко или бессимптомно. 

Но примерно 15–20% случаев клинически выра-

женной ЛЛ протекают с различной степенью тя-

жести. В регионах Западной Африки регистри-

руется от 5 до 10 тыс. летальных исходов от этой 

болезни в год. Данные по летальности от этой 

болезни в разных источниках сильно варьиру-

ют — от общего показателя в 1–2% до почти 90% 

в отдельно взятых больницах среди госпитали-

зированных пациентов. Отмечается связь гео-

графического возникновения вспышек с кли-

ническими симптомами болезни, вероятно, из-

за различной вирулентности генотипов. Однако 

роль конкретного генотипа LASV в тяжести за-

болевания неизвестна.

LASV проникает в организм через слизистые 

оболочки дыхательного и пищеварительно-

го трактов или поврежденные кожные покро-

вы, инкубационный период длится примерно 

5–16 суток, но может быть в диапазоне 3–21 су-

ток. При легком и среднетяжелом течении ЛЛ 

прогноз обычно благоприятный, хотя возмож-

но такое осложнение как потеря слуха. В тяже-

лых случаях нарушение иммунитета приводит 

к виремии, уровень которой достигает пика че-

рез 4–9 суток после начала болезни. Открытое 

кровотечение возникает примерно в 30% тяже-

лых случаев ЛЛ и является признаком неблаго-

приятного исхода болезни, как и полиорганная 

недостаточность. Дисфункция почек также 

плохой прогностический признак, но раннее 

распознавание этого осложнения и вовремя 

начатое лечение может значительно снизить 

количество летальных исходов среди заболев-

ших. Реконвалесценция протекает медленно. 

Возможны рецидивы тяжелого заболевания 

и такие осложнения как пневмония, миокардит, 

психоз. Слух частично восстанавливается через 

1–3 месяца только у половины из пострадавших.
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Резюме. Рекомбинантные технологии уже давно и широко применяются в медицине. В статье представлен 

обзор применения медицинских технологий на основе белков ESAT-6 и CFP-10 в диагностике туберкуле-

за. ESAT-6 и CFP-10 — специфические белки, гены которых закодированы в зоне RD-1 (region of difference) 

M. tuberculosis. RD-1 фрагмент генома, отсутствующих у M. bovis BCG и у большинства нетуберкулезных ми-

кобактерий. Открытие антигенов ESAT-6 и CFP-10 позволило сделать первый и пока единственный прорыв 

в совершенствовании диагностики латентной туберкулезной инфекции со времен внедрения самой первой 

внутрикожной туберкулиновой пробы (ВТП). В статье описан принцип действия и опыт применения диагно-

стических инструментов на основе ESAT-6 и CFP-10, таких как in vitro interferon-gamma release assays (IGRA-

тесты) и in vivo аллерген туберкулезный рекомбинантный (АТР, Диаскинтест). АТР вводится внутрикожно, 

аналогично ВТП, и вызывает развитие аллергической реакции замедленного типа, что свидетельствует о при-

сутствии M. tuberculosis в организме. Совместное применение ESAT-6 и CFP-10 для раннего выявления тубер-

кулезной инфекции позволило компенсировать многие недостатки ВТП. В исследованиях доказана высокая 

чувствительность и специфичность тестов на основе ESAT-6 и CFP-10, благодаря чему на результаты тестиро-

вания перестало влиять наличие вакцинации БЦЖ в прошлом, снизилась частота ложноположительных ре-

зультатов из-за реакции на нетуберкулезные микобактерии. Результаты крупного метаанализа исследований 

с участием пациентов из групп повышенного риска показали, что риск развития туберкулеза у лиц с положи-

тельным результатом IGRA-тестов превышает риск развития туберкулеза у лиц с отрицательным результатом 

в 9,35 раз (95% доверительный интервал (95% ДИ [6,48–13,49]), в то время как в случае ВТП — в 4,24 раза (95% 

ДИ [3,3–5,46]). Общая точность АТР по данным метаанализа на основе 61 публикации составляет 95,1% (95% 

ДИ [95,06–95,1]). Проведенный анализ литературы продемонстрировал наличие значительной доказательной 

базы в отношении эффективности тестов на основе ESAT-6 и CFP-10 при диагностике туберкулезной инфек-

ции. В статье рассмотрены диагностические тесты и вакцины на основе упомянутых белков, находящиеся 

в настоящее время на этапе разработки.

Ключевые слова: ESAT-6, CFP-10, Mycobacterium tuberculosis, биотехнологическая платформа, interferon-gamma release assays, 

IGRA-тесты, T-SPOT.TB, аллерген туберкулезный рекомбинантный, C-Tb, рекомбинантный белок ESAT-6–CFP-10.
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Abstract. Recombinant technologies have been long widely used in medicine. This article presents a review on the ap-

plication of medical technologies based on ESAT-6 and CFP-10 proteins in diagnostics and prevention of tuberculosis. 

ESAT-6 and CFP-10 are specific proteins whose genes are encoded in the RD-1 zone (region of difference) of M. tubercu-

losis. M. bovis BCG and in most nontuberculous mycobacteria lack the RD-1 genome fragment. The discovery of ESAT-6 

and CFP-10 antigens allowed to make the first and so far, the only breakthrough in improving the diagnostics of latent 

tuberculosis infection after the first tuberculin skin test (TST) was implemented. The article describes the principle of ac-

tion and the experience with diagnostic tools based on ESAT-6 and CFP-10 such as in vitro interferon-gamma release 

assays (IGRA) and in vivo recombinant tuberculosis allergen (RTA, Diaskintest). RTA is inoculated intradermally similar 

to TST followed by developing delayed-type immune reaction detected in the area closest to M. tuberculosis. Combined 

use of ESAT-6 and CFP-10 for early detection of tuberculosis infection allowed to ameliorate for many drawbacks related 

to TST. High sensitivity and specificity was confirmed for ESAT-6- and CFP-10-based tests, so that former BCG vaccina-

tion had no more effect on test results and lowered frequency of false positive results due to reaction to non-tuberculous 

mycobacteria. The results of a large-scale meta-analysis on studies with patients at high risk demonstrated that the risk 

of developing tuberculosis in subjects with positive vs. negative IGRA was increased by 9.35-fold (95% confidence interval 

(CI [6.48–13.49]), whereas for TST — by 4.24-fold (95% CI [3.3–5.46]). 95.1%, (95% CI [95.06–95.1]). Analyzing available 

publications demonstrated sufficient evidence base regarding efficacy of using ESAT-6–CFP-10-based tests in tubercu-

losis diagnostics. Finally, there are also reviewed the diagnostic tests and vaccines based on using such proteins currently 

being under development.

Key words: ESAT-6, CFP-10, Mycobacterium tuberculosis, biotechnology platform, interferon-gamma release assays, IGRAs, T-SPOT.TB, 

recombinant tuberculosis allergen, recombinant protein CFP-10:ESAT-6.

Введение

Рекомбинантные технологии уже давно и ши-

роко применяются в медицине. С их помощью 

создаются лекарственные, диагностические 

и про филактические средства. Рекомбинантные 

технологии являются отраслью генной инже-

нерии и подразумевают модификацию генного 

материала (ДНК, РНК) с целью синтеза целе-

вого белка. Синтезированные белки могут вы-

ступать в качестве лекарственных препаратов 

(инсулины, факторы свертывания крови, ин-

терфероны, генотерапевтические препараты, 

ферментные средства талиглюцераза альфа, ве-

лаглюцераза альфа и т. д.), средств профилакти-

ки (вакцины) и диагностики для использования 

в иммуногистохимии, иммуноферментном ана-

лизе, проточной цитофлуориметрии и др.

Важность и необходимость рекомбинантных 

технологий обусловлена не только огромным 

потенциалом создания новых белковых моле-

кул, но и рядом ограничений, связанных с ис-

точниками получения белка и особенностями 

реакции живых организмов на чужеродные 

белки. В силу сложности своего строения бел-

ки могут синтезироваться только живыми орга-

низмами, а выделение их из живых организмов 

связано с рядом проблем, к числу которых от-

носятся потенциальные различия в строении 

одного и того же белка и загрязнение целевого 

экстракта балластными веществами. Вторая 

проблема — любые чужеродные белки живыми 

организмами воспринимаются как антигены 

и при повторной встрече организма с антигеном 

развивается иммунный ответ. Введение гетеро-

генного по строению белка, смеси белков или 

смеси белков с низкомолекулярными соедине-

ниями усиливает иммунную реакцию на их по-

вторное введение. При создании лекарственных 

средств в большинстве случаев (кроме, возмож-

но, пищеварительных ферментов) это является 

неприемлемым — фармацевтическая субстан-

ция должна быть стандартизованной и мини-

мально иммуногенной, а применение реком-

бинантных технологий позволяет в значитель-

ной мере устранить перечисленные проблемы. 

Напротив, при создании вакцин используются 

полноценные бактерии или вирусы в виде ос-

лабленных (аттенуированных) штаммов или их 

фрагменты именно с целью формирования на-

дежного иммунитета за счет воздействия целого 

комплекса антигенов. Промежуточное положе-

ние между лекарственными средствами и вак-

цинами занимают диагностические средства. 

В зависимости от цели применения, их состав 

и чистота могут заметно различаться, поэтому 

в некоторых случаях, например, при диагности-

ке наличия аллергии используются экстракты 
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из источника аллергена, содержащие большое 

количества антигенов и балластных веществ, 

в других случаях может требоваться более чис-

тое и однообразное по строению средство, так 

как это влияет на такие важные параметры лю-

бого диагностического теста как чувствитель-

ность и специфичность.

Настоящая работа посвящена рассмотрению 

 биотехнологической платформы на основе ре-

комбинантных белков ESAT-6 и CFP-10 являю-

щихся антигенами ряда микобактерий, вклю-

чая M. tuberculosis, нашедших широкое приме-

нение в диагностике латентной туберкулезной 

инфекции.

Предпосылки разработки 
биотехнологической платформы 
на основе белков ESAT-6 и CFP-10 
для совершенствования диагностики 
латентной туберкулезной инфекции

ESAT-6 и CFP-10 — белки, синтезируемые 

рядом микобактерий из группы M. tuberculosis 

complex — M. tuberculosis, M. kansasii, M. szulgai 

и M. marinum [4, 29]. ESAT-6 (англ. early secreted 

antigenic target) — ранний секретируемый анти-

ген с массой 6 kDa обладает литической актив-

ностью и способствует проникновению мико-

бактерии в клетку, а также дестабилизирует фа-

госомы, позволяя микобактерии покинуть фа-

госому и переместиться в цитозоль макрофага, 

тем самым избежав лизиса [36, 43]. CFP-10 (англ. 

culture filtrate protein, син. Rv3874) — белок кле-

точного фильтрата с массой 10 kDa, образую-

щий комплекс с ESAT-6 и обеспечивающий 

его доставку к месту действия [43]. Оба белка 

являются антигенами микобактерий и широко 

используются в диагностике латентной тубер-

кулезной инфекции (ЛТИ), а также являются 

компонентами противотуберкулезных вакцин, 

находящихся в данный момент на этапе клини-

ческих исследований [26, 23].

Арсенал средств для диагностики активного 

туберкулеза достаточно широк — микроскопи-

ческие и микробиологические методы, моле-

кулярно-генетическое тестирование, изучение 

клинических проявлений заболеваний, луче-

вые методы визуализации легких и лимфати-

ческих узлов и т. д. При этом для диагностики 

ЛТИ — формы заболевания, когда возбудитель 

туберкулеза только присутствует в организ-

ме человека, но инфекционный процесс еще 

не начался — упомянутые методы диагности-

ки неприменимы [33]. Особое внимание к ЛТИ 

вызвано тем, что, согласно современной пара-

дигме, лечение туберкулеза необходимо начи-

нать на ранних стадиях, желательно на этапе 

ЛТИ, не дожидаясь проявления клинических 

признаков заболевания. Такая практика обу-

словлена тем, что туберкулез является жизне-

угрожающим заболеванием, лечение которого 

усложняется по мере его прогрессирования; 

распространены формы туберкулеза с устой-

чивостью к отдельным противотуберкулезным 

препаратам, что затрудняет и удлиняет лечение; 

а также тем, что страдающие от туберкулеза мо-

гут инфицировать окружающих [3]. Самым вы-

соким риском развития туберкулеза обладают 

люди, страдающие ВИЧ, часто контактирую-

щие с больными туберкулезом, заключенные 

и страдающие силикозом легких. Меньшим, 

но повышенным по сравнению с общей популя-

цией, риском развития туберкулеза обладают 

беженцы, недавно прибывшие иммигранты, 

люди, нуждающиеся в диализе, недавно пере-

несшие пересадку органов, а также получаю-

щие иммуносупрессирующую терапию [21].

До 1996 г. единственным широко применяе-

мым и хорошо изученным способом массового 

скрининга на туберкулез была туберкулиновая 

проба (проба Манту, внутрикожная туберкули-

новая проба [ВТП]) — внутрикожное введение 

туберкулина (здесь и далее под туберкулином 

имеется ввиду туберкулин PPD, от англ. purified 

protein derivative) с последующей регистраци-

ей ответа на введение. Возникновение ответа, 

проявляющегося формированием инфильтрата 

(папулы) в месте введения, должно свидетель-

ствовать о наличии сенсибилизации организма 

возбудителем туберкулеза и о его присутствии 

в организме, что является основанием для нача-

ла превентивной противотуберкулезной тера-

пии, однако в действительности причин ответа 

несколько больше, что затрудняет интерпрета-

цию результатов. Первое, на что следует указать, 

это то, что туберкулин является не чистым со-

единением, а смесью — фильтратом убитых на-

греванием M. tuberculosis (в случае туберкулина 

PPDRT23 и PPD-S) или M. tuberculosis и M. bovis 

(в случае туберкулина PPD-L). Следствием 

упомянутого факта является достаточно высо-

кая чувствительность теста, но низкая специ-

фичность. Возникновение ответа на его вве-

дение может означать как сенсибилизацию, 

указываю щую на присутствие в организме 

мико бактерий, способных вызвать туберкулез, 

так и на присутствие в организме нетуберкулез-

ных микобактерий, которые не способны вы-

звать туберкулез, или наличие в анамнезе вак-

цинации БЦЖ (вакцина, содержащая аттену-

ированный штамм M. bovis субштамма BCG-1, 

обладающий ослабленной вирулентностью 

и практически полной неспособностью вызвать 

туберкулез у человека). Последний фактор осо-

бенно сильно влияет на интерпретацию резуль-

татов ввиду того, что вакцина БЦЖ является 
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очень распространенной в ряде стран и в том 

числе в РФ. Так, в РФ БЦЖ прививаются око-

ло 95% детей, что означает, что у большинства 

из них ВТП укажет на потенциальное при-

сутствие возбудителя туберкулеза, что на деле 

окажется ложноположительным результатом 

в большинстве случаев [5, 18]. Подводя итоги 

массовой туберкулинодиагностики, проведен-

ной в Москве с 2000 по 2006 г., было подсчитано, 

что не более 1% от положительно ответивших 

на ВТП детей и подростков в итоге были взяты 

под диспансерное наблюдение. Специфичность 

ВТП составила 41,7% у детей и 22,2% у под-

ростков. Сходные результаты были получены 

и в других субъектах [13]. Результаты другого 

сравнительного исследования показали, что 

каждый второй ребенок, получающий превен-

тивную химиотерапию на основании результа-

тов ВТП, может получать ее необоснованно [1].

Стоит отметить и достаточно высокую часто-

ту ложноотрицательных результатов ВТП у от-

дельных групп лиц: пациентов с распространен-

ным активным туберкулезом, у которых частота 

ложноотрицательных результатов ВТП может 

достигать 17% и дополнительно увеличиваться 

по мере возрастания тяжести инфекционного 

процесса; пациентов с ВИЧ, у которых частота 

ложноотрицательных результатов может дости-

гать 28% при уровне CD4-клеток 400–500 кл/

мкл и до 100% при уровне CD4-клеток менее 

200 кл/мл; у пожилых людей, у которых часто-

та ложноотрицательных результатов может до-

стигать 30%. К другим недостаткам этого теста 

относятся: низкая чувствительность у иммуно-

компрометированных пациентов (например, 

у пациентов с ВИЧ), необходимость повторного 

посещения врача для интерпретации результа-

тов [33]. Суммируя вышеперечисленные недо-

статки, можно сказать, что основной проблемой 

ВТП является высокая частота ложноположи-

тельных результатов, что приводит к проведе-

нию излишних медицинских манипуляций 

с пациентами и нерациональному расходованию 

медицинских ресурсов [5]. К положительным 

чертам ВТП можно отнести достаточно высокую 

изученность теста, а также сравнительно не-

большую ресурсоемкость метода.

Недостатки ВТП и отсутствие альтернатив 

стимулировали проведение поиска новых мето-

дов диагностики ЛТИ. В 1996 г. было закончено 

секвенирование генома разных видов микобак-

терий и их сравнительный анализ позволил вы-

явить наличие так называемых «регионов раз-

личий» (англ. region of difference, RD-1, RD-2 

и т. д.) — фрагментов генома, обнаруженных 

лишь у части видов и отсутствующих у дру-

гих [42]. На данный момент обнаружено не ме-

нее 20 таких регионов в геномах микобактерий. 

В геноме M. tuberculosis выявлены 14 «регионов 

различий» (RD), которые также присутству-

ют лишь у ограниченного числа других видов 

микобактерий [37]. В теории гены обнаружен-

ных регионов могли кодировать белки, отсут-

ствующие у других видов микобактерий, соот-

ветственно обнаружение этих специфических 

белков указывало бы на присутствие в организ-

ме именно тех видов микобактерий, которые 

способны его продуцировать. Потенциально 

открытие таких белков позволило бы создать 

на их основе высокоспецифичные диагности-

ческие тесты [20].

Впоследствии был открыт целый ряд таких 

специфических белков (MPT51, MPT59 MPT64 

(Ag85B, Rv1886c), MTB8, MTB48, Rv0934, Rv1837c 

и др.), однако результаты экспериментов под-

твердили клиническую применимость лишь не-

большого их числа. Проблема заключалась в том, 

что тесты на их основе не демонстрировали до-

статочного уровня чувствительности, что ниве-

лировало их специфичность. Среди самых эф-

фективных белков оказались ESAT-6 и CFP-10, 

гены которых находятся в RD-1. Тесты, осно-

ванные на комбинации этих белков, продемон-

стрировали более высокую чувствительность 

по сравнению с тестами на основе какого-либо 

одного из них, что предопределило их дальней-

шее совместное использование [4, 42].

Тесты на основе рекомбинантных ESAT-6 

и CFP-10 преодолели недостатки ВТП — благо-

даря возросшей специфичности на результаты 

тестирования перестало влиять наличие вак-

цинации БЦЖ в прошлом, снизилась частота 

ложноположительных результатов из-за реак-

ции на нетуберкулезные микобактерии и т. д.

Диагностические тесты на основе ESAT-6 

и CFP-10 имеют несколько форм реализации: 

тесты in vitro, выполняемые в лаборатории 

на основе биологического материала пациен-

та (кровь), и внутрикожные пробы, аналогич-

ные ВТП, отличающиеся применением ESAT-6 

и CFP-10 вместо туберкулина.

IGRA-тесты

Исторически первыми появились лаборатор-

ные методы in vitro. Как и внутрикожные методы 

они основаны на механизме клеточного ответа: 

организм, в котором присутствуют микобакте-

рии, способные вызвать туберкулез, сенсибили-

зирован к антигенам микобактерий, и иммун-

ные клетки Т-клеточного звена, «знакомые» с ан-

тигеном, при встрече с ним запускают процесс 

воспаления [33]. При постановке внутрикожных 

проб воспаление проявляется характерным ин-

фильтратом в месте введения. При лабораторном 

исследовании у пациента берется образец крови 

с циркулирующими в ней Т-лимфоцитами, за-

тем в образец крови добавляется микобактери-
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альный антиген или их смесь, которые при взаи-

модействии с сенсибилизированными Т-лимфо-

цитами провоцируют выделение ими IFNγ, ко-

торый подвергается количественному анализу 

и при превышении пороговых значений указы-

вает на наличие в организме активных мико-

бактерий [20]. Тесты на основе этого принципа 

получили название IGRA-тесты (англ. interferon-

gamma release assays). Первоначально, в качестве 

антигена применялся туберкулин, однако in vitro 

методы с его использованием характеризова-

лись наличием практически тех же недостатков, 

за исключением того, что результаты получались 

быстрее, и не требовалось повторного посеще-

ния пациентом врача [33, 42]. С открытием анти-

генов, кодируемых в регионах различий, тубер-

кулин был заменен на них. На данный момент 

в мире общепризнаны и широко применяются 

два валидированных IGRA-теста: T-SPOT.TB 

и QuantiFERON-TB Gold (QFT). Они отличаются 

друг от друга составом антигенов и критериями 

оценки результатов тестирования. При проведе-

нии T-SPOT.TB используются рекомбинантные 

антигены ESAT-6 и CFP-10. Образец крови па-

циента инкубируется течение 16–24 ч в присут-

ствии антигенов, а затем при помощи иммуно-

ферментного анализа (ИФА) по методу ELISPOT 

проводится подсчет числа Т-лимфоцитов, вы-

деляющих IFNγ [27]. В качестве антигенов в те-

сте QFT выступают рекомбинантные ESAT-6, 

CFP-10 и TB7.7(p4). Образец крови пациента 

подвергается центрифугированию с последую-

щим инкубированием с антигенами в течение 

16–24 ч. Уровень IFNγ определяется с помощью 

ИФА по методу ELISA — путем подсчета выде-

лившегося IFNγ [35].

Чувствительность IGRA-тестов при диа-

гностике ЛТИ составляет около 68–90% для 

T-SPOT.TB и 46–80% для QFT. Оба теста обла-

дают высокой и сопоставимой специфичностью 

> 95% [24, 32]. Для сравнения: чувствительность 

ВТП в среднем составляет около 80%, при этом 

если в качестве критерия положительной про-

бы использовать размер папулы 5, 10 или 15 мм, 

то чувствительность будет составлять около 98, 

70–90 и 40–60% соответственно. Специфичность 

ВТП при диагностике ЛТИ у лиц без вакцина-

ции БЦЖ может достигать 100%, но снижается 

до 60–80% при ее наличии [13, 24, 31, 32]. Важно 

отметить, что говоря о чувствительности и спец-

ифичности любого метода диагностики ЛТИ, 

необходимо учитывать, что все оценки являются 

приблизительными, так как золотого стандарта 

диагностики ЛТИ по-прежнему нет [3]. Не сто-

ит также забывать, что высокие показатели диа-

гностической ценности, продемонстрированные 

в условиях хорошо спланированного и проведен-

ного эксперимента, не всегда достигаются в ре-

альных условиях. Так, по замечанию авторов, 

проанализировавших опыт применения IGRA-

тестов в РФ, результаты их применения были 

несколько ниже, чем заявлено в международных 

рекомендациях [40].

Результаты крупного метаанализа исследова-

ний с участием пациентов из групп повышенно-

го риска показали, что риск развития туберку-

леза у лиц с положительным тестом превышает 

риск развития туберкулеза у лиц с отрицатель-

ным тестом в случае IGRA-тестов в 9,35 раз (95% 

доверительный интервал (ДИ) [6,48–13,49]), в то 

время как в случае ВТП — в 4,24 раза (95% ДИ 

[3,3–5,46]). Положительная диагностическая 

ценность (англ. positive predic tive value) для IGRA-

тестов и ВТП составила 4,2 и 1,6% соответствен-

но, а негативная диагностическая ценность 

(англ. negative predictive value) — 99,4 и 99,1% со-

ответственно. Риск развития туберкулеза у лиц 

с положительным результатом теста, не полу-

чивших профилактического лечения, превысил 

риск у лиц, получивших лечение, при исполь-

зовании IGRA-тестов в 2,36 раза (95% ДИ [1,06–

5,23]) и при использовании ВТП — 1,35 раза (95% 

ДИ [0,59–3,12]) Таким образом, было показано, 

что IGRA-тесты обладают большей предсказа-

тельной ценностью, чем ВТП [45].

В качестве аналога для замены более дорого-

го импортного теста QFT был разработан отече-

ственный in vitro IGRA-тест на основе ESAT-6, 

CFP-10 и туберкулина, получивший название 

Тубинферон. Доказательная база данного теста 

ограничена и противоречива, что не позволяет 

сделать определенный вывод о диагностической 

ценности данного метода [7, 8, 9, 10]. Тубинферон 

разрабатывался как альтернатива QFT, поэтому 

в качестве косвенной оценки ценности нового 

метода можно использовать данные о частоте 

совпадений между двумя тестами. Так, по ре-

зультатам параллельных исследований было уста-

новлено, что у детей результаты Тубинферона 

и QFT совпадали в 68% [7] и в 74,6% случаев (в то 

время как АТР и QFT совпадали в 90% случаев) [8]. 

При использовании QFT в качестве эталона чув-

ствительность и специфичность Тубинферона 

в другом исследовании составила 64,7 и 75,9% 

соответственно [9]. На момент написания статьи 

тест не имеет действующего регистрационного 

удостоверения в РФ [16].

Внутрикожные пробы с ESAT-6 и CFP-10

Реализация ESAT-6/CFP-10-платформы в виде 

внутрикожных проб впервые была осуществле-

на в зарегистрированном в РФ диагностическом 

тесте на основе аллергена туберкулезного ре-

комбинантного (АТР, торговое наименование 

«Диаскинтест», ЛСР-006435/08, зарегистриро-

ван 11.08.2008). В указанном тесте применяются 

не сами белки ESAT-6 и CFP-10, а единый реком-
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бинантный белок, состоящий из ESAT-6 и CFP-10 

и продуцируемый генетически модифициро-

ванной культурой E. coli BL21 (DE3)/pCFP-ESAT. 

Идея создания АТР заключалась в разработке 

более специфичного теста по сравнению с ВТП, 

но пригодного для массового скрининга [4].

АТР имеет более чем 10-летний опыт кли-

нического применения. Суммарно в 121 публи-

кации по результатам использования АТР, тест 

применен у 12 026 761 пациента, из которых не ме-

нее 4 млн — дети [40]. Анализ государственных 

закупок показал, что с 2013 г. по настоящее время 

было закуплено более 5 млн упаковок АТР, что 

в пересчете на дозы превышает 170 млн доз [17].

По результатам крупного метаанализа, 

включившего результаты 61 публикации по ре-

зультатам применения АТР, общая точность 

АТР составляет 95,1% (95% ДИ [95,06–95,1]), 

у ВИЧ-положительных лиц — 92,4% (91,9–92,7). 

Чувствительность АТР у пациентов с туберку-

лезом составляет 86,0% (95% ДИ [80,0–92,0]) 

и 100% у детей с туберкулезом. Сопоставление 

частоты положительных проб у пациентов 

с туберкулезом показало, что при примене-

нии АТР (80,5%) они наблюдались чаще, чем 

при QFT (67,0%) и T-SPOT.TB (72,2%), но реже, 

чем при применении ВТП (91,2%). У пациентов 

с туберкулезом в сочетании с ВИЧ частота по-

ложительных результатов с АТР (59,3%) была 

на уровне с QFT (61,3%) и несколько ниже, чем 

при использовании T-SPOT.TB (67,2%), но зна-

чительно выше, чем при ВТП (15,1%) [40].

В другом крупном объединенном анализе 

33 работ, из которых были извлечены данные 

о результатах применения АТР и ВТП у 2 126 493 

детей, было установлено, что диагностичес-

кая ценность АТР выше в группе подростков 

с 15 до 18 лет, чем в группе детей от 0 до 14 лет. 

Расчетная чувствительность и специфичность 

АТР у подростков составила 100 и 97,9% соот-

ветственно, в то время как при применении 

ВТП — 100 и 10,2% соответственно [6].

В сравнительном исследовании АТР и QFT, 

в котором принял участие 181 человек, было по-

казано, что у взрослых и детей с туберкулезом 

результаты обоих тестов достаточно согласо-

ваны: у взрослых чувствительность АТР и QFT 

составила 68 и 82% соответственно, а специфич-

ность — по 88% при согласованности в результа-

тах у 84% пациентов; у детей чувствительность 

составила 73 и 65%, а специфичность — 84 и 86%, 

при согласованности результатов у 90% детей. 

Также было отмечено, что в подгруппах детей 

с туберкулезом, вызванным M. tuberculosis, и вы-

сокоактивным туберкулезом чувствительность 

АТР достигла 100%, в отличии от QFT, показав-

шего результат 67 и 79%. Таким образом было 

продемонстрировано, что у взрослых чувстви-

тельность АТР несколько уступает QFT, однако, 

напротив, у детей АТР оказался более чувстви-

тельным, но несколько менее специ фичным [34].

Ретроспективный анализ 860 историй болез-

ней детей и взрослых без ВИЧ, вакцинирован-

ных БЦЖ, прошедших обследование в ФГБУ 

Санкт-Петербургский научно-исследователь-

ский институт фтизиопульмонологии с ис-

пользованием АТР, QFT и T-SPOT.TB, показал, 

что у детей наблюдается почти полная согласо-

ванность при использовании данных тестов: 

100% у АТР и T-SPOT.TB, и 97,1% у АТР и QFT. 

В подгруппе взрослых результаты оказались ме-

нее согласованными — в 80,5% случаев между 

АТР и T-SPOT.TB и в 63,6% случаев между АТР 

и QFT. Рассчитанная чувствительность у взрос-

лых с туберкулезом, вызванным M. tuberculosis, 

составила 88,7% для АТР, 90,6% для T-SPOT.TB 

и 87,0% для QFT. Согласно полученным резуль-

татам, АТР оказался сопоставим по своим диа-

гностическим свойствам с QFT и T-SPOT.TB, 

при этом у детей наблюдалось почти 100%-ное 

совпадение результатов тестирования [41].

В литературе описаны следующие положи-

тельные изменения в диагностике туберкулеза, 

появившиеся после внедрения АТР: при диа-

гностике локальных форм туберкулеза удалось 

повысить выявляемость на 22,9% и избежать 

гипердиагностики в 20,7% случаев [5]; значи-

тельно повысить выявляемость активного ту-

беркулеза у детей и подростков от 1,75 до 24 

и 37,7 раза [15, 14, 39]; значительно повысить 

выявляемость посттуберкулезных изменений 

у детей и подростков в 39,2 раза [14]; снизить ча-

стоту назначения превентивной химиотерапии 

в 5 раз (по сравнению с частотой назначения по-

сле положительного ответа на ВТП) и привести 

в итоге к снижению заболеваемости туберкуле-

зом [14]. Было отмечено, что АТР может давать 

положительные результаты у детей с монотон-

ной ВТП, которые вследствие этого не подлежа-

ли диспансерному наблюдению, что расширяет 

диагностические возможности для этой части 

популяции [2]. С помощью АТР возможно про-

вести дифференциальную диагностику тубер-

кулеза и поствакцинальных осложнений по-

сле вакцинации БЦЖ [4]. Специфичность АТР 

значительно превышает специфичность ВТП 

в случаях неактивного туберкулеза легочной 

и внелегочных локализаций, а также нетубер-

кулезных заболеваний внелегочной локализа-

ции — частота ложноположительных резуль-

татов при применении ВТП у таких пациентов 

достигает 70%. В целом применение АТР позво-

ляет на 65–99% снизить частоту ложноположи-

тельных результатов с ВТП [4].

В настоящее время в клинической разработ-

ке находятся еще 2 диагностических теста на ос-

нове ESAT-6 и CFP-10: датский тест C-Tb, яв-

ляющийся комбинацией ESAT-6 и CFP-10 в со-
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отношении 1:1, и китайский, представляющий 

собой рекомбинантный белок ESAT-6–CFP-10.

По итогам исследования C-Tb частота поло-

жительных результатов среди здоровых паци-

ентов, нечасто и часто контактирующих с боль-

ными туберкулезом, имеет высокую согласо-

ванность с QFT — результаты совпадают у 94% 

пациентов. В то же время у пациентов с ту-

беркулезом частота положительных реакций 

на C-Tb составила лишь 67% против 81% на QFT 

и 90% на ВТП. Частота положительного отве-

та на C-Tb среди здоровых лиц составила 3% 

по сравнению с 22% при использовании ВТП, 

у лиц с нечастыми контактами — 16% по срав-

нению с 22% соответственно, и у лиц с частыми 

контактами — 43 и 51% соответственно [38].

В клинических исследованиях китайско-

го теста оценивались разные дозировки бел-

ка ESAT-6–CFP-10, а также такие параметры 

как временнόй промежуток оценки, крите-

рии оценки — размер папулы или размер эри-

темы. Полученные результаты показывают, 

что чувствительность нового теста составляет 

от 72,14 до 100%, а специфичность — от 89,83 

до 97,49% [30, 44].

Вакцины на основе ESAT-6 и CFP-10

На данный момент единственной противоту-

беркулезной вакциной является вакцина БЦЖ, 

тем не менее в разработке находится не менее 25 

вакцин. Часть из них содержит в своем составе 

ESAT-6 и/или CFP-10. Субъединичная вакцина 

AEC/BC02 основана на рекомбинантном бел-

ке Ag85b-ESAT-6–CFP-10. Другие субъединич-

ные вакцины, содержащие в составе ESAT-6, 

это H1:IC31, H1:CAF01, H1:LTK63, H56:IC31/ 

AERAS-456. Не содержит в своем составе, но экс-

прессирует ESAT-6 живая вакцина TB/FLU-04L, 

основанная на векторе из вируса гриппа, экс-

прессирующего Ag85A и ESAT-6 [23, 26].

Несмотря на ожидаемую пользу от внедре-

ния в клиническую практику новых противо-

туберкулезных вакцин возможно проявление 

и некоторых негативных последствий, связан-

ных с сенсибилизацией к ESAT-6 и CFP-10. 

По аналогии с вакцинацией БЦЖ, из-за ко-

торой ВТП может давать ложноположитель-

ные результаты, применение вакцин на основе 

ESAT-6 и CFP-10 может снизить специфичность 

диагностических средств на их основе [28].

Обзор клинических рекомендаций

ВОЗ в своем документе 2018 г. настоятельно 

рекомендовала рассматривать ВТП и IGRA-

тесты как равнозначные варианты, обладающие 

относительно одинаковыми преимуществами 

и недостатками при диагностике ЛТИ. Выбор 

конкретного варианта следует делать исходя 

из экономических и инфраструктурных воз-

можностей, доступных в конкретном случае [3].

В сводных рекомендациях Американского 

торакального общества (англ. American Thoracic 

Society), Американского общества инфекциони-

стов (англ. Infectious Diseases Society of America) 

и Американского Центра по контролю и про-

филактике заболеваний (англ. Centers for Disease 

Control and Prevention) 2017 г. указано, что у детей 

до 5 лет предпочтительнее применять ВТП вме-

сто IGRA-тестов. У детей старше 5 лет и взрос-

лых с подозрением на ЛТИ, с низким и средним 

риском прогрессирования ЛТИ до активного 

туберкулеза, прошедших вакцинацию БЦЖ 

и у лиц, которые могут повторно не посетить 

врача для интерпретации результатов ВТП бо-

лее предпочтительным является применение 

IGRA-тестов. При этом уточняется, что ВТП 

является надежной альтернативой, особенно 

в ситуациях, когда IGRA-тесты недоступны, до-

роги или их применение неприемлемо по иным 

причинам. У детей старше 5 лет и взрослых с по-

дозрением на ЛТИ и высоким риском прогрес-

сирования ЛТИ до активного туберкулеза воз-

можно применение любого из тестов, так как 

данных о преимуществе одного перед другим 

недостаточно [22, 29].

Международное сообщество UpToDate в се-

рии своих рекомендаций также предлагает диф-

ференцированный подход к диагностике ЛТИ. 

У детей до двух лет рекомендуется использовать 

ВТП, у детей с 2 до 4 лет, особенно прошедших 

вакцинацию БЦЖ, предпочтительнее исполь-

зование IGRA-тестов. У детей с 5 лет рекомен-

дуется применение IGRA-тестов в ситуации, 

когда большую важность имеет специфичность 

теста — например у здоровых детей или про-

шедших вакцинацию БЦЖ. В ситуациях, ког-

да важна чувствительность теста — дети с вы-

соким риском ЛТИ или дети, нуждающиеся 

в иммуносупрессивной терапии, могут быть 

использованы и ВТП и IGRA-тесты [19, 31].

В РФ предпочтительным тестом на ЛТИ 

у взрослых является проба с АТР. IGRA-тесты 

рекомендуются лишь при отказе от проведения 

кожных тестов или невозможности их проведе-

ния по медицинским показаниям [11]. У детей 

тестирование с целью формирования групп вы-

сокого риска развития туберкулеза и диагнос-

тики заболевания рекомендуется использовать 

либо пробы с АТР, либо IGRA-тесты. При от-

боре детей для ревакцинации БЦЖ и при вы-

явлении периода первичного инфицирования 

у детей до 7 лет включительно рекомендуется 

применение ВТП, а в возрасте 8–14 лет — при-

менение пробы с АТР. У детей с подозрением 

на туберкулез для верификации диагноза в ком-

плексное клинико-лабораторное и рентгеноло-
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гическое обследование рекомендуется включе-

ние пробы с АТР и/или IGRA-тестов [12].

Обзор клинических рекомендаций и ру-

ководств, предпринятый Европейским цен-

тром профилактики и контроля болезней 

(англ. European Centre for Disease Prevention and 

Control) в 2018 г. и объединивший в итоге 6 до-

кументов, опубликованных с 2010 по 2015 г. по-

казал, что ни в одном из документов не пред-

лагалось полного отказа от ВТП. В качестве 

единственного или в качестве предпочтитель-

ного ВТП по-прежнему рекомендуется у де-

тей в возрасте до 5 лет. В общей популяции 

рекомендуются оба теста, при этом в странах 

с низким и средним уровнем доходов особенно 

не рекомендуется отказываться от ВТП. В ка-

честве предпочтительного или в дополнение 

к ВТП IGRA-тесты часто рекомендуются в осо-

бых популяциях: у лиц с низким риском ЛТИ, 

прошедших вакцинацию БЦЖ, бездомных или 

употребляющих наркотические средства, им-

мигрантов из стран с высокой распространен-

ностью туберкулеза, лиц с ВИЧ и другими со-

стояниями, ассоциированными со снижением 

иммунитета [25].

Обсуждение

Изучение генома микобактерий, последую-

щее открытие ESAT-6 и CFP-10 и разработка 

тест-систем на их основе внесли значитель-

ный вклад в совершенствование диагностики 

туберкулеза. Специфичность и высокая диа-

гностическая информативность применения 

ESAT-6 и CFP-10 сочетаются с гибкостью в их 

технологическом применении: на их основе 

созданы и демонстрируют хорошие результа-

ты тесты in vitro со смесью индивидуальных 

рекомбинантных белков, внутрикожные те-

сты как со смесью индивидуальных рекомби-

нантных белков, так и единым рекомбинант-

ным белком ESAT-6–CFP-10. Разные формы 

реализации тест-систем позволяют выполнять 

и точный лабораторный анализ, и эффектив-

ный массовый скрининг. Многообещающие 

результаты также получены при испытаниях 

вакцин с ESAT-6 и CFP-10, что означает нали-

чие у них потенциального иммуногенного эф-

фекта у человека.

Обзор литературы продемонстрировал на-

личие значительной доказательной базы в от-

ношении превосходящей эффективности те-

стов на основе ESAT-6 и CFP-10 по сравнению 

с ВТП при диагностике ЛТИ и в некоторых дру-

гих ситуациях:

 – применение тестов на основе ESAT-6 

и CFP-10 при массовых скринингах в общей 

популяции позволяет значительно повысить 

выявляемость ЛТИ и активного туберкулеза 

по сравнению с ВТП. При этом заметно сни-

жается частота ложноположительных ре-

зультатов и последующих необоснованных 

назначений противотуберкулезной терапии, 

что также приводит и к экономии медицин-

ских ресурсов;

 – в странах с высокой частотой вакцини-

рования БЦЖ применение тестов на основе 

ESAT-6 и CFP-10 позволяет в еще большей 

степени снизить частоту ложноположитель-

ных результатов при применении ВТП;

 – тесты с ESAT-6 и CFP-10 в отличие от ВТП 

позволяют дифференцировать туберкулез-

ный процесс и поствакцинальные осложне-

ния прививки БЦЖ;

 – повышается выявляемость пациентов 

с посттуберкулезными изменениями;

 – появляется возможность отслеживать со-

стояние пациентов с монотонной реакцией 

на ВТП;

 – значительно повышается эффективность 

дифференцирования активного туберкуле-

за от неактивного туберкулеза как легочной, 

так и внелегочной локализации, а также не-

туберкулезных заболеваний внелегочных 

локализаций;

 – in vitro тесты с ESAT-6 и CFP-10 являют-

ся надежными альтернативами в ситуации, 

когда проведение внутрикожных тестов с ту-

беркулином или ESAT-6 и CFP-10 противо-

показано или не представляется возможным 

по другим причинам.

Изучение отечественных и иностранных 

клинических рекомендаций позволило уста-

новить, что тесты на основе ESAT-6 и CFP-10 

в той или иной форме реализации присутству-

ют во всех рассмотренных документах. В неко-

торых ситуациях они рекомендуются в качестве 

альтернативы ВТП, а в иных — в качестве пред-

почтительных средств диагностики.

Как было сказано ранее, тесты на основе 

ESAT-6 и CFP-10 реализованы в разных фор-

матах: тест-системы для in vitro диагностики 

и тес ты для внутрикожного применения. In vitro 

тесты считаются более точными по сравнению 

с внутрикожными, при этом они дороже, требу-

ют наличия лаборатории и квалифицирован-

ного специалиста. В качестве дополнительных 

преимуществ in vitro тестов часто выделяются 

быстрота получения результата и отсутствие 

необходимости в повторном посещении врача, 

однако на практике эти преимущества не всегда 

реализуются — при массовых скринингах преи-

мущество в скорости теряется, а для получения 

пациентом результатов может потребоваться 

повторное посещение врача. Внутрикожные 

тесты с ESAT-6 и CFP-10 не предполагают ка-

ких-либо изменений в практике их применения 

по сравнению с ВТП, поэтому их внедрение 
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не требует дополнительных инфраструктурных 

или организационных мероприятий, а их более 

высокая стоимость по сравнению с ВТП ком-

пенсируется снижением расходов на диспан-

серное наблюдение или превентивное лечение 

людей за счет снижения частоты ложнополо-

жительные результатов. Таким образом, выбор 

в пользу in vitro или внутрикожных тестов сле-

дует делать исходя из клинической потребности 

и доступных ресурсов.

Заключение

Открытие антигенов ESAT-6 и CFP-10 по-

зволило сделать первый и пока единственный 

прорыв в совершенствовании диагностики 

ЛТИ со времен внедрения самого первого теста 

ВТП. Благодаря относительной нетребователь-

ности молекул ESAT-6 и CFP-10 на их основе 

был разработан ряд достаточно разных по ха-

рактеристикам медицинских продуктов: in vitro 

тест-системы с индивидуальными рекомби-

нантными белками, внутрикожные тесты с ре-

комбинантными индивидуальными белка-

ми и рекомбинантным комплексным белком, 

комплексные вакцины. В области диагностики 

ЛТИ совместное применение ESAT-6 и CFP-10 

позволило компенсировать многие недостатки 

ВТП. ESAT-6 и CFP-10 являются единственны-

ми отдельными антигенами (не считая смеси 

антигенов в составе туберкулина), используе-

мыми в диагностике туберкулеза и применяе-

мыми во всем мире, что дополнительно подчер-

кивает важность их открытия.
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КОНВЕРГЕНЦИЯ МНОЖЕСТВЕННОЙ 

РЕЗИСТЕНТНОСТИ И ГИПЕРВИРУЛЕНТНОСТИ 

У KLEBSIELLA PNEUMONIAE

В.A. Агеевец, И.В. Агеевец, С.В. Сидоренко

ФГБУ Детский научно-клинический центр инфекционных болезней ФМБА России, Санкт-Петербург, Россия

Резюме.  Начиная с 2018 г. в России описываются изоляты Klebsiella pneumoniae, демонстрирующие конверген-

цию гипервирулентных свойств и множественной резистентности к антибиотикам. Проблема гипервиру-

лентного патотипа клебсиелл актуализирована относительно недавно, его начали описывать в восьмидесятых 

годах в Тихоокеанском регионе. Эти клебсиеллы способны вызывать серьезные внебольничные инфекции 

у здоровых людей, чем принципиально отличаются от клебсиелл классического патотипа, и изначально они 

сохраняли чувствительность к большинству антибактериальных препаратов. В 2018–2020 гг. появились со-

общения о выделении гипервирулентных изолятов K. pneumoniae в Российской Федерации. Гипервирулент-

ность, так же как и множественная резистентность, связана с приобретением дополнительного генетического 

материала и формированием генетических линий, эффективно поддерживающих эти приобретенные детер-

минанты. Долгое время было принято считать, что конвергенция свойств множественной резистентности 

и гипервирулентности маловероятна из-за слишком большого генетического груза, а также разных эколо-

гических стратегий одного вида. Распространение гипервирулентных штаммов, в первую очередь, в азиат-

ском регионе, связано с консервативными плазмидами «группы» pLVPK. Консервативность как самих перво-

начально обнаруженных плазмид вирулентности (типа pLVPK и pK2044), так и генетических линий с ними 

связанных (преимущественно CG23), вероятно, определяется отсутствием у данных плазмид кластера генов, 

отвечающих за конъюгацию. Драйвером распространения неконъюгативных плазмид с детерминантами ги-

первирулентности является клональное распространение, а не горизонтальный перенос генов. Тем не менее 

после достаточно долгого периода циркуляции плазмид с маркерами гипервирулентности (описываются на-

чиная с 1986 г.) у клебсиелл некоторых генетических линий, произошли события мобилизации детерминант 

гипервирулентности и, как следствие, включение их в горизонтальный перенос генов в популяции (описан-

ные случаи в 2016 г.), что привело к резкому расширению числа генетических линий и вариантов генетичес-

ких платформ, несущих гены гипервирулентности. Первые случаи в России hv-MDR-Kpn описаны в 2018 г. 

в Москве на основе анализа коллекции клебсиелл, собранных в 2012–2016 гг. В 2020 и 2021 гг. описаны подоб-

ные случаи в Санкт-Петербурге. В случае повторения пессимистичного сценария, который наблюдался по-

следние десять лет в связи с распространением карбапенемаз, эффективности здравоохранения будет нанесен 

более чем существенный вред.

Ключевые слова: Klebsiella sp., гипервирулентность, множественная резистентность, гибридный патотип, мобильные 

генетические элементы, эпидемиология.
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CONVERGENCE OF MULTIPLE RESISTANCE AND HYPERVIRULENCE 

IN KLEBSIELLA PNEUMONIAE

Ageevets V.A., Ageevets I.V., Sidorenko S.V.

Paediatric Research and Clinical Centre for Infectious Diseases, St. Petersburg, Russian Federation

Abstract. Since 2018, Klebsiella pneumoniae isolates have been described in Russia, demonstrating the convergence of hy-

pervirulent properties and multiple antibiotic resistance. The problem of the Klebsiella hypervirulent pathotype has been 

actualized relatively recently that was progressively described in the 1980s in the Pacific region. These Klebsiella spp. 

can cause serious community-acquired infections in healthy people, which fundamentally differs from the classic Kleb-

siella pathotype initially preserving sensitivity to most antibacterial drugs. In 2018–2020, there were reported detection 

of hypervirulent K. pneumoniae isolates in the Russian Federation. Like multiple resistance, hypervirulence is associated 

with the acquiring additional genetic material and formation of genetic lineages that effectively support such acquired 

determinants. For a long time, it was believed that the convergence of multiple resistance and hypervirulence is unlikely 

due to a large genetic burden as well as different ecological strategies in same species. The spread of hypervirulent strains, 

primarily in the Asian region, is associated with the conserved plasmids of the pLVPK “group”. The conservatism of both 

the originally discovered virulence plasmids (such as pLVPK and pK2044) and the genetic lineages associated with them 

(mainly CG23) is probably determined by the absence of a gene cluster responsible for conjugation in these plasmids. 

The driver of the spread of non-conjugative plasmids with determinants of hypervirulence is clonal spread, not horizontal 

gene transfer. Nevertheless, after a sufficiently long period of circulation of plasmids bearing markers of hypervirulence 

(described since 1986) in Klebsiella, a relatively limited number of genetic lineages, there were events of mobilization 

of the determinants of hypervirulence and, as a consequence, the inclusion in horizontal gene transfer in the population 

(described cases in 2016 ), which led to a sharp increase in the number of genetic lineages and variants of genetic platforms 

carrying hypervirulence genes. In Russia, first cases of hv-MDR-Kpn were described in 2018 in Moscow based on analyz-

ing collection of Klebsiella isolated in 2012–2016. In 2020 and 2021, similar cases were described in St. Petersburg. In case 

of repeated pessimistic scenario observed over the last decade due to spread of carbapenemases, effectiveness of health care 

will be more than substantially harmed.

Key words: Klebsiella sp., hypervirulence, multi-drug resistance, hybrid pathotype, mobile genetic elements, epidemiology.

Введение

Klebsiella pneumoniae (Kp) относится к ши-

роко распространенным в окружающей среде 

(почве и воде) бактериям, она также является 

постоянным компонентом микробиоты желу-

дочно-кишечного тракта человека, но при этом 

способна вызывать широкий спектр заболева-

ний различной степени тяжести как у имму-

нокомпрометированных, так и компетентных 

лиц. Поскольку этот вид бактерий не однороден 

по основным свойствам, принято выделять два 

патотипа клебсиелл: классические (cKp) и ги-

первирулентные (hvKp).

Классический патотип является глобаль-

но распространенным, именно эти клебсиел-

лы являются оппортунистами здоровых людей 

и ведущими возбудителями нозокомиальных 

инфекций. Они часто демонстрируют мно-

жественную резистентность к антибиотикам. 

Начиная с 2012 г. в России выявляются изо-

ляты Kp, несущие гены карбапенемаз преиму-

щественно NDM-, OXA-48- и реже KPC-типов, 

причем за прошедшее десятилетие доля таких 

изолятов в отделениях ОРИТ выросла от еди-

ничных случаев до 50%.

Проблема гипервирулентного патотипа 

клебсиелл актуализирована относительно не-

давно, его начали описывать в восьмидеся-

тых годах в Тихоокеанском регионе (Тайвань, 

Сингапур, Китай). Эти клебсиеллы способны 

вызывать серьезные внебольничные инфекции 

у здоровых людей, чем принципиально отли-

чаются от клебсиелл классического патотипа, 

и изначально они сохраняли чувствительность 

к большинству антибактериальных препаратов. 

В 2018–2020 гг. появились сообщения о выделе-

нии гипервирулентных изолятов K. pneumoniae 

в Российской Федерации.

Гипервирулентность, так же как и множе-

ственная резистентность, связана с приобре-

тением дополнительного генетического мате-

риала и формированием генетических линий, 

эффективно поддерживающих эти приобре-

тенные детерминанты. Долгое время было при-

нято считать, что конвергенция свойств мно-

жественной резистентности и гипервирулент-

ности маловероятна из-за слишком большого 

генетического груза, а также разных экологичес-

ких стратегий одного вида, в рамках которых 

приобретение новых детерминант играет адап-

тационную роль. Однако в 2018 г. увидела свет 

первая публикация, посвященная появлению 

клебсиелл, проявляющих одновременно при-

знаки множественной устойчивости и гиперви-

рулентности [15]. На сегодняшний день очевид-

но существование нескольких генетических пу-

тей конвергенции этих признаков. Наибольшая 

опасность связана с конвергенцией гиперви-

рулентности и устойчивости к карбапенемным 
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антибиотиками. Настоящий обзор посвящен 

рассмотрению проблем распространения и ме-

ханизмов данного явления.

Появление гипервирулентных 
K. pneumoniae

Современная микробиология столкнулась 

с hvKp в 1986 г., когда появилась публика-

ция [27] о семи клинических случаях нетипич-

ной клебсиеллезной инфекции. У пациентов 

были выявлены абсцессы печени, менингиты, 

абсцесс простаты, причем все пациенты были 

условно здоровыми, если не считать сахарного 

диабета (у 4 из 7 пациентов). Также у пациентов 

наблюдалось формирование нескольких очагов 

инфекции по типу метастазов. В последующей 

серии работ было показано, что штаммы, вы-

зывавшие указанные инфекции, отличались 

низкими значениями LD50 (< 103 КОЕ) при ин-

фицировании у мышей, были способны расти 

при низких концентрациях железа в питатель-

ной среде и продуцировали аэробактин, ген ко-

торого был локализован на крупной плазмиде 

(180 тпо); для них был также характерен гипер-

мукоидный фенотип, связанный с геном rmpA 

(regulator of mucoid phenotype) [30, 31, 32].

Однако вопрос о времени появления hvKp 

остается нерешенным. В 1882 г. немецкий 

микробиолог Карл Фридлендер описал воз-

будителя тяжелых пневмоний (Bacillus mucosus 

capsulatus, Bacillus friedlanderi) с уровнем леталь-

ности 80%, который в настоящее время иденти-

фицируется как K. pneumoniae [3, 18, 21, 33]. В от-

личие от пневмококковой пневмонии, кроме 

высокой летальности, пневмония Фридлендера 

также часто сопровождалась деструкцией ле-

гочной ткани, кавитацией и формированием 

внелегочных очагов инфекции, а возбудитель 

проявлял гипермукоидный фенотип и вызывал 

высокую летальность мышей при эксперимен-

тальных инфекциях. Перечисленные признаки 

указывают на сходство Bacillus friedlanderi с со-

временными hvKp [37]. Значительный интерес 

представляют данные о том, что генетическая 

линия «клональная группа (CG) 23-I», к кото-

рой относятся изоляты, выделенные при абс-

цессах печени и несущие гены вирулентности, 

сформировалась в конце XIX в. и начала гло-

бально распространяться в 20-х гг. XX в. [20]. 

Остается неясной причина практически полно-

го отсутствия сообщений о гипервирулентных 

клебсиеллах до 80-х гг.

Факторы вирулентности клебсиелл

Факторы вирулентности K. pneumoniae мож-

но разделить на две большие группы, при-

сутствующие у всех представителей данного 

вида, и выявляемые преимущественно у ги-

первирулентного патотипа. К факторам первой 

группы относятся К- и О-антигены, участвую-

щие в защите от иммунного ответа, фимбрии, 

участвую щие в процессах адгезии, образовании 

биопленок и других начальных этапах инфек-

ции, а также некоторые сидерофоры — соеди-

нения, обеспечивающие доставку ионов метал-

лов из внешней среды внутрь клетки.

Поверхностные антигены. К-антиген — это 

историческое название капсульного полиса-

харида, формирующего слой, защищающий 

клетку от внешних воздействий. Аналогичные 

капсульные полисахариды есть у многих грам-

положительных и грамотрицательных бакте-

рий [1, 29]. Серологически у клебсиелл выделя-

ют 79 вариантов К-антигенов [34], однако из-

за нестандартности процедуры, перекрестных 

реакций и большого количества нетипируе-

мых изолятов, серотипирование практически 

полностью вытеснено молекулярным типи-

рованием, основанным на анализе локуса, от-

ветственного за синтез капсульных полисаха-

ридов (cps — capsular polysaccharide synthesis). 

Локус состоит из центрального вариабельного 

региона и двух фланкирующих консерватив-

ных регионов [55]. Серологическая специфич-

ность определяется генами вариабельного ре-

гиона, ответственными за сборку субъединиц 

полисахарида. Анализ структуры cps-локуса 

выявил генетические типы, четко связанные 

с серотипами. Кроме этого, выявлено значи-

тельное количество генетических вариантов 

(типов), не связанных с известными серотипа-

ми, а общее количество капсульных типов пре-

вышает 130. Актуальна номенклатура, согласно 

которой для обозначения серологических кап-

сульных типов используется буква «К», а для 

генетически выявляемых вариантов использу-

ется аббревиатура «KL». Так серотипу К-1 соот-

ветствует генетический локус KL-1 [55]. К наи-

более распространенным К-типам относят K1, 

K2, K5, K16, K23, K27, K28, K54, K62 и K64 [13]. 

Гипервирулентные клебсиеллы наиболее часто 

имеют К1 и К2 антигены, которые, вероятно, 

в сочетании с другими детерминантами обес-

печивают наиболее вирулентные свойства [14, 

47]. Другие К-типы, также описываемые у ги-

первирулентных клебсиелл, это K5, K20, K47, 

K54, K57 и K64 [38, 44, 57], хотя число описаний 

постоянно растет и разнообразие К-типов ги-

первирулентных клебсиелл также будет расти 

благодаря горизонтальному переносу генов.

О-антиген, являющийся фрагментом липо-

полисахарида (ЛПС), представлен ограничен-

ным числом вариантов, отличающихся соста-

вом сахаров, гликозидных связей, эпимерных 

или энантиомерных форм («зеркальные отра-

жения» или «частично зеркальные») сахаров [9, 
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13]. Номенклатура О-антигенов и соответ-

ственно О-типов клебсиелл включает 11 вари-

антов: O1, O2a, O2ac, O2afg, O2aeh (ранее O9), O3 

(разделяется на три подгруппы O3, O3a и O3b), 

O4, O5, O7, O8 и O12. О-антиген является важ-

ным антигеном и, аналогично капсульным ан-

тигенам, потенциально является мишенью для 

создания клебсиеллезных вакцин [2]. Следует 

отметить, что высокие риски, связанные с по-

слеоперационными осложнениями из-за цир-

куляции внутрибольничных клебсиелл, в том 

числе гипервирулетных, делают внедрение 

в практику клебсиеллезной вакцины для па-

циентов, ожидающих плановые операционные 

вмешательства, актуальным направлением.

Фимбрии. Фимбрии представляют собой по-

верхностные структуры 0,5–10 мкм в длину 

и 2–8 нм в ширину и встречаются у большин-

ства грамотрицательных бактерий. В большин-

стве случаев клинические изоляты K. pneumoniae 

имеют два типа фимбрий — первого и третьего 

типов [23]. Также описаны фимбрии Kpc-типа, 

играющие роль в процессе биопленкообразова-

ния [53], и фимбрии KPF-28 (по названию анти-

гена) [10].

Фимбрии первого типа выполняют различ-

ную роль в зависимости от среды, где проис-

ходит рост бактериальных клеток. Экспрессия 

генов оперона fimAICDFGHK растет в условиях 

инфекции мочевого пузыря и, наоборот, ин-

гибируется при инфекции легких [4, 42, 46]. 

На модели инфекции мочевыводящих путей 

у мышей показано, что фимбрии первого типа 

играют роль в формировании биопленок.

Фимбрии третьего типа кодируются генами 

оперона mrkABCDF. Стоит отметить ген mrkD, 

кодирующий белок, локализованный на кон-

чике фимбрии и отвечающий за специфич-

ность адгезии всего комплекса. Среди различ-

ных штаммов клебсиелл можно обнаружить 

гены плазмидной локализации mrkD1P и хро-

мосомно-локализованные гены mrkD1C, кото-

рые кодируют белки с разными функциями. 

Хромосомно-локализованный ген mrcD из кла-

стера mrkABCDF отвечает за адгезию к коллаге-

ну внеклеточного матрикса и строго ассоции-

рован с образованием биопленок, в то время как 

белок, кодируемый геном с плазмидной лока-

лизацией mrkD1P, связан с гемагглютинирую-

щей активностью [40].

Сидерофоры. Как для бактерий, так и для ор-

ганизма хозяина, ионы металлов, в частности 

железа, являются лимитирующим фактором, 

необходимым для нормального метаболизма. 

Снижение концентрации железа в очаге ин-

фекции является формой неспецифичного им-

мунного ответа, приводящего к снижению эф-

фективности работы металлоферментов бакте-

рий. Фактически, бактерия и организм хозяина 

конкурируют за ионы железа. Редким направ-

лением адаптации бактерии к существованию 

в организме человека является утрата генов, ко-

дирующих железозависимые ферменты, напри-

мер, Borrelia burgdorferi и Treponema pallidum [35]. 

Сидерофоры представляют собой низкомоле-

кулярные соединения, синтезирующиеся внут-

ри клетки и экспортирующиеся во внешнюю 

среду. Во внешней среде сидерофоры связыва-

ют ионы железа, после чего комплекс «железо–

сидерофор» импортируется обратно в бактери-

альную клетку. Комплекс «железо–сидерофор» 

распознается специфичными рецепторами 

внешней мембраны, транспортирующими со-

ответствующий материал в периплазму, где си-

дерофоры соединяются с белками периплазмы, 

после чего они транспортируются к внутрен-

ней мембране. Наконец, железо через ABC-

транспортер попадает в бактериальную цито-

плазму, где трехвалентное железо восстанавли-

вается до двухвалентного железа, которое уже 

включается в метаболизм бактериальной клет-

ки [7]. Клебсиеллы продуцируют как минимум 

четыре типа сидерофоров. Энтеробактин (кла-

стер генов локализован на хромосоме) продуци-

руется всеми клебсиеллами, однако его эффек-

тивность как транспортера железа невысока, 

так как он инактивируется эукариотическим 

белком липокаин 2. Иерсиниобактин (хромо-

сомная локализация) встречается как у клас-

сических, так и у гипервирулентных изолятов, 

но среди последних чаще. И, наконец, саль-

мохелин (плазмидно-локализованные гены 

iroN — рецептор сальмохеллина, iroD — эстера-

за, iroC — АВС-транспортер, iroB — гликозил-

трансфераза) и аэробактин (плазмидно-лока-

лизованные гены iucA — аэробактин синтетаза, 

iucB — N-ацетилтрансфераза, iucC — синтетаза, 

iutD — лизин-6-монооксигеназа, iutA — рецептор 

связанного с железом аэробактина) характерны 

для гипервирулентных изолятов. Суммарная 

продукция сидерофоров коррелирует с уровнем 

вирулентности штамма: так, гипервирулентные 

штаммы демонстрируют продукцию сидерофо-

ров в 8–10 раз выше, чем классические клебси-

еллы [39].

Детекция гипервирулентности

Экспериментальные инфекции. Практическая 

потребность в быстрой лабораторной детекции 

hvKp очевидна, однако однозначных и обще-

принятых фенотипических и генетических 

критериев для дифференцировки cKp и hvKp 

в настоящее время не существует. Очевидно, 

что наиболее важнымы параметрами долж-

ны считаться тяжесть течения и исход болез-

ни у человека. Однако клиническую картину, 

характерную для hvKp, могут вызывать и cKp, 
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что обуславливает необходимость в дополни-

тельных маркерах вирулентности. Для оценки 

вирулентности клебсиелл используют экспери-

ментальную инфекционную модель на мышах. 

Однако ни путь заражения (подкожный, аэро-

зольный или интраперитонеальный), ни ге-

нетические линии мышей не стандартизова-

ны. При оценке коллекции hvKp, выделенных 

от амбулаторных пациентов с инвазивными 

инфекциями (абсцессы печени, некротизиру-

ющие фасцииты, эндофтальмиты) на модели 

подкожного инфицирования аутбредных CD1 

мышей удалось выявить три группы штаммов 

в зависимости от величины летальной дозы: вы-

соко вирулентные (летальная доза < 103 КОЕ), 

вирулентные (летальная доза 104–105 КОЕ) 

и классические или авирулентные (отсутствие 

летальности при 106 КОЕ) [23]. В качестве аль-

тернативы мышиной модели одно время рас-

сматривали инфекцию личинок восковой моли 

(Galleria mellonella), однако получаемые данные 

зачастую были противоречивы. Недавно прове-

денное исследование по сравнению инфекци-

онных моделей hvKp инфекции на аутобредных 

мышах и личинках Galleria mellonella доказало 

несостоятельность личиночной модели для из-

мерения потенциала вирулентности штаммов 

клебсиелл [36].

Гипервирулентность, гипермукоидность 

и стринг-тест. Яркой отличительной чертой, 

описанной Карлом Фридлендером еще в кон-

це XIX в. и позже подмеченной современны-

ми микробиологами, является гипермукоид-

ный фенотип большинства гипервирулентных 

штаммов K. pneumoniae. Высокий уровень ас-

социированности гипермукоидного фенотипа 

и гипервирулентности привели к тому, что фак-

тически эти понятия стали использоваться как 

синонимы. Тем не менее это не всегда верно. 

Во-первых, не все гипермукоидные клебсиеллы 

гипервирулентны, во-вторых, не все гипервиру-

лентные клебсиеллы гипермукоидны. Для диф-

ференцировки мукоидного и гипермукоидного 

фенотипов используют стринг-тест, заключаю-

щийся в способности колонии образовывать 

тяжи длинной более 5 мм при захвате колонии 

микробиологической петлей. Зачастую, гипер-

мукоидные штаммы способны образовывать 

тяжи длиной 10 см и более. Степень ассоции-

рованности этого морфологического призна-

ка с гипервирулентностью до 90% [38, 52], что 

делает стринг-тест важным диагностическим 

инструментом, но недостаточным для досто-

верной дифференцировки классического и ги-

первирулентного патотипов.

Наиболее важные результаты по оценке зна-

чимости около 20-ти различных маркеров ги-

первирулентности получены в работе Russo T.A. 

и соавт. [38]. Было показано, что с высокой ви-

рулентностью на модели сепсиса у мышей кор-

релируют наличие у штаммов генов peg-344, 

iroB, iucA, prmpA, и prmpA, а также высокий уро-

вень продукции сидерофоров (≥ 30 мгк/мл).

Гипервирулентность, проявляющаяся в сеп-

тических моделях или особенностях течения 

заболевания, определяется комбинациями ряда 

признаков и свойств изолятов. Среди марке-

ров для четкой дифференцировки патотипов 

предлагаются различные комбинации фено-

типических признаков и/или генов, например, 

положительный тест по двум из трех маркеров: 

стринг-тест (тянущиеся слизистые тяжи более 

5 мм за петлей); наличие гена rmpA, продукция 

аэробактина [54] или же количественно высо-

кая продукция сидерофоров. Перечень марке-

ров включает около двух десятков генов, каж-

дый из которых с высокой частотой ассоции-

рован с гипервирулентным патотипом, но ни 

один из них не обладает 100% специфичностью.

Генетические линии гипервирулентных 
K. pneumoniae

Первые описания гипервирулентных клеб-

сиелл были связаны с ограниченным числом 

генетических линий, относящихся к кло-

нальной группе CG23 (clonal group 23 соглас-

но схеме MLST (multi-locus sequence typing) 

типирования) [5], но попытки выделить кло-

нальные группы, позволяющие дифференци-

ровать патотипы, не увенчались успехом [6]. 

Представители отдельных клональных групп 

представлены в популяции как гипервиру-

лентными, так и классическими патотипами 

клебсиелл, и широко распространены в разных 

частях мира [6, 16, 19, 25, 28, 57]. Тем не менее 

гипервирулентные клебсиеллы наиболее часто 

представлены в CG23 и связаны с определенны-

ми серотипами — K1, K2, K54. Указанные се-

ротипы наиболее устойчивы к фагоцитозу [56] 

и наиболее вирулентны при наличии аналогич-

ного набора генов вирулентности по сравнению 

с другими серотипами. Однако, вероятнее все-

го, перечень как клональных групп, так и серо-

типов, связанных с гипервирулентностью, бу-

дет со временем расширяться [6, 16, 37, 57]. Так 

как именно K1 и K2 серотипы наиболее часто 

связаны с гипервирулентными клебсиеллами, 

их полисахариды рассматривают для создания 

конъюгативной клебсиеллезной вакцины [12].

Несмотря на ключевую роль плазмидно-ло-

кализованных детерминант резистентности, 

серорезистентность и устойчивость к фагоци-

тозу определяются ядерным геномом, а соче-

тание приобретенных и серотип-специфичных 

(ядерно-геномных) свойств играет определяю-

щую роль в итоговой степени вирулентно-

сти [22, 48].
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Плазмиды, несущие детерминанты 
и маркеры гипервирулентности, и пути 
формирования гибридного патотипа 
(конвергенции)

Подобно генам приобретенной резистентнос-

ти, ключевые детерминанты гипервирулент-

ности [38] имеют плазмидную локализацию 

и на сегодняшний день описанное разнообра-

зие таких плазмид относительно ограничено. 

Наиболее типичными плазмидами, несущими 

детерминанты гипервирулентности, считаются 

pLVPK [8] и pVIR-CR-HvKp4 [15, 37]. Ключевую 

роль играет кластер iucABCD, iutA, кодирующий 

аэробактин. Выявление этих генов в качестве 

маркеров с точностью 97% связано с гиперви-

рулентностью. Кластер iroBCDN, кодирующий 

сидерофор сальмохелин, ассоциирован с ги-

первирулентностью, так же как и гены аэробак-

тина, на 97% [38]. Кроме того, в качестве мар-

керов вирулентности предложены гены peg-344 

(транспортер) и peg-589, которые, соответствен-

но, на 94 и 97% связаны с гипервирулентностью, 

и гены rmpA и rmpA2 — «регуляторы мукоидного 

фенотипа» ассоциированы с гипервирулент-

ными свойствами на 95 и 96% соответственно. 

Таким образом, гипервирулентные свойства 

определяются несколькими кластерами генов, 

локализованными на плазмидах гипервиру-

лентности.

Распространение гипервирулентных штам-

мов, в первую очередь в азиатском регионе, свя-

зано с консервативными плазмидами «группы» 

pLVPK. Консервативность как самих первона-

чально обнаруженных плазмид вирулентности 

(типа pLVPK и pK2044), так и генетических 

линий с ними связанных (преимущественно 

CG23), вероятно, определяется отсутствием 

у данных плазмид кластера генов, отвечающих 

за конъюгацию. Драйвером распространения 

неконъюгативных плазмид с детерминантами 

гипервирулентности является клональное рас-

пространение, а не горизонтальный перенос 

генов. Тем не менее после достаточно долго-

го периода циркуляции плазмид с маркерами 

гипервирулентности (описываются начиная 

с 1986 г.) у клебсиелл некоторых генетических 

линий произошли события мобилизации де-

терминант гипервирулентности и, как след-

ствие, включение в горизонтальный пере-

нос генов в популяции (описанные случаи 

в 2016 г.), что привело к резкому расширению 

числа генетических линий и вариантов гене-

тических платформ, несущих гены гиперви-

рулентности. Также следствием мобилизации 

детерминант гипервирулентности является 

и расширение их ареала. Связь не совсем оче-

видна, но на примере важных генов антибио-

тикорезистентности можно проследить, что 

распространение мобильных генетических 

элементов за счет увеличения числа генети-

ческих линий клеток-хозяев, а иногда и числа 

видов, несущих данные детерминанты, при-

водит к более быстрому географическому рас-

пространению.

Первый путь формирования клебсиелл гиб-

ридного патотипа — это приобретение гипер-

вирулентными клебсиеллами «условно типич-

ными» для азиатского региона плазмид с гена-

ми, определяющими множественную резис-

тентность. Данный путь — самый очевидный. 

