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Рисунок 1. Микроскопическая картина десквамированных альвеолоцитов, макрофагов, фибрина 
в просвете альвеол (А), полнокровия капилляров, участков склероза (Б). Окраска гематоксилином 
и эозином, ×400 (А), ×900 (Б)
Figure 1. Microscopic picture desquamated alveolocytes, macrophages, fibrin in the lumen of the alveoli (A); plethora 
of capillaries, areas of sclerosis (B). Stained with hematoxylin and eosin, ×400 (A), ×900 (B)
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Рисунок 2. Микроскопическая картина гиалиновой мембраны по контуру альвеол (А),  
воспалительного экссудата с признаками организации (Б). Окраска гематоксилином и эозином, 
×900
Figure 2. Microscopic picture hyaline membrane along the contour of the alveoli (A); inflammatory exudate with signs 
of organization (B). Stained with hematoxylin and eosin, ×900
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Рисунок 3. Микроскопическая картина гипертрофии кардиомиоцитов, периваскулярного 
склероза, сосуда с утолщенной стенкой (А), признаков сетчатого кардиосклероза (Б). Окраска 
гематоксилином и эозином, ×400
Figure 3. Microscopic picture hypertrophy of cardiomyocytes, perivascular sclerosis, a vessel with a thickened 
wall (A); signs of reticular cardiosclerosis (B). Stained with hematoxylin and eosin, ×400
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РАЗРАБОТКА РЕАССОРТАНТНЫХ 

ГРИППОЗНЫХ ВАКЦИН: КЛАССИЧЕСКОЕ 

СКРЕЩИВАНИЕ ИЛИ ОБРАТНАЯ ГЕНЕТИКА?

И.В. Киселева, Л.Г. Руденко

ФГБНУ Институт экспериментальной медицины, Санкт-Петербург, Россия

Резюме . Важной особенностью гриппозных вакцин, отличающей их от других иммунобиологических препа-

ратов, является то, что они не имеют постоянного состава. В связи с непрерывной антигенной изменчивостью 

вируса гриппа производство вакцин нуждается в своевременном обеспечении актуальными вакцинными 

штаммами, что невозможно при отсутствии адекватного метода своевременной, быстрой и бесперебойной 

подготовки вакцинных штаммов. Среди лицензированных гриппозных вакцин особое место занимают клас-

сические инактивированные и живые гриппозные вакцины. Их основу составляют реассортантные вакцин-

ные штаммы, полученные при скрещивании актуального циркулирующего вируса гриппа с так называемым 

донорским штаммом (холодоадаптированным донором аттенуации для живых гриппозных вакцин или до-

нором высокой урожайности для инактивированных вакцин). Вакцинные штаммы для лицензированных 

живых аттенуированных гриппозных вакцин представляют собой реассортантные вирусы с так называемой 

формулой генома 6:2 — два гена, кодирующих гемагглютинин и нейраминидазу (НА и NA) принадлежат 

актуальному эпидемическому вирусу, а шесть генов, кодирующих внутренние белки (PB2, PB1, PA, NP, M 

и NS) — холодоадаптированному донору аттенуации. Доноров аттенуации существует очень ограниченное 

количество. В России это холодоадаптированные вирусы А/Ленинград/134/17/57 (H2N2) и В/СССР/60/69, 

в США (компания MedImmune) — вирусы А/Ann Arbor/6/60ca (H2N2) и В/Ann Arbor/1/66ca. MedImmune 

производит вакцинные штаммы методом обратной генетики. Для других стран использование этого под-

хода для получения вакцин ограничено необходимостью приобретения лицензии у патентообладателей. 

В России пока не разрешены генетические манипуляции со штаммами для сезонной живой гриппозной 

вакцины, поэтому реассортанты для отечественной живой гриппозной вакцины создаются только путем 

классической реассортации в куриных эмбрионах. Штаммы для инактивированной гриппозной вакцины 

готовят только методом класической реассортации, требования к ним более гибкие и допускают различные 

сочетания генов от «дикого» вируса и донорского штамма. В качестве доноров внутренних генов используют 

высокоурожайные вирусы, такие как A/PR/8/34 (H1N1), A/Texas/1/77 (H3N2), B/Lee/40 и некоторые другие. 

К сожалению, метод классической реассортации не всегда позволяет оперативно получить реассортантный 

вирус с формулой генома 6:2. Этому мешает ряд причин, начиная с уникальных свойств конкретного эпи-

демического вируса и заканчивая констелляцией генов. Метод обратной генетики на основе плазмид пред-

ставляет собой альтернативный подход к созданию реассортантных вакцинных штаммов, который позволя-

ет гарантированно и быстро получать реассортантные вирусы заданной формулы генома 6:2. Однако и этот 
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метод имеет определенные слабые места. В настоящем обзоре рассматриваются преимущества и недостатки 

подготовки реассортантных гриппозных вакцин методами обратной генетики и классической реассортации 

в развивающихся куриных эмбрионах.

Ключевые слова: грипп, профилактика, живые гриппозные вакцины, инактивированные гриппозные вакцины, 

реассортанты, обратная генетика.

DEVELOPMENT OF REASSORTANT INFLUENZA VACCINES: CLASSICAL REASSORTMENT 

OR REVERSE GENETICS?

Kiseleva I.V., Rudenko L.G.

Institute of Experimental Medicine, St. Petersburg, Russian Federation

Abstract. An important feature of influenza vaccines, which distinguishes them from other immunobiological 

preparations, is that they have no fixed composition. Due to the constant influenza virus antigenic variability, production 

facilities require timely supply with relevant vaccine strains undoable due to the lack of proper method for the convenient, 

rapid and uninterrupted development of vaccine strains. Among the licensed influenza vaccines, classical inactivated 

and live influenza vaccines hold a special place. They are based on reassortant vaccine strains obtained by crossing 

currently circulating influenza virus with the so-called donor strain (cold-adapted attenuation donor for live influenza 

vaccines or high yield donor for inactivated vaccines). Vaccine strains for licensed live attenuated influenza vaccines 

are reassortants with the so-called 6:2 genome formula — two genes encoding hemagglutinin and neuraminidase (HA 

and NA) belong to the current epidemic virus, and six genes encoding internal proteins (PB2, PB1, PA, NP, M and 

NS) — to cold-adapted master donor virus. There is a very limited number of donors of attenuation. In Russia, there are 

cold-adapted viruses A/Leningrad/134/17/57 (H2N2) and B/USSR/60/69; in the USA (MedImmune) there are viruses 

A/Ann Arbor/6/60ca (H2N2) and B/Ann Arbor/1/66ca. MedImmune produces vaccine strains using reverse genetics 

technique. For other countries, this approach for obtaining vaccines is limited due to the need to purchase a license 

from the patent holders. In Russia, genetic manipulations with strains for the seasonal live influenza vaccine are not yet 

allowed; reassortants for the Russian live influenza vaccine are created only by classical reassortment in embryonated 

chicken eggs. Vaccine candidates for the inactivated influenza vaccine are prepared by the classical reassortment 

method, the requirements for them are more flexible and allow to use diverse genes combinations from “wild type” 

virus and master donor virus. High-yielding viruses such as A/PR/8/34 (H1N1), A/Texas/1/77 (H3N2), B/Lee/40 and 

some others are used as donors of internal genes. Unfortunately, the classical reassortment method does not always allow 

to promptly obtain a reassortant virus with a 6:2 genome formula. This is hindered by a number of reasons, ranging from 

the unique properties of a certain epidemic virus ending up with the constellation of genes. The reverse genetics method 

based on plasmids is an alternative approach to create reassortant vaccine strains allowing to reliably and quickly obtain 

reassortant viruses of a set 6:2 genome formula. However, this method also has certain weaknesses. This review discusses 

the advantages and disadvantages of development of conventional influenza vaccine candidates by reverse genetics and 

classical reassortment in developing chick embryos.

Key words: influenza, prophylaxis, live influenza vaccines, inactivated influenza vaccines, reassortants, reverse genetics.

Введение

Способность вирусов гриппа к реасортации 

была установлена в середине XX в. благодаря 

новаторским работам таких ученых, как Frank 

Burnet и George Hirst, и с тех пор активно ис-

пользуется в научных исследованиях и прак-

тике, в частности, при подготовке гриппозных 

вакцин. Современные гриппозные вакцины 

представляют собой трех- и даже четырех-

компонентный препарат, состоящий из ви-

русов гриппа А(H1N1), А(H3N2) и вируса(ов) 

гриппа В одной или двух генетических линий. 

Важной особенностью гриппозных вакцин, 

отличающей их от любых других иммунобио-

логических препаратов, является то, что они 

не имеют постоянного состава штаммов. В свя-

зи с изменчивостью антигенных свойств виру-

са гриппа, для поддержания высокого уровня 

профилактичес кой эффективности производ-

ство нуждается в регулярном и своевременном 

обеспечении новыми актуальными вакцинны-

ми штаммами.

Реассортантные вакцинные штаммы состав-

ляют основу современных живых (ЖГВ) [57] 

и инактивированных (ИГВ) [56] гриппозных 

вакцин. Эти вакцины представляют собой ре-

ассортанты, полученные при скрещивании 

актуального циркулирующего вируса гриппа 

с донорским штаммом (холодоадаптирован-

ным донором аттенуации для живых гриппоз-

ных вакцин или донором высокой урожайности 

для инактивированных вакцин). В настоящее 

время для подготовки штаммов реассортант-

ных гриппозных вакцин используются методы 

классической реассортации и обратной генети-
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ки [19, 58]. Метод классической реассортации 

не всегда позволяет получить реассортантный 

вирус с вакцинной формулой генома 6:2 (бел-

ки HA и NA — от эпидемического («дикого») 

родителя, а PB2, PB1, PA, NP, M и NS — от до-

норского штамма). Этому мешает ряд причин, 

начиная с уникальных свойств конкретного 

эпидемического вируса и заканчивая констел-

ляцией генов [12, 26, 27, 49]. Все это увеличи-

вает объем работы и отнимает много времени. 

Метод обратной генетики представляет собой 

альтернативный подход к созданию реассор-

тантных вакцинных штаммов, который по-

зволяет гарантированно и быстро получать 

реассортантные вирусы заданной формулы ге-

нома, свободные от мутаций, неизбежно появ-

ляющихся в геноме в результате пассирования 

вирусов в развивающихся куриных эмбрионах 

(РКЭ) [8, 19].

В настоящем обзоре рассматриваются пре-

имущества и недостатки подготовки реассор-

тантных гриппозных вакцин методами обрат-

ной генетики и классической реассортации 

в РКЭ.

Реассортантные гриппозные 
вакцины. Оптимальный состав генома 
вакцинного штамма

Живые реассортантные гриппозные вакцины

Современные живые реассортантные грип-

позные вакцины представляют собой реас-

сортанты, полученные при скрещивании ак-

туального циркулирующего вируса гриппа 

с аттенуированным холодоадаптированным 

(ХА) донором аттенуации. Всего четыре ХА 

(приспособленных к репликации при низких 

температурах — 25–26°C) вируса используют-

ся в мире в качестве доноров для лицензиро-

ванных ЖГВ: два отечественных донора — A/

Ленинград/134/17/57 (H2N2) и В/СССР/60/69 [1] 

и два донора для вакцины американской компа-

нии MedImmune — A/Ann Arbor/6/60ca (H2N2) 

и B/Ann Arbor/1/66ca [10].

Для получения реассортантного вакцинно-

го штамма для ЖГВ с вакцинной формулой ге-

нома 6:2 из восьми сегментов РНК от «дикого» 

вируса в геноме реассортанта оставляют только 

гены, кодирующие HA и NA, ответственные 

за антигенную новизну и иммуногенность вак-

цины. Остальные шесть сегментов, отвечаю-

щих за безопасность ЖГВ, получают от ХА 

донора аттенуации; они передают кандидату 

ЖГВ температурную чувствительность (неспо-

собность к репликации при температурах выше 

оптимального диапазона), ХА фенотип и спо-

собность к активной репликации в РКЭ при 

оптимальной температуре [45, 46]. Такой со-

став генома считается оптимальным для живой 

гриппозной вакцины. Вакцинный вирус со-

храняет способность размножаться в эпителии 

верхних дыхательных путей и индуцировать 

в ходе бессимптомной инфекции все основные 

звенья приобретенного иммунитета.

Классический метод получения реассор-

тантных вакцинных штаммов ЖГВ с формулой 

генома 6:2 включает в себя скрещивание в РКЭ 

при 32°C родительских вирусов (ХА донора 

аттенуации и эпидемического вируса, взятых 

в равных инфекционных дозах), селективные 

пассажи в присутствии антисыворотки к доно-

ру аттенуации при пониженной до 25–26°C тем-

пературе с последующим клонированием пре-

дельными разведениями [45, 46]. Теоретически 

при скрещивании двух штаммов вируса грип-

па возможно формирование 256+2 различных 

комбинаций генов. Использование двух мощ-

ных селектирующих факторов — антисыворот-

ки к донору аттенуации и пониженной темпера-

туры инкубации — приводит к существенному 

снижению количества нежелательных ком-

бинаций, однако в ряде случаев их число про-

должает оставаться достаточно большим, о чем 

речь пойдет ниже.

Кандидаты для отечественной ЖГВ на ос-

нове доноров A/Ленинград/134/17/57 (H2N2) 

и В/СССР/60/69 получают путем классической 

реассортации в РКЭ [30, 46, 47, 53]. Кандидаты 

в ЖГВ, основанные на американских донорах A/

Ann Arbor/6/60ca (H2N2) и B/Ann Arbor/1/66ca, 

конструируют с тем же составом генома 6:2, 

но используют для этого методы обратной гене-

тики [6, 10, 32]. Независимо от метода получения, 

кандидаты в ЖГВ сохраняют полный набор ат-

тенуирующих мутаций и, как следствие, типич-

ный для вакцинных штаммов ЖГВ температу-

рочувствительный и холодо адаптированный 

фенотип.

Инактивированные реассортантные гриппозные 

вакцины

Штаммы для ИГВ готовят методом класси-

ческой реассортации [35]. В отличие от ЖГВ, 

требования к штаммам для ИГВ более гибкие 

и допускают разнообразные сочетания генов 

от «дикого» вируса и донорского штамма. В ка-

честве доноров внутренних генов используют 

высокоурожайные вирусы A/PR/8/34 (H1N1), 

A/Texas/1/77 (H3N2), B/Lee/40 или реассор-

тантные вакцинные штаммы для ИГВ [35]. 

В последнем случае в состав генома реассортан-

та для ИГВ могут входить гены от трех разных 

родительских вирусов [35]. При подготовке вак-

цинных штаммов для ИГВ должны соблюдать-

ся два важных условия: 1) гены, кодирующие 

поверхностные белки HA и NA, принадлежат 

эпидемическому вирусу и 2) в состав генома 
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входят гены (донора или эпидемического ви-

руса), обеспечивающие высокую урожайность 

реассортанта. В частности, для получения реас-

сортантов-кандидатов в ИГВ типа А с высоки-

ми титрами гемагглютинина необходим М-ген 

от донора A/PR/8/34 (H1N1) [7, 14, 20], а для 

кандидатов в ИГВ типа В – ген NP от донора B/

Lee/40 [28, 36].

Особенности классической реассортации

При классической реассортации в РКЭ при-

рода создает реассортанты, содержащие опти-

мальные жизнеспособные сочетания родитель-

ских генов; как правило, 6:2 реассортанты по-

лучаются достаточно легко. Однако иногда при 

классическом скрещивании в РКЭ желаемый 

состав генома 6:2 оказывается неоптимальным. 

Определенные композиции генома, и в том чис-

ле 6:2, могут оказаться функционально несов-

местимыми и имеют пониженную жизнеспо-

собность. Как результат, в вирусном потомстве 

будут преобладать другие, более жизнеспособ-

ные комбинации. Целый ряд публикаций под-

тверждает это предположение. Так, Subbarrao 

и др. [49] не удалась реассортация вирусов 

гриппа человека A(H1N1) с вирусами гриппа 

чаек A(H13N6) с желаемым составом генома 

6:2. Реассортанты вирусов гриппа A(H5N2) [42] 

или A(H1N1)pdm09 [17, 54] с формулой генома 

5:3, полученные классическим способом, ока-

зались более высокоурожайными, чем их 6:2 

аналоги. Gilbertson и др. [15] продемонстри-

ровали, что 5:3 реассортанты, содержащие ген 

PB1 от «дикого» вируса A(H1N1)pdm09, а HA 

и NA — от вирусов A(H5N1) или A(H7N9), обес-

печивали более высокую урожайность, чем 6:2 

варианты. Авторы предположили, что PB1 ген 

«дикого» вируса A(H1N1)pdm09 обеспечивает 

реассортантным вирусам преимущества в ро-

сте. В 2009 г. для улучшения репликационных 

свойств кандидатов в ИГВ были подготовлены 

два классических реассортантных вируса для 

ИГВ с формулой генома 5:3 (X-181 и X-181A) 

с тремя генами (PB1, HA и NA) от пандеми-

ческого вируса A/California/07/2009 (H1N1)

pdm09 и пятью — от донора A/PR/8/34 [17, 54]. 

Вероятно, для данных пар родительских виру-

сов формула 6:2 не была оптимальной.

5:3 реассортант для ЖГВ (гены HA, NA 

и М происходили от родителя «дикого» типа) 

по данным РТГА оказался более иммуно-

генным для мышей, чем его 6:2 аналог [59]. 

Классическая реассортация не привела и к по-

лучению 6:2 кандидатов в ЖГВ на основе ви-

русов гриппа птиц H5N2 или H5N1 и ХА доно-

ра аттенуации A/Ленинград/134/17/57 (H2N2); 

авторами были получены только 7:1 реассор-

танты, унаследовавшие от «дикого» родителя 

единственный ген — НА [12, 26, 27]. Однако 

в клинических испытаниях живые гриппозные 

вакцины против потенциально пандемичес-

кого гриппа H5N1, подготовленные на основе 

таких 7:1 реассортантов, были безопасны и им-

муногенны [40, 41], не уступая в выраженности 

иммунного ответа сезонным ЖГВ.

Биологические свойства «дикого» 
родительского вируса, влияющие 
на эффективность его классической 
реасортации с донорским штаммом

Эпидемические вирусы гриппа облада-

ют целым рядом уникальных биологических 

свойств, таких как температуроустойчивость/

температурочувствительность репродукции 

при температурах, находящихся за верхни-

ми пределами температурного оптимума (38–

40°С) [3, 4], чувствительность гемагглютинина 

к рН и высоким температурам [11, 33, 48], не-

посредственным образом связанная с его ста-

бильностью, холодочувствительность/холодо-

устойчивость репродукции при температурах, 

находящихся за нижними пределами темпера-

турного оптимума (25–26°С) [4], чувствитель-

ность к неспеци фическим гамма-ингибиторам 

сыворотки крови [3, 24, 31, 43], способность 

агглютинировать эритроциты определенных 

видов животных (современные вирусы гриппа 

A(H1N1)pdm09 и В агглютинируют эритроциты 

широкого спектра видов животных и птиц, та-

ких как куры, индейки, лошади, морские свин-

ки и человека 0 (I) группы крови, в то в ремя как 

вирусы A(H3N2) вступают в реакцию гемагглю-

тинации только с эритроцитами морской свин-

ки и человека) [18, 51, 55].