Можно также предположить, что приобретение 

плазмиды с генами множественной резистент-

ности скорее всего происходит во внутриболь-

ничной среде, где внебольничный изолят вмес-

те с пациентом попадает в стационар и про-

исходит конъюгативный перенос плазмиды 

с генами резистентности от классической вну-

трибольничной клебсиеллы к внебольничной 

гипервирулентной и, как результат, формиро-

вание клебсиеллы гибридного патотипа с дву-

мя плазмидами.

Первый тщательно изученный случай внутри-

больничной вспышки, вызванной K. pneumoniae, 

демонстрирующий одновременно свойства мно-

жественной резистентности и гипервирулент-

ности, и описанный в Китае в 2016 г. [15], был 

связан именно с двумя отдельными плазмида-

ми. Изоляты K. pneumoniae, вызвавшие в 2016 г. 

вспышку летальной инфекции, относились 

к ST11 — самому распространенному карбапе-

нем-резистентному сиквенс-типу в Китае, с ко-

торым связано более 60% всех случаев выявления 

клебсиелл, проявляющих резистентность к кар-

бапенемам [58]. Пять пациентов были госпита-

лизированы в ОРИТ, где у них развилась венти-

лятор-ассоциированная пневмония, вызванная 

карбапенем-резистентными K. pneumoniae. Все 

пять пациентов умерли в результате пневмонии, 

септического шока и полиорганной недостаточ-

ности. Продолжительность заболевания была 

от десяти дней до четырех месяцев.

Сравнение уровня вирулентности выделен-

ных при вспышке изолятов с типичными для 

данного региона карбапенем-резистентными 

клебсиеллами ST11 в эксперименте на личин-

ках Galleria mellonella показало, что при инфици-

ровании классическими клебсиеллами ST11 че-

рез 48 ч после инъекции выжили 80% личинок, 

а после инфицирования изолятами того же 

ST11, выделенными от пяти умерших пациен-

тов — уже через 24 ч погибли 100% личинок. 

Анализ данных полногеномного секвенирова-

ния выявил плазмиду pLVPK, с локализован-

ными на ней генами вирулентности iroBCDN, 

iucABCDiutA, rmpA, rmpA2 и irp1, irp2, и все пять 

изолятов имели конъюгативные плазмиды 
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с генами резистентности к карбапенемам и це-

фалоспоринам — blaKPC-2, blaCTX-M-65 и blaTEM-1. 

Ретроспективный скрининг почти четырехсот 

карбапенем-резистентных изолятов, относя-

щихся к ST11, проведенный в том же исследо-

вании, выявил 11 изолятов (3%), несущих гены 

вирулентности, из которых у двух, вероятно, 

присутствовала плазмида, аналогичная pLVPK, 

при этом все 11 изолятов также несли допол-

нительные плазмиды с генами карбапенемазы 

blaKPC-2.

Аналогичные случаи выявлялись в различ-

ных регионах мира, где представители отно-

сительно консервативной генетической линии 

с плазмидами, близкими к pLVPK, приобре-

тали конъюгативные плазмиды, характерные 

для конкретного региона, и в итоге изоляты 

демонстрировали гибридный патотип. В Китае 

подобных случаев описано больше всего [49], 

в частности c генами blaNDM-типа, blaOXA-48-

типа, и также описан вариант с карбапенемазой 

blaVIM-типа [11] и копродукцией карбапенемаз 

blaNDM-1 и blaKPC-2 [26]. В Японии клебсиелла ST11 

с pLVPK-подобной плазмидой приобрела вто-

рую плазмиду с распространенной в этой стра-

не карбапенемазой IMP-типа [17].

Второй гипотетический путь формирования 

клебсиелл гибридного патотипа — интеграция 

генов резистентности в плазмиду типа pLVPK. 

Данный вариант можно считать тупиковым, 

так как без интеграции кластера генов, кото-

рый бы мог обеспечить конъюгативный пере-

нос, такое генетическое событие эволюционно 

малоперспективно, либо промежуточно (с точ-

ки зрения мобилизации детерминант гиперви-

рулентности). Интеграция мобильных элемен-

тов, таких как транспозоны, инсерционные по-

следовательности (IS-элементы) и интегроны, 

способна увеличить вероятность дальнейшей 

рекомбинации плазмид.

Третий вариант — наиболее интересный 

и потенциально наиболее значительный в кон-

тексте распространении клебсиелл гибрид-

ного патотипа — формирование конъюгатив-

ных плазмид, несущих одновременно маркеры 

и гипервирулентности, и множественной ре-

зистентности. Так как «исходные» плазмиды, 

которые сейчас известны, неконъюгативны, 

можно предположить, что сначала произошли 

события, описанные выше, а затем в резуль-

тате рекомбинации сформировались мозаич-

ные плазмиды, способные к конъюгативно-

му переносу. С момента формирования таких 

генетичес ких платформ гибридный патотип 

могут приобретать клебсиеллы различных ге-

нетических линий и исчезает связь с исходным 

«азиатским» клональным комплексом CG23. 

На сегодняшний момент гибридные плазмиды 

описаны, помимо Китая, в Англии [51], Чехии 

(публикации нет, только последовательность 

в базе GenBank) и России [23, 45].

В Англии описаны гибридные плазмиды, 

относящихся к внутрибольничным генетичес-

ким линиям ST15, ST48, ST101, ST147 и ST383. 

Важно отметить, что описанные изоляты были 

выделены в различных городах, а также у них 

обнаруживалась мозаичность плазмид, вы-

ражающаяся в различных сочетаниях генов 

гипервирулентности и резистентности на раз-

личных плазмидах отдельных штаммов. Так, 

гены карбапенемаз могут быть как на одной 

плазмиде с генами гипервирулентности, так 

и сосуществовать на разных плазмидах, так же 

как и гены гипервирулентности могут присут-

ствовать как на одной, так и на разных плазми-

дах одного изолята. В качестве примера можно 

привести гены, локализованные на плазмиде 

pKpvST383L (GB: CP034201) длиной 372826 п.о. 

Из генов вирулентности на ней локализованы: 

iutA (рецептор аэробактина), iucABCD (кластер 

аэробактина), rmpA/rmpA2 (регуляторы мукоид-

ного фенотипа), terABCDEWXYZ (гены устойчи-

вости к теллуриту), cobW (синтез кобаламина), 

luxR (регулятор экспрессии генов вирулент-

ности), pagO (защита от фагоцитоза), shiF (ве-

роятно, участвует в транспорте лизина). Также 

на ней локализованы следующие гены рези-

стентности: blaNDM-5, blaCTXM-15, blaOXA-9, qnrS1, 

blaTEM-1B, dfrA5, catA1, sul1, sul2, armA, aph(30)-

1a, aph(30)-VI, aac(60)-lb, aadA1, aac(60 )-lb-cr, 

mph(A), mph(E) и msr(E). Появление гибридных 

плазмид среди генетических линий, относя-

щихся к типичным внутрибольничным груп-

пам, расширяет генетическое разнообразие 

представителей гибридного патотипа.

Распространение hv-MDR-Kpn в мире 
и в России

Несмотря на относительно скромное число 

описанных случаев hv-MDR-Kpn даже в Китае, 

основываясь на опыте с появлением и распро-

странением карбапенемаз и генов mcr-типа, 

есть высокая вероятность, что в ближайшее 

время последует значительное число публика-

ций, отражающих актуальную ситуацию в мире 

и России, в частности.

Первые случаи в России hv-MDR-Kpn описа-

ны в 2018 г. в Москве на основе анализа коллек-

ции клебсиелл, собранных в 2012–2016 гг. Были 

обнаружены девятнадцать изолятов, демон-

стрирующих уровень вирулентности на мы-

шах LD50 ≤ 104. Выявленные гипервирулентные 

штаммы относились к азиатской клональной 

группе ST23, несли плазмиду, близкую к ти-

повой гипервирулентной плазмиде pLVPK [8], 

а также две дополнительные плазмиды, несу-

щие гены приобретенной резистентности, в том 
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числе карбапенемазу OXA-48 [24]. Всего авторы 

выявили 22 изолята, демонстрирующих гипер-

мукоидный фенотип, из которых наиболее ви-

рулентные относились к K1, K2 и K54 капсуль-

ным серотипам [24]. Также в 2020 г. описана 

клебсиелла ST23, несущая набор генов гипер-

вирулентности вместе с карбапенемазой OXA-

48, выделенная в 2017 г. из крови пациента в от-

делении гематологии [43]. В 2020 г. описан еще 

один случай гипервирулентной клебсиеллы, 

ST23-K1, продуцирующей карбапенемазу OXA-

48-типа, выделенной от пациента отделения 

реанимации в 2014 г. [41]. Анализ плазмид по-

казал, что аэробактиновый кластер локализо-

ван на плазмиде, типичной для гипервирулент-

ных клебсиелл ST23, а гены резистентности 

(blaCTX-M-15 и blaOXA-48) локализованы на двух раз-

ных, также распространенных, плазмидах [41]. 

Таким образом, описанные случаи hv-MDR-

Kpn связаны с распространением гипервиру-

лентных клебсиелл, относящихся к ST23-K1, 

имеющих эпидемиологическую связь с Китаем 

и сумевших приобрести дополнительные плаз-

миды с генами резистентности. Возможно, дан-

ные изоляты приобретают детерминанты резис-

тентности, попадая уже во внутрибольничную 

среду в России.

Принципиально иная ситуация описана 

в Санкт-Петербурге [23]. Описаны изоляты, от-

носящиеся к внутрибольничным генетическим 

линиям ST147-K2, ST395-K20, демонстрирую-

щие различные комбинации генов приобре-

тенной резистентности и генов гипервирулент-

ности, среди которых 13 из 15 являются проду-

центами карбапенемаз NDM-типа. Различный 

набор генов, как резистентности, так и виру-

лентности, коррелировал с фенотипом и уров-

нем вирулентности в септической модели на мы-

шах. Изоляты, где плазмидно-локализованные 

сидерофоры представлены только аэробакти-

ном, демонстрировали меньшую летальность 

(104 КОЕ), чем те, где представлены и аэробак-

тин, и иерсиниобактин (102 КОЕ). Описанные 

случаи внутрибольничных hv-MDR-Kpn по на-

бору приобретенных генов очень близки к опи-

санным в Англии случаям [50]. Можно сделать 

вывод, что на сегодняшний день в России опи-

саны два пути формирования hv-MDR-Kpn: 

приобретение классическими гипервирулент-

ными генетическими линиями, имеющими 

эпидемиологическую связь с Тихоокеанским 

регионом плазмид с генами резистентности 

(в Москве, например), а также приобретение 

типичными внутрибольничными генетичес-

кими линиями, для которых характерна мно-

жественная резистентность, плазмид, несущих 

гены гипервирулентности.

Заключение

За прошедшие десять лет после описа-

ния в России первых клебсиелл, продуци-

рующих карбапенемазы, мы наблюдали рас-

пространение устойчивости к карбапенемам. 

Распространение нескольких различных типов 

карбапенемаз демонстрирует, что изменение 

свойств микробного сообщества, в частности 

внутрибольничного, является системной ре-

акцией на введение в практику новых препа-

ратов. Появление в России hv-MDR-Kpn также 

связано с разнообразием генетических линий 

и путями формирования комбинированного 

патотипа, что указывает на глобальную тен-

денцию и возможную системность изменения 

свойств микробного сообщества. В случае по-

вторения пессимистичного сценария, который 

наблюдался последние десять лет в связи с рас-

пространением карбапенемаз, эффективности 

здравоохранения будет нанесен более чем су-

щественный вред.

Важно отметить, что в Китае после описан-

ного случая были введены меры, направленные 

на предотвращение внутрибольничных вспы-

шек гипервирулентных карбапенем-резистент-

ных штаммов. Самые значимые их них: скри-

нинг на ректальное носительство перед го-

спитализацией, изоляция пациентов, меры 

по дезинфекции медицинского персонала, кон-

тактирующего с носителями, двухнедельный 

период дезинфекции боксов, в которых находи-

лись пациенты с гипервирулентными множе-

ственно резистентными клебсиеллами.
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МЕТОДИЧЕСКИЕ ПОДХОДЫ 

К ДИФФЕРЕНЦИАЛЬНОЙ ДЕТЕКЦИИ 

ВЭБ-1/ВЭБ-2 И ВГЧ-6A/ВГЧ-6B В СЛЮНЕ

М.И. Попкова1, О.В. Уткин1, Д.А. Брызгалова1, А.О. Сенатская1, Е.А. Соболева2, 

Н.А. Сахарнов1, Е.Н. Филатова1, Е.А. Кулова3

1 ФБУН Нижегородский НИИ эпидемиологии и микробиологии им. академика И.Н. Блохиной Роспотребнадзора, 

Нижний Новгород, Россия
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3 ООО «Тонус Кроха и семейная стоматология», Нижний Новгород, Россия

Резюме. Вирус Эпштейна–Барр (ВЭБ) и вирусы герпеса человека 6А и 6В (ВГЧ-6А и ВГЧ-6В) убиквитарны, ин-

фицируют все социальные группы. В России сведения о генетической неоднородности ВЭБ, даже на уровне 

основных типов (ВЭБ-1 и ВЭБ-2), а также ВГЧ-6А и ВГЧ-6В, их распространенности и клиническом значении 

ограничиваются единичными публикациями. Преимущественно исследовались плазма и лейкоциты крови. 

Слюна — основной фактор передачи и распространения ВЭБ- и ВГЧ-6А/В-инфекции, доступный, недорогой, 

неинвазивный материал для обнаружения вирусной ДНК. Цель данной работы — совершенствование методи-

ческой базы для дифференциальной детекции ВГЧ-6А/ВГЧ-6B и основных типов ВЭБ в слюне. Материалом 

исследования послужила нестимулированная смешанная слюна детей в возрасте 1–17 лет с острым инфекци-

онным мононуклеозом (n = 22) и с отсутствием клинических симптомов данного заболевания (n = 26), а также 

условно здоровых взрослых (n = 9). Образцы собирали однократно и в динамике (ежедневно в течение 14 дней). 

Количественное определение ДНК ВЭБ и ВГЧ-6А/В выполнено методом полимеразной цепной реакции (ПЦР) 

в реальном времени. Для дифференциальной детекции ВЭБ-1/ВЭБ-2 и ВГЧ-6А/ВГЧ-6В в работе применялся 

оптимизированный однораундовый вариант ПЦР с электрофоретической детекцией продуктов амплификации 

в агарозном геле. В результате частота выявления ДНК ВЭБ, ВГЧ-6А/В и ВЭБ+ВГЧ-6А/В при остром инфек-

ционном мононуклеозе составила 95, 91 и 86%, среди условно здоровых детей — 69, 85 и 61,5% соответственно. 

Установлено, что у детей Нижегородского региона в слюне преобладают исключительно ВЭБ-1 и ВГЧ-6В. По ре-

зультатам 14-дневного динамического мониторинга выделения вирусов со слюной у здоровых вирусоносителей 

(взрослых и детей) показано, что однократное исследование ДНК ВЭБ не позволяет достоверно оценить инфи-

цированность лиц или интенсивность выделения ВЭБ. При этом ВГЧ-6А/В характеризуется более постоянным 

и равномерным выделением. Оптимизированный в данной работе методический подход позволяет раздельно 

детектировать ВЭБ-1/ВЭБ-2 и ВГЧ-6А/ВГЧ-6В по единому лабораторному протоколу, а в сочетании с допол-

нительным этапом пробоподготовки слюны повышает диагностическую чувствительность ПЦР-анализа, ми-

нимизирует долю дискордантных и ложноотрицательных результатов. Такой комплексный подход может при-

меняться в диагностических, эпидемиологических и научно-исследовательских целях.

Ключевые слова: ВЭБ-1, ВЭБ-2, ВГЧ-6А, ВГЧ-6В, слюна, ПЦР, генотипирование, дифференциальная детекция.
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METHODOLOGICAL APPROACHES TO DIFFERENTIAL DETECTION OF EBV1/EBV2 

AND HHV6A/HHV6B IN SALIVA

Popkova M.I.a, Utkin O.V.a, Bryzgalova D.A.a, Senatskaia A.O.a, Soboleva E.A.b, Sakharnov N.A.a, Filatova E.N.a, 

Kulova E.A.с

aAcademician I.N. Blokhina Nizhny Novgorod Scientific Research Institute of Epidemiology and Microbiology, Nizhniy Novgorod, 

Russian Federation
bPrivolzhsky Research Medical University of the Ministry of Health of the Russian Federation, Nizhniy Novgorod, 

Russian Federation
cTonus Krokha and Family Dentistry Clinic LLC, Nizhniy Novgorod, Russian Federation

Abstract. Epstein–Barr virus (EBV) and human herpesviruses 6A and 6B (HHV6A and HHV6B) are ubiquitous, infect-

ing representatives of all social groups, starting from early childhood. Currently, information on the genetic heterogeneity 

of EBV, even at the level of the main types (EBV1 and EBV2), as well as HHV6A and HHV6B, their prevalence and clinical 

significance are limited mainly by foreign data. In Russia, there are not so many publications devoted to this issue. In this 

case, the objects of study are mainly plasma and leukocytes of peripheral blood, scrapings or swabs from the oropharynx are 

used much less often. Saliva is the main factor in the transmission and spread of EBV and HHV6A/B infections. Saliva test-

ing is an affordable, inexpensive, and non-invasive method for detecting viral DNA. The purpose of this work is to improve 

the methodological base for differential detection of HHV6A/HHV6B and the main types of EBV in saliva. The material 

for the study was unstimulated mixed saliva of children aged 1–17 years with acute infectious mononucleosis (n = 22) and 

no clinical symptoms of this disease (n = 26), as well as conditionally healthy adults (n = 9). Samples were collected once 

and dynamically (daily for 14 days). The detection and quantification of EBV DNA and HHV6A/B DNA was performed 

using real-time PCR. For the differential determination of EBV1/EBV2 and HHV6A/HHV6B, an optimized one-round 

PCR variant with electrophoretic detection of amplification products in an agarose gel was used. Statistical data process-

ing was carried out using the R programming language and the RStudio environment. According to the results of our own 

research, the frequency of detection of EBV, HHV6A/B and EBV+HHV6A/B DNA in acute infectious mononucleosis 

was 95, 91 and 86%, and among conventionally healthy children — 69, 85 and 61.5%, respectively. It was found that among 

the examined children of the Nizhny Novgorod Region, EBV1 and HHV6B prevail in the viral population, which is consist-

ent with existing ideas about their geographical distribution in the adjacent territories. EBV2 and HHV6A were not detected 

in any of the examined saliva samples. According to the results of 14-day dynamic monitoring of saliva virus secretion 

in healthy virus carriers (adults and children), it was shown that a single EBV DNA study does not allow to reliably assess 

the infection of individuals or the intensity of EBV secretion. In this case, HHV6A/B is characterized by a more constant 

and uniform release. The methodological approach optimized in this work makes it possible to separately detect EBV1/

EBV2 and HHV6A/HHV6B according to a single laboratory protocol, and in combination with an additional stage of saliva 

sample preparation increases the diagnostic sensitivity of PCR analysis, minimizes the proportion of discordant and false 

negative results. Such an integrated approach can be applied for diagnostic, epidemiological and research purposes.

Key words: EBV1, EBV2, HHV6A, HHV6B, saliva, PCR, genotyping, differential detection.

Введение

Вирус Эпштейна–Барр (ВЭБ) и вирусы гер-

песа человека 6А и 6В (ВГЧ-6А и ВГЧ-6В) убик-

витарны, инфицируют представителей всех со-

циальных групп, начиная с раннего детского 

возраста. Они характеризуются выраженной 

лимфотропностью, способностью к хромосом-

ной интеграции генома, модуляции иммунного 

ответа организма хозяина, онкогенным потен-

циалом. ВЭБ общеизвестен как самый частый 

возбудитель инфекционного мононуклеоза (ИМ) 

(76,6% случаев) [4], ВГЧ-6В является этио логи-

ческим агентом внезапной экзантемы, реже ИМ, 

в то время как специфическая форма ВГЧ-6А-

инфекции еще не определена [10]. Спектр ВЭБ- 

и ВГЧ-6А/В-ассоциированных заболеваний 

у детей и взрослых постоянно расширяется 

и уточняется. Специфические средства их ле-

чения и профилактики до настоящего времени 

не разработаны.

ВЭБ характеризуется генетической гетеро-

генностью. Первой и общепринятой классифи-

кацией генетического разнообразия ВЭБ явля-

ется деление на два основных типа — ВЭБ-1 

и ВЭБ-2 [20]. Патогенетическая роль каждо-

го из них до конца не изучена, доказательств 

о связи генотипов с развитием различных за-

болеваний недостаточно. ВГЧ-6А и ВГЧ-6В 

были официально ратифицированы в 2012 г. 

Международным комитетом по таксоно-

мии вирусов (ICTV) как два разных вида, за-

менив ВГЧ-6 [13]. Обобщающее название 

«ВГЧ-6» или «ВГЧ-6А/В» встречается в иссле-

дованиях, не предусматривающих видовую 

дифференциа цию [21]. Эксперты призыва-

ют ученых и врачей четко различать ВГЧ-6А 

и ВГЧ-6В для их клинической и эпидемиоло-

гической стратификации [13].

Существующие серологические методы 

не позволяют раздельно определять ВГЧ-6А, 

ВГЧ-6В и основные типы ВЭБ. Для их диффе-
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ренциальной детекции применяют методы, 

основанные на полимеразной цепной реакции 

(ПЦР), при этом основная часть исследований 

реализована с помощью «гнездовой» ПЦР [12, 

42]. Зарегистрированных тест-систем для ти-

пирования ВЭБ-1/ВЭБ-2 и ВГЧ-6А/ВГЧ-6В 

в России нет, что ограничивает возможности их 

применения в клинической практике.

В публикациях отечественных авторов диф-

ференциальная детекция ВГЧ-6А/ВГЧ-6В и ос-

новных типов ВЭБ носит эпизодический и про-

тиворечивый характер [6, 8, 12]. Объектами ис-

следования преимущественно являются плазма 

и лейкоциты периферической крови, значи-

тельно реже используются соскобы или смы-

вы из ротоглотки. В то же время в зарубежных 

публикациях показана принципиальная воз-

можность исследования с этой целью слюны. 

При этом только единичные работы посвящены 

одновременной дифференциальной детекции 

ВЭБ-1/ВЭБ-2 и ВГЧ-6А/ВГЧ-6В [27].

Слюна — основной фактор передачи и распро-

странения ВЭБ- и ВГЧ-6А/В-инфекции. Иссле-

дование слюны представляет собой доступный, 

недорогой и неинвазивный способ обнаружения 

вирусной ДНК [16, 31, 40]. Известно, что разные 

штаммы одного и того же вируса доминируют 

в разных биосубстратах (лейкоциты крови, плаз-

ма, слюна, опухолевые ткани), могут мигриро-

вать между ними в ходе жизненного цикла или 

замещаться на новые в результате повторного 

инфицирования [28, 39, 40]. В целом характери-

стика генетических особенностей циркулирую-

щих вирусов лежит в основе изучения патогене-

за, целевой разработки методов лабораторной 

диагностики, вакцин, средств специфической 

терапии, а также совершенствования системы 

эпидемиологичес кого надзора за инфекциями.

Целью данной работы явилось совершен-

ствование методической базы для дифферен-

циальной детекции ВГЧ-6А/ВГЧ-6B и основ-

ных типов ВЭБ в слюне.

Материалы и методы

Обследованию подлежали дети в возрасте 

1–17 лет (медиана 6 [3; 10] лет), госпитализи-

рованные в  ГБУЗ НО «Детская инфекционная 

больница № 8 г. Нижнего Новгорода» с кли-

ническим диагнозом «Острый инфекционный 

мононуклеоз» (ОИМ) (n = 22). Группа сравне-

ния сформирована из клинически здоровых 

детей сопоставимого пола и возраста (n = 26), 

проходивших диспансеризацию в ООО «Тонус 

Кроха и семейная стоматология» (г. Нижний 

Новгород). Взрослые условно здоровые доноры 

были привлечены для отработки методов и ди-

намического наблюдения выделения вирусов 

со слюной (n = 9).

Материалом для исследования послужи-

ла нестимулированная смешанная слюна (да-

лее — слюна). Образцы собирали однократно 

и в динамике. Однократный забор материа-

ла проводили: 1) у пациентов с ОИМ в первые 

3–10 дней от начала клинических проявлений; 

2) у здоровых волонтеров в день обследования. 

Для исследования динамики выделения ВЭБ 

и ВГЧ-6А/В со слюной у шести клинически здо-

ровых вирусоносителей (5 взрослых 25–40 лет 

и 1 ребенок 3 лет) материал собирали ежедневно 

в течение 14 дней.

Информированное согласие родителей или 

опекунов на проведение исследовательской ра-

боты в соответствии с положениями Хельсинк-

ской декларации (2013) было получено лечащи-

ми врачами медицинских организаций.

Сбор материала. Сбор материала проводили 

утром после сна натощак до проведения гигие-

нических процедур полости рта. Применяли 

традиционную методику накопления слюны 

в ротовой полости и сплевывания ее в контей-

нер для сбора биоматериала. Использовали 

пластиковые одноразовые емкости с крышкой. 

Образцы слюны доставляли в лабораторию в те-

чение 2 часов, аликвотировали в микропробир-

ки объемом 1,5 мл по 100 мкл для реализации 

способа 1, 300 мкл для реализации способа 2, 

дополнительно по 500 и 1000 мкл для отработки 

способа 2. Пробы хранили при –80°С до момен-

та исследования. Допускалось только однократ-

ное замораживание–оттаивание биоматериала.

Пробоподготовка. Способ 1. Предварительная 

обработка проб слюны не требуется [3].

Способ 2. Пробы цельной слюны в объеме 

300 мкл предварительно обрабатывали путем 

центрифугирования при 13 000 об/мин в тече-

ние 5 мин. На этапе отработки метода на биома-

териале взрослых здоровых волонтеров таким 

же образом обрабатывали пробы по 500 мкл 

и 1000 мкл. Полученную надосадочную жид-

кость удаляли (на этапе отработки метода ее ис-

пользовали для ПЦР-анализа). К осадку добав-

ляли до 100 мкл деионизированной воды I типа 

и тщательно ресуспендировали. Полученную 

суспензию осадка использовали для выделения 

нуклеиновых кислот.

Выделение ДНК. Экстракцию тотальной 

ДНК проводили с помощью комплекта реаген-

тов для выделения РНК/ДНК из клиническо-

го материала «РИБО-преп» (ФБУН ЦНИИЭ 

Роспотребнадзора, Россия).

Способ 1. При работе с цельной слюной 

и надосадочной жидкостью точно следовали 

инструкции производителя. Для выделения ви-

русной ДНК использовали 100 мкл пробы.

Способ 2. Материалом для выделения ну-

клеиновых кислот послужили 100 мкл пред-

варительно подготовленной суспензии осадка 
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слюны. В ходе выделения проводили дополни-

тельный этап: смесь осадка слюны и лизирую-

щего раствора после прогревания (65°С, 5 мин) 

центрифугировали при 13 000 об/мин в течение 

5 мин. Полученный супернатант полностью от-

бирали и переносили в чистую пробирку объ-

емом 1,5 мл, сразу добавляли к нему раствор для 

преципитации, продолжая процедуру выделе-

ния согласно инструкции.

Концентрацию и чистоту выделенной тоталь-

ной ДНК измеряли с помощью спектрофотоме-

тра BioPhotometer Plus (Eppendorf, Германия).

Количественное определение ДНК ВЭБ и ДНК 

ВГЧ-6А/В. Выявление и количественное опре-

деление ДНК вирусов выполняли с помощью 

ПЦР в реальном времени (ПЦР-РВ) с примене-

нием коммерческих наборов «АмплиСенс® EBV-

cкрин/монитор-FL» и «АмплиСенс® HHV6-

cкрин-титр-FL» (ФБУН ЦНИИЭ Роспотреб-

надзора, Россия) на амплификаторе Rotor-

Gene Q 5plex HRM (Qiagen, Германия). Лабора-

торный протокол для ПЦР-РВ соблюдался со-

гласно инструкции производителя. Результаты 

выражали в количественном формате — в коли-

честве копий ДНК на мл образца цельной слюны, 

а при сравнительном анализе двух способов про-

боподготовки — в копиях ДНК в пробе.

Дифференциальная детекция ВЭБ-1/ВЭБ-2 

и ВГЧ-6А/ВГЧ-6В. Для раздельной детекции ос-

новных типов ВЭБ (ВЭБ-1 и ВЭБ-2) применен 

модифицированный нами вариант описанной 

ранее двухраундовой «гнездовой» ПЦР [42]. 

ПЦР проводили в один раунд в разных про-

бирках с использованием специфических пар 

праймеров, ранее использовавшихся для второ-

го раунда: Ap1 (5′-TCT TGA TAG GGA TCC GCT 

AGG ATA-3′) и Ap2 (5′-ACC GTG GTT CTG GAC 

TAT CTG GAT C-3′), амплифицирующих фраг-

мент 497 п.н. (англоязычная аббревиатура — bp), 

и Bp1 (5′-CAT GGT AGC CTT AGG ACA TA-3′) 

и Bp2 (5′-AGA CTT AGT TGA TGC CCT AG-3′), 
амплифицирующих фрагмент 150 п.н., которые 

детектируют ВЭБ-1 и ВЭБ-2 соответственно [42].

Для раздельной детекции ВГЧ-6А и ВГЧ-6В 

применен метод, описанный в статье S. Reddy 

и P. Manna [41]. Одностадийный вариант ПЦР 

проводили в одной пробирке, используя прай-

меры, специфичные к немедленно раннему гену 

(IE) вируса: forward (CTC ATA AGG TGC TGA 

GTG ATC AGT T) и reverse (CCT CAG TGA CAG 

ATC TGG GC) [41]. В данном случае использу-

ется одна пара праймеров, которые в реакции 

амплификации дают два разных по размеру 

фрагмента — 206 п.н. и 431 п.н., соответствую-

щих ВГЧ-6А и ВГЧ-6В.

Дифференциальный ПЦР-анализ проводи-

ли в отдельных пробирках (для ВЭБ-1, ВЭБ-2 

и ВГЧ-6А/ВГЧ-6В). Состав реакционной сме-

си общим объемом 25 мкл включал следую-

щие реагенты: праймеры (5 пкМ в реакцию) 

(ДНК-синтез, Россия); 5-кратный Taq Red бу-

фер 12,5 мМ Mg2+ (Евроген, Россия); 5 е.а. HS 

Taq ДНК-полимеразы (Евроген, Россия); смесь 

дезоксинуклеозидтрифосфатов (до конечной 

концентрации 0,1 мМ) (Евроген, Россия); де-

ионизированную воду I типа (Milli-Q Integral 3, 

Франция). В качестве матрицы использовали 

выделенную ДНК в объеме 5 мкл на реакцию. 

В данном исследовании для дифференциаль-

ной детекции ВЭБ-1/ВЭБ-2 и ВГЧ-6А/ВГЧ-6В 

нами применялся оптимизированный единый 

лабораторный протокол приготовления ре-

акционной смеси и температурного профиля 

ПЦР-анализа. Условия для проведения ампли-

фикации в работе не приведены, так как оп-

тимизированный вариант является объектом 

патентной защиты. Амплификацию специфич-

ных фрагментов проводили на амплификаторе 

MaxyGene Gradient (Axygen, США).

В качестве контрольных материалов при 

дифференциальной ПЦР использованы поло-

жительный контроль (К+) — ДНК ВЭБ-1, ДНК 

ВЭБ-2, ДНК ВГЧ-6В, полученная нами в пре-

дыдущих исследованиях из лейкоцитов пери-

ферической крови пациентов с ОИМ ВЭБ- или 

ВГЧ6-этиологии, а также отрицательный кон-

троль (К–) — деионизированная вода I типа.

Продукты ПЦР-амплификации анализиро-

вали с помощью электрофореза в 1,8% агароз-

ном геле, содержащем бромид этидия (0,02% 

по объему). В качестве стандарта для опреде-

ления длины двуцепочечных молекул ДНК 

в интервале 100–1500 п.н. использовали маркер 

длин ДНК (М) 100+ bp DNA Ladder (Евроген, 

Россия). Результаты детектировали на транс-

иллюминаторе InGenius 3 с использованием 

программного обеспечения GeneSys (Syngene, 

Великобритания). Полученные данные выра-

жали в качественном формате — положитель-

ный или отрицательный.

Статистическая обработка данных прово-

дилась с использованием языка программи-

рования R версии 4.0.0 (The R Foundation for 

Statistical Computing, Inc) 1 и среды RStudio вер-

сия 1.4.1106 (RStudio, PBC) 2. Принадлежность 

выборок к нормальному распределению опре-

деляли с помощью критерия Шапиро–Уилка 

и графиков квантилей. Для попарного сравне-

ния независимых выборок использован крите-

рий Манна–Уитни и коэффициент ранговой 

1 https://www.R-project.org
2 http://www.rstudio.com
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корреляции Спирмена. Для поиска различий 

способов 1 и 2 использовали тест Уилкоксона 

для зависимых выборок. Рассчитанные значе-

ния р корректировали с применением поправ-

ки Холма–Бонферрони для множественных 

сравнений. Различия считали статистически 

значимыми при скорректированном р < 0,05. 

Полученные концентрации вирусной ДНК 

представляли в виде Me [Q1; Q3] (где Ме — ме-

диана, Q1, Q3 — первый и третий квартили).

Результаты

На первом этапе исследования нами прове-

дено тестирование проб вирусной ДНК, выде-

ленной из цельной слюны без предварительной 

пробоподготовки (способ 1).

Количественное определение ДНК ВЭБ и ДНК 

ВГЧ-6А/В. Все образцы цельной слюны были 

исследованы на наличие ДНК ВЭБ и ДНК 

ВГЧ-6А/В методом количественной ПЦР-РВ. 

Среди детей с ОИМ ДНК ВЭБ обнаружена в 95% 

случаев (21/22), а ее концентрация составля-

ла 730 455 [118 994; 5 053 700] копий/мл. Только 

у одного ребенка в слюне ДНК ВЭБ не детек-

тировалась, при этом выявлялась ДНК ВГЧ-

6А/В в концентрации 4866 копий/мл. В целом 

ДНК ВГЧ-6А/В обнаружена у 82% (18/22) обсле-

дованных пациентов при значениях концентра-

ции ДНК вируса 15 [0; 5680] копий/мл (только 

у троих детей она была выше третьего квартиля).

В группе здоровых детей положительны-

ми на ДНК ВЭБ были 50% (13/26) проб слюны, 

ДНК ВГЧ-6А/В — 81% (21/26). При этом кон-

центрация ДНК ВЭБ была значительно ниже, 

чем в группе ОИМ, — 447 [85; 2925] копий/мл 

(р < 0,001). Следует отметить, что на фоне от-

сутствия клинических симптомов у троих детей 

уровни ДНК ВЭБ отличались наиболее высо-

кими значениями в данной группе обследо-

ванных (143 972–828 020 копий/мл) и были со-

поставимы с показателями пациентов с ОИМ. 

Концентрация ДНК ВГЧ-6А/В у здоровых де-

тей составила 27 800 [3742; 53 437] копий/мл, что 

статистически значимо превысило ее значение 

в группе детей с ОИМ (р = 0,009). При этом ре-

зультаты измерения тотальной ДНК в группах 

сравнения не различались (р = 0,359).

Микст-инфекция (ВЭБ+ВГЧ-6А/В) по ре-

зультатам исследования слюны в группе детей 

с ОИМ выявлялась у 82% (18/22), а в группе здо-

ровых детей — у 46% (12/26) обследованных.

Дифференциальная детекция ВЭБ-1/ВЭБ-2. 

На этапе генотипирования ВЭБ дифференци-

альная детекция ВЭБ-1 и ВЭБ-2 проводилась 

не в формате двухраундовой «гнездовой» ПЦР, 

описанной в статье [42], а в оптимизированном 

нами однораундовом варианте, который ранее 

применялся для дифференциальной детекции 

ВЭБ-1 и ВЭБ-2 в лейкоцитах периферической 

крови и отличался проведением амплификации 

в один раунд с использованием праймеров, при-

веденных в разделе «Материалы и методы» (ис-

ходно использовались во втором раунде ПЦР). 

ПЦР-анализ выполнялся для каждой пробы 

в двух отдельных пробирках и позволил выяв-

лять ВЭБ-1 (497 п.н.) и ВЭБ-2 (150 п.н.) (рис. 1).

В ходе тестирования проб цельной слю-

ны детей с ОИМ был выявлен только ВЭБ-1. 

Установлено, что у здоровых вирусоносителей 

в слюне также доминировал ВЭБ-1. При типи-

ровании ВЭБ в однораундовой ПЦР был по-

лучен отрицательный результат в одной ВЭБ-

положительной пробе по результатам ПЦР-РВ.

Раздельная детекция ВГЧ-6А/ВГЧ-6В. Опре-

деление ВГЧ-6А и ВГЧ-6В проводилось в ходе 

однораундовой ПЦР в одной пробирке [41]. 

При обследовании пациентов с ОИМ в цельной 

слюне выявлялся только ВГЧ-6В. Дискор дант-

ность результатов увеличилась: 4 ВГЧ-6А/В-

позитивные пробы (по результатам ПЦР-РВ) 

прошли как отрицательные. В группе здоро-

вых детей также единственным выявленным 

видом стал ВГЧ-6В. При исследовании матери-

ала в данной группе расхождения результатов 

не наблюдалось.

Рисунок 1. Результаты оптимизированной однораундовой ПЦР для дифференциальной детекции 

ВЭБ-1 и ВЭБ-2 в пробах цельной слюны пациентов с острым ВЭБ-инфекционным мононуклеозом

Figure 1. Optimized one-round PCR results for differential detection of EBV1 and EBV2 in whole saliva samples from 
patients with acute EBV-infectious mononucleosis
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Проанализировав ситуацию с дискордант-

ными результатами, мы установили, что в од-

ном случае концентрация ДНК ВГЧ-6А/В со-

ставляла 5,8 копий в пробе, а в остальных коли-

чество вирусной ДНК было ≤ 1 копии в пробе. 

Следует отметить, что среди других пациентов 

и в группе здоровых детей при этих же концен-

трациях регистрировались и положительные 

результаты.

На следующем этапе для оптимизации 

дифференциальной детекции ВЭБ-1/ВЭБ-2 

и ВГЧ-6А/ВГЧ-6В работа проводилась по двум 

направлениям: а) обогащение матрицы для 

ПЦР-анализа на основе оптимизации этапа 

пробоподготовки слюны; б) проведение второ-

го раунда ПЦР с теми же праймерами, которые 

использовались в однораундовой ПЦР (реам-

плификация).

Оптимизация способа пробоподготовки слю-

ны. На основе исследования слюны взрослых 

здоровых волонтеров выполнен сравнитель-

ный анализ трех ее фракций: цельная слюна без 

предварительной обработки (100 мкл), осадок 

и надосадочная жидкость, полученные из раз-

ных объемов того же образца слюны (300, 500 

и 1000 мкл) после пробоподготовки путем цен-

трифугирования при 13 000 об/мин в течение 

5 минут. Этот же режим центрифугирования 

дополнительно применялся для последующе-

го выделения вирусной ДНК из осадка слюны 

на этапе между лизированием проб и преципи-

тацией.

На рис. 2 показано, что в образце одного 

и того же донора вирусная ДНК в пробах на-

досадочной жидкости не выявлялась ни при 

количественном, ни при качественном одно-

раундовом варианте ПЦР-анализа. Отметим, 

что при отработке метода в отдельных случаях, 

когда концентрация ДНК ВЭБ в цельной слюне 

превышала 1000 копий в пробе, в надосадочной 

жидкости выявлялась вирусная ДНК в количе-

стве 1–2 копии в пробе.

В осадке слюны, наоборот, во всех случаях 

наблюдалось повышение количества копий ви-

русной ДНК по сравнению с цельной слюной, 

что также выражалось в улучшении визуализа-

ции ПЦР-фрагментов на электрофореграмме. 

При этом значения концентрации вирусной 

ДНК в осадке слюны увеличивались непропор-

ционально объему использованного для анали-

за образца цельной слюны. Количество копий 

вирусной ДНК в пробах осадка, полученных 

из 1000 мкл слюны, было меньше, чем количе-

ство копий, полученных из 300 мкл. В процессе 

отработки метода было установлено, что объем 

образца более 300 мкл значительно изменял ка-

чественные характеристики большинства проб 

осадка слюны. В этом случае отмечалось сни-

жение специфичности и воспроизводимости 

выявления вирусной ДНК в триплетах на этапе 

дифференциального ПЦР-анализа (появление 

шмеров на электрофореграммах и отсутствие 

специфических фрагментов в повторах).

На основе полученных результатов в ходе 

дальнейших исследований нами применял-

ся оптимизированный методический подход, 

основанный на ПЦР-анализе вирусной ДНК, 

выделенной модифицированным способом 

из осадка слюны, полученного путем центри-

фугирования 300 мкл образца (способ 2).

Результаты сравнения способа 1 и способа 2. 

Способ 2 был применен к тому же набору образ-

цов слюны детей, что и способ 1. При попарном 

сравнении результатов количественной ПЦР-

РВ, как суммарно среди всех обследованных, так 

и отдельно по группам детей с ОИМ и без кли-

нических признаков данного заболевания, по-

сле применения способа 2 по сравнению со спо-

Рисунок 2. Сравнение результатов определения ВЭБ-1 и ВГЧ-6В во фракциях слюны, полученных 

из разных объемов образца одного донора

Figure 2. Comparison of the results on determining EBV1 and HHV6В in saliva fractions obtained from different 
sample volumes from the same donor
Примечание. Цельная слюна — проба S0 (100 мкл); осадок слюны — пробы S1 (300 мкл), S2 (500 мкл), S3 (1000 мкл); 
надосадочная жидкость — пробы S1*(300 мкл), S2*(500 мкл), S3*(1000 мкл).
Note. Whole saliva — sample S0 (100 μl); saliva sediment — samples S1 (300 μl), S2 (500 μl), S3 (1000 μl); supernatant — samples 
S1* (300 μl), S2 * (500 μl), S3* (1000 μl).
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собом 1 в пробах получено статистически зна-

чимое повышение концентрации ДНК ВЭБ (р < 

0,001; р < 0,001; p = 0,012), ДНК ВГЧ-6А/В (р < 

0,001; р = 0,021; р < 0,001) и тотальной ДНК (р < 

0,001 для всех вариантов межгруппового сравне-

ния). Корреляция между концентрацией вирус-

ной и тотальной ДНК не установлена.

Способ 2 дополнительно позволил выявить 

ДНК ВЭБ в пяти ранее отрицательных образ-

цах, принадлежащих условно здоровым детям. 

Аналогичные изменения наблюдались и для 

ДНК ВГЧ-6А/В у двух пациентов с ОИМ и од-

ного здорового ребенка. Как следствие, в груп-

пе пациентов с ОИМ повысилась частота об-

наружения ДНК ВГЧ-6А/В с 82 до 91% (20/22), 

ВЭБ+ВГЧ-6А/В с 81 до 86% (19/22). Среди ус-

ловно здоровых детей доля ВЭБ-позитивных 

лиц увеличилась с 50 до 69% (18/26), ВГЧ-6А/В-

позитивных индивидов с 81 до 85% (22/26), а со-

четанные формы инфицирования (ВЭБ+ВГЧ-

6А/В) возросли с 46 до 61,5% (16/26).

По результатам однораундового дифферен-

циального ПЦР-анализа после выполнения 

процедуры дополнительной пробоподготовки 

слюны ранее дискордантные пробы стали по-

ложительными на ВЭБ-1 и ВГЧ-6В. Как общая 

тенденция отмечалось повышение качества ви-

зуализации специфических ПЦР-фрагментов 

на электрофореграмме по мере увеличения 

концентрации вирусной ДНК в пробах (рис. 3). 

На примере детекции ВЭБ-1 показано, что до-

полнительно выявленные после применения 

способа 2 ВЭБ-позитивные пробы могут быть 

дискордантными. Установлено, что в целом по-

добная картина отмечалась в 5 из 8 аналогич-

ных проб в случае низкого содержания вирус-

ной ДНК (≤ 1 копии в пробе).

На рис. 4А две пробы, содержащие ВЭБ-1, 

с целевыми для нас концентрациями менее 

1 копии в пробе представлены в триплетах. 

Проведен анализ проб под номером 1* (0,6 ко-

пий в пробе) и номером 2 (0,4 копии в пробе), 

представленных ранее на рис. 3. Данные сви-

детельствуют о низкой сходимости результатов 

исследований при установленных предельных 

значениях чувствительности используемых 

Рисунок 3. Сравнение результатов детекции ВЭБ-1 и ВГЧ-6В в пробах слюны с разными 

концентрациями вирусной ДНК до и после применения способа 2

Figure 3. Comparison of the results on detecting EBV1 and HHV6В in saliva samples with varying viral DNA 
concentrations before and after using Method 2
Примечание. Способ 1 — пробы 1, 2, 3, 4; способ 2 — пробы 1*, 2*, 3*, 4*.
Note. Method 1 — samples 1, 2, 3, 4; Method 2 — samples 1*, 2*, 3*, 4*.

Рисунок 4. Результаты детекции ВЭБ-1 в пробах с низкой концентрацией вирусной ДНК (≤ 1 копии 

в пробе)

Figure 4. Results of EBV1 detection in samples with low viral DNA concentration (≤ 1 copies per probe)
Примечание. А) детекция в триплетах при концентрации ДНК 0,6 (линии 1, 2, 3) и 0,4 копии в пробе (линии 4, 5, 6); 
Б) реамплификация при концентрации ДНК 0,6 (линии 1, 2, 3) и 0,4 копии в пробе (линии 4, 5, 6).
Note. A) detected in triplets at DNA concentration of 0.6 (lines 1, 2, 3) and 0.4 copies per probe (lines 4, 5, 6); B) reamplification 
at DNA concentration of 0.6 (lines 1, 2, 3) and 0.4 copies per probe (lines 4, 5, 6).
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методов. Обнаружение вирусной ДНК в этих 

образцах во многом может носить случайный 

характер независимо от применения способа 1 

или способа 2.

Реамплификация, когда во втором раунде 

ПЦР используется матрица и праймеры, фигу-

рирующие в первом раунде ПЦР, в пробах с низ-

ким содержанием вирусной ДНК (≤ 1 копии 

в пробе) позволяет повысить эффективность 

детекции результатов амплификации с помо-

щью горизонтального электрофореза (рис. 4Б).

Таким образом, дифференциальная детек-

ция ВЭБ-1/ВЭБ-2 и ВГЧ-6А/ВГЧ-6В в однора-

ундовом варианте ПЦР в сочетании со спосо-

бом 2 возможна в отношении образцов цельной 

слюны с минимальной концентрацией вирус-

ной ДНК > 33 копий/мл.

Следует отметить, что ни в одном из исследу-

емых образцов слюны, в том числе после опти-

мизации, ВЭБ-2 и ВГЧ-6А обнаружены не были.

Исследование динамики выделения ВЭБ 

и ВГЧ-6А/В со слюной. Проведена динамичес-

кая оценка концентрации ДНК ВЭБ и ДНК 

ВГЧ-6А/В с помощью количественной ПЦР-РВ 

в серии образцов слюны, которые собирались 

ежедневно в течение 14 дней. На рис. 5 представ-

лены результаты сравнительного исследования 

слюны условно здоровых доноров (взрослого 

и ребенка) с помощью способа 1 и способа 2.

Независимо от возраста доноров после при-

менения способа 1 в исследованных образцах 

за весь период наблюдения отмечались еже-

дневные колебания концентрации вирусной 

ДНК. При этом наиболее выраженный размах 

значений наблюдался в отношении ДНК ВЭБ: 

от недетектируемых уровней до 102–103 копий 

в пробе (или 104–105 копий/мл). В этих же про-

бах концентрация ДНК ВГЧ-6А/В изменялась 

только в 4–6 раз и характеризовалась более 

низким уровнем по сравнению с ВЭБ, бóльшим 

постоянством значений без резких перепадов 

и отрицательных результатов. Использование 

способа 2 позволило повысить концентрацию 

вирусной ДНК в каждой пробе и исключить пе-

риод отсутствия детекции ДНК ВЭБ у взросло-

го донора в 11 и 12 дни наблюдения.

Рисунок 5. Сравнение способа 1 и способа 2 в ходе динамического наблюдения за выделением ВЭБ 

и ВГЧ-6А/В со слюной

Figure 5. Comparison of Method 1 and Method 2 in dynamic monitoring for EBV and HHV6A/В shedding in saliva
Примечание. N4 — взрослый донор, N6 — здоровый ребенок.
Note. N4 — adult donor, N6 — healthy child.
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Сравнительный анализ результатов при-

менения способа 2 к исследованию слюны у 6 

условно здоровых доноров подтверждает, что 

профили кривых ежедневного выделения ВЭБ 

и ВГЧ-6А/В различаются и для каждого участ-

ника наблюдения индивидуальны (рис. 6).

За период наблюдения пиковые концентрации 

ДНК ВЭБ достигали у разных доноров значений 

от 1475 до 54 627 копий в пробе, а концентрации 

ДНК ВГЧ-6А/В — от 72 до 2401 копий в пробе. В то 

время как у некоторых участников (N2, N3, N5) 

периоды непрерывного выделения ВЭБ сменя-

лись периодами отсутствия его детекции в слюне, 

у других (N1, N4, N6) отмечалось обнаруживаемое 

выделение вируса в течение всего времени наблю-

дения. Результаты исследования свидетельству-

ют о том, что в зависимости от дня, на который 

приходился сбор биоматериала, участники N2, 

N3 и N5 могли рассматриваться либо как ВЭБ-

позитивные лица, выделяющие вирус с разной 

степенью интенсивности, либо, наоборот, как 

ВЭБ-негативные индивиды. Для детекции ДНК 

ВГЧ-6А/В применение способа 2 полностью ни-

велировало данную проблему.

По результатам дифференциального ПЦР-

анализа во всех образцах слюны взрослых во-

лонтеров также были обнаружены только ВЭБ-1 

и ВГЧ-6В.

Обсуждение

В настоящее время доказана основная роль 

воздушно-капельного пути передачи в распро-

странении ВЭБ- и ВГЧ-6А/В-инфекций [19, 22, 

34, 37]. При сравнительном анализе различных 

биосубстратов ротовой полости (цельная слю-

на, жидкость десневой щели, секрет отдельных 

слюнных желез, мазки ротовой полости) наи-

большая частота обнаружения вирусной ДНК 

была установлена в цельной слюне [40, 43]. 

Кроме того, слюна является легкодоступным 

клиническим материалом, не требующим ин-

вазивных вмешательств, что особенно актуаль-

но при обследовании детей. Именно поэтому 

в нашей работе биоматериалом для исследова-

ния послужила цельная слюна.

Обращает на себя внимание тот факт, что, 

по данным литературы, результаты ПЦР-иссле-

дований сильно контрастируют. Так, при ОИМ 

частота выявления ДНК ВЭБ в слюне у детей со-

ставляет у разных авторов от 69% [5] до 100% [11]. 

Несмотря на то что ИМ — полиэтиологичное 

заболевание, определение ВГЧ-6А/В в контек-

сте этиологической расшифровки проводилось 

лишь в единичных работах, а данные о частоте 

обнаружения вируса варьировали от 31 до 52% 

случаев [1, 5]. Среди условно здоровых детей 

Рисунок 6. Профиль ежедневного выделения ВЭБ и ВГЧ-6А/В со слюной у здоровых доноров 

в течение 14 дней наблюдения (применен способ 2)

Figure 6. Daily profile of EBV and HHV6А/В shedding in saliva of healthy donors within 14 day-observation 
(Method 2 applied)
Примечание. N1, N2, N3, N4, N5 — взрослые доноры, N6 — здоровый ребенок.
Note. N1, N2, N3, N4, N5 — adult donors, N6 — healthy child.
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ДНК ВЭБ и ВГЧ-6А/В в слюне обнаружива-

лась, по данным одних авторов, у 28 и 35% об-

следованных [16], по данным других — у 90 [35] 

и 66% [13, 14] соответственно. Концентрация 

вирусной ДНК также значительно варьирует 

и составляет от < 2 до 9300 копий/мл ДНК ВЭБ 

в слюне здоровых детей [25, 30].

В числе возможных причин этих разли-

чий специалисты чаще всего отмечают попу-

ляционные особенности исследуемых групп 

из разных географических регионов, отсут-

ствие стандартизированных лабораторных 

протоколов, представление количественных 

результатов в разных единицах измерения, на-

личие в слюне ингибиторов, которые мешают 

амплификации ДНК и обусловливают ложно-

отрицательные результаты [30, 31]. Еще одним 

важным аспектом данной проблемы, на кото-

рый мало обращают внимание, является не-

достаточность информации об особенностях 

динамики выделения вируса со слюной. В за-

рубежных исследованиях сообщается о вы-

раженном стохастическом характере обнару-

жения ДНК ВЭБ как в течение суток [24], так 

и ежедневно [17], еженедельно [33], ежемесяч-

но [29]. В то время как одни авторы демонстри-

ровали 30-кратную разницу между максималь-

ным и минимальным количеством ВЭБ за один 

день [24], другие установили колебания его 

концентрации до 5 логарифмов в течение бо-

лее длительного периода наблюдения, вплоть 

до перемежаю щихся отрицательных результа-

тов детекции [23]. Мониторинг вирусной на-

грузки ВГЧ-6А/В в слюне проводился преиму-

щественно в проспективных исследованиях, 

посвященных изучению времени первичного 

инфицирования детей [22, 33, 34], реже при 

обследовании здоровых вирусоносителей [36]. 

Как правило, выделение ВГЧ-6А/В отлича-

лось непрерывным характером и относительно 

низкой вирусной нагрузкой [33]. Механизмы, 

лежащие в основе регуляции выделения ВЭБ 

и ВГЧ-6А/В со слюной, остаются до конца 

не изученными [9, 23, 26].

Результаты наших собственных исследова-

ний подтверждают, что применение разных ме-

тодических подходов при тестировании одних 

и тех же образцов генерирует отличающиеся 

по своей сути данные. Применение оптими-

зированного нами способа пробоподготовки 

слюны позволило повысить концентрацию ви-

русной и тотальной ДНК в пробах и, как след-

ствие, частоту выявления ДНК ВЭБ на 19%, 

ДНК ВГЧ-6А/В на 4–9%, сочетанных форм 

инфекции на 15,5% (по результатам количест-

венной ПЦР-РВ). Достигнутые преимущества 

отразились в том числе на эффективности об-

наружения ДНК вирусов, минимизируя ве-

роятность получения ложноотрицательных 

результатов при динамическом исследовании 

образцов слюны в течение 14 дней. На примере 

исследования образцов слюны вирусоносите-

лей (детей и взрослых) показано, что для ВЭБ 

характерны резкие колебания вирусной нагруз-

ки вплоть до недетектируемых уровней, а также 

более высокие пиковые концентрации в срав-

нении с ВГЧ-6А/В. Таким образом, инфици-

рованность или интенсивность выделения ВЭБ 

у каждого человека не может быть достоверно 

определена из исследования единственного об-

разца слюны. Однако в клинической и, в част-

ности, педиатрической практике однократный 

забор биологического материала является наи-

более распространенным диагностическим 

подходом. В то время как механизмы регуляции 

выделения ВЭБ со слюной являются отдельным 

направлением зарубежных исследований [23, 

26], для ВГЧ-6А/В этот вопрос в литературе 

не освещен. Мы полагаем, что более постоян-

ный и равномерный характер обнаружения 

ВГЧ-6А/В у здоровых волонтеров может быть 

следствием латенции вируса в эпителиаль-

ных клетках слюнных желез и/или ротоглотки 

в уникальной для него хромосомно-интегриро-

ванной форме.

Полученные нами данные о частоте обнару-

жения вирусной ДНК свидетельствуют о высо-

кой доле здоровых вирусоносителей ВЭБ и ВГЧ-

6А/В среди детей — жителей Нижегородского 

региона (69 и 85% соответственно). В более 

раннем исследовании нижегородских ученых 

распространенность ВЭБ составляла 52% [2], 

что согласуется с нашими данными (50%), 

полученными с помощью способа 1. Микст-

инфекция детектировалась у 61,5% обследован-

ных, в то время как более ранние наблюдения 

российских исследователей свидетельствуют 

о том, что у детей разного возраста инфици-

рованность ВЭБ+ВГЧ-6А/В изменяется от 25 

до 60% [7].

Установлено, что концентрация ДНК ВЭБ 

в группе детей с ОИМ достигала высоких зна-

чений — 730 455 [118 994; 5 053 700] копий/мл. 

В этой же группе концентрация ДНК ВГЧ-

6А/В отличалась наименьшими, даже по срав-

нению с группой здоровых детей, показателями 

(15 [0; 5680] против 27 800 [3742; 53 437] копий/

мл; р = 0,009). Следует отметить, что на этапе 

дизайна данного исследования был сделан вы-

бор в пользу использования раздельных (ориен-

тированных на конкретный вирус), а не муль-

типлексных тест-систем для количественной 

ПЦР. Именно поэтому можно предположить, 

что выявленные особенности отражают суще-

ствующие механизмы конкурентного взаимо-

действия ВЭБ и ВГЧ-6А/В в организме чело-

века при определенных условиях. Подобные 

наблюдения описаны ранее в публикациях, по-
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священных исследованиям ВГЧ-6 и ВИЧ [18], 

а также ВЭБ и вируса саркомы Капоши [38], 

и требуют дальнейшего изучения.

В России типирование ВЭБ и ВГЧ-6А/В 

в слюне до настоящего времени не проводилось. 

По результатам зарубежных исследований у де-

тей и взрослых в слюне доминирующим типом 

ВЭБ во всем мире является ВЭБ-1 (70–90%) [28, 

44]. В современных работах продемонстриро-

вана принципиальная возможность обнаруже-

ния в слюне детей ВГЧ-6А и ВГЧ-6В [30, 32, 34, 

36]. В основном преобладает ВГЧ-6В (96-100%), 

а ВГЧ-6А детектируется значительно реже. 

Однако встречаются публикации, согласно ко-

торым ВГЧ-6А выделяется со слюной у большей 

части детей в возрасте до 4 лет [32]. Открытым 

остается вопрос, обусловлена ли частота об-

наружения преимущественно ВГЧ-6B каки-

ми-либо техническими и физиологическими 

детерминантами или является реальным отра-

жением более активного участия данного вида 

вируса в развитии инфекционной патологии 

человека по сравнению с ВГЧ-6А [14].

Оптимизированный в данной работе мето-

дический подход позволяет раздельно детек-

тировать ВГЧ-6А, ВГЧ-6В и основные типы 

ВЭБ по единому лабораторному протоколу, 

а в сочетании с предварительной пробопод-

готовкой слюны повышает диагностическую 

чувствительность ПЦР-анализа, минимизи-

рует долю дискордантных и ложноотрицатель-

ных результатов.

Полученные нами результаты свидетель-

ствуют о том, что у обследованных детей 

Нижегородского региона доминирует ВЭБ-1 

и ВГЧ-6В, что согласуется с существующими 

представлениями об их географическом рас-

пределении на прилегающих территориях [8, 

12]. ВЭБ-2 и ВГЧ-6А в слюне не были обнару-

жены ни в одной из исследуемых групп детей, 

а также у взрослых.

Для клинико-эпидемиологической характе-

ристики ВГЧ-6А, ВГЧ-6В, а также типов ВЭБ-1/

ВЭБ-2 требуются дальнейшие более масштаб-

ные исследования.

Заключение

На основе метода ПЦР оптимизированы ме-

тодические подходы для дифференциальной де-

текции ВЭБ-1/ВЭБ-2 и ВГЧ-6А/ВГЧ-6В в слюне.

Впервые в России проведен раздельный 

анализ ВГЧ-6А, ВГЧ-6В и основных типов 

ВЭБ в слюне. Представлены первые результа-

ты 14-дневного динамического мониторинга 

выделения вирусов со слюной у здоровых виру-

соносителей (взрослых и детей). Установлено, 

что цельная слюна является доступным, не-

инвазивным клиническим материалом для 

выделения вирусной ДНК с целью изучения 

генетичес кого разнообразия ВЭБ и ВГЧ-6А/В. 

Показано, что определение ДНК ВЭБ в един-

ственном образце слюны не позволяет досто-

верно оценить инфицированность лиц или 

интенсивность выделения ВЭБ. ВГЧ-6А/В ха-

рактеризуется более постоянным и равномер-

ным выделением.

Оптимизация раздельной детекции основ-

ных типов ВЭБ, а также видов ВГЧ-6А и ВГЧ-

6В основывалась на использовании комплекс-

ного подхода, включающего применение одно-

раундового варианта ПЦР вместо двухраундо-

вого, а также единого лабораторного протокола 

исследования для разных вирусов, что суще-

ственно упрощает диагностический процесс 

и делает его экономически целесообразным. 

Другой аспект оптимизации направлен на кон-

центрирование вирусной ДНК в образцах цель-

ной слюны с целью обогащения матрицы для 

ПЦР-анализа, что особенно важно при низкой 

вирусной нагрузке и позволяет повысить чув-

ствительность исследования, а также снизить 

долю ложноотрицательных результатов.

Среди пациентов с ОИМ и в контроль-

ной группе установлено преобладание ВЭБ-1 

и ВГЧ-6В. ВЭБ-2 и ВГЧ-6А не детектировались 

ни в одном из исследованных образцов слюны.

Описанный в рамках настоящего исследова-

ния методический подход может применяться 

в диагностических, эпидемиологических и на-

учно-исследовательских целях. 
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СУБПОПУЛЯЦИИ ЦИРКУЛИРУЮЩИХ 

МОНОЦИТОВ КАК ПОТЕНЦИАЛЬНЫЕ 

БИОМАРКЕРЫ ТЯЖЕСТИ ЗАБОЛЕВАНИЯ 

У БОЛЬНЫХ ВИРУСНЫМ ЦИРРОЗОМ ПЕЧЕНИ

О.Ю. Леплина, М.А. Тихонова, И.В. Меледина, О.И. Желтова, Е.Я. Шевела, 

А.А. Останин, Е.Р. Черных

ФГБНУ Научно-исследовательский институт фундаментальной и клинической иммунологии, г. Новосибирск, Россия

Резюме. Вирусные гепатиты остаются одной из ведущих причин развития цирроза печени (ЦП). Моноциты, 

способные мигрировать в печень и участвовать в процессах воспаления и фиброгенеза, играют важную роль 

в патогенезе ЦП, что подтверждается сопряженностью отдельных субпопуляций моноцитов с тяжестью за-

болевания и летальностью при алкогольном и билиарном ЦП. Однако при вирусном ЦП патогенетическая 

и прогностическая значимость моноцитов остается малоизученной. Целью работы стало изучение наруше-

ний в популяции циркулирующих моноцитов, включая классические (CD14++CD16–, кМо), промежуточные 

(CD14++CD16+, пМо) и неклассические моноциты (CD14+CD16++, нМо) у больных вирусным ЦП, а также со-

пряженности этих субпопуляций с характеристиками вируса, тяжестью и прогрессией ЦП через 12 мес. после 

комплексной терапии. По сравнению с донорами, у больных вирусным ЦП выявлено достоверное возрас-

тание пMo и нМо, тенденция к снижению кМо и двукратное уменьшение индекса кМо/пМо. Эти изменения 

не зависели от типа вирусной инфекции (HCV против HВV/HDV) и репликации вируса (репликация против 

интегративной фазы), однако ассоциировались с тяжестью ЦП. Так, содержание пМо прямо коррелирова-

ло с лабораторными индикаторами печеночной недостаточности, баллом Чайлда–Пью (rS = 0,57; p = 0,001) 

и MЕLD (rS = 0,41; p = 0,033). ROC-анализ показал, что кМо/пМо-индекс при значениях < 9,5 прогнозирует 

риск прогрессии ЦП с чувствительностью 83,3% и специфичностью 76,2%. Возрастание пМо, нМо и сниже-

ние индекса кМо/пМо наблюдалось также при алкогольном и билиарном/аутоиммунном ЦП. Однако в этом 

случае тяжесть ЦП обратно коррелировала с субпопуляциями CD16+-моноцитов, в частности с долей пМо 

и нМо, соответственно, при алкогольном и билиарном ЦП, свидетельствуя о протективной роли этих суб-

популяций. Таким образом, при вирусном ЦП изменения структуры циркулирующих моноцитов в сторону 

увеличения пМо и нМо и снижения кМо не связано с типом и репликацией вируса; в отличие от алкогольного 

и билиарного ЦП содержание пМо прямо коррелирует с индикаторами печеночных повреждений и тяжестью 

ЦП; индекс кМо/пМо является биомаркером ответа на терапию/прогрессии заболевания.

Ключевые слова: субпопуляции моноцитов, вирусный цирроз печени, тяжесть заболевания, прогноз, ROC-анализ.

Адрес для переписки:

Леплина Ольга Юрьевна
630099, Россия, г. Новосибирск, ул. Ядринцевская, 14, 
ФГБНУ Научно-исследовательский институт фундаментальной 
и клинической иммунологии.
Тел.: 8 (383) 228-21-01. Факс: 8 (383) 222-70-28.
E-mail: oleplina@mail.ru; ct_lab@mail.ru 

Contacts:

Olga Yu. Leplina
630099, Russian Federation, Novosibirsk, Yadrintsevskaya str., 14, 
Research Institute of Fundamental and Clinical Immunology.
Phone: +7 (383) 228-21-01.  Fax: +7 (383) 222-70-28.
E-mail: oleplina@mail.ru; ct_lab@mail.ru

Для цитирования:

Леплина О.Ю., Тихонова М.А., Меледина И.В., Желтова О.И., 
Шевела Е.Я., Останин А.А., Черных Е.Р. Субпопуляции циркулирующих 
моноцитов как потенциальные биомаркеры тяжести заболевания 
у больных вирусным циррозом печени // Инфекция и иммунитет. 2022. 
Т. 12, № 3. C. 475–485. doi: 10.15789/2220-7619-CMS-1810

Citation:

Leplina O.Yu., Tikhonova M.A., Meledina I.V., Zheltova O.I., Shevela E.Ya., 
Ostanin A.A., Chernykh E.R. Topical issues of clinical symptoms and 
diagnostics of septic shock // Russian Journal of Infection and Immunity = 
Infektsiya i immunitet, 2022, vol. 12, no. 3, pp. 475–485. doi: 10.15789/2220-
7619-CMS-1810

Работа выполнена за счет средств федерального бюджета на проведение фундаментальных научных исследований (FGMN-2021-0003, 
интернет-номер 1021062512015-4) и поисковых научных исследований (FGMN-2020-0002, интернет-номер 1021032424289-2).

The work was carried out at the expense of the federal budget for basic scientific research (FGMN-2021-0003, Internet number 1021062512015-4) 
and exploratory scientific research (FGMN-2020-0002, Internet number 1021032424289-2).

© Леплина О.Ю. и соавт., 2022 DOI: http://dx.doi.org/10.15789/2220-7619-CMS-1810



476

Инфекция и иммунитетО.Ю. Леплина и др.

TOPICAL ISSUES OF CLINICAL SYMPTOMS AND DIAGNOSTICS OF SEPTIC SHOCK

Leplina O.Yu., Tikhonova M.A., Meledina I.V., Zheltova O.I., Shevela E.Ya., Ostanin A.A., Chernykh E.R.

Research Institute of Fundamental and Clinical Immunology, Novosibirsk, Russian Federation

Abstract. Viral hepatitis remains the most common cause of liver cirrhosis (LC). Monocytes, capable of migrating to the 

liver and participating in inflammation and fibrogenesis, play an important role in the LC pathogenesis as confirmed by 

the association of certain monocyte subsets with the disease severity and mortality in alcoholic and biliary LC. However, 

the clinical and prognostic relevance of monocytes in viral LC remains poorly investigated. This study was aimed to inves-

tigate the disturbances in circulating monocytes including classical (CD14++CD16–, cMo), intermediate (CD14++CD16+, 

iMo) and non-classical monocytes (CD14+CD16++, nMo) in patients with viral LC, as well as their correlation with viral 

characteristics, LC severity and progression of the disease 12 months after combination therapy. A significant increase 

in iMo and nMo, cMo level tended to decrease, and a two-fold decline in cMo/iMo ratio was revealed in patients with viral 

LC vs. healthy donors. These changes in monocyte pattern did not depend on the type of virus (HCV vs HBV/HDV) or 

its replication (replication vs the integrative phase), but were associated with the LC severity. The iMo level was positively 

correlated with laboratory indicators of liver damage, Child–Pugh (rS = 0.57; P = 0.001) and MELD score (rS = 0.41; P = 

0.033). ROC analysis showed that the cMo/iMo ratio at < 9.5 allowed to predict the risk of LC progression with a sensitivity 

of 83.3% and a specificity of 76.2%. Of note, in comparison groups patients with alcoholic or biliary/autoimmune LC also 

demonstrated increased frequencies in iMo and nMo and decreased cMo/iMo ratio. However, in this case, the LC severity 

was negatively correlated with CD16+monocytes, particularly with the iMo and nMo subset, respectively, in alcoholic and 

biliary LC, evidencing the protective role of such cell subsets. Thus in viral LC the changes in circulating monocyte profile 

to increased iMO and nMo as well as decreased cMo are not associated with the virus type and replication; in contrast 

to the alcoholic and biliary/autoimmune LC, the level of iMo directly correlates with the indicators of liver damage and 

LC severity; cMo/iMo ratio is a biomarker of therapy response/disease progression.

Key words: monocyte subsets, viral liver cirrhosis, disease severity, prognosis, ROC-analysis.

Введение

Цирроз печени (ЦП) является тяжелым бре-

менем для здоровья населения во всем мире 

в связи с ростом заболеваемости, потерей трудо-

способности, высокой смертностью и большими 

затратами на лечение. По данным систематичес-

кого анализа, в 2017 г. в мире ЦП стал причиной 

смерти более чем 1,3 млрд пациентов. При этом, 

несмотря на наличие эффективных методов 

профилактики и лечения инфекций, обуслов-

ленных вирусом гепатита B (HBV) и C (HCV), 

вирусные гепатиты по-прежнему остаются ве-

дущими причинами развития цирроза печени 

и его осложнений. Так, в структуре смертности 

55% приходится на ЦП вирусной этиологии [7].

В свете современных представлений ЦП рас-

сматривается как мультисистемное заболева-

ние, в патогенезе которого центральную роль 

играют иммунные дисфункции. Согласно этой 

концепции, нарушения в иммунной системе 

на стадиях компенсированного ЦП (независи-

мо от его этиологии) проявляются избыточным 

воспалением, обусловленным высвобождением 

молекул опасности (DAMPs) из поврежденных 

гепатоцитов. По мере прогрессии и декомпенса-

ции заболевания, ассоциированных с трансло-

кацией кишечной флоры, провоспалительный 

ответ сменяется противовоспалительным отве-

том с развитием иммунодепрессии, манифести-

рующей в виде «иммунологического паралича» 

на стадии быстрого развития печеночной недо-

статочности [2]. Учитывая этот факт, изучение 

иммунных нарушений у пациентов ЦП являет-

ся непременным условием для выявления новых 

мишеней и прогностических биомаркеров.

Иммунные дисфункции при ЦП во многом 

обусловлены клетками врожденного имму-

нитета. Среди них большое значение уделяет-

ся моноцитам, участвующим в защите от па-

тогенов, воспалении и фиброгенезе [3, 13]. 

Циркулирующие моноциты представляют ге-

терогенную и крайне пластичную популяцию 

миелоидных клеток, выполняют множество 

функций (антигенпрезентирующую, регуля-

торную, цитотоксическую, репаративную) и яв-

ляются источником макрофагов и дендритных 

клеток [3]. В периферической крови моноциты 

представлены 3 субпопуляциями — классичес-

кими (кMo; CD14++CD16–), промежуточными 

(пMo; CD14++CD16+) и неклассическими (нMo; 

CD14+CD16++) [18]. Указанные субпопуляции 

характеризуются не только фенотипическими, 

но и функциональными различиями — про-

филем/уровнем экспрессируемых цитокинов 

и хемокиновых рецепторов, способностью 

к дифференцировке (в макрофаги, дендритные 

клетки и остеокласты), а также функциональ-

ной активностью дифференцированных из мо-

ноцитов клеток [9, 16].

Вовлечение моноцитов в патологический 

процесс подтверждается изменением их субпо-

пуляционной структуры, в частности возрас-

танием доли CD16+-моноцитов, выявленной 

способностью CD16+-моноцитов мигрировать 

в печень и модулировать процессы воспаления 
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и фиброгенеза [10], а также ассоциацией CD16+-

моноцитов с выраженностью печеночных по-

вреждений, прогрессией заболевания и риском 

летального исхода [3, 4]. Однако исследования 

в этом направлении немногочисленны и дан-

ные о причастности отдельных субпопуляций 

CD16+-моноцитов к прогрессии ЦП неодно-

значны. Так, если по данным одних авторов 

профиброгенная активность характерна для 

пМо [10, 19], то по данным других свойственна 

нМо [6, 11]. Противоречивые результаты имеют-

ся также в отношении сопряженности CD16+-

моноцитов с прогрессией заболевания, которая 

может быть как прямой [11], так и обратной [4].

Следует отметить, что одним из ограниче-

ний этих исследований было то, что субпопуля-

ции моноцитов и их клиническая значимость 

оценивались либо в выборках пациентов со сме-

шанной этиологией ЦП, либо в когортах паци-

ентов с хроническими заболеваниями печени 

(ХЗП), включающих, наряду с ЦП, больных 

хроническими гепатитами на различных ста-

диях фиброза. Соответственно, сведения об из-

менениях численности и значимости субпопу-

ляций моноцитов при вирусном ЦП, в том числе 

у пациентов с HCV- и HVB-ассоциированным 

ЦП до настоящего времени отсутствуют.

Целью настоящего исследования стала срав-

нительная оценка структуры циркулирующего 

пула моноцитов у больных ЦП вирусной эти-

ологии и анализ сопряженности между содер-

жанием отдельных субпопуляций моноцитов 

с выраженностью поражения печени и тяже-

стью заболевания в сравнении с токсическим 

и билиарным/аутоиммунным ЦП.

Материалы и методы

Настоящее проспективное когортное ис-

следование проводили в рамках фундамен-

тальных и поисковых научных исследований. 

Последовательно отбирали пациентов с ЦП ви-

русной этиологии (обоего пола, в возрасте от 18 

до 70 лет), проходивших обследование и лечение 

на базе отделения иммунологии клиники им-

мунопатологии НИИФКИ в период с сентября 

2018 г. по июнь 2020 г. Диагноз ЦП базировался 

на результатах гистологического исследования, 

а также комплекса клинических, лаборатор-

ных и радиологических данных у пациентов 

с явными признаками портальной гипертен-

зии. Гепатит С диагностировали по наличию 

анти-HCV-антител и HCV-РНК: гепатит B — 

при выявлении HBsAg; гепатит D — по вы-

явлению HBsAg и анти-HDV-антител; микст-

инфекция — при одновременном выявлении 

гепатита С и В или B+D. Критериями исключе-

ния являлось одновременное участие в другом 

клиническом исследовании, несоответствие 

критериям включения, активный алкоголизм 

и/или употребление наркотических средств, 

ВИЧ-инфекция, декомпенсированные забо-

левания легких и сердца, кровотечение из ва-

рикозно расширенных вен пищевода, наличие 

гепатоцеллюлярной карциномы или других он-

кологических заболеваний, острые инфекции, 

тромбоцитопения ниже 50 × 109/л, психические 

нарушения, беременность, неспособность па-

циента подписать информированное согласие. 

Пациенты на момент обследования не получа-

ли противовирусной терапии. Степень тяжести 

ЦП оценивали по шкале Чайлда–Пью и MELD 

(шкала прогнозирования выживаемости па-

циентов в листе ожидания на трансплантацию 

печени). В группы сравнения вошли пациенты 

с алкогольным ЦП и билиарным/аутоиммун-

ным ЦП. Контрольную группу составили 29 со-

поставимых по полу и возрасту доноров крови. 

Исследования проводились после получения 

от всех участников письменного информиро-

ванного согласия и были одобрены решением 

локального этического комитета НИИФКИ.

Общелабораторные тесты проводили стан-

дартно с использованием сертифицированного 

оборудования. При поступлении у всех пациен-

тов забирали венозную кровь для иммунологи-

ческих исследований. Мононуклеарные клетки 

(МНК) выделяли методом центрифугирования 

гепаринизированной крови в градиенте плот-

ности фиколла-верографина (ρ = 1,078). Лизис 

эритроцитов при необходимости проводили 

раствором VersaLyse (Beckman Coulter, Франция) 

в соответствии с инструкцией. Оценку кМо 

(CD14++CD16–), пМо (CD14++CD16+) и нМо 

(CD14+CD16++) проводили по общепринятой 

методике с использованием РerCP, FITC- и PE-

меченых моноклональных анти-HLA-DR, анти-

CD14- и анти-CD16-антител, соответственно 

(BD Pharmingen, США). Комплексное лечение 

пациентов включало стандартную базисную 

терапию (с учетом класса ЦП) и внутривенную 

инфузию аутологичных костномозговых кле-

ток, как описано ранее [15]. Ответ на терапию 

оценивали через 12 мес. Отсутствие изменений 

балла Чайлда–Пью (стабилизация) у пациентов 

с исходно прогрессирующим ЦП или снижение 

балла по шкале Чайлда–Пью (уменьшение тя-

жести ЦП) расценивали как наличие клиниче-

ского ответа, возрастание балла Чайлда–Пью 

через 12 мес. или летальный исход в течении 

12 мес. — как отсутствие ответа.

Статистическую обработку полученных ре-

зультатов проводили с использованием пакета 

программ Statistica 6.0. Данные представлены 

в виде медианных значений (Ме) и квартиль-

ного диапазона (LQ–UQ, 25–75% квартили). 

Для выявления значимых различий сравнивае-

мых показателей использовали непараметри-
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ческие критерии: U-критерий Манна–Уитни. 

Корреляционный анализ проводили с по-

мощью ранговой корреляции Спирмена (Rs). 

Различия считали достоверными при уровне 

значимости p < 0,05. ROC-анализ для оценки 

прогностической значимости потенциальных 

предикторов ответа проводили с использова-

нием программы GraphPad 5.0.

Результаты
Характеристика пациентов

Исследуемую группу составил 31 пациент 

с вирусным ЦП в возрасте от 35 до 57 лет (табл. 1). 

Хронический гепатит С в качестве причины ЦП 

был диагностирован у 19 пациентов. В этой под-

группе генотип 1b выявлялся у 10 и генотип 3а — 

Таблица 1. Характеристика больных ЦП

Table 1. Characteristics of LC patients 

Параметры

Parameters

Исследуемая группа 
(вирусный ЦП)

Study group (viral LC)

Группы сравнения

Comparison groups 

Алкогольный ЦП

Alcoholic LC

Билиарный/
Аутоиммунный ЦП

Biliary/Autoimmune LC

Количество пациентов

Number of patients 
31 7 13

Возраст (Me; min–max), лет

Age, years
48 (35–57) 57 (48–62) 55 (44–60)

Пол, М/Ж

Sex, M/F
22/9 5/2 1/12

Шкала Чайлда–Пью/Child–Pugh scale (Ме; LQ–UQ) 6,0 (6,0–7,0) 7,0 (6,0–8,0) 6,0 (5,0–7,0)

Шкала Чайлда–Пью/Child–Pugh scale А, n (%)

Шкала Чайлда–Пью/Child–Pugh scale B, n (%)

Шкала Чайлда–Пью/Child–Pugh scale C, n (%)

Шкала Чайлда–Пью/Child–Pugh scale B+C, n (%) 

21/31 (67,7%)
9/31 (29,0%)
1/31 (3,3%)

10/31(32,3%)

3/7 (42,8%)
3/7 (42,8%)
1/7 (14,4%)
4/7 (57,2%)

7/13 (53,8%)
6/13 (46,2%)

0/13 (0%)
6/13 (46,2%)

MELD (Ме; LQ–UQ) 12,0 (9,6–13,3) 13,0 (10,0–16,0) 12,5 (8,6–16,0)

Таблица 2. Характеристика моноцитарного звена у больных ЦП в исследуемой группе, в группах 

сравнения и у здоровых доноров

Table 2. Monocyte lineage characteristics in LC patients from study group, comparison groups and healthy donors

Группы

Groups

Лейкоциты

Leukocytes
Моноциты

Monocytes ЛМИ

LMI
× × 109/l % × × 109/l

1 Доноры/Donors n = 29 6,1 (5,2–7,6) 7,1 (6,5–8,2) 0,35 (0,3–0,4) 4,3 (3,4–5,5)

Вирусный ЦП (Viral LC) 

2
Общая группа

Total group
n = 31

4,1(3,3–5,7)
р = 0,045

10,4 (8,1–13)
р = 0,00001

0,44 (0,32–0,52)
р = 0,13

3,8 (2,7–4,7)
р = 0,01

3 HCV n = 17 
4,4 (3,7–5,2)

р = 0,049
10,7 (8,3–14)

р = 0,0009
0,46 (0,34–0,63)

р = 0,17
4,1 (2,7–4,9)

р = 0,043

4 HBV/HDV n = 12 
4,0 (3,1–5,0)

р = 0,006
10,4 (8,1–12)
р = 0,0003

0,38 (0,32–0,4)
р = 0,76

3,8 (2,9–4,7)
р = 0,023

Группы сравнения/Comparison groups

5
Алкогольный ЦП

Alcoholic LC
n = 7

4,7 (3,3–5,7)
р = 0,07

12,3 (9,9–16)
р = 0,0006

0,50 (0,28–0,76)
р = 0,5

2,7 (2,3–4,4)
р = 0,02

6
Билиарный/аутоиммунный ЦП

Biliary/autoimmune LC
n = 13 

4,8 (3,6–6,2)
р = 0,02

11,7 (8,8–14)
р = 0,009

0,39 (0,31–0,49)
р = 0,33

3,9 (2,7–4,4)
р = 0,008

  Р(3–4) 0,12 0,54 0,16 0,82

  Р(2–5) 0,91 0,23 0,48 0,26

  Р(2–6) 0,43 0,74 0,79 0,89

Примечание. Данные представлены в виде медианы (Ме) и интерквартильного диапазона (LQ–UQ). ЛМИ — лимфоцитарно-моноцитарный 
индекс, P — достоверность различий между донорами и больными, Р(3–4, 2–5, 2–6) — достоверность различий между группами больных ЦП, 
U-критерий Манна–Уитни.
Note. Data are presented as median (Me) and interquartile range (LQ–UQ). LMI — lymphocyte-monocytic index, P — the significance of differences 
between donors and patients, P(3–4, 2–5, 2–6) — the significance of differences between groups of LC patients, Mann–Whitney U-test.
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у 7 пациентов. В 2 случаях определить генотип 

не представлялось возможным. Репликация 

вируса при HCV-ассоциированном ЦП выяв-

лялась у 4 из 19 пациентов. Хронический ге-

патит В как причина ЦП был диагностирован 

у 12 пациентов и в 8 случаях сочетался с гепа-

титом D. Репликация вируса у больных с HВV/

(HDV)-ассоциированным ЦП регистрирова-

лась у 9 из 12 пациентов. Группы сравнения 

были представлены пациентами с алкогольным 

ЦП (n = 7), а также билиарным/аутоиммунным 

ЦП (n = 13), причиной которого у 9 пациентов 

являлся первичный билиарный цирроз и у 4 — 

аутоиммунный гепатит. Контрольную группу 

составили 29 доноров (16 мужчин и 13 женщин) 

в возрасте от 33 до 65 лет (Ме = 47,2).

В соответствии с классификацией ЦП 

по Чайлду–Пью, класс А в исследуемой груп-

пе выявлялся у 21 (67,7%), класс В — у 9 (29,0%) 

и класс С — у 1 (3,3%) пациента. Таким обра-

зом доля больных с декомпенсированным ЦП 

(В+С) составила 32,3%. В группах сравнения 

количество пациентов с декомпенсирован-

ным ЦП было несколько выше (57,2 и 46,2% 

при алкогольном и билиарном/аутоиммунном 

ЦП соответственно), но эти различия не были 

статистически значимы. Больные ЦП в сфор-

мированных группах были также сопоставимы 

по медианным значениям балла Чайлда–Пью 

и MELD. Единственным и вполне ожидаемым 

различием было превалирование пациентов 

женского пола среди больных с билиарным/

ауто иммунным ЦП.

Моноциты и их субпопуляции у больных 

вирусным ЦП

Пациенты с вирусным ЦП характеризовались 

повышенным процентным содержанием моно-

цитов в периферической крови (табл. 2) в срав-

нении с контрольной группой доноров и, учиты-

вая лимфопению, сниженным лимфоцитарно-

моноцитарным индексом. Эти изменения реги-

стрировались как у больных с HCV-, так и HBV/

HDV-инфекцией, а также выявлялись в группах 

сравнения — при алкогольном и билиарном/

аутоиммунном ЦП с наибольшей выраженнос-

тью при алкогольном ЦП. Возрастание абсолют-

ного количества моноцитов при вирусном ЦП, 

как и в группах сравнения, в силу лейкопении 

не достигало статистической значимости.

Таблица 3. Субпопуляции моноцитов у больных ЦП в исследуемой группе, группах сравнения 

и здоровых доноров

Table 3. Monocyte subsets in LC patients from study group, comparison groups and healthy donors

Группы

Groups

Субпопуляции моноцитов, %

Monocyte subsets, % Соотношение 
кМо/пМо

cMo/iMo ratioкМо

cMo
пМо

iMo
нМо

nMo

1 Доноры/Donors n = 22 89 (83–91) 4,0 (3,0–5,0) 2,0 (1,0–3,0) 22 (16–39)

Вирусный ЦП/Viral LC

2 Общая группа/Total group n = 31
85 (81–90)

р = 0,25
8,0 (5,0–12,0)
р = 0,000008

2,5 (2,0–4,0)
р = 0,01

10,0 (7,3–18,0)
р = 0,00007

3 HCV n = 17
87 (81–90)

р = 0,7
8,0 (5,0–10,0)

р = 0,0002
2,4 (2,0–3,0)

р = 0,039
11,0 (9,1–19,0)

р = 0,0004

4 HBV/HDV n = 12
84 (82–90)

р = 0,16
8,5 (5,1–12,0)

р = 0,003
3,5 (1,7–4,0)

р = 0,047
9,8 (7,1–17,0)

р = 0,004

  P (3–4) 0,35 0,65 0,63 0,66

5 Репликация (–)/Replication (–) n = 16 87 (82–90) 8,0 (5,0–11,0) 2,4 (2,0–3,0) 10,0 (7,4–15,0)

6 Репликация (+)/Replication (+) n = 15 83 (81–86) 7,0 (5,0–10,0) 3,5 (2,0–7,5) 9,7 (6,5–15,0)

  P (5–6) 0,31 0,48 0,11 0,77

Группы сравнения/Comparison groups

Алкогольный ЦП

Alcoholic LC
n = 7

85 (84–86)
р = 0,14

11,0 (8,0–11)
р = 0,00018

3,0 (2,0–5,0)
р = 0,045

7,8 (6,4–11,0)
р = 0,00013

Билиарный/аутоиммунный ЦП

Biliary/autoimmune LC
n = 13

83 (81–86)
р = 0,033

7,0 (5,0–10,0)
р = 0,004

4,1 (3,0–6,0)
р = 0,0002

12,0 (7,9–18,0)
р = 0,004

Примечание. Данные представлены в виде медианы (Ме) и интерквартильного диапазона (LQ–UQ). кМо, пМо и нМо — классические, 
промежуточные и неклассические моноциты, соответственно. Р — достоверность различий между донорами и больными; 
Р(3–4) — достоверность различий между подгруппами с HCV- и HBV/HDV-ассоциированным ЦП; Р(5–6) — достоверность различий между 
подгруппами с наличием и отсутствием репликации вируса. U-критерий Манна–Уитни.
Note. Data are presented as median (Me) and interquartile range (LQ–UQ). cMo, iMo and nMo are classical, intermediate and non-classical monocytes, 
respectively. P — the significance of differences between donors and patients; P(3–4) — the significance of differences between subgroups with HCV- 
and HBV/HDV-associated LC; P(5–6) — the significance of differences between subgroups with and without viral replication. Mann–Whitney U-test.
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Оценка субпопуляций моноцитов при вирус-

ном ЦП (табл. 3) показала достоверное увеличение 

доли пМо и нМо, а также тенденцию к снижению 

относительного содержания кМо и двукратное 

снижение индекса кМо/пМо. Сравнение пациен-

тов с HCV- и HBV/(HDV)-ассоциированным ЦП 

не выявило различий: обе подгруппы характе-

ризовались сходными изменениями субпопуля-

ционной структуры моноцитов и индекса кМо/

пМо. Увеличение доли пМо и нМо и снижение 

индекса кМ/пМо не было обусловлено реплика-

цией вируса, поскольку в подгруппах с наличием 

и отсутствием вирусной репликации содержание 

и соотношение субпопуляций моноцитов было 

сопоставимо. Учитывая эти факты, больные 

с HCV- и HBV/(HDV), независимо от фазы репли-

кации вируса, были объединены в дальнейших 

исследованиях в общую группу.

Изменения субпопуляционной структуры 

моноцитов в группах сравнения в целом были 

сходными. Из особенностей можно отметить 

более выраженное по сравнению с донорами 

снижение кМн у пациентов с билиарным/ауто-

иммунным ЦП (pU = 0,033). Кроме того, в срав-

нении с вирусным ЦП пациенты с алкогольным 

и билиарным/аутоиммунным ЦП характеризо-

вались более высоким содержанием пМо и нМо 

соответственно, но эти различия не были ста-

тистически значимы

Сопряженность субпопуляций моноцитов 

с маркерами печеночных повреждений

Анализ сопряженности субпопуляций мо-

ноцитов (табл. 4) с лабораторным индикатора-

ми, отражающими повреждения печеночных 

клеток (уровень билирубина, ЛДГ, АСТ/АЛТ) 

и снижение белково-синтезирующей функции 

печени (альбумин), выявил у больных вирус-

ным ЦП наличие прямой корреляционной свя-

зи пМо с концентрацией общего билирубина 

(r = 0,48; p = 0,011), индексом AСТ/AЛТ (r = 0,47; 

р = 0,016) и уровнем ЛДГ (r = 0,47; р = 0,02) и вы-

раженной обратной корреляции пМо с уровнем 

альбумина (r = –0,57; p = 0,002). В то же время 

относительное содержание кМо и их отноше-

ние с пМо находились в обратной корреляци-

онной зависимости с индексом AСТ/AЛТ.

При алкогольном ЦП таких сопряженностей 

не наблюдалось, тогда как при билиарном/ауто-

иммунном ЦП на уровне выраженного тренда 

доля пМо обратно коррелировала с индексом 

АСТ/АЛТ (r = –0,55; р = 0,08), а содержание нМо 

находилось в прямой взаимосвязи с концентра-

цией альбумина (r = 0,52; р = 0,09). Таким об-

разом, прямая сопряженность пМо с поврежде-

нием печени и снижением ее белковосинтези-

рующей функции была характерна для больных 

вирусным ЦП и не прослеживалась при алко-

гольном и билиарном/аутоиммунном ЦП.

Таблица 4. Корреляционные связи субпопуляций моноцитов с лабораторными индикаторами 

поражения печени

Table 4. Correlations between monocyte subsets and laboratory indicators of liver injury

Биохимические 
маркеры

Biochemical markers

Вирусный ЦП

Viral LC
n = 31

Алкогольный ЦП

Alcoholic LC
n = 7

Билиарный/аутоиммунный ЦП 

Biliary/autoimmune LC
n = 13 

Общий билирубин/Total bilirubin
 кМо/cMo –0,23 (0,24) –0,15 (0,47) 0,24 (0,47)
 пМо/iMo 0,48 (0,011) 0,03 (0,95) –0,18 (0,58)
 нМо/nMo 0,15 (0,52) 0,15 (0,77) –0,40 (0,21)
 кМо/пМо | cMo/iMo –0,23 (0,025) –0,15 (0,77) 0,24 (0,47)
АСТ/АЛТ | AST/ALT
 кМо/cMo –0,52 (0,006) 0,39 (0,43) 0,21 (0,52)
 пМо/iMo 0,47 (0,016) –0,09 (0,86) –0,55 (0,08)
 нМо/nMo 0,06 (0,77) 0,45 (0,36) –0,35 (0,27)
 кМо/пМо | cMo/iMo –0,53 (0,049) 0,39 (0,43) 0,20 (0,50)
ЛДГ/LDH
 кМо/cMo –0,04 (0,82) 0,11 (0,55) –0,36 (0,27)

 пМо/iMo 0,47 (0,02) –0, 3 (0,60) 0,06 (0,87)

 нМо/nMo 0,19 (0,36) –0,3 (0,58) 0,28 (0,39)
 кМо/пМо | cMo/iMo –0,04 (0,8) 0,11 (0,85) –0,36 (0,27)
Альбумин/Albumen
 кМо/cMo 0,13 (0,50) –0,11 (0,55) 0,07 (0,84)
 пМо/iMo –0,57 (0,002) 0,10 (0,86) –0,12 (0,51)
 нМо/nMo –0,22 (0,26) 0,11 (0,85) 0,52 (0,09)
 кМо/пМо | cMo/iMo 0,13 (0,50) –0,11 (0,85) 0,06 (0,84)

Примечание. Представлены коэффициенты корреляции по Спирмену и их достоверность (в скобках).
Note. The Spearman correlation coefficients and their significance (in brackets) are presented.
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Сопряженность циркулирующих моноцитов 

с тяжестью ЦП

При сравнении пациентов с компенсиро-

ванным и декомпенсированным вирусным ЦП 

(табл. 5) более выраженные изменения субпо-

пуляционного состава моноцитов выявлялись 

у пациентов с большей тяжестью (класс В+С по 

шкале Чайлда–Пью). Так, достоверное сниже-

ние кМо регистрировалось только у больных 

с классом В+С, тогда как в группе с классом А 

проявлялось в виде тренда. Кроме того, паци-

енты с декомпенсированным вирусным ЦП от-

личались достоверно более высоким содержа-

нием пМо и более низким индексом кМо/пМо.

В группах сравнения таких закономерностей 

не прослеживались. Напротив, при алкоголь-

ном ЦП содержание пМо было более высоким 

у пациентов с классом А, чем с классом В+С, 

а при билиарном/аутоиммунном ЦП доля нМо 

у пациентов с классом А превышала таковую 

у пациентов с классом В+С, хотя эти различия 

проявлялись в виде тенденции. Индекс соот-

ношения кМо/пМо при алкогольном и били-

арном/аутоиммунном ЦП в подгруппах с ком-

пенсированным и декомпенсированным ЦП 

значимо не различался.

Вовлечение субпопуляций Мо в прогрессию 

заболевания при вирусном ЦП подтверждалось 

также наличием прямой корреляции (табл. 6) 

балла Чайлда–Пью с относительным содержа-

нием пМо (rS = 0,57; p = 0,001) и обратной кор-

реляции с долей кМо (rS = –0,35; p = 0,059) и ин-

дексом кМо/пМо (rS = –0,56; p = 0,01). Схожие 

результаты получены при анализе корреляций 

с баллом MELD, который находился в прямой 

сопряженности c долей пМо (rS = 0,41; p = 0,033) 

и обратной — с индексом кМо/пМо (rS = –0,40; 

p = 0,039). Анализ в группах сравнения показал, 

что у пациентов с алкогольным ЦП содержание 

пМо обратно коррелировало с баллом Чайлда–

Пью и особенно MELD. Соответственно, между 

индексом кМо/пМо и баллом MELD выявля-

лась сильная прямая корреляция (rS = 0,94; p = 

0,002). Ассоциация кМо с тяжестью по шкале 

Чайлда–Пью также носила характер отрица-

тельной связи (rS = –0,37; p = 0,041). В группе 

с билиарным/аутоиммунным ЦП тяжесть забо-

левания обратно коррелировала с относитель-

ным содержанием нМо, что проявлялось в виде 

тренда в отношении балла тяжести по Чайлда–

Пью (p = 0,09) и сильной достоверной корреля-

ции с баллом MELD (rS = –0,76; p = 0,006).

Сопряженность субпопуляций моноцитов 

с отдаленным ответом на терапию/

прогрессией ЦП

Поскольку большинство рекрутированных 

пациентов после проведения комплексной те-

рапии имели результаты повторного обследо-

вания на период 12-месячного наблюдения, 

одной из задач стала оценка прогностической 

значимости исследуемых субпопуляций моно-

цитов в качестве предиктора отдаленного отве-

та/прогрессии заболевания. Стабилизация или 

уменьшение тяжести заболевания (снижение 

балла Чайлда–Пью) через 12 мес. после терапии 

Таблица 5. Субпопуляции моноцитов у больных с различной тяжестью ЦП по шкале Чайлда–Пью

Table 5. Monocytes subsets in patients with different severity of LC according to the Child–Pugh scale

Группы

Groups

Субпопуляции моноцитов, %

Monocyte subsets, % Соотношение 
кМо/пМо

cMo/iMo ratioкМо

cMo
пМо

iMo
нМо

nMo

Доноры/Donors n = 22 89 (83–91) 4,0 (3,0–5,0) 2,0 (1,0–3,0) 22 (16–39)

Вирусный ЦП/Viral LC
– class А n = 21 85 (81–90) 6,0 (5,0–9,0)** 2,5 (2,0–4,0)* 15 (9,3–19)**
– class В+С n = 10 82 (79–87)* 10 (8,0–13)** 3,0 (2,0–6,0)** 7,9 (6,5–10)**
РU (А vs B+C) 0,67 0,02 0,53 0,02

Алкогольный ЦП/Alcoholic LC
– class А n = 3 85 (85–88) 11 (10–18)** 2,0 (2,0–5,0) 7,7 (4,9–8,5)**
– class B+C n = 4 85 (77–85) 9,5 (7,0–11)** 3,0 (2,5–4,5)* 9,2 (7,1–12)**
РU (А vs B+C) 0,27 0,27 0,45 0, 28

Билиарный/аутоиммунный ЦП | Biliary/autoimmune LC
– class А n = 7 82 (81–88) 6,0 (3,0–8,6) 5,0 (4,1–13)** 14 (9,5–30)
– class B+C n = 6 84 (79–86) 8,5 (5,0–12)** 3,5 (2,0–4,0) 10 (7,1–17)*
РU (А vs B+C) 0,83 0,34 0,06 0, 25

Примечание. Данные представлены в виде медианы (Ме) и интерквартильного диапазона (LQ–UQ). *, ** — p < 0,05 и p < 0,01 достоверность 
различий между донорами и больными; РU — достоверность различий между группами Чайлда–Пью класса А и класса В+С, U-критерий 
Манна–Уитни.
Note. Data are presented as median (Me) and interquartile range (LQ–UQ). *, ** — p< 0,05 and p < 0,01 — the significance of differences between donors 
and patients; РU — the significance of differences between the groups Child–Pugh class A and class B+C, Mann–Whitney U-test.
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при вирусном ЦП регистрировались у 21 из 27 

больных. Соответственно, нарастание тяжести, 

свидетельствующее о прогрессии ЦП, было 

отмечено только у 6 пациентов (22% случаев). 

В группе с алкогольным ЦП прогрессии забо-

левания ни у одного из 7 пролеченных пациен-

тов не наблюдалось, а в группе с билиарным/

аутоиммунным ЦП выявлялось лишь у одного 

из 11 пациентов (9% случаев). Таким образом, 

пациенты с вирусным ЦП менее эффективно 

отвечали на проводимое комплексное лечение 

по сравнению с больными из групп сравнения. 

Прогрессия ЦП вирусной этиология регистри-

ровалась как у пациентов с компенсированной 

(n = 3), так и декомпенсированной формой за-

болевания (n = 3) и не была связана с большей 

тяжестью больных вирусным ЦП (табл. 1).

Сопоставление субпопуляций моноцитов 

в группах сравнения показало, что пациенты 

с прогрессией заболевания при обследовании 

до начала терапии характеризовались тенден-

цией к меньшему содержанию кМо (р = 0,059), 

достоверно более высоким количеством пМо 

и двукратно меньшим индексом соотношения 

кМо/пМо (данные не представлены).

Проведение ROC-анализа показало (табл. 7), 

что прогностические модели, основанные 

на оценке кМо, пМо и индекса кМо/пМо у боль-

ных вирусным ЦП, характеризовались высокой 

точностью прогноза при использовании в ка-

честв предикторов прогрессии заболевания, 

поскольку площадь под кривой превышала 

0,75 и была наибольшей для индекса кМо/пМо 

(AUC = 0,89; рис.). При значениях индекса < 9,5 

прогрессия прогнозировалась с чувствительно-

стью 83,3 и специфичностью 76,2%. Важно отме-

тить, что балл Чайлда–Пью и MЕLD оказались 

менее эффективными маркерами в качестве пре-

дикторов прогрессии ЦП после комплексной те-

рапии в сравнении с индексом кМо/пМо.

Обсуждение

Способность моноцитов при ХЗП мигриро-

вать из периферической крови в печень и диф-

ференцироваться в различные функциональные 

типы макрофагов, участвующих в регуляции 

воспаления, образования фиброзной ткани и ее 

деградации, а также гетерогенность циркулиру-

ющих моноцитов по миграционной, функцио-

нальной и дифференцировочной способности 

свидетельствует о патогенетической [3, 19] и по-

тенциальной прогностической значимости этих 

клеток в качестве индикаторов воспалительно-

го процесса и прогрессии заболевания [8]. Тем 

не менее сведения об особенностях моноцитар-

ного паттерна в зависимости от этиологии и тя-

Таблица 6. Корреляционные связи субпопуляций моноцитов с тяжестью заболевания больных ЦП

Table 6. Correlations between monocyte subsets and disease severity of LC patients

Группы/маркеры

Groups/markers 

Вирусный ЦП

Viral LC
n = 31

Алкогольный ЦП

Alcoholic LC
n = 7

Билиарный/аутоиммунный ЦП

Biliary/autoimmune LC
n = 13 

Корреляция с баллом Чайлда–Пью/Correlation with the Child–Pugh score

 кМо/cMo –0,35 (0,059) –0,37 (0,041) –0,13 (0,67)

 пМо/iMo 0,57 (0,001) –0,52 (0,20) 0,13 (0, 69)

 нМо/nMo 0,30 (0,11) 0,13 (0,78) –0,49 (0,09)

 кМо/пМо | cMo/iMo –0,56 (0,01) 0,56 (0,18) –0,18 (0,56)

Корреляция с баллом MELD/Correlation with the MELD score

 кМо/cMo –0,24 (0,23) –0,39 (0,38) 0,16 (0,63)

 пМо/iMo 0,41 (0,033) –0,93 (0,002) 0,028 (0,93)

 нМо/nMo 0,05 (0,80) –0,09 (0,84) –0,76 (0,006)

 кМо/пМо | cMo/iMo –0,40 (0,039) 0,94 (0,0018) –0,09 (0,79)

Примечание. Представлены коэффициенты корреляции по Спирмену и их достоверность (в скобках).
Note. The Spearman correlation coefficients and their significance (in brackets) are presented.

Рисунок. Прогностическая значимость 

соотношения кМо/пМо в оценке прогрессии 

вирусного ЦП через 12 мес. после комплексной 

терапии (ROC-анализ)

Figure. The prognostic significance of the cMo/iMo 
ratio for evaluating viral LC progression 12 months after 
complex therapy (ROC analysis)
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жести ЦП, особенно вирусного генеза, остаются 

малочисленными и зачастую противоречивыми.

Проведенные нами исследования продемон-

стрировали возрастание относительного количе-

ства моноцитов, в том числе пМо и нМо и сниже-

ние кМо у больных вирусными ЦП и показали, 

что 1) изменения в субпопуляционной структуре 

циркулирующих моноцитов на стадии ЦП не за-

висят от типа вирусной инфекции (HCV vs HВV/

HDV) и репликации вируса и 2) аналогичные 

изменения в моноцитарном звене наблюдаются 

и при других формах ЦП, в частности, алкоголь-

ном и билиарном/ауто иммунном ЦП.

Полученные нами результаты в группах срав-

нения согласуются с данными литературы о по-

вышенном содержании пМо при первичном би-

лиарном циррозе [11] и алкогольном ЦП [4, 10]. 

Относительно HBV/HDV-ассоциированной ин-

фекции, имеющиеся в литературе данные огра-

ничены сообщением о повышенном содержа-

нии пМо при активном течении хронического 

гепатита В [17], а также возрастании общей по-

пуляции CD16+-моноцитов в смешанной группе 

пациентов, включающей больных хроническим 

гепатитом В и С на стадии фиброза и ЦП [19]. 

Соответственно, нами впервые продемонстри-

ровано увеличение обеих субпопуляций CD16+-

моноцитов (пМо и нМо) в изолированной груп-

пе пациентов с HBV/HDV-инфекцией на ста-

дии ЦП. Что касается HCV-ассоциированного 

ЦП, V.L. Gadd и соавт. не выявили увеличения 

субпопуляций CD16+-моноцитов при HCV-ас-

социированных ХЗП, что может быть отчасти 

связано с включением в исследование значи-

тельной доли пациентов на стадии фиброза [6]. 

Наряду с этим, имеются сообщения о повы-

шенном содержании пМо в смешанной группе 

больных ЦП, включающей около 20% пациен-

тов с ЦП, обусловленным HCV-инфекцией [4]. 

С этих позиций наши результаты однозначно 

демонстрируют увеличение промежуточных 

и неклассических моноцитов у больных с HCV-

ассоциированным ЦП. При этом важным мо-

ментом является тот факт, что на стадии ЦП уве-

личения субпопуляций CD16+-моноцитов при 

HCV- и HВV-инфекции происходит в одинако-

вой степени и не связано с репликацией вируса.

Возрастание CD16+-моноцитов описано при 

многих хронических заболеваниях, включая 

сердечно-сосудистую патологию [14]. Тем не ме-

нее экспансия этих клеток при вирусных ЦП, 

по-видимому, не является исключительно след-

ствием коморбидности, поскольку по данным 

литературы доля CD16+-моноцитов коррели-

рует с концентрацией провоспалительных ци-

токинов и клинической прогрессией заболева-

ния [19]. Также показано, что CD16+-моноциты 

обладают более высокой (по сравнению с клас-

сическими CD14+CD16–-моноцитами) способ-

ностью к трансэндотелиальной миграции [10], 

секреции цитокинов и хемокинов с провос-

палительной и профиброгенной активностью 

(TNFα, IL-6, CXCL8/IL-8, CXCL1, CCL2, CCL3, 

CCL5 и IL-13), активации звездчатых клеток 

и Th1-ответа [10, 11, 19]. Тем не менее и в этом 

аспекте данные достаточно противоречивы 

и включают сообщения о прямой сопряжен-

ности CD16+-моноцитов с прогрессией заболе-

вания [11, 17, 19], обратной зависимости [4, 12] 

и отсутствии таковой [6].

Полученные нами данные косвенно сви-

детельствуют о разнонаправленных эффек-

тах кМо и пМо при вирусном ЦП, в частности 

о негативном эффекте пМо и протективном 

кМо. Характерно, что прямая сопряженность 

пМо с маркерами повреждения/недостаточно-

сти печеночных клеток и тяжестью ЦП была 

характерна для вирусного ЦП и не выявлялась 

в группах сравнения. Напротив, при алкоголь-

ном ЦП тяжесть заболевания обратно корре-

лирует с содержанием пМо, а при билиарном/

аутоиммунном ЦП — с долей нМо, свидетель-

ствуя в пользу протективной активности субпо-

пуляций CD16+-моноцитов.

Таблица 7. Прогностическая значимость субпопуляций моноцитов, соотношения кМо/пМо, шкал 

Чайлда–Пью и MЕLD в качестве предикторов отдаленного ответа/прогрессии вирусного ЦП

Table 7. Comparative characteristics of the prognostic significance of monocyte subsets, cMo/iMo ratio, Child–Pugh 
and MELD scores as a predictor for long-term response/progression of viral LC

Параметры

Parameters
AUC (P value)

95% доверительный 
интервал

Confidence interval

Пороговое 
значение

Threshold value
SN/SP, %

Отношение 
правдоподобия

Likelihood ratio

кМо/cMo 0,76 (0,054) 0,57–0,95 < 84,5% 83/62 2,19

пМо/iMo 0,82 (0,016) 0,65–0,99 > 8,5% 67/71,4 2,33

кМо/пМо | cMo/iMo 0,89 (0,004) 0,74–1,04 < 9,5 83,3/76,2 3,50
Балл Чайлда–Пью

Child–Pugh score
0,74 (0,080) 0,51–0,97 > 6,5 50/70 1,67

Балл MЕLD

MELD score 
0,78 (0,040) 0,59–0,98 > 12,9 83/66 2,50

Примечание. AUC — площадь под кривой, SN/SP — чувствительность/специфичность.
Note. AUC — area under curve, SN/SP — sensitivity/ specificity.
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Выявление разными авторами как прямой, так 

и обратной сопряженности пМо или нМо с тяже-

стью/клинической прогрессией заболевания по-

зволяет предполагать, что функциональная ак-

тивность этих субпопуляций может существенно 

различаться в зависимости от стадии заболевания 

и этиологического фактора. Так, на начальных 

стадиях ХЗП моноциты характеризуются при-

знаками активации и высокой провоспалитель-

ной активности, тогда как на более продвинутых 

и, особенно, декомпенсированных стадиях ЦП 

проявляют противовоспалительные свойства, ас-

социированные с усилением экспрессии MERTK 

и снижением экспрессии HLA-DR, продукции 

активных метаболитов кислорода и провоспали-

тельных цитокинов, что, в конечном счете, обу-

словливает потерю способности к защите от ин-

фекции [3, 13]. В нашем исследовании пациенты 

с вирусным ЦП не отличались от больных групп 

сравнения (алкогольный и билиарный/аутоим-

мунный ЦП) по медианным значениям балла 

Чайлда–Пью или MЕLD. Тем не менее прямая 

сопряженность пМо с тяжестью при вирусном 

ЦП ассоциировалась с меньшей долей пациентов 

с декомпенсированным ЦП, чем при алкоголь-

ном ЦП (32 против 57%), при котором пМо на-

ходились в обратной зависимости с баллом тяже-

сти. Полученные результаты также не исключают 

вклад самой вирусной инфекции в детерминиро-

вание функциональной активности отдельных 

субпопуляций моноцитов и их сопряженность 

с тяжестью заболевания. В настоя щей работе мы 

не оценивали функциональный фенотип моно-

цитов. Это, с одной стороны, является серьезным 

ограничением, с другой — определяет направле-

ния будущих исследований.

Одним из важных этапов работы стала по-

пытка оценить прогностическую значимость 

субпопуляций моноцитов в качестве предикто-

ра прогрессии вирусного ЦП через 12 мес. по-

сле комплексного лечения. Как выяснилось, 

пациенты с прогрессией вирусного ЦП исходно 

(до проведения терапии) по субпопуляционной 

структуре моноцитов отличались от больных 

со стабильным течением/снижением тяжести. 

Соответственно, по результатам ROC-анализа, 

прогностические модели, основанные на опре-

делении субпопуляций моноцитов и их соот-

ношения, характеризовались «хорошим» (для 

кМо) и «очень хорошим» (для пМо и, особенно, 

для индекса кМо/пМо) качеством при прогно-

зировании риска прогрессии заболевания.

Необходимость прогностических моделей при 

ЦП традиционно связывают с оптимизацией ал-

горитма ведения пациентов в листе ожидания 

трансплантации печени. Основными инструмен-

тами прогнозирования для этих целей являются 

мультифакториальные шкалы оценки тяжести — 

шкала Чайлда–Пью и MELD. Однако данные 

шкалы предназначены в большей степени для 

оценки риска летального исхода и характеризу-

ются недостаточной эффективностью при инди-

видуальном прогнозе характера течения заболе-

вания [1, 5]. В литературе также имеются сообще-

ния о связи моноцитов и их функций с риском 

летального исхода [4, 6]. Более того, C.C. Cardoso 

и соавт. продемонстрировали прогностическую 

значимость кМо и пМо в отношении риска 3-ме-

сячной летальности у пациентов с декомпенсиро-

ванным ЦП в смешанной выборке с преоблада-

нием алкогольного ЦП [4]. В нашей выборке более 

половины пациентов имели компенсированную 

стадию ЦП (класс А), а пациенты с декомпенси-

рованным ЦП были представлены преимуще-

ственно больными с классом В. Соответственно, 

нами впервые 1) продемонстрирована возмож-

ность прогноза прогрессии на более ранних ста-

диях ЦП, 2) показана возможность такого про-

гноза у пациентов с вирусным ЦП, и 3) в качестве 

оптимального предиктора прогрессии иденти-

фицирован индекс соотношения кМо/пМо.

В целом полученные результаты свидетель-

ствуют, что, в отличие от пациентов с алкоголь-

ным и билиарным/аутоиммунным ЦП, у паци-

ентов с вирусным ЦП возрастание пМо ассоции-

ровано с выраженностью повреждений печени 

и тяжестью заболевания, что обосновывает не-

обходимость дифференцированного подхода 

к разработке прогностических моделей и имму-

нотерапевтических стратегий при вирусных ЦП.
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ЦИРКУЛИРУЮЩИЕ ИММУННЫЕ 

КОМПЛЕКСЫ КАК БИОМАРКЕРЫ 

ЭНДОГЕННОЙ ИНТОКСИКАЦИИ 

ПРИ ТУБЕРКУЛЕЗЕ ЛЕГКИХ

Э.В. Лесник1, С.С. Гинда2

1 Государственный медицинский и фармацевтический университет имени Николае Тестемицану, Кишинев, 

Республика Молдова
2 Институт фтизиопульмонологии им. Кирилла Драганюка, Кишинев, Республика Молдова

 Резюме. Целью исследования было определение концентрации циркулирующих иммунных комплексов с вы-

сокой (ЦИК 2,5%), средней (ЦИК 4,2%) и низкой (ЦИК 8%) молекулярной массой у больных туберкулезом 

легких как биомаркеров эндогенной интоксикации и степени ее тяжести. Были обследованы 56 больных 

с диагнозом «туберкулез легких» и 36 здоровых лиц (контрольная группа). Пациенты были разделены на 2 

исследуемые группы. В I группу вошли 29 пациентов, у которых тест выявил лекарственную чувствитель-

ность, и во II группу вошли 27 пациентов с подтвержденной множественной лекарственной устойчивостью 

(МЛУ-ТБ). Критерии включения в исследуемые группы: впервые в жизни установленный диагноз туберку-

леза легких, возраст от 18 лет, подтвержденная лекарственная чувствительность (I группа) или подтвержден-

ный МЛУ-ТБ (II группа). Критерии исключения: противотуберкулезное лечение в анамнезе, внелегочный 

туберкулез, возраст до 18 лет, ВИЧ-инфекция и тяжелые соматические заболевания. Метод определения ЦИК 

состоит в том, что распределяют по 50 мкл сыворотки больного в три пробирки, куда добавляют по 100 мкл 

боратного буфера и раствор полиэтиленгликоля (ПЭГ) 2,5, 4,2 и 8,0%, а в четвертую, контрольную, пробирку 

вводят 50 мкл сыворотки и 100 мкл боратного буфера. Пробирки инкубируют 15 мин и определяют оптиче-

скую плотность при длине волны 340 нм. Результаты сопоставляют с общим анализом крови и лейкоцитар-

ным индексом интоксикации Кальф-Калифа как альтернативным методом определения эндогенной инток-

сикации. В результате исследования были получены следующие данные: более значительные концентрации 

ЦИК с высокой и средней молекулярной массой и менее значительные концентрации ЦИК с низкой моле-

кулярной массой; преобладание высокого уровня эндогенной интоксикации во II группе и среднего уровня 

эндогенной интоксикации в I группе, без достижения статистического порога; более низкий по сравнению 

с контрольным значением у здоровых людей индекс лейкоцитарной интоксикации, рассчитанный по форму-

ле Кальфа-Калифа, вследствие увеличенного количества эозинофилов.

Ключевые слова: туберкулез, эндогенная интоксикация, циркулирующиe иммунные комплексы.
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THE CIRCULATING IMMUNE COMPLEXES AS A BIOMARKER OF THE ENDOGENOUS 

INTOXICATION IN PULMONARY TUBERCULOSIS

Lesnic E.V.a, Ghinda S.S.b

a Nicolae Testemitsanu State University of Medicine and Pharmacy, Chisinau, Republic of Moldova
b Chiril Draganiuc Institute of Phthisiopneumology, Chisinau, Republic of Moldova

Abstract. The aim of the study was to establish the concentration of the circulating immune complexes (CICs) with high 

(CIC 2,5%), medium (CIC 4,2%) and low (CIC 8.0%) molecular weights in patients with pulmonary tuberculosis (TB) as 

biomarkers of the endogenous intoxication and the degree of severity. We investigated 56 patients diagnosed with pulmo-

nary TB and 36 healthy persons (control group). The patients were assigned to 2 groups: the study group 1 (I SG) included 

29 patients in which the test established the drug susceptible TB and in the study group 2 (II SG) that included 27 patients 

with multidrug-resistant TB (MDR-TB). The inclusion criteria were: primary detected pulmonary TB, age older than 

18 years, confirmed drug susceptibility (I SG) and confirmed MDR-TB (II SG). The exclusion criteria were: anti-TB 

treatment in anamnesis, extrapulmonary TB, age below 18 years, HIV infection, severe somatic diseases. The method 

of CIC quantification consisted in placing 50 μl serum into 3 tubes followed by adding 100 μl borate buffer and solution 

of 2.5%, 4.2% and 8.0% polyethylene glycol. The tubes were incubated 15 minutes at 25°C and the optical density was 

assessed at the wavelength 340 nm. The results were compared with the general blood count and leucocital intoxication 

index Kalf-Kalif (LIIKK) as an alternative method to identify endogenous intoxication. As the results of the research we 

established that the peak level was observed for CICs with high and medium molecular weight, wrereas less pronounced 

it was for CICs with low molecular weight. The high severity of the endogenous intoxication predominated in the I SG and 

middle degree in the IISG, without achieving the statistical significance. LIIKK was lower in study groups comparing with 

the control healthy subjects due to increased count of eosinophils.

Key words: tuberculosis, endogenous intoxication, circulating immune complexes.

Эндогенная интоксикация (ЭИ) развивает-

ся вследствие нарушений в механизме детокси-

кации, который отвечает за удаление эндоток-

синов и экзотоксинов путем трансформации 

или выведения [1, 2, 3]. Основными детерми-

нантами ЭИ являются: оксидативный стресс, 

снижение биотрансформации токсинов в пече-

ни, уменьшение выведения токсинов почками, 

интоксикация лекарствами, тяжелыми метал-

лами, природными/промышленными ксено-

биотиками или генетические нарушения [3, 

4]. Иммунные комплексы (ИК) представляют 

собой молекулы, образованные в результате 

связывания микробных антигенов с антитела-

ми [5]. Циркулирующие иммунные комплексы 

(ЦИК) выявляются в кровотоке в небольших 

количествах и следуют за неполным разруше-

нием ИК в острой фазе инфекций (вирусных, 

бактериальных), аллергических и аутоиммун-

ных заболеваний, а также при злокачествен-

ных новообразованиях [6]. Высокий уровень 

ЦИК обнаруживается при различных систем-

ных заболеваниях, таких как васкулит, иммун-

ный комплексный гломерулонефрит, красная 

волчанка, ревматоидный артрит, а также при 

туберкулезе [5, 6, 7, 8]. Высокий уровень ЦИК 

не специфичен для какого-либо заболевания, 

но отражает клиническую картину и помога-

ет определить степень ЭИ [1]. При выражен-

ной ЭИ необходимо проводить длительную 

детоксикационную терапию, включающую 

гемосорбцию, энтеросорбцию и иммуномо-

дулирующую терапию [9]. Ранняя диагности-

ка и начало противотуберкулезного лечения 

в соответствии с лекарственной устойчиво-

стью и иммуномодуляторные препараты дает 

пациенту более высокие шансы на выздоров-

ление [1, 2, 5]. Исследования показали, что 

клиничес кие проявления и радиологические 

изменения более нарушены, а эффективность 

лечения намного ниже у пациентов с МЛУ-

ТБ [11, 12]. Клинические проявления туберку-

леза неспеци фичны, и наиболее частые жалобы 

относятся к синдрому интоксикации: астения, 

анорексия, лихорадка, похудание и кахексия, 

ночное потоотделение. Из респираторных сим-

птомов наиболее частыми являются кашель 

с мокротой и кровохаркание [10].

Целью исследования было определение кон-

центрации циркулирующих иммунных комплек-

сов с высокой (ЦИК 2,5%), средней (ЦИК 4,2%) 

и низкой (ЦИК 8%) молекулярной массой у боль-

ных туберкулезом легких как биомаркеров эндо-

генной интоксикации (ЭИ).

Материалы и методы

Были обследованы 56 больных с диагнозом 

«туберкулез легких» и 36 здоровых лиц (кон-

трольная группа). Пациенты были разделены 

на 2 исследуемые группы. В I группу вошли 

29 пациентов, у которых тест выявил лекар-

ственную чувствительность, во II группу — 

27 пациентов с подтвержденной множествен-

ной лекарственной устойчивостью (МЛУ-ТБ). 

Критерии включения в исследуемые группы: 

впервые в жизни установленный диагноз ту-

беркулеза легких, инфильтративный тубер-
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кулез легких в фазе распада, возраст от 18 лет, 

подтвержденная лекарственная чувствитель-

ность (I группа) или подтвержденный МЛУ-ТБ 

(II группа). Критерии исключения: противоту-

беркулезное лечение в анамнезе, внелегочный 

туберкулез, возраст до 18 лет, ВИЧ-инфекция 

и тяжелые соматические заболевания. Метод 

определения ЦИК описан в патенте [6].

По результатам общего анализа крови была 

проведена оценка лейкоцитарного индекса 

интоксикации (ЛИИКК) по формуле Кальф-

Калифа [12]. ЛИИКК является альтернативным 

методом определения ЭИ и рассчитывается 

по формуле:

где: МИЕ — миелоциты, Ю — юные, П — палоч-

коядерные, С — сегментоядерные нейтрофилы, 

ПК — плазматические клетки, М — моноциты, 

Л — лимфоциты, Э — эозинофилы.

Статистический анализ проводился с ис-

пользованием программы EpiInfo. Данные оце-

нивались как номинальные или количествен-

ные. Частота и процент были указаны для но-

минальных данных, а среднее и стандартное 

отклонение были представлены для непрерыв-

ных данных. Для оценки различий между дву-

мя независимыми выборками по уровню како-

го-либо признака, измеряемого количествен-

но, использовался статический U-критерий 

Манна–Уитни. Статистическая значимость 

результатов выражалась в виде р и результаты 

считались значимыми при р < 0,05. Для вы-

явления силы и направления корреляцион-

ной связи между двумя варьирующими при-

знаками нами был проведен корреляционный 

анализ и определен коэффициент корреляции 

(r) Пирсона. Сила корреляционной связи оце-

нивалась следующим образом: при r от +0,3 

до +0,49 — как слабая; при r от +0,5 и +0,69 — 

как умеренная средняя; при r от +0,7 и выше — 

как сильная.

Исследование было одобрено комитетом 

по био этике Государственного медицинского 

и фарма цевтического университета им. Николае 

Тесте мицану 21.11.2017.

Результаты

При распределении пациентов по биоло-

гическим характеристикам было установлено 

статистическое преобладание мужчин во всех 

группах, что позволило сопоставить резуль-

таты. Их распределение по возрасту выявило, 

что во всех группах преобладали молодые па-

циенты в возрасте от 18 до 44 лет. Средний воз-

раст пациентов в контрольной группе составил 

36±5 лет, в I группе — 39±6 лет, во II группе — 

35±8 лет. Таким образом, по распределению 

пациентов по полу и возрасту все группы были 

сопоставимы (табл. 1).

При обследовании у всех пациентов исследу-

емых групп были выявлены такие клинические 

симптомы, как астения, похудание и кашель 

с мокротой. Среди клинических проявлений 

интоксикационного синдрома преобладали 

анорексия или потеря аппетита, высокая тем-

пература или субфебрильная температура и де-

фицит массы тела (индекс массы тела < 19 кг/м2) 

во II группе, без достижения статистического 

порога. Среди клинических проявлений ре-

спираторного синдрома незначительно преоб-

ладали боль в груди, кровохарканье и одышка 

во II группе (рис. 1).

Чтобы проанализировать лабораторные дан-

ные ЭИ у пациентов с легочным туберкулезом, 

мы определили концентрацию ЦИК с высо-

кой, средней и низкой молекулярной массой. 

Концентрация ЦИК с высокой молекулярной 

массой (ПЭГ 2,5%), которые проявляют низкую 

степень токсичности, была статистически выше 

во всех исследуемых группах по сравнению 

с контрольной группой (p < 0,001). При срав-

нении исследуемых групп между собой, кон-

центрация ЦИК в I группе была статистически 

ниже, чем во II группе (p < 0,001).

Концентрация ЦИК со средней молеку-

лярной массой (ПЭГ 4,2%), которые прояв-

ляют среднюю степень токсичности, была 

статистически выше во всех исследуемых 

группах по сравнению с контрольной груп-

пой (p < 0,001). При сравнении исследуемых 

групп между собой, концентрация в I груп-

пе была статистически ниже, чем во II группе 

(t = 2,42, p < 0,05). Концентрация ЦИК с низ-

кой молекулярной массой (ПЭГ 8,0%), кото-

рые проявляют высокую степень токсичности, 

была статистически выше во всех исследуемых 

группах по сравнению с контрольной группой 

(p < 0,001). При сравнении исследуемых групп 

между ними, концентрация в I группе была ста-

тистически ниже, чем во II группе (p < 0,001). 

Результаты показали, что концентрация всех 

типов ЦИК выше при лекарственно-устойчи-

вом туберкулезе, чем при лекарственно-чув-

ствительном (табл. 2).

По результатам общего анализа крови была 

проведена оценка лейкоцитарного индекса 

интоксикации (ЛИИКК) по формуле Кальф-

Калифа. ЛИИКК у пациентов всех групп иссле-

дования был ниже, чем у здоровых лиц. У па-

циентов из 1-й и 2-й групп ЛИИКК был стати-

стически ниже по сравнению с КГ (p < 0,001). 

Полученные результаты являются следствием 

повышенного количества эозинофилов (табл. 2).

Чтобы определить корреляцию между кон-

центрациями ЦИК с разной молекулярной 
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Рисунок 1. Распределение пациентов по клиническим признакам

Figure 1. Patient distribution by clinical signs

Таблица 2. Результаты оценки эндогенной интоксикации

Table 2. The data on assessing endogenous intoxication

Параметры

Parameters

Контрольная группа

Control group
n = 36

I группа

Group 1
n = 29

II группа

Group 2
n = 27

M±SD M±SD M±SD

ЦИК 2,5%*

CICs 2.5%*
7,2±0,35

100%
28,2±3,77□

400%
47,0±6,56□●

670%
ЦИК 4,2%*

CICs 4.2%*
25,2±0,84

100%
62,6±5,55□

250%
78,3±9,38□●

300%
ЦИК 8,0%*

CICs 8.0%*
245,5±7,2

100%
487±39,1□

200%
523±83,7□

210%
ЛИИКК

LIIKK

0,95±0,043
100%

0,81±0,120
85%

0,68±0100
70%

Эозинофилы, %

Eosinophils, %
1,8±0,10

100%
3,4±0,53□

190%
2,6±0,77

140%

Примечания. * — применяемый статистический тест: U-критерий Манна–Уитни; □ — статистическая разница между здоровыми людьми 
и исследуемыми группами; ● — статистическая разница между I группой по сравнению со II группой. Информация была представлена 
в процентах для определения, во сколько раз концентрация ЦИК и другие результаты изменились у пациентов из I и II групп в сравнении 
с исходной величиной контрольной группы.
Notes. * — the data were compared by using Mann–Whitney U test; □ — statistical difference between healthy subjects and study groups; ● — statistical 
difference between group 1 vs group 2. The data are shown as percentage for calculating CIC-fold difference and changes in other parameters in group 
1 and group 2 vs baseline magnitude in control group. LIIKK — eucocital intoxication index Kalf-Kalif.

Taблица 1. Распределение пациентов по возрасту и полу

Table 1. Distribution of patients by age and gender

Параметры

Parameters

Контрольная группа

Control group
n = 36

I группа

Group 1
n = 29

II группа

Group 2
n = 27

n (%) n (%) n (%)

Мужчины/Males 24 (67)* 22 (76)* 18 (67)*

Женщины/Females 12 (33) 7 (24) 9 (33)

18–44 лет/18–44 years old 29 (67) 18 (75) 21 (77)

≥ 45 лет/≥ 45 years old 7 (23) 11 (25) 6 (23)

Примечание. Применяемый статистический тест: парный t-критерий Стьюдента. *Абсолютные числа и проценты в столбце (в скобках).
Notes. The data were compared by using a paired Student’s t-test. *Absolute numbers and percentage are shown in columns (in parenthesis).
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Таблица 3. Результат оценки силы корреляции ЦИК

Table 3. The data on assessing CIC-linked correlation strength

Kлиническиe проявления, дни

Clinical manifestations, days
Изучаемые факторы

Parameters

r*
I группа

Group 1

r*
II группа

Group 2

Астения

Asthenia
61±10 I

76±184 II

ЦИК 2,5% (низкая токсичность)

CIC 2.5% (low toxicity)
0,5743 0,6733

ЦИК 4,2% (средняя токсичность)

CIC 4.2% (medium toxicity)
0,6213 0,7814

ЦИК 8,0% (высокая токсичность)

CIC 8.0% (high toxicity)
0,7224 0,8014

Потеря аппетита

Loss of apetite
38±10 I

41±11 II

ЦИК 2,5% (низкая токсичность)

CIC 2.5% (low toxicity)
0,2271 0,3822

ЦИК 4,2% (средняя токсичность)

CIC 4.2% (medium toxicity)
0,3842 0,4212

ЦИК 8,0% (высокая токсичность)

CIC 8.0% (high toxicity)
0,5123 0,5623

Высокая температура

High body temperature
7±6 I

12±4 II

ЦИК 2,5% (низкая токсичность)

CIC 2.5% (low toxicity)
0,4862 0,4972

ЦИК 4,2% (средняя токсичность)

CIC 4.2% (medium toxicity)
0,4972 0,5843

ЦИК 8,0% (высокая токсичность)

CIC 8.0% (high toxicity)
0,5163 0,6923

Субфебрильная температура

Subfebrile temperature
24±6 I

21±8 II

ЦИК 2,5% (низкая токсичность)

CIC 2.5% (low toxicity)
0,3832 0,4822

ЦИК 4,2% (средняя токсичность)

CIC 4.2% (medium toxicity)
0,4872 0,5273

ЦИК 8,0% (высокая токсичность)

CIC 8.0% (high toxicity)
0,6913 0,6783

Дефицит массы тела

Weight deficit
67±8*
58±12 II

ЦИК 2,5% (низкая токсичность)

CIC 2.5% (low toxicity)
0,4012 0,3912

ЦИК 4,2% (средняя токсичность)

CIC 4.2% (medium toxicity)
0,5482 0,4412

ЦИК 8,0% (высокая токсичность)

CIC 8.0% (high toxicity)
0,6073 0,5273

Потеря веса

Weight loss
62±8 I

71±16 II

ЦИК 2,5% (низкая токсичность)

CIC 2.5% (low toxicity)
0,4282 0,4022

ЦИК 4,2% (средняя токсичность)

CIC 4.2% (medium toxicity)
0,5353 0,4642

ЦИК 8,0% (высокая токсичность)

CIC 8.0% (high toxicity)
0,7353 0,6123

Кашель с отхаркиванием

Cough with expectoration
52±15 I

61±8 II

ЦИК 2,5% (низкая токсичность)

CIC 2.5% (low toxicity)
0,3932 0,3032

ЦИК 4,2% (средняя токсичность)

CIC 4.2% (medium toxicity)
0,5043 0,4452

ЦИК 8,0% (высокая токсичность)

CIC 8.0% (high toxicity)
0,6623 0,5563

Кровохарканье

Hemoptysis
12±6 I

17±4 II

ЦИК 2,5% (низкая токсичность)

CIC 2.5% (low toxicity)
0,2271 0,1281

ЦИК 4,2% (средняя токсичность)

CIC 4.2% (medium toxicity)
0,3122 0,2511

ЦИК 8,0% (высокая токсичность)

CIC 8.0% (high toxicity)
0,3432 0,3712
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массой между группами, мы использовали ко-

эффициент корреляции Пирсона (R). В I груп-

пе была получена сильная положительная кор-

реляция ЦИК 2,5% с ЦИК 4,2% — R = 0,76 и p < 

0,0001; умеренная положительная корреляция 

ЦИК 2,5% с ЦИК 8% — R = 0,69 и p < 0,01; уме-

ренная положительная корреляция ЦИК 4,2% 

и ЦИК 8% — R = 0,56 и p < 0,05. Таким образом, 

мы определили сильную положительную кор-

реляцию ЦИК с высокой и средней молекуляр-

ной массой в I группе. Кроме того, умеренная 

корреляция была получена при анализе ассо-

циации ЦИК со средней и низкой молекуляр-

ной массой в I группе.

Во II группе была получена сильная поло-

жительная корреляция ЦИК 2,5% с ЦИК 4,2%, 

R = 0,811 и p < 0,0001; сильная положительная 

корреляция ЦИК 2,5% с ЦИК 8%, R = 0,71 и p < 

0,01; умеренная положительная корреляция 

ЦИК 4,2% с ЦИК 8%, R = 0,69 и p < 0,01. Как 

и в I группе, мы получили сильную корреля-

цию ЦИК с высокой и средней молекулярной 

массой. Была выявлена сильная корреляция 

ЦИК с высокой и низкой молекулярной массой, 

а также умеренная корреляция ЦИК со средней 

и низкой молекулярной массой (табл. 3).

Мы определили корреляцию между концентра-

циями ЦИК с разной молекулярной массой и про-

должительностью клинических проявлений.

В I группе концентрация ЦИК 2,5% была 

в 4 раза выше, ЦИК 4,2% была в 2,5 раза выше, 

а ЦИК 8% была в 2 раза выше по сравнению 

с контрольной группой. Во II группе концентра-

ция ЦИК 2,5% была в 6,7 раз выше, ЦИК 4,2% 

была в 3 раза выше, а ЦИК 8% была в 2 раза 

выше по сравнению с контрольной группой. 

Таким образом, концентрации ЦИК с высо-

кой, средней и низкой молекулярной массой 

были статистически выше во всех исследуемых 

группах по сравнению с контрольной группой. 

Уровень ЦИК с высоким молекулярным весом 

был статистически выше по сравнению с ЦИК 

с умеренным и низким молекулярным весом 

во всех исследуемых группах (t = 4,63, p < 0,001 

по сравнению с ЦИК 4,2% и t = 5,31, p < 0,001 

по сравнению с ЦИК 8,0% в I группе, t = 3,97, 

p < 0,001 по сравнению с ЦИК 4,2% и t = 7,61, 

p < 0,001 по сравнению с ЦИК 8,0% во II груп-

пе). Уровень ЦИК с умеренным молекулярным 

весом был выше по сравнению с концентрацией 

ЦИК с низким молекулярным весом во всех ис-

следуемых группах, без достижения статисти-

ческого порога (табл. 2).

Мы определили степень тяжести ЭИ со-

гласно методу, зарегистрированному в патенте. 

Если в пробирке с концентрацией ПЭГ 2,5% со-

держание ЦИК более 10 УЕ, с концентрацией 

ПЭГ 4,2% содержание ЦИК более 40 УЕ и с кон-

центрацией ПЭГ 8,0% содержание ЦИК более 

240 УЕ, то диагностируют высокую степень ЭИ.

Если в пробирке с концентрацией ПЭГ 2,5% 

содержание ЦИК менее 10 УЕ, с концентра-

цией ПЭГ 4,2% содержание ЦИК менее 40 УЕ 

и с концентрацией ПЭГ 8,0% содержание ЦИК 

менее 240 УЕ, диагностируют среднюю степень 

ЭИ. Если в пробирке с концентрацией ПЭГ 2,5% 

содержание ЦИК более 10 УЕ, с концентра-

цией ПЭГ 4,2% содержание ЦИК менее 40 УЕ 

Kлиническиe проявления, дни

Clinical manifestations, days
Изучаемые факторы

Parameters

r*
I группа

Group 1

r*
II группа

Group 2

Боль в груди

Chest pain
7±4 I

9±3 II

ЦИК 2,5% (низкая токсичность)

CIC 2.5% (low toxicity)
0,1431 0,1311

ЦИК 4,2% (средняя токсичность)

CIC 4.2% (medium toxicity)
0,3152 0,2181

ЦИК 8,0% (высокая токсичность)

CIC 8.0% (high toxicity)
0,3432 0,2881

Одышка

Dyspnea
31±7 I

42±5 II

ЦИК 2,5% (низкая токсичность)

CIC 2.5% (low toxicity)
0,1181 0,1151

ЦИК 4,2% (средняя токсичность)

CIC 4.2% (medium toxicity)
0,2251 0,2141

ЦИК 8,0% (высокая токсичность)

CIC 8.0% (high toxicity)
0,3672 0,3272

Примечание. I — продолжительность клинических проявлений в днях в I группе; II — продолжительность клинических проявлений в днях 
во II группе. *Коэффициент корреляции Спирмена был определен для выявления силы корреляции между длительностью клинических 
признаков и концентрации ЦИК. Интерпретация по шкале Чеддока: 1 при r 0,1–0,29 — очень слабая корреляция, 2 при r 0,3–0,49 — слабая 
корреляция; 3 при r 0,5–0,69 — средняя корреляция; 4 при r 0,7 и выше — сильная корреляция.
Notes. I — duration of clinical manifestations (days) in group 1; II — duration of clinical manifestations (days) in group 2. *Spearman’s correlation 
coefficient calculated to assess a correlation strength between duration of clinical manifestations and serum CIC level by using Chaddock scale: 
1 at r 0,1–0,29 — very weak correlation, 2 at r 0,3–0,49 — weak correlation; 3 at r 0,5–0,69 — medium correlation; 4 at r ≥ 0,7 — strong correlation.
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и с концентрацией ПЭГ 8,0% менее 240 УЕ, диа-

гностируют минимальную степень ЭИ. У 22 

(76%) пациентов I группы и у 24 (89%) пациен-

тов II группы диагностировали высокую сте-

пень ЭИ. У 5 (17%) пациентов I группы и у 1 (4%) 

пациента II группы диагностировали среднюю 

степень ЭИ. У 2 (7%) пациентов I группы и у 2 

(7%) пациентов II группы диагностировали ми-

нимальную степень ЭИ. Согласно результатам 

высокий уровень ЭИ преобладал во II группе 

и средний уровень ЭИ — в I группе, без дости-

жения статистического порога (t = 1,87, p > 0,05) 

(рис. 2).

Обсуждение

Наше исследование — одно из немногих, по-

священных количественной оценке ЭИ у паци-

ентов с диагнозом «туберкулез легких». В его 

основе лежал новый метод определения тяже-

сти интоксикационного синдрома путем изме-

рения сывороточной концентрации ЦИК с вы-

сокой, средней и низкой молекулярной массой. 

Группы отобранных для исследования пациен-

тов были сопоставимы по полу и возрасту, хотя 

некоторые ограничения на исследование на-

кладывало небольшое количество обследован-

ных пациентов.

Установлено преобладание показателей 

пониженной массы тела и одышки в группе 

пациентов с диагнозом «МЛУ-ТБ» по сравне-

нию с больными из группы с диагнозом «ле-

карственно-чувствительный туберкулез». Это 

можно объяснить продолжительностью забо-

левания. Cимптомы у больных туберкулезом 

неспеци фичны (могут быть обнаружены при 

любом респираторном заболевании), развива-

ются постепенно, длительность заболевания 

и ослабленный иммунитет способствуют более 

тяжелому течению болезни [10].

Наше исследование является первым, в ко-

тором оценивается тяжесть клинических про-

явлений у больных с восприимчивостью к ле-

карственными препаратами и лекарственно 

устойчивого туберкулезом легких по трем кон-

центрациям ЦИК с разной молекулярной мас-

сой. Ghinda S., Cula E. (2014) определили со-

держание ЦИК с разной молекулярной массой 

у больных с лекарственно-устойчивым тубер-

кулезом, получавших противотуберкулезное 

лечение и иммуномодулирующие препараты 

Меллозан и BioR [5]. Наши результаты показа-

ли, что у всех больных туберкулезом, незави-

симо от профиля лекарственной устойчивости, 

концентрация ЦИК была намного выше, чем 

в контрольной группе. Несколько отчетов про-

демонстрировали высокий уровень ЦИК при 

легочном туберкулезе [1, 16, 17].

В нашем методе в пробирки с сывороткой 

крови, взятой из периферической вены, добав-

ляли раствор ПЭГ в различных концентрациях: 

2,5, 4,2 и 8,0%, что являлось новизной предлага-

емого метода [13, 16, 17, 18]. Senbagavalli P. (2012) 

использовал PEG 5% для измерения концен-

трации ЦИК, которая была выше, чем в группе 

здоровых людей. Проведя исследование in vitro, 

авторы показали роль иммуномодулятора ЦИК 

в локальной генерации проинфламматор-

ных факторов, таких как IL-4, IL-6, GM-CSF 

и TNFα [14].