Из-за особенностей селектирующих факто-

ров классического скрещивания эпидемичес-

ких вирусов с ХА донорами аттенуации живой 

гриппозной вакцины, два момента оказывают 

существенное влияние на эффективность ре-

ассортации — холодочувствительность/холодо-

устойчивость репродукции эпидемических ви-

русов и их чувствительность к неспецифическим 

гамма-ингибиторам сыворотки крови. Под эф-

фективностью реассортации в данном контексте 

мы подразумеваем эффективность (%) выхода 

реассортантов с формулой генома 6:2.

В схему подготовки реассортантов для инак-

тивированной гриппозной вакцины входят 

пассажи только при оптимальной температуре 

инкубации [35], поэтому здесь фактор устой-

чивости/чувствительности «дикого» родитель-

ского вируса к пониженной температуре роли 

не играет. В данном случае остается только 

одно свойство «дикого» родительского вируса, 

которое может повлиять на эффективость реас-

сортации — его ингибиторочувствительность.
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Чувствительность вирусов «дикого» типа 

к неспецифическим термостабильным 

сывороточным гамма-ингибиторам

Среди биологических свойств вирусов гриппа 

особое место занимает их чувствительность к не-

специфическим термостабильным гамма-инги-

биторам сыворотки [24, 31, 43]. Из-за различной 

рецепторной специфичности вирусы гриппа 

«дикого» типа проявляют заметные различия 

в ингибиторочувствительности. Вирусы гриппа 

А(H3N2), которые преимущественно связывают-

ся с рецепторами альфа-2,6, высокочувствитель-

ны к сывороточным термостабильным гамма-

ингибиторам, в то время как штаммы А(H1N1) 

с альфа-2,3 или смешанной альфа-2,3/альфа-2,6 

специфичностью проявляют устойчивый к гам-

ма-ингибиторам фенотип [21, 37, 38]. Что касается 

вирусов гриппа В, то до 1970–80-х гг. подавляю-

щее их большинство обладало ингибитороустой-

чивым фенотипом. После разделения в 1980-х гг. 

вирусов гриппа В на две генетические линии, B/

Victoria и B/Yamagata [39], викторианские вирусы 

сохранили высокий уровень устойчивости к ин-

гибиторам, а вирусы линии B/Yamagata приобре-

ли к ним высокую чувствительность [5].

Использование антидонорской сыворотки 

при приготовлении вакцинных штаммов мето-

дом классического скрещивания в РКЭ [46, 47, 

53] обеспечивает избирательное преимущество 

реассортантов в наследовании HA и NA от ан-

тигенно релевантного вируса «дикого» типа. 

Однако получение 6:2 реассортантов на основе 

ингибиторочувствительных «диких» вирусов 

может быть существенно затруднено неспецифи-

ческим связыванием их НА с термостабильными 

гамма-ингибиторами, сохраняющимися в любой 

сыворотке после ее обработки рецептор-разру-

шающим ферментом и, таким образом, постоян-

но присутствующими и в сыворотке против до-

норского вируса [2, 21].

Данные, представленные в [2, 21], были ис-

пользованы нами для построения рисунка. 

Анализ состава генома 883 реассортантов, по-

лученных методом классической реассортации 

в развивающихся куриных эмбрионах ХА доно-

ров аттенуации с 40 вирусами гриппа «дикого» 

типа, обладающими разной степенью чувстви-

тельности к неспецифическим гамма-ингиби-

торам, выявил следующую закономерность: вне 

зависимости от чувствительности или устойчи-

вости эпидемических родительских штаммов 

к ингибиторам все реассортанты унаследова-

ли HA от «дикого» родителя; при этом при-

надлежность остальных генов варьировала. 

Большинство реассортантов на основе инги-

битороустойчивых вирусов «дикого» типа (89%) 

унаследовали «дикую» NA; при этом около тре-

ти полученных реассортантов (31%) обладали 

вакцинной формулой генома 6:2 (рис., А).

Напротив, эффективность получения 6:2 ре-

ассортантов была значительно ниже (7%), если 

«дикий» родительский вирус обладал высокой 

степенью чувствительности к неспецифичес ким 

термостабильным гамма-ингибиторам. В этом 

случае наблюдалось нарушение констелляции ге-

нов, кодирующих HA и NA — только четверть всех 

реассортантов унаследовали от «дикого» вируса 

одновременно и HA, и NA, а три четверти — «ди-

кий» HA и донорскую NA. При этом 25% состави-

ли реассортанты с формулой генома 7:1 (рис., Б).

Таким образом, чувствительность вирусов 

«дикого» типа к ингибиторам становится серьез-

ным препятствием для эффективного приготов-

Рисунок. Геномный состав реассортантов 

(в %), полученных методом классической 

реассортации ХА доноров аттенуации 

для ЖГВ с (А) 20 резистентными или (Б) 

20 чувствительными к неспецифическим 

термостабильным гамма-ингибиторам 

«дикими» вирусами гриппа A(H1N1), 

A(H2N2), A(H3N2), B/Victoria и B/Yamagata 

(по материалам [2, 21])

Figure. Genome composition (%) of reassortant 
influenza virus strains derived by classical reassortment 
of cold-adapted master donor viruses with A(H1N1), 
A(H2N2), A(H3N2), B/Victoria lineage, and B/Yamagata 
lineage wild type influenza viruses: (A) 20 resistant or 
(B) 20 sensitive to nonspecific thermostable gamma-
inhibitors (based on [2, 21])
Примечание. Состав генома 6:2 — HA и NA 
унаследованы от «дикого» родителя, а 6 внутренних 
генов унаследованы от донора; состав генома 5:3 — 
HA, NA и один из внутренних генов унаследованы 
от «дикого» родителя, остальные пять внутренних 
генов унаследованы от донора; состав генома 7:1 — HA 
унаследован от «дикого» родителя, все внутренние гены 
и NA унаследованы от донора.
Note. 6:2 genome composition — HA and NA are inherited 
from the wild type parent, and 6 internal genes are inherited 
from master donor virus; 5:3 genome composition — HA, NA 
and one of the internal genes are inherited from the wild type 
parent virus strain, the other five internal genes are inherited 
from master donor virus; 7:1 genome composition — HA 
is inherited from wild type parent, all internal genes and NA 
are inherited from master donor virus.
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ления методом классической реассортации вак-

цинных реассортантов 6:2 для ЖГВ, поскольку 

в процессе скрининга участвует иммунная сы-

воротка против донорского штамма, содержа-

щая значительное количество термостабильных 

гамма-ингибиторов. Наоборот, устойчивость 

к ингибиторам гарантирует более быстрый 

и стабильный результат при получении вакцин-

ных штаммов. Разработка ЖГВ на основе клас-

сического метода реассортации выиграла бы, 

если бы ВОЗ рекомендовала для производства 

вакцин вирусы с высоким уровнем устойчиво-

сти к ингибиторам. С другой стороны, чувстви-

тельные к ингибиторам вирусы предпочитают 

альфа-2,6-связи [38], более характерные для ви-

русов гриппа млекопитающих. Поэтому на дан-

ный момент вопрос, каким должен быть вакцин-

ный штамм — чувствительным или устойчивым 

к ингибиторам, остается открытым.

Холодоустойчивость репродукции 

эпидемических вирусов при температурах, 

находящихся за нижними пределами 

температурного оптимума

В природе циркулируют не только термочув-

ствительные вирусы, которых достаточно мно-

го, но иногда появляются и холодоустойчивые 

вирусы, размножающиеся при температуре ин-

кубации, пониженной до 25–26°С [23]. Для «ди-

ких» вирусов использование термина «ХА» (хо-

лодоадаптированные) не совсем корректно, так 

как эти вирусы не были адаптированы к низким 

температурам путем искусственных лаборатор-

ных манипуляций. Уместнее было бы говорить 

о вирусах «дикого» типа, обладающих естествен-

ной устойчивостью к низким температурам.

ХА-фенотип природно устойчивых к холоду 

эпидемических вирусов гриппа нарушает те этапы 

процесса подготовки ХА вакцинных штаммов для 

ЖГВ, которые осуществляются при пониженной 

до 25–26°C температуре. Потеря ХА-селективного 

фактора может привести к значительному увели-

чению общего числа ХА-реассортантов, но коли-

чество реассортантов для ЖГВ с желаемым соста-

вом генома 6:2 уменьшится.

Поскольку этап холодовой инкубации в про-

цессе подготовки вакцинных штаммов ИГВ 

отсутствует, свойство природной холодоадап-

тированности, присущее отдельным «диким» 

вирусам, не отражается негативно на эффек-

тивности приготовления вакцинного штамма.

Плюсы и минусы обратной генетики

Преимущества метода обратной генетики при 

подготовке гриппозных вакцин

Открытие полимеразной цепной реак-

ции [44] и технологии обратной генетики на ос-

нове плазмид [16] дали возможность не только 

реконструировать реликтовые [50, 52] и со-

временные эпидемические вирусы гриппа, 

но и быстро и бесперебойно создавать реассор-

тантные штаммы для гриппозных вакцин [9, 

16, 34]. Обратно-генетический подход имеет 

ряд неоспоримых преимуществ при получении 

вакцинных штаммов. Технологии обратной ге-

нетики позволяют искусственно манипулиро-

вать геномом вируса гриппа и являются мощ-

ным инструментом для создания «суррогатно-

го» реассортантного вируса с любым желаемым 

геномным составом. Кроме того, обратно-гене-

тический подход снижает вероятность спонтан-

ного появления нежелательных мутаций [13, 17, 

34]. Во время пандемии гриппа, когда необхо-

димо очень быстро произвести большое коли-

чество вакцин, метод обратной генетики может 

быть предпочтительнее классического подхо-

да. Более того, только он позволяет получать 

кандидатные реассортантные вакцины против 

высокопатогенных вирусов птичьего гриппа 

с делецией детерминант высокой патогенности 

в гене, кодирующем гемагглютинин (многоос-

новный сайт расщепления) [17].

Говоря о преимуществах обратно-генетичес-

ких технологий не следует забывать, что круг 

гриппозных вакцин очень широк и не ограни-

чивается только лицензированными класси-

ческими реассортантными вакцинами, ИГВ 

и ЖГВ. В настоящее время активно разрабаты-

ваются вакцины нового поколения, такие как 

разнообразные универсальные вакцины, ос-

нованные на векторных и других технологиях, 

и их конструирование невозможно без методов 

обратной генетики [25, 29].

Недостатки метода обратной генетики при 

подготовке реассортантных гриппозных вакцин

Все вышесказанное касалось неоспори-

мых преимуществ метода обратной гене-

тики. Однако у него есть и другая сторона. 

Теоретически этот метод кажется быстрее, так 

как в этом случае нет необходимости тратить 

время на первые этапы классической реассор-

тации. На самом деле качество этого метода 

не всегда может быть удовлетворительным; 

реассортанты, принудительно полученные ис-

кусственным путем, могут оказаться менее 

жизнеспособными, обладающими невысокой 

репродуктивной активностью, из-за чего могут 

потребоваться дополнительные пассажи вирус-

ного потомства в РКЭ для достижения допол-

нительной адаптации и повышения инфекци-

онных титров вируса [8].

Одна из причин, по которой классический 

метод реассортации для производства гриппоз-

ных вакцин может быть предпочтительнее под-

ходов обратной генетики, заключается в том, что 

он позволяет осуществлять естественный отбор 
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вариантов с оптимальным набором мутаций, 

улучшающим ростовые свойства реассортан-

та в РКЭ [14, 60]. Это важно, поскольку произ-

водство живых гриппозных вакцин базируется 

на использовании РКЭ. При реассортации, про-

водимой методом классического скрещивания 

вируса «дикого» типа с донорским штаммом, 

вирусное потомство проходит не менее 7 пасса-

жей в РКЭ (скрещивание родительских вирусов, 

два селективных пассажа, при необходимости — 

1–2 слепых пассажа, 2–3 клонирования и нако-

пление отобранного реассортанта) [22, 30, 46, 

47, 53]. Следует также учитывать и те пассажи, 

которые осуществляются уже на производстве. 

В результате вирусное потомство приобретает 

дополнительные адаптационные к репродук-

ции в РКЭ мутации, что приводит к преимуще-

ственному отбору быстрорастущих реассортан-

тов, эффективно размножающихся в РКЭ. Это 

можно сравнить с процессом микроэволюции 

вируса, в результате которой в куриных эмбрио-

нах происходит естественный отбор наиболее 

жизнеспособных и наиболее приспособленных 

к репликации в РКЭ клонов.

Известны случаи, когда методом классичес-

кой реассортации вообще не удавалось полу-

чить реассортанты с желаемой формулой гено-

ма 6:2 [26, 27, 49]. В такой ситуации на помощь 

может прийти обратная генетика, которая по-

зволит принудительно сконструировать реас-

сортант с нужной формулой генома. Однако 

следует учитывать, что природа не терпит наси-

лия. Будет ли такой реассортант 6:2 достаточно 

хорош? Нужно ли идти против природы, если 

оптимальная констелляция генов для данной 

пары родительских вирусов не 6:2, а, например, 

5:3 или 7:1? Что лучше — генно-инженерная 6:2 

конструкция сомнительного качества или вы-

сокопродуктивный реассортант 7:1, получен-

ный естественным путем? Эти вопросы все еще 

ждут ответов.

Заключение

Оба описанных в обзоре метода имеют свои 

сильные и слабые стороны, свои достоинства 

и недостатки. В каких случаях лучше исполь-

зовать методы классической реассортации, 

а в каких — обратно-генетические подходы? 

Очевидно, что если речь идет о, например, соз-

дании векторных вакцин, когда нужно изме-

нить ангитенную структуру вируса-носителя 

путем встраивания в него антигенно-значимых 

эпитопов чужеродного патогена, то это возмож-

но только с использованием методов обратной 

генетики. В случае же создания классических 

гриппозных вакцин, живых или инактивиро-

ванных, методы обратной генетики и класси-

ческой реассортации могут эффективно допол-

нять друг друга.
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ОбзорыReviews

ПУТИ ЭНДОЦИТОЗА ВИРУСОПОДОБНЫХ 

ЧАСТИЦ И ПРЕЗЕНТАЦИЯ ПОГЛОЩЕННЫХ 

АНТИГЕНОВ

В.Ю. Талаев, И.Е. Заиченко, О.Н. Бабайкина, М.В. Светлова, Е.В. Воронина

ФБУН Нижегородский научно-исследовательский институт эпидемиологии и микробиологии 

им. академика И.Н. Блохиной Роспотребнадзора, Нижний Новгород, Россия

Резюме. Белки многих вирусов могут собираться в строго организованные структуры — вирусоподобные ча-

стицы, которые несут антигены исходных вирусов, а также могут быть искусственно «декорированы» антиге-

нами других возбудителей. Эти частицы не содержат вирусного генома и лишены инфекционности, но могут 

обладать высокой иммуногенностью и поэтому активно используются для разработки вакцин. Не вызыва-

ет сомнения, что при конструировании вакцин необходимо учитывать сведения о взаимодействии их ком-

понентов с иммунной системой, в частности, с антигенпрезентирующими клетками. Особенно важно это 

для вирусоподобных частиц, поскольку они, подобно другим частицам нанометровых размеров, могут про-

никать в антигенпрезентирующие клетки с помощью различных путей эндоцитоза. Эти пути используют 

множество рецепторов, генерируют эндоцитарные везикулы разного размера и, что особенно актуально, ас-

социированы с различной судьбой поглощенного материала. В обзоре описаны механизмы фагоцитоза, ма-

кропиноцитоза, клатрин-опосредованного эндоцитоза, быстрого эндофилин-опосредованного эндоцитоза 

и несколько эндоцитарных путей, ассоциированных с липидными рафтами. Приведены данные о связи раз-

личных эндоцитарных путей с сортировкой поглощенного груза в ранних эндосомах и ферментативной де-

градацией содержимого поздних эндосом. Обсуждаются механизмы распределения поглощенных антигенов 

внутри антигенпрезентирующих клеток для загрузки на молекулы главного комплекса гистосовместимости 

I и II классов. Представлены данные об эндоцитозе различных вирусов при инфицировании клеток, а так-

же сравнительный анализ путей эндоцитоза вирусоподобных частиц и родственных им вирусов. Отмечается, 

что вирусоподобные частицы, наряду с путем поглощения, специфичным для исходного вируса, могут ис-

пользовать дополнительные эндоцитарные пути, а также могут быть искусственно «нацелены» на определен-

ный рецептор и соответствующий ему путь поглощения. Это дает возможность выбора или конструирования 

частиц с оптимальными показателями эндоцитоза и презентации антигенов для индукции протективного 

иммунного ответа при вакцинации. Следует предположить, что для большинства профилактических вакцин 

нужны частицы, которые хорошо поглощаются антигенпрезентирующими клетками и направляют материал 

на эндолизосомальную деградацию, или частицы, поглощение которых направляет материал как в поздние, 

так и в статические ранние эндосомы, обеспечивая доступность антигенов для «прямой» и перекрестной ан-

тигенной презентации. Наконец, в обзоре обсуждаются вирусоподобные частицы для доставки лекарств или 

генно-инженерных конструкций и оптимальные эндоцитарные пути, которые должны защищать полезную 

нагрузку этих частиц от эндолизосомной деградации.

Ключевые слова: эндоцитоз, рецепторы, презентация антигенов, вирусоподобные частицы, вирусы, вакцины.
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VIRUS-LIKE PARTICLE ENDOCYTOSIS PATHWAYS AND PRESENTATION OF CAPTURED ANTIGENS

Talayev V.Yu., Zaichenko I.Ye., Babaykina O.N., Svetlova M.V., Voronina E.V.