На основании статистического анализа мы 

установили, что концентрация ЦИК с высокой 

молекулярной массой была намного выше чем 

ЦИК со средней и низкой молекулярной мас-

сой, так как эти молекулы имеют более низкую 

способность выделения и фильтрации. Также 

было показано, что концентрация ЦИК с низ-

кой молекулярной массой была меньше, чем 

концентрация ЦИК со средней и высокой мо-

лекулярной массой, потому что первые быстро 

выводятся почками. Raja A. (1995) установил, 

что концентрация ЦИК через преципитацию 

ПЭГ 3,5% была выше в сыворотке пациентов 

с легочным туберкулезом, была значительно 

повышена по сравнению с контролем и сни-

жалась во время противотуберкулезной хи-

миотерапии [12]. Мы выяснили, что индекс 

лейкоцитарной интоксикации, рассчитанный 

по формуле Кальфа-Калифа, был ниже во всех 

исследуемых группах по сравнению с его 

контрольным значением у здоровых людей. 

Мордык А.В. и соавт. [1] сообщили о высоком 

индексе лейкоцитарной интоксикации, рас-

считанном по формуле Кальфа-Калифа, до на-

чала химио терапии. Различия между получен-

Рисунок 2. Степени оценки эндогенной 

интоксикации

Figure 2. Degree of assessment of endogenous 
intoxication
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ными результатами объяснялись критериями 

включения в цитируемую статью, куда вошли 

пациенты с обширными формами инфильтра-

тивного туберкулеза легких, такими как ка-

зеозная пневмония и лобит [1]. Мы выявили 

повышенное количество эозинофилов у паци-

ентов всех исследуемых групп по сравнению 

с лицами контрольной группы. Этим фактом 

объяснялось снижение индекса лейкоцитар-

ной интоксикации, рассчитанного по формуле 

Кальфа-Калифа в нашем исследовании.

Выводы

Насколько нам известно, это исследование 

является первым, в котором степень эндоген-

ной интоксикации оценивается по измере-

нию концентрации ЦИК через преципитацию 

с ПЭГ 2,5, 4,2 и 8,0%, что является принципи-

ально новым для данного метода. Наши резуль-

таты показали, что концентрация ЦИК, неза-

висимо от их молекулярной массы, была выше 

в группах пациентов с МЛУ-ТБ, чем у больных 

с лекарственно-чувствительным ТБ, и выше 

в обеих группах пациентов по сравнению с ли-

цами контрольной группы. Наиболее высо-

кие уровни были получены в отношении ЦИК 

с высокой и средней молекулярной массой. 

ЦИК с низкой молекулярной массой обнару-

живались в меньшей концентрации. Сильная 

положительная корреляция ЦИК с высокой 

молекулярной массой и средней молекулярной 

массой была получена у пациентов с МЛУ-ТБ. 

Умеренная положительная корреляция ЦИК 

с высокой и низкой молекулярной массой, 

а также со средней и низкой молекулярной 

массой была получена у пациентов с МЛУ-ТБ. 

Высокий уровень эндогенной интоксикации 

преобладал в группе с МЛУ-ТБ, а средний — 

в группе с лекарственно-чувствительным ТБ. 

В связи с повышенным содержанием эозино-

филов у пациентов обеих групп исследования, 

индекс лейкоцитарной интоксикации, рас-

считанный по формуле Кальфа-Калифа, был 

ниже по сравнению с контрольным значени-

ем у здоровых людей. Метод измерения ЦИК 

с высокой, средней и низкой молекулярной 

массой может быть использован для оценки 

эндогенной интоксикации у пациентов с ле-

гочным туберкулезом.
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СОПОСТАВЛЕНИЕ ГУМОРАЛЬНОГО 

И КЛЕТОЧНОГО ИММУНИТЕТА 

У ПЕРЕБОЛЕВШИХ COVID-19

А.П. Топтыгина1,3, Е.Л. Семикина2,4, Р.Ш. Закиров2, З.Э. Афридонова1

1 ФБУН Московский научно-исследовательский институт эпидемиологии и микробиологии им. Г.Н. Габричевского 

Роспотребнадзора, Москва, Россия
2 ФГАУ НМИЦ здоровья детей Минздрава России, Москва, Россия
3 ФГБО УВПО Московский государственный университет им. М.В. Ломоносова, Москва, Россия
4 ФГАОУ ВО Первый Московский государственный медицинский университет им. И.М. Сеченова Минздрава России, 

Москва, Россия

Резюме. Вирус SARS-CoV-2, вызвавший пандемию COVID-19, является родственным коронавирусам SARS-

CoV-1 и MERS, ставшим причиной эпидемий в 2003 и 2012 гг. Антитела у больных COVID-19 появляются через 

7–14 дней после возникновения симптомов и постепенно нарастают. Поскольку пандемия COVID-19 продол-

жается, трудно сказать, как долго будет сохраняться иммунологическая память к вирусу SARS-CoV-2. Цель 

исследова ния — изучить соотношение гуморального и клеточного иммунитета к S-белку вируса SARS-CoV-2 

после перенесенного COVID-19. Обследованы 60 взрослых, перенесших COVID-19 легкой и средней степени 

тяжести за 2–12 месяцев до момента обследования. Контрольную группу составили 15 взрослых, не болевших 

COVID-19 и не привитых от этой инфекции. Специфические антитела к вирусу SARS-CoV-2 определяли ме-

тодом ИФА с помощью набора «SARS-CoV-2-IgG-ИФА-БЕСТ». Для определения субклассов специфических 

IgG и IgA анти-IgG-конъюгат из набора заменяли конъюгатом против субклассов IgG и IgA. Для определе-

ния авидности антител использовали дополнительную инкубацию с денатурирующим раствором мочевины 

или без нее. Мононуклеары из крови выделяли методом градиентного центрифугирования, инкубировали 

с S-антигеном коронавируса или без него 20 часов, окрашивали с помощью флуоресцентно меченных анти-

тел и подсчитывали на проточном цитометре BD FACSCanto II процент CD8highCD107a. В контрольной группе 

не обнаружено ни гуморального, ни клеточного иммунитета к S-белку SARS-CoV-2. У переболевших уровень 

IgG-антител к S-белку SARS-CoV-2 сильно различается и жестко не связан с давностью заболевания, 57% 

переболевших COVID-19 имели высокий уровень гуморального ответа, а 43% — низкий. Корреляция между 

уровнями специфических IgG и IgA составила r = 0,43. Авидность антител нарастала с течением времени по-

сле заболевания, составив 49,9% на сроке 6–12 мес. Не было выявлено специфических IgG субклассов IgG2 

и IgG4, а процент IgG1 нарастал со временем и составил 100% через 6–12 мес. после заболевания. 50% обследо-

ванных имели высокий клеточный иммунитет и столько же — низкий, корреляций с уровнем гуморального 

иммунитета не выявлено. Выявлены 4 варианта сочетания гуморального и клеточного иммунитета к S-белку 

SARS-CoV-2: высокий гуморальный и клеточный, низкий гуморальный и клеточный, высокий гуморальный 

и низкий клеточный и, наоборот, низкий гуморальный и высокий клеточный иммунитет.

Ключевые слова: COVID-19, SARS-CoV-2, антитела, субклассы IgG, клеточный иммунитет, CD8+-лимфоциты.
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COMPARISON OF THE HUMORAL AND CELLULAR IMMUNITY IN COVID-19 CONVALESCENTS

Toptygina A.P.a,c, Semikina E.L.b,d, Zakirov R.Sh.b, Afridonova Z.E.a

a G.N. Gabrichevsky Research Institute for Epidemiology and Microbiology, Moscow, Russian Federation
b National Medical Research Center of Children′s Health of the Ministry of Health of the Russian Federation, Moscow, Russian Federation
c Lomonosov Moscow State University, Moscow, Russian Federation
d I.M. Sechenov First Moscow State Medical University of the Ministry of Health of the Russian Federation, Moscow, Russian Federation

Abstract. The SARS-CoV-2 virus caused the COVID-19 pandemic is related to the SARS-CoV-1 and MERS coronavi-

ruses, which were resulted in 2003 and 2012 epidemics. Antibodies in patients with COVID-19 emerge 7–14 days after 

the onset of symptoms and gradually increase. Because the COVID-19 pandemic is still in progress, it is hard to say how 

long the immunological memory to the SARS-CoV-2 virus may be retained. The aim of this study was to study a ratio 

between humoral and cellular immunity against the SARS-CoV-2 S protein in COVID-19 convalescents. There were 

enrolled 60 adults with mild to moderate COVID-19 2 to 12 months prior to the examination. The control group con-

sisted of 15 adults without COVID-19 or unvaccinated. Specific antibodies to the SARS-CoV-2 virus were determined 

by ELISA with the SARS-CoV-2-IgG-ELISA-BEST kit. To determine the specific IgG and IgA subclasses, the anti-IgG 

conjugate from the kit was replaced with a conjugate against the IgG subclasses and IgA. Additional incubation with or 

without denaturing urea solution was used to determine the avidity of antibodies. Peripheral blood mononuclear cells were 

isolated by gradient centrifugation, incubated with or without coronavirus S antigen for 20 hours, stained by fluorescently 

labeled antibodies, and the percentage of CD8highCD107a cells was assessed on flow cytometer BD FACSCanto II. In the 

control group, neither humoral nor cellular immunity against the SARS-CoV-2 S protein was found. In the group of con-

valescents, the level of IgG antibodies against the SARS-CoV-2 S protein varies greatly not being strictly associated with 

the disease duration, with 57% and 43% of COVID-19 patients having high vs. low level of humoral response, respectively. 

A correlation between level of specific IgG and IgA was r = 0.43. The avidity of antibodies increased over time in conva-

lescents comprising 49.9% at 6–12 months afterwards. No virus-specific IgG2 and IgG4 subclasses were detected, and 

the percentage of IgG1 increased over time comprising 100% 6–12 months after recovery. 50% of the subjects examined 

had high cellular immunity, no correlations with the level of humoral immunity were found. We identified 4 combinations 

of humoral and cellular immunity against the SARS-CoV-2 S protein: high humoral and cellular, low humoral and cel-

lular, high humoral and low cellular, and vice versa, low humoral and high cellular immunity.

Key words: COVID-19, SARS-CoV-2, antibodies, IgG subclasses, cellular immunity, CD8+ lymphocytes.

Введение

Вирус SARS-CoV-2, вызвавший пандемию 

COVID-19, принадлежит к β-коронавирусам, 

связывается на клетках с ангиотензин-превра-

щающим ферментом 2 и является родственным 

SARS (Severe Acute Respiratory Syndrome), теперь 

называемому SARS-CoV-1, и MERS (Middle 

Eastern Respiratory Syndrome) коронавирусам, 

ставшим причиной локальных зоонозных эпи-

демий в 2003 и 2012 гг. соответственно [12, 21, 34]. 

Антитела у больных COVID-19 появляются че-

рез 7–14 дней после возникновения симптомов 

и постепенно нарастают [26, 13, 36]. Показано, 

что антитела к S-белку вируса SARS-CoV-2 об-

ладают вируснейтрализующей активностью, 

особенно анти-RBD (Receptor Binding Domain) 

антитела [18]. Поскольку пандемия COVID-19 

продолжается, трудно сказать, как долго будут 

сохраняться антитела к вирусу SARS-CoV-2. 

Так, антитела к HCoV-229E-коронавирусу, вы-

зывающему респираторное заболевание, ис-

чезали уже через год после заболевания [9, 28]. 

После инфекции SARS-CoV-1 и MERS анти-

тела исчезали через 2–3 года [10, 27]. Однако 

есть данные, что антитела после SARS-CoV-1 

определялись даже 12 лет спустя [15]. У пере-

несших SARS-CoV-1 через 6 лет после заболе-

вания не обнаруживали IgG+ В-клеток памяти, 

специфичных к этому вирусу, тогда как специ-

фичные к SARS-CoV-1 Т-клетки памяти были 

выявлены у обследованных переболевших [31]. 

Специфичные к белкам вируса SARS-CoV-1 

CD8+ Т-клетки обнаруживались даже спустя 

11 лет после заболевания, что свидетельству-

ет о длительном поддержании Т-клеточного 

иммунитета [24]. Однако уровни Т-клеточного 

и гуморального иммунитета против коронави-

руса слабо коррелировали между собой [20, 25].

Целью настоящего исследования было из-

учение соотношения гуморального и клеточно-

го иммунитета к S-белку вируса SARS-CoV-2, 

сформировавшегося после перенесенного 

COVID-19.

Материалы и методы

В рамках простого сравнительного исследо-

вания, проходившего с января по июнь 2021 г., 

были обследованы 60 взрослых, перенесших 

COVID-19 легкой и средней степени тяжести, 

имевших выписку с установленным клиничес-

ким диагнозом и подтверждением диагноза ме-

тодом ПЦР (основная группа). От момента забо-

левания до обследования прошло от 2 до 12 ме-

сяцев. В контрольную группу были включены 
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15 взрослых, не болевших COVID-19, не приви-

вавшихся от этой инфекции и не имевших анти-

тел к вирусу SARS-CoV-2 при предварительном 

скрининге. Обследованные подписывали ин-

формированное согласие на участие в исследо-

вании. Кровь из локтевой вены брали в две ваку-

умные пробирки с гепарином 4 мл для исследо-

вания клеточного иммунитета и с гелем 4 мл для 

определения антител в сыворотке крови.

Сыворотку крови получали центрифугиро-

ванием, разливали в пробирки «Эппендорф», 

замораживали и хранили при –70°С. Специфи-

ческие антитела к вирусу SARS-CoV-2 опре-

деляли иммуноферментным анализом (ИФА) 

с помощью коммерческого набора «SARS-

CoV-2-IgG-ИФА-БЕСТ» (АО «Вектор-Бест», 

Россия), позволяющего выявлять антитела по-

луколичественным методом в коэффициен-

тах позитивности (КП). В сентябре 2021 г. 

было проведено ретестирование проб сыворо-

ток, хранившихся при –70°С на тест-системе 

«SARS-CoV-2-IgG количественный-ИФА-БЕСТ» 

(АО «Вектор-Бест», Россия), позволяющей оце-

нивать количество специфических антител 

в международных единицах Binding Antibody 

Units (BAU). Определение субклассов специфи-

ческих IgG-антител осуществляли по ранее раз-

работанной нами модификации ИФА-метода [6]. 

Мы использовали 96-луночные панели с сорби-

рованным полноразмерным S-антигеном ви-

руса SARS-CoV-2 из коммерческого набора для 

определения IgG-антител к вирусу SARS-CoV-2 

«SARS-CoV-2-IgG-ИФА-БЕСТ» (АО «Вектор-

Бест», Россия). Вместо анти-IgG-конъюгата, 

входящего в набор, использовали меченные 

пероксидазой анти-IgG1, IgG2, IgG3 и IgG4, 

а также анти-IgA моноклональные антитела 

(Полигност, Россия) в концентрации 1 мкг/мл. 

Для определения авидности антител исполь-

зовали наборы «SARS-CoV-2-IgG-ИФА-БЕСТ» 

(АО «Вектор-Бест», Россия) в модификации. 

Каждую сыворотку раскапывали в две лунки, 

в два соседних стрипа. После инкубации сыво-

роток и отмывки, согласно протоколу произво-

дителя, мы проводили следующую процедуру: 

в лунки первого стрипа добавляли физиологи-

ческий раствор 200 мкл, в лунки второго стрипа 

добавляли 200 мкл денатурирующего раствора 

мочевины и инкубировали 10 мин при комнат-

ной температуре. Растворы и время инкубации 

были взяты из набора для определения авидно-

сти антител к кори Avidity: Anti-Measles Viruses 

ELISA/IgG (Euroimmun, Германия). После этого 

жидкость из лунок удаляли и промывали трое-

кратно. Далее добавляли конъюгат и выполняли 

все процедуры по инструкции к набору «SARS-

CoV-2-IgG-ИФА-БЕСТ».

Мононуклеары периферической крови вы-

деляли из гепаринизированной крови с по-

мощью градиентного центрифугирования 

на смеси фиколла-верографина, ρ = 1,077 (ООО 

«ПанЭко», Россия), отмывали от тромбоцитов 

и ресуспендировали в 1 мл среды RPMI-1640 

с добавлением 2 мМ L-глютамина, гентами-

цина и 10%-ной эмбриональной телячьей сы-

воротки. Суспензию мононуклеаров (3 × 105 

на лунку) вносили в лунки 96-луночной сте-

рильной панели (отрицательный контроль), 

добавляли раствор монензина в конечной кон-

центрации 10 мкМ и моноклональные анти-

тела к антигену CD107a-PE-Cy5 в конечном 

разведении 1:100 (контрольная проба), общий 

объем в лунке составил 200 мкл. Для опыт-

ной пробы использовали 96-луночные панели 

от набора для определения антител к S-белку 

вируса SARS-CoV-2 методом ИФА, на дно лу-

нок которых сорбирован полноразмерный 

S-белок, согласно инструкции производителя. 

Использован набор «SARS-CoV-2-IgG-ИФА-

БЕСТ» (АО «Вектор-Бест», Россия). Поскольку 

лунки набора для ИФА не стерильны, перед 

постановкой эксперимента они были просте-

рилизованы с помощью ультрафиолетового 

облучения в стерильных условиях в течение 

30 мин. Опытные и контрольные пробы инку-

бировали при 37°C во влажной атмосфере и 5% 

CO2 20 часов. По окончании инкубации клетки 

ресуспендировали, переносили в пробирки для 

проточной цитометрии и отмывали центрифу-

гированием (300g 5 мин) в растворе CellWash. 

Супернатант аккуратно отбирали пипеткой, 

а клетки окрашивали антителами к антигену 

CD8-FITC 20 мин в темноте при 4°C, затем по-

вторно отмывали центрифугированием при тех 

же условиях и осуществляли фенотипирова-

ние на проточном цитометре BD FACS Canto II 

(технологии и программное обеспечение Becton 

Dickinson, США). Для анализа выделяли лим-

фоидный гейт, в нем в режиме FITC-SSS выде-

ляли гейт лимфоцитов, высоко экспрессирую-

щих антиген CD8 (CD8high), — это субпопуляция 

цитотоксических Т-лимфоцитов. Далее на гра-

фике CD107a-РЕ-Су5 против CD8-FITC реги-

стрировали облако дважды положительных 

клеток. Полученное число отражает процент 

цитотоксических лимфоцитов, распознавших 

антигены S-белка коронавируса и ответивших 

цитотоксической реакцией, заключающейся 

в выделении содержимого цитотоксических 

гранул относительно общего количества CD8+ 

цитотоксических Т-лимфоцитов.

Результаты исследования были подвергнуты 

статистической обработке. Для всех параме-

тров было проведено исследование на нормаль-

ность распределения методом Колмогорова–

Смирнова. Данные представлены в виде средней 

арифметической и ее ошибки (M±SE). Уровень 

p < 0,05 считали значимым. Корреляции рас-
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считывали по методу Пирсона. Для расчета 

уровня антител использовали коэффициент 

позитивности (КП) как отношение оптической 

плотности в пробе к оптической плотности 

в отрицательном контроле, к которой прибав-

ляли 0,2 согласно инструкции производителя. 

При этом cut-off составляет 1,1. Для вычисле-

ния авидности антител значение в первой лун-

ке (инкубация с физиологическим раствором) 

принимали за 100% и вычисляли процент для 

значения во второй лунке (инкубация с денату-

рирующим раствором).

Результаты

У здоровых, не болевших и не привитых про-

тив вируса SARS-CoV-2 людей (контрольная 

группа) не было выявлено антител к этому виру-

су ни IgG, ни IgA. В группе переболевших такие 

антитела были обнаружены (рис. 1А). Оценку 

уровней антител проводили полуколичествен-

ным методом в КП, поскольку на момент про-

ведения исследований количественных тест-

систем не было. Средняя арифметическая 

по группе для IgG-антител составила 17,08±1,94, 

а для IgA — 11,43±1,32. Следует отметить, что 

в использованной тест-системе при расчете 

КП cut-off составляет 1,1. Максимальное значе-

ние для IgG составило 56,08, а для IgA — 48,78. 

При этом у 6 человек не было выявлено IgG-

антител, а у 7 отсутствовали IgA-антитела к ви-

русу SARS-CoV-2. Важно, что из этих 6 человек 

без специфических IgG у двоих были выявлены 

высокие уровни IgA, а у четверых не было ни IgG, 

ни IgA. В то же время у троих с высокими IgG 

не было IgA. По уровню специфических IgG-

антител обследованные лица были разделены 

на две подгруппы: с высоким и низким уровнем 

гуморального ответа на инфекцию. Пороговый 

критерий составил 10 единиц. В группу с высо-

ким ответом были отнесены 34 человека, а с низ-

ким — 26 человек (рис. 1Б). Различия между 

этими группами и для IgG, и для IgA оказались 

значимыми (p < 0,05), см. рис. 1А. Корреляция 

между уровнями специфических IgG и IgA была 

средняя положительная (r = 0,43), так как есть 

люди с высокими IgG и низкими IgA и наобо-

рот. Не выявлено корреляции между сроком, 

прошедшим после заболевания, и высотой гу-

морального ответа. Для сопоставления уровней 

IgG-антител, выраженных в КП, с количеством 

IgG-антител, выраженном в BAU, было прове-

дено ретестирование проб сывороток обследо-

ванных лиц. На рис. 1А правая вертикальная 

ось представляет калибровку в BAU. Важно, 

что 6 человек, не имевших специфических IgG-

антител к вирусу SARS-CoV-2 при измерении 

в КП, также не имели их при измерении в BAU. 

Выявлена очень сильная положительная корре-

ляция между уровнями специфических IgG, вы-

раженными в КП и в BAU (r = 0,98).

В процессе созревания гуморального иммун-

ного ответа происходит повышение авидности 

антител и переключение субклассов IgG-антител 

преимущественно на IgG1. В группе перебо-

левших COVID-19 была исследована авидность 

специфических антител. Выявлена положитель-

ная корреляция средней силы (r = 0,53) между 

сроком, прошедшим после заболевания, и авид-

ностью антител. Основная группа была разбита 

на 3 подгруппы в зависимости от срока после 

заболевания. В подгруппу до 3 мес. вошел 21 че-

ловек, 3–6 мес. — 20 человек, более 6 мес. — 

19 человек. Была рассчитана средняя авидность 

для этих подгрупп. Результаты представлены 

на рис. 2А. Из рисунка видно, что авидность ан-

Рисунок 1. Гуморальный иммунный ответ на S-белок вируса SARS-CoV-2

Figure 1. Humoral immune response against the SARS-CoV-2 S protein
Примечание. А — уровень IgG- и IgA-антител к S-белку вируса SARS-CoV-2 в сыворотке крови переболевших COVID-19, 
Б — распределение переболевших COVID-19 по уровню гуморального ответа на S-белок вируса SARS-CoV-2.
Note. A — the level of serum SARS-CoV-2 S protein-specific IgG and IgA antibodies in COVID-19 patients, B — distribution 
of COVID-19 patients based on the level of humoral response against the SARS-CoV-2 S protein.
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тител к S-белку вируса SARS-CoV-2 значимо рас-

тет с увеличением срока после заболевания (p < 

0,05). Коэффициент корреляции между уровнем 

специфических IgG-антител и их авидностью 

слабо положительный (r = 0,32). Также в ос-

новной группе был исследован спектр субклас-

сов анти-S IgG-антител. Важно, что ни у одного 

из переболевших COVID-19 не было выявлено 

специфичных к S-белку коронавируса антител 

субклассов IgG2 и IgG4. Зрелость гуморального 

иммунитета к S-белку коронавируса оценива-

ли по проценту антител субкласса IgG1  в общем 

IgG-ответе на S-белок. Корреляция между сро-

ком после заболевания и процентом IgG1-антител 

в общем специфическом IgG-ответе была по-

ложительная, но очень слабая (r = 0,28). Однако 

при расчете этого показателя по подгруппам в за-

висимости от срока после заболевания выявлено 

значимое возрастание процента IgG1 (p < 0,05), 

а в подгруппе более 6 мес. у всех обследованных 

субкласс IgG1 составлял 100% от IgG-антител 

против S-белка вируса SARS-CoV-2.

При исследовании клеточного иммунитета 

к S-белку вируса SARS-CoV-2 было показано, 

что спонтанный уровень экспрессии молеку-

лы CD107a на CD8high-лимфоцитах не превышал 

уровень cut-off, равный 1%. В контрольной груп-

пе уровень индуцированной S-белком экспрес-

сии CD107a также не превышал 1% и не отличал-

ся от спонтанного уровня. В основной группе 

было выявлено значимое (p < 0,05) превыше-

ние над спонтанным уровнем CD8highCD107a+ 

в ответ на индукцию S-белком коронавируса, 

средняя арифметическая по группе составила 

6,48±0,61% (рис. 3А). Так же, как и при анализе 

гуморального иммунитета, обследованные лица 

были разделены на две подгруппы — с высоким 

и низким уровнем клеточного ответа на ин-

фекцию. Пороговый критерий составил 6%. 

Обследованные переболевшие разделились на 2 

группы по этому критерию строго пополам — 

30 и 30 человек (см. рис. 3Б). Различия в уровне 

индуцированной S-белком экспрессии CD107a 

на CD8high-лимфоцитах для этих групп оказались 

значимыми (p < 0,05), см. рис. 3А. Корреляции 

между уровнем клеточного иммунитета и сро-

ком после заболевания обнаружено не было.

При сопоставлении специфического гумо-

рального и клеточного иммунитета к S-белку 

вируса SARS-CoV-2 у переболевших COVID-19 

было выделено 4 варианта соотношения этих 

параметров (рис. 4). В группу А вошли 19 чело-

век, имевших высокий гуморальный (средняя 

для IgG — 26,84±3,08; для IgA — 16,65±2,02) 

и клеточный (средняя для CD8highCD107a+ — 

10,39±0,87%) иммунитет к S-белку вируса SARS-

CoV-2. В группу Б вошли 15 человек, имевших 

низкий гуморальный (средняя для IgG — 

6,22±0,65; для IgA — 6,88±1,17) и клеточный 

(средняя для CD8highCD107a+ — 3,8±0,44%) им-

мунитет к S-белку вируса SARS-CoV-2. В груп-

пу В вошли 15 переболевших, имевших высокий 

гуморальный (средняя для IgG — 29,3±3,71; для 

IgA — 16,37±2,05) и низкий клеточный (средняя 

для CD8highCD107a+ — 1,64±0,31%) иммунитет 

к S-белку коронавируса. А в группу Г вошли 

11 человек с низким гуморальным (средняя для 

IgG — 1,06±0,18; для IgA — 6,09±2,34) и высо-

ким клеточным (средняя для CD8highCD107a+ — 

8,3±0,92%) иммунитетом к S-белку. Корреляции 

между уровнем гуморального и клеточного им-

мунитета к S-белку выявлено не было. Важно, 

что у тех 6 человек, у которых после перенесен-

ного COVID-19 не было выявлено анти-S-IgG-

антител, был обнаружен клеточный иммунитет 

к S-белку вируса SARS-CoV-2.

Рисунок 2. Созревание гуморального иммунного ответа на S-белок вируса SARS-CoV-2

Figure 2. Maturation of the humoral immune response to the S-protein of the SARS-CoV-2 virus
Примечание.  А — авидность антител к S-белку вируса SARS-CoV-2 в сыворотке крови переболевших COVID-19 
в зависимости от срока после заболевания, Б — процент антител субкласса IgG1 к S-белку вируса SARS-CoV-2 
в сыворотке крови переболевших COVID-19 в зависимости от срока после заболевания.
Note. A — avidity of antibodies to the S-protein of the SARS-CoV-2 virus in the serum of COVID-19 patients, depending 
on the period after disease, B — percentage of IgG1 subclass antibodies to the S protein of the SARS-CoV-2 virus in the serum 
of COVID-19 patients, depending on the period after disease.
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Обсуждение

В результате проведенного исследования 

удалось показать, что уровень антител к S-белку 

вируса SARS-CoV-2 сильно различается от пол-

ного отсутствия до очень высокого уровня 

и жестко не связан с давностью заболевания. По-

видимому, есть люди, синтезирующие высокий 

уровень антител, а есть индивидуумы с низким 

антительным ответом. Это особенность их ор-

ганизма. Возможно, это связано с гетерогеннос-

тью HLA, а может быть, и с какими-то иными 

индивидуальными особенностями иммунной 

системы. По нашим данным, 57% переболев-

ших COVID-19 имели высокий уровень гумо-

рального ответа, а 43% — низкий. Эти данные 

хорошо соотносятся с данными Robbiani D.F. 

и соавт., которые показали, что среди реконва-

Рисунок 3. Клеточный иммунный ответ на S-белок вируса SARS-CoV-2

Figure 3. Cellular immune response to the S protein of the SARS-CoV-2 virus
Примечание. А — процент CD8highCD107a+ лимфоцитов от общего уровня цитотоксических Т-клеток после экспозиции 
S-белка вируса SARS-CoV-2, Б — распределение переболевших COVID-19 по уровню специфического клеточного ответа 
на S-белок вируса SARS-CoV-2.
Note. A — percentage of CD8highCD107a+ lymphocytes from the total level of cytotoxic T cells after exposure to the S protein 
of the SARS-CoV-2 virus, B — distribution of COVID-19 patients by the level of specific cellular response to the S protein 
of the SARS-CoV-2 virus.

Рисунок 4. Сопоставление специфического гуморального и клеточного иммунитета к S-белку 

вируса SARS-CoV-2 у переболевших COVID-19

Figure 4. Comparison of specific humoral and cellular immunity to the S protein of the SARS-CoV-2 virus in COVID-19 
reconvalescents
Примечание. А — уровень гуморального и клеточного иммунитета к S-белку вируса SARS-CoV-2 в 4 группах 
переболевших COVID-19 в зависимости от соотношения этих параметров, Б — распределение переболевших COVID-19 
на 4 группы по соотношению уровней специфического гуморального и клеточного иммунитета.
Note. A — the level of humoral and cellular immunity to the S protein of the SARS-CoV-2 virus in 4 groups of COVID-19 
reconvalescents, depending on the ratio of these parameters, B — distribution of COVID-19 reconvalescents into 4 groups 
according to the ratio of the levels of specific humoral and cellular immunity.
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лесцентов через 49 дней после COVID-19 у 33% 

обнаруживались низкие вируснейтрализующие 

антитела, а у 67% — высокие [29]. Аналогичные 

результаты были получены и другими иссле-

дователями. Было оказано, что уровень специ-

фического гуморального ответа на антигены 

вируса SARS-CoV-2 не одинаков у разных па-

циентов и на него влияет степень тяжести забо-

левания. После выздоровления уровень специ-

фического иммунитета постепенно снижает-

ся [23, 30]. Относительно скорости снижения 

уровня антител после перенесенного COVID-19 

существует много исследований, но, поскольку 

пандемия продолжается, трудно сказать, как ре-

ально долго будут держаться антитела. Так, есть 

работы, в которых показано, что специфические 

IgG-антитела сохраняются на прежнем уровне 

через 3 месяца [16, 17], через 5–6 месяцев [33]. 

Наши данные показывают, что и через 9–12 ме-

сяцев у определенной группы переболевших 

сохраняются достаточно высокие уровни анти-

тел. Специфические IgA-антитела появляются 

на 5–7 день от начала заболевания [23, 30], ин-

тенсивность их снижения сильно различает-

ся у разных пациентов, что вполне согласуется 

с нашими данными. Аналогичная динамика 

специфических IgA-антител показана и при 

других вирусных заболеваниях, например кори 

и краснухе. Также выявленные нами редкие 

случаи, когда при отсутствии у переболевших 

специфических IgG имелись высокие уровни 

специфических IgA, наблюдались у пациентов 

после кори и краснухи [2]. Известно, что после 

перенесенной кори формируется пожизненный 

иммунитет, как гуморальный, так и клеточ-

ный, тогда как про иммунитет после COVID-19 

все еще многое непонятно. Считаем, что сопо-

ставление мало изученного постковидного им-

мунитета с хорошо изученным иммунитетом 

после перенесенной кори дает основание для 

анализа и, возможно, понимания особенностей 

поддержания иммунологической памяти после 

COVID-19.

Известно, что со временем происходит со-

зревание антител: как их Fab-фрагментов, так 

как авидность антител возрастает, так и кон-

стантной части, поскольку нарастает про-

цент антител, относящихся к IgG1-субклассу. 

Интересно, что после таких вирусных инфек-

ций, как корь или краснуха, авидность антител 

через 6–12 месяцев после заболевания достига-

ет 90% и даже выше, а после COVID-19 на тех же 

сроках — всего 49,9% с максимальным значени-

ем 68,1% [5]. В нашей работе было показано, что 

после перенесенного COVID-19 специфические 

IgG представлены IgG1- и IgG3-субклассами, 

тогда как антител субклассов IgG2 и IgG4, 

специ фичных к S-белку коронавируса, обна-

ружено не было. Аналогичные данные были 

представлены и другими авторами [8, 22]. Ранее 

нами было показано, что у ранних реконва-

лесцентов после кори формируются специфи-

ческие IgG-антитела всех четырех субклассов, 

при этом превалируют IgG3 и IgG2, постепенно 

на первое место выдвигаются IgG1-антитела, 

и через год и более этот субкласс превалирует 

среди специфических противокоревых анти-

тел, составляя около 70% IgG-антител, но анти-

тела остальных субклассов также присутству-

ют, сохраняясь много лет в виде минорных 

субклассов [4, 5]. В случае пациентов, перенес-

ших COVID-19, уже через 6–12 месяцев после 

заболевания специфические антитела пред-

ставлены только IgG1-субклассом. Известно, 

что IgG1- и IgG3-антитела активно вовлечены 

в такие эффекторные механизмы иммунной 

системы, как антителозависимая активация 

комплемента, антителозависимая клеточная 

цитотоксичность NK-клеток и антителозави-

симый фагоцитоз [32]. Показано, что эти ме-

ханизмы участвуют в патогенезе COVID-19 

и весьма важны для выживания пациентов [7]. 

Показано, что уровень специфических IgG3 по-

ложительно коррелирует с тяжестью течения 

заболевания [35].

Клеточный иммунитет к S-белку вируса 

SARS-CoV-2 также сильно различался по уров-

ню. Так, 50% обследованных имели высокий 

клеточный иммунитет и столько же — низкий, 

корреляций с уровнем гуморального иммуни-

тета выявлено не было. Похожие данные были 

представлены Stephens D.S. и соавт. Показано, 

что уровень специфического клеточного от-

вета у переболевших COVID-19 не одинаков 

у разных пациентов, и на него влияет степень 

тяжести заболевания [29]. Также было показа-

но, что клеточный ответ у реконвалесцентов 

после COVID-19 обнаруживается для CD4+ 

в 100% случаев, а для CD8+ — в 70%. При этом 

ответ CD4+-лимфоцитов коррелировал с уров-

нем специфических IgG и IgA, а ответ CD8+ — 

нет [14]. Однако именно CD8+-лимфоциты, 

являясь цитотоксическими клетками, вовле-

чены в непосредственное уничтожение инфи-

цированных вирусом клеток. Интересно, что 

уровень специфического клеточного иммуни-

тета к антигенам вируса кори, определенный 

тем же методом, что и в настоящей работе, был 

существенно ниже, едва достигая 6% [3], тог-

да как на S-белок коронавируса ответ достигал 

16%, а уровень 6% стал cut-off для разделения 

высокого и низкого ответа. Возможно, такой 

высокий уровень ответа связан с вовлечени-

ем гетерологичных иммунных ответов CD8+-

клеток [1]. Так, была показана перекрестная 

реактивность Т-лимфоцитов переболевших 

SARS в 2003 г. с антигенами N-белка SARS-

CoV-2 [19], но, по мнению авторов, это не за-
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щищает от заболевания COVID-19. При со-

поставлении гуморального и клеточного им-

мунитета к S-белку вируса SARS-CoV-2 нами 

выявлены 4 варианта сочетания: высокий гу-

моральный и клеточный, низкий гуморальный 

и клеточный, высокий гуморальный и низкий 

клеточный и, наоборот, низкий гуморальный 

и высокий клеточный иммунитет. Это объ-

ясняет отсутствие корреляции между клеточ-

ным и гуморальным ответом. Действительно, 

ответ антител и ответ специфических CD8+-

лимфоцитов развивается независимо и опре-

деляется разными генетически обусловленны-

ми факторами. Похожие результаты были по-

лучены группой авторов Dan J.M. и соавт. Они 

исследовали 5 параметров специфического 

иммунитета у 185 реконвалесцентов: антитела 

IgG и IgA, В-клетки памяти, CD4+- и CD8+-

клеточный иммунитет к вирусу SARS-CoV-2. 

Показано, что все параметры сохраняются бо-

лее 6 месяцев. Через 2 месяца после заболева-

ния 49% имели 5 из 5 параметров; через 6 и бо-

лее месяцев 40% имели 5 из 5 параметров, а 96% 

имели 3 из 5 параметров защиты в разных со-

четаниях [11].

Заключение

Таким образом, нам удалось показать, что 

специфический иммунитет к S-белку вируса 

SARS-CoV-2, как гуморальный, так и клеточный, 

формируется у переболевших COVID-19 и со-

храняется многие месяцы. Среди обследованных 

переболевших были такие, у кого не было анти-

тел, но был высокий клеточный иммунитет, и на-

оборот, были высокие антитела и отсутствовал 

клеточный, но не было среди переболевших тех, 

у кого вообще не отмечалось никакого специ-

фического ответа на S-белок вируса SARS-CoV-2. 

Выявленные 4 варианта сочетания уровней спец-

ифического гуморального и клеточного иммуни-

тета к S-белку вируса SARS-CoV-2 свидетельству-

ют о независимом формировании и поддержании 

этих звеньев иммунитета.
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КОЛИЧЕСТВЕННЫЙ И КАЧЕСТВЕННЫЙ 

СОСТАВ ПОПУЛЯЦИЙ И СУБПОПУЛЯЦИЙ 

ЛИМФОЦИТОВ У ПЕРЕНЕСШИХ НОВУЮ 

КОРОНАВИРУСНУЮ ИНФЕКЦИЮ РАЗНОЙ 

СТЕПЕНИ ТЯЖЕСТИ

И.А. Иванова, А.А. Труфанова, А.В. Филиппенко, Н.Д. Омельченко, А.К. Носков, 

О.С. Чемисова

ФКУЗ Ростовский-на-Дону противочумный институт Роспотребнадзора, г. Ростов-на-Дону, Россия

Резюме. SARS-CoV-2 может вызывать снижение количества лимфоцитов и их функциональной активности. 

У пациентов с COVID-19, особенно с тяжелым течением заболевания, регистрируют уменьшение количествен-

ного состава основных популяций лимфоцитов. Эти показатели не восстанавливаются длительное время после 

выздоровления. Однако до сих пор неизвестно, как долго продлятся количественные и качественные измене-

ния в составе лимфоцитов, и влияет ли на этот процесс тяжесть перенесенной инфекции. Целью нашего ис-

следования являлась оценка количественного и качественного состава основных популяций и субпопуляций 

лимфоцитов у перенесших новую коронавирусную инфекцию разной степени тяжести. Было обследовано 65 

переболевших новой коронавирусной инфекцией. Средний возраст обследуемых составил 47,3±14,5 года. Во-

лонтеров распределили на три группы по степени тяжести перенесенной инфекции: бессимптомно (n = 21); 

средней степени тяжести (n = 32); в тяжелой форме (n = 12). Определяли относительное и абсолютное число 

T-лимфоцитов (CD3+), T-хелперов (CD3+CD4+), цитотоксических лимфоцитов (CD3+CD8+), натуральных кил-

леров (CD3–CD16+CD56+), TNK-лимфоцитов (CD3+CD16–CD56+) и В-лимфоцитов (CD45+CD19+). Для под-

счета процентного содержания лимфоцитов цельную кровь лизировали раствором OPTILYSE С (Beckman 

Coulter, США) и окрашивали моноклональными антителами CD3+-FITC/CD8+-ECD/CD4+-PC5/CD16+CD56+PЕ 

и CD45+-Pacific Blue/CD19+-PC5 (Beckman Coulter, США). Цитофлюорометрию осуществляли на проточном ци-

тофлюориметре «Naviоs™» (Beckman Coulter, США). Результаты наших исследований показали, что у бессим-

птомно переболевших новой коронавирусной инфекцией статистически значимых изменений относительного 

и абсолютного количества иммунокомпетентных клеток, по сравнению с контрольной группой, зарегистриро-

вано не было. При средней степени тяжести заболевания выявлено снижение относительного и абсолютного со-

держания CD3+- и CD8+-лимфоцитов, эти показатели восстанавливались до контрольных значений через пол-

года после выздоровления. У пациентов с тяжелой формой перенесенной инфекции наблюдалось уменьшение 

относительного и абсолютного количества Т-клеток и цитотоксических лимфоцитов. Эти значения оставались 

значительно ниже нормы в течение полугода и нормализовались только через 7–8 месяцев после выздоровления. 

Также у волонтеров этой группы было обнаружено уменьшение числа натуральных киллеров и ТNK-клеток. 

Таким образом, полученные нами данные свидетельствуют о том, что патологические изменения, касающиеся 
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относительного и абсолютного количества основных популяций и субпопуляций лимфоцитов у переболевших 

COVID-19, зависят от тяжести перенесенного заболевания. У перенесших новую коронавирусную инфекцию 

в средней и тяжелой форме снижено число Т-лимфоцитов, цитотоксических лимфоцитов, натуральных кил-

леров, то есть популяций клеток, играющих решающую роль в эффективной противовирусной защите. Эти 

сведения могут быть полезны для расширения методичес ких подходов к диагностике, лечению новой корона-

вирусной инфекции, а также мер по реабилитации перенесших ее лиц.

Ключевые слова: COVID-19, популяции и субпопуляции лимфоцитов, Т-лимфоциты, цитотоксические лимфоциты, 

натуральные киллеры.

QUANTITATIVE AND QUALITATIVE COMPOSITION OF LYMPHOCYTE POPULATIONS AND 

SUBPOPULATIONS IN PATIENTS WITH VARYING SEVERITY OF A NEW CORONAVIRUS INFECTION

Ivanova I.A., Trufanova A.A., Filippenko A.V., Omelchenko N.D., Noskov A.K., Chemisova O.S.

Rostov-on-Don Anti-Plague Institute of Rospotrebnadzor, Rostov-on-Don, Russian Federation

Abstract. SARS-CoV-2 can cause a decrease in the number of lymphocytes and their functional activity. In patients with 

COVID-19, especially with a severe course of the disease, a decrease in the quantitative composition of the main popula-

tions of lymphocytes is recorded. These indicators do not recover for a long time after recovery. However, it is still not 

known how long the quantitative and qualitative changes in the composition of lymphocytes will last and whether the se-

verity of the infection affects this process. The aim of our study was to assess the quantitative and qualitative composi-

tion of the main populations and subpopulations of lymphocytes in patients with a new coronavirus infection of varying 

severity. 65 patients with a new coronavirus infection were examined. The average age of the subjects was 47.3±14.5 years. 

The volunteers were divided into three groups according to the severity of the infection: asymptomatic (n = 21); moder-

ate (n = 32); severe (n = 12). The relative and absolute number of T-lymphocytes (CD3+), T-helper cells (CD3+CD4+), 

cytotoxic lymphocytes (CD3+CD8+), natural killers (CD3–CD16+CD56+), TNK-lymphocytes (CD3+CD16–CD56+) and 

B-lymphocytes (CD45+CD19+) were determined. To calculate the percentage of lymphocytes, whole blood was lysed with 

OPTILYSE C solution (Beckman Coulter, USA) and stained with monoclonal antibodies CD3+-FITC/CD8+-ECD/CD4+-

PC5/CD16+CD56+PE and CD45+-Pacific Blue/CD19+-PC5 (Beckman Coulter, USA). Cytofluorometry was performed 

on a flow cytofluorometer “Navios™” (Beckman Coulter, USA). The results of our studies showed that there were no sta-

tistically significant changes in the relative and absolute number of immunocompetent cells in asymptomatic patients with 

a new coronavirus infection, compared with the control group. With an average severity of the disease, a decrease in the rela-

tive and absolute content of CD3+ and CD8+ lymphocytes was revealed, these indicators were restored to control values six 

months after recovery. In patients with severe infection, there was a decrease in the relative and absolute number of T cells 

and cytotoxic lymphocytes. These values remained significantly below normal for six months and returned to normal only 

seven to eight months after recovery. Also, the volunteers of this group were found to have a decrease in the number of natu-

ral killers and TNK cells. Thus, the data obtained by us indicate that pathological changes concerning the relative and 

absolute number of the main populations and subpopulations of lymphocytes in patients with COVID-19 depend on the se-

verity of the disease. The number of T-lymphocytes, cytotoxic lymphocytes, natural killer cells, that is, populations of cells 

that play a crucial role in effective antiviral protection, has been reduced in those who have undergone a new coronavirus 

infection in moderate and severe form. This information can be useful for expanding methodological approaches to the 

diagnosis, treatment of a new coronavirus infection, as well as measures for the rehabilitation of those who have suffered it.

Key words: COVID-19, populations and subpopulations of lymphocytes, T-lymphocytes, cytotoxic lymphocytes, natural killers.

Введение

Лимфоцитопения является типичным кли-

ническим симптомом COVID-19 [11], причем 

снижение числа лимфоцитов предшествует 

развитию пневмонии с характерными изме-

нениями в виде матового стекла в легких [7]. 

Данные клинического анализа крови более ты-

сячи пациентов за первые два месяца эпидемии 

в Китае свидетельствуют о том, что при посту-

плении у 83,2% заболевших наблюдалась лим-

фоцитопения, у 36,2% обнаружена тромбоцито-

пения, а у 33,7% — лейкопения. Эти нарушения 

были более выраженными в случае тяжелого 

течения болезни по сравнению с инфекцией 

средней степени тяжести (96,1 и 80,4% — лим-

фоцитопения, 57,7 и 31,6% — тромбоцитопения, 

61,1 и 8,1% — лейкопения соответственно) [5]. 

По другим источникам, лимфопения была вы-

явлена у 63% [6] и 70,3% [16] пациентов, инфи-

цированных новым коронавирусом в Ухане. 

Причем, наиболее выраженное снижение числа 

лимфоцитов наблюдалось у пациентов отделе-

ния интенсивной терапии [12].

Показано, что возбудитель COVID-19 действу-

ет главным образом на лимфоциты, и, в частнос-

ти, на Т-клетки [14]. У многих пациентов, осо-

бенно с тяжелым течением заболевания, описано 

снижение количества Т-лимфоцитов [1], а также 

нарушение функции CD4+, CD8+ Т-клеток и нату-

ральных киллеров (NK-клеток) [9]. SARS-CoV-2 

может нарушать функцию Т-хелперов и регуля-
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торных Т-лимфоцитов, вызывая раннюю гипер-

активацию, за которой следует быстрое истоще-

ние цитотоксических T-клеток [12, 18].

Перенесенная инфекция патологически вли-

яет на лимфоциты и после клинического выздо-

ровления и приводит к длительным дисфунк-

циям, длящимся от 4 до 11 недель [17]. Число 

этих клеток после выздоровления постепенно 

повышается до нормального диапазона. Однако 

до сих пор неизвестно, как долго сохраняют-

ся количественные и качественные изменения 

в составе лимфоцитов и влияет ли на этот про-

цесс тяжесть перенесенной инфекции.

Целью нашего исследования  являлась оцен-

ка количественного и качественного состава 

основных популяций и субпопуляций лимфо-

цитов у перенесших новую коронавирусную 

инфекцию разной степени тяжести.

Материалы и методы

Было обследовано 65 переболевших новой 

коронавирусной инфекцией. Средний возраст 

обследуемых составил 47,3±14,5 года. Волон-

теров распределили на три группы по степени 

тяжести перенесенной инфекции: бессимп-

томно — 21 человек (7 мужчин, 14 женщин); 

средней степени тяжести — 32 человека (9 муж-

чин, 23 женщины); в тяжелой форме — 12 чело-

век (3 мужчины, 9 женщин). Бессимптомное 

течение заболевания подтверждалось поло-

жительным тестом ПЦР/наличием специфи-

ческих антител при отсутствии клинических 

симптомов. У волонтеров со средней степенью 

тяжести инфекции при положительном тесте 

ПЦР присутствовали симптомы ОРВИ без по-

ражения легких. В группу с тяжелым течением 

заболевания были включены пациенты с по-

ложительным тестом ПЦР и поражением 30 

и более процентов легких. Группу контроля 

составили 8 здоровых человек (женщин) в воз-

расте 35,5±3,46 лет (ПЦР-тест отрицательный, 

специ фические антитела отсутствуют, призна-

ков ОРВИ не отмечено).

От всех пациентов было получено добро-

вольное информированное согласие на участие 

в исследовании.

Взятие крови осуществляли в утренние 

часы натощак путем пункции локтевой вены. 

Для иммунофенотипирования кровь забирали 

в пробирку VACUTAINER (BD), содержащую 

динатриевую соль ЭДТА.

Определяли относительное и абсолютное 

количество T-лимфоцитов (CD3+), T-хелперов 

(CD3+CD4+), цитотоксических лимфоцитов 

(CD3+CD8+), натуральных киллеров (NK) (CD3–

CD16+CD56+), TNK-лимфоцитов (CD3+CD16–

CD56+) и В-лимфоцитов (CD45+CD19+) Для под-

счета процентного содержания клеток цель-

ную кровь лизировали раствором OPTILYSE С 

(Beckman Coulter, США) и окрашивали монокло-

нальными антителами CD3+-FITC/CD8+-ECD/

CD4+-PC5/CD16+CD56+PЕ и CD45+-Pacific Blue/

CD19+-PC5 (Beckman Coulter, США). Цито-

флюорометрию осуществляли на проточном 

цитофлюориметре «Naviоs™» (Beckman Coul ter, 

США), оценивали не менее 10 тыс. событий.

Определяли общее число лейкоцитов (WBC) 

по формуле:

WBC = а × 50 × 106/л,

где а — число подсчитанных в камере Горяева 

лейкоцитов.

Расчет абсолютного количества лимфоцитов 

производили по формуле: WBC × (%)/100.

Статистическая обработка полученных ре-

зультатов осуществлялась с использованием па-

кета прикладных программ Statistica 8.0 (StatSoft 

Inc., 2007). Определяли среднее арифметическое 

значение ± стандартное квадратичное отклоне-

ние. Достоверность различий между показателя-

ми независимых выборок оценивали по непара-

метрическому критерию Манна–Уитни.

Результаты

Анализ результатов исследования относи-

тельного содержания основных популяций 

и субпопуляций лимфоцитов у бессимптомно 

переболевших новой коронавирусной инфек-

цией свидетельствует об отсутствии статисти-

чески значимых изменений количества имму-

нокомпетентных клеток по сравнению с кон-

трольной группой (табл. 1).

У пациентов, перенесших инфекцию сред-

ней степени тяжести, через 3–4 месяца после 

заболевания выявлено снижение относитель-

ного количества CD3+- и CD8+-лимфоцитов, 

остальные популяции находились в пределах 

нормы. Через полгода после выздоровления 

число Т-клеток и цитотоксических лимфоци-

тов у волонтеров этой группы восстановилось 

до контрольных показателей.

Достоверные отличия от контрольных значе-

ний были выявлены при обследовании людей, 

перенесших COVID-19 в тяжелой форме. Эти 

изменения, по сравнению с контролем, харак-

теризовались снижением относительного коли-

чества Т-лимфоцитов, особенно через 3–4 меся-

ца после заболевания. Одновременно у волонте-

ров регистрировалось уменьшение числа CD8+-

лимфоцитов, NK-клеток, а также Т-натуральных 

киллеров (ТNK) по сравнению с нормальными 

значениями. Следует отметить, что через полгода 

после перенесенного заболевания у обследуемых 

этой группы сохранялось низкое, относительно 

контроля, количество Т-клеток и цитотоксичес-

ких лимфоцитов. Только через 7–8 месяцев эти 

нарушенные показатели нормализовались, от-

носительное количество иммунокомпетентных 

клеток соответствовало возрастным критериям 

обследуемых.
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Результаты оценки показателей у перенес-

ших инфекцию в средней и тяжелой форме 

не выявили достоверных отличий по относи-

тельному содержанию CD3+-, CD4+-, CD8+-, 

CD19+-лимфоцитов. Достоверное, по сравне-

нию с аналогичными показателями у волонте-

ров, перенесших заболевание в средней форме, 

уменьшение числа NK и TNK-клеток было заре-

гистрировано нами у тяжелопереболевших, осо-

бенно через 3–4 месяца после выздоровления.

Анализ абсолютного количества лимфоци-

тов продемонстрировал снижение, по сравне-

нию с контрольной группой, CD3+- и CD8+-

клеток у переболевших COVID-19 в средней 

форме (табл. 2). Эти показатели нормализова-

лись только через полгода после выздоровления.

Наиболее выраженная Т-лимфоцитопения, 

сохраняющаяся до шести месяцев, наблюдалась 

у пациентов с тяжелым течением коронавирус-

ной инфекции. Также в этой группе было сни-

жено абсолютное число CD8+-лимфоцитов. Эти 

показатели достигли контрольных значений 

только через 7–8 месяцев после перенесенного 

заболевания. Также у волонтеров, перенесших 

COVID-19 в тяжелой форме, регистрировалось 

уменьшение натуральных киллеров, нормаль-

ное количество которых восстанавливалось че-

рез 5–6 месяцев после выздоровления.

Таким образом, при оценке количественно-

го и качественного состава основных популя-

ций и субпопуляций лимфоцитов у перенесших 

новую коронавирусную инфекцию разной сте-

пени тяжести выявлено, что SARS-CoV-2 сни-

жает относительное и абсолютное количество 

Т-клеток, цитотоксических лимфоцитов, на-

туральных киллеров, то есть популяций кле-

ток, играющих решающую роль в эффективной 

противовирусной защите.

Обсуждение

Накопленные в настоящее время дан-

ные свидетельствуют о том, что у пациентов 

с COVID-19 нарушены многие лабораторные 

показатели, и некоторые из них могут являть-

ся значимыми предикторами неблагоприят-

ных клинических исходов. Таким фактором, 

наряду с увеличением количества лейкоцитов 

и нейтрофилов, является снижение числа лим-

фоцитов [8]. Лимфоцитопения описана как 

типичный клинический симптом у пациентов 

с COVID-19 многими исследователями, однако 

механизмы и причины ее возникновения еще 

остаются не до конца раскрытыми. Доказано, 

что подобно другим вирусам, SARS-CoV-2 мо-

жет вызывать снижение количества лимфо-

цитов и их функциональной активности не-

сколькими способами: первый — нарушение 

лимфопоэза, второй — апоптоз и разрушение 

этих клеток, третий — снижение числа цирку-

лирующих лимфоцитов за счет прикрепления 

их к сосудистому эндотелию [13]. У пациентов 

с COVID-19, особенно в тяжелых случаях, реги-

стрируется снижение количества и нарушение 

функции Т-хелперов, а также цитотоксических 

лимфоцитов и натуральных киллеров [4, 10], 

то есть популяций, имеющих решающее значе-

ние для контроля внутриклеточных инфекций. 

Эти показатели не восстанавливаются в тече-

ние нескольких месяцев, что свидетельствует 

о том, что SARS-CoV-2 достаточно сильно по-

ражает лимфоциты, вызывая дисфункции даже 

после клинического выздоровления [17], а сте-

пень этих изменений коррелирует с тяжестью 

инфекционного процесса [9, 15].

Результаты наших исследований показа-

ли, что у бессимптомно переболевших новой 

коронавирусной инфекцией статистически 

значимых изменений относительного и абсо-

лютного количества иммунокомпетентных 

клеток, по сравнению с контрольной группой, 

зарегистрировано не было. При средней степе-

ни тяжести заболевания выявлено снижение 

относительного и абсолютного содержания 

CD3+- и CD8+-лимфоцитов. Эти показатели 

восстанавливались до контрольных значений 

через полгода после выздоровления. У пациен-

тов с тяжелой формой перенесенной инфекции 

наблюдалось уменьшение относительного и аб-

солютного количества Т-клеток и цитотокси-

ческих лимфоцитов. Эти значения оставались 

значительно ниже нормы в течение полугода 

и нормализовались только через 7–8 меся-

цев после выздоровления. Также у волонтеров 

этой группы было обнаружено уменьшение 

числа натуральных киллеров и ТNK-клеток. 

Полученные нами данные согласуются с ре-

зультатами других исследователей, свидетель-

ствующих о том, что количество лимфоцитов, 

особенно Т-клеток, у перенесших COVID-19 

значительно снижено [2, 11, 14]. У пациентов, 

особенно в тяжелых случаях, регистрировалось 

также уменьшение CD4+-, CD8+-лимфоцитов, 

NK-клеток, сопровождающееся функциональ-

ным нарушением [4, 9, 10, 17]. Полученные 

в ходе проведенных нами исследований сведе-

ния могут быть полезны для расширения ме-

тодических подходов к диагностике, лечению 

новой коронавирусной инфекции, а также мер 

по реабилитации перенесших ее лиц.
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EVALUATION OF SERUM LEVELS OF IL-6 AND 

ADIPONECTIN IN COVID-19 PATIENTS AND THEIR 

RELATIONSHIP WITH DISEASE SEVERITY

M. Norouzian, K. Sharifi-Sarasiabi, M. Najafi-Asl, M. Hassani Azad, 

H. Estabraghnia Babaki

Hormozgan University of Medical Sciences, Bandar Abbas, Iran

Abstract. Background. The SARS-CoV-2 pandemic has prompted researchers around the world to identify risk factors 

associated with disease severity and mortality. Results suggest that COVID-19 mortality might be due to a ‘cytokine 

storm’ involving IL-6, and that obesity can be considered a risk factor for COVID-19 prevalence, severity, and mortality. 

The current study aimed to evaluate the serum levels of IL-6 and adiponectin in patients and their relationship with 

disease progression. Materials and methods. ELISA was used to assess the levels of IL-6 and adiponectin in serum samples 

from a control group and from patients with COVID-19 at the time of admission to ICU or non-ICU wards. The results 

were analyzed using the Mann–Whitney and Spearman tests. Results. Mean serum levels of adiponectin in patients 

admitted to ICU (10.18±15.4 ng/ml) were significantly higher than patients admitted to non-ICU wards (3.14±3 ng/ml, 

p = 0.001). Mean serum IL-6 levels showed a similar pattern, however the difference was not statistically significant (p = 

0.18). In addition, a significant direct correlation was observed between adiponectin expression and IL-6 (R = 0.2, p = 

0.03). Conclusion. The results of this study show that serum levels of adiponectin in COVID-19 patients with severe lung 

involvement were significantly higher than those with less lung involvement. This finding is of high importance mainly 

due to the critical role of the lungs in adiponectin signaling, and as a result, adiponectin disorders may be associated with 

pulmonary complications in COVID-19 patients.

Key words: COVID-19, IL-6, adiponectin, intensive care unit, disease severity, lung involvement.

ОЦЕНКА СЫВОРОТОЧНЫХ УРОВНЕЙ IL-6 И АДИПОНЕКТИНА У ПАЦИЕНТОВ С COVID-19 

И ИХ СВЯЗИ С ТЯЖЕСТЬЮ ЗАБОЛЕВАНИЯ

Норузян М., Шарифи-Сарасиаби К., Наджафи-Асл М., Хассани Азад М., Эстабрагния Бабаки Х.

Гормозганский университет медицинских наук, Бендер-Аббас, Иран

Резюме. История вопроса. Пандемия инфекции SARS-CoV-2 побудила исследователей во всем мире выявить 

факторы риска, связанные с тяжестью заболевания и смертностью от него. Результаты показывают, что 

смертность от COVID-19 может быть связана с «цитокиновым штормом» с участием IL-6 и что ожирение 

можно рассматривать как фактор риска распространенности, тяжести и смертности от COVID-19. Настоящее 

исследование было направлено на оценку уровней IL-6 и адипонектина в сыворотке у пациентов и их 

связи с прогрессированием COVID-19. Материалы и методы. ИФА использовался для оценки уровней IL-6 

Адрес для переписки:

Марзи Норузян
Иран, Бандар Аббас, а/я 7919693116.
Тел./факс: +98763366367.
E-mail: marzieh.norouzi@gmail.com

Contacts:

Marzieh Norouzian
Iran, Bandar Abbas, P.O. Box: 7919693116.
Phone/fax: +98763366367.
E-mail: marzieh.norouzi@gmail.com

Для цитирования:

Норузян М., Шарифи-Сарасиаби К., Наджафи-Асл М., Хассани 
Азад М., Эстабрагния Бабаки Х. Оценка сывороточных уровней 
IL-6 и адипонектина у пациентов с COVID-19 и их связи с тяжестью 
заболевания // Инфекция и иммунитет. 2022. Т. 12, № 3. C. 511–518. 
doi: 10.15789/2220-7619-EOS-1783

Citation:

Norouzian M., Sharifi-Sarasiabi K., Najafi-Asl M., Hassani Azad M., 
Estabraghnia Babaki H. Evaluation of serum levels of IL-6 and adiponectin 
in COVID-19 patients and their relationship with disease severity // Russian 
Journal of Infection and Immunity = Infektsiya i immunitet, 2022, vol. 12, no. 3, 
pp. 511–518. doi: 10.15789/2220-7619-EOS-1783

This research was funded by the Hormozgan University of Medical Sciences (IR.HUMS.REC.1399.195).

© Norouzian M. et al., 2022 DOI: http://dx.doi.org/10.15789/2220-7619-EOS-1783



512

Инфекция и иммунитетM. Norouzian et al.

и адипонектина в образцах сыворотки контрольной группы и пациентов с COVID-19 во время поступления 

в отделение интенсивной терапии или в обычные инфекционные отделения. Результаты анализировали 

с использованием тестов Манна–Уитни и Спирмена. Результаты. Средние уровни адипонектина в сыворотке 

у пациентов, поступивших в отделение интенсивной терапии (10.18±15.4 нг/мл), были значительно выше, чем 

у пациентов, поступивших в обычные инфекционные отделения (3.14±3 нг/мл, p = 0.001). Средние уровни 

IL-6 в сыворотке были сопоставимы и не имели статистически достоверных различий (p = 0.18). Кроме того, 

отмечена достоверная прямая корреляция между уровнем в сыворотке адипонектина и IL-6 (R = 0.2, p = 0.03). 

Выводы. Результаты настоящего исследования показали, что уровни адипонектина в сыворотке у пациентов 

с COVID-19 с тяжелым поражением легких были значительно выше, чем у пациентов с меньшей степенью 

поражения легких. Полученные данные имеют большое значение главным образом из-за критической роли 

легких в передаче сигналов от адипонектина, и, как следствие, нарушения в системе адипонектина могут быть 

связаны с легочными осложнениями у пациентов с COVID-19.

Ключевые слова: COVID-19, IL-6, адипонектин, отделение реанимации, тяжесть заболевания, поражение легких.

Introduction

COVID-19 is a recently discovered infectious 

disease caused by a new coronavirus called SARS-

CoV-2 [16, 40]. In addition to older age, obesity has 

been revealed as one of the most important risk fac-

tors contributing to severe forms of COVID-19 [28]. 

In a retrospective study of 85 patients with COVID-19, 

obesity was reported as a risk factor for admission 

to the intensive care unit [34]. Although the mecha-

nisms have yet to be elucidated, studies suggest that 

obesity can be considered a risk factor for acute res-

piratory failure [18], and that obesity might be as-

sociated with COVID19 severity [12]. On the other 

hand, in people with lung injury, obesity has shown 

to be associated with better outcomes, a phenomenon 

called the “obesity paradox” [48].

Adipose tissue is active in the processes of inflam-

mation and immune response due to secretion of sub-

stances called “adipocytokines” such as adiponectin, 

leptin, TNFα, IL-6, complement factors, growth 

factors, and adhesive molecules [44]. Therefore, 

abnormal expression of adipocytokines secreted 

from adipose tissue may contribute to the “cytokine 

storm” that characterizes severe COVID-19 forms. 

Several studies have shown the anti-inflammatory 

role of adiponectin in lung diseases, such as chronic 

obstructive pulmonary disease (COPD), emphyse-

ma, and lung cancer [3, 24]. The anti-inflammatory 

function of adiponectin has been shown in studies 

on lung cells in vitro [8, 22].

Mouse models with adiponectin deficiency also 

develop pulmonary dysfunction and systemic in-

flammation [29]. In fact, adiponectin has been shown 

to: decrease the proliferation of innate and acquired 

immune cells, as well as suppress the production 

of inflammatory mediators such as IL-6, IL-2, and 

TNFα; and to increase the production of immuno-

suppressive cytokines such as IL-10 [1, 20]. On the 

other hand, a significant association has also been re-

ported between decreased blood levels of adiponectin 

and increased prevalence of cardiovascular disorders 

and obesity-related diabetes. Decreased levels of adi-

ponectin have also been associated with increased 

IL-6 levels [17, 19, 23].

However, recent studies suggest that adiponectin 

may also stimulate the production of inflammatory 

agents, and that elevated adiponectin levels might be 

associated with increased inflammation in inflamma-

tory diseases such as autoimmune disorders. For ex-

ample, elevated levels of adiponectin in serum and 

synovial fluid of patients with rheumatoid arthritis have 

shown to be directly related to serum CRP levels [25, 

32]. Adiponectin has also been reported to increase 

the production of IL-6 in human synovial fibroblasts by 

activating the AMPK, p38MAPK, and NF-κB signal-

ing pathways [37]. In type I diabetes, elevated levels 

of adiponectin have been associated with increased lev-

els of IL-6 and CRP [11]. A direct relationship has also 

been described between elevated serum adiponectin 

levels and viral load and systemic inflammation in pa-

tients with chronic hepatitis infection [6, 38].

Since the interaction between adiponectin and 

inflammatory factors is not yet fully understood, 

further studies are needed especially in the context 

of COVID-19 infection causing pulmonary compli-

cations, such as pneumonia and, in the most severe 

cases, ARDS [14]. The results of a study involving 150 

COVID-19 patients to determine the clinical predic-

tors of disease mortality showed that in deceased 

patients, serum IL-6 levels were higher than in dis-

charged patients; this implies that cytokine storm 

may be the leading cause of death in COVID-19 pa-

tients [30]. Therefore, several clinical trials have been 

conducted to find a useful treatment to reduce cy-

tokine levels [21]. Only one study investigated the link 

between adiponectin and inflammatory cytokines 

in COVID-19 patients with acute respiratory distress. 

Blot et al. reported a negative association between ad-

iponectin and IL-6 in COVID-19 patients [4]. Since 

reports on the relationship between inflammatory 

cytokines and adiponectin in COVID-19 patients are 

limited, this study aimed to evaluate the serum lev-

els of inflammatory cytokine IL-6 and adiponectin 

in patients with COVID-19 and to elucidate their re-

lationship with disease progression.
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Materials and methods

Study population. In this study, serum samples 

from 80 patients with COVID-19, admitted to ICU 

or non-ICU wards of Shahid Mohammadi Hospital 

of Bandar Abbas, were collected on the first day 

of hospitalization. None of the patients received 

COVID-19 hospital treatment before sampling (use 

of medications by patients at home was however 

unavoidable). Serum samples were divided into ap-

propriate tubes and kept at –70°C until ELISA. 

Prior to sampling, a written informed consent was 

obtained from each patient. Definitive diagnosis 

of COVID-19 was based on positive PCR and lung 

involvement through chest CT scan. Control samples 

of healthy volunteers were also included.

All procedures performed in the current 

study were approved by the Ethics Committee 

of Hormozgan University of Medical Sciences (IR.

HUMS.REC.1399.195) in accordance with the 1964 

Helsinki declaration and its later amendments.

ELISA. Serum levels of IL-6 and adiponectin 

were determined using commercial ELISA kits, 

based on the manufacturer’s instructions (ZellBio, 

Germany). The sensitivities of the IL-6 and adi-

ponectin assays were 30–960 and 2–64 mg/l, re-

spectively. Serum samples and standards were add-

ed to wells of plates containing antibodies against 

IL-6 or adiponectin. After incubation and washing, 

HRP-conjugated antibody was added to the plates. 

Following incubation and washing, substrate was 

then added. In the next step, enzyme inhibitor solu-

tion was added, and plates were read by ELISA reader 

at a wavelength of 450 nm.

Statistical analysis. Data were analyzed using 

the Mann–Whitney and Spearman non-paramet-

ric statistical tests with SPSS software version 16. 

Significance was designated as p < 0.05.

Table 1. Demographics and baseline characteristics of COVID-19 patients

All patients 
(n = 80)

ICU care 
(n = 40)

Non-ICU care 
(n = 40)

Healthy controls 
(n = 5)

p value

Characteristics

Age 58.5±1.7 (24–94) 60.2±1.7 (26–88) 56.8±1.7 (24–94) 44.2±18.3 (27–75) 0.33

Sex

 Male

 Female

39 (48.8%)
41 (51.2%)

20 (50%)
20 (50%)

19 (47.5%)
21 (52.5%)

2 (40%)
3 (60%)

–
–

Diabetes 30 (37.5%) 14 (35%) 16 (40%) – 0.64

Cardiovascular disease 26 (32.5%) 12 (30%) 14 (35%) – 0.63

Hypertension 32 (40%) 19 (47.5%) 13 (32.5%) – 0.17

Signs and symptoms

Fever 40 (50%) 17 (42.5%) 23 (57.5%) – 0.18

Cough 42 (52.5%) 20 (50%) 22 (55%) – 0.65

Dyspnea 1 (1.2%) 0 1 (2.5%) – 0.31

Respiratory distress 62 (77%) 32 (80%) 30 (75%) – 0.59

Myalgia 20 (25%) 11 (27.5%) 9 (22.5%) – 0.60

Headache 9 (11.2%) 5 (12.5%) 4 (10%) – 0.72

Vertigo 8 (10%) 5 (12.5%) 3 (7.5%) – 0.45

Fatigue 14 (17.5%) 7 (17.5%) 7 (17.5%) – 1.00

Anorexia 11 (13.8%) 5 (12.5%) 6 (15%) – 0.74

Loss of taste 1 (1.2%) 0 1 (2.5%) – 0.31

Diarrhea 9 (11.2%) 3 (7.5%) 6 (15%) – 0.29

Vomiting 4 (5%) 1 (2.5%) 3 (7.5%) – 0.30

Chest pain 5 (6.2%) 2 (5%) 3 (7.5%) – 0.64

Death 39 (48.8%) 32 (80%) 7 (17.5%) – < 0.0001

IL-6, pg/ml 45.3±2.7 (3–155.5) 48.7±2.7 (10–155.5) 41.9±2.7 (3–135) 0.18

Adiponectin, μg/ml 6.7±11.6 (0.0–84.8) 10.18±15.4 (0.8–84.8) 3.14±3 (0.0–14.5) 0.001

Notes. Data are mean±SD (standard deviation), with n (%), or n/N (%), where N is the total number of patients with available data. p values comparing 
ICU care and non-ICU care are from Mann–Whitney U test. COVID-19 — coronavirus disease 2019. ICU — intensive care unit.
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Results

The study population involved: 80 patients (40 

admitted to the ICU, and 40 admitted to non-ICU 

wards); and 5 healthy controls. All groups were 

matched according to demographic variables, such 

as age and sex. A total of 41 men and 44 women were 

studied. The mean age of the study population was 

28.45±5.83 years. The mean ages were: 60.2±1.7 

in the ICU group; 56.8±1.7 in the non-ICU patients; 

and 44.2±18.3 years in the control group. There was 

no difference between groups according to differ-

ent variables (Table 1). Detailed information on the 

study population is presented in Table 1. However, 

due to a lack of information on patient weights and 

heights, we were not able to compare groups in terms 

of body mass index (BMI).