Academician I.N. Blokhina Nizhny Novgorod Scientific Research Institute of Epidemiology and Microbiology of Federal Service 

for Surveillance on Consumer Rights Protection and Human Wellbeing, Nizhny Novgorod, Russian Federation

Abstract. The proteins of many viruses can be assembled into strictly organized structures — virus-like particles bearing 

antigens of the original viruses and may also be artificially decorated with antigens of other pathogens. These particles 

contain no viral genome and lack infectivity but can be highly immunogenic and therefore being actively used for vaccine 

development. Undoubtedly, while designing vaccines, it is necessary to take into account information about the interaction 

of vaccine components with immune system particularly antigen-presenting cells. This is especially important for virus-

like particles because, like other nanometer-sized particles, they can enter antigen-presenting cells using various 

endocytosis pathways. The latter exploit multiple receptors, generate endocytic vesicles of different sizes, and, most 

importantly, are associated with varying fates of captured material. Here we review the mechanisms of phagocytosis, 

macropinocytosis, clathrin-mediated endocytosis, rapid endophilin-mediated endocytosis, and several endocytic 

pathways associated with lipid rafts. The data are presented on the relationship between various endocytic pathways and 

sorting of absorbed cargo in early endosomes as well as enzymatic degradation of the late endosomes contents. We also 

describe the mechanisms of distribution of absorbed antigens within antigen-presenting cells to be loaded onto the class I 

and II major histocompatibility complex molecules. The data are presented on the endocytosis of various viruses during 

cell infection, as well as a comparative analysis of the endocytosis pathways for virus-like particles and related viruses. 

It has been noted that virus-like particles, along with the absorption pathway specific for parent virus, can rely on additional 

endocytic pathways to be also artificially “targeted” at the selected endocytic receptor and relevant absorption pathway. 

It allows to select or design particles with optimal endocytosis and antigen presentation to induce a protective immune 

response upon vaccination. It should be assumed that most prophylactic vaccines require particles that are well engulfed 

by antigen presenting cells and direct material to endolysosomal degradation, or particles whose uptake directs material 

to both late and static early endosomes, making antigens available for «direct» and cross presentations. Finally, we discuss 

virus-like particles for the delivery of drugs or genetically engineered constructs, as well as optimal endocytic pathways 

that should protect the payload of these particles from endolysosomal degradation.

Key words: endocytosis, receptors, presentation of antigens, virus-like particles, viruses, vaccines.

Введение

Структурные белки многих вирусов облада-

ют способностью самопроизвольно собираться 

в организованные полимерные структуры — 

вирусоподобные частицы (ВПЧ), которые несут 

антигены исходных вирусов, а также могут быть 

искусственно «декорированы» антигенами дру-

гих возбудителей. ВПЧ не содержат вирусного 

генома и лишены инфекционности, но могут 

индуцировать мощный иммунный ответ. В свя-

зи с этим ВПЧ являются перспективной основой 

для разработки вакцин против многих заболе-

ваний, и некоторые из ВПЧ-вакцин уже дока-

зали свою эффективность [10]. Лицензированы 

для использования ВПЧ-вакцины против гепа-

титов В и Е, папилломавирусов человека (HPV), 

Plasmodium falciparum [74, 79, 107] и ветеринар-

ные вакцины против цирковируса свиней [46]. 

Десятки ВПЧ-вакцин находятся на стадиях 

разработки или клинических испытаний [2, 

74, 79]. Кроме того, ВПЧ можно использовать 

для доставки внутрь клеток генно-инженерных 

конструкций или лекарств, а также для иссле-

дования взаимодействия вирусов с клетками 

и оценки действия противовирусных лекар-

ственных средств [1].

Размеры ВПЧ находятся в общем диапа-

зоне размеров вирусов, а их форма может вос-

производить родительские вирионы или суб-

вирусные частицы. Ценным свойством ВПЧ 

является строгая организация поверхности, 

состоящей из повторяющихся точно ориенти-

рованных элементов [10]. Такая поверхность 

характерна для структур патогенов (вирусных 

капсидов, жгутиков бактерий), и иммунная си-

стема может распознавать эти повторяющиеся 

структуры, как своеобразный геометрический 

паттерн, ассоциированный с патогенами [9]. 

Так, одинаковые антигенные эпитопы, равно-

мерно распределенные на расстоянии 5–10 нм 

друг от друга (как в оболочке вируса), вызывают 

максимальную активацию В-лимфоцитов [9]. 

Повторяющиеся вирусные поверхности идеаль-

ны для многовалентных взаимодействий с IgM 

и мультимерными компонентами врожденной 

иммунной системы (C1q, пентраксинами, фи-

колинами, коллектинами). Они эффективнее 

активируют комплемент, что также способ-

ствует активации В-клеток [10]. Однако мощ-

ная активация В-клеток, не подкрепленная по-

мощью Т-хелперов, может привести к быстрой 

дифференцировке В-клеток в короткоживущие 

плазмоциты без созревания клеток иммуно-

логической памяти и долгоживущих плазмо-

цитов. Результатом такого Т-независимого от-

вета может быть сильная, но краткосрочная 

продукция антител. Необходимым условием 
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формирования длительного иммунитета к ин-

фекции является привлечение в иммунный от-

вет Т-лимфоцитов, за рекрутирование которых 

отвечают миелоидные антигенпрезентирую-

щие клетки (АПК) — дендритные клетки (ДК) 

и макрофаги. Эти АПК эффективно собирают, 

процессируют и представляют антигенный ма-

териал на молекулах главного комплекса гисто-

совместимости (МНС). Также функцию АПК 

могут выполнять В-клетки и Т-лимфоциты 

с γ/δ Т-клеточным рецептором (TCR) [102, 108], 

а в очаге воспаления — эпителиальные и эндо-

телиальные клетки.

АПК используют различные способы по-

глощения внеклеточного материала, причем 

многие из них могут участвовать в эндоцитозе 

ВПЧ. Однако разные пути эндоцитоза реализу-

ются с использованием различных рецепторов 

и генерируют эндоцитарные везикулы разно-

го размера, что может оказывать существен-

ное влияние на поглощение различных ВПЧ. 

Некоторые эндоцитарные рецепторы при ин-

фекции используются вирусами для проникно-

вения в клетки. Следует ожидать, что наличие 

в структуре ВПЧ вирусных лигандов этих эн-

доцитарных рецепторов индуцирует поглоще-

ние частиц клетками-носителями рецепторов. 

Определенное влияние на фармакокинетику 

ВПЧ могут оказать эндоцитарные механизмы, 

вовлеченные в трансцитоз через эпителиальные 

и эндотелиальные барьеры. Наконец, разные 

пути эндоцитоза ассоциированы с различной 

судьбой поглощенного материала, что может 

влиять на эффективность загрузки антигенов 

на МНС. В обзоре приведены сведения о меха-

низмах эндоцитоза и презентации антигенов, 

а также данные о реализации эндоцитарных 

механизмов при поглощении вирусов и ВПЧ.

Фагоцитоз

Традиционно описание поглощения мик-

робного материала начинают с фагоцитоза, 

который используют профессиональные фа-

гоциты: нейтрофилы, макрофаги, ДК [53, 93] 

и γ/δTCR+ Т-клетки [102, 108]. Однако фагоцитоз 

наиболее эффективен при поглощении относи-

тельно крупных корпускулярных объектов с оп-

тимальным размером от 0,5 до 3 мкм [48, 56], что 

существенно превышает размер большинства 

ВПЧ. Фагоцитоз частиц с нанометровыми раз-

мерами также возможен, но он, по-видимому, 

требует агрегации или опсонизации [96], что 

свидетельствует о роли фагоцитарных рецеп-

торов в поглощении мелких объектов. К фаго-

цитарным рецепторам относятся рецепторы оп-

сонинов, мембранные лектины С-типа (CD205/

DEC-205, СD206/маннозный рецептор, CD209/

DC-SIGN), рецепторы белков теплового шока, 

рецептор-мусорщик CD204 [31, 44, 95]. В соот-

ветствии со специфичностью этих рецепторов, 

следует ожидать, что характер гликозилирова-

ния также влияет на фагоцитоз мелких частиц.

Фагоцитоз эффективно запускается при 

контакте клетки с выступающей частью плот-

ного объекта с большой кривизной, например 

с острым концом эллипсоида [24]. Активация 

фагоцитарных рецепторов в месте первично-

го контакта инициирует сборку актиновой 

сети в виде чаши под мембраной. Затем акти-

новая чаша трансформируется в кольцо, ко-

торое продвигается вдоль объекта фагоцитоза 

внутри растущих выступов плазматической 

мембраны, до тех пор, пока объект не будет за-

ключен в мембранную структуру — фагосому. 

Сформированная фагосома отпочковывается 

от плазматической мембраны и продвигает-

ся внутрь клетки, вступая во временные кон-

такты с эндосомами и сливаясь с лизосомами. 

При этом среда внутри фаголизосомы закис-

ляется, и поглощенный материал подвергается 

инактивации и расщеплению лизосомальными 

ферментами. Интересно, что фагоцитоз и бак-

терицидная активность макрофагов усиливает-

ся от притока в клетку ионов Са2+ через механи-

чески активируемые ионные каналы Piezo1 [40]. 

Эти каналы активируются при механическом 

воздействии на мембрану клетки [30], при кон-

такте макрофага с внеклеточным матриксом 

достаточной жесткости, а также участвуют 

в передаче сигнала от паттерн-распознающего 

Toll-подобного рецептора 4 (TLR4) [40]. Таким 

образом, на уровне механосенсоров может про-

исходить взаимодействие управляющих фаго-

цитозом сигналов, генерируемых механичес-

ким воздействием и молекулярным паттерном 

патогена.

Судьба материала, поглощенного 
с помощью фагоцитоза и других 
вариантов эндоцитоза; презентация 
антигенов

Нейтрофилы для инактивации поглощен-

ных микроорганизмов используют чрезвычай-

но агрессивные агенты, в первую очередь, ак-

тивные формы кислорода (АФК), тогда как ма-

крофаги и, особенно, ДК уничтожают микро-

организмы за счет ферментативной деградации 

при относительно слабой продукции АФК [38]. 

Кроме того, среда в фаголизосомах ДК менее 

кислая, чем у макрофагов и нейтрофилов, на-

бор ферментов разнообразен [57], но их кон-

центрации невелики [35], а активность проте-

аз ограничена присутствием ингибиторов [47]. 

В результате ДК расщепляют поглощенные бел-

ки с сохранением относительно больших фраг-
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ментов, в том числе, Т-клеточных эпитопов — 

последовательностей, обладающих антигенной 

специфичностью и способностью эффективно 

связываться с молекулами МНС [93]. Благодаря 

этим свойствам, а также способности обеспечи-

вать Т-клетки дополнительными стимулирую-

щими сигналами, ДК являются наиболее ак-

тивными АПК, критически необходимыми для 

запуска первичного Т-зависимого иммунного 

ответа. Наконец, ДК обладают еще одним свой-

ством, расширяющим возможности представ-

ления поглощенных антигенов Т-лимфоцитам, 

а именно, способностью к перекрестной пре-

зентации. Следует отметить, что способностью 

к перекрестной презентации обладают разные 

типы АПК [21, 56], однако наиболее эффектив-

но этот процесс использует специализирован-

ная группа ДК — классические или обычные 

(conventional) ДК типа 1 (кДК1) [11].

Суть перекрестной презентации состоит 

в следующем. Как известно, антигенные пеп-

тиды, представленные на МНС  II (МНС II) 

распознаются CD4+ Т-клетками (в частности, 

Т-хелперами), а пептиды на МНС I — CD8+ 

Т-клетками (цитотоксическими Т-лимфоцита-

ми). МНС II экспрессируются на АПК и экспо-

нируют фрагменты белков, поглощенных с по-

мощью эндоцитоза. МНС I экспрессируются 

практически на всех клетках организма и на 

большинстве клеточных типов презентируют 

фрагменты белков, синтезированных исключи-

тельно внутри клетки. Иными словами, клет-

ка может презентировать вирусные антигены 

CD8+ Т-лимфоциту только в случае заражения 

вирусом данной клетки, но не в случае эндо-

цитоза вирусных белков извне. Однако пере-

крестно-презентирующие АПК могут не толь-

ко представлять поглощенные извне антигены 

на МНС II, но и перераспределять часть этих 

антигенов на МНС I, в результате чего эндоци-

тированные антигены становятся доступными 

как для Т-хелперов, так и для CD8+ Т-клеток.

Местом загрузки антигенных пептидов 

на МНС II являются компартменты эндолизо-

сомального пути расщепления поглощенного 

материала (фагосомы/фаголизосомы, макро-

пиносомы, поздние эндосомы). Канонической 

зоной загрузки МНС I является эндоплазмати-

ческий ретикулум, куда из цитозоля транспор-

тируются пептиды, образовавшиеся при работе 

протеосом — мультимолекулярных комплексов 

для расщепления ненужных или дефектных 

белков. При альтернативных способах загрузки 

МНС I, лежащих в основе перекрестной пре-

зентации, происходит перераспределение по-

глощенных извне антигенов на МНС I по двум 

принципиально различным путям — вакуоляр-

ному и цитозольному. В вакуолярном пути ан-

тигены загружаются на MHC I непосредствен-

но в фагосомах [11], то есть там же, где проис-

ходит загрузка на МНС II. Детали этого про-

цесса обсуждаются, однако присутствие MHC 

I в фагосомах доказано, и может объясняться 

либо захватом этих молекул с наружной мем-

браны в зоне образования фагоцитарной чаши, 

либо транспортом из эндоплазматического ре-

тикулума в везикулах [28], которые сливаются 

с мембраной растущей фагосомы и увеличи-

вают ее площадь при «натягивании» на объ-

ект [58]. Следует отметить, что вакуолярный 

путь перераспределения антигена реализуется 

макрофагами при фагоцитозе, тогда как ДК, 

по-видимому, преимущественно используют 

цитозольный путь, ассоциированный не толь-

ко с фагоцитозом, но и с другими механизмами 

эндоцитоза, которые будут описаны ниже [105]. 

В цитозольном пути антигены переносятся 

из фагосомы в цитозоль, гидролизуются про-

теасомами, и полученные пептиды транспор-

тируются по каноническому маршруту к моле-

кулам MHC I в эндоплазматический ретику-

лум [28]. Как осуществляется выход антигенов 

из фагосомы до конца не ясно, но обсуждаются 

две группы механизмов — перенос с помощью 

специализированного мембранного канала 

или разрыв части фагосом из-за перекисно-

го окисления липидов мембран под действием 

АФК [28].

Как уже было отмечено, уход поглощенного 

материала с эндолизосомального пути дегра-

дации наблюдается не только при фагоцитозе, 

но и при других способах эндоцитоза. Более 

того, специфические пути эндоцитоза веществ, 

необходимых для клетки (см. ниже), обяза-

тельно включают в себя выведение полезного 

материала с эндолизосомального пути для его 

защиты от разрушения. Это выведение проис-

ходит после слияния эндоцитарных везикул 

со специализированными мембранными ор-

ганеллами — ранними эндосомами, функция 

которых заключается в сортировке поглощен-

ного материала и направлении полезных грузов 

в соответствующие компартменты клетки с по-

мощью везикул и тубулярных структур. Затем 

среда в ранней эндосоме начинает закисляться, 

и эта органелла превращается в позднюю эн-

досому, сливается с лизосомой, а оставшийся 

в ней материал подвергается ферментативной 

деградации. Наряду с полезными грузами вы-

ход с эндолизосомального пути осуществляют 

вирусы для сохранения своего генома и после-

дующей репликации. Точное место «побега» 

с эндолизосомального пути для многих вирусов 

неизвестно, однако для вируса гриппа А, рео-

вирусов, аденоассоциированного вируса, по-

лиомавирусов, риновирусов и вируса Зика уста-

новлено, что эвакуация из эндосомы зависит 

от закисления среды и часто требует действия 
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ферментов на структурные белки вириона, что 

происходит при созревании ранней эндосомы 

в позднюю [14, 33, 36, 43, 81]. Поскольку некото-

рые вирусы могут выходить из эндосомы в виде 

целого вириона или субвирионных частиц, 

утративших лишь часть структурных белков, 

следует предположить, что ВПЧ, воспроизво-

дящие структуру таких вирусов, также могут 

использовать вирусные механизмы «побега» 

и покидать эндолизосомальный путь в виде це-

лых или фрагментированных частиц. Однако 

ВПЧ не инфекционны, и их выход из эндосомы 

приведет к деградации ненужных клетке вирус-

ных белков в протеасомах и загрузке пептидов 

на MHC I, тогда как сохранение ВПЧ в эндосо-

мах вплоть до их созревания и слияния с лизо-

сомами приведет к расщеплению ферментами 

и загрузке пептидов на MHC II.

Следует учесть, что уход чужеродных объек-

тов с эндолизосомального пути ведет к большим 

потерям антигенного материала, поскольку пеп-

тиды, образованные в протеасомах, быстро раз-

рушаются до аминокислот цитозольными пеп-

тидазами, и лишь малая часть пептидов успе-

вает загрузиться на MHC I [84]. В связи с этим 

предполагается, что эффективная презентация 

эндоцитированных антигенов на MHC I может 

происходить лишь при поглощении клеткой 

большого количества антигенного материала. 

Тем не менее при использовании ВПЧ для изби-

рательной индукции клеточного цитотоксиче-

ского ответа уход от эндолизосомального пути 

деградации может дать положительный резуль-

тат. Так, псевдотипирование ВПЧ вируса имму-

нодефицита человека (ВИЧ) гликопротеи нами 

вируса везикулярного стоматита усиливало ре-

крутирование CD8+ T-клеток в цитотоксичес-

кий ответ на антигены ВИЧ за счет расши-

рения спектра АПК и усиления эндоцитоза, 

а также за счет направления ВПЧ из эндосом 

в цитоплазму. В результате облегчалось взаи-

модействие вирусных белков с протеасомой 

и ассоциация пептидов с MHC I [22, 63]. Уход 

с эндолизосомального пути также необходим 

для ВПЧ, которые планируется использовать 

для доставки внутрь клеток генно-инженер-

ных конструкций или лекарственных средств, 

которые могут быть разрушены лизосомальны-

ми ферментами. В то же время для ВПЧ, кото-

рые планируется использовать в вакцинах для 

предотвращения большинства инфекций, уход 

антигенного материала с эндолизосомального 

пути представляется невыгодным, поскольку 

он может ослабить рекрутирование Т-хелперов, 

необходимых для формирования полноценного 

гуморального и клеточного иммунного ответа 

и иммунологической памяти.

Интересно, что в ходе эндоцитоза форми-

руются пулы ранних эндосом с различной ди-

намикой созревания. При этом стабильные 

ранние эндосомы могут длительно сохранять 

и сортировать поглощенный материал в ней-

тральной среде, тогда как другие эндосомы бы-

стро закисляют среду и сливаются с лизосома-

ми. Выбор груза для этих двух пулов эндосом 

происходит уже на плазматической мембране 

и, вероятно, связан с ассоциацией фагоцитар-

ного/эндоцитарного рецептора с адапторны-

ми белками. Анализ, проведенный Burgdorf 

и Kurts показал, что грузы, фагоцитированные 

АПК мыши с помощью маннозного рецепто-

ра СD206 и лангерина/CD207, ассоциированы 

с ранними эндосомами, что, по мнению авто-

ров, способствует перекрестной презентации. 