Serum IL-6 levels. The means (± standard devia-

tion) of IL-6 level in ICU and non-ICU patients were 

48.7±2.7 and 41.9±2.7 pg/ml, respectively, which was 

not statistically significant nor in control subjects 

(Fig. 1) (p = 0.18). IL-6 expression in young people 

(less than 45 years) admitted to the ICU was signifi-

cantly higher than young people admitted to the non-

ICU wards (p = 0.02). In ICU hospitalized patients 

with diabetes and hypertension, IL-6 levels were sig-

nificantly higher compared to patients without un-

derlying disease (p = 0.01, p = 0.02, respectively).

Serum adiponectin levels. ICU and non-ICU hos-

pitalized patients had higher adiponectin levels com-

pared to the control group (p < 0.001 and p = 0.002, 

respectively). Moreover, the mean serum level of adi-

ponectin in ICU patients was significantly higher 

than in non-ICU patients (10.4±15.4 and 3.1±3 mg/l, 

respectively, p = 0.001) (Fig. 1), and it was signifi-

cant in both age groups (young er p = 0.003, older 

p = 0.03). However, significant differences in adi-

ponectin level in patients with comorbidities, com-

pared to those without comorbidities, were not seen. 

The results of our study show that there was a sig-

nificant positive relationship between IL-6 and adi-

ponectin in COVID-19 patients  (p = 0.03, R = 0.232) 

(Fig.  2).

Discussion

Due to mortality (5–7%) and high ICU ad-

mission (9–11%) among patients infected with 

SARS-CoV-2 [2], all necessary measures should be 

taken to control the COVID-19 pandemic. Since 

COVID-19 can cause mild illness, or a very acute res-

piratory syndrome leading to release of proinflam-

matory cytokines including IL-6 and TNFα [30], 

and considering obesity as a potential risk factor 

for developing serious illness with SARS-CoV-2 in-

fection [34], a possible mechanism through abnormal 

secretion of adipokines via adipose tissue can be pro-

posed. Therefore, in this study, serum levels of IL-6 

and adiponectin (the most plentiful adipokine re-

leased by adipose tissue) in COVID-19 patients, and 

their relationship with disease severity, were evalu-

ated. Our study showed that hospitalized COVID-19 

Figure 1. Comparison of serum IL-6 and adiponectin levels in COVID-19 patients admitted to ICU wards, 

non-ICU wards, and control group
Notes. Eighty patients were divided into two groups: ICU hospitalized (n = 40) and non-ICU (n = 40). IL-6 (A) and adiponectin (B) 
levels were compared between the two groups. The values in the figure are expressed as Mean±SEM. ***p value < 0.001.

Figure 2. Spearman’s correlation between serum 

levels of IL-6 and adiponectin in COVID-19 patients 

(n = 80)
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patients had significantly elevated serum adiponec-

tin levels compared to healthy controls. Moreover, 

adiponectin levels were significantly higher in ICU 

patients compared to patients admitted to non-ICU 

wards; this implies a possible relationship between 

adiponectin and disease severity.

Serum IL-6 levels were also higher in the ICU group 

compared to the non-ICU group. The difference, how-

ever, was not statistically significant. It should be not-

ed that the small size of our study population (80 indi-

viduals), along with self-medication at home and arbi-

trary consumption of anti-inflammatory drugs (such 

as nonsteroidal anti-inflammatory drugs, NSAIDs) 

likely influenced IL-6 expression. NSAIDs are well 

known as immunoregulators, but their mechanisms 

of action have not been fully determined. Previous 

studies have shown that NSAIDs down-regulate IL-6 

production at the mRNA and protein levels in human 

PBMCs, T-cell clones, and chondrocytes [27, 39]. 

Moreover, in a mouse model of SARS-CoV-2 infec-

tion, it was shown that NSAID treatment decreased 

the production of a subset of inflammatory cytokines 

upregulated by infection, including IL-6 [3].

Adiponectin is an adipokine secreted in large 

quantities, and almost exclusively, from adipose tis-

sue. As mentioned, protective functions of adiponec-

tin have been shown in experimental disease models, 

such as atherosclerosis, diabetes, and inflamma-

tion [44]. Animal and in vitro studies have shown that 

adiponectin inhibits the production of proinflamma-

tory cytokines, including TNFα and IL-6 [1, 20, 45], 

while increasing anti-inflammatory mediators such 

as IL-10 [43]. Despite these observations, several 

studies have shown that adiponectin exerts proin-

flammatory effects under certain conditions [10, 35]. 

Several clinical studies have proposed a possible re-

lationship between adiponectin levels and mortality 

rates in patients with acute dyspnea and cardiovascu-

lar diseases [9, 33].

In a large cross-sectional study of patients with 

pneumonia or sepsis admitted to intensive care, 

Waki et al. found that higher concentrations of sys-

temic adiponectin in the early days of the disease were 

associated with low survival rates [41]. It has been 

proposed that higher concentrations of adiponectin 

on the first day of illness might indicate an inefficient 

response to disease induced stress, suggesting that 

an initial drop in adiponectin levels and subsequent 

return to baseline could beneficial patient survival. 

According to this hypothesis, the deceased patients 

in this study showed a slight increase in adiponectin 

levels between day 1 and day 6 of hospitalization [41]. 

Similarly, in the present study, the adiponectin levels 

in patients admitted to intensive care on the first day 

of hospitalization were higher compared to patients 

admitted to non-ICU wards. However, adiponec-

tin might exert different effects on critical illnesses 

in different time periods. Therefore, further longitu-

dinal studies are needed to evaluate the concentra-

tions of adiponectin in different time periods during 

the course of disease to determine its function in dis-

ease progression.

On the other hand, adiponectin has been shown 

to exhibit pro-inflammatory and anti-inflamma-

tory activities [7]. Therefore, it could exert different 

effects under different inflammatory conditions. 

Patients with chronic inflammatory diseases, such as 

rheumatoid arthritis, SLE, type I diabetes, and in-

flammatory bowel disease, had elevated adiponectin 

levels compared with patients with metabolic disor-

ders [13, 31, 32, 46]. These conditions point to a clear 

inconsistency, which is characterized by the presence 

of large quantities of adiponectin in an inflammatory 

context. In these patients, adiponectin levels are pos-

itively correlated to inflammatory markers. In ad-

dition, pro-inflammatory functions of adiponectin 

have been reported in the synovium of the joints and 

in the epithelium of the large intestine.

Adiponectin has been shown to have pro- and an-

ti-inflammatory properties, however the effect of to-

tal adiponectin in chronic inflammatory diseases, 

such as autoimmune disorders, is controversial. It is 

worth mentioning that adiponectin consists of three 

isoforms: low molecular weight (trimers); intermedi-

ate molecular weight (hexamers); and high molecular 

weight (HMW or multimers) [42]. These isoforms 

may differ in their biological activities. For exam-

ple, the HMW isoform is the most biologically ac-

tive form in the regulation of insulin resistance [26]. 

For this reason, further studies are needed to investi-

gate the possible roles of adiponectin isoforms in in-

flammatory responses.

Adiponectin and its receptors are expressed in dif-

ferent lung cells [36, 47]. Moreover, pulmonary en-

dothelial cells contribute to transfer of adiponec-

tin from the circulation into the lungs by expressing 

the cadherin molecule [15]. Therefore, the lung could 

be a target organ for adiponectin signaling, and as 

a result, adiponectin disorders might be associated 

with pulmonary complications in COVID-19 patients. 

However, further studies are needed to determine 

the role and regulation of adiponectin in inflammation 

and COVID-19 patients. Investigation of adiponectin 

function and regulation, along with its possible pleiot-

ropy, would help develop new methodologies for diag-

nosis and management of disease. The limitations of the 

present study include: a lack of BMI data; the small 

sizes of the patient and healthy control groups; and no 

evaluation of adiponectin isoforms. These limitations 

should be considered in future studies.

Altogether, the present study provides valu-

able data on the associations between adiponectin 

level, IL-6 level, and disease severity in COVID-19 

patients with acute respiratory distress. However, 

the relationship between adiponectin and proinflam-

matory agents is still unclear. In addition, the precise 

anti-inflammatory or proinflammatory functions 

of systemic and local adiponectin, and their asso-
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ciation with IL-6 expression, need to be elucidated 

in various diseases including COVID-19.
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ВКЛАД ЛАКТОФЕРРИНА, СЫВОРОТОЧНОГО 

АЛЬБУМИНА И СЕКРЕТОРНОГО 

ИММУНОГЛОБУЛИНА КЛАССА А 

В АНТИМИКРОБНУЮ АКТИВНОСТЬ 

СЫВОРОТКИ ГРУДНОГО МОЛОКА

В.Г. Арзуманян1, Т.И. Колыганова1,2, О.А. Свитич1,2, П.В. Самойликов1, 

С.Ю. Конаныхина1, Т.А. Зайцева2, В.В. Зверев1,2

1 ФГБНУ НИИ вакцин и сывороток им. И.И. Мечникова, Москва, Россия
2 ГАОУВ ВО Первый Московский государственный медицинский университет им. И.М. Сеченова Минздрава РФ 

(Сеченовский Университет), Москва, Россия

Резюме. Проведена оценка вклада антимикробной активности sIgA, лактоферрина, α-лактальбумина, сыво-

роточного альбумина и лизоцима в общую антимикробную активность сыворотки. Исследованы 66 образцов 

грудного молока, полученных от здоровых матерей в возрасте от 23 до 45 лет на разных сроках лактации. Уста-

новлено, что по мере увеличения периода лактации снижалась не только общая антимикробная активность 

(r = –0,944), но и активность низкомолекулярной фракции, содержащей сумму антимикробных пептидов (r = 

–0,950). Медианный уровень лактоферрина менялся от 3,46 мг/мл в молозиве до 0,94 мг/мл через год после 

начала лактации и коррелировал с активностью сыворотки (r = 0,616). Концентрация sIgA в образцах сыво-

ротки была максимальной в сыворотке молозива (5,01 мг/мл) и резко падала при переходе к зрелому молоку, 

сохраняясь примерно на одном уровне в последующие периоды лактации (1,0 мг/мл). Концентрация сыворо-

точного альбумина значимо снижалась по мере увеличения периода лактации (от 5,52 до 4,68 мг/мл) и кор-

релировала с активностью сыворотки (r = 0,589). Оценка действия очищенного препарата α-лактальбумина 

в диапазоне 5–20 мг/мл методами спектрофотометрии и микроскопии на клетки C. albicans показала отсут-

ствие фунгицидной активности. В то же время очищенные лактоферрин, IgA, лизоцим и сывороточный аль-

бумин демонстрировали прямой фунгицидный эффект. Активность препарата IgA в концентрации, соответ-

ствующей содержанию sIgA в сыворотке молозива на первые сутки после родоразрешения составила 50,0%, 

а через 12 месяцев — 31,0%; лактоферрина — 26,7 и 3,4%; сывороточного альбумина — 15,0 и 17,7%; лизоци-

ма — 0,1 и 1,8%. Таким образом, сумма активностей этих полипептидов в концентрациях, характерных для 

молозива, составляет 91,7%, что сравнимо с общей активностью его сыворотки — 82,4%. Сумма активностей 

указанных полипептидов, типичных для 12 месяцев лактации, равна 53,9%, а общая активность сыворотки 

в этот период составила 64,5%. Итак, наиболее значимыми по антимикробной активности в сыворотке моло-

зива являются IgA и лактоферрин, тогда как спустя 12 месяцев после начала лактации на первый план выходят 

IgA и сывороточный альбумин.

Ключевые слова: грудное молоко, лактоферрин, иммуноглобулин, сывороточный альбумин, антимикробная активность, 

Candida albicans.
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AN IMPACT OF LACTOFERRIN, SERUM ALBUMIN AND SECRETORY IMMUNOGLOBULIN A 

IN ACTIMICROBIAL ACTIVITY OF BREAST MILK WHEY

Arzumanian V.G.a, Kolyganova T.I.a,b, Svitich O.A.a,b, Samoilikov P.V.a, Konanykhina S.Yu.a, Zaytseva T.A.b, 

Zverev V.V.a,b

a Mechnikov Research Institute for Vaccines and Sera, Moscow, Russian Federation
b First Moscow State Medical University I.M. Sechenov (Sechenov University), Moscow, Russian Federation

Abstract. The contribution of the antimicrobial activity of sIgA, lactoferrin, α-lactalbumin, serum albumin, and lysozyme 

to the total antimicrobial activity of whey was evaluated. 66 breast milk samples from healthy women aged from 23 to 45 years 

collected at different periods of lactation were studied. It was found that along with proceeding the lactation period, not only 

the total antimicrobial activity (r = –0.944) decreased, but also the activity of the low molecular weight fraction containing 

the sum of antimicrobial peptides (r = –0.950). The median lactoferrin level varied from 3.46 mg/ml in colostrum down 

to 0.94 mg/ml one year after the onset of lactation that correlated with whey activity (r = 0.616). The concentration of sIgA 

was peaked in the whey of colostrum (5.01 mg/ml) and significantly reduced in mature milk, remaining approximately at 

the same level in subsequent periods of lactation (1.0 mg/ml). Serum albumin concentration significantly decreased while 

proceeding through lactation period (from 5.52 to 4.68 mg/ml) and correlated with whey activity (r = 0.589). Evaluating 

effects of the purified α-lactalbumin on C. albicans cells within the range of 5–20 mg/ml by spectrophotometry and micros-

copy showed the absence of fungicidal activity. At the same time, purified lactoferrin, IgA, lysozyme, and serum albumin 

demonstrated a direct fungicidal effect. The activity of the IgA preparation at a concentration relevant to the sIgA content 

in the whey of the first day colostrum was 50.0%, and in the whey after 12 months — 31.0%; lactoferrin — 26.7% and 3.4%; 

serum albumin — 15.0% and 17.7%; lysozyme — 0.1% and 1.8%. Thus, the sum of the activities of these polypeptides at 

concentrations typical for the first-day colostrum was 91.7%, which is comparable to the total activity of this whey — 82.4%. 

The sum of the activities of these polypeptides, typical for 12 months of lactation, was 53.9%, and the total whey activity 

relevant to this period was 64.5%. Therefore, IgA and lactoferrin contribute the most significant antimicrobial activity in the 

whey of colostrum, whereas after 12 month-breastfeeding IgA and serum albumin become most significant.

Key words: breast milk, lactoferrin, immunoglobulin A, serum albumin, antimicrobial activity, Candida albicans

Введение

Грудное молоко служит не только полноцен-

ным источником питания, но и обеспечивает 

противомикробную защиту протоков молоч-

ных желез матери и пищеварительного тракта 

ребенка от патогенной микробиоты. В качестве 

антимикробных агентов грудного молока могут 

выступать как высокомолекулярные, так и низ-

комолекулярные полипептиды. Среди высоко-

молекулярных факторов гуморальной защиты 

обычно упоминают казеин, муцин и иммуно-

глобулины классов A, G и M, причем в наиболее 

высокой концентрации в грудном молоке пред-

ставлен секреторный иммуноглобулин — sIgA — 

от 2 до 5,5 мг/мл [9]. К низкомолекулярным фак-

торам относятся антимикробные (поли)пептиды 

(АМП) — лактоферрин, лизоцим, дефензины, 

кателицидин, лактопероксидаза, дермцидин, 

гепцидин, лактальбумин и др. [5]. Среди АМП 

в наибольших концентрациях в грудном молоке 

встречаются лактоферрин (до 7 мг/мл) [19], лакт-

альбумин (до 4 мг/мл) [11] и лизоцим (до 0,9 мг/

мл) [16]. Кроме того, в грудном молоке присут-

ствует сывороточный альбумин, который по на-

шим данным также обладает антимикробной 

активностью [2]. Показано также, что наиболь-

шая концентрация АМП имеет место в молози-

ве [5]. Недавно с помощью метода спектрофо-

тометрии установлено, что антимикробная ак-

тивность сыворотки грудного молока находится 

в обратной корреляции с периодом лактации, 

то есть наибольшую защиту ребенка от пато-

генов обеспечивает молозиво [4]. Однако от-

сутствуют данные о вкладе наиболее значимых 

антимикробных компонентов и низкомолеку-

лярной фракции сыворотки в общую противо-

микробную активность грудного молока на про-

тяжении всего периода лактации, что и явилось 

целью настоящего исследования.

Материалы и методы

В исследование включены 66 образцов груд-

ного молока, полученных от здоровых матерей 

в возрасте от 23 до 45 лет на разных сроках лак-

тации. Свежесобранные образцы заморажива-

ли до момента получения сывороток при –25°С.

Сыворотки получали в два этапа: 1) обезжи-

ривание путем центрифугирования со скоро-

стью 16 000 об/мин в течение 5 мин; 2) удале-

ние казеина путем подкисления 20% раствором 

лимонной кислоты из расчета 0,06 мл кислоты 

на 4 мл с повторным центрифугированием [3].

Антимикробную активность определяли ме-

тодом спектрофотометрии [7]. Для этого 300 мкл 

сыворотки соединяли с 50 мкл суспензии клеток 

Candida albicans № 927 (коллекция НИИВС им. 

Мечникова), выращенной на плотной глюкозо-

пептон-дрожжевой среде; контрольная проба 

вместо сыворотки содержала 300 мкл физраство-

ра. Суспензию клеток готовили из расчета 1 ми-

кробиологическая петля в 50 мкл физраствора. 

Пробы инкубировали 2 ч при 32°С на шейкере, 
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центрифугировали 5 мин со скоростью 16 000 об/

мин, надосадочную жидкость удаляли, а в осад-

ки вносили по 300 мкл раствора бромкрезолового 

пурпурного в фосфатном буфере рН 4,6. Пробы 

повторно инкубировали 45 мин при 32°С и вновь 

центрифугировали. Осадки микроскопирова-

ли при суммарном увеличении 1750 (ЛОМО, 

Россия) и фотографировали цифровой камерой 

«Sony» (Япония). Из полученных супернатантов 

отбирали по 50 мкл и соединяли с 2,5 мл фос-

фатного буфера (рН 4,6). Оптическую плотность 

полученных растворов оценивали на спектро-

фотометре «Genesys 10SUV-Vis» (США), длина 

волны 440 нм. Для каждой пробы рассчитывали 

среднее значение из трех измерений. Активность 

рассчитывали, как отношение разности между 

оптической плотностью контрольного и опыт-

ного образцов, отнесенной к оптической плот-

ности контрольного образца и выраженной 

в процентах [1].

Низкомолекулярную фракцию, содержащую 

комплекс АМП, получали из сывороток пу-

тем их фильтрации через молекулярные филь-

тры с размером пор 100 kDa (Amicon Ultra-0,5, 

Millipore, Merсk). Для этого в предварительно 

замоченные дистиллированной водой в тече-

ние 1 ч фильтры вносили по 500 мкл сыворот-

ки и центрифугировали со скоростью 16 000 об/

мин в течение 15 мин. Антимикробную актив-

ность полученных фильтратов определяли ана-

логично образцам сыворотки (см. выше).

Активность чистых препаратов лактофер-

рина, лактальбумина и лактопероксидазы, по-

лученных из грудного молока методом ионо-

обменной хроматографии (Лактбио, Москва), 

человеческого сывороточного альбумина (ква-

лификация High Purity, EMD Millipore Corp., 

США), человеческого IgA (Имтек, Россия), 

а также яичного лизоцима (квалификация 

BioChemica, AppliChem, США), оценивали тем 

же способом (см. выше).

Уровень лактоферрина в образцах сыворот-

ки определяли методом иммуноферментного 

анализа с помощью тест-системы «ELISA Kit 

for Lactoferrin (LTF human)» (Cloud-Clone Corp., 

США) в соответствии с прилагаемой инструк-

цией. Тест-система предназначена для опре-

деления лактоферрина в различных биожид-

костях, включая сыворотку грудного молока. 

Разведение сывороток составило 1:1 000 000.

Уровень sIgA в образцах сыворотки оценива-

ли методом иммуноферментного анализа с по-

мощью тест-системы «IgA секреторный-ИФА-

БЕСТ» (Вектор-Бест, Новосибирск), предназна-

ченной для определения данного иммуноглобу-

лина в образцах сыворотки крови. Разведение 

сывороток грудного молока составило 1:10 000.

Концентрацию сывороточного альбумина из-

меряли с помощью набора реагентов «Альбумин 

Абрис+» (НПФ «Абрис+», Санкт-Петербург). 

Метод основан на образовании окрашенных 

комплексных соединений при взаимодействии 

альбумина с бромкрезоловым зеленым в слабо-

кислой среде в присутствии детергента. К 10 мкл 

сыворотки добавляли 2 мл реактива, выдержи-

вали 10 мин при комнатной температуре и из-

меряли оптическую плотность при длине волны 

628 нм. Предварительно с помощью того же на-

бора реагентов оценивали взаимодействие чи-

стого лактальбумина, полученного путем ионо-

обменной хроматографии из грудного молока 

(Лактбио, Москва), с тем же реактивом. Анализ 

показал отсутствие реакции между лактальбу-

мином и указанными выше реагентами.

Расчет продукции и потребления лактофер-

рина, лизоцима, сывороточного альбумина 

и sIgA на первые сутки и через 12 месяцев от на-

чала лактации проводили на основании соб-

ственных данных и данных литературы.

Статистический анализ выполняли с помо-

щью программы Microsoft Excel. Расчет коэф-

фициентов Манна–Уитни, свидетельствующих 

о наличии/отсутствии значимости различий 

между показателями, проводили с помощью 

автоматической программы [6].

Результаты

Образцы сывороток грудного молока раздели-

ли на 5 равноценных групп в соответствии с пе-

риодом лактации: первая группа состояла из сы-

вороток молозива, остальные — из сывороток 

переходного и зрелого молока (табл. 1). Видно, что 

по мере увеличения периода лактации значитель-

но снижалась не только общая антимикробная 

активность, но и активность фракции, содержа-

щей АМП, о чем свидетельствуют соответствую-

щие значения коэффициентов Манна–Уитни. 

При этом обращают на себя внимание высокие 

значения коэффициентов Пирсона, свидетель-

ствующие о наличии положительной корреля-

ции между этими показателями, а также об их 

обратной корреляции по отношению к периоду 

лактации. Однако с возрастом матери ни общая 

антимикробная активность, ни активность АМП 

фракции сыворотки не были связаны.

На одном из наиболее активных образцов сы-

воротки молока проведено исследование его дей-

ствия на клетки C. albicans методом микроскопии: 

в контрольном варианте присутствуют как живые 

(белые) клетки, так и некоторое количество мерт-

вых (желтых клеток) (рис. 1А, III обложка); в про-

бе, обработанной цельной сывороткой — обилие 

клеточного дебриса (полностью разрушенных 

клеток) и немного живых (рис. 1Б, III облож-

ка); в пробе, обработанной низкомолекулярной 

фракцией сыворотки, мертвые клетки явно пре-

обладают над живыми (рис. 1В, III обложка).
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Оценка содержания лактоферрина в изучае-

мых образцах сыворотки показала, что наиболее 

высокие его концентрации имели место в моло-

зиве, причем отмечено его многократное сниже-

ние при переходе к зрелому молоку. Уровень лак-

тоферрина имел высокую положительную кор-

реляцию не только с общей противомикробной 

активностью (табл. 1), но и с активностью АМП 

фракции сыворотки — коэффициент Пирсона 

составил 0,845. Экспериментальные и расчетные 

данные, касающиеся продукции и потребления 

лактоферрина на первые сутки и через 12 меся-

цев от начала лактации приведены в табл. 2.

Оценка действия нативного альфа-лакталь-

бумина в концентрации 5–20 мг/мл метода-

ми спектрофотометрии на клетки изучаемого 

штамма C. albicans показала отсутствие какой-

либо фунгицидной активности. Полученный 

результат подтвержден также методом микро-

скопии — клетки дрожжей оставались интакт-

ными после 2 ч инкубации с этим препаратом.

Концентрация сывороточного альбумина зна-

чимо снижалась по мере увеличения периода лак-

тации и коррелировала с активностью сыворотки 

(табл. 1). Имела место также высокая положи-

тельная корреляция с лактоферрином (r = 0,994). 

Расчет максимальной продукции и потребления 

сывороточного альбумина приведен в табл. 2.

Исследование концентрации sIgA в образцах 

сыворотки показало, что она была максималь-

ной в сыворотке молозива и резко падала при 

переходе к зрелому молоку, сохраняясь при-

мерно на одном уровне в последующие периоды 

лактации (табл. 1). Расчет наибольшей продук-

ции и потребления sIgA приведен в табл. 2.

Концентрацию лизоцима в сыворотке груд-

ного молока в данном исследовании не опре-

деляли. Для расчетов воспользовались данны-

ми [16], где показано, что на всем протяжении 

периода лактации лизоцим меняется от 0,32 мг/

мл в молозиве до 0,85 мг/мл спустя год после 

начала лактации [16]. Наибольшие расчетные 

значения продукции и потребления лизоцима 

приведены в табл. 2.

Фунгицидная активность лактопероксидазы 

при концентрации 2,5 мг/мл составила 12–14%.

Для того чтобы оценить вклад лактоферри-

на, сывороточного альбумина, лизоцима и IgA 

в антимикробную активность сыворотки груд-

ного молока в первые сутки и через 12 месяцев 

после начала лактации, провели определение 

противомикробной активности чистых пре-

паратов этих полипептидов в концентрациях, 

соответствующих их содержанию в молозиве 

и грудном молоке в указанные периоды (табл. 2). 

Полученные данные представлены на рис. 2. 

Сумма активностей этих полипептидов в кон-

центрациях, характерных для односуточного 

молозива, составляет 91,7%, что сравнимо с об- Т
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щей активностью сыворотки для этого периода. 

Сумма активностей в концентрациях, типич-

ных для 12 месяцев лактации, равна 53,9%, что 

также сравнимо с общей активностью в ука-

занный период. Микроскопия образцов клеток 

дрожжей, обработанных этими полипептида-

ми, показала наличие фунгицидного эффекта: 

клетки разрушались с образованием дебриса.

Обсуждение

Фунгистатическое действие грудного моло-

ка было ранее установлено методом посевов [8]. 

Методы спектрофотометрии и микроскопии по-

зволяют оценить фунгицидный эффект любой 

биожидкости по отношению к клеткам микро-

организмов [7]. Ранее этими методами показано 

фунгицидное действие сыворотки грудного мо-

лока на клетки дрожжей C. albicans [4]. В настоя-

щем исследовании получены данные, подтверж-

дающие антимикробную активность цельной 

сыворотки. Кроме того, изучена антимикроб-

ная активность низкомолекулярной фракции 

сыворотки, содержащей АМП. Оказалось, что 

как общая активность сыворотки, так и актив-

ность ее низкомолекулярной фракции обратно 

пропорциональны длительности периода лакта-

ции, но не связаны с возрастом матери.

Одним из основных белков сыворотки груд-

ного молока является лактоферрин, который со-

ставляет до 20% от общего белка сыворотки [14]. 

Он устойчив к протеолизу и выполняет ряд 

функций: участвует в процессах эндоцитоза; вну-

три клеток действует как регулятор экспрессии 

многих генов, в том числе отвечающих за синтез 

цитокинов; способствует поглощению железа 

клетками; является эффективным модулятором 

воспалительного и иммунного ответа. На клетки 

микроорганизмов он действует двоя ко — с одной 

стороны, обедняет среду, связывая ионы желе-

за, с другой — нарушает целостность мембран. 

Известно, что лактоферрин оказывает фунгиста-

тическое действие на клетки C. albicans, подтверж-

денное методом посевов [21]. Полученные нами 

результаты по снижению его концентрации при 

переходе от молозива к зрелому молоку согласу-

ются с данными других авторов [14]. Необходимо 

отметить, что снижение содержания лактофер-

рина (табл. 1) и его доли в общей антимикробной 

активности сыворотки (рис. 2) в процессе лакта-

ции не критично, поскольку за счет увеличения 

объема продуцируемого молока общее потребле-

ние этого полипептида за 12 месяцев кормления 

возрастает почти вдвое (табл. 2).

Альфа-лактальбумин составляет 25–35% 

от сыво роточного белка, а его концентрация 

равна в среднем 4,3 мг/мл в молозиве и 2,6 мг/мл 

через год после начала лактации [14]. Известно, 

что альфа-лактальбумин ингибирует рост мик-

роорганизмов, по-видимому, за счет связыва-

ния ионов кальция, цинка и железа, а пептиды, 

образующиеся при его протеолизе, обладают 

фунгицидным эффектом [15]. В настоящем ис-

следовании установлено, что этот полипептид 

не проявляет непосредственной фунгицидной 

активности.

Лактопероксидаза не вносит существен-

ного вклада в общую антимикробную актив-

ность грудного молока, поскольку содержа-

ние этого полипептида варьирует в пределах 

0,77±0,38 мг/л [21], а в данном исследовании 

установлено, что фунгицидную активность 

этот полипептид проявлял в концентрации 

выше 1 мг/мл.

Считают, что сывороточный альбумин син-

тезируется не молочной железой, а проникает 

в грудное молоко из сосудов [14]. Содержание 

сывороточного альбумина, оцененное нами 

Рисунок 2. Вклад лактоферрина, сывороточного альбумина, лизоцима и IgA в антимикробную 

активность сыворотки грудного молока в первые сутки и через 12 месяцев после начала лактации

Figure 2. An impact of lactoferrin, serum albumin, lysozyme and IgA to the antimicrobial activity of breast milk serum 
on the first day and 12 months after the onset of lactation
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с помощью вышеуказанного реагента, превы-

сило данные, полученные другими исследова-

телями — менее 1 мг/мл [17], что, вероятно, свя-

зано с использованием ими метода препаратив-

ного электрофореза. Ранее нами установлено, 

что сывороточный альбумин в широком диапа-

зоне концентраций проявлял антимикробную 

активность [2]. Изменение содержания этого 

полипептида в процессе лактации не настолько 

значимо, как в случае с лактоферрином (табл. 1), 

но его вклад в общую активность (рис. 2) и су-

точное потребление (табл. 2) значительно повы-

шаются через год после начала лактации.

Лизоцим в связи с низкой его концентраци-

ей в молозиве и зрелом молоке не вносит суще-

ственного вклада в общую активность сыворот-

ки (рис. 2), однако его потребление значительно 

возрастает с увеличением периода лактации 

(табл. 2).

Полученные нами данные по изменению 

концентрации секреторного иммуноглобулина 

класса А на протяжении периода лактации со-

гласуются с результатами других авторов [14]. 

В научной литературе есть данные о фунгиста-

тической активности IgA по отношению к дрож-

жам C. albicans, оцененной методом посевов [10]. 

На моноклональных антителах класса А показа-

но наличие фунгицидной активности против тех 

же дрожжей, установленной тем же методом [13]. 

Однако в современных учебных пособиях и на-

учных публикациях указано, что антитела не-

посредственным микробицидным действием 

не обладают. В настоящем исследовании опыты 

по фунгицидной активности чистого препарата 

иммуноглобулина проводили не на sIgA, а на IgA. 

На основании полученных данных можно под-

твердить, что иммуноглобулин класса А оказы-

вает прямое микробицидное действие на клетки 

C. albicans, которое проявляется в разрушении 

клеточных стенок и мембран этих дрожжей, на-

блюдаемом через 2 ч от начала эксперимента.

Очевидно, что наиболее значимыми по анти-

микробной активности в сыворотке молозива 

являются IgA и лактоферрин, тогда как спустя 

12 месяцев после начала лактации на первый 

план выходят IgA и сывороточный альбумин. 

Известно, что совместное действие АМП может 

носить синергичный характер [18], что не ис-

ключает и взаимного подавления активности 

и подтверждается сравнением суммы активно-

стей отдельных полипептидов с общей активно-

стью сыворотки (рис. 2). Однако данное предпо-

ложение требует дальнейших исследований.
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ЗНАЧЕНИЕ ЭКСКРЕТИРУЕМЫХ С МОЧОЙ 

АНТИТЕЛ В СПЕЦИФИЧЕСКОЙ ДИАГНОСТИКЕ 

ГЕМОРРАГИЧЕСКОЙ ЛИХОРАДКИ 

С ПОЧЕЧНЫМ СИНДРОМОМ

Т.К. Дзагурова1, Р.Т. Мурзабаева2, Ф.Г. Кутлугужина3, В.Г. Морозов4, 

Э.В. Вольных5, С.С. Курашова1, М.В. Баловнева1, П.Е. Ткаченко6, 

А.А. Ишмухаметов1,6, А.В. Белякова1, Е.А. Ткаченко1

1 ФГАНУ Федеральный научный центр исследований и разработки иммунобиологических препаратов 

им. М.П. Чумакова РАН (Институт полиомиелита), Москва, Россия
2 ФГБОУ ВО Башкирский государственный медицинский университет МЗ России, г. Уфа, Россия
3 ГБУЗ Республиканская клиническая больница, г. Уфа, Россия
4 ООО Медицинская компания «Гепатолог», г. Самара, Россия
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Резюме. Введение.  Геморрагическая лихорадка с почечным синдромом (ГЛПС) — инфекционное заболева-

ние зоонозной природы, распространенное на евроазиатском континенте, в России занимает ведущее ме-

сто среди природно-очаговых болезней человека. Возбудителями ГЛПС являются хантавирусы, которые со-

гласно современной таксономии, в составе семейства Hantaviridae входят в отряд Bunyavirales. Подавляющее 

большинство случаев ГЛПС в России, около 98%, ассоциировано с вирусом Пуумала. Ранняя специфичес-

кая диагностика этого заболевания, характеризующегося широким спектром клинических проявлений, 

является решающим условием своевременной патогенетической терапии. Цель исследования — уточнение 

диагностической значимости выявления специфических антител к хантавирусам в моче у больных с подо-

зрением на ГЛПС. Материалы и методы. На присутствие специфических антител к хантавирусам исследо-

вали сыворотки крови и пробы мочи, собранные с двухдневным интервалом от 68 больных с подозрением 

на ГЛПС (клиническая инфекционная больница № 4 г. Уфы), а также от 15 реконвалесцентов после ГЛПС 

через 1, 2, 3 и 6 месяцев с начала заболевания. Кроме того, были исследованы забранные в различные сроки 

от начала болезни сыворотки крови и пробы мочи от 53 больных с диагнозом ГЛПС? (стационары Москвы, 

Московской и Самарской областей). Хантавирусные антитела определяли непрямым методом иммунофлюо-

ресценции. Результаты и обсуждение. Хантавирусные антитела помимо сывороток крови, выявляли в пробах 

мочи больных с подозрением на ГЛПС на 3, 4, 5 и 6 дни от начала заболевания в 85,7, 89,4, 93,1 и 100% случаев, 

соответственно. Наиболее высокое содержание антител в моче отмечали в период с 5 по 11 сутки, что соот-
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ветствует олигурическому периоду болезни. В реконвалесцентном периоде присутствие антител в моче от-

мечено спустя 1, 2 и 3 месяца от начала заболевания в 86,7, 46 и 20% случаев, соответственно. Через 6 месяцев 

от начала заболевания хантавирусных антител в моче не было обнаружено, что, вероятно, отражает процесс 

длительного восстановления функциональной способности почек. Умеренная положительная корреляци-

онная зависимость количественного содержания антител в сыворотке крови и моче отмечена только в оли-

гурическом периоде болезни. Обнаружение хантавирусных антител у лихорадящих больных с подозрением 

на ГЛПС одновременно в сыворотке крови и моче является достоверным диагностическим критерием острой 

хантавирусной инфекции. Выводы. Выявление хантавирусных антител одновременно в крови и моче лихора-

дящих больных позволяет осуществлять специфическую диагностику ГЛПС с первых дней госпитализации, 

не прибегая к исследованию парных сывороток крови. Ранняя диагностика, в свою очередь, позволяет своев-

ременно назначать патогенетическую терапию и снижать частоту развития тяжелых осложнений и неблаго-

приятных исходов при данной инфекции.

Ключевые слова: геморрагическая лихорадка с почечным синдромом, хантавирусная инфекция, непрямой метод 

иммунофлюоресценции, ранняя специфическая диагностика.
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Abstract. Relevance. Hemorrhagic fever with renal syndrome (HFRS) is an acute viral zoonosis. Being widespread in Eur-

asia, it holds a leading place in Russia among natural focal human diseases. The vast majority of HFRS cases in Russia, 

about 98%, are associated with Puumala virus. The disease is characterized by a wide range of clinical manifestations. 

Early specific diagnostics appears to be of a great importance for starting timely pathogenic therapy. The aim of the study 

was to clarify the diagnostic value of detecting hantavirus antibodies in the HFRS suspected patient urine. Materials and 

methods. Blood sera and urine samples from 68 patients at the Infectious Diseases Hospital in the city of Ufa, obtained with 

a 2-day interval, as well as urine and blood serum samples from 15 convalescents 1, 2, 3 and 6 months after disease onset 

were examined for hantavirus antibodies. 53 blood sera and urine samples from patients residing in Moscow, Moscow and 

Samara regions collected at different time points during the disease course were investigated in parallel. Antibodies were 

detected by the indirect immunofluorescence method. Results. On day 3, 4, 5 and 6 of disease, while specific antibodies 

were detected in the blood serum, antibodies in the urine were found in 85.7%, 89.4%, 93.1% and 100% of patients, respec-

tively. The peak quantity of antibodies was excreted in the urine from days 5 to 11, which corresponds to the oliguric stage 

of the disease. In the convalescent period, antibodies were still detected in urine 1, 2 and 3 months afterwards in 86.7%, 

46% and 20% of cases, respectively, but not detected 6 months later, which probably reflects the process of long-term res-

toration of the kidneys function. A moderate positive correlation between specific antibodies in serum and urine was ob-

served only in the oliguric period of the disease. Conclusions. Detection of hantavirus antibodies simultaneously in blood 

serum and urine of febrile patients instead of paired blood sera allows to conduct HFRS diagnostics within the very first 

days of hospitalization and prevent severe complications due to timely pathogenic therapy.

Key words: hemorrhagic fever with renal syndrome, hantaviruses, indirect fluorescent antibody assay, early specific diagnosis.

Введение

Геморрагическая лихорадка с почечным 

синдромом (ГЛПС) — зоонозное заболевание 

вирусной природы, широко распространенное 

в ряде стран Евразии, в России занимает веду-

щее место среди всех природноочаговых болез-

ней человека.

Возбудители ГЛПС — хантавирусы, в со-

ответствии с современной классификацией, 

в составе семейства Hantaviridae входят в отряд 

Bunyavirales.

Около 98% случаев ГЛПС, официально заре-

гистрированных в Российской Федерации, вы-

зывает вирус Пуумала. Остальные 2% случаев 

этиологически обусловлены вирусами Хантаан, 

Амур, Сеул и двумя подтипами Куркино и Сочи 

вируса Добрава/Белград [4, 16]. Многообразие 

клинических проявлений, встречающихся 

в дебюте болезни также при целом ряде дру-
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гих заболеваний, определяет высокую зна-

чимость специфической диагностики ГЛПС. 

Иммунологические методы являются основны-

ми в специфической лабораторной диагностике 

ГЛПС. Использование молекулярных методов 

(ПЦР) ограничивается коротким периодом ви-

ремии, невысоким количественным содержа-

нием вирусной РНК в крови и низкой чувстви-

тельностью тест-систем.

Непрямой метод флюоресцирующих анти-

тел (МФА) оказался определяющим в открытии 

возбудителей ГЛПС [15] и одним из первых ме-

тодов, разработанных для иммунологической 

диагностики хантавирусных инфекций [1, 6].

К настоящему времени в арсенале диагно-

стических препаратов для серодиагностики 

хантавирусных инфекций (выявление специ-

фических иммуноглобулинов классов М, G 

и А) существует большое разнообразие методов 

иммуноферментного анализа (ИФА), основан-

ных на рекомбинантных антигенах, получен-

ных в различных экспрессионных системах [8, 

10, 11, 13, 18]. Разработаны диагностические 

тест-системы, основанные на методах имму-

нохроматографии и иммуноблоттинга [7, 12]. 

Диагностическую значимость для серодиагнос-

тики ГЛПС имеет выявление в ранней стадии 

заболевания специфических IgM-антител, ко-

торые в большинстве случаев не определяют-

ся через 2–3 месяца после окончания острой 

фазы заболевания. Вместе с тем, в некоторых 

случаях продуцирование IgM-антител продол-

жается и до 2-х лет после острой фазы болез-

ни. Дополнительные проблемы метода ИФА 

обусловлены неспецифическими реакциями, 

проявляющимися в виде ложноположитель-

ных или ложноотрицательных результатов [9]. 

В то же время непрямой метод иммунофлюо-

ресценции для выявления антител к хантавиру-

сам остается по-прежнему наиболее специфич-

ным, уступая в этом отношении лишь реакции 

нейтрализации вируса [9].

Цель исследования — уточнение диагности-

ческой значимости выявления специфических 

антител к хантавирусам в моче у больных с по-

дозрением на ГЛПС.

Материалы и методы

Для определения сроков появления и ис-

чезновения антител к хантавирусам в моче 

больных ГЛПС были собраны 293 пробы мочи 

от 68 пациентов, поступивших в ГБУЗ Респуб-

ликанскую клиническую инфекционную боль-

ницу № 4 г. Уфы. От каждого больного собира-

ли от 3 до 6 проб мочи при поступлении и далее 

с 2-дневным интервалом до выписки из стацио-

нара. Помимо материала от больных, были ис-

следованы сыворотки крови и пробы мочи, взя-

тые через 1, 2, 3, 6 месяцев от начала заболевания 

от 15 реконвалесцентов ГЛПС тоже из г. Уфа. 

Кроме того, были исследованы сыворотки кро-

ви от 53 больных ГЛПС из стационаров Москвы, 

Московской и Самарской областей, главным 

образом с целью серотипирования антител для 

установления видовой принадлежности хан-

тавируса — возбудителя ГЛПС, и пробы мочи, 

взятые (параллельно с сыворотками крови) 

в различные сроки от начала болезни.

Исследования на присутствие антихантави-

русных антител (суммарно IgM и IgG) проводи-

ли методом МФА с использованием поливалент-

ного «Диагностикума ГЛПС» («Диагностикум 

геморрагической лихорадки с почечным 

синдромом культуральный, поливалентный 

для непрямого метода иммунофлюоресцен-

ции» производства ФГАНУ «ФНЦИРИП им. 

М.П. Чумакова РАН») по инструкции произво-

дителя. Для серотипирования антител исполь-

зовали культуральные моновалентные анти-

генные препараты, приготовленные на основе 

вирусов Пуумала и Добрава/Белград. Мочу 

для исследования в МФА предварительно кон-

центрировали в 10 раз. Для этого 1 мл мочи 

центрифугировали 15 мин при 8000 об/мин, 

после чего верхние 900 мкл аккуратно удаля-

ли и оставшиеся 100 мкл ресуспендировали. 

Сконцентрированный образец мочи исследо-

вали в двукратных разведениях, начиная с ис-

ходного. Значения количественных данных вы-

ражали в виде средних величин ± стандартное 

отклонение. Статистическую обработку дан-

ных проводили с использованием программно-

го обеспечения GraphPad Prism 9.0 (San Diego, 

CA 92108). Для оценки взаимосвязи величин 

титра антител в сыворотке крови и моче опре-

деляли коэффициент ранговой корреляции 

Спирмена — rS. В зависимости от знака (+) или 

(–) корреляцию оценивали как прямую или 

обратную соответственно. Силу взаимосвязи 

определяли по величине коэффициента rS. Сила 

взаимосвязи при rS < 0,19 — очень слабая, rS = 

0,2–0,29 — слабая; rS = 0,3–0,49 — умеренная.

Результаты и обсуждение

В результате серологического типирования 

антител в сыворотках крови больных ГЛПС 

было установлено, что все исследованные нами 

случаи ГЛПС были вызваны вирусом Пуумала.

Для определения динамики титра антител 

в моче проанализировано 345 проб мочи, взя-

тых от 110 больных с 3 по 30 день болезни, в том 

числе 293 пробы мочи, взятых в динамике от 68 

больных (инфекционная больница № 4 г. Уфы). 

На 3, 4 и 5 день болезни антитела в моче опреде-

лили у 85,7, 89,4 и 93,1% больных соответствен-

но. С 6 дня болезни антитела в моче определя-
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лись у 100% обследованных больных. За период 

пребывания в стационаре антитела в моче пере-

стали обнаруживаться на 11 день болезни у 1 

из 22, на 20 день — у 1 из 40 и у 2 из 26 пациентов 

на 30-й день болезни (табл. 1).

Ранее было показано, что с использованием 

«Диагностикума ГЛПС» специфические анти-

тела в моче больных ГЛПС, сконцентрирован-

ной в 10 раз, обнаруживались в 88,9% случаев с 3 

по 21 день от начала лихорадки [5].

В данном исследовании детальный анализ 

динамики антихантавирусных антител в моче 

больных ГЛПС показал, что с 6 по 11 день с на-

чала заболевания антитела определялись у 100% 

больных, а с 12 по 30 день, практически до вы-

писки из стационара, — у 98% больных (табл. 1, 

рис. 1).

Для определения длительности периода экс-

креции антител с мочой исследовали пробы 

мочи, взятые от 15 реконвалесцентов через 1, 2, 

3 и 6 месяцев от начала заболевания. На фоне 

незначительного снижения титра антител 

в крови, присутствие антител в моче выявлено 

у 13 пациентов (86,7%) через 1 месяц, у 7 пациен-

тов (46,7%) через 2 месяца и у 3 пациентов (20%) 

через 3 месяца. Как видно из табл. 2, присут-

ствие антител в моче реконвалесцентов ГЛПС 

к 6-му месяцу от начала заболевания не было 

установлено.

С целью определения количественного содер-

жания антител, экскретируемых с мочой, были 

исследованы методом титрования 345 проб мочи 

от 83 пациентов. Наиболее высокое содержание 

выделяемых с мочой специфических иммуногло-

булинов отмечали с 5 по 11 сутки от начала лихо-

радки (рис. 2), что соответствует олигурическому 

периоду болезни.

Для уточнения зависимости количества вы-

деляемых с мочой антител от титра антител, 

циркулирующих в крови пациентов, были па-

Рисунок 1. Выявление антител к хантавирусам в моче больных и реконвалесцентов ГЛПС

Figure 1. Hantavirus antibodies detection in the urine of HFRS patients and convalescents
Примечание. Во временном промежутке 12–15, 16–20, 21–25, 26–30 процент проб мочи, содержащих 
антихантавирусные антитела, подсчитан относительно числа проб, взятых от больных в этом периоде болезни.
Note. In the time interval 12–15, 16–20, 21–25, 26–30, the percentage of urine samples containing anti-hantavirus antibodies 
is calculated relative to the number of samples taken from patients in this period of the disease.

Таблица 1 Динамика выявления хантавирусных антител в моче больных ГЛПС

Table 1. Dynamics of urine hantavirus-specific antibodies in HFRS patients 

День болезни

Day after desease 
oncet

3 4 5 6 7 8 9 10 11 12–15 16–20 21–25 26–30

Обследовано проб

Samples examined
7 19 29 20 31 24 29 26 22 64 40 22 26

АТ*

Ab*

aбс.

abs.
6 17 27 20 31 24 29 26 21 64 39 22 24

% 86 89 93 100 100 100 100 100 96 100 97,5 100 92,3

Примечание. АТ — количество проб с хантавирусными антителами.
Note. Ab — number of samples positive for hantavirus antibodies.
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Рисунок 2. Зависимость количества экскретируемых с мочой антител от времени, прошедшего 

с начала заболевания

Figure 2. Dependence of the urine excreted antibodies on the disease onset
Примечание. Градация на оси абсцисс имеет условный характер.
Note. The gradation on the X-axis has conditional character.

Таблица 2 Выявление специфических антител в крови и моче реконвалесцентов ГЛПС

Table 2. Hantavirus antibodies detection in the blood and urine of HFRS convalescents

№ пациента

Patient’s no.

Титр антител (МФА)

Antibody titer (IFA)

1 месяц

1month 
2 месяца

2 months
3 месяца

3 months
6 месяцев

6 months

кровь

blood
моча

urine
кровь

blood
моча

urine
кровь

blood
моча

urine
кровь

blood
моча

urine

2 32 000 8 32 000 4 32 000 0 32 000 0

6 32 000 2 32 000 4 32 000 1 32 000 0

7 16 000 2 16 000 1 16 000 2 16 000 0

12 64 000 4 32 000 0 32 000 0 н/и | n/i н/и | n/i

14 32 000 4 32 000 0 32 000 0 н/и | n/i н/и | n/i

19 64 000 16 64 000 0 64 000 0 н/и | n/i н/и | n/i

20 32 000 4 64 000 0 64 000 0 64 000 0

23 64 000 4 64 000 8 32 000 0 32 000 0

26 64 000 0 64 000 0 1024 0 1024 0

28 128 000 2 32 000 2 32 000 2 32 000 0

30 64 000 8 64 000 0 64 000 0 н/и | n/i н/и | n/i

33 64 000 4 32 000 4 32 000 0 32 000 0

45 128 000 0 32 000 0 32 000 0 н/и | n/i н/и | n/i

46 32 000 2 16 000 2 16 000 0 н/и | n/i н/и | n/i

58 128 000 4 64 000 0 32 000 0 н/и | n/i н/и | n/i

АТ в моче

Ab in urine
13/15 (86,7%) 7/15 (46,7%) 3/15 (20%) 0

Примечание: н/и — не исследовали.
Note. n/i — not investigated.
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раллельно обследованы пробы мочи и крови, 

взятые в один день. Показано, что в олигури-

ческом периоде болезни имеет место умеренная 

прямая положительная корреляционная за-

висимость (rS = 0,4) количественного содержа-

ния антител в сыворотке крови и моче (рис. 3). 

Вероятно, это объясняется тем, что в этот пе-

риод болезни степень повреждения эндотелия 

почечных капилляров максимально выраже-

на и количество выделяемых с мочой антител, 

в большинстве случаев, пропорционально их 

содержанию в крови. В то же время выявлена 

незначимая отрицательная корреляционная за-

висимость (rS = –0,2) количественного содержа-

ния антител, обнаруженных в сыворотке крови 

и моче, собранных в интервале с 11 по 28 день 

болезни. В этом временном интервале степень 

повреждения капилляров, а также функцио-

нальная способность почек имеют широкий 

диапазон индивидуальных различий. Так, в от-

дельных случаях даже при невысоких титрах 

антител в крови их экскреция с мочой была зна-

чительной (сильное повреждение капилляров) 

и наоборот, незначительное количественное 

содержание антител в моче наблюдалось при 

их высоких титрах в крови (незначительное по-

вреждение капилляров и менее выраженное на-

рушение функции почек), что характерно для 

периода реконвалесценции.

Для серологической диагностики инфек-

ционных заболеваний, в том числе ГЛПС, 

в настоя щее время широко используются им-

муноферментные тест-системы. В то же время 

для хантавирусных инфекций по-прежнему 

высокоактуальным остается применение не-

прямого метода иммунофлюоресценции. 

Диагностическая значимость этого метода об-

условлена его высокой специфичностью [9, 

14] и простотой исполнения. Специфические 

антитела к хантавирусам — возбудителям 

ГЛПС, очевидно, сохраняются пожизнен-

но [3, 9]. В этой связи диагностическую зна-

чимость имеет 4-кратное нарастание титров 

антител в парных сыворотках крови, взятых 

с 2–4-дневным интервалом. Это касается как 

определения антител в МФА (суммарно IgM 

и IgG), так и антител классов IgG и IgM, вы-

являемых иммуноферментными методами. 

Ввиду того, что к 6–8 дню болезни титры анти-

тел к хантавирусам, выявляемых МФА, у боль-

шинства пациентов выходят на плато [2], при 

взятии первой сыворотки крови после 6 дня бо-

лезни последую щее нарастание титра антител 

может отсутствовать. В этом случае надежным 

критерием острого периода хантавирусной ин-

фекции является обнаружение антихантави-

русных антител одновременно в крови и моче.

В результате настоящего исследования 

уточнены сроки выявления антител в моче 

больных ГЛПС как в остром периоде, так в пе-

риоды ранней и поздней реконвалесценции. 

Установлено, что в периоде реконвалесценции 

выделение антител с мочой продолжалось че-

рез 1, 2 и 3 месяца от начала заболевания в 86,7, 

46 и 20% случаев соответственно, и лишь через 

6 месяцев ни у одного из обследованных боль-

ных антитела в моче не удалось обнаружить. 

Вероятно, эта закономерность отражает про-

цесс длительного восстановления функцио-

нальной способности почек. Как известно, 

в моче в норме присутствуют лишь следы IgG. 

Обнаружение специфических антител в моче 

больных ГЛПС свидетельствует о повышении 

уровня IgG, что указывает на неизбирательную 

гломерулопатию или смешанную клубочково-

канальцевую патологию [17]. Одновременное 

обнаружение хантавирусных антител в кро-

ви и моче лихорадящих больных с помощью 

Рисунок 3. Корреляционная зависимость количественного содержания антител, выявленных 

в сыворотке крови и моче (n = 46) с 5 по 12 сутки (олигурический период болезни)

Figure 3. Correlation of the antibodies quantity detected in the blood serum and urine (n = 46) during the disease 
oliguric period (from 5 to 12 days)
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«Диагностикума ГЛПС» является достовер-

ным диагностичес ким критерием острого пе-

риода хантавирусной инфекции, и позволяет 

установить специ фический диагноз при по-

ступлении в стационар на 3, 4, 5, 6–10 день 

от начала заболевания в 85,7, 89,4, 93,1 и 100% 

случаев соответственно, не прибегая к иссле-

дованию антител в парных сыворотках крови. 

Ранняя диагностика ГЛПС позволяет своевре-

менно назначать патогенетическую терапию 

и определять тактику ведения пациентов, что 

в значительной степени предупреждает раз-

витие тяжелых осложнений и снижает леталь-

ность при этой тяжелой инфекции.
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ОЦЕНКА ПОТЕНЦИАЛЬНОЙ ОПАСНОСТИ 

ВНЕШНЕЙ СРЕДЫ ДВУХ БОЛЬНИЧНЫХ 

СТАЦИОНАРОВ г. ХАБАРОВСКА В ПЕРИОД 

НОВОЙ КОРОНАВИРУСНОЙ ИНФЕКЦИИ 

(ДЕКАБРЬ 2020 г. — МАРТ 2021 г.)

О.Е. Троценко1, А.П. Бондаренко1, Н.Ю. Пшеничная2, Т.А. Зайцева3, Ю.А. Гарбуз4, 

И.В. Чишагорова4, В.А. Шмыленко1, Е.А. Базыкина1, О.Н. Огиенко1

1 ФБУН Хабаровский НИИ эпидемиологии и микробиологии Роспотребнадзора, г. Хабаровск, Россия
2 ФБУН Центральный НИИ эпидемиологии Роспотребнадзора, Москва, Россия
3 Управление Роспотребнадзора по Хабаровскому краю, г. Хабаровск, Россия
4 ФБУЗ Центр гигиены и эпидемиологии в Хабаровском крае, г. Хабаровск, Россия

Резюме. Микробиологический мониторинг в системе эпидемиологического надзора за инфекционными заболе-

ваниями предполагает одновременный поиск возбудителей у больных и в больничной среде. Цель настоящего 

исследования — с помощью методов эпидемиологического и бактериологического анализа дать оценку потен-

циальной опасности больничной среды двух инфекционных стационаров г. Хабаровска, развернутых в период 

пандемии новой коронавирусной инфекции. Материалы и методы. Проведено бактериологическое исследова-

ние назофарингеальной флоры пациентов с внебольничной пневмонией (241 человек), госпитализированных 

в два лечебно-профилактических учреждения (ЛПУ) г. Хабаровска. Одновременно осуществлен санитарно-

бактериологический контроль больничной среды (428 проб смывов и 91 проба воздуха). Бактериологические 

исследования выполнены классическим методом. Идентификацию выделенных возбудителей и определе-

ние их чувствительности к антибиотикам проводили на бактериологическом анализаторе Vitek 2 Compact. 

Результаты. Из 428 проб смывов патогенные биологические агенты 9 наименований (Pseudomonas aeruginosa, 

Pseudomonas stutzeri, Acinetobacter baumannii, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca, Enterobacter cloacae, Pantoea, 

Enterococcus faecium, Staphylococcus haemolyticus) выделены в 20 пробах — в 4,7% [2,7–6,7] случаев. В половине 

этих случаев — 10 из 20 изолятов, или 2,3% [0,9–3,8] — идентифицированы лекарственно-устойчивые штам-

мы, в том числе 5 карбапенем-устойчивых изолятов (Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella 

pneumoniae) и 5 изолятов с множественной лекарственной устойчивостью (Enterobacter cloacae, Pantoea, 

Enterococcus faecium, Staphylococcus haemolyticus). В 6 из 91 пробы воздуха выделены патогенные биологические 

агенты (6,6% [1,5–11,7]), в том числе в половине случаев (3,3% [0,6–7,9]) идентифицированы ЛУ-варианты — 

S. aureus и S. haemolyticus. Из двух больничных учреждений одно (ЛПУ № 1) признано более опасным, так как 

флора с высоким патогенным потенциалом выделена в РАО (A. baumannii и P. aeruginosa, устойчивые к цефа-

лоспоринам III–IV поколений и к карбапенемам). Заключение. Установленная нами циркуляция большого 
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перечня микроорганизмов во внешней среде двух стационаров обеспечивает высокий риск заражения паци-

ентов из больничной среды. В отделениях реанимации и интенсивной терапии, где больше всего тяжелых 

больных («основной резервуар» антибиотикорезистентных штаммов), формируются условия для нозокоми-

альных инфекций.

Ключевые слова: ЛПУ, внебольничная пневмония, бактериальная флора, больничная среда, риск инфицирования.
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Abstract. Microbiological monitoring after infectious diseases in the system of epidemiological surveillance implies simul-

taneous pathogen identification both among patients and in hospital environment. Our aim is to assess potential hospital 

environmental hazard for the two in-patient infectious disease hospitals of the Khabarovsk city by using bacteriological 

and epidemiological analysis during new coronavirus disease pandemic. Materials and methods. Bacteriological assess-

ment of nasopharyngeal microflora in 241 patients suffering from community-acquired pneumonia that were hospitalized 

in the two prevention and treatment facilities of the Khabarovsk city was performed. Sanitary-bacteriological control 

of hospital environment (428 hospital environment samples and 91 air samples) was carried out in parallel. Bacteriologi-

cal assessment was performed with classical methods. Identification of isolated bacteriological pathogens and evaluation 

of drug-resistant strains were carried out by utilizing bacteriological analyzer Vitek 2 Compact. Results. Nine different 

pathogens (Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas stutzeri, Acinetobacter baumannii, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxy-

toca, Enterobacter cloacae, Pantoea, Enterococcus faecium, Staphylococcus haemolyticus) were isolated in 20 out of 428 sam-

ples — 4.7% [2.7–6.7]. Half of isolated agents — 2.3% [0.9–3.8] — were represented by drug-resistant isolates (10 out 

of 20 isolates) including 5 carbapenem-resistant isolates (Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella 

pneumoniae) and 5 isolates with multiple drug resistance (Enterobacter cloacae, Pantoea, Enterococcus faecium, Staphylo-

coccus haemolyticus). Air samples contained pathogenic biological agents found in 6 out of 91 samples — 6.6% [1.5–11.7], 

and half of them — 3.3% [0.6–7.9] — were identified as drug-resistant variants, including S. aureus и S. haemolyticus. One 

of the surveyed hospitals was recognized as more hazardous due to microflora isolated from intensive care unit (A. bau-

mannii and P. aeruginosa were resistant to 3rd–4th generation cephalosporins and carbapenems). Conclusion. Revealed 

circulation of wide range of microorganisms isolated from environment of two in-patient hospitals indicates high risk 

of healthcare-associated infections formation. Intensive care units can serve as a reservoir of healthcare-associated infec-

tions due to high percentage of patients with severe disease cases (“main reservoir” of drug-resistant strains).

Key words: prevention and treatment facility, community-acquired pneumonia, bacterial microflora, hospital environment, risk of infection.

Введение

Микробиологический мониторинг в систе-

ме эпидемиологического надзора за инфекци-

онными заболеваниями предполагает одно-

временный поиск возбудителей в клинических 

пробах больных и выделение патогенных био-

логических агентов (ПБА) из больничной сре-

ды, проводимые с целью оценки загрязнен-

ности объектов внешней среды стационаров 

и риска внутрибольничного инфицирования, 

ведущего к развитию инфекций, связанных 

с оказанием медицинской помощи (ИСМП).

Микроорганизмы в лечебно-профилакти-

ческих учреждениях (ЛПУ) могут стать госпи-

тальными штаммами и вызывать внутриболь-

ничные инфекции. Большой арсенал адапта-

ционных механизмов у бактерий обуславлива-

ет возможность формирования госпитальных 

штаммов, устойчивых к антимикробным пре-

паратам (АМП), дезинфицирующим средствам, 

кожным антисептикам и одновременно об-

ладающих признаками высокой вирулентнос-

ти [2]. Множество факторов вносит свой вклад 

в распространение антибиотикорезистентных 

бактерий. Важное условие — селективное дав-

ление, возникающее из-за широкого использо-

вания АМП. Дальнейшее формирование госпи-

тальных штаммов — сложный многоступенча-

тый биологический процесс, проходящий как 



537

2022, Т. 12, № 3 Опасность внешней среды стационаров в пандемию COVID-19

во внешней среде стационара, сопровождаю-

щийся приобретением устойчивости к дезин-

фектантам, другим неблагоприятным факто-

рам внешней среды, так и в организме пациен-

та с приобретением факторов вирулентности 

путем горизонтального переноса генетической 

информации.

В литературе активно обсуждается вопрос 

об основных источниках инфицирования 

больных в госпитальной среде, которая являет-

ся отдельной экосистемой [1, 4, 8]. Основными 

категориями источников ИСМП являются 

пациенты, объекты окружающей среды и ме-

дицинские работники [3, 7]. Однако, как по-

лагает Н.М. Коза (2013) [7], именно пациенты 

являются наиболее значимой категорией ис-

точников инфекций в больничных условиях. 

При этом пациенты, имеющие клинически вы-

раженную инфекцию, а также бессимптомные 

носители инфекций, колонизированные ПБА, 

представляют угрозу и для других пациентов, 

а также медицинского персонала (экзоген-

ное заражение), и для самих себя (эндогенная 

инфекция).

Окружающая среда в госпитальной эпиде-

миологии трактуется не только как фактор пе-

редачи инфекции, но и как ее источник. Особое 

значение имеет диагностическое и лечебное 

оборудование, контаминированное ПБА [5, 9].  

Медицинский персонал в качестве источника 

инфекции опасен только при формировании 

у него носительства ПБА и служит в основном 

механическим переносчиком инфекции [7].

Цель исследования — с помощью методов 

эпидемиологического и бактериологического 

анализа дать оценку потенциальной опасности 

больничной среды двух инфекционных стацио-

наров г. Хабаровска, развернутых в период пан-

демии новой коронавирусной инфекции.

Материалы и методы

Проведено бактериологическое исследова-

ние клинических проб (назофарингеальные 

мазки) от 241 пациента с внебольничной пнев-

монией (ВП) из двух стационаров г. Хабаровска, 

развернутых в разное время для приема боль-

ных новой коронавирусной инфекцией.

ЛПУ № 1 — многопрофильное лечебное 

учреждение, рассчитанное на 630 коек; име-

ет в своем составе реанимационное отделение 

(РАО) на 39 мест, с апреля 2020 г. полностью пе-

репрофилировано под инфекционный госпи-

таль. Среди наблюдаемых 110 больных 25 чело-

век — пациенты РАО.

ЛПУ № 2 — многопрофильная больница, 

имеет в своем составе 22 отделения на 720 коек; 

с сентября 2020 г. в ней развернуты 450 коек для 

инфекционных больных ВП; имеет в своем со-

ставе РАО (23 койки), однако среди наблюдае-

мых нами больных (131 человек) не было паци-

ентов РАО.

Всего была исследована бактериальная назо-

фарингеальная флора 241 больного ВП. Иссле до-

вание выполнялось в соответствии с норматив-

ными документами (МР 4.2.014-16 «Лабораторная 

диагностика внебольничной пневмонии пневмо-

кокковой этиологии», МУ 4.2.3115-13 «Лабо ратор-

ная диагностика внебольничных пневмоний»).

Одновременно в двух лечебных учреждениях 

осуществляли санитарно-бактериологический 

контроль (смывы с объектов внешней среды 

и исследование проб воздуха) для оценки по-

тенциальной опасности больничной среды.

Всего в период с декабря 2020 г. по март 2021 г. 

было сделано по 12 выходов в каждое ЛПУ. 

При еженедельном заборе образцов исследова-

но 428 смывов и 91 проба воздуха. Отбор проб 

больничной среды выполняли в соответствии 

с нормативным документом (МУК 4.2.2942-11 

«Методы санитарно-бактериологических ис-

следований объектов окружающей среды, воз-

духа и контроля стерильности в лечебных орга-

низациях»). Бактериологическое исследование 

отобранных проб проводили классическим 

культуральным методом. Идентификацию вы-

деленных культур и определение их чувстви-

тельности к АМП осуществляли с использова-

нием микробиологического анализатора Vitek 2 

Compact.

Статистическая обработка осуществлялась 

с помощью программы Statistica 6.0. Анализ ре-

зультатов проводился с использованием непа-

раметрических методов статистической обра-

ботки (критерий Хи-квадрат, в том числе с по-

правкой Йейтса, и точный критерий Фишера). 

Для полученных данных рассчитывался дове-

рительный интервал (95% ДИ). В случае, если 

уровень значимости отличий составлял менее 

0,05, разница между изучаемыми показателями 

считалась достоверной.

Результаты

Из 428 проб смывов ПБА выявлены в 20 про-

бах (4,7% [2,7–6,7]). В половине этих случаев 

(2,3% [0,9–3,8]) идентифицированы лекар-

ственно-устойчивые варианты (10 из 20 изо-

лятов). В числе 20 изолятов — 2 штамма 

из грам положительной флоры (S. haemolyticus, 

Enterococcus spp.), 11 штаммов энтеробактерий 

(Кlebsiella spp., Enterobacter spp., Pantoea spp.), 

7 штаммов неферментирующих грамотрица-

тельных бактерий (комплекс Pseudomonas spp., 

комплекс Acinetobacter baumannii). Лекарствен-

но-устойчивые варианты (10 изолятов) пред-

ставлены комплексом S. haemolyticus, E. fae-

cium, K. pneumoniae, E. cloacae, P. agglomerans, 
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P. aeruginosa, A. baumannii. В том числе у 5 изо-

лятов (комплекс K. pneumoniae, P. aeruginosa, 

A. baumannii) установлена устойчивость к кар-

бапенемам.

Из 91 пробы воздуха ПБА выделены в 6 про-

бах (6,6% [1,5–11,7]). Бактериальная флора 

представлена 5 штаммами S. aureus и 1 штаммом 

S. haemolyticus, в том числе в половине случаев 

идентифицированы лекарственно-устойчивые 

варианты (MRSA, MRKNS).

В табл. 1 представлены результаты исследова-

ния 428 проб смывов и 91 пробы воздуха — сум-

марно и раздельно по двум учреждениям, час-

тота выявления ПБА и их спектр для ЛПУ № 1 

и ЛПУ № 2.

В табл. 2 представлена характеристика объ-

ектов внешней среды двух больничных учреж-

дений с положительными результатами бакте-

риологического исследования.

В табл. 3 представлены сравнительные мате-

риалы по бактериальной флоре респираторного 

тракта 241 больного, находившегося на лечении 

в ЛПУ № 1 и ЛПУ № 2, и флоре больничной сре-

ды двух лечебных учреждений. Как свидетель-

ствуют данные таблицы, состав возбудителей, 

выделенных из внешней среды, отражает состав 

ПБА, выделенных от больных, и подтвержда-

ет факт того, что источниками инфицирова-

ния внешней среды ЛПУ являются пациенты. 

Из табл. 3 также следует, что перечень возбу-

дителей, выявляемых от больных, значительно 

шире, чем из внешней среды (χ2 = 7,0; p = 0,009).

Обсуждение

Несмотря на более низкие показатели выяв-

ления ПБА в смывах в ЛПУ № 1 — 2,7% [0,9–5,5] 

против 6,25% [3,2–9,3] в ЛПУ № 2, а также на тот 

факт, что в ЛПУ № 2 более половины штам-

мов — 53,3% [28,4–76,8] — оказались с лекар-

ственно-устойчивыми маркерами (в том числе 

в двух случаях выделены K. pneumoniae), фено-

типически проявляющими себя как продуцен-

ты БЛРС, устойчивые к карбапенемам (штаммы 

Таблица 1. Результаты исследования смывов с объектов внешней среды (n = 428) и проб воздуха 

(n = 91), отобранных в двух лечебных учреждениях г. Хабаровска в период пандемии новой 

коронавирусной инфекции (декабрь 2020 — март 2021 г.)