Фагоцитоз с помощью рецепторов CD209/

DC-SIGN, CD205/DEC-205, DCIR2, дектина-1, 

MGL (macrophage galactose-type lectin) и рецеп-

торов-мусорщиков направляет материал по эн-

долизосомальному пути, что должно приводить 

к преимущественной презентации антигенов 

на МНС II [21]. В связи с этим данные о взаи-

модействии ВПЧ с фагоцитарными рецептора-

ми могут быть полезны для прогнозирования 

способа презентации антигенов, однако на се-

годняшний день эти данные немногочисленны. 

Известно, что ВПЧ из белка L1 папилломавиру-

са человека 16 (HPV-16) взаимодействуют с ге-

парансульфатом синдекана-3 на ДК и лангери-

ном на клетках Лангерганса [19, 103], тогда как 

ВПЧ из белка L1 HPV-16 и белка L2 бычьего па-

пилломавируса связываются рецептором DC-

SIGN [4]. ВПЧ из белка gag ВИЧ-1 связываются 

с DC-SIGN [98], а химерные ВПЧ аденовируса 

человека типа 3, декорированные доменом RBD 

вируса SARS-CoV-2, связываются с DC-SIGN 

и MGL [15].

Макропиноцитоз

Для активного сбора антигенов ДК исполь-

зуют еще один процесс, зависящий от быстро-

го ремоделирования мембраны — макропино-

цитоз [80]. При макропиноцитозе перестройки 

актинового цитоскелета формируют складки 

мембраны на поверхности клетки, которые 

смыкаются, захватывают жидкость и взвешен-

ные в ней частицы и образуют крупные везику-

лы размером от 0,5 до 10 мкм — макропиносомы. 

В АПК этот тип эндоцитоза направляет погло-

щенный материал преимущественно на эндо-

лизосомальную деградацию: среда в макропи-

носомах закисляется, они сливаются с поздни-

ми эндосомами и лизосомами, поглощенные 

белки разрушаются ферментами до пептидов, 

которые загружаются на МНС II.

С помощью макропиноцитоза внутрь кле-

ток могут проникать некоторые вирусы, при-

чем этот путь является основным способом 
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заражения клеток крупными вирусами, та-

кими как вирус Эбола и вирус осповакцины 

(табл.). ВПЧ, воспроизводящие вирус Эбола, 

также поглощаются с помощью макропино-

цитоза [75]. Интересно, что макропиноцитоз 

может зависеть от состава вириона, хотя ранее 

эта форма эндоцитоза представлялась процес-

сом неспеци фического поглощения жидко-

сти и взвешенных в ней частиц. Так, введение 

в состав вируса везикулярного стоматита гли-

копротеинов вируса Эбола индуцирует макро-

пиноцитоз полученных псевдотипированных 

вирионов [75]. Определенная зависимость ма-

кропиноцитоза от свойств поглощаемого мате-

риала может быть связана со стимуляцией этого 

процесса паттерн-распознающими рецептора-

ми. Так, у незрелых ДК макропиноцитоз идет 

конститутивно, однако при распознавании па-

тогена рецепторами TLR2 или TLR4 макропи-

ноцитоз активизируется, а подвижность клеток 

временно ограничивается, что позволяет ДК 

в течение нескольких часов собрать в инфици-

рованной ткани большое количество разно-

образного материала и лишь затем мигрировать 

в региональный лимфоидный орган для пре-

зентации собранных антигенов [100].

Клатрин-опосредованный эндоцитоз 
(КОЭ)

КОЭ является наиболее универсальным спо-

собом эндоцитоза и в физиологических усло-

виях используется любыми эукариотическими 

клетками для связывания и транспортировки 

внутрь клеток необходимых веществ — метабо-

литов или гормонов с помощью специфических 

эндоцитарных рецепторов. Кроме того, КОЭ 

применяется для интернализации связавших 

лиганд сигнальных рецепторов с целью выклю-

чения сигнала и разрушения рецептора или его 

очистки от лиганда и возвращения на мембра-

ну. У В-лимфоцитов КОЭ используется для ин-

тернализации связавших антиген В-клеточных 

рецепторов (BCR) и является основным спосо-

бом сбора антигенов этим типом АПК [58, 88]. 

Интересно, что Т-лимфоциты интернализуют 

α/β TCR с помощью КОЭ в ходе постоянного 

рециклинга не связанных с антигеном TCR, 

тогда как после взаимодействия с комплексом 

антиген–МНС TCR поглощается с использова-

нием клатрин-независимых механизмов [25].

Для запуска КОЭ эндоцитарные рецепторы 

должны связать лиганд, после чего их цито-

плазматические участки рекрутируют адап-

торные белки и тримеры клатрина, имеющие 

характерную форму трискелиона. Тримеры 

клатрина полимеризуются, группируя нагру-

женные рецепторы на определенном участке 

плазматической мембраны и образуя под этим 

участком клатриновую сеть, которая привле-

кает индукторы искривления: эпсины и белки 

с доменом BAR. При этом клатриновая сеть вы-

гибается внутрь клетки, увлекая с собой мем-

брану, рецепторы и связанные с ними лиганды. 

В результате формируется покрытая клатри-

ном ямка, которая по мере прогибания мем-

браны превращается в шарообразную полость 

диамет ром около 100–150 нм. Затем происхо-

дит рекрутирование и полимеризация динами-

на-2 в спираль, которая стягивает шейку поло-

сти и отделяет покрытую клатрином везикулу 

от наружной мембраны клетки. Клатрин диссо-

циирует от везикулы, и она сливается с ранней 

эндосомой, которая осуществляет сортировку 

поглощенного материала. Затем среда в ран-

ней эндосоме начнет закисляться, она превра-

титься в позднюю эндосому и оставшийся в ней 

материал подвергается эндолизосомальной де-

градации [58]. Ассоциация КОЭ с сортировкой 

материала в ранних эндосомах и постепенное 

превращение ранних эндосом в поздние пред-

ставляет возможность для «побега» с эндолизо-

сомального пути деградации. Возможно, поэто-

му КОЭ является самым распространенным пу-

тем проникновения в клетки вирусов, которые 

в ходе эволюции приобрели способность взаи-

модействовать с эндоцитарными рецептора-

ми [71]. В частности, вирусы гриппа, гепатита В, 

гепатита С, SARS-CoV-2, HPV-16, аденовирусы, 

герпесвирусы используют КОЭ для заражения 

клеток (табл.).

Быстрый эндофилин-опосредованный 
эндоцитоз (БЭОЭ)

КОЭ является относительно медленным 

процессом. Для интернализации большого ко-

личества рецепторов (более миллиона копий) 

с помощью КОЭ клетке требуется около 30 мин, 

и для ускорения поглощения необходим за-

пуск дополнительных механизмов [86]. Так, 

при росте количества BCR, связавших антиген, 

В-клетки модифицируют КОЭ в несколько раз 

увеличивая размер покрытых клатрином ямок. 

Для превращения таких крупных участков 

мембраны в везикулу требуется раннее учас-

тие актина, тогда как при классическом КОЭ 

актин используется только для продвижения 

сформированной везикулы внутрь клетки [88]. 

Другие клетки могут проводить более ради-

кальную смену механизмов эндоцитоза, как, 

например, эпителиальные клетки при росте 

концентрации эпидермального фактора роста 

(EGF). При низких концентрациях EGF его ре-

цептор интернализуется КОЭ, при повышенной 

концентрации — неклатриновым эндоцитозом 

рецептора EGF с острым ремоделированием 

мембраны и активацией динамина. Наконец, 
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Таблица. Эндоцитарные пути проникновения вирусов в клетки человека

Table. Endocytic pathways of virus entry into human cells

Вирусы

Viruses

Размер 
вириона (нм)

Virion size (nm)

Пути эндоцитоза

Pathways of endocytosis

Макропиноцитоз

Macropinocytosis 

КОЭ

Clathrin-
mediated 

endocytosis

Клатрин-
независимые пути

Clathrin-independent 
pathways

Вирусы с липидной оболочкой

Lipid-enveloped viruses 
Хантавирусы

Hantaviruses
228–5051 + [72] + [72]

Эболавирус

Ebolavirus 
80×1400 + [75, 91]

Вирус коровьей оспы

Vaccinia virus
200×300 + [70]

Вирус кори (основной путь — слияние 
с мембраной клетки)

Measles virus (the major pathway 
is via fusion with cell membrane)

150–250 + [41]

RhoA-ROCK-миозин II-
зависимый путь [41]

RhoA-ROCK-myosin II-
dependent pathway

Вирус простого герпеса

Herpes simplex virus 
185–225

Путь Arf6 [77]

Arf6 pathway
Герпесвирус, тип 8

Herpesvirus type 8
185–225 + [83] + [5]

Вирус везикулярного стоматита

Vesicular stomatitis virus
80×200 + [65]

SARS-CoV-2 50–200 + [7]
Вирус гриппа А

Influenza A virus
100–120 + [64, 90]

Вирус гепатита С

Hepatitis C virus
40–60 + [16, 67]

Вирус денге 2

Dengue virus 2
40–60 + [3]

Вирус Зика

Zika virus
40–60 + [4, 81]

Вирус гепатита В

Hepatitis B virus
30–42 +[46, 50, 52]

Кавеолы [59]

Caveolae
Простые вирусы

Non-enveloped viruses
Аденовирус, тип 2 и 5

Adenovirus type 2 and 5
70–90 + [68, 69] + [68, 69]

Аденовирус, тип 3

Adenovirus type 3
70–90 + [8]

Ротавирус

Rotavirus
76 + [33]

Путь IL-2Rβ [92]

IL-2Rβ pathway
HPV, тип 16

HPV type 16
55 + [34]

Полиомавирус 2 (JC)

Poliomavirus 2 (JC)
40–50 + [66]

Полиомавирус клеток Меркеля

Merkel cell polyomavirus
40–50

Кавеолы/липидные 
рафты [14]

Caveolae/lipid rafts

SV40 40–50

Кавеолы [82, 97]

Caveolae

CLIC-GEEC [32]

Вирус гепатита Е

Hepatitis E virus
32–34 + [51]

Вирус Коксаки A9

Coxsackievirus A9
20–30

Путь Arf6 [49]

Arf6 pathway



226

Инфекция и иммунитетВ.Ю. Талаев и др.

при чрезвычайно высоких концентрациях это-

го потенциально онкогенного фактора экс-

тренный клиренс его рецептора с поверхности 

осуществляется с помощью макропиноцитоза 

и БЭОЭ [86].

БЭОЭ, также как и КОЭ, зависит от взаимо-

действия интернализуемого рецептора с лиган-

дом, а формирование эндосомальной везикулы 

осуществляется за счет изгибания мембраны 

специализированным цитозольным белком, 

в данном случае — индуктором искривления эн-

дофилином [18]. Однако, в отличие от клатрина, 

эндофилин обогащает отдельные участки под 

наружной мембраной еще до взаимодействия 

рецептора с лигандом за счет активного пере-

распределения между короткоживущими (5–

10 с) «эндофилиновыми пятнами». Активация 

рецептора лигандом инициирует связывание 

эндофилина с цитоплазматическим участком 

рецептора (непосредственно или через адаптор-

ные белки), что вызывает кластеризацию акти-

вированных рецепторов и группировку их гру-

зов на локальном участке мембраны, который 

втягивается в клетку и образует глубокую по-

лость (везикулярно-тубулярную сборку) разме-

ром 0,1–1 мкм, которая с цитоплазматической 

стороны окружена эндофилином и белком Bin1. 

Почкование этой везикулы требует полимери-

зации динамина и актина, а ее продвижение 

внутрь клетки вдоль микротрубочек осущест-

вляется с помощью молекулярного мотора ди-

неина, который рекрутируется белком Bin1 [86].

В физиологических условиях БЭОЭ участвует 

в интернализации питательных веществ и ци-

токинов, в частности, IL-2 [18], а также обеспе-

чивает поглощение и перераспределение участ-

ков мембраны при движении или поляризации 

клетки [94]. Следует отметить, что β-цепь ре-

цептора IL-2 (IL-2Rβ) может быть интернали-

зована по своему уникальному пути, родствен-

ному макропиноцитозу и требующему актив-

ности малой ГТФ-азы RhoA [86]. При инфек-

циях БЭОЭ может быть вовлечен в отравление 

клеток бактериальными токсинами (холерным 

токсином и токсином Шига) и в заражение энте-

ровирусами, тогда как путь IL-2Rβ может обес-

печивать проникновение в клетку ротавирусов 

(табл.).

Клатрин-независимые пути 
эндоцитоза, опосредованные 
липидными рафтами

Еще одна группа эндоцитарных механизмов 

описывается концепцией «гликолипид–лек-

тин», согласно которой сшивание интегриро-

ванных в мембрану гликолипидов или глико-

протеинов внеклеточными лектинами создает 

локальное напряжение в мембране, которое 

разрешается спонтанной тубуляцией. Иными 

словами, лектины с внешней стороны плаз-

матической мембраны сшивают заякоренные 

в мембране молекулы и «заворачивают мембра-

ну на себя», что ведет к формированию труб-

чатых эндоцитарных ямок, а затем — везикул. 

Одним из вариантов такого механизма является 

эндоцитарный путь CLIC/GEEC, в ходе которо-

го формируются мелкие (50–80 нм) трубчатые 

или серповидные везикулы — клатрин-неза-

висимые переносчики (CLIC), которые затем 

сливаются друг с другом и созревают в ранние 

эндоцитарные компартменты, обогащенные 

гликозидфосфатидилинозитол-заякоренными 

белками (GEEC) [94].

В норме CLIC/GEEC транспортируют 

в клетку лектины галлектин-3 и -8, интернали-

зуют белки, закрепленные с наружной стороны 

Вирусы

Viruses

Размер 
вириона (нм)

Virion size (nm)

Пути эндоцитоза

Pathways of endocytosis

Макропиноцитоз

Macropinocytosis 

КОЭ

Clathrin-
mediated 

endocytosis

Клатрин-
независимые пути

Clathrin-independent 
pathways

Вирус Коксаки В3

Coxsackievirus В3
20–30 + [27]

Путь Arf6 [61]

Arf6 pathway
Эховирус-1

Echovirus-1
20–30

Кавеолы [62]

Caveolae

Энтеровирус-71

Enterovirus-71
20–30

БЭОЭ [26]

rapid endophilin-mediated 
endocytosis

Риновирус человека 14

Human rhinovirus 14
20–30 + [43]

Аденоассоциированный вирус, тип 2 и 5

Adenoassociated virus type 2 and 5
20 + [12, 13, 37] CLIC-GEEC [78] 

Окончание таблицы. Эндоцитарные пути проникновения вирусов в клетки человека

Table. Endocytic pathways of virus entry into human cells (continued)
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мембраны гликозидфосфатидилинозитольным 

якорем (CD55, CD59, СD90/Thy-1), а также 

трансмембранные гликопротеины (рецептор 

фолиевой кислоты и CD44). Кроме того, CLIC/

GEEC участвуют в захвате значительного объе-

ма жидкости и в перераспределении поглощен-

ных участков наружной мембраны при движе-

нии клеток и морфогенезе органов. Наконец, 

этот путь эндоцитоза используют некоторые 

вирусы, в частности, аденоассоциированный 

вирус 2 и вирус SV40 (обезьяний вирус) (табл.). 

Судьба материала, поглощенного с помощью 

CLIC/GEEC, определяется в ходе сортировки 

в ранних эндосомах и зависит от степени гли-

козилирования и взаимодействия с галекти-

ном. Поскольку путь CLIC/GEEC чувствителен 

к истощению запасов холестерина, а гликозид-

фосфатидилинозитол-заякоренные белки рас-

полагаются в липидных рафтах, предполага-

ется, что везикулы CLIС формируются из этих 

особых участков плазмалеммы [58].

Липидные рафты используются клетками 

при реализации еще нескольких путей эндоци-

тоза. Наиболее известным является эндоцитоз 

с помощью кавеол — липидных рафтов специ-

фической вогнутой колбообразной формы раз-

мером 50–100 нм. Ключевую роль в формиро-

вании этих структур играет белок кавеолин-1, 

интегрированный в цитоплазматическую 

поверхность кавеолы. При биогенезе кавеол 

кавео лин-1 олигомеризуется в эндоплазмати-

ческом ретикулуме и переносится в аппарат 

Гольджи для мультимеризации на участке мем-

браны, который обогащается холестерином. 

Этот предшественник липидного рафта затем 

транспортируется к плазматической мембране 

в виде небольших везикул, которые открыва-

ются наружу и интегрируют в свою мембрану 

другие липиды и белки, в частности, кавины. 

С помощью кавеол осуществляется транспорт 

различных веществ [76], включая трансцитоз — 

сквозной перенос веществ через эндотелиаль-

ные или эпителиальные клетки [89], а также 

поглощение некоторых мелких вирусов (табл.).

Кавеолы были впервые обнаружены у эндо-

телиальных, эпителиальных и мышечных кле-

ток, а также у адипоцитов и фибробластов, а за-

тем появились сообщения об использовании 

этого механизма при поглощении наноразмер-

ных объектов другими клетками, включая ДК. 

Например, сообщалось, что наноструктура, 

собранная посредством электростатического 

взаимодействия катионного пептидного анти-

гена и анионного polyIC (агонист TLR3, играю-

щий роль адъюванта), поглощается CD11c+ ДК 

мыши с помощью кавеол, причем около 40% 

поглощенного материала направляется по эн-

долизосомальному пути, что свидетельствует 

о принципиальной возможности презентации 

собранных антигенов на МНС II [17]. Однако 

в экспериментах с поглощением частиц разного 

размера эпителиальными и эндотелиальными 

клетками переход к кавеолярному пути эндо-

цитоза сопровождался утратой ассоциации по-

глощенного материала с эндолизосомальным 

путем деградации [42, 85]. Таким образом, судь-

ба груза, поглощенного кавеолами, может быть 

различной и, возможно, зависит от типа клетки 

или характера поглощаемого груза [58].

Следует отметить, что в некоторых рабо-

тах [17, 85] кавеолярный тип эндоцитоза иден-

тифицируют только с помощью ингибитора 

филиппина, который связывает холестерин. 

По нашему мнению этого недостаточно для 

точной идентификации кавеолярного типа по-

глощения, поскольку истощение холестерина 

может влиять на другие пути эндоцитоза, ас-

социированные с липидными рафтами. Выше 

уже упоминалось, что с рафтами ассоциирова-

ны CLIC/GEEC. Кроме того, плоские липид-

ные рафты могут быть вовлечены в эндоцитоз 

по флотиллин-зависимому пути и по Arf6-

зависимому пути. Везикулы, сформированные 

с участием флотиллина, сливаются с поздними 

эндосомами и направляют поглощенный ма-

териал на деградацию по эндолизосомальному 

пути, тогда как путь Arf6 ведет к сортировке по-

глощенного материала и рециклированию мем-

браны обратно на клеточную поверхность [58]. 

В связи с этим Arf6-зависимый эндоцитоз слу-

жит безопасными входными воротами для не-

которых вирусов (табл.).

Пути эндоцитоза частиц с различными 
размерами

Приведенный выше перечень путей эндоци-

тоза является неполным (в него не включены 

пути поглощения нейромедиаторов), однако 

со всей очевидностью свидетельствует о том, что 

эволюция поддержала множество механизмов, 

позволяющих эффективно поглощать и сор-

тировать различные грузы в зависимости от их 

химических свойств и размеров. Химические 

свойства поверхности частиц определяют взаи-

модействие с тем или иным рецептором, свя-

занным с конкретным путем поглощения. Что 

касается размеров поглощаемых объектов, то 

связь микрометровых размеров с фагоцитозом 

и макропиноцитозом не вызывает сомнений. 

Весьма заманчивым представляется предпо-

ложение о том, что другие пути эндоцитоза 

используются клеткой для сортировки нано-

метровых объектов по размеру, однако данные 

об оптимальном размере частиц для этих путей 

противоречивы. Так, в работе Wang с соавт. [99] 

у эндотелиальных клеток оптимальным для ка-

веол был диаметр < 40 нм, причем в одну каве-
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олу помещалось до трех частиц размером 20 нм 

или до двух частиц размером 40 нм. В исследо-

вании Rejman с соавт. [85] микросферы с диа-

метром < 200 нм эффективно поглощались с по-

мощью КОЭ, тогда как увеличение диаметра 

до 500 нм направляло материал по пути, чув-

ствительному к филиппину, который авторы 

(возможно, не вполне корректно) определяют 

как кавеолярный. В работе Grosse с соавт. [42] 

эпителиальные клетки дыхательных путей по-

глощали комплексы ДНК с полимерными но-

сителями размером ≤ 100 нм с помощью кавеол, 

частицы с размером 100–200 нм — с помощью 

КОЭ, а частицы с диаметром > 200 нм — с по-

мощью макропиноцитоза. При поглощении 

вирусов наиболее распространенным и универ-

сальным способом эндоцитоза является КОЭ, 

макропиноцитоз характерен для крупных ви-

русов, а CLIC/GEEC и кавеолярный путь — для 

самых мелких вирусов (табл.).

Пути эндоцитоза ВПЧ

ВПЧ часто используют путь поглощения ис-

ходного вируса, однако могут иметь большую 

свободу выбора путей эндоцитоза в зависимо-

сти от конкретных условий. Так, основным пу-

тем поглощения вируса HPV-16 является КОЭ 

(табл.), и ВПЧ этого вируса также могут погло-

щаться клетками Лангерганса и ДК с помощью 

КОЭ [19]. Однако в других экспериментальных 

условиях [103] ДК поглощали эти ВПЧ с помо-

щью фагоцитоза и макропиноцитоза, а клетки 

Лангерганса — с помощью кавеол. При этом, 

как ДК, так и клетки Лангерганса были способ-

ны перекрестно презентировать антигены этих 

ВПЧ. Смена типа вируса также может изменять 

путь эндоцитоза. Так, в одних и тех же услови-

ях ВПЧ HPV-16 и HPV-58 поглощались с помо-

щью КОЭ, а ВПЧ HPV-31 — с помощью рафт-

ассоциированного эндоцитоза [20].

Крупные ВПЧ вируса Эбола с диаметром 

около 80 нм и длиной до 2 мкм, так же как и на-

стоящие вирионы, поглощаются с помощью 

макропиноцитоза [75]. Однако небольшое ко-

личество этих ВПЧ может проникать в клетки 

за счет КОЭ, что, возможно, объясняется гете-

рогенностью ВПЧ или модификацией процесса 

КОЭ [6].

Различные полиомавирусы человека по-

глощаются с помощью кавеол или КОЭ (табл.). 

ВПЧ полиомавируса мыши, так же как и исход-

ный вирус, поглощаются фибробластами и эпи-

телиальными клетками и транспортируются 

в перинуклеарную зону с помощью кавеол [87].

Вирус гепатита В проникает в клетки с по-

мощью КОЭ, а также может транспортировать-

ся в кавеолах (табл.). ВПЧ из корового белка 

HBcAg, воспроизводящие нуклеокапсид ви-

руса, взаимодействуют с сульфатированными 

гепарансульфатными протеогликанами на раз-

личных типах клеток, включая макрофаги 

и В-лимфоциты, поглощаются с помощью КОЭ 

и подвергаются расщеплению по эндолизосо-

мальному пути [29]. ВПЧ, состоящие из малого 

белка оболочки вируса гепатита В, подавляют 

функцию плазмоцитоидных ДК, но поглоща-

ются классическими ДК и могут доставлять 

антиген на молекулы MHC II, а в субпопуляции 

кДК1 — вызывать еще и перекрестную презен-

тацию антигена на MHC I [73]. Вирус гепати-

та С также проникает в клетки с помощью КОЭ. 

Этот вирус обладает липидной оболочкой, 

но в сыворотке инфицированных пациентов 

обнаруживаются голые нуклеокапсиды. ВПЧ, 

воспроизводящие эти субвирусные структуры, 

вызывают сильный иммунный ответ. В клетках 

печени эти ВПЧ интернализуются КОЭ, до-

стигая ранних и поздних эндосом и, наконец, 

лизосом [55]. Нативные вирионы и ВПЧ виру-

са гепатита Е проникают в клетки с помощью 

КОЭ [54].

Вирус гриппа А проникает в клетки клат-

рин-зависимым путем (табл.), тогда как ВПЧ 

вируса гриппа А поглощаются не только с помо-

щью КОЭ, но и посредством клатрин-незави-

симого эндоцитоза, а также макропиноцитоза 

и фагоцитоза [60]. Эти ВПЧ получали экспрес-

сией гемагглютинина (ГА) гриппа в Nicotiana 

benthamiana. Они состояли из липидной обо-

лочки размером ~100 нм, в которую было ин-

тегрировано 30–50 «шипов» гомотримерного 

ГА. Через 45 мин после начала поглощения ча-

стиц ГА локализовывался внутри клеток вместе 

с Rab5 (маркер ранних эндосом), Rab7 (маркер 

поздних эндосом), Rab11 (маркер рециклирую-

щих эндосом), а также MHC II и MHC I. Это сви-

детельствует о разнообразии путей поглощения 

ВПЧ, направлении антигенного материа ла как 

в поздние, так и в статические ранние эндосомы 

и его доступности для «прямой» и перекрестной 

антигенной презентации, что представляется 

полезным для ВПЧ-вакцин.

Применение ВПЧ для доставки внутрь 

клеток лекарств или генно-инженерных кон-

струкций предъявляет иные требования к эн-

доцитозу, а именно: 1) избирательность погло-

щения ВПЧ клетками — мишенями лечебного 

воздействия; 2) использование эндоцитарного 

пути, защищаю щего материал от эндолизосо-

мальной деградации. Разработка таких векто-

ров может осуществляться с помощью выбора 

ВПЧ, которые соответствуют этим требовани-

ям, или с помощью искусственного «нацели-

вания» ВПЧ на определенные эндоцитарные 

рецепторы. Так, для целевой доставки цитоста-

тиков ВПЧ полиомавируса мыши «нацелива-

ли» на рецептор трансферрина, который может 
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сильно экспрессироваться на раковых клетках. 

Поскольку поглощение трансферрина осущест-

вляется с помощью КОЭ, то и ВПЧ, конъюгиро-

ванные с трансферрином, проникали в клетки-

мишени клатрин-зависимым путем, который 

не используется родительским вирусом [106]. 

Пример подбора ВПЧ-вектора, не требующего 

искусственного «нацеливания», приведен в ра-

боте Caulier B. и соавт. [23], где в качестве по-

тенциального вектора доставки цитостатика 

в клетки острого миелоидного лейкоза исполь-

зовали мелкие (30 нм) ВПЧ, имеющие форму 

додекаэдра и состоящие из 12 копий белка ос-

нования пентона (Pb) — одного из структурных 

белков капсида аденовируса человека сероти-

па 3. Эти ВПЧ по своей структуре не соответ-

ствовали настоящему вириону — икосаэдру раз-

мером 70–90 нм, в котором пентамеры Pb обра-

зуют только углы капсида. Однако Pb отвечает 

за взамодействие вириона с интернализуемыми 

рецепторами (интегринами αV/β3 и αV/β5) [101]. 

Поэтому ВПЧ из Pb хорошо поглощаются с по-

мощью КОЭ мишенями вируса — моноцитами, 

В-лимфоцитам и, особенно, клетками в мито-

зе [39], в частности, клетками острого миелоид-

ного лейкоза [23].

Интересна попытка использовать ВПЧ виру-

са Джона Каннингема для доставки лекарствен-

ных агентов через гематоэнцефалический ба-

рьер. Латентная инфекция этого вируса широ-

ко распространена и, по-видимому, безвредна, 

однако ее активация на фоне иммунодефицита 

ведет к переносу вируса в центральную нервную 

систему и развитию прогрессирующей много-

очаговой лейкоэнцефалопатии. В эксперимен-

те ВПЧ этого вируса быстро связывались с по-

крытыми клатрином ямками на люминальной 

поверхности эндотелиальных клеток гематоэн-

цефалического барьера, и вскоре обнаружива-

лись в ранних эндосомах, затем накапливались 

в перинуклеарной области и через 4 ч начинали 

покидать клетку с базального полюса. Авторы 

не наблюдали ассоциации ВПЧ с лизосомаль-

но-ассоциированным мембранным белком 1 

(LAMP1). Соответственно, ВПЧ не подверга-

лись эндолизосомальной деградации и про-

ходили сквозь клетку в виде неразрушенных 

частиц [104].

Заключение

ВПЧ могут проникать в клетки с помощью 

различных механизмов эндоцитоза. Не вызы-

вает сомнения, что при конструировании ВПЧ 

для вакцин или для адресной доставки лекар-

ственных веществ полезно знать механизм эн-

доцитоза частиц и судьбу поглощенных веществ. 

При конструировании ВПЧ-вакцин наиболее 

актуальными показателями представляются 

эффективность сбора материала и особенности 

презентации антигенов (или конечный резуль-

тат презентации — вовлечение антиген-специ-

фических CD4+ и/или CD8+ Т-клеток в ответ 

на ВПЧ). Влиять на эти показатели можно, вы-

бирая ВПЧ, взаимодействующие с определен-

ными эндоцитарными рецепторами, или вводя 

в ВПЧ дополнительные компоненты, «нацели-

вающие» частицы на выбранный рецептор.
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СИГНАЛЬНЫЙ КАСКАД СИСТЕМЫ 

ВИТАМИНА D В МАКРОФАГАХ ПРОТИВ 

MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS

М.Б. Лавряшина1, Д.О. Имекина1, Б.А. Тхоренко2, М.В. Ульянова1, А.В. Мейер1, 

О.Л. Тарасова1, А.С. Сизова1, Е.О. Брюхачева1, Т.В. Пьянзова1

1 ФГБОУ ВО Кемеровский государственный медицинский университет Минздрава России, г. Кемерово, Россия
2 ФГБОУ ВО Кемеровский государственный университет, г. Кемерово, Россия

Резюме. Mycobacterium tuberculosis — возбудитель туберкулеза человека — обладает комплексом механизмов, обес-

печивающих иммунную эвазию (ускользание от иммунного ответа) и реактивацию процесса с последующей дис-

семинацией патогена. Модификация реакций иммунной системы через нарушение баланса внутриклеточных 

сигнальных путей и репрограммирование дифференциальной экспрессии генов — один из таких механизмов. 

Мишенями для модификаций со стороны M. tuberculosis являются гены, продукты которых участвуют в липид-

ном обмене и в таком ключевом для элиминации внутриклеточных патогенов процессе как апоптоз. В обзор-

ной статье анализируется актуальная научная информация по данной проблеме: осуществлена систематизация 

и обобщение результатов исследований, опубликованных в отечественной и иностранной литературе в период 

с 2003 по 2022 гг.; приводятся данные о роли ряда молекулярных механизмов в регуляции липидного обмена, 

аутофагии и апоптоза при инфицировании человека M. tuberculosis; обсуждаются современные представления 

о важности сигнального каскада VDR, контролируемого системой витамина D, в противодействии инфициро-

ванию M. tuberculosis, его течению и исходу. В статье также приводятся данные об основных генетических линиях 

M. tuberculosis, распространенных на территории России и Сибири, и элементах генетической структуры патоге-

на, важных в контексте обсуждаемой проблемы. Рассматриваются и анализируются эффекты взаимодействия 

и взаимовлияния внутриклеточных молекулярных каскадов (VDR, NF-κB, MAPK, NFAT5, AMPK, GR), а также 

их роль в дифференциальной экспрессии генов, обеспечивающих инактивацию и элиминацию M. tuberculosis. 

Приводятся данные, подтверждающие, что одна из основных стратегий иммунной эвазии микобактерии — про-

тиводействие аутофагии и апоптозу — реализуется через изменение сигнального пути VDR, включая практикуе-

мые патогеном эпигенетические механизмы. По результатам анализа и обобщения данных литературы (60 ста-

тей, представленных в eLIBRARY, PubMed) показано, что за тысячелетнюю историю коэволюции с человеком 

M. tuberculosis приобрели уникальные черты генетической организации и освоили пути иммунной эвазии с ис-

пользованием негеномных и геномных механизмов. Опубликованные в литературе научные данные подтверж-

дают, что одной из основных стратегий выживания M. tuberculosis в макрофагах является модификации баланса 

внутриклеточных сигнальных каскадов, контролирующих дифференциальную экспрессию генов, обеспечиваю-

щих адекватный иммунный ответ на инфицирование с последующей элиминацией патогена.

Ключевые слова: Mycobacterium tuberculosis, молекулярные сигнальные пути, витамин D, VDR, макрофаги, иммунная эвазия, 

эпигенетика.
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VITAMIN D SIGNAL CASCADE IN MACROPHAGES AGAINST MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS

Lavryashina M.B.a, Imekina D.O.a, Tkhorenko B.A.b, Ulyanova M.B.a, Meyer A.B.a, Tarasova O.L.a, Sizova A.S.a, 

Bryukhacheva E.O.a, Pyanzova T.V.a

a Kemerovo State Medical University, Ministry of Health of Russian Federation, Kemerovo, Russian Federation
b Kemerovo State University, Кеmerovo, Russian Federation

Abstract. Mycobacterium tuberculosis is the causative agent of human tuberculosis; enabling multilayered mechanisms 

to evade from immune response along with reactivation of the process with subsequent pathogen dissemination. Modification 

of immune responses through imbalanced intracellular signaling pathways and reprogramming of differential gene 

expression is one of such mechanisms. Modification targets for M. tuberculosis are the genes which products are involved 

in lipid metabolism and apoptosis, a key to eliminate intracellular pathogens. here, we review the current scientific data 

related to this problem: the results of studies published in domestic and foreign literature from the years 2003 to 2022 

were systematized and summarized; data on the role of a number of molecular mechanisms regulating lipid metabolism, 

autophagy and apoptosis in human TB-infection; discuss contemporary ideas about the importance of the VDR signaling 

cascade controlled by the vitamin D-axis counteracting M. tuberculosis infection, its course and outcome. In addition, 

there are provided the data on the main M. tuberculosis genetic lines common in Russia and Siberia and the elements of the 

pathogen-related genetic structure that are important in the context of the topic. The effects of interplay and interactions 

of intracellular molecular cascades (VDR, NF-κB, MAPK, NFAT5, AMPK, GR) are considered and analyzed, as well 

as their role in the differential expression of genes that ensure M. tuberculosis inactivation and elimination. Presenting 

the data confirming that one of the main strategies of mycobacterium immune evasion — counteraction to autophagy 

and apoptosis — is implemented through altered VDR signaling pathway, including the epigenetic mechanisms occurring 

in the pathogen. Based on results of the analysis and summarized literature data (60 articles retrieved from eLIBRARY, 

PubMed), it is demonstrated that during the thousand-year history of co-evolution with human, M. tuberculosis acquired 

unique features of genetic organization and mastered the pathways of immune evasion using non-genomic and genomic 

mechanisms. Available publications confirm that one of the main strategies for M. tuberculosis survival in macrophages 

is to modify a balance between intracellular signaling cascades controlling the differential expression of genes that provide 

a proper immune response to infection, followed by pathogen elimination.

Key words: Mycobacterium tuberculosis, molecular signaling pathways, vitamin D, VDR, macrophages, immune evasion, epigenetics.

Введение

Патогенез туберкулеза (ТБ) в значительной 

мере определяется регуляцией баланса иммун-

ных механизмов, участвующих в защите хозяи-

на, и различными стратегиями выживания (им-

мунной эвазии), практикуемыми Mycobacterium 

tuberculosis (M. tuberculosis) [24, 38, 47]. Реакции им-

мунной системы на инфицирование M. tuberculosis 

реализуются в рамках противобактериального 

иммунного ответа через распознавание «чужо-

го», активацию и элиминацию активатора с при-

влечением компонентов видового (врожденного) 

и адаптивного (приобретенного) иммунитета. 

Иммунная эвазия M. tuberculosis фиксируется 

на всех этапах формирования иммунного ответа 

и включает как ускользание от распознавания, 

так и ингибирование/модификацию механиз-

мов элиминации [4, 24]. Второй путь является, 

по всей видимости, преимущественной страте-

гией выживания M. tuberculosis, в том числе, в со-

ставе гранулемы, для выжидания «окна возмож-

ностей» последующей реактивации процесса 

и диссеминации патогена.

В ходе тысячелетий коэволюции с человеком 

M. tuberculosis приобрели комплекс уникальных 

характеристик [15, 17, 61]. С одной стороны, это 

высококонсервативный геном, а с другой — 

изощ ренные генетически детерминированные 

механизмы модификации баланса внутрикле-

точных сигнальных путей хозяина, контроли-

рующих дифференциальную экспрессию генов, 

так или иначе задействованных в иммунном от-

вете на микобактериальную инфекцию [12].

В этом ключе особый интерес представля-

ет система витамина D и основной внутрикле-

точный рецептор данного витамина — тран-

скрипционный фактор VDR (vitamin D receptor). 