Table 1. Results of examining external environment (n = 428) and air samples (n = 91) collected in the two healthcare 
facilities of the Khabarovsk city during COVID-19 pandemic (December 2020 — March 2021)

Выделенные ПБА

Isolated pathogenic biological 
agents

ЛПУ № 1

Healthcare facility No. 1
ЛПУ № 2

Healthcare facility No. 2
Всего

Total
смывы

washoffs
воздух

air
смывы

washoffs
воздух

air
смывы

washoff
воздух

air
Staphylococcus aureus – 4 (1MRSA) – 1R MRSA – 5 (2MRSA)
Staphylococcus haemolyticus – 1R 1R – 1R 1R
Enterococcus faecium – – 1R – 1R –
Klebsiella pneumoniae – – 2 Carb+ – 2 Carb+ –
Klebsiella oxytoca 1 – – – 1 –

Pantoea spp. 2 –
3 (в т.ч. 2R)

3 (including 2R) 
–

5 (в т.ч. 2R)

5 (including 2R)
–

Enterobacter cloacae complex – –
3 (в т.ч. 1R)

3 (including1R)
–

3 (в т.ч. 1R)

3 (including1R)
–

Pseudomonas aeruginosa 1 Carb+ – – – 1 Carb+) –
Pseudomonas stutzeri – 1 – 1 –

Acinetobacter baumannii 
complex

1 Carb+ –
4 (в т.ч. 1 Carb+)

4 (including 1 
Carb+)

–
5 (в т.ч. 2 Carb+)

5 (including 2 
Carb+)

–

Число и % проб 
с выделенным ПБА

Number and % of samples 
contaminated with pathogenic 
biological agents

5
2,7%

[0,9–5,5]

5
11,6%

[3,9–22,7]

15
6,25%

[3,2–9,3]

1
2,1%

[0,3–2,2]

20
4,7%

[2,7–6,7]

6
6,6%

[1,5–11,7]

Из них с лекарственной 
устойчивостью

Of them with drug resistance

2
1,1%

[0,1–3,1]

2
4,7%

[0,5–12,9]

8
3,3%

[1,4–5,9]

1
2,1%

[0,3–2,2]

10
2,3%

[0,9–3,8]

3
3,3%

[0,6–7,9]
Всего проб

Total number of samples
188

100%
43

100%
240

100%
48

100%
428

100%
91

100%

Примечания. В квадратных скобках указан 95% доверительный интервал; R — антибиотикорезистентные штаммы; Carb+ — карбапенем-
устойчивый вариант.
Notes. 95% confidence interval is shown in square brackets; R — drug resistant strains; Carb+ — carbapenem-resistant variants.
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Таблица 2. Характеристика объектов внешней среды двух больничных учреждений 

с положительными результатами бактериологического исследования (смывы, воздух), выполненного 

в период пандемии новой коронавирусной инфекции (декабрь 2020 — март 2021) (n = 26)

Table 2. Characteristics of external environment objects in the two healthcare facilities positive for bacteriological 
examination (washoffs, air samples) conducted during COVID-19 pandemic (December 2020 — March 2021) (n = 26)

№

No.

Наименование ПБА

Pathogenic biological 
agents

Число 
изолятов

Number 
of isolates

ЛПУ № 1

Healthcare facility No. 1
ЛПУ № 2

Healthcare facility No. 2

1 Staphylococcus aureus 5

3 воздух (S)

3 air samples (S)
1 воздух (R)

1 air sample (R)

воздух (п. 231) (R)

air samples (ward 231) (R)

2 
Staphylococcus 
haemolyticus

2
1 воздух (R)

1 air sample (R)
1 смыв с прикроватной тумбы (п. 231) (R)

1 washoff from bedside cabinet (ward 231) (R)

3
Acinetobacter 
baumannii complex

5

1 смыв в РАО 
(кислородная маска) 

(Carb+)

1 washout from ICU 
(oxygen mask) (Carb+)

1 смыв с раковины (S)

1 washoff from sink (S)
1 смыв с кровати (п. 232) (S)

1 washoff from bed surface (ward 232) (S)
1 смыв с кровати (п. 233) (R)

1 washoff from bed surface (ward 233) (R)
1 смыв с обеденного стола (п. 237) (S)

1 washoff from the dining table (ward 237) (S)

4
Pseudomonas 
aeruginosa

1

1 смыв в РАО 
(кислородная маска) 

(ESBL+; Carb+)

1 washoff from ICU 
(oxygen mask) (ESBL+; 

Carb+)

5 Klebsiella pneumoniae 2

1 смыв с кислородного штуцера (п. 233) 
(ESBL+; Carb+)

1 washoff from oxygen tap nozzle (ward 233) 
(ESBL+; Carb+);

1 смыв с прикроватной тумбы (п. 233) (Carb+)

1 washoff from bedside cabinet (ward 233) (Carb+)

6 Klebsiella oxytoca 1

1 смыв 
с прикроватной 

тумбы (S)

1 washoff from bedside 
cabinet (S)

7
Enterobacter cloacae 
complex

3

1 смыв с рожков крана в палате (п. 235) (R)

1 washoff from spout (ward 235) (R)
1 смыв с прикроватной тумбы (п. 234) (S)

1 washoff from bedside cabinet (ward 234) (S)
1 смыв с прикроватной тумбы (п. 231) (S)

1 washoff from bedside cabinet (ward 231) (S)

8 Pantoea spp. 5

1 смыв с защитной 
маски (R)

1 washoff from safety 
mask (R)

1 смыв с кровати(S)

1 washoff from bed 
surface (S)

1 смыв с кровати (п. 231) (R)

1 washoff from bed surface (ward 231) (R)
1 смыв с кровати (п. 234) (R)

1 washoff from bed surface (ward 234) (R)
1 смыв с ручки двери туалета (п. 232) (S)

1 washoff from lavatory door knob (ward 232) (S)

9 Enterococcus faecium 1 –
1 смыв с прикроватной тумбы (п. 237) (R)

1 washoff from bedside cabinet (ward 234) (R)

10 Pseudomonas stutzeri 1 –
1 смыв с кислородной маски (п. 232) (S)

1 washoff from oxygen mask (ward 232) (S)

Итого/Total 26 – –

Примечание. R — антибиотикорезистентные штаммы; S — чувствительные к антибиотикам штаммы; Carb+ — карбапенем-устойчивый вариант; 
ESBL+ — продуцент β-лактамазы расширенного спектра.
Note. R — drug resistant strains; S — susceptible to drugs strains; Carb+ — carbapenem-resistant variant; ESBL+ — extended-spectrum beta lactamases.
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Таблица 3. Структура изолятов, выделенных от больных (312 изолятов) и из внешней среды 

(20 изолятов из смывов и 6 изолятов из воздуха)

Table 3. Pattern of pathogens isolated from patients (312 isolates) and external environment 
(20 isolates — from washoff and 6 isolates — from air sampling)

Наименование ПБА

Pathogenic biological 
agent name

Штаммы от больных

Strains from patients 
Штаммы из смывов

Strains from washoffs
Штаммы из воздуха

Strains from air samples

всего (абс., %)

total (abs., %)
в т.ч. R

including R
всего (абс., %)

total (abs., %)
в т.ч. R

including R
всего (абс., %)

total (abs., %)
в т.ч. R

including R

S. pneumoniae
13

4,2 [1,9–6,4]
0 0 0 0 0

H. influenzae
9

2,9 [1,0–4,7]
0 0 0 0 0

S. aureus
18

5,8 [3,2–8,4]
7 0 0

5
83,3 [46,4–99,9]

2

S. epidermidis
25

8,0 [5,0–11,0]
25 0 0 0 0

S. haemolyticus
21

6,7 [4,0–9,5]
21

1
5,0 [2,2–8,2]

1
1

16,70 [0,9–46,2]
1

Enterococcus spp.
6

1,9 [0,4–3,4]
0

1
5,0 [2,2–8,2]

1 0 0

K. pneumoniae
29

9,3 [6,1–12,5]
18

2
10,0 [1,0–26,5]

2 0 0

K. oxytoca 0 0
1

5,0 [2,2–8,2]
0 0 0

E. coli
7

2,2 [0,6–3,9]
3 0 0 0 0

Enterobacter spp.
10

3,2 [1,3–5,2]
2

3
15,0 [3,2–33,5]

1 0 0

P. mirabilis
3

1,0 [0,2–2,4]
1 0 0 0 0

M. morganii
4

1,3 [0,3–2,9]
1 0 0 0 0

Serratia spp.
2

0,60 [0,05–1,76]
2 0 0 0 0

Raultella spp.
1

0,3 [0,1–0,5]
0 0 0 0 0

Citrobacter spp.
3

1,0 [0,2–2,4]
0 0 0 0 0

Pantoea spp.
1

0,3 [0,1–0,5]
0

5
25,0 [9,0–45,7]

2 0 0

P. aeruginosa
6

1,9 [0,4–3,4]
4

1
5,0 [2,2–8,2]

1 0 0

P. stutzeri 0 0
1

5,0 [2,2–8,2]
0 0 0

A. baumannii complex
11

3,5 [1,5–5,6]
10

5
25,0 [9,0–45,7]

2 0 0

S. maltophilia
3

1,0 [0,2–2,4]
1 0 0 0 0

C. indologenes
4

1,3 [0,3–2,9]
4 0 0 0 0

Candida spp.
136

43,6 [38,1–49,1]
0 0 0 0 0

Всего

Total
312

100,0
99

31,7
20

100,0
10

50,0
6

100,0
3

50,0

Примечание. В квадратных скобках указан 95% доверительный интервал.
Note. 95% confidence interval is shown in square brackets.
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выделены из кислородного штуцера и прикро-

ватной тумбочки в одной и той же палате в раз-

ные дни отбора проб) (χ2 = 2,3; p > 0,05), из двух 

больничных учреждений, находящихся под на-

блюдением, ЛПУ № 1 признано потенциально 

более опасным, чем ЛПУ № 2, с учетом следую-

щих факторов:

1. выделение в смывах РАО ЛПУ № 1 кар-

бапенем-резистентных, с сочетанной устойчи-

востью к цефалоспоринам III–IV поколения 

и фторхинолонам, эпидемиологически зна-

чимых ПБА комплекса Acinetobacter baumannii 
с кислородной маски больного, а также в мазках 

из ротоглотки этого больного. ПБА комплекса 

Acinetobacter baumannii также выделены в ЛПУ 

№ 2 — в 4 из 15 положительных проб, но штам-

мы, за исключением одного из них, в основном 

без дополнительных лекарственноустойчивых 

детерминант;

2. выделение в смывах РАО ЛПУ № 1 еще 

одного агрессивного патогена из группы не-

ферментирующих грамотрицательных бакте-

рий — штамма Pseudomonas aeruginosa, карбапе-

немрезистентного варианта, — с кислородной 

маски другого пациента;

3. обнаружение выраженной закономерно-

сти более частой регистрации бактериальных 

патогенов в воздухе в ЛПУ № 1 — 11,6% [3,9–

22,7] — в сравнении с ЛПУ № 2 — 2,1% [0,3 — 

2,2]; pFisher exact = 0,097, даже несмотря на отсут-

ствие статистически значимых отличий между 

частотой выявления ПБА в воздухе наблюдае-

мых ЛПУ. Более того, именно в ЛПУ № 1 в воз-

душной среде выявлены лекарственно-устой-

чивые варианты S. haemolyticus и S. aureus.

Следует обратить внимание, что в обоих 

учреждениях в смывах выделены ПБА рода 

Pantoea (в 5 из 20 изолятов ПБА). Из последних 

научных публикаций известно, что штаммы 

рода Pantoea spp. отмечены как возбудители гос-

питальных инфекций, способные колонизиро-

вать различные устройства медицинского на-

значения, а также отличающиеся способностью 

к биопленкообразованию и поражению боль-

ных с нарушением иммунного статуса [10].

Следует отметить, что бактерии рода Pantoea, 

являющиеся индикаторными признаками рис-

ка развития ИСМП, выделены как из внешней 

среды, так и от больных, что свидетельствует 

о циркуляции в больничной среде этого патоге-

на и необходимости усиления мер противодей-

ствия развитию ИСМП [10].

Перечень возбудителей, выявляемых от боль-

ных, значительно шире, чем из внешней среды 

(χ2 = 7,0; p = 0,009), что может свидетельствовать 

о частичной эффективности системы дезинфек-

ционных мероприятий, развернутых в ЛПУ № 1 

и ЛПУ № 2. При этом спектр возбудителей ока-

зался более разнообразным в смывах окружаю-

щей среды, нежели в пробах воздуха (χ2 = 4,4; p = 

0,04). Однако выделение основных агрессивных 

патогенов из внешней среды в период внезапных 

выходов на забор материала все же указывает 

на недостаточность дезинфекционных меропри-

ятий, проводимых в обоих ЛПУ.

Следовательно, выполненное санитарно-

бактериологическое обследование ЛПУ в пол-

ной мере не отражает истинного положения дел. 

Тем не менее из представленных материалов 

очевидно, что необходимо усиление мер по под-

держанию санитарно-эпидемиологического ре-

жима в ЛПУ, которые были проанализированы 

в данном исследовании.

Заключение

Установленная нами циркуляция большого 

перечня микроорганизмов во внешней среде двух 

стационаров, в которой патогены могут длитель-

но сохраняться, накапливаться, обес печивает вы-

сокий риск заражения пациентов из больничной 

среды и участие в развитии эпидемического про-

цесса бактериальных инфекций [6].

При сравнительном анализе бактериальной 

флоры внешней среды двух лечебных учреж-

дений было показано, что риск инфицирова-

ния более вероятен в ЛПУ № 1, так как флора 

с высоким патогенным потенциалом была вы-

делена в РАО (комплекс Acinetobacter baumannii 

и Pseudomonas aeruginosa, устойчивые к цефало-

споринам III–IV поколения и к карбапенемам). 

Постоянный мониторинг ситуации необходим 

в каждом конкретном стационаре.
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ПОЛИМОРФИЗМ ГЕНА 

МАННОЗОСВЯЗЫВАЮЩЕЙ ЛЕКТИН-

АССОЦИИРОВАННОЙ СЕРИНОВОЙ ПРОТЕАЗЫ 

(MASP2) У КОРЕННЫХ ПОПУЛЯЦИЙ 

РОССИЙСКИХ АРКТИЧЕСКИХ ТЕРРИТОРИЙ

М.В. Смольникова, М.А. Малинчик, С.Ю. Терещенко

НИИ медицинских проблем Севера — обособленное подразделение ФГБНУ ФИЦ Красноярский научный центр 

Сибирского отделения РАН, г. Красноярск, Россия

Резюме. Маннозосвязывающие лектин-ассоциированные сериновые протеазы (MASP) являются одними 

из ключевых участников лектинового пути (lectin pathway, LP) активации комплемента. MASP-2 наиболее из-

учена среди ферментов, способных активировать как маннозосвязывающий лектин (mannose-binding lectin, 

MBL), так и фиколины — паттерн-распознающие острофазовые белки, участвующие в элиминации патоген-

ных микроорганизмов посредством LP активации комплемента. Ген MASP2 имеет ряд мутаций, наиболее 

значимой является мутация rs72550870 (p.D120G), в гомозиготном состоянии (GG) она ассоциирована с врож-

денным дефицитом MASP-2 и характеризуется полным отсутствием сывороточной активности протеазы, при-

водя к нарушению связывания с лектинами. Это способствует тяжелому течению инфекционных заболеваний 

с высоким риском неблагоприятного исхода. Частота генотипов и гаплотипов полиморфизмов в гене MASP2 

имеет значительные популяционные различия. К настоящему времени данные относительно распределения 

генотипов гена MASP2 в коренных популяциях российских арктических регионов отсутствуют. Целью иссле-

дования стало изучение частоты и этнической специфики распределения аллельных вариантов полиморфизма 

гена MASP2 rs72550870 в популяциях Таймырского Долгано-Ненецкого округа Красноярского края (ненцы, 

долганы, нганасаны) и города Красноярска (русские). Генотипирование MASP2 осуществлено при помощи 

метода ПЦР в режиме реального времени. Частота встречаемости генотипа AG, ассоциированного с низкой 

концентрацией MASP-2, составила 6,6% для русских новорожденных Восточной Сибири. У новорожденных 

арктичес ких популяций частота генотипа AG была статистически значимо ниже, чем у русских, и составила 

0,3% для ненцев и 0,9% для долган-нганасан, что приближается к значениям частот, выявленных для азиатских 

и африканских популяций (0%). Не было обнаружено ни одного гомозиготного генотипа GG, ассоциирован-

ного с врожденным дефицитом MASP-2, в образцах ДНК от новорожденных коренных популяций Таймырско-

го Долгано-Ненецкого района Красноярского края (ненцев и долган-нганасан) и европеоидов г. Красноярска. 

Частота аллельного варианта G rs72550870 у русских составила 3,3%, что приближено к частотам в европейских 
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популяциях мира (4,0%), тогда как у коренных жителей Арктического региона составила 0,5%. Мы предполага-

ем, что изолированные арктические популяции исторически позже столкнулись с некоторыми внутриклеточ-

ными инфекциями и, в отличие от европеоидных популяций, сохранили сформированную на ранних этапах 

эволюции человека высокую активность лектинового пути активации комплемента.

Ключевые слова: MASP2, полиморфизм, новорожденные, Россия, арктические популяции, лектиновый путь.

GENE POLYMORPHISM OF MANNOSE-BINDING LECTIN-ASSOCIATED SERINE PROTEASE 

(MASP2) IN INDIGENOUS POPULATIONS OF THE RUSSIAN ARCTIC TERRITORIES

Smolnikova M.V., Malinchik M.A., Tereschenko S.Yu.

Research Institute of Medical Problems of the North, Krasnoyarsk Scientific Center, Siberian Branch, Russian Academy 

of Sciences, Krasnoyarsk, Russian Federation

Abstract. Mannose-binding lectin-associated serine proteases (MASP) are among of the key components in the lectin 

pathway (LP) of the complement activation. MASP-2 is the most studied agent among specific enzymes activating both 

mannose-binding lectin (MBL) and ficolins, pattern-recognition proteins involved in the elimination of pathogenic mi-

croorganisms through LP complement activation. There are some mutations in MASP2, with the most significant identi-

fied as rs72550870 (p.D120G). The homozygous GG rs72550870 is associated with congenital MASP-2 deficiency and 

characterized by a total lack of serum protease activity, which leads to impaired binding to lectins. This, in turn, results 

in severe course of infectious diseases with a high risk of adverse outcome. There seem to be some marked populational 

differences in the genotype and haplotype prevalence in MASP2 gene polymorphisms. To date, no data are available on the 

genotype distribution for the MASP2 gene in the indigenous populations of the Russian Arctic regions. The aim of the work 

was to study the prevalence and ethnic specificity in the distribution of allelic variants of MASP2 rs72550870 in the popula-

tions of the Taymyr Dolgan-Nenets District of the Krasnoyarsk Territory (Nenets, Dolgans, Nganasans) as well as the city 

of Krasnoyarsk (Russians). MASP2 genotyping was performed by using real-time PCR. The frequencies of the AG genotype 

associated with low MASP-2 level was 6.6% for ethnic Russian newborns in the Eastern Siberia. The prevalence of the AG 

genotype was significantly lower in newborns of the Arctic populations than in the Russians, being 0.3% and 0.9% for the 

Nenets and the Dolgan-Nganasans, respectively, which is close to the prevalence values identified for Asian and African 

populations (0%). No homozygous GG rs72550870 associated with congenital MASP-2 deficiency in newborns of the in-

digenous populations of the Taymyr Dolgan-Nenets region of Krasnoyarsk Territory (Nenets and Dolgan-Nganasans) and 

ethnic Caucasian subjects of the Krasnoyarsk city was detected. The frequency of the rare allelic variant G rs72550870 

in ethnic Russian subjects was 3.3%, being close to the frequencies in the European populations of the world (4.0%), whereas 

it was 0.5% in the indigenous inhabitants of the Arctic Region. We have suggested that isolated Arctic populations encounter 

some intracellular infections historically later and, as contrasted with Caucasoid populations, retained a high activity in the 

lectin pathway of the complement activation established at the early stage of human evolution.

Key words: MASP2, polymorphism, newborns, Russia, arctic populations, lectin pathway.

Введение

Врожденные дефекты системы комплемента 

в патогенезе различных заболеваний от инфек-

ционных до аутоиммунных и кардиометаболи-

ческих составляют не менее 5% общего числа 

первичных иммунодефицитов, а многие аспек-

ты их распространенности и патогенеза оста-

ются неизученными [7]. Система комплемента 

является древнейшим компонентом врожден-

ного иммунитета, основной функцией которо-

го является ликвидация инфекционных аген-

тов и собственных клеток организма человека. 

Кроме того, протеины комплемента создают 

связь между системами врожденного и адап-

тивного иммунитета, обеспечивая нормальные 

условия для созревания и дифференциации В- 

и Т-лимфоцитов. Плазменные протеины вза-

имодействуют между собой тремя известными 

путями: лектиновым (наиболее филогенетичес-

ки древним), альтернативным и классичес ким.

Лектины — общий термин протеинов, фор-

мирующих отдельное суперсемейство рецепто-

ров [3], способных к распознаванию и агрегации 

молекул олиго- и полисахаридной природы. 

Среди всех лектинов уникальными функция-

ми формирования комплексов с углеводными 

компонентами микробной стенки обладают фи-

колины и коллектины — маннозосвязывающий 

лектин (mannose-binding lectin, MBL), печеноч-

ный и почечный коллектины [26]. Образование 

сложного комплекса: полисахариды микробной 

стенки + коллектин/фиколин + специфичес-

кие протеазы (Mannose-binding lectin-Associated 

Serine Protease: MASP-1, MASP-2 и MASP-3) при-

водит к активации лектинового пути системы 

комплемента, воспалительной реакции и эли-

минации бактерии. Дефицит или дефект како-

го-либо из звеньев такого комплекса приводит 

к нарушению защитных функций иммунитета, 

повышается подверженность заболеваниям.

На иммунологическую функцию лектинов 

влияют мутации в промоторном регионе и в ко-

дирующей части их генов, модулируя транскрип-

ционную активность и изменяя концентрацию 

белка. Так, доминантные мутации в 1 экзоне 
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гена MBL, расположенного на 10 хромосоме 

(10q11.2-q21), приводят к снижению способно-

сти MBL к олигомеризации и, соответствен-

но, к снижению его концентрации в плазме 

и функциональной активности. Для оценки 

клинических последствий генетически детер-

минированных различий в экспрессии MBL 

было предложено выделять MBL-дефицитные, 

MBL-промежуточные и высоко экспрессирую-

щие MBL диплотипы [12]. В целом считается, 

что 20–25% всей человеческой популяции яв-

ляются носителями MBL-дефицитных гап-

лотипов, а у 8–10% MBL в плазме крови от-

сутствует или крайне низок [9]. Большинство 

MBL-дефицитных индивидов являются в целом 

здоровыми. В то же время значительное количе-

ство исследований показывает, что генетически 

детерминированный уровень MBL может моди-

фицировать риск возникновения и клинические 

характеристики многих инфекционных заболе-

ваний, а недостаточность MBL считается наи-

более частым иммунодефицитом человека, име-

ющим множество клинических ассоциаций [25]. 

Причем, такое влияние имеет разнонаправлен-

ный характер. Многочисленные исследования 

связывают дефицит MBL с повышенной вос-

приимчивостью к ряду инфекционных и ауто-

иммунных заболеваний [5, 6]. Высокий уровень 

MBL является защитным фактором в отношении 

возникновения и тяжести инфекций, вызван-

ных инкапсулированными бактериями, прежде 

всего у детей раннего возраста [2]. Тем не менее 

была высказана гипотеза, что нормальные/высо-

кие уровни MBL могут повышать риск инфици-

рования и воспалительной реакции при инфек-

циях, вызванных некоторыми внутриклеточ-

ными возбудителями (Mycobactеrium tuberculosis, 

Mycoplasma pneumoniae, Chlamydophila pneumoniae 

и др.) [10]. Следовательно, носители некоторых 

MBL-дефицитных гаплотипов могут иметь опре-

деленное клиническое преимущество при этих 

внутриклеточных инфекциях.

Фиколины — лектин-распознающие моле-

кулы, структурно и функционально гомологич-

ные MBL. Описано три вида фиколинов: M-фи-

колин, кодирующийся геном FCN1, L-фиколин 

(FCN2) и H-фиколин (FCN3). Структура фико-

линов очень похожа на структуру МBL и так-

же имеет домен, авидный к тем же углеводным 

компонентам бактерий, что и MBL. Описаны 

полиморфизмы промоторных и структурных 

регионов генов фиколинов, ответственные 

за многократные различия в концентрации 

белка, а полное отсутствие фиколинов (нуле-

вые плазменные уровни), в отличие от MBL, 

к настоящему времени не зафиксировано. 

Опубликованные результаты исследований 

связи концентрации и полиморфизмов генов 

фиколинов с какими-либо заболеваниями не-

многочисленны. Польские исследователи по-

казали, что у детей с атопией с частыми рес-

пираторными инфекциями выявляются более 

низкие концентрации L-фиколина в плазме 

крови [8]. А. Mishra и соавт. [18] показали, что 

высокие плазменные уровни L-фиколина об-

условлены его низкой функциональной способ-

ностью связывать бактерию и, соответственно, 

меньшей способностью накапливаться в очаге 

воспаления. Наиболее изучен ген FCN2, рас-

положенный в хромосомной области 9q34.3. 

Была обнаружена связь между полиморфизмом 

FCN2, повышенными уровнями L-фиколина 

в плазме и восприимчивостью к висцераль-

ному лейшманиозу, шистосомозу, гепатиту B 

и туберкулезу [18].

Помимо MBL и фиколинов, одним из клю-

чевых участников лектинового пути активации 

комплемента является семейство маннозосвя-

зывающих лектин-ассоциированных сериновых 

протеаз (MASP). В семействе MASP были иден-

тифицированы три протеазы (MASP-1, MASP-2, 

MASP-3) и два родственных неферментатив-

ных белка, MAp19 (sMAP) и MAp44 (MAP1). 

Наиболее изученной среди специфических 

ферментов, способных активировать как MBL, 

так и фиколины, является протеза 2 типа — 

MASP-2. В результате анализа уровня MASP-2 

в плазме у людей из различных этничес ких 

групп показано, что самым низким уровень был 

у африканцев, за которыми следовали китайцы 

из Гонконга, индейцы и датчане европеоидной 

расы [25]. Полиморфный ген MASP2 расположен 

на хромосоме 1p36.23-31, имеет 12 экзонов и ко-

дирует два белка, MASP-2 и MAp19. Наиболее 

значимой мутацией MASP2 является rs72550870 

(p.D120G), она приводит к замене аспарагиновой 

кислоты на глицин, вследствие чего белок теряет 

способность активировать комплемент из-за не-

возможности образовывать комплексы с лекти-

нами, в частности с MBL. Врожденный дефицит 

MASP-2 обусловлен мутацией rs72550870 в го-

мозиготном состоянии (GG), характеризуется 

полным отсутствием сывороточной активности 

протеазы и приводит к нарушению связывания 

с MBL и с фиколинами [22, 24]. Всего тринад-

цать случаев гомозиготного носительства GG 

rs72550870 было описано в литературе с момента 

выявления первого случая, зарегистрированно-

го в 2003 г. [22].

Клинические проявления снижения/от-

сутствия активности MASP-2 могут варьиро-

вать от полного здоровья до тяжелых инфекций 

и предрасположенности к онкологическим забо-

леваниям [5]. После того как появились данные 

о трех здоровых взрослых с дефицитом MASP-2, 

гомозиготных по GG в MASP2 [11, 20], клиничес-

кая пенетрантность этого дефицита стала со-

мнительной. Вероятно, что в LP участвуют не-

идентифицированные молекулы и функции, ко-

торые могут объяснить, почему дефицит MASP-2 

относительно часто встречается у практически 

здоровых людей [5]. Было высказано предполо-
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жение, что лектиновый путь активации системы 

комплемента необязателен или даже избыточен 

(например, при тяжелом течении COVID) для 

формирования иммунного ответа у большин-

ства здоровых лиц, а его дефицит клинически 

значим только в определенных ситуациях, на-

пример у недоношенных новорожденных.

Таким образом, ассоциация дефицита MASP-2 

(GG rs72550870) с клиническими проявлениями 

в настоящее время является неопределенной.

Этнические особенности частот распределе-

ния полиморфизмов генов компонентов лекти-

нового пути активации комплемента. Распре-

деление частот гаплотипов гена MBL имеет 

крайне выраженные популяционные разли-

чия. Так, частота встречаемости гаплотипа 

HYPA, ассоциированного с высокой концен-

трацией MBL, варьирует от 6–8% в африкан-

ских популяциях (Мозамбик, Кения), до 64–

81% в северных коренных популяциях (северо-

американские индейцы, инуиты). Европеоиды 

занимают промежуточное положение с 27–30% 

частотой гаплотипа HYPA [4, 13, 16].

Минорный аллель FCN2 rs17549193 (+6359C>T) 

связан со значительным снижением связываю-

щей способности L-фиколина с углеводны-

ми компонентами клеточных стенок бакте-

рий, в то время как минорный аллель rs7851696 

(+6424G>T) связан с повышенной связывающей 

способностью [14]. Кроме того, было показано, 

что у здоровых голландских доноров уровни 

L-фиколина в плазме прогрессивно снижались 

в зависимости от наличия мутантного аллеля 

rs7851696. Это свидетельствует о том, что данный 

вариантный аллель связан с высокой тканевой 

активностью L-фиколина и одновременно с его 

низкой концентрацией в плазме. Не было об-

наружено статистически значимой связи между 

концентрацией L-фиколина в сыворотке и по-

лиморфизмом rs17549193 в этой голландской ко-

горте [19]. В то же время некоторые исследования 

показали, что высокие уровни L-фиколина были 

связаны с вариантным аллелем rs17549193 [8].

Данные о популяционных частотах полимор-

физмов гена MASP2 стали появляться в литера-

туре относительно недавно. Так, в датской когор-

те частота редкого аллеля G* rs72550870 состави-

ла 3,9%, такая же частота выявлена в исландской 

выборке взрослых доноров. Интересно, что ал-

лель G вообще не был выявлен в популяциях ки-

тайцев Гонконга, африканских замбийцев и ко-

ренных американцев Бразилии [25].

Данные о частотах распределения полимор-

физмов генов MBL2, FCN2, FCN3 и MASP2 в рос-

сийских популяциях и патогенетической роли 

компонентов лектинового пути компонента 

крайне немногочисленны. А.О. Романов и со-

авт. [1] изучили распространенность одного по-

лиморфизма +230G/A гена MBL у жителей Санкт-

Петербурга: гомозиготы по мутантному алле-

лю A составили 30 (25%) и 5 (4%) соответственно. 

Авторы делают вывод что, «учитывая частую 

встречаемость мутации гена MBL, являю щейся 

причиной первичного иммунодефицита, в по-

пуляции Санкт-Петербурга, необходим скри-

нинг пациентов с рецидивирующими инфекци-

ями». Ряд исследований российских авторов был 

посвящен клинико-генетическим сопоставле-

ниям мутаций в гене MBL с риском сердечно-со-

судистых заболеваний, преэклампсии, особен-

ностями клинической картины муковисцидоза 

и прогрессирования ВИЧ-инфекции.

Результаты наших более ранних исследо-

ваний [23] показывают, что частота высоко-

продуцирующего гаплотипа HYPA гена MBL2 

составляет 35,4% у русских новорожденных 

Восточной Сибири, что соответствует частотам 

в Европейских популяциях (голландцы — 27%, 

датчане — 30%, чехи — 33%), а также у европеои-

дов Бразилии (28–34%). В то же время у ново-

рожденных Таймырского Долгано-Ненецкого 

района Красноярского края частота гаплотипа 

HYPA была статистически значимо выше, чем 

у русских, и составила 64% для ненцев и 56% 

для долган-нганасан, что близко к значениям 

частот распространения выявленных для эски-

мосов (81%) и североамериканских индейцев 

(64%). Кроме того, в аборигенных популяци-

ях как ненцев, так и долган-нганасан по срав-

нению с русским населением мы обнаружили 

снижение распространенности генотипа поли-

морфизма FCN2 rs7851696, связанного с низким 

сродством L-фиколина к углеводам. Результаты 

нашего исследования [21] показали, что ненец-

кая популяция обладает рядом важных особен-

ностей по сравнению с долганами-нганасанами: 

более низкой распространенностью аллеля T 

для полиморфизма rs17549193 и более высокой 

распространенностью аллеля T для полимор-

физма rs7851696 FCN2. Мы полагаем, что этот 

генотип является генетическим маркером высо-

кой функциональной способности L-фиколина 

в ненецкой популяции.

Согласно анализу доступных нам литера-

турных данных, в настоящее время популя-

ционные частоты мутаций, ассоциированных 

с врожденным дефицитом MASP-2 (rs72550870), 

в российских популяциях и в популяциях ко-

ренных народностей российских арктических 

территорий не изучены. Актуальность полу-

чения таких данных для российских аркти-

ческих популяций значительно возрастает, 

учитывая накапливающиеся доказательства 

важной роли лектинового пути активации 

комплемента в отношении вирусных инфек-

ций. Так, например, предполагается важная 

роль MBL в отношении респираторных вирус-

ных инфекций, в том числе инфекции, вызы-

ваемой новым коронавирусом SARS-CoV-2 — 

COVID-19 [15, 17]. Роль врожденных дефици-

тов протеинов LP, в том числе MASP-2, в таких 

клинических ситуациях совершенно не из-
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учена. Принимая во внимание то, что инфек-

ции являются основными факторами детской 

смертности, а лектины являются решающими 

факторами противоинфекционной защиты, 

вероятно, что дефицит лектинов будет способ-

ствовать увеличению смертности.

Целью данной работы было выявить популя-

ционно-этнические различия распределения ал-

лельных вариантов гена маннозо связывающей 

лектин-ассоциированной сериновой протеазы 

(MASP2) у коренных популяций Таймырского 

Долгано-Ненецкого района Красноярского края 

(ненцев и долган-нганасан) по сравнению с евро-

пеоидами города Красноярска.

Материалы и методы

Для изучения однонуклеотидного полимор-

физма MASP2 rs72550870 использованы 920 об-

разцов высохших пятен крови от новорожден-

ных из Таймырского Долгано-Ненецкого района 

Красноярского края и города Красноярска, по-

лученные ранее в Красноярском краевом кон-

сультативно-диагностическом центре медицин-

ской генетики.

Демографические характеристики обследо-

ванных новорожденных по региону прожива-

ния матери опубликованы в нашем раннем ис-

следовании [21]. Новорожденные были разделе-

ны на четыре группы для изучения этничес кой 

специфики полиморфизма MASP2: 1) 323 из де-

ревень с преимущественно ненецким населе-

нием (ненцы составляют 85% населения); 2) 112 

из деревень с преимущественно долган-нгана-

санским населением (долган-нганасаны состав-

ляют 91% населения); 3) 243 из деревень со сме-

шанным населением с различной комбинацией 

коренных и смешанных популяций; 4) 242 ново-

рожденных из города Красноярска, у которых 

были европейские корни (русские).

Исследование было одобрено Этическим 

комитетом Научно-исследовательского ин-

ститута медицинских проблем Севера (№ 9 

от 08.09.2014). Получено письменное инфор-

мированное согласие на проведение исследо-

вания от всех участников.

Материалом исследования послужила ДНК, 

выделенная из сухих пятен крови с использова-

нием набора DIAtom DNAPrep100 (ООО «Изоген», 

Россия). Генотипирование rs72550870 было осу-

ществлено при помощи метода ПЦР в режиме 

реального времени с использованием специфи-

ческих олигонуклеотидных праймеров и флуо-

ресцентно меченных зондов (TagMan) (ООО 

«ДНК-синтез», Россия) по протоколу производи-

теля. Нуклеотидная последовательность аллель-

специфической пробы для генотипирования: 

rs72550870-F = GCAAGGACACTTTCTACTCGC, 

rs72550870-R = TCACCCTCGGCTGCATAG, 

флюорофор FAM соответствовал аллельному 

варианту A, а VIC — аллельному варианту G.

Соответствие частот генотипов равновесию 

Харди–Вайнберга было проверено с использо-

ванием χ2. Статистически значимые различия 

были приняты при р < 0,05 после коррекции для 

множественного тестирования.

Результаты и обсуждение

Преимуществом нашего подхода к популя-

ционной оценке распространенности иммуно-

дефицитных генотипов является исследование 

новорожденных, когда еще не произошло исклю-

чение неблагоприятных генетических вариа ций, 

возможное в старшем возрасте в результате кли-

нической реализации генетичес кой предраспо-

ложенности.

Частоты генотипов и вариантного алле-

ля MASP2 rs72550870 представлены в таблице. 

Анализ распространенности генотипов MASP2 

показал преобладание гомозиготного варианта 

AA во всех исследованных в работе популяциях, 

что совпадает с доступными мировыми данны-

ми. Гетерозиготный генотип AG rs72550570 встре-

чается в единичных случаях у ненцев и долган-

нганасан по сравнению с новорожденными ев-

ропеоидного происхождения из г. Красноярска. 

Частота генотипа AG у русских (6,6%) статисти-

чески значимо выше, чем у арктических популя-

ций (ненцы: 0,3%, p < 0,001; долганы-нганасаны: 

0,9%, p = 0,02; смешанные: 2,1%, p = 0,02). Таким 

образом, гетерозиготный вариант AG присут-

ствует у 16 из 242 русских новорожденных, тог-

да как из 23 ненцев только у одного. Ни в одной 

из популяционных групп не было обнаружено 

гомозигот по минорному аллелю G*, ассоцииро-

ванному с отсутствием сывороточной активно-

сти протеазы.

Аллельный вариант G* MASP2 rs72550870 

имеет нулевые или крайне низкие частоты в по-

пуляциях мира. Согласно источнику ensemble.

org, частота в европеоидных популяциях состав-

ляет 4,0%, в американской популяции — 2,0%, 

а среди азиатских и африканских популяций она 

нулевая.

В результате нашего исследования получе-

ны данные о распространенности мутантного 

аллеля G* rs72550870 в Российских арктичес-

ких популяциях: 0,5% среди новорожден-

ных Таймырского Долгано-Ненецкого района 

Красноярского края (n = 678) и 3,3% среди рус-

ских города Красноярска (n = 242).

В двух наиболее информативных исследо-

ваниях, проведенных группой S. Triel в 2007 

и 2009 гг., получены данные о девяти мутациях 

в гене MASP2, частота встречаемости мутант-

ных аллельных вариантов почти во всех крайне 

низкая. Только в результате мутации rs72550870 

происходят изменения структуры белка MASP-2, 

что ведет к нарушению его связывания в ком-

плекс с MBL и, как результат, неспособности ак-

тивировать систему комплемента. Кроме этого, 
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авторы отмечают, что именно у европеоидов ва-

риантный аллель G rs72550870 является основной 

причиной более низких уровней MASP-2 [25]. 

По результату популяционного анализа сообща-

ется об отсутствии гомозиготного генотипа GG 

rs72550870 среди взрослых китайцев, африкан-

цев, европеоидов, инуитов Гренландии и бра-

зильцев [25]. Гетерозиготный вариант преоб-

ладал у европеоидов из Дании (3,9%) и инуитов 

Западной Гренландии (где высока примесь ев-

ропеоидной популяции, как сообщают авторы) 

(3,7%), но не встречался в других исследованных 

популяциях (р < 0,0001). Также авторы приводят 

частоты редкого аллельного варианта, получен-

ные другими исследователями в разных популя-

циях у здоровых лиц и пациентов с различными 

заболеваниями. Так, в шведской популяции об-

наружено 14 гетерозигот у 112 пациентов с му-

ковисцидозом (частота 6,3%) и пять гетерозигот 

у 200 здоровых людей (частота 1,3%). В исследо-

вании пациентов с псориазом и членов их семей 

894 человека были протестированы на MASP2 

rs72550870, и в общей сложности было обнаруже-

но 62 гетерозиготы и одна гомозигота, что дало 

частоту гена 3,6% (аллель не был связан с псориа-

зом). Гомозиготность была зарегистрирована 

у одного человека в группе из 293 польских детей 

с респираторными инфекциями и у одного ре-

бенка с муковисцидозом. Новое исследование ис-

панской популяции выявило двух гомозиготных 

из 2008 человек (включая 967 пациентов с пнев-

монией, 130 пациентов с СКВ, 43 ребенка с реци-

дивирующими респираторными инфекциями 

и 868 здоровых людей), но ассоциации заболе-

ваний с вариантным аллелем не было выявлено. 

Отсутствие аллеля G MASP2 rs72550870 в Китае 

подтверждается отчетом, в котором исследуется 

влияние генотипов MBL2 и MASP2 на предраспо-

ложенность к тяжелому острому респираторному 

синдрому (SARS). У всех 1757 протестированных 

азиатов аллель G обнаружен не был. Таким об-

разом, следует сделать вывод, что в случае MBL, 

а также других компонентов комплемента (в том 

числе MASP2), дефицит сам по себе не приводит 

к заболеванию или восприимчивости к инфек-

циям, а, скорее, является модификатором, кото-

рый может проявляться клинически, когда так-

же нарушаются другие элементы.

Кроме этого, распределение частот мутаций, 

ассоциированных с концентрацией протеа-

зы MASP-2, в разных популяциях отличается. 

Отмеченное выше географическое распростра-

нение rs72550870 MASP2 в соответствии с дан-

ными ресурса ensemble.org и данными исследо-

ваний ряда авторов может отражать результат 

эволюционной адаптации к разным условиям 

проживания либо, как мы полагаем, результат 

«эффекта основателя». Иными словами, указан-

ная мутация может быть исторически молодой 

и частота ее распределения между континента-

ми и изолированными народностями связана 

с популяционно-генетическими процессами, 

не включающими естественный отбор.

Как указывалось выше, в настоящее время 

популяционные частоты мутаций, ассоцииро-

ванных с врожденным дефицитом MASP-2 

(rs72550870) в российских популяциях в целом 

и в популяциях коренных народностей россий-

ских арктических территорий в частности, не из-

учены. В нашем исследовании были впервые по-

лучены данные о частотах генотипов rs72550870 

MASP2 среди коренных народностей российских 

арктических территорий. При этом ранее нами 

было показано, что популяции коренных наро-

Таблица. Частоты генотипов MASP2 у новорожденных различных этнических популяций 

Таймырского Долгано-Ненецкого района Красноярского края и города Красноярска, n (%)

Table. MASP2 genotype frequencies among newborns from different ethnic populations of the Taymyr Dolgan-
Nenets Region in the Krasnoyarsk Krai and the city of Krasnoyarsk, n (%) 

Генотип MASP2

Genotype MASP2
(rs72550870)

Ненцы

Nenets
(n = 323)

Долганы-нганасане

Dolgans-Nganasans
(n = 112)

Смешанная популяция

Mixed Arctic populations
(n = 243)

Русские

Russians
(n = 242)

р

AA 322 (99,7) 111 (99,1) 238 (97,9) 226 (93,4)

1–3 = 0,05
1–4 < 0,001
2–4 = 0,02
3–4 = 0,01

AG 1 (0,3) 1 (0,9) 5 (2,1) 16 (6,6)

1–3 = 0,05
1–4 < 0,001
2–4 = 0,02
3–4 = 0,01

GG 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) –

G* 1 (0,2) 1 (0,4) 5 (1,0) 16 (3,3)

1–3 = 0,05
1–4 < 0,001
2–4 = 0,02
3–4 = 0,01

Примечание. Указаны только значения р ≤ 0,05.
Note. Values with significant р ≤ 0.05 are shown only.
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дов Арктики генетически характеризуются боль-

шей активностью как минимум двух различаю-

щихся компонентов лектинового пути актива-

ции комплемента — MBL и L-фиколина [21, 23].

В основе гипотезы, объясняющей резуль-

таты настоящего и предыдущих наших иссле-

дований [21, 23], лежит предположение о том, 

что эволюция человека продвигалась в направ-

лении накопления генотипов с низкой актив-

ностью лектинового пути активации компле-

мента вследствие широкого распространения 

некоторых внутриклеточных инфекций, таких 

как туберкулез и лепра, при которых низкая ак-

тивность отдельных компонентов каскадного 

пути может оказывать защитный эффект. Мы 

предполагаем, что изолированные арктические 

популяции Таймырского Долгано-Ненецкого 

района Красноярского края исторически позже 

столкнулись с этими инфекциями и, таким об-

разом, сохранили сформированную на ранних 

этапах эволюции человека высокую активность 

лектинового пути активации комплемента. В со-

ответствии с указанной гипотезой мы выявили 

более низкие показатели распространенности 

генетических маркеров MASP-2 дефицитов в по-

пуляциях коренных жителей арктичес ких тер-

риторий Красноярского края по сравнению с ев-

ропеоидами г. Красноярска.

Исследование этнически-ассоциированного 

уровня неспецифической противоинфекцион-

ной защиты среди коренного населения Тай-

мыр ского Долгано-Ненецкого района Красно-

ярского края можно будет использовать для 

формирования планов органов практического 

здравоохранения в отношении профилактики 

инфекционной заболеваемости и в целях наи-

более рационального привлечения трудовых 

ресурсов для работ в условиях возможной высо-

кой инфекционной нагрузки. Дополнительный 

анализ инфекционной заболеваемости в аркти-

ческих популяциях, которые мы планируем из-

учать далее, позволит выявить фенотипические 

характеристики, сопряженные с высокой функ-

циональной активностью лектинового пути 

активации комплемента в роли важнейшего 

фактора первой линии противоинфекцион-

ной защиты, в том числе и в отношении новых 

вирусных заболеваний, таких как COVID-19. 

Такие клинико-генетические сопоставления 

чрезвычайно важны для выяснения физиоло-

гической роли MBL2, фиколинов и MASP-2, 

а выявленные нами генетические особенности 

этнически изолированных коренных аркти-

ческих популяций Красноярского края предо-

ставляют уникальный шанс для проведения 

такого исследования.
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SPUTUM SMEAR POSITIVITY GRADE 

AND CHEST X-RAY FINDINGS IN TUBERCULOSIS: 

A CROSS-SECTIONAL STUDY

R. Behzadmehr, E. Nejadkehkha

Zabol University of Medical Sciences, Zabol, Iran

Abstract. Despite many advances in the diagnosis, screening, and rapid treatment of tuberculosis, it is still a public health 

concern in the world. Due to the importance of this issue in diagnosis and reduction of transmission of infection and treat-

ment of the disease especially where this study was conducted due to the high prevalence of tuberculosis, the aim of our 

study was to determine the relationship between sputum smear positivity grade and chest X-ray findings in pulmonary 

tuberculosis patients in a hospital in southeast of Iran. This cross-sectional study was performed on all patients with pul-

monary TB referencing the health centers in the Zabol city from January 1, 2015 to December 30, 2020. Sputum smear 

and radiographic findings of the chest X-ray were evaluated. Data was collected using a form of information and finally 

analyzed by SPSS 22. Out of 101 patients examined in the present study, 71 were women and 30 were men. The mean age 

of the patients was 62.68±13.61 years. The frequency of opacity in patients with grades 1, 2, and 3 was 71.4, 78.5, and 76.5%, 

respectively. Frequency of cavitation in patients with grade 1, 2 and 3 was 11.5%, 28.5% and 52.9% respectively (P value 

0.001). The frequency of reticulonodular presentations in patients with grade 1, 2, and 3 was 24.2, 7.1, and 0%, respectively. 

In general, the results of this study showed that, with increasing grading of smears (1+, 2+, and 3+), the frequency of cavi-

tation presentation increased significantly and the frequency of reticulonodular presentations decreased significantly. 

The findings of the present study can help physicians to improve TB diagnostics.

Key words: cross-sectional studies, sputum, X-ray, tuberculosis, radiography.

ВЗАИМОСВЯЗЬ СТЕПЕНИ ПОЗИТИВНОСТИ МАЗКА МОКРОТЫ И РЕНТГЕНОЛОГИЧЕСКОЙ 

КАРТИНЫ ОРГАНОВ ГРУДНОЙ КЛЕТКИ ПРИ ТУБЕРКУЛЕЗЕ: ОДНОМОМЕНТНОЕ 

ИССЛЕДОВАНИЕ

Безадмер Р., Неджадкеха Э.

Забольский университет медицинских наук, г. Заболь, Иран

Резюме. Несмотря на многочисленные достижения в диагностике, скрининге и лечении туберкулеза, он по-

прежнему остается проблемой общественного здравоохранения во всем мире. Ввиду важности этого вопроса 

для диагностики, снижения уровня распространения инфекции и лечения заболевания мы определяли взаи-

мосвязь между степенью позитивности мокроты и рентгенологической картиной грудной клетки у больных 

туберкулезом легких на юго-востоке Ирана. Данный регион был выбран для проведения настоящего исследо-

вания по причине высокой распространенности в нем туберкулеза. Поперечное исследование было проведе-

но с вовлечением всех пациентов с легочным туберкулезом в медицинских центрах города Заболь с 1 января 

2015 года по 30 декабря 2020 года. Были изучены мазки мокроты и рентгенологические данные грудной клетки. 
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Результаты каждого пациента были внесены в специально разработанную форму и проанализированы с по-

мощью программы SPSS 22. В исследовании принял участие 101 пациент — 71 женщина и 30 мужчин. Средний 

возраст пациентов составил 62,68±13,61 года. Частота затемнения легочного рисунка у пациентов с позитив-

ностью мазка 1, 2 и 3 степени составила 71,4, 78,5 и 76,5% соответственно. Частота обнаружения каверн в лег-

ких у пациентов с позитивностью мазка 1, 2 и 3 степени составила 11,5, 28,5 и 52,9% соответственно (значение 

p = 0,001), а частота ретикулонодулярных признаков — 24,2, 7,1 и 0% соответственно. В целом результаты этого 

исследования показали, что с увеличением степени позитивности мазков (1+, 2+ и 3+) частота формирования 

каверн в легких существенно увеличивалась, а частота ретикулонодулярных проявлений значительно сни-

жалась. Результаты настоящего исследования могут быть полезны практикующим врачам для диагностики 

туберкулеза.

Ключевые слова: кросс-секционные исследования, мокрота, рентген легких, туберкулез, рентгенография.

Introduction

Despite many advances in the diagnosis, screen-

ing, and rapid treatment of tuberculosis, it is still 

a public health concern in the world. According 

to the latest WHO report, more than 10 million 

people worldwide are infected with tuberculosis. 

Geographically, most TB patients are in Africa and 

EMRO [20].

According to the latest meta-analysis reports, 

the prevalence of TB in Iran is 23% [13] to 27% [6]. 

TB is the biggest cause of death among single-agent 

infectious diseases (even more so than AIDS, malar-

ia, and measles) and has a tenth-highest global bur-

den of disease, and is expected to continue to main-

tain its present status until 2020 [9]. The basis of the 

diagnosis of pulmonary tuberculosis is a direct and 

simple screening of susceptible patients. In the best 

of cases, the sensitivity of the sputum test to detect 

pulmonary tuberculosis is fifty to sixty percent [17]. 

By the standard definition, patients who experience 

at least two positive sputum smear tests, or have only 

a positive sputum smear test for bacilli acid-fast as-

sociated with radiographic changes in the chest 

X-ray, or a positive smear for acid bacilli in addition 

to a positive culture are considered as positive for ac-

tive tuberculosis [2, 12, 21]. The grade of the smear 

is determined by the bacillary load in each micro-

scopic field. Some studies have found that the grade 

of primary smear can be considered as a predictive 

factor of patient’s morbidity and mortality, which, 

in the case of a higher grade of positivity, it is more 

likely to be a failure in treatment and cause death [7, 

18]. In some studies, the relationship between 

the grade of primary positive smear and increased 

clinical manifestations has been stated [19]. Chest 

X-ray is also a suitable and sensitive diagnostic tool 

for detecting pulmonary lesions, including in tuber-

culosis, so that in the case of a normal chest X-ray, 

the diagnosis of tuberculosis is partially excluded [8, 

12]. On the other hand, in cases where this disease 

is actively sought, and when it is diagnosed at an early 

stage, pulmonary involvement can be a sign of our 

success in the early detection of these patients, result-

ing from radiographic findings [7]. Based on the re-

searcher’s best knowledge there is no study has been 

conducted to investigate the relationship between 

the findings of chest X-ray radiography and the grade 

of positivity of sputum smear in Iran and especially 

Southeast of Iran as an area with a high prevalence 

of tuberculosis. According to the statistics of the 

Ministry of Health of Iran, Sistan and Baluchestan 

province and Zabol city are the most common cities 

for tuberculosis in Iran [1, 10].

Some studies have been done in this regard, and 

due to the importance of this issue in diagnosis and 

reduction of transmission of infection and treatment 

of the disease especially where this study is conducted 

due to the high prevalence of tuberculosis, this study 

was done to determine The relationship between 

sputum smear positivity grade and chest X-ray find-

ings in pulmonary tuberculosis patients in a hospital 

in southeast of Iran.

Materials and methods

This cross-sectional study was performed on all 

patients with pulmonary TB referencing the health 

centers in the Zabol city, southeast of Iran, from 

January 1, 2015 to December 30, 2020.

In this study, the national TB diagnosis proto-

col based on the WHO guidelines was used to di-

agnose TB in included patients. Patients over 18 

years of age were included. Patients without smear 

grading that had chest radiographs were excluded. 

A researcher-made checklist for collecting informa-

tion. The checklist were containing demographic 

information, smear positivity grading, and chest ra-

diographs. The study protocol approved has in the 

Ethics Committee of Zabol University of Medical 

Sciences. Written consent was obtained from all par-

ticipants prior to the study. Participants were assured 

that their information would be kept confidential. 

STROBE checklist was used to report the study.

The patient’s characteristics were described us-

ing descriptive tests including mean, standard devia-

tion, frequency, and percentage. The Kolmogorov–

Smirnov test was used to evaluate data normality. 

SPSS Version 22 for Windows (SPSS Inc., Chicago, 

IL, USA) was used to analyze the data. The con-

fidence interval of 95% and a significance level 

of P-value less than 0.05 was considered significant.
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Results

Of the 101 participants, 71 (70.3%) were male 

and the rest were women. The mean age of patients 

was 62.68 years with a standard deviation of 13.61. 

The youngest and oldest patients were 18 and 86 

years old respectively. Women with a sputum positiv-

ity grade of 1, 2, and 3 were 73.3%, 50%, and 70.6%, 

respectively, and the prevalence of men in grade 1, 

2, and 3 was 25.7%, 50%, and 29.4%. There was no 

significant difference between the two sexes in terms 

of smear grade (p = 0.192). The following table shows 

that the frequency of consolidation in 3 chest X-rays 

of patients with smear grade of 1, 2, 3 and was 71.4, 

78.5, and 76.5%, respectively. This difference in the 

size of consolidation in patients with different grades 

was not statistically significant (p = 0.833) (Table 1).

The following table shows that the frequency 

of cavitation in patients with grade 1, 2, and 3 was 

11.5%, 28.5%, and 52.9% respectively. This differ-

ence in the frequency of cavity was statistically sig-

nificant in three groups (p = 0.001) (Table 2).

The following table shows that nodular presen-

tations in patients with grades 1, 2, and 3 were 18.6, 

42.8, and 35.3%, respectively. This difference was 

not statistically significant in the three groups (p = 

0.086) (Table 3).

The following table shows that the prevalence 

of reticulonodular involvement in patients with grade 

1, 2, and 3 was 24.2%, 7.1%, and 0.0%, respectively. 

The difference between the frequency of reticulo-

nodular involvement in the three groups was statisti-

cally significant (p = 0.022) (Table 4).

Discussion

Among the studied patients 70 had grade 1 (74.3% 

female and 25.7% male), 14 had grade 2 (male = fe-

male) and 17 grade 3 (70.6% female and 35.7% male). 

There was no significant difference between the sexes 

in terms of smear grade. The findings of this study 

cannot be compared to any other studies because 

of the lack of similar research on the relation be-

tween sex and grading of the smear. The mean age 

of patients was 62.68 years with a standard devia-

tion of 13.61. The youngest and oldest patients were 

18 and 86 years old. The mean age of patients with 

grades 1, 2, and 3 was 64.47, 62.07, and 55.82 years, 

respectively. The age difference of patients in dif-

ferent grades was not statistically significant. Also 

there was no relation between age and grading of the 

smear. The frequency of consolidation in patients 

with grades 1, 2, and 3 was 71.4, 78.5, and 76.5%, 

respectively. The difference in the degree of opac-

ity in patients with different grades was not statisti-

cally significant. Although grade 2 patients were 

more frequent than grade 1 and grade 3 patients, 

the difference between the three groups was not 

significant. There does not seem to be any relation 

between the degree of smear and the consolidation 

in the graph. This finding is not consistent with other 

studies. In the study of Parcell B.J. et al. (2017), with 

increasing the degree of smear (+1, +2, +3 or +4), 

the frequency of consolidation increased signifi-

cantly( in degrees +1, +2, +3, the frequency of con-

solidation was +4 81%, 95%, 100% respectively) [14]. 

In the study of Brahmapurkar K.P. et al. (2017), with 

increasing the grade of smear positivity, the number 

of cases also increased significantly [4] which can be 

the reason for this inconsistency. Bisognin F. et al. 

(2019) also showed that the frequency of opacity in-

creased with increasing the number of acid bacilli [3]. 

The difference between the findings of the present 

and other studies could be attributed to the fact that 

the present study focused on investigating chest radi-

ographs based on smear grading, while other studies 

examined the relation between CT scan and HRCT 

with smear grading. The frequency of cavitation 

in patients with grades 1, 2, and 3 was 11.5%, 28.5%, 

Table 1. Frequency of consolidation in chest X-ray 

in association with the grading of sputum smear

Grade of smear 
positivity

Grade1 Grade2 Grade3 P-value

Consolidation

Yes
50

71.4%
11

78.5%
13

76.5%
0.833

No
20

28.5%
3

21.4%
4

23.5%

Table 2. Frequency of cavitation by the degree 

of smear

Grade of smear 
positivity

Grade1 Grade2 Grade3 P-value

Cavitation

Yes
8

11.5%
4

28.5%
9

52.9%
0.001

No
62

88.5%
10

71.4%
8

47.05%

Table 3. Frequency of nodular presentation 

by the grade of sputum smear positivity

Grade of smear 
positivity

Grade1 Grade2 Grade3 P-value

Nodular 
presentation

Yes
13

18.6%
6

42.8%
6

35.3%
0.086

No
57

81.4%
8

57.1%
11

64.7%

Table 4. Frequency of reticulonodular presentation 

by the grade of smear positivity

Grade of smear 
positivity

Grade1 Grade2 Grade3 P-value

Reticulonodular

Yes
17

24.2%
1

7.1%
0

0%
0.022

No
53

75.7%
13

92.8%
17

100%
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and 52.9% respectively. This difference in the fre-

quency of cavity was statistically significant in three 

groups. Different types of patients had different cavi-

tation levels; in patients with grade 3 cavitation, there 

was a significant increase in grade 3 and grade 1 pa-

tients. Therefore, there seems to be a relation between 

the degree of smear and the presence of cavity. In the 

study of M. Saffari et al. (2017), with the increase 

in the degree of smear (+1, +2, +3, or +4 ), the fre-

quency of CT scan findings including cavitation also 

increased significantly, so that the frequency of cavi-

tation cases in degrees +1, +2, +3, and +4 was 33%, 

68%, 94% and 100% respectively [16]. In the study 

of Penn-Nicholson A. et al. (2019) with the increas-

ing of the degree of smear, cavitation also increased 

significantly [15]. Matsuoka S. et al. (2004) also 

showed that the frequency of covariation increased 

with the increasing of the number of acid bacilli [11]. 

In the study of Hassanzad M. et al. (2015), cavita-

tion had a significant correlation with smear grada-

tion [5]. This study showed that nodular facial abnor-

malities in patients with grade 1, 2, and 3 were 18.6, 

42.8, and 35.3%, respectively. Nodular features were 

not significantly different in three groups. Although 

grade 2 patients had more nodular features in com-

parison with grade 1 and grade 3 patients, the differ-

ence between three groups was not significant; there-

fore, there is no significant relation between the de-

gree of smear and nodular feature abnormalities. 

Matsuoka S. et al. (2004) also showed that the inci-

dence of nodular presentation increased with the in-

creasing degree of smear, but their differences were 

not statistically significant [11]. 

The incidence of reticulonodular involvement 

in patients with grades 1, 2, and 3 was 24.2%, 7.1%, 

and 0%. This difference in the frequency of reticu-

lonodular involvement in three groups was statisti-

cally significant. On the other hand, patients with 

reticulonodular involvement were significantly more 

likely to have a grade 1 smear. The lowest frequency 

of reticulonodular appearance was assotiated with 

to grade 3. These results showed that there is a sig-

nificant relationship between the degree of smear and 

reticulonodular involvement in a way that an increase 

in the grade of smear (1+, 2+, 3+) decreases the fre-

quency of reticulonodular appearance. The findings 

of this study cannot be compared to any other studies 

because of the lack of similar research on the relation 

between sex and grading of the smear. The most im-

portant limitations of the present study were:

 – this is a cross-sectional study.

 – when interpreting the results, the specific limi-

tations of this type of study should be considered.

 – the most important strength of this study was 

that this is the first report in this long period 

of this region as the most common area of the tu-

berculosis outbreak.

Conclusion

In general, the results of this study showed that, 

with the increasing grading of smears, the frequen-

cy of cavitation presentation increased significantly 

and the frequency of reticulonodular presentations 

decreased significantly. The findings of the present 

study can help physicians to improve TB diagnostics.
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COMPARISON OF VITAMIN D LEVELS BETWEEN 

MOTHERS AND INFANTS WITH AND WITHOUT 

PROLONGED MEMBRANE RUPTURE

H. Boskabadia, F. Rakhshanizadeha, M. Zakerihamidib

a Mashhad University of Medical Sciences, Mashhad, Iran
b Islamic Azad University, Tonekabon Branch, Tonekabon, Iran

Abstract. Background. Premature membrane rupture is a known causes of preterm labor and accounts for approximately 

one-third of cases. Vitamin D deficiency may play a role in preterm labor as well. Objective. The present study aimed 

to compare vitamin D levels in mothers and infants with and without prolonged rupture of membranes (PROM). Materials 

and methods. This cross-sectional study was conducted with 241 babies, with and without a history of membrane rupture, 

in mothers in the neonatal ward of Ghaem Hospital, Mashhad, from 2019 to 2021 with available sampling methods. After 

confirmation of prolonged membrane rupture (more than 18 hours before birth) based on history and examination with 

a speculum, we completed a data collection tool, a checklist including laboratory evaluation and neonatal and maternal 

characteristics. The conditions of neonates with and without prolonged membrane rupture were compared. Data were 

analyzed by T-test and Chi-square. Results. We examined a total of 241 neonates including 148 (61.4%) without prolonged 

rupture of the membranes in mothers and 93 (38.6%) with PROM. There were statistically significant differences between 

the two groups regarding: maternal vitamin D level (p = 0.001); neonatal vitamin D level (p = 0.001); and fifth minute 

Apgar score (p = 0.003). These variables were lower in the group of neonates with PROM. Conclusion. Vitamin D defi-

ciency in mothers was significantly associated with prolonged membrane rupture. With increasing severity of vitamin D 

deficiency, the probability of PROM increases and, therefore, the likelihood of preterm labor and its complications rises.

Key words: fetal membranes, prolonged premature rupture of membranes, newborn, vitamin D, Apgar score.

СРАВНЕНИЕ УРОВНЕЙ ВИТАМИНА D У МАТЕРЕЙ И НОВОРОЖДЕННЫХ С ДЛИТЕЛЬНЫМ 

ПРЕЖДЕВРЕМЕННЫМ РАЗРЫВОМ ПЛОДНЫХ ОБОЛОЧЕК И БЕЗ НЕГО

Х. Боскабади1, Ф. Рахшанизаде2, М. Закерихамиди3

1 Мешхедский университет медицинских наук, г. Мешхед, Иран
2 Исламский университет Азад, филиал Тонкабон, г. Тонкабон, Иран

Резюме. Актуальность. Преждевременный разрыв плодных оболочек является одной из причин преждевре-

менных родов и сопровождает примерно одну треть всех родов. Дефицит витамина D также может играть роль 

в развитии преждевременных родов. Целью настоящего исследования было сравнение уровней витамина D 

у матерей и младенцев с длительным преждевременным разрывом плодных оболочек и без него. Материа-

лы и методы. В настоящее исследование был включен 241 младенец, рожденный на фоне длительного пре-

ждевременного разрыва плодных оболочек (ПРПО) и без такового в нео натальном отделении больницы Гаем, 

Адрес для переписки:

Закерихамиди Марьям
Исламский университет Азад, филиал в Тонкабоне, 
г. Тонкабон, Иран.
Тел.: +98 0115 427-11-05.
E-mail: maryamzakerihamidi@yahoo.co.nz

Contacts:

Maryam Zakerihamidi
Islamic Azad University, Tonekabon Branch, Tonekabon, Iran.
Phone: +98 0115 427-11-05.
E-mail: maryamzakerihamidi@yahoo.co.nz

Для цитирования:

Боскабади Х., Рахшанизаде Ф., Закерихамиди М. Сравнение 
уровней витамина D у матерей и новорожденных с длительным 
преждевременным разрывом плодных оболочек и без него // 
Инфекция и иммунитет. 2022. Т. 12, № 3. C. 556–562. doi: 10.15789/
2220-7619-COV-1792

Citation:

Boskabadi H., Rakhshanizadeh F., Zakerihamidi M. Comparison of vitamin D 
levels between mothers and infants with and without prolonged membrane 
rupture // Russian Journal of Infection and Immunity = Infektsiya i immunitet, 
2022, vol. 12, no. 3, pp. 556–562. doi: 10.15789/2220-7619-COV-1792

© Boskabadi H., Rakhshanizadeh F., Zakerihamidi M., 2022 DOI: http://dx.doi.org/10.15789/2220-7619-COV-1792



557

2022, Т. 12, № 3 Vitamin D levels in prolonged rupture of membranes

Мешхед, с 2019 по 2021 г. После подтверждения ПРПО (более 18 часов до рождения) на основании анамнеза 

и осмотра с помощью зеркал, было проведено лабораторное исследование и зафиксированы показатели ново-

рожденного и матери. Сравнивали состояние новорожденных с длительным ПРПО и без такового. Статисти-

ческую обработку данных проводили, определяя критериев Стьюдента и Пирсона (хи-квадрат). Результаты. 

Обследован 241 новорожденный, в том числе 93 (38.6%) рожденных на фоне длительного ПРПО и 148 (61.4%) 

без ПРПО. Между двумя группами обнаружена статистически значимая разница в уровне витамина D у мате-

ри (p = 0.001), в уровне витамина D у новорожденного (p = 0.001) и в оценке по шкале Апгар на пятой минуте 

(p = 0.003). Это означает, что величины указанных переменных были ниже в группе новорожденных с ПРПО. 

Вывод. Длительный ПРПО в значительной степени коррелирует с дефицитом витамина D у матерей, а с усиле-

нием тяжести дефицита витамина D увеличивается вероятность ПРПО и, следовательно, повышается вероят-

ность преждевременных родов и их осложнений.

Ключевые слова: плодные оболочки, пролонгированный преждевременный разрыв плодных оболочек, новорожденный, 

витамин D, матери, оценка по шкале Апгар.

Introduction

With a prevalence of 11% worldwide, preterm 

labor is one of the causes of death and long-term 

disability of infants and remains a major concern 

for public health [5]. The amniotic membrane pro-

tects the fetus against inflammation, bacteria, and 

viruses. Prolonged rupture of the membranes means 

rupture of the amniotic sac more than 18 hours be-

fore delivery [15], and it is a risk factor for early 

neonatal sepsis [2]. Its prevalence is reported to be 

4–19% [43], and it is a predisposing factor for about 

one-third of preterm labors [24]. Maternal risk fac-

tors for premature rupture of membranes include 

age, parity, education, hypertension, cervical length 

with a history of miscarriage, history of upper uri-

nary tract infection, sexually transmitted infections, 

positive vaginal culture, history of PROM, addiction, 

diabetes, placental abruption, preeclampsia, and cer-

clage. Labor complications of premature membrane 

rupture involve cesarean section, oligohydramnios, 

chorioamnionitis, placental abruption, fetal dis-

tress, fever at the time of delivery, placenta previa, 

infection, prenatal bleeding, sepsis in the mother, 

need for antibiotic therapy, placental retention, and 

post-partum endometriosis. Prematurity, respiratory 

distress syndrome, asphyxia, infection, meningitis, 

sepsis, pneumonia, perinatal mortality, patent arte-

rial duct, necrotizing enterocolitis, intraventicular 

hemorrhage, and pulmonary hypoplasia are neonatal 

complications of PROM [11].

Low levels of maternal vitamin D during preg-

nancy are a risk factor for many adverse outcomes, 

including preterm labor [28]. The prevalence of vi-

tamin D deficiency in pregnant women in the first 

and second trimesters is significantly higher than 

in the third trimester [17]. The fetus relies exclusively 

on the maternal concentration of 25 hydroxyvita-

min D [31]. Vitamin D levels in pregnancy are as-

sociated with many maternal and fetal health out-

comes. There have been numerous studies regarding 

an association between 25-hydroxyvitamin D levels 

in pregnancy and multiple pregnancy complications 

including gestational hypertension, preeclampsia, 

gestational diabetes, time and type of delivery, pre-

term labor, and fetal complications including skel-

etal, immune, and respiratory system problems [19, 

25]. Vitamin D deficiency in premature neonates 

is associated with a number of problems (e.g. cerebral 

hemorrhage, retinopathy of prematurity, infection, 

and even death) [12]. Thus, correction of maternal vi-

tamin D levels reduces the incidence of prematurity 

and these important neonatal problems. In the study 

of Shah B.A. et al., 25-hydroxyvitamin D levels were 

positively associated with fetal intrauterine growth 

restriction and prolonged rupture of membranes [36]. 

In general, prolonged membrane rupture is a serious 

complication in pregnancy, and it can increase mor-

tality or perinatal morbidity, especially preterm labor 

and infection [10]. Due to the association between 

vitamin D deficiency and prematurity, one of the 

mechanisms of prematurity in vitamin D deficiency 

may be a membrane rupture. Therefore, in this study, 

we compared vitamin D levels in infants and mothers 

with and without a prolonged membrane rupture.

Materials and methods

This cross-sectional study was conducted 

in the maternity ward, midwifery ward, and NICU 

of Ghaem Hospital in Mashhad from 2019 to 2020. 

Prior to enrollment, verbal consent was obtained from 

the infant’s parents. According to Zhang Q’s study: 

the prevalence of placental inflammation in moth-

ers with vitamin D deficiency is 63%; and in moth-

ers without placental inflammation, it is 37%. Using 

a formula to compare two ratios related to a qualita-

tive trait from two communities, along with alpha 

coefficient of 0.01 and beta of 0.2, the sample size 

in each group was estimated to be 87 mothers [14].

Mothers who gave birth to premature infants with 

more than 18 hours of ruptured amniotic sac were 

studied as a case group. Mothers without prolonged 

membrane rupture with preterm labor were included 

in the study as a control group. Confirmation of rup-

tured amniotic sac was based on history and specu-

lum examination. We completed the data collection 

tool, a checklist including laboratory evaluation, and 
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neonatal and maternal characteristics. Preterm labor 

is a delivery before 37 weeks of gestation with or with-

out membrane rupture [45]. Premature rupture of the 

amniotic sac means spontaneous rupture of the fetal 

membranes before 37 weeks of gestation and before 

the onset of uterine contractions [29]. Prolonged rup-

ture of the membranes means rupture of the amniotic 

sac more than 18 hours before delivery [3].