Молекулярные каскады, опосредованные VDR, 

его лигандами и рецепторами-партнерами, 

находятся во взаимосвязи (как синергичной, 

так конкурентной и/или реципрокной) с сиг-

нальными путями NF-κB (nuclear factor kappa-

light-chain-enhancer of activated B cells), МАРК 

(mitogen-activated protein kinase), AMPK (AMP-

activated protein kinase), NFAT5 (nuclear factor 

of activated T-cells), GR (рецептор глюкокор-

тикоидов), NR3C1 (nuclear receptor subfamily 3, 

group C, member 1) и другими. При этом эффек-

ты каскада VDR чрезвычайно разнообразны [8], 

имеют выраженную противовоспалительную 

направленность и регулируют такие процессы, 

как аутофагия, апоптоз, гомеостаз липидов, 

баланс цитокинов, что повышает эффектив-

ность сдерживания распространения мико-

бактериальной инфекции в организме челове-

ка и обеспечивает эффективную элиминацию 

M. tuberculosis [30, 34].
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Высокая интенсивность исследований по проб-

лематике туберкулеза и микобактериальной ин-

фекции требует постоянного критического пере-

смотра, обобщения и систематизации научных 

данных. Это находит свое отражение в публикации 

обзорных статей [38, 40]. Цель настоящего обзора — 

анализ и обобщение современных данных о сиг-

нальных каскадах системы витамина D в клетках 

макрофагального ряда, а также механизмах им-

мунной эвазии M. tuberculosis.

Материалы и методы

По ключевым словам, проведен поиск ста-

тей, представленных в российских и между-

народных базах данных (eLIBRARY, PubMed). 

В качестве ключевых слов использованы: 

Mycobacterium tuberculosis, молекулярные сиг-

нальные пути, витамин D, VDR, макрофаги, 

иммунная эвазия, эпигенетика. В результате 

скрининга и анализа опубликованных дан-

ных в материалы обзорной статьи включено 

60 публикаций.

Генетическая структура 
и распространенность линий 
M. tuberculosis

Сегодня доступны данные геномного сек-

венирования более чем десятков тысяч штам-

мов M. tuberculosis с различными фенотипами 

и генотипами (Mycobrowser, https://mycobrowser.

epfl.ch; BioCyc, https://mycobacterium.biocyc.org). 

Примечательно, что эти штаммы отличаются 

друг от друга в среднем не более чем на 2 тыс. 

SNP (single nucleotide polymorphism) при размере 

микобактериального генома более 4,4 млн пар 

нуклеотидов.

На настоящий момент методами сравнитель-

ной геномики выявлено 10 филогенетичес ких 

линий M. tuberculosis. Наиболее распространен-

ные в России — штаммы генетического семей-

ства Beijing, многие из которых характеризуются 

высокой степенью вирулентности и лекарствен-

ной устойчивостью [1, 2, 32, 42]. Они представле-

ны в основном типами 100-32 и 94-32 и родствен-

ными им геновариантами, и составляют до 80% 

всех изолятов данного семейства, циркулирую-

щих на территории Западной Сибири [3].

К часто встречающимся на территории 

России также относятся семейства LAM — ча-

стота в Сибири от 8 до 17% [19] и Ural — около 

8–9% [41]. Они также демонстрируют высокую 

трансмиссивность, однако уступают Beijing 

по этому качеству [9].

Геном M. tuberculosis содержит более 4 тыс. 

генов (4056 генов M. tuberculosis H37Rv), которые 

занимают более 90% емкости генома. Известны 

такие особенности генетической организации 

M. tuberculosis, как наличие генов, кодирующих 

полный спектр реакций пластического обмена 

(синтез незаменимых аминокислот, витаминов, 

ферментов и кофакторов). Это нетипично для 

внутриклеточных паразитов, хоть и факуль-

тативных, и может быть связано с доступнос-

тью веществ определенных классов в фагосо-

мах макрофагов, что способствует выживанию 

M. tuberculosis. Далее обращает на себя внимание 

тот факт, что значительную долю генома (не ме-

нее 8%) занимают гены, кодирующие обмен ли-

пидов, при том что сами микобактерии их прак-

тически не синтезируют, а, по-видимому, полу-

чают путем транспорта из клеток хозяина [53]. 

Роль липидов в персистении и размножении 

M. tuberculosis в макрофагах и пенистых клетках 

общеизвестна [45], а данные о том, что липиды 

способны участвовать в лиганд-независимой 

активации TLRs (Toll-like receptor) и, соответ-

ственно, модулировать процесс воспаления — 

требуют отдельного осмысления в контексте 

микобактериальной инфекции [21, 25]. Третья 

интересная черта — наличие генов (около 10% 

генома), кодирующих консервативные белки 

двух больших семейств: PE (proline-glutamate, 

100 белков) и PPE (proline-proline-glutamate, 

67 белков), выполняющих широкий спектр ролей 

в вирулентности и иммуномодуляции [45, 46]. 

Например, PE_PGRS20 и PE_PGRS47 подавля-

ют критически важный механизм элиминации 

M. tuberculosis — аутофагию (вероятно, через свя-

зывание с Rab1A, ингибирующее транслокацию 

комплекса Ulk1 в преаутофагосому), снижают 

секрецию провоспалительных цитокинов и на-

рушают презентацию антигена Т-хелперам через 

MHC II класса [45, 52]. Это указывает на сочетан-

ное воздействие M. tuberculosis на врожденный 

и адаптивный иммунитет, которое способствует 

ускользанию бактерий от защиты хозяина.

Система витамина D и особенности 
внутриклеточного сигналинга 
при инфицировании M. tuberculosis

Макрофаги (Мф) играют исключительно 

важную роль в иммунном ответе на инфици-

рование M. tuberculosis, реализуя такие реакции 

как фагоцитоз, бактерицидность, секреция 

про- и противовоспалительных факторов и т. д. 

Тканевые (альвеолярные) и воспалительные 

(рекрутируемые) Мф являются основной целью 

инвазии M. tuberculosis, так как на разных этапах 

микобактериальной инфекции обеспечивают 

персистенцию выживших микобактерий — 

стадия латентной туберкулезной инфекции 

(ЛТИ) — с перспективой прогрессирования бо-

лезни при соответствующих условиях.
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M. tuberculosis и компоненты ее клеточной 

стенки распознаются PRR (pattern recognition 

receptors) врожденного иммунитета, в том чис-

ле, TLR1, TLR2, TLR4, TLR7 и TLR9, а именно 

взаимодействуют с TLR2 в ассоциации с TLR1/

TLR6, с помощью TLR4 или TLR9. При этом 

TLR2 участвует в распознавании различных 

антигенов клеточной стенки микобактерий, 

TLR4 активируется белками теплового шока 

Hsp 60/65 и антигеном 38 kDa M. tuberculosis, 

а TLR9 распознает неметилированные мотивы 

CpG ДНК микобактерий [27, 31]. Цитозольная 

ДНК M. tuberculosis также распознается cGAS 

(cyclic GMP-AMP synthase), что стимулирует 

высвобождение cGMP, активацию рецепто-

ров убиквитина p62, NDP52 (Nuclear domain 10 

protein 52) и оптиневрина [55]. Эти рецепторы 

связываются с убиквитинированным патоге-

ном и обеспечивают специфическое нацелива-

ние аутофагосомы [54].

Активация врожденной иммунной систе-

мы через TLRs на макрофагах запускает клас-

сический механизм биогенеза активных форм 

витамина D — индуцирует цитохром CYP27B1, 

гидроксилирующий неактивный витамин D 

в кальцитриол, увеличивая его биодоступ-

ность в макрофагах. Эффекты кальцитрио-

ла чрезвычайно разнообразны и базируются 

на эндокринной, паракринной, аутокринной 

активнос тях. Действие кальцитриола может 

быть классическим (геномным), связанным 

с регуляцией транскрипции генов-мишеней 

VDR [39], в том числе генов иммунного ответа, 

и негеномным — быстрый клеточный ответ че-

рез связывание с мембранным, ядерным VDR 

и межбелковые взаимодействия.

Негеномное действие проявляется в акти-

вации сигнальных молекул (фосфолипазы С 

и фосфолипазы А2 (PLA 2), фосфатидилино-

зитол-3-киназы (PI3K) и p21ras), в быстром обра-

зовании вторичных мессенджеров (Ca2+, сАМP, 

жирных кислот и 3-фосфоинозитидов, таких 

как фосфатидилинозитол-3,4,5-трифосфат), 

в активации протеинкиназ (протеинкиназы A, 

митоген-активируемых протеинкиназ (MAPK), 

протеинкиназы C (PKC), Src-киназы и Ca2+-

кальмодулинкиназы II) и в открытии Ca2+- и Cl-

каналов. Негеномные эффекты проявляются 

также в способности модулировать геномную 

функцию [23].

Активация TLR и других элементов си-

стемы распознавания патогена лигандами 

M. tuberculosis запускает внутриклеточные кас-

кады (VDR, NF-κB, MAPK, NFAT5, AMPK, GR 

и др.), регулирующие дифференциальную экс-

прессию генов, продукты которых обеспечи-

вают адекватный иммунный ответ на инфици-

рование M. tuberculosis и обуславливают в итоге 

исход заболевания. Одним из таких путей явля-

ется сигнальная система витамина D. Данная 

система включает активные формы витами-

на D — кальцитриол (1,25(OH)2D3) и метаболи-

ты неклассического пути [50], гены, продукты 

которых участвуют в транспорте и метаболизме 

витамина D (DBP, CYP2R1, CYP27A1, CYP27B1, 

CYP11A1), а также серию внутриклеточных ре-

цепторов: основной — VDR (vitamin D receptor), 

дополнительные — RXR (retinoid X receptor), 

LXR (liver X receptor), PRARγ (proliferator-

activated receptor gamma) и другие.

Каскад, индуцирующий VDR-сигналинг 

в моноцитах/макрофагах через активацию экс-

прессии VDR и CYP27B1, по некоторым дан-

ным активируется через TLR2/TLR1, и харак-

теризуется многофакторной регуляцией — 

зависит от среды (доступности активных ме-

таболитов витамина D), генетического поли-

морфизма и эпигенетических механизмов [35]. 

Лигандированный кальцитриолом VDR связы-

вается со специфическими последовательнос-

тями ДНК — элементами VDREs в генах-ми-

шенях и вокруг них, что приводит к активации 

или репрессии транскрипции кодируемых ими 

продуктов. Гетеродимеризация лигандирован-

ного VDR с RXR обеспечивает высокоаффинное 

связывание с VDREs и изменение экспрессии 

генов, опосредованное способностью рекрути-

ровать транскрипционные коактиваторы [22], 

а также прямо или косвенно взаимодействовать 

с базальными факторами транскрипции (TFIIB 

и TAFs — TATА-бокс-связывающие белки), что 

приводит к созданию стабильного преинициа-

ционного комплекса [11].

Основные эффекты сигнального пути VDR 

включают индукцию синтеза антибактериаль-

ного кателицидина, β-дефензина 2, гепсидина 

(HAMP), регуляцию экспрессии TLR по типу 

обратной связи и экспрессию NOD2 (nucleotide-

binding oligomerization domain containing 2). 

При индукции β-дефензина 2 система вита-

мина D действует совместно с дополнительны-

ми иммунными сигналами (связывание MDP 

с NOD2, воздействие IL-1) за счет сигнального 

пути NF-κB [12].

Что касается иммуномодулирующей актив-

ности кальцитриола, то она проявляется че-

рез влияние на сигнальные пути (NF-κB, GR, 

NFAT и др.) и осуществляется за счет конку-

рентного связывания, а также перекрестных 

взаимодействий. Активированный и гетероди-

меризованный VDR ингибирует сигнальный 

путь NF-κB, повышая синтез IκB и препятствуя 

связыванию NF-κB с ДНК. По всей видимости 

такой эффект подразумевает не простое инги-

бирование, а регуляцию баланса про- и про-

тивовоспалительных элементов иммунного 

ответа, так как кальцитриол и другие актив-

ные метаболиты витамина D, взаимодействуя 
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с VDR в кооперации с сигнальным путем NF-

κB, индуцируют экспрессию различных генов, 

в том числе гена кателицидина — бактерицид-

ного белка, который обеспечивает солокализа-

цию аутофагосом и поврежденных фагосом, со-

держащих микобактерии [60]. Это критически 

важно, так как одним из результатов туберку-

лезного инфицирования является ингибиро-

вание фагосомального созревания, апоптоза 

и аутофагии. Кроме того, кальцитриол стиму-

лирует экспрессию МКР1 (MAP-киназа p38). 

Данная киназа активируется провоспалитель-

ными стимулами и вызывает экспрессию про-

воспалительных белков, таких как IL-6 и TNFα. 

Глюкокортикоиды также вызывают экспрес-

сию МКР1. Причем это действие усиливается 

кальцитриолом за счет повышения экспрессии 

коактиватора транскрипции Med14 [58].

Представления о плейотропности эффек-

тов системы витамина D постоянно дополня-

ются. Недавними исследованиями показано, 

что VDR — не единственная мишень активных 

форм метаболитов витамина D. В качестве вто-

рого основного рецептора предложен LXR — 

ядерный рецептор оксистеролов (оксигениро-

ванных производных холестерина), который 

после связывания лиганда гетеродимеризуется 

с RXR, транслоцируется в ядро и активиру-

ет транскрипционную активность генов, со-

держащих элементы ответа LXR (LXRE: ApoE, 

LPL, CYP7A1 и другие). Биоинформационный 

анализ депонированных микрочипов и данных 

RNAseq идентифицировал сигнальный ком-

плекс LXR/RXR как мишень для гидрокси-

производных D3 [51]. При этом LXR — важный 

регулятор метаболизма липидов, липидного 

гомеостаза и воспаления — ключевых элемен-

тов, определяющих перспективы M. tuberculosis 

к персистенции в организме человека и исход 

инфицирования.

Активация внутриклеточных сигнальных 

путей при распознавании M. tuberculosis безус-

ловно носит сетевой характер. В моноцитах/ма-

крофагах человека передача сигналов витами-

на D активирует антимикробную защиту от ин-

фекции M. tuberculosis, в том числе, посредством 

стимуляции сигнального пути AMPK (AMP-

activated protein kinase) — одного из централь-

ных регуляторов клеточного и организменного 

метаболизма, в том числе аутофагии [36]. Этот 

процесс также регулируется функциональным 

модулем PPARγ и VDR, которые являются парт-

нерами RXR для гетеродимеризации. Между 

ними наблюдается конкуренция за связывание 

RXR, результат которой зависит от внутрикле-

точных факторов [20] и влияет на дифференци-

альную экспрессию генов-мишеней. Кроме того, 

установлено, что PPARγ способен прямо связы-

вается с VDR и ингибировать трансактивацию, 

опосредованную витамином D, что указывает 

на молекулярные механизмы, объединяющие 

пути PPARγ и VDR, а баланс PPARγ и RXRα мо-

дулирует внутриклеточный сигналинг VDR [7]. 

Отметим, что недавно продемонстрирована 

способность липидов M. tuberculosis связывать-

ся с PPARγ в инфицированных макрофагах, что 

изменяет активность скэвенджер-рецептора 

CD36, блокирует созревание фаголизосом че-

рез индукцию IL-10, ингибирует врожденный 

иммунный ответ за счет альтернативной поля-

ризации макрофагов и приводит к выживанию 

фагоцитированных M. tuberculosis [33]. В этом 

ключе можно предположить, что через PPARγ 

M. tuberculosis способны также влиять на VDR-

сигналинг и баланс внутриклеточных молеку-

лярных каскадов.

Система витамина D и стратегии 
иммунной эвазии M. tuberculosis

Инфицируя Мф, M. tuberculosis влияют на их 

дифференцировку, фенотип и функции, запус-

кая механизмы, приводящие к перерождению 

Мф в пенистые клетки, которые являются депо 

M. tuberculosis. Трансформация Мф в пенистые 

клетки сопровождается нарушением липидно-

го гомеостаза — M. tuberculosis индуцируют об-

разование липидных телец в Мф, угнетением 

аутофагии (липофагии), нарушением транс-

порта и метаболизма липидов.

Ингибирование аутофагии — один из основ-

ных элементов иммунной эвазии M. tuberculosis 

на ранних стадиях инфицирования. Этот про-

цесс может рассматриваться как причина не-

состоятельности иммунного ответа, так как 

аутофагия определяет устойчивость организма 

к внутриклеточным патогенам. Сигнальный 

путь VDR, как было показано выше, прямо или 

опосредовано является индуктором аутофа-

гии — процесса, который в отличие от некроза, 

приводит к сдерживанию M. tuberculosis-инфек-

ции и элиминации патогена. Еще одним эле-

ментом действия витамина D является ослабле-

ние дисфункции аутофагического потока пу-

тем ингибирования сигнального пути Ca2+ [59].

Иммунная эвазия M. tuberculosis, нацелен-

ная на модификацию дифференциальной экс-

прессии генов, реализуется через межбелковые 

взаимодействия и различные эпигенетичес-

кие механизмы, в том числе метилирование 

ДНК. Недавние исследования показали, что 

M. tuberculosis, изменяя эпигеном человека, 

влияет на транскрипцию ключевых генов, уча-

ствующих в иммунном ответе и определяющих 

персистенцию патогена [16]. В этом ключе ис-

следование профилей метилирования ДНК при 

латентной туберкулезной инфекции и туберку-

лезе легких рассматривается как один из путей 
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поиска информативных биомаркеров для про-

гнозирования перспектив течения микобакте-

риальной инфекции [10, 18].

В нормально функционирующем геноме 

большинство сайтов CpG, ответственных за из-

менение активности экспрессии генов, на-

ходятся в неметелированном состоянии [57]. 

Гиперметилирование ДНК в промоторных об-

ластях генов приводит к репрессии их транс-

крипции, а в «телах» генов, как правило, связа-

но с активацией транскрипции.

M. tuberculosis обладает способностью добав-

лять метильную группу не только на островках 

CpG [37], но и на иных последовательностях 

ДНК [49]. Так, секретируемый M. tuberculosis бе-

лок Rv2966c, представляющий собой 5-метил-

цитозин-специфическую ДНК-метил транс фе-

разу, связывает гистоны H3/H4 и метилирует 

цитозины неканоническим образом — в динук-

леотидах CpA и CpT, что приводит к репрессии 

генов [49]. Такие особенности метилтрансфераз 

позволяют M. tuberculosis избирательно и эф-

фективно модулировать экспрессию генов в ин-

фицированной клетке через эпигенетические 

модификации конкретных геномных локусов.

В контексте проблематики статьи важно, 

что инактивация транскрипции VDR может 

происходить как с привлечением комплек-

са VDR/RXR корепрессоров и деацетилаз, 

так и эпигенетическими механизмами [44]. 

Эпигенетическим деметилированием также 

регулируется продукция 1α-гидроксилазы [48]. 

Анализ состояния метилирования гена VDR 

с помощью прямого секвенирования фрагмен-

та гена (269 п.н.), содержащего 16 CpG-сайтов, 

показал, что у больных туберкулезом VDR на-

ходится в гиперметилированном состоянии. 

Таким образом, есть основания полагать, что 

уровень метилирования гена VDR [26] и ряда 

других генов, задействованных в иммунном 

ответе [37], может влиять на прогрессирова-

ние микобактериальной инфекции и исход 

заболевания.

Еще одним уникальным механизмом мо-

дификации активности системы витамина D, 

практикуемым M. tuberculosis, является выработ-

ка богатого спектра липидов, которые позволя-

ют им существовать в некомфортных условиях 

макрофага и модифицировать иммунный ответ 

хозяина. Различные штаммы микобактерий со-

держат гены, подобные генам цитохрома Р450. 

Например, MTCYP124 (CYP124 of M. tuberculosis), 

способный гидроксилировать липиды, уча-

ствующие в формировании клеточной стенки 

микобактерий и обладающий окислительной 

активностью, специфичной для метильной бо-

ковой цепи холестерина и холес-4-ен-3-она [28]. 

В работе [55] проведено исследование данного 

цитохрома. Полученные результаты доказы-

вают окислительную способность MTCYP124 

в отношении витамина D3 и 7-дегидрохолесте-

рина, при этом катализированное гидроксили-

рование боковой цепи витамина D3 приводит 

к образованию неактивной формы витамина. 

Вероятно, MTCYP124 имеет такую же направ-

ленность действия, как и CYP24A1, представ-

ляющий собой 24-гидроксилазу, которая ини-

циирует инактивацию витамина D3. Таким 

образом, микобактерии могут влиять на гомео-

стаз системы витамина D и посредством мо-

дификации метаболизма предшественников 

витамина D3.

Другой не менее уникальной особенностью 

M. tuberculosis является способность индуци-

ровать деградацию внеклеточного матрикса 

легких на основе экспрессии матриксных ме-

таллопротеиназ (ММП). В этом ключе описан 

механизм, посредством которого витамин D 

обеспечивает реакцию на индуцированную 

M. tuberculosis экспрессию, секрецию и актив-

ность матриксных металлопротеиназ, огра-

ничивая деградацию внеклеточного матрикса 

и снижая инфекционность. ММП, как правило, 

не экспрессируются в здоровых, некальцини-

рованных тканях, но активируются в клетках, 

направленных на ремоделирование и восста-

новление тканей [43]. В работе [14] исследовано 

влияние кальцитриола на экспрессию, секре-

цию и активность ММП-1, ММП-7, ММП-9 

и ММП-10 в инфицированных M. tuberculosis 

макрофагах и моноцитах. Оказалось, что каль-

цитриол ослабляет повышение экспрессии 

ММП-7 и ММП-10, индуцированное микобак-

териями, а также подавляет секрецию ММП-7 

в инфицированных мононуклеарных клетках 

периферической крови.

Заключение

За тысячелетнюю историю контакта с им-

мунной системой человека M. tuberculosis при-

обрели комплекс уникальных механизмов, 

обеспечивающих успешную персистенцию 

в организме хозяина и ускользание от иммун-

ного ответа. Ингибирование аутофагии, моди-

фикация липидного гомеостаза, метаболизма 

витамина D, сигналинга, опосредованного ви-

тамином D через межбелковые и эпигенетичес-

кие механизмы — все это элементы стратегии 

иммунной эвазии M. tuberculosis, требующие 

системного изучения, кропотливого, крити-

ческого анализа и обобщения новых научных 

данных.
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ИЗУЧЕНИЕ МОРФОСТРУКТУРНЫХ 

ПОВРЕЖДЕНИЙ БАКТЕРИАЛЬНЫХ КЛЕТОК 

ПОД ВОЗДЕЙСТВИЕМ ХЛОРСОДЕРЖАЩИХ 

ПРОИЗВОДНЫХ 5-,6-,7-АМИНОИНДОЛОВ 

С ПОМОЩЬЮ СКАНИРУЮЩЕГО ЭЛЕКТРОННОГО 

МИКРОСКОПА

А.А. Масейкина1, И.С. Степаненко2, Т.Н. Платкова1, А.И. Кирютина1, В.С. Малышева1

1 ФГБОУ ВО Национальный исследовательский Мордовский государственный университет им. Н.П. Огарева, 

г. Саранск, Россия
2 ФГБОУ ВО Волгоградский государственный медицинский университет Министерства здравоохранения Российской 

Федерации, г. Волгоград, Россия

Резюме. Клеточная стенка и мембраны грамположительных и грамотрицательных бактерий обеспечивают 

физический, осмотический и метаболический барьер между внутренним содержимым бактериальной клетки 

и внешней средой. Наблюдение за изменениями целостности бактериальной структуры с помощью скани-

рующего электронного микроскопа (СЭМ) может помочь прояснить детальные механизмы гибели клеток. 

Цель исследования — провести анализ морфологических изменений микробных клеток под воздействием 

новых соединений с противомикробной активностью — хлорсодержащих производных 5-,6-,7-аминоиндо-

лов с помощью СЭМ. Настоящее исследование проводили с использованием штаммов Pseudomonas aeruginosa, 

Staphylococcus aureus и Еsсhеriсhiа соli, полученных от больных с неспецифическими заболеваниями органов 

дыхания, мочевыводящих путей, кишечника, с различной чувствительностью к традиционно используемым 

антимикробным препаратам. В результате исследуемые хлорметилсодержащие соединения индольного ряда 

показали свою биологическую активность, а именно — противомикробную. Контрольные клетки были мор-

фологически правильными и типичными. Статистический анализ морфометрии поверхности клеток в кон-

трольных и опытных образцах не выявил существенных изменений размеров под воздействием соединений 

с лабораторным шифром Т1, Т4, Т7 и Т12. При этом по сравнению с контрольными необработанными клет-

ками P. aeruginosa, S. aureus и E. coli обработка хлорзамещенными производными 5-,6-,7-аминоиндолов вы-

зывала явные морфологические изменения, о чем свидетельствует об ухудшении состояния клеточной стен-

ки. У P. aeruginosa под воздействием Т7 и Т12 наблюдались филаментные клетки. Появление длинных нитей 

может быть связано со стрессом, который испытывает клетка после воздействия исследуемых соединений. 

Считается, что образование таких филаментов у бактерий в условиях стресса является результатом дефектов 

клеточного деления, особенно при отделении дочерних клеток. Есть данные, согласно которым при подавле-

нии синтеза ДНК бактерии изменяется ее морфология: она становится длиннее, не вступая в фазу деления. 
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Обработка Т1, Т7 и Т12 приводила к деградации клеточной стенки P. aeruginosa, в то время как обработка Т4 

вызывала образование пор на поверхности клетки. В этом исследовании было продемонстрировано, что под 

действием Т1, Т4, Т7 и Т12 происходят заметные морфологические изменения клеточных стенок S. aureus, 

которые в конечном итоге приводят к деформации микробных клеток. Обработка клеток E. coli Т1, Т4, Т7 

и Т12 при концентрации 500 мкг/мл вызывала лизис клеток, хотя нормальные клетки также были обнару-

жены. Появление клеточных обломков вокруг целых клеток E. coli указывает на повреждение мембраны, ко-

торое, вероятно, приводит к изменению осмотического давления. Использование СЭМ подтвердило данные 

об антимикробной активности хлорзамещенных производных 5-,6-,7-аминоиндолов.

Ключевые слова: морфоструктурные изменения бактерий, хлорсодержащие производные 5-,6-,7-аминоиндолов, 

сканирующая электронная микроскопия, клеточная стенка, антимикробная активность, ESKAPE-патогены.

MORPHOSTRUCTURAL DAMAGE TO BACTERIAL CELLS EXPOSED TO CHLORINE-CONTAINING 

DERIVATIVES OF 5-,6-,7-AMINOINDOLES ASSESSED BY SCANNING ELECTRON MICROSCOPE

Maseykina A.A.a, Stepanenko I.S.b, Platkova T.N.a, Kiryutina A.I.a, Malysheva V.S.a

a National Research Mordovia State University, Saransk, Russian Federation
b Volgograd State Medical University, Volgograd, Russian Federation

Abstract. The cell wall and membranes of Gram-positive and Gram-negative bacteria provide a physical, osmotic, 

and metabolic barrier between the internal contents of the bacterial cell and the external environment. Observation 

of changes in the integrity of the bacterial structure using a scanning electron microscope (SEM) can help elucidate 

the detailed mechanisms of cell death. The aim of the study was to analyze the morphological changes in microbial cells 

exposed to new compounds with antimicrobial activity — chlorine-containing derivatives of 5-,6-,7-aminoindoles using 

SEM. Methods. The present study was carried out using strains of Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, and 

Escherichia coli obtained from patients with nonspecific diseases of the respiratory, urinary tract, and intestines with 

different sensitivities to traditionally used antimicrobial drugs. Results. As a result, the studied chloromethyl-containing 

compounds of the indole series showed own biological activity, namely antimicrobial. Control cells were morphologically 

correct and typical. Statistical analysis of cell surface morphometry in control and experimental samples did not reveal 

significant changes in size after exposure to compounds with laboratory codes T1, T4, T7 and T12. At the same time, 

compared with control untreated cells of P. aeruginosa, S. aureus and E. coli, treatment with chlorine-substituted 

derivatives of 5-,6-,7-aminoindoles caused obvious morphological changes, which indicates a deteriorated state of the 

cell wall. Filamentous cells were observed in P. aeruginosa exposure to T7 and T12. The appearance of long filaments 

may be associated with the stress experienced by the cell after exposure to the compounds under study. It is believed that 

the formation of such filaments in bacteria under stress conditions results from defects in cell division, especially in the 

separation of daughter cells. There are data according to which, when DNA synthesis is suppressed, a bacterium changes 

its morphology, becomes longer, without reaching cell division. Treatment with T1, T7 and T12 resulted in degradation 

of the P. aeruginosa cell wall, while treatment with T4 caused the formation of pores on the cell surface. In this study, 

microscopy showed marked morphological changes in the cell walls of S. aureus, which led to deformation of the cell wall 

under the influence of T1, T4, T7 and T12. Treatment of E. coli T1, T4, T7 and T12 cells at a concentration of 500 μg/

ml caused cell lysis, although normal cells were also found. The appearance of cellular debris around whole E. coli cells 

indicates membrane damage, which probably leads to a change in osmotic pressure. Conclusion. The results using SEM 

confirmed the data on the antimicrobial activity of chlorine-substituted derivatives of 5-,6-,7-aminoindoles.

Key words: morphostructural changes in bacteria, chlorine-containing derivatives of 5-,6-,7-aminoindoles, scanning electron microscopy, 

cell wall, antimicrobial activity, ESKAPE pathogens.

Введение

Разработка новых противомикробных сое-

ди не ний или других альтернативных средств 

для борьбы с возбудителями инфекцион-

ных заболеваний является важной задачей 

здраво охранения [1].

Антимикробная активность большинства 

классов противомикробных соединений на-

правлена на какую-то уникальную особенность 

строения бактерий или их метаболических 

процессов. Среди механизмов действия можно 

выделить: ингибирование синтеза клеточной 

стенки, нарушение структуры или функции 

клеточной мембраны, ингибирование структу-

ры и функции нуклеиновых кислот, ингибиро-

вание синтеза белка и остановка основных ме-

таболических путей [30].

Целостность клеточной структуры очень 

важна для жизнедеятельности бактерий [36]. 

Клеточная стенка и мембраны грамположи-

тельных и грамотрицательных бактерий обеспе-

чивают физический, осмотический и метабо-

лический барьер между внутренним содержи-
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мым бактериальной клетки и внешней средой. 

Несомненно, что для всех этих функций необ-

ходима целостность мембраны, и ее нарушение 

может прямо или косвенно вызвать метаболи-

ческую дисфункцию и гибель клеток, помимо 

собственно образования пор. Наблюдение за из-

менением целостности бактериальной струк-

туры с помощью сканирующей электронной 

микроскопии (СЭМ) может помочь прояснить 

детальные механизмы гибели клеток [21, 22].

В настоящем исследовании мы использо-

вали изоляты S. aureus, P. aeruginosa, Е. соli, так 

как эти патогены наиболее часто представляют 

собой терапевтическую проблему из-за форми-

рующейся устойчивости к противомикробным 

препаратам [8, 9, 15, 18].

P. aeruginosa один из наиболее важных кли-

нических оппортунистических патогенов [16, 

17, 18, 39]. Он является возбудителем внутри-

больничных, раневых инфекций, инфекций 

мочевыводящих путей и ЛОР-органов, острых 

и хронических инфекций легких у пациентов 

с кистозным фиброзом и т. д. [4, 20, 24, 29, 31].

Инфекции, вызванные P. aeruginosa, продол-

жают представлять терапевтическую проблему 

из-за лекарственной устойчивости, развиваю-

щейся во время терапии, и обусловленной низкой 

проницаемостью его наружной мембраны. Также 

наличие у P. aeruginosa клеточного (эффлюксно-

го) насоса для оттока лекарств и β-лактамаз типа 

AmpC приводит к высоким показателям заболе-

ваемости и смертности [13, 19, 32].

S. aureus является клиническим патоге-

ном, вызывающим инфекции как у людей, так 

и у животных, начиная от поверхностных ин-

фекций и заканчивая жизнеугрожающими ин-

вазивными инфекциями [14, 25, 33].

S. aureus признан главным возбудителем вну-

трибольничных инфекций, приводящих к за-

болеваемости и смертности среди госпитализи-

рованных пациентов. Отчасти это связано с его 

способностью прилипать к поверхности меди-

цинского оборудования и образовывать биоплен-

ку, представляющую собой многослойную струк-

туру, состоящую из бактериальных сообществ, 

внедренных во внеклеточный матрикс [38].

E. coli является основной причиной энтери-

та, инфекций мочевыводящих путей, септи-

цемии и других клинических инфекций, в том 

числе неонатального менингита. E. coli также 

часто вызывает диарею у домашних и сельско-

хозяйственных животных. Лечение инфекций, 

вызванных кишечной палочкой, находится под 

угрозой из-за появления устойчивости к про-

тивомикробным препаратам [26, 27, 35].

Описанные выше бактерии относятся 

к «ESKAPE»-патогенам, которые способны 

формировать изоляты с множественной лекар-

ственной устойчивостью [9].

Исходя из вышеизложенного, целью наше-

го исследования был анализ морфологических 

изменений микробных клеток под воздействи-

ем новых соединений с противомикробной ак-

тивностью — хлорсодержащих производных 

5-,6-,7-аминоиндолов — с использованием СЭМ.

Материалы и методы

В качестве тестируемых соединений были 

использованы хлорзамещенные производные 

5-,6-,7-аминоиндолов (табл. 1). Исследуемые 

соединения разработаны и получены на ка-

федре химии, технологии и методики обуче-

ния ФГБОУ ВО «МГПУ им. М.Е. Евсевьева», 

г. Саранск. Ранее была доказана противомик-

робная активность хлорсодержащих соедине-

ний индольного ряда [6].

Опытные штаммы микроорганизмов с раз-

личной чувствительностью к традиционно ис-

пользуемым антимикробным препаратам по-

лучены от больных с неспецифическими забо-

леваниями органов дыхания, мочевыводящих 

путей, кишечника.

Верификацию опытных штаммов микроор-

ганизмов осуществляли бактериологическими 

методами по классической методике [3, 5, 7].

Опытные штаммы P. aeruginosa, S. aureus 

и E. coli выращивали в течение ночи в бульоне 

LB. Суспензии клеток центрифугировали при 

5000 об/мин в течение 10 мин. Осадок дважды 

промывали стерильным фосфатным буфером. 

Приблизительно 2 × 108 микробных клеток каж-

дого опытного штамма переносили в пробирку 

Эппендорф на 1,5 мл и инкубировали с иссле-

дуемыми соединениями заданной концентра-

ции (500 мкг/мл) в течение часа. Концентрацию 

микробных клеток вычисляли по оптической 

плотности. После инкубации клетки дважды 

промывали фосфатным буфером и центрифуги-

ровали при 5000 об/мин в течение 10 мин. Затем 

фиксировали в 2,5% растворе глутарового альде-

гида в течение 15 мин. После фиксации клетки 

снова отмывали фосфатным буфером и посте-

пенно обезвоживали путем последовательных 

погружений в растворы этанола возрастающих 

концентраций (30, 50, 70, 90 и 96%). Каждый 

этап промывки и обезвоживания длился 10 мин. 

Затем клетки обезвоживали в чистом ацетоне 

(99,8%). Образцы бактерий высушивали в крити-

ческой точке на установке Leica CPD 300, напы-

ляли золотом на Quorum 150 RESplus и исследо-

вали на сканирующем электронном микроскопе 

Tescan Mira 3. Рабочее расстояние и ускоряющее 

напряжение регулировались для получения под-

ходящего увеличения. Для каждого препарата на-

блюдалось около 100 бактериальных клеток [28].

Все данные представлены в виде средних 

значений ± стандартное отклонение в трех по-
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вторностях. Статистическая значимость полу-

ченных различий считалась достоверной при 

значении р ≤ 0,05. Статистический анализ про-

водили с использованием программного обес-

печения Microsoft Office Excel версия 16.0.

Результаты

В контрольных образцах клетки P. aeruginosa 

длинные и неповрежденные (рис. 1А–В, 4А–В, 

7А–В, 10А–В). Клетки S. aureus заключены в меж-

клеточный матрикс синтезированных ими по-

лимеров, есть участки с толстой, плотной и пол-

ностью сформировавшейся биопленкой, состоя-

щей из многослойных бактериальных клеток 

(рис. 2А–В, 5А–В, 8А–В, 11А–В), клетки E. coli 

представляли собой типичные палочковидные 

бактерии длиной 1,22–1,88 мкм, шириной 0,37–

0,43 мкм (рис. 3А–В, 6А–В, 9А–В, 12А–В).

Клетки P. aeruginosa, обработанные 2-хлор-

N-(2,3-диметил-1H-индол-7-ил)ацетамидом 

(Т1), короткие и более компактные. Поверхность 

обработанных клеток выглядит шероховатой 

и морщинистой по сравнению с поверхностью 

необработанных клеток. Наблюдается образова-

ние пузырьков и везикул на наружной мембране. 

Клетки после воздействия Т1 имеют отверстия, 

вмятины и глубокие кратеры. Форма и размер 

клеток практически не изменились (рис. 1Г–Е).

В обработанных Т1 клетках S. aureus меж-

клеточный матрикс поврежден или отсутству-

ет, встречаются лопнувшие клетки. Некоторые 

клетки имеют сформированную перегородку 

деления. Форма и размер клеток практически 

не изменились (рис. 2Г–Е).

Клетки E. coli после воздействия исследуе-

мого соединения Т1 имеют отверстия, вмятины 

и глубокие кратеры. Встречаются полностью 

лизированные клетки, тургор неразрушенных 

клеток нарушен. Форма и размер клеток прак-

тически не изменились (рис. 3Г–Е).