Exclusion criteria included amniotomy, uri-

nary tract infection, vaginal infection, or congeni-

tal anomalies. Serum vitamin D was measured from 

mothers and umbilical cords during delivery, and 

1.5 cc of the prepared samples were centrifuged, 

with serum kept at –20°C and sent for laboratory 

evaluation. Vitamin D levels were measured using 

an ELISA method and the model RT2100c reader 

made in Germany and an ELISA washing device. We 

considered less than 30 mg/ml of vitamin D as defi-

cient and above 30 mg/ml as sufficient. Vitamin D 

deficiency cases were divided into three groups: se-

vere deficiency below 10 mg/ml; moderate deficiency 

10–20 mg/ml; and mild deficiency 20–30 mg/ml.

Infants in the two groups were compared in terms 

of neonatal, maternal, and laboratory characteris-

tics. Checklist status was completed based on neona-

tal information (gestational age, first minute Apgar 

score, fifth minute Apgar score), maternal informa-

tion (maternal age, parity), and blood tests (maternal 

and neonatal vitamin D levels, C-reactive protein, 

erythrocyte sedimentation rate, white blood cell, nu-

cleated red blood cell). All tests, except for the vita-

min D test, were requested by the treating physician, 

and we recorded them without intervention.

After discharge, they were followed up us-

ing the Denver II test at 24 months. The Denver 

Developmental Screening Test II, to assess the growth 

and development of children from birth to six years 

old, is divided into four categories: personal/social; 

fine motor; gross motor; and language. If the in-

fant had a problem in every category (i.e., fine mo-

tor skills, gross motor skills, language and personal/

social), it would be considered as developmental 

delay for them. If the infant had: a problem in only 

one category, it is considered a mild developmental 

delay; in two categories, a moderate developmental 

delay; and in three or more categories, a severe de-

velopmental delay. A favorable outcome was defined 

as normal neurologic and good general condition at 

the end of the study. Unfavorable outcome was de-

fined as the presence of at least delay in one domain 

of Denver screening [13].

Statistical analysis.  Data were analyzed using t-

test, chi-square, and SPSS software version 20. First, 

we described the results using statistical tables and 

graphs. We then compared the two groups of infants, 

with or without prolonged rupture of membrane  

in mothers, using chi-square and t-test. Correlation 

methods were used to evaluate the association be-

tween the severity of vitamin D deficiency and 

PROM. The p ≤ 0.05 level was considered significant 

in all cases.

Ethical consideration. This study was approved 

by the Ethics Committee of the Vice Chancellor 

for Research of Mashhad University of Medical 

Sciences (No. 991476, IR.MUMS.MEDICAL.REC.

1399.623).

Results

In this study, 9 infants were excluded (3 cases 

of amniotomy, 2 cases of urinary tract infection, 

3 cases of vaginal infection, 1 case of congenital 

anomaly). Finally, we examined 241 neonates includ-

ing 148 infants without prolonged rupture of mem-

brane and 93 infants with PROM. Based on the 

results of this study, the mean gestational age was 

33.57± 3.33 weeks, and the mean maternal vitamin D 

level was 20.66±13.03 mg/dL. Other characteristics 

of the studied infants are given in Table 1.

In addition, 36 infants (14.9%) needed resuscita-

tion; 28.6% were born naturally, and 71.4% by ce-

sarean section. In this study, there were statistically 

significant differences: between maternal vitamin D 

levels (p = 0.001) and neonatal vitamin D levels (p = 

0.001); in fifth minute Apgar score (p = 0.003); and 

in CRP (p = 0.032) (Table 2).

Calculations were performed based on standard 

deviation±mean (t-test).

Twenty percent of infants with PROM had an in-

fection (16% sepsis, 4% meningitis), while 5% of neo-

nates without a history of PROM had an infection. 

In this study, vitamin D deficiency was significantly 

associated with prolonged rupture of membranes (p = 

0.0001), and with increasing severity of vitamin D de-

ficiency, the rate of PROM increased. Mothers with 

normal vitamin D level had a 29% chance of PROM, 

which increased to 47% in moderate deficiency and 

62% in severe deficiency. There was a moderate as-

sociation between maternal serum vitamin D and 

the incidence of PROM (p = 0.0001, Spearman’s 

rho = 0.286). Short-term neonatal follow-up showed 

that the serum level of vitamin D in PROM infants 

who died was 9.76±1.01 and 12.92±7.67 mg/ml in dis-

charged live neonates (p = 0.003). Assessment of neo-

natal development from PROM mothers by Denver II 

Table 1. Mean of variables of mothers and 

newborns included in the study

Variables
Mean±Standard 

deviation

Mother age, years 30.52±6.73
Parity 2.01±1.23
Maternal vitamin D levels, mg/dl 20.66±13.03
Neonatal vitamin D levels, mg/dl 16.17±10.78
Gestational age, weeks 33.57±3.33
First minute Apgar score 7.16±2.15
Fifth minute Apgar score 8.58±1.63
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test showed that 35% of neonates at 24 months of age 

showed some degree of developmental delay. In neo-

nates from mothers without PROM, 12% showed de-

velopmental delay (p = 0.001). Serum vitamin D lev-

els in children with developmental delay were 13±7. 

In the group with normal development, they were 

17±11 mg/ml (p = 0.042).

Discussion

According to the results of our study, there was 

a significant relationship between vitamin D defi-

ciency in mothers and infants and prolonged rupture 

of the membranes, with the likelihood of PROM ris-

ing as the severity of vitamin D deficiency increas-

es. Also, for mothers with moderate-to-severe de-

ficiency, the risk of PROM doubles. Studies on the 

role of vitamin D and the risk of preterm labor, and 

the possibility of membrane rupture, are contradic-

tory. Numerous studies have shown an association 

between vitamin D deficiency and increased prob-

ability of preterm labor [41]. Rupture of the mem-

branes is one of the possible causes of preterm labor 

due to vitamin D deficiency [20, 42, 45]. Maternal 

vitamin D deficiency increases the risk of preterm 

labor by approximately 9-fold [32]. Vitamin D de-

ficiency during pregnancy and childbirth may 

play a role in premature rupture of membranes 

by a mechanism of placental inflammation [21]. 

Hence, Frazipour’s study revealed that there was no 

significant association between serum vitamin D 

level and premature rupture of membranes [21]. 

The underlying mechanism of the potential protec-

tive effect of vitamin D on the risk of preterm labor 

may be due to the wide variety of immunoregulatory 

effects of vitamin D.

It seems that vitamin D may protect against pre-

term labor by reducing infection and inflamma-

tion [16], but this has not been confirmed in other 

studies [33, 39, 40]. Vitamin D is a known modu-

lator of the immune system [14]. It is also an effec-

tive stabilizer of amniotic membranes through non-

genomic mechanisms [23]. It is involved in epigenetic 

changes through DNA methylation in genes that 

regulate extracellular matrix regeneration and is ef-

fective in maintaining the health of amniotic mem-

branes [1]; the health of the amniotic membranes 

is dependent on the structure of vitamin D [27]. Low 

levels of vitamin D are associated with bacterial vagi-

nosis [18]. Therefore, with increasing cases of bacte-

rial vaginosis, premature rupture of the membranes 

occurs. To the best of our knowledge, there is no re-

port in available sources on the relationship between 

the severity of vitamin D deficiency and the inci-

dence of PROM. We report for the first time the re-

lationship between vitamin D deficiency severity and 

the increase in the incidence of PROM.

According to the results of our study, PROM in-

creased the risk of definitive neonatal infection more 

than four-fold. Inflammation and infection of the 

chorio decidua refers to the mechanism of premature 

rupture of the membranes. There is a strong associa-

tion between premature rupture of membranes and 

inflammation and intrauterine infections, especial-

ly in preterm pregnancies [34]. Prolonged rupture 

of the amniotic sac for more than 18 hours increas-

es the risk of neonatal infection ten-fold. Although 

the most common complication of prolonged rupture 

of the membranes is immaturity and its side effects, 

infection is the most important preventable compli-

cation [8]. Women with premature rupture of mem-

branes are highly disposed to chorioamnionitis as 

a result of increased bacterial colonization of va-

gina before or after PROM [38]. Decreased collagen 

in embryonic membranes is a predisposing factor 

for premature rupture of membranes [9].

In the current study, CRP was significantly 

higher in PROM neonates. It was associated with 

high sensitivity, specificity and reliability. Increased 

CRP relates to the pathological confirmation of cho-

rioamnionitis associated with fever [26]. CRP is the 

most common biomarker used for neonatal bacterial 

Table 2. Comparison of mean variables of mothers and neonates with or without prolonged rupture 

of membranes

Groups
Variables

Neonates with PROM
n = 93 (38.6%)

Neonates without PROM
n = 148 (61.4%)

Significance level*
(T-Test)

Maternal vitamin D levels, mg/ml 17.29±12.55 22.78±12.92 0.001

Neonatal vitamin D levels, mg/ml 13.09±8.68 18.21±11.56 0.001

Gestational age, weeks 32.88±2.82 33.67±3.40 0.351

First minute Apgar score 6.93±2.04 7.29±2.21 0.213

Fifth minute Apgar score 8.17±1.74 8.83±1.52 0.003

WBC, × 103 16.31±10.90 8.60±4.84 0.059

NRBC 2105.53±5205.55 1325.92±672.93 0.608

ESR 41.75±29.84 1.00±0.00 0.102

CRP 28.21±25.27 16.28±16.63 0.032

Note. The calculations were perfrmed based on standard deviation±mean.
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sepsis. It is also known as a reliable serum marker 

for the presence or absence of invasive bacterial in-

fection and antibiotic response in newborns [22]. 

Boonkasediesha showed that neonatal CRP with 

a cut-off point of 1.90 mg/ml has a very high sensitiv-

ity, specificity and positive predictive value [6]. In the 

Boskabadi study, 44% of infants with ruptured mem-

branes had elevated CRP [10].

According to the results of our study, vitamin D 

deficiency in infants born to PROM mothers also 

increases the risk of death and developmental de-

lay. The results of a study showed vitamin D defi-

ciency was more pronounced in newborns who died. 

Vitamin D deficiency may increase the likelihood 

of death of these infants by increasing respiratory 

problems and infections [7].

In this study, Apgar scores of neonates with pro-

longed rupture of membranes were lower than new-

borns without rupture of membranes. However, 

this difference was not significant in the first min-

ute Apgar score. Preterm rupture of the membranes 

is one of the most common pregnancy complications 

that can affect Apgar score [4]. In one study, the dura-

tion of the rupture was effective in reducing the Apgar 

score and increased this risk by 8.5-fold [35]. As 

the interval between rupture of the membranes and 

delivery increases, the risk of infection in the mother 

and fetus rises [37]. In addition to the increased risk 

of intrauterine infection, other complications such as 

placenta abruption, pulmonary hypoplasia, hypoxia, 

and fetal distress due to umbilical cord compression 

or prolapse increase [30]. A limitation of our study 

was a lack of placental examination of the infants un-

der study.

Conclusion

Based on the results of this study, maternal and 

neonatal vitamin D levels and fifth minute Apgar 

scores were lower in neonates with prolonged rupture 

of membranes. With increasing severity of vitamin D 

deficiency, the probability of PROM was higher. 

Since vitamin D levels in mothers and neonates are 

correlated with prolonged rupture of membranes, it is 

recommended that mothers who are at risk for pre-

term labor receive vitamin D supplementation during 

pregnancy. It may reduce the incidence of prolonged 

membrane rupture or prematurity, with consequent 

reductions in various associated complications.
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ФАКТОРЫ РЕЗИСТЕНТНОСТИ БАКТЕРИЙ 

KLEBSIELLA PNEUMONIAE В ПЕРИОД 

ПАНДЕМИИ COVID-19

О.Н. Колотова, Л.В. Катаева, И.В. Бакштановская, К.Б. Степанова, 

Т.Ф. Степанова

ФБУН Тюменский научно-исследовательский институт краевой инфекционной патологии Федеральной службы 

по надзору в сфере защиты прав потребителей и благополучия человека, г. Тюмень, Россия

Резюме. Штаммы бактерий K. pneumoniae, обладающие множественной лекарственной устойчивостью, про-

дуцирующие бета-лактамазы расширенного спектра или карбапенемазы, представляют собой серьезную 

клиническую угрозу. Целью проведения исследования было определение факторов резистентности штаммов 

 K. pneumoniae, изолированных из нижних дыхательных путей пациентов с диагнозом «внебольничная пнев-

мония» в период пандемии COVID-19. Материалы и методы. В исследование резистентности к антимикроб-

ным препаратам включены 138 штаммов K. pneumoniae, изолированных из мокроты пациентов, находящихся 

на лечении в инфекционных моногоспиталях г. Тюмени и Тюменской области, в период с мая 2020 г. по июнь 

2021 г. Среди исследованных штаммов 51,4% изолированы от пациентов с положительным результатом SARS-

CoV-2. Определение наличия генов резистентности методом ПЦР проведено на 71 штамме K. pneumoniae 

(34 штамма от ковидпозитивных и 37 штаммов от ковиднегативных пациентов). Идентификацию выделен-

ных штаммов бактерий осуществляли по белковым спектрам с помощью настольного времяпролетного 

масс-спектрометра с матричной лазерной десорбцией MALDI-ToF MS (Bruker, Германия). Принадлежность 

штаммов к гипермукоидному фенотипу определяли при помощи string-теста. Чувствительность к антими-

кробным препаратам выполняли диско-диффузионным методом на среде Мюллера–Хинтон. Определение 

чувствительности штаммов культур к препаратам бактериофагов проводили капельным методом (spot-test). 

В исследовании использовали «Секстафаг пиобактериофаг поливалентный» и «Бактериофаг клебсиелл по-

ливалентный очищенный» (АО «НПО “Микроген”», Россия). Обнаружение генов резистентности к бета-лак-

тамным антибиотикам методом ПЦР в режиме реального времени осуществляли набором «БакРезиста» (ООО 

«ДНК-Технология», Россия). Результаты исследования свидетельствуют о том, что бактерии K. pneumoniae, 

изолированные от ковидпозитивных и ковиднегативных пациентов с диагнозом «внебольничная пневмо-

ния», обладали высокой резистентностью к антимикробным препаратам и коммерческим фагосодержащим 

лекарственным препаратам. Резистентность штаммов K. pneumoniae регистрировалась от 50% (к аминоглико-

зидам и карбапенемам) до 90% (к ингибитор-защищенным пенициллинам). Чувствительность к бактерио-

фагам отмечалась в среднем не более чем у 20% штаммов. Важно подчеркнуть, что штаммы, изолированные 

от ковидпозитивных пациентов, чаще проявляли гипермукоидный фенотип, предполагающий высокую ви-

рулентность бактерий, а также отличались большей резистентностью ко всем взятым в исследование группам 

антибактериальных препаратов, что подтверждается наличием генов резистентности группы ESBL и карба-
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пенемаз. Полученные результаты позволяют предположить, что высокий уровень резистентности штаммов 

K. pneumoniae, изолированных от ковидпозитивных пациентов, связан с иммунодепрессией, спровоцирован-

ной вирусом SARS-CoV-2, что способствует колонизации их более вирулентными штаммами.

Ключевые слова: пневмония, COVID-19, Klebsiella pneumoniae, факторы резистентности, чувствительность 

к антимикробным препаратам, бета-лактамазы.

RESISTANCE FACTORS OF KLEBSIELLA PNEUMONIAE BACTERIA DURING COVID-19 PANDEMIC

Kolotova O.N., Kataeva L.V., Bakshtanovskaya I.V., Stepanova K.B., Stepanova T.F.

Tyumen Region Infection Pathology Research Institute. Tyumen, Russian Federation

Abstract. Multidrug-resistant K. pneumoniae bacterial strains producing extended range of beta-lactamases or carbapene-

mases are of serious clinical concern. The aim of the study was to determine the resistance factors of K. pneumoniae strains 

isolated from the lower respiratory tract of patients diagnosed with community-acquired pneumonia during the COVID-19 

pandemic. Materials and methods. The study of resistance to antimicrobial drugs included 138 strains of K. pneumoniae 

isolated from the sputum of patients treated in infectious diseases monohospitals in the city of Tyumen and the Tyumen 

region within the period from May 2020 to June 2021. Among the strains examined, 51.4% of them were isolated from 

SARS-CoV-2 positive patients. The presence of resistance genes was determined by PCR in 71 strains of K. pneumoniae 

(34 strains from COVID-19-positive and 37 strains from COVID-19-negative patients). Identification of isolated bacterial 

strains was carried out according to the protein spectra by using a desktop time-of-flight mass spectrometer with matrix 

laser desorption MALDI-TOF MS (Bruker, Germany). The belonging of the strains to the hypermucoid phenotype was de-

termined using the string test. Sensitivity to antimicrobial drugs was assessed in the disk diffusion method on Muller–Hin-

ton medium. The sensitivity of culture strains to bacteriophage preparations was determined by the drop method (spot-test). 

In the study, we used “Polyvalent Sextaphage Pyobacteriophage” and “Purified Polyvalent Klebsiella Bacteriophage” (JSC 

NPO Microgen, Russia). Detection of resistance genes to beta-lactam antibiotics by real-time PCR was carried out using 

the BakRezista kit (OOO DNA-technology, Russia). Results. The results of the study evidence that K. pneumoniae bacte-

ria isolated from COVID-19-positive and COVID-19-negative patients diagnosed with community-acquired pneumonia 

displayed a high resistance to antimicrobial drugs and commercial phage-containing drugs. Resistance of K. pneumoniae 

strains was recorded from 50% (to aminoglycosides and carbapenems) to 90% (to inhibitor-protected penicillins). Sensitiv-

ity to bacteriophages was noted on average in no more than 20% of strains.  It is important to emphasize that strains isolated 

from COVID-19-positive patients more often showed a hypermucoid phenotype, suggesting a high bacterial virulence, and 

also showed greater resistance to all groups of antibacterial drugs examined in the study, which is confirmed by the presence 

of resistance genes of the ESBL group and carbapenemase. The results of the study suggest that the high level of resistance 

of K. pneumoniae strains isolated from COVID-19-positive patients is associated with immunosuppression provoked by 

the SARS-CoV-2 virus, which contributes to their colonization by more virulent strains.

Key words: pneumonia, COVID-19, Klebsiella pneumoniae, resistance factors, antimicrobial sensitivity, beta-lactamase.

Введение

Пандемия новой коронавирусной инфекции 

сопровождается высоким уровнем заболеваемо-

сти внебольничной пневмонией (ВП), вызванной 

ассоциацией возбудителей с высокой долей ос-

ложненных и затяжных случаев [1]. Разрушение 

иммунных клеток вирусом SARS-CoV-2 делает 

пациентов уязвимыми к вторичным бактериаль-

ным инфекциям. Независимым фактором риска 

неблагоприятного исхода пневмонии является 

выделение из биоматериала возбудителей с мно-

жественной антимикробной устойчивостью — 

ESKAPE-патогенов [3, 5, 15]. В настоящее время 

наблюдается рост числа случаев ВП, обусловлен-

ной представителями условно-патогенных бак-

терий, в частности K. pneumoniae [2, 13].

Наличие капсулы у штаммов K. pneumoniae, 

обеспечивает способность бактерий ускользать 

от иммунного ответа организма, включая за-

щиту от фагоцитоза, катионных антимикроб-

ных пептидов, системы комплемента [8, 11]. 

Гиперпродукция капсульных полисахаридов 

значительно повышает вирулентность бакте-

рий. Инфекции, вызванные гипермукоидными 

штаммами, считаются особо тяжелыми и могут 

приводить к летальному исходу [10, 12, 14]. Еще 

одним фактором вирулентности является выра-

ботка ферментов бета-лактамаз. Бета-лактамазы 

содержат в своей структуре циклическую амид-

ную связь и способны расщеплять пеницилли-

ны, цефалоспорины, карбапенемы и монобакта-

мы. По механизму действия все бета-лактамазы 

делятся на сериновые (классы A, C, D) и метал-

ло-бета-лактамазы (класс B) [9, 10]. К бета-лакта-

мазам класса А расширенного спектра действия 

относятся TEM, SHV, CTX. Характерные для 

K. pneumoniae карбапенемазы относятся к сери-

новым бета-лактамазам: молекулярный класс А 

(КРС), D (OXA-48) и к металло-бета-лактамазам 
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класса В (NDM, VIM, IMP) [4, 6]. Наличие карба-

пенемаз у штаммов бактерий в настоящее время 

считается серьезной проблемой и является важ-

ным маркером экстремальной антибиотикорези-

стентности, поскольку ассоциируется с устойчи-

востью к большинству не бета-лактамных препа-

ратов [4, 6, 7].

Целью данного исследования было опре-

деление факторов резистентности штаммов 

K. pneumoniae, изолированных из нижних ды-

хательных путей пациентов с диагнозом «вне-

больничная пневмония» в период пандемии 

COVID-19.

Материалы и методы

Проанализировано 2046 проб содержимого 

нижних дыхательных путей от пациентов, на-

ходящихся на амбулаторном и стационарном ле-

чении в моногоспиталях г. Тюмени, с подтверж-

денным диагнозом ВП. Средний возраст паци-

ентов составил 60 лет. Клинический материал 

получен в период с мая 2020 г. по июнь 2021 г.

Отбор и транспортировка биологического 

ма териала для лабораторного исследования 

проводились в соответствии с СанПин 3.3686-

21 «Санитарно-эпидемиологические требова-

ния по профилактике инфекционных болез-

ней». Бактериологическое исследование мокро-

ты проведено в соответствии с МР 4.2.0114-16 

«Лабораторная диагностика внебольничной 

пневмонии пневмококковой этиологии». Иден-

тификация выделенных штаммов бактерий 

выполнялась с помощью настольного время-

пролетного масс-спектрометра с матричной 

лазерной десорбцией MALDI-ToF MS (Bruker, 

Германия) по белковым спектрам и оценива-

лась по высоким показателям достоверности 

(score более 2).

Исследование фенотипа бактерий, чувстви-

тельности к бактериофагам и антимикробным 

препаратам (АМП) проведено на 138 штаммах 

K. pneumoniae, изолированных из мокроты па-

циентов с диагнозом ВП.

Гипермукоидный фенотип штаммов опреде-

ляли при постановке string-теста. Если при сня-

тии колонии, выращенной на 5% кровяном ага-

ре, за бактериологической петлей образовывался 

«тяж» высотой более 5 мм от поверхности пита-

тельной среды, тест считали положительным.

Бактериальную суспензию для оценки ре-

зистентности к антимикробным препаратам 

и препаратам бактериофагов готовили по стан-

дартной методике с оптической плотностью 

0,5 по МакФарланду. Резистентность к анти-

микробным препаратам определяли диско-диф-

фузионным методом на среде Мюллера–Хинтон 

(HiMedia, Индия), результаты анализировали 

в соответствии с действующими нормативны-

ми документами (Клинические рекомендации 

«Определение чувствительнос ти микроорга-

низмов к антимикробным препаратам», вер-

сия-2018-03, и МУК 4.2.1890-04). В исследование 

взяты диски с амоксициллин-клавулановой кис-

лотой, ципрофлоксацином, амикацином, цеф-

тазидимом, цефотаксимом, имипенемом, меро-

пенемом производства ООО «НИЦФ», Россия. 

Определение чувствительности штаммов куль-

тур к препаратам бактерио фагов проводили ка-

пельным методом (spot-test), для этого использо-

вали «Секстафаг пиобактериофаг поливалент-

ный», «Бактериофаг клебсиелл поливалентный 

очищенный» (АО «НПО “Микроген”», Россия). 

Литическую активность фага оценивали по ко-

личеству «крестов», «+++» и «++++» принимали 

за высокую чувствительность штаммов к иссле-

дуемым бактериофагам.

Определение наличия генов резистентности 

методом ПЦР проведено на 71 штамме K. pneumo-

niae (34 штамма от ковидпозитивных и 37 штам-

мов от ковиднегативных пациентов). ДНК из су-

точной культуры бактерий выделяли с помощью 

набора «Проба-НК/50» (ООО «ДНК-Технология», 

Россия). Обнаружение генов резистентности мо-

лекулярных классов А, B, D к бета-лактамным 

антибиотикам методом ПЦР в режиме реального 

времени осуществляли набором «БакРезиста», 

ПЦР проводили на амплификаторе «Терцик» 

(ООО «ДНК-Технология», Россия).

Все пробы отделяемого нижних дыхатель-

ных путей исследованы методом ПЦР на нали-

чие вируса SARS-CoV-2. Для выявления РНК 

вируса SARS-CoV-2 использовали тест-системы 

«Вектор-ПЦРрв-2019-nCoV-RG» (ГНЦ «Вектор», 

Россия), «SARS-CoV-2/SARS-CoV» («ДНК-техно-

логия», Россия).

Результаты и обсуждение

Бактериологическое исследование отделя-

емого нижних дыхательных путей показало, 

что бактерии K. pneumoniae выделяются в 5,9% 

у ковидпозитивных пациентов и в 10,4% слу-

чаев у ковиднегативных. Практически все изо-

ляты K. pneumoniae находились в ассоциаци-

ях с другими бактериями, такими как грибы 

рода Candida, Acinetobacter baumannii, Escherichia 

coli, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecium. 

В чистой культуре штаммы K. pneumoniae у ко-

видпозитивных пациентов изолированы в 0,8%, 

у ковиднегативных — 2,3% случаев.

Колонии исследуемых бактерий K. pneumo-

niae на среде Эндо определены как блестящие, 

выпуклые, слизистые, с ровным краем. На кро-

вяном агаре колонии средних размеров, слизи-

стые, с ровным краем, зону гемолиза не образо-

вывали. Все штаммы разлагали глюкозу, саха-

розу, маннит, цитрат, не обладали подвижно-
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стью. На основании string-теста выявлено 13,8% 

изолятов с гипермукоидным фенотипом, при 

этом 80% из них были выделены от ковидпози-

тивных пациентов.

При определении чувствительности к препа-

ратам бактериофагов показано, что «Секстафаг 

пиобактериофаг поливалентный» обладает 

лучшей литической активностью в отношении 

исследуемых культур K. pneumoniae в сравнении 

с препаратом «Бактериофаг клебсиелл поли-

валентный очищенный». Так, 20,6% штаммов 

проявляли чувствительность к «Секстафагу 

пио бактериофагу поливалентному» и толь-

ко 5,9% были чувствительны к «Бактериофагу 

клебсиелл поливалентному очищенному».

Исследование чувствительности к АМП дис-

ко-диффузионным методом штаммов K. pneu-

moniae, изолированных от ковидпозитивных па-

циентов, выявило резистентность к ингибитор-

защищенным пенициллинам (амоксициллин/

клавулановая кислота) более чем в 90% случаев; 

резистентность к фторхинолонам (ципроф-

локсацин), цефалоспоринам III поколения (це-

фотаксим, цефтазидим) составила более 80%. 

Резистентность их к аминогликозидам (ами-

кацин) и карбапенемам (имипенем, меропе-

нем) выявлена у половины штаммов. Штаммы 

K. pneumoniae, изолированные от ковиднега-

тивных пациентов, обладали резистентностью 

ко всем перечисленным группам АМП. Она со-

ставила в среднем от 50 до 70% (рис.).

Сравнительная характеристика по частоте 

обнаружения и уровню резистентности бакте-

рий K. pneumoniae, изолированных от ковидпо-

зитивных и ковиднегативных пациентов свиде-

тельствует о том, что ковидпозитивные пациен-

ты контаминированы ими почти в 2 раза реже, 

но резистентность их в 1,3 раза выше.

Молекулярно-генетическими методами пока-

зано, что 94,1% исследованных штаммов, изоли-

рованных от ковидпозитивных и 89,2% — от ко-

виднегативных пациентов, являются продуцен-

тами бета-лактамаз расширенного спектра дей-

ствия класса А. Из них ведущее место занимают 

гены резистентности SHV и TEM. Вместе с тем 

32,3% изолятов ковидпозитивных пациентов 

и 35,1% штаммов ковиднегативных пациентов 

обладали тремя генами бета-лактамаз класса А 

(SHV, ТЕМ, СТХ-М-1). При этом наличие ESBL, 

выявленных диско-диффузионным методом, 

в среднем составило 10%. Обнаружено несколько 

типов карбапенемаз: Нью-Дели металло-бета-

лактамазы (NDM) и оксациллиназы (OXA-48, 

OXA-51, OXA-23, OXA-40). У штаммов, выделен-

ных от ковиднегативных пациентов, гены OXA-

48 определялись в 2 раза чаще. Гены резистент-

ности Klebsiella pneumoniae карбапенемаза (KPC) 

выявлялись в 1,4 раза чаще у ковиднегативных 

пациентов, что составило 89,2% (табл.).

Из 10 штаммов, изолированных от ковидпо-

зитивных, и 5 штаммов ковиднегативных паци-

ентов, чувствительных к АМП и обладающих ги-

пермукоидным типом, методом ПЦР выявлены 

образцы, несущие гены ESBL: SHV, TEM, СТХ-М, 

карбапенемазы КРС и оксациллиназы OXA-48.

Таким образом, результаты исследования сви-

детельствуют о том, что бактерии K. pneumoniae, 

изолированные от ковидпозитивных и ковид-

негативных пациентов с внебольничной пнев-

монией, обладали высокой резистентностью 

к АМП и коммерческим фагосодержащим 

лекарственным препаратам. Резистентность 

Рисунок. Резистентность штаммов K. pneumoniae к антибиотикам (%)

Figure. Antibiotic resistance of K. pneumoniae strains (%)
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штаммов K. pneumoniae регистрировалась от 50% 

(к аминогликозидам и карбапенемам) до 90% 

(к ингибитор-защищенным пенициллинам). 

Чувствительность к бактериофагам отмечалась 

не более чем у 20% штаммов. Важно подчерк-

нуть, что штаммы, изолированные от ковидпо-

зитивных пациентов, чаще проявляли гиперму-

коидный фенотип, предполагаю щий высокую 

вирулентность бактерий, а также отличались 

большей резистентность ко всем взятым в ис-

следование группам АМП, что подтверждается 

наличием генов резистентности группы ESBL 

и карбапенемаз. Полученные результаты иссле-

дования позволяют предположить, что высокий 

уровень резистентности штаммов K. pneumoniae, 

изолированных от ковидпозитивных пациентов, 

связан с иммунодепрессией, спровоцированной 

вирусом SARS-CoV-2.

Таблица. Распределение генов бета-лактамаз штаммов K. pneumoniae, изолированных из мокроты 

пациентов с диагнозом «внебольничная пневмония»

Table. Distribution of beta-lactamase genes in K. pneumoniae strains isolated from sputum of patients diagnosed 
with community-acquired pneumonia

Бета-лактамазы

Beta-lactamase

Штаммы K. pneumoniae (n = 71)

K. pneumoniae strains 
Ковидпозитивные

COVID-positive
(n = 34)

Ковиднегативные

COVID-negative
(n = 37)

абс.

abs.
%

абс.

abs.
%

Сериновые

Serine Класс

Class

А

CTX-M-1 13 38,2 16 43,2
TEM 23 67,6 26 70,3
SHV 32 94,1 33 89,2
KPC 22 64,7 33 89,2

D

OXA-40 0 0 1 2,7
OXA-51-like 3 8,8 1 2,7
OXA-23-like 1 2,9 2 5,4
OXA-48-like 5 14,7 11 29,7

Металло-бета-лактамазы

Metal-beta-lactamase
B NDM 4 11,7 1 2,7
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ОСОБЕННОСТИ ТЕЧЕНИЯ НОВОЙ 

КОРОНАВИРУСНОЙ ИНФЕКЦИИ COVID-19 

У ОДНОЯЙЦЕВЫХ БЛИЗНЕЦОВ

С.М. Юдина, В.В. Киселева, Т.С. Русанова, И.А. Иванова

ФГБОУ ВО Курский государственный медицинский университет Минздрава РФ, г. Курск, Россия

Резюме. На протяжении двух лет проблема клинического течения и принципов лечения новой коронавирус-

ной инфекции COVID-19 остается самой обсуждаемой. Вместе с тем достоверных прогностических критери-

ев, определяющих особенности течения и исход заболевания, не установлено. В связи с этим представляют 

интерес приводимые в данной статье клинические случаи COVID-19 у однояйцевых близнецов. Пациенты 

А. и С., 39 лет, поступили в областную клиническую инфекционную больницу, где им был поставлен диа-

гноз: «Коронавирусная инфекция COVID-19 подтвержденная, среднетяжелая форма. Двусторонняя полисег-

ментарная пневмония средней степени тяжести, ДН I степени». Несмотря на одинаковые данные анамнеза, 

течение коронавирусной инфекции COVID-19 у однояйцевых близнецов существенно различалось. У паци-

ента А. в крови отмечался лимфоцитоз, незначительное ускорение СОЭ, повышение СРБ, ферритина, IL-6, 

D-димера. У его брата-близнеца (пациент С.) отмечалась лимфопения, ускорение СОЭ до 20 мм/ч, значитель-

ное увеличение СРБ до 10 мг/мг, IL-6 — до 9,5 пг/мл, D-димера — до 750 нг/мл. Состояние больного А. остава-

лось стабильным, на 13-й день лечения он был выписан из стационара. У больного С. на 3-й день отмечалось 

резкое ухудшение состояния. Учитывая снижение уровня SpO2 до 88% и поражение паренхимы легких более 

70%, пациенту были назначены антибактериальные препараты, препарат моноклональных антител к IL-6, се-

лективный обратимый ингибитор Янус-киназ 1 и 2. В течение следующих двух дней отмечалась положитель-

ная динакмика состояния больного, на 19-й день пребывания в стационаре он был выписан для проведения 

реабилитации. Таким образом, существенные различия в тяжести течения новой коронавирусной инфекции 

у однояйцевых близнецов с одинаковым анамнезом, отсутствием отягощающих коморбидных состояний, ве-

роятнее всего, обусловлены начальной дозой вирусной нагрузки, явившейся важным фактором, определяю-

щим развитие и течение инфекции.

Ключевые слова: COVID-19, однояйцевые близнецы, клинический случай, особенности течения, лечение COVID-19, 

моноклональные антитела.

FEATURES OF THE NEW CORONAVIRUS COVID-19 INFECTION IN IDENTICAL TWINS

Yudina S.M., Kiseleva V.V., Rusanova T.S., Ivanova I.A.

Kursk State Medical University of the Ministry of Health of the Russian Federation, Kursk, Russian Federation

Abstract. The problem of the clinical course and principles of treatment for the new coronavirus infection COVID-19 

remains the most debated issue. At the same time, reliable prognostic criteria that determine characteristics of the dis-
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ease course and outcome have not been established. Taking it into consideration, we present clinical cases of COVID-19 

in identical twins. Patients A. and S., 39 years old, were admitted to the Regional Clinical Infectious Diseases Hospital. 

The patients were clinically diagnosed with COVID-19 coronavirus infection, verified, moderate form; bilateral poly-

segmental pneumonia of moderate severity, 1st degree respiratory failure. The course of COVID-19 coronavirus infection 

in identical twins markedly differed. Patient A. had peripheral blood lymphocytosis, slightly increased ESR, CRP, ferri-

tin, IL-6, and D-dimer level. A paired twin brother (patient S.) had lymphopenia, ESR accelerated up to 20 mm/h, CRP 

pronouncedly increased  up to 10 mg/ml, IL-6 — up to 9,5 pg/ml, and D-dimer — up to 750 ng/ml. Condition of the pa-

tient A. remained stable, on day 13th of treatment, the patient was discharged from the hospital. The condition of the pa-

tient S. on day 3rd of hospitalization deteriorated sharply. Considering the decrease in SpO2 level down to 88%, the damage 

of the lung parenchyma was more than 70%, resulting in the use of antibacterial drugs, anti-IL-6 monoclonal antibodies 

as well as selective reversible inhibitor of Janus-kinases 1 and 2. On day 16th of treatment, subjectively, the patient showed 

an improvement in general condition. During the next two days, the patient’s condition revealed marked positive dynamics 

on day 19th of hospital stay, the patient was discharged for rehabilitation. Thus, significant differences in the severity of the 

course of the new coronavirus infection in identical twins with similar medical history and lack of confounding comor-

bidities are most likely due to the initial dose of the viral load which was an important factor determining the development 

and course of infection.

Key words: COVID-19, identical twins, clinical case, course features, COVID-19 treatment, monoclonal antibodies.

Введение

Новая коронавирусная инфекция COVID-19, 

возникшая в декабре 2019 г. в Китае, стре-

мительно распространилась по всему миру, 

и в марте 2020 г. Всемирной организацией здра-

воохранения было объявлено о начале панде-

мии [5, 11].

На протяжении двух лет проблема особен-

ностей клинического течения и принципов 

лечения данной инфекции остается самой 

обсуждаемой. Клиника коронавирусной ин-

фекции может проявляться бессимптомным 

носительством, латентным течением, мани-

фестными формами заболевания с поражени-

ем легких, сердечно-сосудистой, кровеносной 

и нервной систем, урогенитального и желудоч-

но-кишечного трактов [3, 12]. Многочисленные 

исследования механизмов развития COVID-19, 

проведенные зарубежными и отечественными 

учеными, внесли существенный вклад в из-

учение патогенеза и разработку эффективных 

методов лечения с применением моноклональ-

ных антител к цитокинам и их рецепторам, 

ингибиторов Янус-киназ, плазмы реконвалес-

центов и др. [10, 13]. Вместе с тем достоверных 

прогностических критериев, определяющих 

особенности течения и исход заболевания, 

не установлено [6, 15]. К факторам риска небла-

гоприятного течения относят пожилой возраст, 

сопутствующую патологию сердечно-сосудис-

той и дыхательной систем, сахарный диабет, 

избыточную массу тела [10, 13]. Также выявле-

ны лабораторные критерии тяжелого течения 

COVID-19, к которым относят лимфопению, 

значительное увеличение СРБ, ферритина, 

интерлейкина-6 (IL-6), фактора некроза опу-

холи (TNFα), D-димера, трансаминаз и др. [8, 

13]. Одним из факторов неблагоприятного те-

чения коронавирусной инфекции является не-

контролируемая активация иммунной системы 

с высвобождением огромного количества цито-

кинов («цитокиновый шторм») [2, 4]. Научный 

и практический интерес представляют также 

особенности клинического течения новой ко-

ронавирусной инфекции у пациентов с редкой 

коморбидной патологией (генетичес кими забо-

леваниями, трансплантацией органов и тканей 

в анамнезе, паранеопластическими процесса-

ми) [1, 15]. В связи с этим представляет интерес 

течение COVID-19 у однояйцевых близнецов.

Материалы и методы

Пациенты А. и С., 39 лет, однояйцевые 

близнецы, находились на стационарном лече-

нии в Областной инфекционной клинической 

больнице имени Н.А. Семашко в апреле 2021 г. 

Больным проводили ежедневное динамичес-

кое наблюдение за состоянием с контролем 

температуры тела, артериального давления, 

сатурации (SpO2), аускультативной картины 

в легких. Комплексное обследование включа-

ло общий клинический и биохимический ана-

лизы крови, коагулограмму, иммунограмму, 

электрокардио графию, ультразвуковые методы 

исследования, компьютерную томографию ор-

ганов грудной клетки.

Результаты и обсуждение

В статье представлены клинические случаи 

новой коронавирусной инфекции COVID-19 

у однояйцевых близнецов.

Пациенты А. и С., 39 лет, поступили в об-

ластную клиническую инфекционную больни-

цу им. Н.А. Семашко с жалобами на повыше-

ние температуры до 37,5–37,8°С, сухой кашель, 

одышку в покое, слабость. Оба пациента забо-

лели одновременно, на четвертый день после 
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контакта с отцом, у которого была диагности-

рована коронавирусная инфекция COVID-19, 

подтвержденная ПЦР-тестом.

При оценке объективного статуса обоих 

пациентов их общее состояние оценено как 

среднетяжелое: температура — 37,8°С, вялость, 

адинамия, кожные покровы и видимые сли-

зистые обычной окраски, сыпи нет, лимфати-

ческие узлы не увеличены. Костно-мышечная 

система без особенностей. Дыхание глубокое, 

ритмичное, голосовое дрожание ослаблено, 

перкуторный звук притуплен с обеих сторон, 

при аускультации на фоне ослабленного дыха-

ния выслушивались влажные мелкопузырча-

тые хрипы с обеих сторон, число дыхательных 

движений (ЧДД) — 21 в минуту, сатурация 

(SpO2) — 96%, пульс — 90 уд/мин, артериальное 

давление 130/90 мм рт.ст. Со стороны других ор-

ганов и систем патологии не выявлено.

При исследовании мазка из зева и носа ме-

тодом полимеразной цепной реакции (ПЦР) 

обнаружена РНК SARS-CoV-2. Обоим паци-

ентам был поставлен клинический диагноз: 

«Коронавирусная инфекция COVID-19 под-

твержденная, среднетяжелая форма. Двусто-

ронняя полисегментарная пневмония средней 

степени тяжести, ДН I степени».

При проведении лабораторного исследо-

вания были получены следующие результаты 

(табл. 1).

Несмотря на схожесть данных анамнеза 

и клинических проявлений, в лабораторных 

анализах уже при поступлении были выявле-

ны некоторые различия. У пациента А. в кро-

ви отмечался лимфоцитоз до 46%, увеличение 

СРБ до 5 мг/мл, ферритина до 333 нг/мл, IL-6 

до 7,5 пг/мл, D-димера — до 560 нг/мл. В отли-

чие от пациента А., у его брата-близнеца (паци-

ент С.) отмечалась лимфопения до 16%, ускоре-

ние СОЭ до 20 мм/ч, значительное увеличение 

СРБ до 10 мг/мг, IL-6 до 9,5 пг/мл, D-димера — 

до 750 нг/мл (табл. 2).

При проведении компьютерной томогра-

фии (КТ) органов грудной клетки у больного А. 

в обоих легких определялись округлые участки 

уплотнения легочной ткани по типу «матового 

стекла» на фоне неравномерного утолщения 

внутридолькового интерстиция, ориентиро-

вочный объем поражения правого легкого — 

до 25%, левого — до 20% (КТ-1), визуализиро-

вались медиастинальные лимфоузлы до 0,7–1,2 

см, в кардиоваскулярной зоне отмечена неболь-

шая дилатация сердца, КТИ до 0,52.

У больного С. при КТ органов грудной 

клетки в легких также определялись округлые 

участки уплотнения легочной ткани по типу 

«матового стекла» на фоне неравномерного 

утолщения внутридолькового интерстиция, 

но ориентировочный объем поражения правого 

легкого доходил до 35%, левого — до 40% (КТ-2), 

Таблица 1. Динамика клинических и биохимических показателей крови у больных COVID-19

Table 1. Dynamics of clinical and biochemical blood parameters in patients with COVID-19

Показатели

Indicators

Референсные 
значения

Reference 
meaning

01.04.21 03.04.21 05.04.21 11.04.21 16.04.21

А. С. А. С. А. С. А. С. С.

Лейкоциты, × 109/л

Leukocytes, × 109/l
4–9 3,6 3,7 9,1 11,4 7,1 10,5 9 10,8 9,9

Лимфоциты, %

Lymphocytes, %
18–40 46 16 22 14 20 6 35 16 17

Тромбоциты, %

Platelets, %
180–320 140 125 210 174 160 166 246 202 216

Моноциты, %

Monocytes, %
2–9 3 2 2 3 5 1 5 4 5

СОЭ, мм/ч

ESR, mm/h
2–10 12 20 10 30 8 25 10 20 15

Общий белок, г/л

Total protein, g/l
60–80 76 73 70 60 65 59 61 56 50

СРБ, мг/мл

CRP, mg/ml
0–5 5 10 4 33 4 6 1 4 3

Ферритин, нг/мл

Ferritin, ng/ml
20–250 333 179 140 190 11 197 96 122 110

IL-6, пг/мл

IL-6, pg/ml
0–7 7,5 9,5 2,9 15,4 3,5 9,2 3,7 7,5 6,8

Примечание. А. — пациент со среднетяжелым течением COVID-19, С. — пациент с тяжелым течением COVID-19.
Note. A. — patient with a moderate form of COVID-19, C. — patient with a severe form of COVID-19.
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Инфекция и иммунитетС.М. Юдина и др.

визуализировались медиастенальные лимфоуз-

лы до 0,8–1,3 см, патологии в кардиоваскуляр-

ной зоне не отмечено.

Таким образом, у пациента С. уже при поступ-

лении, несмотря на среднюю тяжесть состояния, 

отмечены более выраженные изменения в лабо-

раторных показателях и данных КТ.

Согласно временным методическим реко-

мендациям по профилактике, диагностике 

и лечению COVID-19 (версия 10), пациентам 

была назначена противовирусная (фавипира-

вир 1800 мг два раза в сутки в первый день, далее 

по 800 мг 2 раза в сутки) и противовоспалитель-

ная терапия (дексаметазон 20 мг по схеме), ан-

тикоагулянты (апиксабан 5 мг два раза в сутки).

Состояние больного А. оставалось стабиль-

ным, на фоне проводимого лечения уже на чет-

вертый день пребывания в стационаре отме-

чалась выраженная положительная динамика: 

уменьшение одышки, кашля, нормализация 

температуры. Улучшение состояния сочеталось 

с восстановлением лабораторных показателей 

до референсных значений. При проведении 

рентгенологического исследования, по срав-

нению с предыдущим результатом, отмечена 

положительная динамика, характеризующая-

ся уменьшением инфильтрации легочной тка-

ни. При анализе исследования мазков из носа 

и зева от 12 апреля на COVID-19 методом ПЦР 

получен отрицательный результат. На 13-й день 

лечения больной был выписан из стационара 

под наблюдение врача по месту жительства.

У больного С. на 3-й день пребывания в ста-

цио наре отмечалось резкое ухудшение состоя-

ния: повышение температуры до 39,5°С, нарас-

тание одышки смешанного характера в покое, 

ощущение нехватки воздуха, увеличение ЧДД 

до 28 в минуту, SpO2 снизилось до 88%. Это соче-

талось с прогрессированием лимфопении до 15%, 

лейкопения сменилась лейкоцитозом до 11,4 × 
109/л, увеличились уровни ЛДГ до 380 ед/л, 

СРБ до 33 мг/мл и D-димера до 900 нг/мл. 

При проведении рентгенологического исследо-

вания выявлено прогрессирование поражения 

легких более 70%, начальные признаки острого 

респираторного дистресс-синдрома. Учитывая 

снижение уровня SpO2 до 88%, поражение па-

ренхимы легких более 70%, консилиумом вра-

чей состояние больного оценено как крайне 

тяжелое, и было принято решение о проведении 

неинвазивной оксигенотерапии через лицевую 

маску с накопителем, скорость подачи кислоро-

да 12 л/мин, прон-позиция на животе не менее 

16 часов в день. При кислородной поддержке 

уровень SpO2 был 95%.

С учетом тяжести состояния больному в до-

полнение к проводимому лечению были на-

значены антибактериальные препараты (внут-

ривенно — меропенем по 1 г 3 раза в сутки, 

лево флоксацин в дозе 500 мг два раза в сутки), 

препарат моноклональных антител к IL-6 — оло-

кизумаб (Артлегиа), 160 мг подкожно.

В течение следующих трех дней состояние 

пациента оставалось стабильно тяжелым, пов-

торно вводился олокизумаб, а также был назна-

чен селективный обратимый ингибитор Янус-

киназ 1 и 2 (барицитиниб) по 4 мг в сутки.

По результатам лабораторных исследований 

у больного С. сохранялась лимфопения — 6%, 

уровень СРБ снизился до 6 мг/мл, содержание 

D-димера увеличилось до 2680 нг/мл, что поч-

ти в 10 раз превышало нормальные значения. 

При проведении ультразвукового исследования 

плевральных полостей отмечалась резко выра-

женная консолидация легочной ткани, также 

обнаружены УЗИ-признаки гепатоспленомега-

лии, диффузные изменения паренхимы пече-

ни, поджелудочной железы, почек. Состояние 

больного оставалось стабильно тяжелым.

При проведении рентгенографии органов 

грудной клетки на 12-й день лечения отмече-

на небольшая положительная динамика: сле-

ва уменьшилась инфильтрация с сохранением 

прежней протяженности поражения легоч-

Таблица 2. Динамика показателей коагулограммы у больных COVID-19

Table 2. Dynamics of coagulogram parameters in patients with COVID-19

Показатели

Indicators

Референсные 
значения

Reference 
meaning

01.04.21 03.04.21 05.04.21 12.04.21 16.04.21

А. С. А. С. А. С. А. С. С.

ПТИ, %

PTI, %
80–105 95 115 107 90 89 102 97 93 105

МНО, у.е.

INR, cu
0,3–1,5 1,05 0,87 0,94 1,1 1,11 1,06 1,03 1,08 0,95

АЧТВ, с

APTT, s
24–35 28 23 25 30 26 29 29 30 26

D-димер, нг/мл

D-dimer, ng/ml
0–250 560 700 460 900 300 2680 300 1230 650

Примечание. А. — пациент со среднетяжелым течением COVID-19, С. — пациент с тяжелым течением COVID-19.
Note. A. — patient with a moderate form of COVID-19, C. — patient with a severe form of COVID-19.
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ной паренхимы, справа отмечалась тенденция 

к увеличению интенсивности инфильтрации 

в периферических зонах, преимущественно 

в проекции S3, 4, 5, 6, 8, 9, что расценено как 

стабилизация процесса.

На 16-й день лечения проведена КТ органов 

грудной клетки в динамике: в периферичес-

ких отделах обоих легких выявлены округлые 

участки уплотнения легочной ткани по типу 

«матового стекла» на фоне неравномерного 

утолщения внутридолькового интерстиция, 

ориентировочный объем поражения право-

го легкого снизился с 75 до 40%, левого — с 70 

до 35%, визуализировались медиастинальные 

лимфоузлы до 0,7–1,3 см, в кардиоваскулярной 

зоне отмечена небольшая дилатация сердца, 

КТИ до 0,58.

В лабораторных показателях также отмече-

на положительная динамика: увеличение ко-

личества лимфоцитов до 16%, снижение СРБ 

до 4 мг/мл, ферритина до 122 нг/мл, D-димера 

до 1200 нг/мл. Субъективно у больного отме-

чалось улучшение самочувствия: уменьшение 

одышки, кашля, снижение температуры тела 

до нормальных значений, улучшение аппети-

та. В течение следующих двух дней наблюда-

лась выраженная положительная динамика. 

Результат анализа исследования мазков из носа 

и зева от 18 апреля на COVID-19 методом ПЦР 

был отрицательный, и на 19-й день пребывания 

в стационаре больной выписан для проведения 

реабилитации по месту жительства.

Заключение

Таким образом, существенные различия 

в тяжести течения новой коронавирусной ин-

фекции у однояйцевых близнецов с одинако-

вым анамнезом, отсутствием отягощающих 

коморбидных состояний, вероятнее всего, 

обусловлены начальной дозой вирусной на-

грузки, явившейся важным фактором, опре-

деляющим развитие и течение инфекции [6, 

8]. Инфицирование большим количеством ви-

русных частиц вызывает неадекватно сильный 

иммунный ответ с включением врожденного 

и адаптивного иммунитета [7, 9]. Результатом 

активации клеток врожденного иммунитета 

является синтез большого количества провос-

палительных цитокинов, в том числе интерфе-

ронов, хемокинов и других медиаторов воспа-

ления, а также стимуляция макрофагов и ден-

дритных клеток, индуцирующих развитие кле-

точного и гуморального иммунного ответа, что 

способствует дальнейшему прогрессированию 

воспалительного процесса [4, 14]. При инфици-

ровании меньшим количеством вируса защит-

ный иммунный ответ развивается адекватно, 

без резкой продукции биологически активных 

веществ [3, 7]. Согласно нашему наблюдению, 

мероприятия, направленные на уменьшение 

вирусной нагрузки, могут оказаться решающи-

ми для разработки эффективных методов ле-

чения и профилактики новой коронавирусной 

инфекции COVID-19.
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УСИЛЕНИЕ ГЕНЕРАЦИИ ГИДРОКСИЛЬНЫХ 

РАДИКАЛОВ ЛЕЙКОЦИТАМИ ЧЕЛОВЕКА 

В ПРИСУТСТВИИ БАКТЕРИАЛЬНЫХ ДИАМИНОВ 

КАК ПРОЯВЛЕНИЕ ИММУНОМОДУЛИРУЮЩЕГО 

ВЛИЯНИЯ МИКРОБНЫХ МЕТАБОЛИТОВ

А.П. Годовалов, Т.И. Карпунина, И.А. Морозов

ФГБОУ ВО Пермский государственный медицинский университет им. акад. Е.А. Вагнера Минздрава России, г. Пермь, Россия

Резюме. В последнее время интерес к исследованию роли полиаминов в межклеточных взаимотношениях, 

особенно в очаге воспаления, где наблюдается накопление этих поликатионов, увеличивается. Особое вни-

мание в этом плане привлекают продукты микробного происхождения — кадаверин и путресцин. Описана 

роль полиаминов как «скавенджеров» свободных радикалов, но до сих пор нет данных о их влиянии на ра-

дикал-продуцирующую активность лейкоцитов. Цель исследования — изучение особенностей генерации 

гидроксильных радикалов лейкоцитами человека под влиянием полиаминов микробного происхождения. 

Материалы и методы. Пробы периферической венозной крови были получены от 20 практически здоровых 

доноров. Для оценки продукции кислородных радикалов проводили реакцию люминол-зависимой хемилю-

минесценции с лейкоцитами крови, предварительно инкубированными с кадаверином (0,01 М) и путресци-

ном (0,01 М). Измерение проводили на люминометре Luminoskan Ascent® Thermo Labsystems (США) в течение 

180 мин. Для статистического анализа использовали интегральный показатель хемилюминисценции за весь 

период измерения (RLU). Результаты и обсуждение. Показано, что кадаверин оказывает стимулирующее 

влияние на способность лейкоцитов к продукции радикалов (усредненная площадь под кривой 6,7±0,7 у.е., 

p < 0,05). Путресцин слабо влиял на радикал-продуцирующую активность клеток человека (2,8±0,4 у.е., p < 

0,05). Такая ситуация может быть обусловлена непосредственным влиянием поликатионов на механизмы ге-

нерации радикалов, а также увеличением активности диаминоксидазы лейкоцитов, которая катализирует 

превращение диаминов в аминоальдегид, что сопровождается выделением перекиси водорода, вступающей 

в реакцию с люминолом. Кроме того, фермент инактивирует и другие соединения, такие как гистамин, что 

приводит к формированию менее выраженной клинической картины. Полиамины, в частности кадаверин 

и путресцин, можно отнести к факторам ремоделирования метаболической активности лейкоцитов организ-

ма-хозяина, что направлено на сохранение жизнеспособности и увеличение численности микроорганизмов. 

Заключение. Таким образом, кадаверин и путресцин, продукция которых осуществляется микроорганизмами 

в зависимости от условий микроокружения, очевидно, могут рассматриваться в качестве медиаторов, опосре-

дующих мало- или бессимптомное течение воспалительных заболеваний, что способствует реализации пер-

систентного потенциала бактерий.

Ключевые слова: кадаверин, путресцин, лейкоциты, гидроксильные радикалы, хемилюминесценция, микроорганизмы.
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ENHANCED HYDROXYL RADICAL GENERATION BY HUMAN LEUKOCYTES EXPOSED TO BACTERIAL 

DIAMINES HIGHLIGHTING IMMUNOMODULATORY EFFECT OF MICROBIAL METABOLITES

Godovalov A.P., Karpunina T.I., Morozov I.A.

E.A. Vagner Perm State Medical University, Perm, Russian Federation

Abstract. Recently, there have been increasing an interest to study a role of polyamines in intercellular interactions, espe-

cially in the focus of inflammation, where accumulation of such polycations is observed. In this regard, products of mi-

crobial origin — cadaverine and putrescine — are of particular attention. The role of polyamines as «scavengers» of free 

radicals has been described, but no data of their effect on the leukocyte radical-producing activity have been obtained so 

far. The aim of the investigation was to study features of hydroxyl radical generation by human leukocytes exposed to mi-

crobe-derived polyamines. Materials and methods. Peripheral venous blood samples were obtained from 20 healthy donors. 

To assess radical production, a luminol-dependent chemiluminescence reaction was carried out with blood leukocytes 

pre-incubated with cadaverine (0.01 M) and putrescine (0.01 M), measured on a Luminoskan Ascent® Thermo Labsys-

tems luminometer (USA) for 180 min. For statistical analysis, an integral chemiluminescence index was used for the entire 

measurement period (RLU). Results and discussion. It was shown that cadaverine has a stimulating effect on the leukocyte 

potential to produce radicals (averaged area under the curve is 6.7±0.7 r.u., p < 0.05). Putrescine had little effect on the 

radical-producing activity of human cells (2.8±0.4 r.u., p < 0.05). This might be due to the direct influence of polycations 

on the mechanisms of radical generation, as well as increased activity of leukocyte diamine oxidase catalyzing the conver-

sion of diamines into aminoaldehyde, which is accompanied by the release of hydrogen peroxide reacting with luminol. 

In addition, the enzyme inactivates other compounds, such as histamine leading to formation of a less pronounced clini-

cal picture. Polyamines, particularly cadaverine and putrescine, can be referred to the factors remodeling the metabolic 

activity of the host leukocytes, which is aimed at maintaining the viability and increasing the number of microorganisms. 

Conclusion. Thus, cadaverine and putrescine produced by microorganisms, depending on the conditions of the microenvi-

ronment, might be evidently considered as mediators of the mild or asymptomatic course of inflammatory diseases, which 

contributes to underlying persistent potential of bacteria.

Key words: cadaverine, putrescine, leukocytes, hydroxyl radicals, chemiluminescence, microorganisms.

В современной микробиологии наблюдает-

ся смена лидирующих тенденций: возбудите-

ли острых инфекционных заболеваний отхо-

дят на второй план, в то время как этиология 

и патогенез состояний со стертой клиникой, 

а тем более бессимптомная инфекция или но-

сительство, оставаясь по сей день относитель-

но малоизученными, привлекают все большее 

внимание исследователей. Отчасти такие мета-

морфозы связаны с наращиванием условно па-

тогенной микрофлорой персистентного потен-

циала. Еще в середине прошлого века сначала 

Hobby G.L. (1942), а позднее Bigger J.W. обратили 

внимание на отсутствие полной стерилизации 

пенициллином культур Staphylococcus аureus [7]. 

Именно Bigger J.W. впервые применил к выжив-

шей субпопуляции бактерий название клетки-

персисторы («неделящиеся, бездействующие 

клетки») [7]. Однако лишь через несколько де-

сятков лет была осознана значимость проблемы 

персистенции микроорганизмов [11, 16].

Персистентный потенциал обеспечивается 

различными приспособительными механиз-

мами, выработанными бактериями в процессе 

эволюции, и универсален как для патогенов, 

так и для представителей индигенной микро-

флоры [1]. Памятуя о том, что противоми-

кробную защиту в организме человека, наряду 

с гуморальными факторами, осуществляют 

иммунокомпетентные клетки [10], логично 

предположить наличие у персистирующих 

бактерий метаболитов, оказывающих опреде-

ленное влия ние непосредственно на функцио-

нальную активность клеточных эффекторов 

иммунитета.

В последнее время возрастает интерес к ис-

следованию роли полиаминов (ПА) в межкле-

точных взаимоотношениях, особенно в очаге 

воспаления, где наблюдается накопление этих 

поликатионов [14, 19]. Привлекают внимание 

в этом плане ПА микробного происхождения — 

кадаверин и путресцин [23]. Показано, что такие 

факторы, как дефицит питательных веществ, 

действие антимикробных и других реактан-

тов, которые в очаге воспаления представлены 

в большом количестве, увеличивает скорость 

синтеза кадаверина и путресцина Escherichia 

coli, Salmonella typhimurium, Vibrio cholerae [5, 6, 

21]. Описана роль ПА как «скавенджеров» сво-

бодных радикалов [13], но до сих пор нет данных 

об их влиянии на радикал-продуцирующую ак-

тивность лейкоцитов. Известно, что генерация 

активных форм кислорода (пероксид водорода, 

супероксидный анион-радикал, синглетный 

кислород, гидроксильный радикал, гипохло-

рид) является ключевым звеном деструкции фа-

гоцитированных объектов [18]. Нарушение это-

го компонента фагоцитоза приводит к его неза-

вершенности, когда микроорганизмы успешно 

персистируют в цитоплазме фагоцитов [12, 24].

Цель исследования — изучение особенно-

стей генерации гидроксильных радикалов лей-

коцитами человека под влиянием полиаминов 

микробного происхождения.
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Материалы и методы

Пробы периферической венозной крови 

были получены от 20 практически здоровых до-

норов. Для оценки продукции гидроксильных 

радикалов проводили реакцию люминолза-

висимой хемилюминесценции (ЛЗХЛ) с лей-

коцитами крови [22], выделенными методом 

седиментации с 0,1% метилцеллюлозой (Sigma-

Aldrich, США), с последующей прединкубацией 

с кадаверином (0,01 М) и путресцином (0,01 М) 

в течение 60 мин при 37°С. При постановке ре-

акции ЛЗХЛ использовали 2 × 10–4 M натриевой 

соли люминола (Sigma, США), предобрабо-

танные ПА клетки (25 × 106/мл) и неопсонизи-

рованный зимозан (конечные концентрации 

15, 150 и 1500 мкг/мл). Измерение проводили 

на люминометре Lumino skan Ascent® (Thermo 

Labsystems, США) в течение 180 мин. Для ста-

тистического анализа использовали интеграль-

ный показатель хемилюминисценции за весь 

период измерения (RLU).

Статистическую обработку данных про-

водили с использованием пакета Statistica 7.0. 

Для проверки нормальности распределения ис-

пользовали критерий Шапиро–Уилка. В слу-

чае распределения, приближенного к нормаль-

ному, использовали t-критерий Стьюдента, 

в остальных случаях — критерий Манна–Уитни 

для оценки значимости различий. За порого-

вый уровень значимости принимали величину 

p < 0,05. Результаты представлены в виде сред-

него и его ошибки (M±m).

Результаты и обсуждение

При оценке радикал-продуцирующей функ-

ции лейкоцитов показано, что классический 

стимулятор зимозан оказывал дозозависимое 

влияние на синтез активных форм кислорода 

(рис., А). Средняя площадь под кривой, описы-

вающей генерацию радикалов при использо-

вании зимозана в концентрации 15 мг/мл, со-

ставила 3,1±0,4 у.е., 150 мг/мл — 5,5±1,2 у.е. (p = 

0,05) и 1500 мг/мл — 9,1±1,3 у.е. (p < 0,05 к кон-

центрации 15 и 150 мг/мл).

Прединкубация клеток с ПА оказывала не-

однозначное действие на способность лейко-

Рисунок. Влияние зимозана (А), кадаверина и путресцина (Б) на радикал-продуцирующую 

активность лейкоцитов

Figure. Zymosan (A), cadaverine and putrescine (B) affecting leukocyte radical-production activity
Примечание. По оси ординат — интегральный показатель хемилюминисценции за весь период измерения (RLU), 
по оси абсцисс — минуты.
Note. Y-axis: integral chemiluminescence index for the entire measurement period (RLU), x-axis: duration (minutes).
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цитов к продукции радикалов. Так, действие 

кадаверина сопоставимо с таковым при мак-

симальной концентрации зимозана (рис., Б). 

Усредненная площадь под кривой составила 

6,7±0,7 у.е. (p < 0,05 к пробам с зимозаном в кон-

центрации 15 мг/мл). В противоположность 

этому, после предобработки клеток путресци-

ном максимальный уровень радикал-продуци-

рующей активности не достигал такового при 

минимальной концентрации зимозана (рис., Б). 

Площадь под кривой в пробах лейкоцитов, пре-

добработанных путресцином — 2,8±0,4 у.е. (p < 

0,05 к пробам с зимозаном в концентрации 150 

и 1500 мг/мл).

Синтез полиаминов бактериальными клет-

ками в очаге воспаления необходим по ряду при-

чин и основная среди них — защита от активных 

форм кислорода, которые в большом количестве 

продуцируются лейкоцитами. В такой ситуации 

логично предположить повышение уровня по-

лиаминов микробного происхождения в очаге, 

что было зарегистрировано нами ранее [2, 4]. 

Кроме этого нами показано влияние путресци-

на и кадаверина на поглотительную активность 

нейтрофилов и моноцитов [3]. На этом фоне вы-

явленное в настоящем исследовании увеличе-

ние продукции радикалов предобработанными 

нейтрофилами и моноцитами кажется парадок-

сальным, но среди причин такой ситуации мож-

но рассматривать и непосредственное влияние 

поликатионов на механизмы генерации ради-

калов [18], и активность диаминоксидазы лейко-

цитов. Этот фермент катализирует превращение 

диаминов в аминоальдегид, что сопровождается 

выделением перекиси водорода, которая взаи-

модействует с люминолом [20], присутствующим 

в реакционной смеси. Повышение активности 

диаминоксидазы при активации лейкоцитов яв-

ляется закономерным феноменом. В исследова-

ниях Houen G. и соавт. [15] показано, что актив-

ность диаминоксидазы увеличивается практи-

чески сразу после активации фагоцитирующих 

клеток. При этом фермент выполняет антиме-

диаторную противовоспалительную функцию, 

инактивируя гистамин и другие диамины, в том 

числе кадаверин и путресцин [9]. Такая ситуация 

является благоприятной для микроорганизмов, 

когда их структуры защищены избытком поли-

аминов и они в свою очередь активируют анти-

медиаторный фермент, результатом деятельнос-

ти которого в итоге будет снижение активности 

воспаления [8, 25], что и было прослежено нами 

в исследованиях in vivo [2].

Различия в степени воздействия кадавери-

на и путресцина возможно связаны с разными 

механизмами их влияния на фагоцитирующие 

клетки. Путресцин — исходное соединение для 

синтеза двух физиологически активных полиа-

минов — спермидина и спермина [17], которые 

могут оказывать ингибирующее влияние на ге-

нерацию кислородсодержащих продуктов.

Заключение

Таким образом, предложенная нами ранее 

гипотеза о том, что ПА представляют собой ре-

цептор-независимый фактор микробной агрес-

сии [3], с одной стороны, благодаря получен-

ным результатам, находит свое подтверждение, 

но в то же время прослеживается полифункцио-

нальность этих соединений. Кадаверин и пут-

ресцин, продукция которых осуществляется 

микроорганизмами в зависимости от условий 

микроокружения, очевидно, можно рассмат-

ривать в качестве медиаторов, опосредующих 

мало- или бессимптомное течение воспали-

тельных заболеваний, что способствует реали-

зации персистентного потенциала бактерий.
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ОЦЕНКА АЛЛЕРГИЧЕСКОЙ СЕНСИБИЛИЗАЦИИ 

К НЕКОТОРЫМ ПЛЕСНЕВЫМ ГРИБАМ

В.А. Метельская, Н.С. Матвеевская, О.Г. Гречишникова, А.В. Сафронова

Московский научно-исследовательский институт эпидемиологии и микробиологии им. Г.Н. Габричевского, Москва, Россия

Резюме.  Проведена оценка аллергической сенсибилизации 894 пациентов (из них 478 человек — в 2018 г. 

и 416 — в 2019 г.), проходивших обследование в консультативно-диагностическом центре Московского на-

учно-исследовательского института эпидемиологии и микробиологии им. Г.Н. Габричевского, к некоторым 

плесневым грибам путем определения в сыворотке крови специфических IgE-антител высокоспецифичным 

и высокочувствительным методом иммуноблота (тест-системы RIDA AllergyScreen, R-Biopharm AG, Герма-

ния). Установлена распространенность лиц с повышенным уровнем специфических IgE-антител к плесневым 

грибам Alternaria alternata, Aspergillus fumigatus, Cladosporium herbarum и Penicillium notatum. Все обследуемые па-

циенты были поделены на две возрастные группы: 1 — группа детей в возрасте от 1 года до 17 лет, всего за два 

года 548 детей (из них 303 девочки и 245 мальчиков), 2 — группа взрослых в возрасте от 18 лет и старше, всего 

за два года 346 человек (из них 231 женщина и 115 мужчин). Результаты. В 2018 г. при исследовании образцов 

сывороток 478 пациентов атопическая сенсибилизация к плесневым грибам была выявлена у 25,3% (n = 121) 

обследованных, из них в I группе — 17,9% (n = 86), во II — 7,4% (n = 35). В 2019 г. из 416 образцов сывороток ато-

пическая сенсибилизация к плесневым грибам была выявлена у 20,7% (n = 86) обследованных, из них в I груп-

пе — 13,5% (n = 56), во II — 7,2% (n = 30). В 2018 г. из 121 положительных образцов специфические IgE-антитела 

к разным плесневым грибам немного чаще определялись у лиц женского пола — 53,7% (n = 65), из них девочек 

было 75,3% (n = 49), женщин — 24,7% (n = 16). В 2019 г. из 86 положительных образцов специфические IgE-

антитела к разным плесневым грибам немного чаще определялись у лиц мужского пола — 51,2% (n = 44), 

из них мальчиков было 79,5% (n = 35), мужчин — 20,5% (n = 9). Наиболее часто выявлялась атопическая сенси-

билизация к плесневому грибу Alternaria alternata: за рассматриваемый период времени из 207 положительных 

образцов она была определена в 186 пробах (89,9%). IgE-антитела в сыворотке крови к плесневым грибам чаще 

определяются у детей в возрасте до 17 лет вне зависимости от пола пациента.

Ключевые слова: специфические IgE-антитела, распространенность, иммуноблот, плесневые грибы, атопическая 

сенсибилизация, аллергическая реакция.

ESTIMATING ALLERGIC SENSITIZATION TO SOME MOLD FUNGI

Metelskaya V.A., Matveevskaya N.S., Grechishnikova O.G., Safronova A.V.

G.N. Gabrichevsky Scientific Research Institute for Epidemiology and Microbiology, Moscow, Russian Federation

Abstract. The assessment of allergic sensitization of 894 patients (478 and 416 of them examined in 2018 and 2019, respec-

tively) who were examined at the consultative and Diagnostic center of G.N. Gabrichevsky Scientific Research Institute 

for Epidemiology and Microbiology, Moscow, for some mold fungi was carried out by measuring serum specific IgE an-
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tibody level by using a highly specific and highly sensitive immunoblot method (RIDA AllergyScreen test systems, R-

Biopharm AG, Germany). The prevalence of patients with elevated levels of specific IgE antibodies to mold fungi Alternaria 

alternata, Aspergillus fumigatus, Cladosporium herbarum and Penicillium notatum was found. All the examined patients at 

each time point was divided into two age groups: group 1 — children aged 1 to 17 years, 548 children within the two-year 

period (303 of them girls and 245 boys), group 2 — adults aged at least 18 years old, 346 subjects within the same period (231 

of them women and 115 men). Results. In 2018, out of 478 serum samples, atopic sensitization to mold fungi was detected 

in 25.3% (n = 121) of the examined subjects, of which 17.9% (n = 86) and 7.4% (n = 35) was found in group 1 and group 2, 

respectively. In 2019, out of 416 serum samples, atopic sensitization to mold fungi was detected in 20.7% (n = 86) of the 

examined subjects, of which 13.5% (n = 56) and 7.2% (n = 30) was found in group 1 and group 2, respectively. In 2018, out 

of 121 positive samples, specific IgE antibodies to various mold fungi were slightly more often detected in females — 53.7% 

(n = 65), of which 75.3% (n = 49) and 24.7% (n = 16) were girls and women, respectively. In contrast, in 2019, out of 86 posi-

tive samples, specific IgE antibodies to various mold fungi were slightly more often detected in males reaching 51.2% (n = 

44), of which 79.5% (n = 35) and 20.5% (n = 9) were boys and men, respectively. Atopic sensitization to the mold fungus 

Alternaria alternata was most often detected: during the study period, out of 207 positive samples, it was found in 186 sam-

ples (89.9%). Serum IgE antibodies to mold fungi are more often detected in children under 17, in sex-independent manner.

Key words: specific IgE antibodies, prevalence, immunoblot, mold fungi, atopic sensitization, allergic reaction.

Введение

Отличительной особенностью плесневых 

грибов является способность колонизировать 

организм человека, расти и размножаться in vivo, 

воздействуя на иммунную систему. Патоло-

гический процесс чаще локализуется в дыха-

тельных путях, приводя к развитию аллерги-

ческих и грибковых инфекционных заболева-

ний [3, 4]. Основным путем сенсибилизации 

микромицетами является аэрогенный, следова-

тельно, аллергенной является воздушная среда 

с преобладанием спор грибов [4]. При попадании 

в организм человека с вдыхаемым воздухом, до-

машней пылью и пищей плесневые грибы могут 

вызывать развитие аллергических реакций как 

немедленного, так и замедленного типа на сами 

грибковые аллергены, а также сочетание раз-

личных типов аллергических реакций к пато-

генным, условно-патогенным и непатогенным 

плесневым грибам. Наибольшее клиническое 

распространение имеет IgE-опосредованный 

тип аллергической реакции [2, 4].

По литературным данным, плесневые грибы 

Alternaria, Cladosporium, Penicillium и Aspergillus 

составляют примерно 75% всей споровой мас-

сы, содержащейся в атмосферном воздухе и воз-

духе внутри помещений, где определяется более 

100 видов грибов [1]. Теплый воздух и высокая 

влажность — идеальные условия для размноже-

ния плесени в атмосферном воздухе, на стенах 

и в воздухе внутри зданий, а также на продуктах 

питания. Источники плесневых грибов могут 

быть наружными (почва в лесу, заплесневелые 

сено и зерно, городские свалки) и внутренни-

ми (плохо проветриваемые жилые помещения, 

ванные комнаты, кухни, библиотеки, листья 

комнатных растений, земля в цветочных горш-

ках (особенно при частом поливе) и т. п.

Все плесневые грибы часто вызывают сину-

ситы, отиты, инфекции кожи, ногтей, легочные 

заболевания, поверхностные или глубокие ми-

козы, изредка — более инвазивные или гене-

рализованные инфекции (чаще и наиболее тя-

жело протекающие у пациентов со сниженным 

иммунитетом), а также аллергические заболе-

вания: бронхиальную астму, аллергический 

бронхолегочный аспергиллез и т. п.

Из плесневых грибов Alternaria alternata, 

Aspergillus fumigatus, Cladosporium herbarum, а так-

же из разных видов Penicillium выделены и оха-

рактеризованы главные аллергены (от 1 до 3) 

и минорные аллергены (от 6 до 20), некоторые 

аллергены разных видов имеют сходную анти-

генную структуру [1, 2]. В настоящее время 

отсутствуют стандартные критерии оценки 

биологической активности аллергенов грибов 

для диагностических тест-систем. Экстракты 

из спор грибов отличаются по составу аллерге-

нов от экстрактов из мицелия и продуктов мета-

болизма. Чаще всего в производстве использует-

ся мицелий гриба, раствор питательной среды, 

поддерживающей его рост, и споры [4].

Целью настоящего исследования стало выяв-

ление среди проходивших обследование в Кон-

сультативно-диагнос тическом центре (КДЦ) 

ФБУН МНИИЭМ им. Г.Н. Габричевского 

в Москве в 2018 и 2019 гг. детей и взрослых с сен-

сибилизацией к некоторым видам плесневых 

грибов: Penicillium notatum, Cladosporium herbarum, 

Aspergillus fumigatus и Alternaria alternata, анализ ви-

довых и количественных показателей сенсибили-

зации плесневыми грибами за указанный период, 

а также изучение возрастного и полового состава 

сенсибилизированных лиц.

Материалы и методы

Проведено аллергологическое исследование 

894 сывороток крови пациентов, обративших-

ся для оказания им медицинских услуг в КДЦ 

МНИИЭМ им. Г.Н. Габричевского (лицензия 
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на осуществление медицинской деятельности 

выдана 26.03.2015 г. № ФС-99-01-009026), из них 

478 образцов — в 2018 г. и 416 — в 2019 г. С каж-

дым пациентом (законным представителем) 

заключен договор на получение платных меди-

цинских услуг, в соответствии с которым па-

циент (законный представитель) дает согласие 

на обработку своих персональных данных для 

научного анализа и последующей публикации 

в специализированной научной медицинской 

литературе без указания своих личных данных.

Все обследуемые пациенты были поделе-

ны на две возрастные группы: I — группа детей 

в возрасте от 1 года до 17 лет (всего 548 человек, 

из них — 303 девочки и 245 мальчиков), II — груп-

па взрослых в возрасте от 18 лет и старше (всего 

346 человек, из них — 231 женщина и 115 мужчин).

Определяли содержание специфических IgE-

антител в сыворотке крови пациентов к аллерге-

нам плесневых грибов Penicillium notatum, Clado-

sporium herbarum, Aspergillus fumigatus и Alter naria al-

ternata методом иммуноблота (тест-система RIDA 

AllergyScreen, R-Biopharm AG, Германия; регист-

рационное удостоверение № ФСЗ 2009/05902).

Тест RIDA AllergyScreen основан на принци-

пе иммуноферментного анализа на нитроцел-

люлозных мембранах (иммуноблот). Аллергены 

в этой тест-системе представлены полными вод-

ными экстрактами плесневых грибов, тo есть со-

держат весь набор аллергенов.

Количественную оценку интенсивности окра-

шивания проводили с помощью экспресс-фото-

метра RIDA X-Screen для аллергодиагностики 

in vitro с соответствующим программным обеспе-

чением (R-Biopharm AG, Германия; регистраци-

онное удостоверение ФС № 2005/347). Результат 

получали в МЕ/мл. Классы аллергореактивности 

(от 0 до 6) назначались автоматически по стан-

дартной кривой. Определенный уровень МЕ/мл 

соответствовал конкретному классу аллергичес-

кой реактивности: 0 — IgE-антитела отсутствуют 

или ниже порога (0,00–0,34 МЕ/мл); 1 — поро-

говый уровень (0,35–0,69 МЕ/мл); 2 — умеренно 

увеличенный уровень (0,7–3,49 МЕ/мл); 3 — зна-

чительно увеличенный (3,5–17,49 МЕ/мл); 4 — вы-

сокий уровень (17,5–49,9 МЕ/мл); 5 — очень вы-

сокий уровень (50,0–100,0 МЕ/мл); 6 — исключи-

тельно высокий уровень (выше 100,0 МЕ/мл).

Статистическая обработка полученных дан-

ных выполнялась на персональном компьютере 

с применением пакета прикладных программ 

Microsoft Excel.

Результаты

Распространенность сенсибилизации к грибам 

в 2018 г. В 2018 г. из 478 обследованных сенси-

билизация к плесневым грибам была выявлена 

у 25,3% (n = 121): в I группе — у 17,9% (n = 86), 

во II — у 7,4% (n = 35). Чаще определялись специ-

фические IgE-антитела в сыворотке к Alternaria 

alternata — у 91,7% (n = 111), из них в I группе — 

у 67,7% (n = 82), во II — у 24,0% (n = 29). У мно-

гих из этих же пациентов также была обнару-

жена сенсибилизация к Cladosporium herbarum — 

у 33,9% (n = 41), из них в I группе — у 21,5% (n = 

26), во II — у 12,4% (n = 15), к Penicillium notatum — 

6,6% (n = 8) всех случаев, из них по 3,3% (n = 4) 

в I и во II группе. Сенсибилизация к плеснево-

му грибу Aspergillus fumigatus встречалась крайне 

редко: специфичес кие IgE определялись только 

у двух детей (1,6%) (n = 2), у взрослых они обна-

ружены не были (рис. 1).

Содержание IgE-антител к аллергенам 

плесневых грибов в 2018 г. по группам. В I груп-

пе среднее содержание IgE в сыворотке кро-

ви к грибу Alternaria составило 7,48 МЕ/мл, 

что соответствует 3 классу аллергореактив-

ности, к Cladosporium — 2,7 МЕ/мл (2 класс), 

к Penicillium — 0,94 МЕ/мл (2 класс), к Aspergillus — 

0,68 МЕ/мл (1 класс). У двух детей (n = 2) уро-

вень IgE-антител в сыворотке крови к Alternaria 

составил выше 100,0 МЕ/мл, тo есть относился 

к 6 классу аллергореактивности (рис. 2).

Во II группе среднее содержание IgE к Alter-

naria составило 7,75 МЕ/мл, что соответствует 

3 классу аллергореактивности, к Cladosporium — 

2,6 МЕ/мл (2 класс), к Penicillium — 0,68 МЕ/мл 

(1 класс), к Aspergillus сенсибилизации обнаруже-

но не было. Только у одного взрослого пациента 

(n = 1) уровень IgE-антител к Alternaria в сыво-

ротке крови был выше 100,0 МЕ/мл (рис. 3).

Распространенность сенсибилизации к грибам 

в 2019 г. Из 416 обследованных в 2019 г. сенси-

билизация к плесневым грибам была выявлена 

у 20,7% (n = 86), из них в I группе — у 13,5% (n = 56), 

во II — у 7,2% (n = 30). Чаще определялась изоли-

рованная грибковая сенсибилизация к Alternaria 

alternata — у 87,2% (n = 75), из них в I группе — 

у 57,0% (n = 49), во II — у 30,2% (n = 26). У мно-

гих из этих же людей также была обнаружена 

аллергия к Cladosporium herbarum — у 32,6% (n = 

28), из них в I группе — у 17,5% (n = 15), во II — 

у 15,1% (n = 13), к Penicillium notatum — у 5,8% (n = 

5), из них 4,6% (n = 4) обследованных I груп-

пы и 1,2% (n = 1) — II группы. Сенсибилизация 

к плесневому грибу Aspergillus fumigatus встреча-

лась также крайне редко: она была определена 

только у 2,3% (n = 2) пациентов: 1,15% (n = 1) в I 

и столько же во II группе (рис. 1).

Содержание IgE-антител к аллергенам плесне-

вых грибов в 2019 г. по группам. В I группе сред-

нее содержание IgE в сыворотке крови к грибу 

Alternaria составило 19,4 МЕ/мл, что соответствует 

4 классу аллергореактивности, к Cladosporium — 

2,14 МЕ/мл (2 класс), к Penicillium — 0,37 МЕ/

мл (1 класс), к Aspergillus — 0,81 МЕ/мл (2 класс). 

У 6 детей (n = 6) уровень IgE-антител в сыво-
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ротке крови к Alternaria был выше 100,0 МЕ/мл, 

тo есть относился к 6 классу аллергореактивно-

сти (рис. 2).

В группе взрослых среднее содержание IgE 

к Alternaria было 6,4 МЕ/мл, что соответствует 

3 классу аллергореактивности, к Cladosporium — 

2,7 МЕ/мл (2 класс), к Penicillium — 0,67 МЕ/

мл (1 класс), к Aspergillus сенсибилизация была 

обнаружена в концентрации 0,81 МЕ/мл, что 

соответствует 2 классу. В группе взрослых па-

циентов уровень IgE-антител к Alternaria выше 

100,0 МЕ/мл не выявлен (рис. 3).

Выявление моно- и микст-сенсибилизации 

к аллергенам плесневых грибов в 2018–2019 гг. 

В 2018 г. в пробах большей части пациентов — 

70,2% (85 из 121) — IgE-антитела к плесневым 

грибам выявлялись только к одному виду гриба, 

из них в I группе — 50,4% (n = 61), во II — 19,8% 

(n = 24). Чаще всего это были IgE-антитела 

к Alternaria alternata: из 85 проб они были опре-

делены в 78 (91,7%), из них в I группе обследо-

ванных — в 69,4% (n = 59), во II — в 22,3% (n = 

19) (рис. 3).

У 25,6% (31 из 121) пациентов обнаружена сен-

сибилизация к двум плесневым грибам, из них 

в I группе — 18,2% (n = 22), во II — 7,4% (n = 

9). Чаще всего это была ассоциация Alternaria 

с Cladosporium, она составила 83,8% (n = 26) 

от общего количества пациентов с сенсибили-

зацией к двум видам грибов, в I группе — 64,4% 

(n = 20), во II — 19,4% (n = 6).

У 4,2% (5 из 121) пациентов наблюдалась 

сенсибилизация к трем плесневым грибам: 

Alternaria alternata + Cladosporium herbarum + 

Penicillium notatum, из них в I группе — 2,5% (n = 

3), во II — 1,7% (n = 2) от общего количества па-

циентов с сенсибилизацией (рис. 3).

В 2019 г. из 86 проб с IgE-антителами к плес-

невым грибам у большей части пациентов дан-

ные антитела выявлялись к одному виду (74,4%, 

n = 64), из них в I группе — 51,1% (n = 44), во II — 

23,3% (n = 20). Чаще это были IgE к Alternaria 

alternata: из 86 проб они были определены у – 

60,5% (n = 52) людей, из них в I группе — 43,0% 

(n = 37), во II — 17,5% (n = 15).

У 23,3% (n = 20) пациентов установлена сен-

сибилизация к двум плесневым грибам, из них 

в I группе — 12,8% (n = 11), во II — 0,5% (n = 9). 

Эта ассоциация была представлена грибами 

Alternaria и Cladosporium в 100% случаев у всех 20 

пациентов с сенсибилизацией к двум грибам.

У 2,3% (n = 2) пациентов наблюдалась сенси-

билизация к трем плесневым грибам: Alternaria 

alternata + Cladosporium herbarum + Penicillium 

notatum, из них в I группе — 1,15% (n = 1), во II — 

1,15% (n = 1) от общего количества пациентов 

с сенсибилизацией (рис. 3).

Сравнение сенсибилизированных лиц к плесне-

вым грибам по полу. В 2018 г. из 121 положитель-

Рисунок 1. Общее количественное сравнение 

выявленной сенсибилизации к плесневым 

грибам за 2018 и 2019 гг. в группах детей 

и взрослых в целом (%)

Figure 1. General quantitative comparison of the detected 
sensitization to mold fungi found in 2018 and 2019 
between children and adults (%)

Рисунок 2. Среднее содержание IgE-антител 

(МЕ/мл) в сыворотке крови к плесневым грибам 

в группе детей в 2018 и 2019 гг.

Figure 2. 2018 and 2019 average level of serum IgE 
antibodies (МЕ/мл) to mold fungi in children

Рисунок 3. Среднее содержание IgE-антител 

(МЕ/мл) в сыворотке крови к плесневым грибам 

в группе взрослых в 2018 и 2019 гг.

Figure 3. 2018 and 2019 average level of serum IgE 
antibodies (МЕ/мл) to mold fungi in adults
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ных образцов IgE-антитела к разным плесне-

вым грибам немного чаще определялись у лиц 

женского пола — 53,7% (n = 65), из них девочек 

было — 75,3% (n = 49), женщин — 24,7% (n = 16).

В 2019 г. из 86 положительных образцов IgE-

антитела к разным плесневым грибам немно-

го чаще определялись у лиц мужского пола — 

51,2% (n = 44), из них мальчиков было — 79,5% 

(n = 35), мужчин — 20,5% (n = 9).

Выводы

Полученные данные свидетельствуют о высо-

кой распространенности лиц с IgE-анти телами 

к некоторым плесневым грибам в Москве: 

в 2018 г. сенсибилизация к плесневым грибам 

была обнаружена у 25,3% (n = 121), а в 2019 г. — 

у 20,7% (n = 86) человек. Лидером по выявлению 

можно считать сенсибилизацию к плесневому 

грибу Alternaria alternata, так как за два года из 207 

положительных образцов она была определена 

в 186 пробах (89,9%) как моноинфекция, в 51 про-

бе (24,6%) — в ассоциации с Cladosporium и в 7 об-

разцах (6,5%) — в ассоциации с Cladosporium 

и Penicillium. Сенсибилизация к плесневому гри-

бу Aspergillus fumigatus встречалась крайне редко. 

При этом пол пациента роли не играл.

Специфические IgE-антитела в сыворотке 

крови к плесневым грибам чаще определялись 

у детей в возрасте до 17 лет. У них же чаще, чем 

у взрослых, обнаруживался исключительно 

высокий уровень IgE-антител в сыворотке кро-

ви к грибу Alternaria alternata в концентрации 

выше 100,0 МЕ/мл (n = 8 у детей против n = 1 

у взрослых).

Все это следует учитывать при проведении 

комплекса лечебных мероприятий для данной 

категории пациентов.
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ОПИСАНИЕ КЛИНИЧЕСКОГО СЛУЧАЯ. 

COVID-19 У РЕБЕНКА НА ФОНЕ ХРОНИЧЕСКОЙ 

ПАТОЛОГИИ ПОЧЕК

Ю.А. Ермолаева1, Ю.Г. Самойлова1, О.А. Олейник1, Д.А. Кудлай2

1 ФГБОУ ВО Сибирский государственный медицинский университет Минздрава России, г. Томск, Россия
2 ФГБУ ГНЦ Институт иммунологии ФМБА России, Москва, Россия

Резюме.  С момента распространения новой коронавирусной инфекции большинство исследователей отмеча-

ли низкий удельный вес детей среди заболевших по сравнению с взрослыми, легкое течение болезни и ред-

кие осложнения в детской популяции. Наиболее частыми клиническими проявлениями являются респи-

раторный и, несколько реже, диарейный синдромы. Течение заболевания имеет преимущественно легкий 

или бессимптомный характер. Риски неблагоприятных исходов у детей, как и у взрослых, четко коррелируют 

с наличием фоновой хронической патологии. Необходимость респираторной поддержки превалирует у детей 

с тяжелым преморбидным фоном. В данной статье рассмотрен клинический случай течения новой корона-

вирусной инфекции у подростка на фоне хронической патологии почек. В подростковом периоде у пациента 

диагностирован мезангиопролиферативный гломерулонефрит (IgA-нефропатия), по поводу которого ребе-

нок находился на диспансерном учете и получал комбинированную терапию препаратами из групп ингиби-

торов ангиотензипревращающего фермента и дезагрегантов. В эпидемиологическом анамнезе фактов кон-

такта с инфекционными больными не установлено. Клинические проявления COVID-19 у данного пациента 

представлены катаральным и диарейным синдромами, транзиторным нарушением функции почек в остром 

периоде заболевания. Дебют заболевания коронавирусной инфекции клинически характеризовался симпто-

мами поражения желудочно-кишечного тракта и был расценен как острый гастроэнтерит инфекционной 

этиологии. Эмпирически назначенная антибактериальная терапия в комбинации с антиагрегантами и симп-

томатическими препаратами не имели эффекта. Подтверждение диагноза новой коронавирусной инфекции 

у пациента выполнено только на 4-й день госпитализации после появления клинико-лабораторных призна-

ков поражения легких. Развившийся воспалительный процесс в легких пациента имел вторичный характер. 

Тяжесть состояния определялась наличием дыхательной и почечной недостаточности. Поражение легких при 

минимальной выраженности жалоб, клинических данных имело двухсторонний характер и потребовало рес-

пираторной поддержки. Комплексный подход в лечении, включающий респираторную, противовирусную, 

энтеросорбционную, антикоагуляционную, противовоспалительную, гипотензивную, гепатопротективную, 

симптоматическую терапию со сменой антибактериальных препаратов позволил добиться положительной 

динамики. На 12-й день болезни пациент не нуждался в респираторной поддержке. Наличие симптомов пора-

жения желудочно-кишечного тракта при COVID-19 обуславливает необходимость обязательного включения 

ПЦР-теста на SARS-CoV-2 в стандарт диагностических мероприятий у пациентов с диарейным синдромом 

для этиологической расшифровки заболеваний.

Ключевые слова: COVID-19, новая коронавирусная инфекция, SARS-CoV-2, дети, мультивоспалительный синдром.
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THE CLINICAL CASE: COVID-19 IN A CHILD WITH CHRONIC KIDNEY DISEASE
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Abstract. Since the spread of the novel coronavirus infection, most researchers have noted a low proportion of sick child-

ren in general pediatric cohort compared to adults, who had a mild disease course and rare complications. The most 

frequent clinical manifestations of the disease are respiratory and, some less frequently diarrheal syndromes. The disease 

has predominantly mild or asymptomatic course. The risk of adverse outcomes in children, similar to adults, clearly cor-

relate with the presence of background chronic pathology. The need for respiratory support prevails in children with a se-

vere premorbid burden. Here, a clinical case of ongoing novel coronavirus infection in adolescent patient comorbid with 

chronic kidney pathology is described. In adolescence, the patient was diagnosed with mesangioproliferative glomerulo-

nephritis (IgA-nephropathy), and further registered at the dispensary receiving a combination therapy with angiotensin 

converting enzyme inhibitors and disaggregation drugs. The epidemiological history contained no established contacts 

with infectious patients. The clinical manifestations of COVID-19 in the patient are represented by catarrhal and diar-

rheal syndromes, transient renal dysfunction in the acute period of the disease. The onset of coronavirus infection was 

clinically characterized by symptoms of damaged gastrointestinal tract and was considered as acute gastroenteritis of in-

fectious etiology. Empirically prescribed antibacterial therapy in combination with antiplatelet agents and symptomatic 

drugs had no effect. The diagnosis of the novel coronavirus infection was verified only on day 4 of hospitalization, clinical 

and laboratory signs of lung damage emerged. The inflammatory process developed in the patient lungs was secondary 

to the main pathology. The severity of the patient’s condition was determined by the presence of respiratory and renal in-

sufficiency. Lung damage with minimal severity complaints and clinical data had a bimodal pattern and required respira-

tory support. A comprehensive approach to treatment, including respiratory, antiviral, enterosorption, anticoagulation, 

anti-inflammatory, antihypertensive, hepatoprotective, symptomatic therapy with change in antibacterial drugs allowed 

to achieve positive dynamics. On day 12 of the illness, the patient required no respiratory support. The presence of symp-

toms of gastrointestinal tract damage in COVID-19 necessitates the mandatory inclusion of PCR assay for SARS-CoV-2 

into diagnostic protocol in patients with diarrheal syndrome to perform etiological disease interpretation.

Key words: COVID-19, new coronavirus infection, SARS-CoV-2, children, pneumonia, kidney failure, gastroenteritis.

В начале пандемии COVID-19 высказыва-

лись предположения о невосприимчивости де-

тей к SARS-CoV-2 [2, 3]. С момента старта рас-

пространения новой коронавирусной инфекции 

большинство исследователей отмечали низкий 

удельный вес детей среди заболевших по срав-

нению с взрослыми, легкое течение болезни 

и редкие осложнения в детской популяции [1]. 

Наиболее частыми клиническими проявления-

ми, по данным доступной литературы, являют-

ся респираторный и несколько реже диарейный 

синдромы. Течение заболевания имеет преиму-

щественно легкий или бессимптомный харак-

тер. Риски неблагоприятных исходов у детей, как 

и у взрослых, четко коррелируют с наличием фо-

новой хронической патологии. Необходимость 

респираторной поддержки превалирует у детей 

с тяжелым преморбидным фоном.

В данной статье рассмотрен клинический 

случай течения новой коронавирусной инфек-

ции у подростка на фоне хронической патоло-

гии почек.

Больной П., 17 лет. Из анамнеза жизни из-

вестно, что ребенок рос и развивался по воз-

расту, вакцинация проведена в соответствии 

с Национальным календарем профилактичес-

ких прививок. Наследственность не отяго-

щена. ОРЗ болел 2–3 раза в год. Из детских 

инфекций перенес ветряную оспу. С 2017 г. 

по анализам мочи выявлена микрогематурия. 

В 2019 г. обследован в отделении нефрологии, 

диагноз: «Хронический нефритический син-

дром», ребенок поставлен на диспансерный 

учет у нефролога. В сентябре 2019 г. проведе-

на нефробиопсия, морфологический диагноз: 

«Мезангиопролиферативный гломерулонефрит 

(IgA-нефропатия)», в качестве терапии назна-

чены инбиторы ангио тензинпревращающего 

фермента (эналаприл 5 мг 2 р/день), антиагре-

ганты курсами (дипиридамол).

Контакт с больными COVID-19 отрицал. 

Ребенок учится в школе, в 11 классе, карантина 

нет. В течение последнего месяца из г. Томска 

не выезжал.

Из анамнеза заболевания известно, что за-

болел остро 03.11.2020 с появления слабости, 

тошноты, рвоты, жидкого стула (1 раз). На 2-й 

день болезни появилась фебрильная темпе-

ратура, рвота участилась, сохранялся жидкий 

стул (1 раз). За медицинской помощью не об-

ращался, принимал жаропонижающие per os, 

анальгин внутримышечно. На 3-й день болезни 

отмечены двукратный жидкий стул, рвота, по-

стоянные позывы на рвоту, боли в животе, го-
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ловокружение, слабость, гипертермия. Вызвана 

бригада скорой медицинской помощи, достав-

лен в ОГАУЗ Детская больница № 1, госпитали-

зирован в инфекционное отделение с диагно-

зом: «Острый инфекционный гастроэнтерит 

неуточненной этиологии средней степени тяже-

сти». Сопутствующий диагноз: «Хронический 

нефритический синдром».

При поступлении больной предъявлял жа-

лобы на рвоту 1–2 раза в сутки, жидкий стул 

3 раза в день, повышение температуры до 39°C, 

слабость, недомогание, головокружение, появ-

ление кашля.

При объективном осмотре состояние боль-

ного было расценено как близкое к тяжелому 

за счет интоксикации, гастрита. Температура 

тела 37,1°С, ЧД 20/мин, ЧСС 80/мин, АД = 

142/91 мм рт.ст., SpO2 98%. Менингиальные 

симптомы отрицательные. Постоянные позы-

вы на рвоту. Сознание ясное. Больной предпо-

читал лежать, отмечалась резкая слабость и го-

ловокружение. Одышки не было. Катаральных 

проявлений не наблюдалось. Отеков, пастоз-

ности не выявлено. Тоны сердца ритмичные, 

тахикардия. Живот вздут, урчание по ходу тон-

кого кишечника, безболезненный. Кишечник 

пальпаторно не изменен. Печень, селезенка 

не увеличены. Стул с утра двукратно кашице-

образный, без патологических примесей, сред-

него объема.

В лечении при поступлении назначено: це-

фотаксим 1,5 г 2 раза в день в/м, аципол 1 кап 

3 р/день, тримебутин 200 мг 3 р/день, эналаприл 

по 5 мг 2 р/день, инфузионная терапия глюко-

зо-солевыми растворами.

При проведении лабораторно-инструмен-

тального обследования получены следующие 

результаты.

В общеклиническом анализе крови 

от 05.11.2020 выявлены незначительные из-

менения, свидетельствующие о наличии бак-

териальной инфекции: WBC — 11,02 × 109/л, 

RBC 5,1 × 1012/л, HCT 143 г/л, PLT 181 × 109/л, 

нейтрофилы — 84%, лимфоциты — 11%, моно-

циты — 5%, СОЭ — 29 мм/ч.

Мочевой синдром по результатам общего 

анализа мочи от 06.11.2020 был представлен про-

теинурией, макрогематурией и гипостенурией: 

моча мутная, удельный вес 1010, белок 2,69 г/л, 

кетоны и глюкоза не обнаружены, цвет желтый, 

pH — 6,0; микроскопия: эритроциты — сплошь 

покрывают поле зрения, лейкоциты — единич-

ные в поле зрения, соли — в небольшом коли-

честве. В анализе мочи по Аддису–Каковскому 

от 06.11.2020: лейкоциты 3 150 000 000 кл/сут, 

эритроциты 198 000 000 кл/сут, белок 2,08 г/л.

В биохимическом анализе крови 06.11.2020 

выявлены нарушения азотистого обмена, 

острофазная реакция воспаления: общий белок 

63,1 г/л, глюкоза 6,0 мкмоль/л, общий билиру-

бин 8 мкмоль/л, прямой 0,6 мкмоль/л, АЛТ 17,7 

Ед/л, АСТ 24,9 Ед/л, хлор 101,1 ммоль/л, калий 

4,05 ммоль/л, натрий 133,3 ммоль/л, кальций 

2,08 ммоль/л, креатинин 195 мкмоль/л, моче-

вина 13,8 ммоль/л, альфа-амилаза 39 Ед/л, СРБ 

161,1 мг/л.

Положительный результат проведенного 

анализа кала на скрытую кровь 09.11.2020 сви-

детельствовал о вовлечении в патологический 

процесс кишечной стенки.

С учетом жалоб ребенка на кашель и тяжес-

тью состояния назначено рентгенологическое 

исследование органов грудной клетки для ис-

ключения воспаления легких. Рентгенография 

06.11.2020: форма грудной клетки цилиндричес-

кая. Легочной рисунок с обеих сторон усилен 

в прикорневых зонах. На этом фоне слева, в при-

корневой зоне, на уровне среднего и нижнего 

легочных полей отмечается снижение пневма-

тизации из-за локального сгущения легочного 

рисунка за счет перибронхиальных инфильтра-

тивных изменений. Корни легких: правый — 

структурен, не расширен, левый — умеренно 

расширен, малоструктурен за счет перибронхи-

альных изменений. Купола диафрагмы справа 

и слева с четкими ровными контурами. Боковые 

диафрагмальные синусы свободные. Сердечно-

сосудистая тень расположена срединно, в по-

перечнике не расширена. Аорта — без особен-

ностей. Заключение: рентгенографические при-

знаки левосторонней полисегментарной (S4, S5 

верхней доли? в S9, S10 нижней доли?) пневмо-

нии. Рекомендован контроль в прямой и боко-

вой проекции через 3–5 дней лечения.

На фоне проводимой терапии у пациента 

в клинике сохранялись диарейный синдром, 

интоксикация, гипертермия. Состояние ре-

бенка ухудшилось за счет появления призна-

ков дыхательной недостаточности (затрудне-

ния дыхания, одышки, падения сатурации). 

В динамике выполнена контрольная рентге-

нография органов грудной клетки 09.11.2020: 

по сравнению с предыдущей обзорной рентге-

нограммой № 5189 от 06.11.2020 — отрицатель-

ная динамика в виде появления новых очагов 

слева и справа; двусторонняя очагово-сливная 

пневмония: справа — S4, S5 средней доли и S8, 

S9 нижней доли, слева — S4, S5 верхней доли S8, 

S9, S10 нижней доли (рис. 1, 2, 3).

С учетом отрицательной динамики, ухудше-

ния состояния больному на 4-й день госпита-

лизации проведена коррекция лечения со сме-

ной антибиотика на цефтриаксон и азитроми-

цин (доза рассчитана по скорости клубочковой 

фильтрации), назначением ингибиторов протеаз 

(апротинин), антиагрегантов (дипиридамол), 

гормонотерапии (дексаметазон 24 мг/сут внутри-

венно, будесонид 3000 мг/сут ингаляционно).
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Согласно разработанным рекомендациям 

по обследованию больных с пневмонией в пери-

од пандемии COVID-19 ребенку проведено об-

следование на наличие SARS-CoV-2. 09.11.2020 

получен положительный результат. Эффект 

от проводимой терапии не достигнут, состоя-

ние ухудшилось за счет появления и нараста-

ния признаков дыхательной недостаточности. 

На 7-й день заболевания пациент был переведен 

в отделение реанимации и интенсивной тера-

пии респираторного госпиталя ОГБУЗ Детская 

инфекционная больница им. Г.Е Сибирцева 

с диагнозом: «Новая коронавирусная инфекция 

COVID-19 (ПЦР+ от 09.11.2020) тяжелой степе-

ни. Острая внебольничная двухсторонняя оча-

гово-сливная пневмония, ДН 1 степени. Острое 

поражение почек». Сопутствующий диагноз: 

«Хронический гломерулонефрит».

На момент перевода больной предъявлял жа-

лобы на сухой кашель, затрудненное дыхание, 

повышение температуры до 39°С, рвоту, тошно-

ту, жидкий стул. Объективно: температура тела 

39,1°С, ЧД 30/мин, ЧСС 128/мин, при мини-

мальной физнагрузке до 164/мин, АД 110/70 мм 

рт.ст. в покое, при нагрузке — 144/81 мм рт.ст., 

SpO2 95–96%. Состояние тяжелое за счет инток-

сикации, пневмонии, дыхательной и почечной 

недостаточности. Одышка смешанного харак-

тера, сухой приступообразный кашель. В лег-

ких ослабление дыхания, непостоянные мел-

копузырчатые хрипы. Тоны сердца ритмичные, 

тахикардия. Живот мягкий, безболезненный. 

Кишечник пальпаторно не изменен. Печень, 

селезенка не увеличены. Стул 3 раза, жидкий.

Результаты параклинических исследований 

(общий анализ крови от 10.11.20): WBC 20,12 × 
109/л, HGB 139 г/л, PLT 295 × 109/л, сегменто-

ядерные нейтрофилы — 87%, палочкоядер-

ные — 4%, юные — 2%, лимфоциты — 3%, мо-

ноциты — 4%, СОЭ — 37 мм, шизоциты — 0%, 

ретикулоциты — 0,3%. Данные показатели сви-

детельствовали о наличии бактериальной ин-

фекции, что потребовало пересмотра антибак-

териальной терапии.

Существенных изменений на фоне проводи-

мой терапии в системе гемостаза не выявлено, 

о чем свидетельствовали данные коагулограм-

мы от 10.11.20: АЧТВ 35 с, ПТВ 16,5 с, ПТИ 97%, 

фибриноген 6,1 г/л.

Показатели биохимического анализа при 

поступлении были идентичны ранее прове-

денным, выраженная динамика с появлением 

синдрома цитолиза отмечена на 8-й день болез-

ни. Биохимический анализ крови от 11.11.2020: 

общий белок 54,0 г/л, глюкоза 5,86 мкмоль/л, 

общий билирубин 8,5 мкмоль/л, прямой 

0 мкмоль/л, АЛТ 177 Ед/л, АСТ 156 Ед/л, 

хлор 102 ммоль/л, калий 4,54 ммоль/л, нат-

рий 136,5 ммоль/л, кальций 2,35 ммоль/л, креа-

тинин 141 мкмоль/л, мочевина 14,5 ммоль/л, 

альфа-амилаза 15 Е/л, СРБ 24 мг/л, тимоло-

вая проба 0,5 ЕД, ферритин 404,4 мг/л, тропо-

нин 2,6 пг/мл.

С целью установления этиологического фак-

тора поражения печени выполнено обследова-

ние на возможные причинные инфекционные 

агенты: ИФА на ВЭБ VCA IgM отриц., ЦМВИ 

IgM отриц., токсокароз IgG отриц., ВГА IgM 

отриц., HBs-Ag отриц., суммарные антитела 

на ВГС отриц. Отсутствие положительных ре-

зультатов лабораторного исследования позволя-

ет предположить токсический генез цитолиза.

Положительная динамика по восстановле-

нию показателей азотистого обмена отмечена 

на 18-й день болезни. Биохимический анализ 

крови от 20.11.2020: общий белок 64,0 г/л, общий 

билирубин 7,2 мкмоль/л, прямой 0 мкмоль/л, 

АЛТ 135 Е/л, АСТ 40 Е/л, калий 4,44 ммоль/л, 

натрий 132,1 ммоль/л, креатинин 119 мкмоль/л, 

мочевина 9,2 ммоль/л, тимоловая проба 1,7 ЕД.

Отрицательные результаты ПЦР-диагнос-

тики на выявление ДНК/РНК респираторных 

вирусов (парагриппа, аденовирусов, РС, коро-

навирусов сезонных, метапневмовирусов, бока-

вирусов, риновирусов), бакпосева мазка из зева 

на микрофлору, бакпосева кала на дизгруппу 

и условно-патогенную флору исключают другие 

инфекционные агенты в качестве причинного 

фактора респираторного заболевания у данного 

пациента.

На фоне лечения увлажненным кислородом 

через назальные катетеры в течение 3-х дней, 

антибактериальной (азитромицин 5 дней, це-

Рисунок 1. Рентгенологическое исследование 

легких в прямой проекции

Figure 1. Chest X-ray in direct projection
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фепим 1,0 г/сут 10 дней), противовирусной 

(умифеновир, интерферон-альфа-2b интрана-

зально), энтеросорбционной (смекта), антикоа-

гуляционной (эноксапарин натрия), противо-

воспалительной (дексаметазон), гипотензив-

ной (эналаприл 10 мг/сут), гепатопротективной 

(фосфолипиды) и симптоматической терапии 

отмечена положительная динамика. На 12-й 

день болезни пациент не нуждался в респира-

торной поддержке.

Контрольный анализ — ПЦР мазка из зева 

и носа на SARS-CoV-2 от 18.11.2020 — дал отри-

цательный результат.

На рентгенограмме органов грудной клетки 

в динамике от 16.11.2020 отмечена положитель-

ная динамика с признаками уменьшения ин-

фильтрации легочной ткани.

На 21-й день болезни и 15-й день госпита-

лизации больной переведен в нефрологическое 

отделение ОГАУЗ Детская больница № 1 для 

дальнейшего обследования и лечения по по-

воду патологии почек с заключительным диа-

гнозом: «Острая внебольничная двухсторон-

няя очагово-сливная пневмония, S4, S5 сред-

ней доли и S8, S9 нижней доли справа, S4,S5 

верхней доли S8, S9, S10 нижней доли слева, 

ДН I степени. Осложнение: «Острое пораже-

ние почек». Сопутствующий диагноз: «Новая 

коронавирусная инфекция COVID-19 (ПЦР+ 

от 09.11.2020) тяжелой степени. Хронический 

гломерулонефрит. Гепатит неуточненной этио-

логии (токсичес кий?)».

При переводе больного клинически жалоб 

не было, сохранялся мочевой синдром в виде 

протеинурии и микрогематурии, умеренной 

гипертензии, а также незначительные нару-

шения азотистого обмена. После проведен-

ного курса обследований и лечения в нефро-

логическом отделении в течении двух недель 

у больного нормализовались показатели ар-

териального давления по результатам суточ-

ного мониторирования, восстановлена азот-

выделительная функция почек, сохранились 

слабовыраженный мочевой синдром (протеи-

нурия — 0,23 г/л, микрогематурия 4–8 в п/зр) 

и сниженная концентрационная способность 

почек.

Представленая выше история болезни на-

глядно демонстрирует многообразие клини-

ческих проявлений новой коронавирусной 

инфекции с преимущественным развитием 

респираторного и диарейного синдромов в дет-

ской популяции. У данного пациента дебют бо-

лезни проявился клиникой острой кишечной 

инфекции с последующим вовлечением дыха-

тельной системы. Тяжесть течения заболевания 

определялась преморбидным фоном пациента. 

Признаки почечной недостаточности, появив-

шиеся в первые дни болезни, были обусловле-

ны сниженными компенсаторными возмож-

Рисунок 2. Рентгенологическое исследование 

легких в правой боковой проекции

Figure 2. Chest X-ray right lateral projection

Рисунок 3. Рентгенологическое исследование 

легких в левой боковой проекции

Figure 3. Chest X-ray left lateral projection
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ностями пораженного органа и имели обрати-

мый характер. Наличие симптомов поражения 

желудочно-кишечного тракта при COVID-19 

обуславливает необходимость обязательного 

включения ПЦР-теста на SARS-CoV-2 в стан-

дарт диагностических мероприятий у пациен-

тов с диарейным синдромом для этиологичес-

кой расшифровки заболеваний.
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МЕСТНАЯ И ОБЩАЯ РЕАКЦИИ ПРИ ВВЕДЕНИИ 

ВАКЦИНЫ ПРОТИВ COVID-19

Н.Ю. Жеребцова1, Т.В. Кайданек2

1 ФГАОУ ВО Белгородский государственный национальный исследовательский университет, г. Белгород, Россия
2 ФГАОУ ВО Башкирский государственный медицинский университет, г. Уфа, Россия

Резюме. Массовая вакцинация против новой коронавирусной инфекции, или COVID-19, требует динамичес-

кой оценки побочных проявлений после иммунизации для их профилактики и определения тактики вак-

цинации различных групп населения. В статье представлено собственное клиническое наблюдение по-

бочных проявлений, развившихся после введения второй дозы комбинированной векторной вакцины 

«Гам-КОВИД-Вак» (Спутник V), у 48-летней пациентки, медицинского работника. Какие-либо реакции 

после введения первой дозы вакцинного препарата не наблюдались. После введения второй дозы вакцины 

появились общие реакции: слабость, недомогание, головная боль, снижение аппетита и тошнота, которые 

сохранялись в течение суток. Через 10 часов отмечены реакция в месте инъекции в виде гиперемии, отека 

до 1,5 см, резкой болезненности и зуда, сохранявшихся в течение первых суток. Через сутки присоедини-

лись гиперемия, отек, болезненность и сильный зуд рубца от вакцины БЦЖ, находящегося в 2 см от места 

введения вакцины. Постоянная ноющая боль и сильный зуд БЦЖ-рубца сохранялись в течение 3 недель, 

гиперемия и уплотнение — в течение 2 месяцев. Лечение проводилось антигистаминным препаратом лора-

тадин. Пациентка в течение жизни получала профилактические прививки соответственно возрасту и со-

гласно календарю профилактических прививок; введение вакцинных препаратов переносила без каких-

либо побочных проявлений. Сопутствующие заболевания на момент вакцинации: вазомоторный ринит, 

мочекаменная болезнь, язвенная болезнь желудка и двенадцатиперстной кишки, сахарный диабет 2 типа 

в течение 5 лет, гипертоническая болезнь в течение 15 лет, индекс массы тела — 35,2. Пациентка постоянно 

принимает препараты галвус, сиофор, форсига, конкор. Аллергологический анамнез отягощен и проявля-

ется крапивницей на препарат беродуал. Пациентка в течение двух лет находится в менопаузе, но через трое 

суток после введения второй дозы присоединилось дисфункциональное маточное кровотечение, которое 

продолжалось 5 дней. Также были отмечены ощущения «приливов», которые в менее выраженной форме 

наблюдались уже после введения первой дозы, но не были идентифицированы. Таким образом, качествен-

ная регистрация всех состояний, возникающих после введения вакцин против COVID-19, позволит вы-

явить побочные проявления, связанные с вакцинацией, и выработать безопасную тактику иммунопрофи-

лактики новой коронавирусной инфекции.

Ключевые слова: COVID-19, вакцина «Гам-КОВИД-Вак», побочные проявления после иммунизации, местная реакция, 

реакция БЦЖ-рубца, маточное кровотечение.
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LOCAL AND SYSTEMIC ADVERSE REACTIONS FOLLOWING COVID-19 VACCINE

Zherebtsova N.Yu.a, Kajdanek T.V.b

a Belgorod National Research University, Belgorod, Russian Federation
b Bashkir State Medical University, Ufa, Russian Federation

Abstract. The mass vaccination against novel coronavirus infection (COVID-19) requires to dynamically evaluate risks 

of adverse events following immunization to prevent them and develop vaccination tactics for various population groups. 

We describe a clinical case of reaction following administration of the second dose of the heterologous recombinant ad-

enovirus based COVID-19 vaccine Gam-COVID-Vac (Sputnik V) in 48-year-old female healthcare worker. No adverse 

events after administration of the first dose were recorded. After vaccination, the patient complained of weakness, ma-

laise, headache, loss of appetite, and nausea that lasted for a single day. Reaction at the injection site appeared 10 hours 

after vaccination manifested as pruritic erythema, induration area up to 1.5 cm size, sharp pain, which resolved within 

24 hours. On the second day post-vaccination, an inflammation area up to 1.5 cm size within the Bacillus Calmette–Gué-

rin (BCG) scar site was noted and manifested as erythema, induration, painful to palpate, pruritus located 2 cm away from 

the injection site. BCG scar reaction with dull pain and severe pruritus lasted for three weeks. Erythema and induration at 

the BCG scar site resolved two months after the onset, which were resolved by using antihistaminic agent. The patient was 

vaccinated according to the Russian Federation Immunization Program, not associated with any adverse events following 

immunization. The patient had comorbidities such as vasomotor rhinitis, urolithiasis, stomach, duodenal ulcer, type 2 

diabetes, arterial hypertension, and her body mass index of 35.2. The patient permanently receives antihypertensive and 

antihyperglycemic drugs, and has allergic reaction in the form of urticaria to Berodual. The patient has menopause dur-

ing two years, but a five-day postmenopausal bleeding three days after vaccination with the second dose was noted. Thus, 

a high-quality surveillance of any local and systemic reactions associated with vaccination is needed to reveal adverse 

events to the vaccines against COVID-19 and elaborate a safe immunization program for preventing COVID-19.

Key words: COVID-19, vaccination, adverse events following immunization, local reaction, BCG scar reaction, postmenopausal bleeding.

Введение

В настоящее время в условиях широкого 

использования вакцин против новой корона-

вирусной инфекции (COVID-19) накопление 

информации о побочных проявлениях после 

иммунизации (ПППИ), их тщательное изуче-

ние и осмысление является одной из важных 

задач системы эпидемиологического надзора 

за указанной инфекцией. Появились первые 

публикации о ПППИ при использовании не-

которых зарубежных вакцин против COVID-19. 

В описании результатов 3 фазы исследования 

вакцины «mRNA-1273» (Moderna, США) указа-

но, что местные ПППИ встречались у 1,5% вак-

цинированных лиц. При этом они наблюдались 

в 84,2% случаев после введения первой и в 88,6% 

случаев после введения второй дозы вакцины. 

Ведущей жалобой у вакцинированных лиц 

была болезненность в месте инъекции, а также 

эритема и отек [2]. В другой статье, посвящен-

ной вакцине «mRNA-1273» (Moderna, США), 

местные ПППИ описаны у 12 человек. Они 

проявлялись в виде болезненности, гиперемии, 

локального повышения температуры, уплот-

нения и зуда, возникшие после введения, как 

первой, так и второй дозы в различные сроки: 

сразу после инъекции и на 4–11 дни. Симптомы 

сохранялись в течение 2–11 дней; у 5 пациен-

тов отек и гиперемия были более 10 см в диа-

метре. При введении второй инъекции местные 

ПППИ появлялись на 2-й день, после первой 

дозы — на 8-й день [3]. Еще один феномен — 

воспалительная реакция рубца после Bacillus 

Calmette–Guérin (BCG) вакцины был описан 

у двух человек, получивших вторую дозу мРНК 

вакцин против COVID-19 [«BNT162b2» (Pfizer, 

США) и «mRNA-1273» (Moderna, США)] [6].

Приводим собственное наблюдение поствак-

цинального периода после введения комбини-

рованной векторной вакцины «Гам-КОВИД-

Вак» (Спутник-V), проявившегося в виде общей 

и местной реакций, классифицированных в со-

ответствии с «Методическими рекомендациями 

по выявлению, расследованию и профилакти-

ке побочных проявлений после иммунизации» 

Министерства здравоохранения Российской 

Федерации 2019 г., как несерьезные (незначи-

тельные) ПППИ.

Пациентка 48 лет, медицинский работник. 

Из анамнестических данных известно, что 

в течение жизни получала профилактические 

прививки соответственно возрасту и соглас-

но календарю профилактических прививок; 

введение вакцинных препаратов переносила 

без каких-либо ПППИ как общего, так и мест-

ного характера. Сопутствующие заболевания: 

вазомоторный ринит, мочекаменная болезнь, 

язвенная болезнь желудка и двенадцатиперст-

ной кишки, сахарный диабет 2 типа в течение 

5 лет, гипертоническая болезнь в течение 15 лет, 

по поводу которых пациентка постоянно при-

нимает препараты галвус, сиофор, форсига, 

конкор, периодически — ингибиторы протон-
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ной помпы, де-нол, лоратадин. Индекс массы 

тела составляет 35,2. Аллергологический анам-

нез отягощен и проявляется развитием коллап-

тоидной реакции на препарат гемодез, впервые 

возникшей более 30 лет назад, и крапивницы 

на препарат беродуал, наблюдаемой в течение 

последних трех лет.

Пациентке была введена первая доза вакци-

ны «Гам-КОВИД-Вак» 02.04.2021 в левое плечо, 

никаких местных и общих реакций, указанных 

в инструкции к препарату, в течение всего пери-

ода наблюдения не выявлено; однако сама паци-

ентка отметила появившиеся ощущения в виде 

«приливов», частота которых не вызвала у нее 

беспокойства, — данная жалоба была расценена 

как общая реакция. Вторая доза была введена 

так же в левое плечо утром 23.04.2021 и к вечеру 

того же дня (через 10 часов) на месте инъекции 

появились болезненность, отек и гиперемия ди-

аметром 1,5 см, сильный зуд. На левом плече па-

циентки при осмотре визуализировались 3 руб-

чика после вакцинации БЦЖ, вакцина «Гам-

КОВИД-Вак» была введена в 2 см от среднего 

рубчика, который 24.04.2021 (через сутки после 

введения второй дозы вакцины) стал отеч ным, 

появились уплотнение до 1,5 см, гиперемия, 

болезненность и сильный зуд, при этом отек 

и эритема вокруг места инъекции прошли.

Из общих реакций в день введения 2-й дозы 

вакцинного препарата наблюдались слабость, 

недомогание, головная боль, снижение аппети-

та и тошнота. В последующие дни общие реак-

ции не проявлялись.

25.04.2021 в дневнике самонаблюдения на пор-

тале «Госуслуга» пациенткой были отмечены пун-

кты «общие жалобы» и «местные признаки».

Пациентка самостоятельно принимала анти-

гистаминный препарат лоратадин (10 мг 1 раз 

в день). К терапевту обратилась 30.04.2021, на 7-й 

день после введения второй дозы, из-за сохра-

няющегося сильного зуда левого плеча и боли 

в области рубца (рис. 1, III обложка). Врачом те-

рапевтом был поставлен диагноз «кожный зуд 

неуточненного генеза на фоне декомпенсации 

сахарного диабета», рекомендовано продолжить 

прием лоратадина, дополнительно назначены 

полисорб и хофитол.

Уплотнение и гиперемия БЦЖ-рубца, посто-

янная ноющая боль и сильный зуд сохранялись 

в течение 3-х недель. При осмотре 30.06.2021 

у пациентки отмечены гиперемия и уплотнение 

рубца (рис. 2, III обложка).

Рубец после вакцинации БЦЖ является гра-

нулемой, образованной эпителиоидными гис-

тиоцитами, фибробластами, клетками Лангер-

ганса и другими иммуноцитами, опосредую-

щими гиперчувствительность замедленного 

типа [8]. Феномен воспалительной реакции в ме-

сте рубца от вакцины БЦЖ описан для синдро-

ма Кавасаки у детей [10], при инфекционных за-

болеваниях, таких как корь [9] и герпесвирусная 

инфекция 6 типа [5], при вакцинации против 

гриппа [4] и без какой-либо явной причины [1]. 

Можно предположить, что в перечисленных 

случаях иммунный ответ организма на раз-

личные антигены послужил неспецифическим 

фактором для реактивации иммунных клеток, 

составляющих гранулему рубцовой ткани на ме-

сте введения вакцины БЦЖ. Данный феномен 

описан и у пациентов с иммунодефицитами, на-

пример, при ВИЧ-инфекции и после трансплан-

тации печени [8], что предполагает возможность 

влияния на реактивацию БЦЖ-рубца различ-

ных состояний иммунной системы, в том числе 

вакцин от новой коронавирусной инфекции.

В нашем случае анамнез жизни и настоящий 

статус пациентки указывают на аллергичес-

кую настроенность организма в целом. Можно 

предположить, что после введения первой дозы 

вакцины произошла сенсибилизация, и разви-

тие реакции на вторую дозу явилось проявлени-

ем сформировавшейся гиперчувствительности 

с сохранением довольно длительной реакции 

в месте введения препарата.

Пациентка в течение двух лет находится 

в менопаузе, тем не менее на 3-й день после вве-

дения второй дозы вакцины у нее начались кро-

вянистые выделения из половых путей, кото-

рые продолжались в течение 5 дней. Пациентка 

также отметила появившееся ощущение «при-

ливов», которые, как было уже сказано, имели 

место в менее выраженной форме уже после 

введения первой дозы, но серьезного беспокой-

ства не вызвали (общая реакция). При обраще-

нии к врачу-гинекологу был выставлен диагноз 

«Дисфункциональное маточное кровотечение 

в постменопаузальном периоде» и исключены 

другие причины маточного кровотечения.

Возникновение у женщин разных возрас-

тов в поствакцинальном периоде нарушений 

менструального цикла (метроррагии), усиление 

кровотечений (полименорея) и появление ма-

точных кровотечений у женщин, находящих-

ся в периоде менопаузы, описаны после вак-

цинации препаратами AstraZeneca и Pfizer [7], 

что свидетельствует о уже зафиксированных 

фактах подобных состояний при применении 

вакцинных препаратов от новой коронавирус-

ной инфекции. Указанное, безусловно, должно 

привлечь внимание специалистов различного 

медицинского профиля на основе интеграци-

онных подходов для поиска ответа по патоге-

нетическим механизмам и методам коррекции 

указанных состояний.

Описанный клинический случай ПППИ по-

сле применения вакцины против COVID-19 — 

реакция БЦЖ-рубца и развитие дисфункцио-

нального маточного кровотечения в пост-
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менопаузальном периоде, вызывает интерес 

с позиции приобретения медицинскими работ-

никами клинического опыта понимания веро-

ятности возникновения и продолжительности 

таких состояний, принятия решения по мини-

мизации симптомов и психологической ком-

фортности самого пациента.

Таким образом, для того, чтобы выявить 

все возможные ПППИ, возникающие при вве-

дении вакцин против COVID-19, необходимо 

регистрировать любые изменения состояния 

здоровья, возникающие в течение месяца после 

введения каждой дозы препарата. Качественная 

регистрация ПППИ и определение частоты их 

встречаемости необходимы для оценки без-

опасности иммунобиологических препаратов, 

своевременной актуализации информации, 

содержащейся в регистрационной документа-

ции, и определения тактики иммунизации лиц 

с различными преморбидными состояниями.
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ВИТАЛИЯ ВАСИЛЬЕВИЧА ЗВЕРЕВА

Виталий Васильевич Зверев — академик РАН, доктор биологических наук, профессор, науч-

ный руководитель Федерального государственного бюджетного научного учреждения Научно-

исследовательский институт вакцин и сывороток им. И.И. Мечникова, заведующий кафедрой 

микробиологии, вирусологии и иммунологии им академика А.И. Воробьева Института обществен-

ного здоровья им. Ф.Ф. Эрисмана ФГАОУ ВО Первого МГМУ им. И.М. Сеченова Минздрава России 

(Сеченовского Университета), Минздрава России, лауреат двух премий Правительства Российской 

Федерации в области науки и техники.

В.В. Зверев — один из ведущих ученых нашей страны в области вирусологии, вакцинологии, мо-

лекулярной биологии, генетики вирусов, биологической безопасности, прекрасный организатора 

медицинской науки, опытный педагог и воспитатель научных кадров.

После окончания в 1975 г. лечебного факультета Волгоградского государственного медицинского 

института трудовую деятельность Виталий Васильевич начал в должности младшего научного со-

трудника в Научно-исследовательском институте прикладной микробиологии Главмикробиопрома 

в г. Оболенске Московской области (1975–1979 гг.) и в Институте молекулярной генетики АН СССР 

(1979–1985 гг.). В 1985 г. Виталий Васильевич успешно защитил кандидатскую диссертацию по теме 

«Особенности репликации и структуры ДНК малых колициногенных плазмид».

Последующая научная деятельность В.В. Зверева связана с Научно-исследовательским инсти-

тутом вирусных препаратов РАМН, где он прошел путь от старшего научного сотрудника до ди-

ректора института. Фундаментальные научные исследования В.В. Зверева посвящены изучению 

механизмов взаимодействия вирусов с клеткой, изучению молекулярно-биологической структу-

ры и регуляции экспрессии генов рецепторов вирусов, структуры и функции вирусных белков. 

Результаты научных исследований были обобщены в докторской диссертации «Структура гена 

CD4-рецептора и изучение антивирусного действия рекомбинантных форм CD4», защищенной 

в 1995 г.

В 1999 г. он был избран членом-корреспондентом РАМН, в 2002 г. — академиком РАМН. 

С 1997 по 2006 г. В.В. Зверев возглавлял Научно-исследовательский институт вирусных пре-

паратов РАМН, а после реорганизации Научно-исследовательского института вакцин и сы-

вороток им. И.И. Мечникова в форме присоединения к нему Института вирусных препаратов 

им. О.Г. Анджапаридзе возглавлял до 2018 г. ФГБНУ НИИВС им. И.И. Мечникова. С 2018 г. по на-

стоящее время В.В. Зверев — научный руководитель Института.
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В.В. Зверев — автор более 400 научных трудов, из них 17 книг и монографий, 18 авторских сви-

детельств и патентов, 12 учебников и 4 методических рекомендаций. Под его руководством и при 

научном консультировании выполнены и успешно защищены 4 докторских и 10 кандидатских дис-

сертаций.

Большое внимание в своей научной работе В.В. Зверев уделяет прикладным аспектам медицин-

ской науки. Целый ряд его исследований посвящен приоритетным разработкам в области биотех-

нологии. Под его руководством и при непосредственном участии разработано и внедрено в практи-

ку отечественного здравоохранения 26 диагностических и противовирусных препаратов.

В.В. Зверев один из авторов первой национальной программы борьбы против ВИЧ-инфекции. 

При его непосредственным участием Институт первым в 1985 г. начал интенсивные исследования 

по созданию СПИД-диагностикума, и уже к середине 1986 г. были созданы и внедрены в практи-

ку здравоохранения первые отечественные тест-системы для скрининга и подтверждения ВИЧ-

инфекции. За цикл работ «Разработка и организация производства новых высокоэффективных 

средств диагностики ВИЧ-инфекции и гепатитов А, В, С» в 1998 г. В.В. Звереву присуждена премия 

Правительства Российской Федерации в области науки и техники.

За цикл работ «Разработка, научное обоснование и внедрение системы защиты населения Рос-

сийской Федерации от новых биологических угроз» в 2006 г. присуждена вторая премия Прави-

тельства Российской Федерации в области науки и техники (2006 г.).

Академик РАН В.В. Зверев активно участвует в работе Российской академии наук, входит в со-

став Президиума РАН. В.В. Зверев проводит большую научно-организационную работу. Он явля-

ется заместителем председателя Всероссийского научно-практического общества микробиологов, 

эпидемиологов и паразитологов; председателем научного совета по комплексной проблеме меди-

цины «Вакцинология»; председателем проблемной комиссии «Корь, паротит, краснуха»; главным 

редактором журнала «Микробиология, эпидемиология и иммунобиология»; членом редакционной 

коллегии журнала «Вопросы вирусологии», председателем диссертационного совета Института, 

членом экспертного совета GAVI, членом Правительственной комиссии по биологической и хими-

ческой безопасности.

В.В. Зверев большое значение придает организации научно-методической и практической по-

мощи учреждениям здравоохранения и населению. Успешно осуществляется деятельность кон-

сультативно-поликлинического отделения Института, специалисты которого оказывают высо-

коквалифицированную медицинскую помощь жителям Москвы и Московского региона, и кото-

рое является, в первую очередь, базой для научных исследований и внедрения новых технологий 

в практику здравоохранения.

В настоящее время научные исследования, руководимые академиком РАН В.В. Зверевым, по-

священы важнейшим приоритетным направлениям современной медицины — изучению клеточ-

ных и молекулярных механизмов врожденного и адаптивного иммунитета при бактериальных 

и вирусных инфекциях, совершенствованию национального календаря прививок РФ и созданию 

отечественных вакцинных препаратов, разработке и усовершенствованию методов диагностики 

(в том числе экспресс-диагностики) и мониторинга патологий различной этиологии, а также соз-

данию иммунобиологических препаратов против наиболее распространенных инфекционных за-

болеваний.

Виталий Васильевич принимает активное участие в разработке иммунотерапевтического под-

хода, основанного на использовании вакцинных штаммов вирусов в качестве онколитических 

агентов для элиминации опухолевых клеток, в исследованиях по совершенствованию методов 

молекулярной диагностики и экологического мониторинга вирусных инфекций, разработке тех-

нологий получения вакцины против вирусов группы герпеса, а также ассоциированной вакцины 

против кори, паротита, краснухи и ветряной оспы. В круг научных интересов В.В. Зверева входят 

исследования по оценке профилактической и терапевтической эффективности противовирусных 

препаратов, разработке экспериментальных моделей для изучения эффективности препаратов.
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ПРАВИЛА ДЛЯ АВТОРОВ
Статьи представляются в редакцию через систему электронного издательства (http://iimmun.ru) в соответ-

ствии с требованиями журнала «Инфекция и иммунитет» и «Инструкцией для авторов», представленной 

на сайте. С февраля 2016 года журнал «Инфекция и иммунитет» публикует статьи на двух языках (русском 

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-

нов редколлегии. Более подробную информацию о правилах оформления этих статей можно узнать в редакции.

Библиографические стандарты описания цитируемых публикаций

Описание статьи из журнала:

Салина Т.Ю., Морозова Т.И. Иммунологические методы в дифференциальной диагностике // Туберкулез и болезни легких. 

2011. Т. 88, № 11. C. 50–53.

Salina T.Yu., Morozova T.I. Immunological methods in differential diagnostics. Tuberculosis and Lung Diseases, 2011, vol. 88, no. 11, pp. 50–53.

Описание статьи из книги (монографии):

Шурыгина И.А., Чеснокова М.В., Климов В.Т. Псевдотуберкулез. Новосибирск: Наука, 2003. 320 с.

Shurygina I.A., Chesnokova M.V., Klimov V.T. Рseudotuberculosis. Novosibirsk: Nauka, 2003. 320 p.

Примеры правильного оформления англоязычных ссылок:

Turenne C.Y., Wallace R., Behr M.A. Mycobacterium avium in the postgenomic era. Clin. Microb. Rev., 2007, vol. 20, no. 2, pp. 205–229.

Goodman J.W., Parslow T.G. Immunoglobulin proteins. Basic and Clinical Immunology. Ed. Stites D.P., Terr A.I., Parslow T.G. Appletion & 

Lange, 1994, pp. 66–79.

Ссылки на литературные источники в тексте статьи, в рисунках и таблицах обозначаются арабскими циф-

рами в квадратных скобках [1, 2, 3,...]. Не допускаются ссылки на диссертации, авторефераты диссертаций, 

публикации в сборниках, методические документы местного уровня. Количество источников не ограничено. 

В каждой ссылке приводятся все авторы работы. Неопубликованные статьи в список не включаются.

Обозначения, сокращения и единицы измерения

Для сложных терминов или названий, наиболее часто используемых в тексте статьи, можно ввести (в кру-

глых скобках после первого упоминания полного названия термина) не более 3–5 нетрадиционных сокра-

щений. Узаконенные международными номенклатурами сокращения используются в соответствующей 

транскрипции. Например, для термина «интерлейкин» используется сокращение «IL», а не русскоязычный 

вариант «ИЛ»; аналогично этому используются сокращения: «TNF», а не «ТНФ» или «ФНО»; «CD», а не «СД». 

Названия микроорганизмов приводятся в оригинальной транскрипции с использованием курсива (E. coli, 

Streptococcus pyogenes). Единицы измерения приводятся без точки после их сокращенного обозначения, регла-

ментированного международными правилами (с, ч, см, мл, мг, kDa и т.д.).
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Оформление иллюстративного материала

Иллюстративный материал должен быть оригинальным, т.е. ранее нигде не опубликованным. Общее ко-

личество иллюстраций (таблиц и рисунков) не должно превышать восьми. При большем количестве иллю-

страций их публикация оплачивается автором. Публикация цветных иллюстраций (независимо от их коли-

чества) также оплачивается автором.

Размеры иллюстраций:

• максимальная высота — 210 мм

• максимальная ширина для 1 столбца — 82 мм, для 2 столбцов — 170 мм

Таблицы. Каждая таблица предоставляется отдельным файлом. Таблицы нумеруются арабскими цифра-

ми отдельно от нумерации рисунков (графиков и фотографий). Название печатается над таблицей. Весь текст 

на русском языке, содержащийся в таблице, включая единицы измерения, должен быть переведен на ан-

глийский язык; при этом перевод следует помещать в ячейку с соответствующим русским текстом отдельной 

строкой. Название таблицы и текст примечания к ней также должны быть переведены на английский язык 

и приведены под русским текстом с новой строки. Для пометок в таблицах следует использовать одну или 

несколько (*). Пояснения печатаются после соответствующего количества (*) под таблицей. Единицы изме-

рения, при необходимости, включаются в заголовки строк или столбцов.

Рисунки (графики и фотографии). В тексте статьи названия рисунков (графиков, фотографий) и таблиц раз-

мещаются сразу после абзаца, где на них дается первая ссылка. Все рисунки нумеруются последовательно араб-

скими цифрами по мере их включения в текст статьи. Названия рисунков и подписи к ним выносятся в виде 

списка в отдельный файл. В списке указываются: номер рисунка, название (с большой буквы), текст примеча-

ний (для микрофотографий должно быть указано увеличение). Подписи к рисункам даются краткие, но доста-

точно информативные. Названия рисунков и примечаний к ним, нарисуночные подписи, текст легенды долж-

ны быть переведены на английский язык и размещены под соответствующим текстом с новой строки. Рисунки 

могут быть представлены в графических форматах с расширением .tif (разрешение не менее 300 dpi при 100% 

масштабе), .eps или .ai. Изображения, встроенные в документы Word, не принимаются. Графики и диаграммы 

предоставляются вместе с таблицами, на основе которых они были созданы, или с численными обозначения-

ми показателей, отображаемых соответствующими графическими элементами (столбиками, секторами и т.п.) 

в виде файлов с расширениями .doc или, предпочтительнее, .xls.

Плата за публикацию статей

При соблюдении правил публикация статей в журнале «Инфекция и иммунитет» является бесплатной 

для авторов и учреждений, в которых они работают. Редакция может потребовать оплату в следующих случа-

ях: 1) за публикацию цветных иллюстраций; 2) при большом количестве иллюстративного материала (свыше 

8 иллюстраций).

Подготовка статей

При предоставлении статьи авторы должны руководствоваться требованиями, приведенными в нижесле-

дующих пунктах. Статья может быть отклонена, если она им не соответствует.

1. Направляя статью в журнал, авторы гарантируют, что поданные материалы не были ранее опубликованы 

полностью или по частям, в любой форме, в любом месте или на любом языке. Так же авторы гарантиру-

ют, что статья не представлена для рассмотрения и публикации в другом журнале. С момента принятия 

статьи к печати в журнале «Инфекция и иммунитет» приведенный в ней материал не может быть опу-

бликован авторами полностью или по частям в любой форме, в любом месте и на любом языке без согла-

сования с руководством журнала. Исключением может являться: 1) предварительная или последующая 

публикация материалов статьи в виде тезисов или короткого резюме; 2) использование материалов статьи 

как части лекции или обзора; 3) использование автором представленных в журнал материалов при на-

писании диссертации или книги. Воспроизведение всего издания или части любым способом запрещает-

ся без письменного разрешения издателей. Нарушение закона будет преследоваться в судебном порядке. 

Охраняется Законом РФ № 5351-1 «Об авторском праве и смежных правах» от 09.07.93 г.

2. Файл отправляемой статьи представлен в формате .doc, .docx, .rtf.

3. Помимо файла со статьей, предоставлены следующие файлы:

1) Файл с метаданными (при загрузке в систему ему присваивается имя «Метаданные»):

 • фамилия, имя, отчество, ученая степень, ученое звание, должность автора, ответственного 

за дальнейшую переписку с редакцией (на русском и английском языках);

 • название учреждения, где работает ответственный автор (в русском и официально принятом 

английском вариантах);

 • почтовый адрес для переписки с указанием почтового индекса (на русском и английском языках);

 • телефон, факс (с указанием кода страны и города), e-mail;
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Иллюстрация к статье «Вклад лактоферрина, сывороточного альбумина и секреторного 
иммуноглобулина класса А в актимикробную активность сыворотки грудного молока» 
(авторы: В.Г. Арзуманян, Т.И. Колыганова, О.А. Свитич, П.В. Самойликов, С.Ю. Конаныхина, 
Т.А. Зайцева, В.В. Зверев) (с. 519–526)
Illustration for the article “An impact of lactoferrin, serum albumin and secretory immunoglobulin A in actimicrobial 
activity of breast milk whey” (authors: Arzumanian V.G., Kolyganova T.I., Svitich O.A., Samoilikov P.V., Konanykhina S.Yu.,  
Zaytseva T.A., Zverev V.V.) (pp. 519–526)

Рисунок 1. Микроскопия клеток C. albicans
Figure 1. Microscopy of C. albicans cells
Примечание. А — контроль — 2 ч инкубации с физраствором; Б — 2 часа инкубации с сывороткой грудного молока; 
В — 2 часа инкубации с фракцией сыворотки ниже 100 kDa. Желтые клетки — мертвые, белые — живые (увеличение 
микроскопа ×1750).
Note. A — control — 2 h incubation with saline; B — 2 h incubation with breast milk serum; C — 2 h incubation with a serum 
fraction below 100 kDa. Dead and live cells are highlighted in yellow and white, respectively (microscope magnification ×1750).

А (A) Б (B) В (C)

Иллюстрации к статье «Местная и общая реакции при введении вакцины против COVID-19» 
(авторы: Н.Ю. Жеребцова, Т.В. Кайданек) (с. 591–594)
Illustrations for the article “Local and systemic adverse reactions following COVID-19 vaccine”  
(authors:  Zherebtsova N.Yu., Kajdanek T.V.) (pp. 591–594)

Рисунок 1. Воспалительная реакция среднего 
БЦЖ-рубца на 7-й день после введения второй 
дозы вакцины «Гам-КОВИД-Вак»
Figure 1. Inflammation of the intermediate BCG 
scar on the 7th day after receiving the second dose 
of COVID-19 vaccine “Gam-COVID-Vac”

Рисунок 2. Остаточные проявления 
воспалительной реакции среднего БЦЖ-рубца 
через 10 недель после введения второй дозы 
вакцины «Гам-КОВИД-Вак»
Figure 2. Residual effects of inflammation 
of the intermediate BCG scar in 10 weeks after receiving 
the second dose of COVID-19 vaccine “Gam-COVID-Vac”
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