Статистический анализ морфометрии по-

верхности клеток в контрольных и опытных 

образцах не выявил существенных изменений 

размеров под воздействием Т1 (табл. 2).

Поверхность обработанных 2-хлор-N-(5-

метокси-2,3-диметил-1H-индол-6-ил)ацетами-

дом (Т4) клеток P. aeruginosa практически не от-

Таблица 1. Молекулярные структуры исследуемых производных 5-,6-,7-аминоиндолов

Table 1. Molecular structures of the studied derivatives of 5-, 6-, 7-aminoindoles

Структурная формула

Structural formula
Название, лабораторный шифр

Name, laboratory code

2-хлор-N-(2,3-диметил-1H-индол-7-ил)ацетамид (Т-1)

2-chloro-N-(2,3-dimethyl-1H-indol-7-yl)acetamide (T-1)

2-хлор-N-(5-метокси-2,3-диметил-1H-индол-6-ил)ацетамид (Т-4)

2-chloro-N-(5-methoxy-2,3-dimethyl-1H-indol-6-yl)acetamide (T-4)

2-хлор-N-(1,2,3-триметил-1H-индол-5-ил)ацетамид (Т-7)

2-chloro-N-(1,2,3-trimethyl-1H-indol-5-yl)acetamide (T-7)

 

Монохлорацетат-2,3-диметил-1H-индол-7-аммония (Т-12)

Monochloroacetate-2,3-dimethyl-1H-indole-7-ammonium (T-12)
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личается от поверхности клеток в контроле. 

Встречаются единичные поры на поверхности 

клеток, недоразвитые мелкие клетки, обломки 

оторвавшихся клеток. Форма и размер клеток 

практически не изменились (рис. 4Г–Е).

В обработанных Т4 клетках S. aureus, помимо 

гомогенного вещества, в больших количествах 

содержатся частицы зернистой формы, распо-

ложенные вокруг клеток S. aureus. Форма и раз-

мер обработанных клеток практически не из-

менились. Некоторые клетки имеют сформиро-

ванную перегородку деления (рис. 5Г–Е).

Поверхность клеток Е. coli, обработанных 

Т4, выглядит шероховатой и морщинистой, со-

держит вмятины по сравнению с поверхностью 

необработанных клеток. Отмечается полимор-

физм клеток, вокруг клеток визуализируются 

мелкие гранулярные компоненты (рис. 6Г–Е).

Статистический анализ морфометрии по-

верхности клеток в контрольных и опытных 

образцах не выявил существенных изменений 

размеров под воздействием Т4 (табл. 3).

Некоторые клетки P. aeruginosa, обработан-

ные 2-хлор-N-(1,2,3-триметил-1H-индол-5-ил)

ацетамидом (Т7), имеют длинную нитевидную 

форму (рис. 7Г–Д). Клеточная стенка части 

клеток P. aeruginosa отходит от клеточной мем-

браны (рис. 7Д–Е). Встречаются лопнувшие 

клетки, из полости которых происходит отток 

внутриклеточного материала (рис. 7Д).

В обработанных Т7 клетках S. aureus, помимо 

гомогенного вещества, содержатся в больших 

количествах гранулярные соединения. Вокруг 

клеток S. aureus наблюдается большое количе-

ство клеточных обломков, обработанные клет-

ки слипаются (рис. 8Г–Е).

Поверхность клеток Е. coli, обработанная 

соединением Т7, по сравнению с поверхнос-

тью необработанных клеток выглядит шеро-

ховатой и морщинистой, содержит вмятины. 

Наблюдается клеточный полиморфизм, вокруг 

клеток определяются мелкие гранулярные ком-

поненты. Отмечены потеря тургорного давле-

ния и лизис клеток (рис. 9Г–Е).

Таблица 2. Размеры поверхности 

бактериальных клеток при воздействии 

соединения с лабораторным шифром Т1 

(500 мкг/мл)

Table 2. Surface dimensions of bacterial cells exposed 
to a compound with laboratory code T1 (500 μg/mL)

Исследуемый 
микроорганизм

Investigated 
microorganism

Измеряемые параметры

Measured parameters
Длина, мкм

Length, μm
Ширина, мкм

Width, μm
P. aeruginosa 1,80±0,39 0,66±0,02
P. aeruginosa (control) 2,10±0,44 0,66±0,03
S. aureus 0,69±0,02 0,69±0,02
S. aureus (control) 0,66±0,04 0,66±0,05
E. coli 1,23±0,18 0,41±0,06
E. coli (control) 1,45±0,28 0,40±0,02

Таблица 3. Размеры поверхности 

бактериальных клеток при воздействии 

соединения с лабораторным шифром Т4 

(500 мкг/мл)

Table 3. Surface dimensions of bacterial cells exposed 
to a compound with laboratory code T4 (500 μg/mL)

Исследуемый 
микроорганизм

Investigated 
microorganism

Измеряемые параметры

Measured parameters
Длина, мкм

Length, μm
Ширина, мкм

Width, μm
P. aeruginosa 2,45±0,65 0,62±0,03
P. aeruginosa (control) 2,10±0,44 0,66±0,03
S. aureus 0,59±0,10 0,59±0,10
S. aureus (control) 0,66±0,04 0,66±0,05
E. coli 1,31±0,40 0,40±0,06
E. coli (control) 1,45±0,28 0,40±0,02

Таблица 4. Размеры поверхности 

бактериальных клеток при воздействии 

соединения с лабораторным шифром Т7 

(500 мкг/мл)

Table 4. Surface dimensions of bacterial cells exposed 
to the compound with laboratory code T7 (500 μg/mL)

Исследуемый 
микроорганизм

Investigated 
microorganism

Измеряемые параметры

Measured parameters
Длина, мкм

Length, μm
Ширина, мкм

Width, μm
P. aeruginosa 2,11±0,53 0,64±0,02
P. aeruginosa (control) 2,10±0,44 0,66±0,03
S. aureus 0,56±0,06 0,56±0,06
S. aureus (control) 0,66±0,04 0,66±0,05
E. coli 1,14±0,19 0,41±0,05
E. coli (control) 1,45±0,28 0,40±0,02

Таблица 5. Размеры поверхности 

бактериальных клеток при воздействии 

соединения с лабораторным шифром Т12 

(500 мкг/мл)

Table 5. Surface dimensions of bacterial cells exposed 
to a compound with laboratory code T12 (500 μg/mL)

Исследуемый 
микроорганизм

Investigated 
microorganism

Измеряемые параметры

Measured parameters
Длина, мкм

Length, μm
Ширина, мкм

Width, μm
P. aeruginosa 2,01±0,79 0,66±0,04
P. aeruginosa (control) 2,10±0,44 0,66±0,03
S. aureus 0,63±0,07 0,63±0,07
S. aureus (control) 0,66±0,04 0,66±0,05
E. coli 1,39±0,44 0,40±0,01
E. coli (control) 1,45±0,28 0,40±0,02



248

Инфекция и иммунитетА.А. Масейкина и др.

Рисунок 1. Морфоструктурные изменения P. aeruginosa под воздействием 2-хлор-N-(2,3-диметил-

1H-индол-7-ил)ацетамида (Т-1)

Figure 1. Morphostructural changes in P. aeruginosa exposed to 2-chloro-N-(2,3-dimethyl-1H-indol-7-yl)
acetamide (T-1)
Примечание. А, Б, В — интактные клетки P. aeruginosa без обработки исследуемым соединением; Г, Д, Е — клетки 
P. aeruginosa после воздействия исследуемым соединением.
Note. A, B, C — intact P. aeruginosa cells without treatment with the test compound; D, E, F — P. aeruginosa cells after exposure 
to the test compound.

Рисунок 2. Морфоструктурные изменения S. aureus под воздействием 2-хлор-N-(2,3-диметил-1H-

индол-7-ил)ацетамида (Т-1)

Figure 2. Morphostructural changes in S. aureus exposed to 2-chloro-N-(2,3-dimethyl-1H-indol-7-yl)acetamide (T-1)
Примечание. А, Б, В — интактные клетки S. aureus без обработки исследуемым соединением; Г, Д, Е — клетки S. aureus 
после воздействия исследуемым соединением.
Note. A, B, C — intact S. aureus cells without treatment with the test compound; D, E, F — S. aureus cells after exposure 
to the test compound.

А (A) Б (B) В (C)

Г (D) Д (E) Е (F)

А (A) Б (B) В (C)

Г (D) Д (E) Е (F)
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Рисунок 3. Морфоструктурные изменения E. coli под воздействием 2-хлор-N-(2,3-диметил-1H-

индол-7-ил)ацетамида (Т-1)

Figure 3. Morphostructural changes in E. coli exposed to 2-chloro-N-(2,3-dimethyl-1H-indol-7-yl)acetamide (T-1)
Примечание. А, Б, В — интактные клетки E. coli без обработки исследуемым соединением; Г, Д, Е — клетки E. coli после 
воздействия исследуемым соединением.
Note. A, B, C — intact E. coli cells without test compound treatment; D, E, F — E. coli cells after exposure to the test compound.

Рисунок 4. Морфоструктурные изменения P. aeruginosa под воздействием 2-хлор-N-(5-метокси-

2,3-диметил-1H-индол-6-ил)ацетамида (Т-4)

Figure 4. Morphostructural changes in P. aeruginosa exposed to 2-chloro-N-(5-methoxy-2,3-dimethyl-1H-indol-6-yl)
acetamide (T-4)
Примечание. А, Б, В — интактные клетки P. aeruginosa без обработки исследуемым соединением; Г, Д, Е — клетки 
P. aeruginosa после воздействия исследуемым соединением.
Note. A, B, C — intact P. aeruginosa cells without treatment with the test compound; D, E, F — P. aeruginosa cells after exposure 
to the test compound.

А (A) Б (B) В (C)

Г (D) Д (E) Е (F)

А (A) Б (B) В (C)

Г (D) Д (E) Е (F)
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Рисунок 5. Морфоструктурные изменения S. aureus под воздействием 2-хлор-N-(5-метокси-2,3-

диметил-1H-индол-6-ил)ацетамида (Т-4)

Figure 5. Morphostructural changes in S. aureus exposed to 2-chloro-N-(5-methoxy-2,3-dimethyl-1H-indol-6-yl)
acetamide (T-4)
Примечание. А, Б, В — интактные клетки S. aureus без обработки исследуемым соединением; Г, Д, Е — клетки S. aureus 
после воздействия исследуемым соединением.
Note. A, B, C — intact S. aureus cells without treatment with the test compound; D, E, F — S. aureus cells after exposure 
to the test compound.

Рисунок 6. Морфоструктурные изменения E. coli под воздействием 2-хлор-N-(5-метокси-2,3-

диметил-1H-индол-6-ил)ацетамида (Т-4)

Figure 6. Morphostructural changes in E. coli exposed to 2-chloro-N-(5-methoxy-2,3-dimethyl-1H-indol-6-yl)
acetamide (T-4)
Примечание. А, Б, В — интактные клетки E. coli без обработки исследуемым соединением; Г, Д, Е — клетки E. coli после 
воздействия исследуемым соединением.
Note. A, B, C — intact E. coli cells without test compound treatment; D, E, F — E. coli cells after exposure to the test compound.

А (A) Б (B) В (C)

Г (D) Д (E) Е (F)

А (A) Б (B) В (C)

Г (D) Д (E) Е (F)
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Рисунок 7. Морфоструктурные изменения P. aeruginosa под воздействием 2-хлор-N-(1,2,3-

триметил-1H-индол-5-ил)ацетамида (Т-7)

Figure 7. Morphostructural changes in P. aeruginosa exposed to 2-chloro-N-(1,2,3-trimethyl-1H-indol-5-yl)
acetamide (T-7)
Примечание. А, Б, В — интактные клетки P. aeruginosa без обработки исследуемым соединением; Г, Д, Е — клетки 
P. aeruginosa после воздействия исследуемым соединением.
Note. A, B, C — intact P. aeruginosa cells without treatment with the test compound; D, E, F — P. aeruginosa cells after exposure 
to the test compound.

Рисунок 8. Морфоструктурные изменения S. aureus под воздействием 2-хлор-N-(1,2,3-триметил-

1H-индол-5-ил)ацетамида (Т-7)

Figure 8. Morphostructural changes in S. aureus exposed to 2-chloro-N-(1,2,3-trimethyl-1H-indol-5-yl)acetamide 
(T-7)
Примечание. А, Б, В — интактные клетки S. aureus без обработки исследуемым соединением; Г, Д, Е — клетки S. aureus 
после воздействия исследуемым соединением.
Note. A, B, C — intact S. aureus cells without treatment with the test compound; D, E, F — S. aureus cells after exposure 
to the test compound.

А (A) Б (B) В (C)

Г (D) Д (E) Е (F)

А (A) Б (B) В (C)

Г (D) Д (E) Е (F)
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Рисунок 9. Морфоструктурные изменения E. coli под воздействием 2-хлор-N-(1,2,3-триметил-1H-

индол-5-ил)ацетамида (Т-7)

Figure 9. Morphostructural changes in E. coli exposed to 2-chloro-N-(1,2,3-trimethyl-1H-indol-5-yl)acetamide (T-7)
Примечание. А, Б, В — интактные клетки E. coli без обработки исследуемым соединением; Г, Д, Е — клетки E. coli после 
воздействия исследуемым соединением.
Note. A, B, C — intact E. coli cells without test compound treatment; D, E, F — E. coli cells after exposure to the test compound.

Рисунок 10. Морфоструктурные изменения P. aeruginosa под воздействием монохлорацетат-2,3-

диметил-1H-индол-7-аммония (Т-12)

Figure 10. Morphostructural changes in P. aeruginosa exposed to monochloroacetate-2,3-dimethyl-1H-indole-7-
ammonium (T-12)
Примечание. А, Б, В — интактные клетки P. aeruginosa без обработки исследуемым соединением; Г, Д, Е — клетки 
P. aeruginosa после воздействия исследуемым соединением.
Note. A, B, C — intact P. aeruginosa cells without treatment with the test compound; D, E, F — P. aeruginosa cells after exposure 
to the test compound.
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Рисунок 12. Морфоструктурные изменения E. coli под воздействием монохлорацетат-2,3-диметил-

1H-индол-7-аммония (Т-12)

Figure 12. Morphostructural changes in E. coli exposed to monochloroacetate-2,3-dimethyl-1H-indole-7-ammonium 
(T-12)
Примечание. А, Б, В — интактные клетки E. coli без обработки исследуемым соединением; Г, Д, Е — клетки E. coli после 
воздействия исследуемым соединением.
Note. A, B, C — intact E. coli cells without test compound treatment; D, E, F — E. coli cells after exposure to the test compound.

Рисунок 11. Морфоструктурные изменения S. aureus под воздействием монохлорацетат-2,3-

диметил-1H-индол-7-аммония (Т-12)

Figure 11. Morphostructural changes in S. aureus exposed to monochloroacetate-2,3-dimethyl-1H-indole-7-
ammonium (T-12)
Примечание. А, Б, В — интактные клетки S. aureus без обработки исследуемым соединением; Г, Д, Е — клетки S. aureus 
после воздействия исследуемым соединением.
Note. A, B, C — intact S. aureus cells without treatment with the test compound; D, E, F — S. aureus cells after exposure 
to the test compound.
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Статистический анализ морфометрии по-

верхности клеток в контрольных и опытных 

образцах не выявил существенных изменений 

размеров под воздействием Т7 (табл. 4).

Некоторые клетки P. aeruginosa, обработан-

ные монохлорацетат-2,3-диметил-1H-индол-7-

ам монием (Т12), имеют длинную нитевидную 

форму и шероховатую поверхность (рис. 10Г–

Д). Клеточная стенка части клеток P. aeruginosa 

отходит от клеточной мембраны (рис. 10Г–Е). 

Встречаются лопнувшие клетки, из полости ко-

торых вытекает внутриклеточное содержимое 

(рис. 10Д).

Вокруг клеток S. aureus, обработанных Т12, 

наблюдается большое количество клеточных об-

ломков, встречаются лопнувшие клетки, наблю-

дается отток внутриклеточного материала из по-

лости клеток (рис. 11Г–Е). Помимо гомогенного 

вещества рядом с клетками содержатся в боль-

ших количествах элементы зернистой формы.

Клетки E. coli после воздействия исследуемо-

го соединения Т12 имеют отверстия, глубокие 

кратеры, выявляются клеточные обломки, пол-

ностью  лизированные клетки. Форма и размер 

клеток практически не изменены (рис. 12Г–Е).

Статистический анализ морфометрии по-

верхности клеток в контрольных и опытных 

образцах не выявил существенных изменений 

размеров под воздействием Т12 (табл. 5).

Обсуждение

Индольные алкалоиды служат основой 

природных и синтетических физиологически 

активных веществ. Являясь частью живых си-

стем, индол содержится в молекулах биоген-

ного амина серотонина и незаменимой белко-

вой аминокислоты триптофана. Исследуемые 

хлорсодержащие соединения индольного ряда 

показали свою биологическую активность, 

а именно — противомикробную.

Контрольные клетки были морфологичес-

ки правильными и типичными (рис. 1–12, 

А–В) [8]. Статистический анализ морфометрии 

поверхности клеток в контрольных и опытных 

образцах не выявил существенных изменений 

размеров под воздействием соединений с лабо-

раторным шифром Т1, Т4, Т7 и Т12. При этом, 

по сравнению с контрольными необработан-

ными клетками P. aeruginosa, S. aureus и E. coli, 

обработка хлорзамещенными производными 

5-,6-,7-аминоиндолов вызывала явные морфо-

логические изменения, что свидетельствует 

об ухудшении состояния клеточной стенки.

В колониях P. aeruginosa под воздействием Т7 

и Т12 наблюдались филаментные клетки (рис. 7Г, 

10Г). Появление длинных нитей может быть связа-

но со стрессом, который испытывает клетка после 

воздействия исследуемых соединений. Считается, 

что образование таких филаментов у бактерий 

в условиях стресса является результатом дефек-

тов клеточного деления, особенно при отделении 

дочерних клеток [23, 40]. Есть данные, согласно 

которым при подавлении синтеза ДНК бактерии 

изменяется ее морфология, она становится длин-

нее, но деления клетки не происходит [37, 34]. 

Обработка Т1, Т7 и Т12 приводила к деградации 

клеточной стенки P. aeruginosa (рис. 1Г–Е, 7Г–Е, 

10Г–Е), в то время как обработка Т4 вызывала об-

разование пор на поверхности клетки (рис. 4Е).

В этом исследовании данные, полученные 

с СЭМ, показали заметные морфологические 

изменения клеточных стенок S. aureus под дей-

ствием Т1, Т4, Т7 и Т12, что привело к деформа-

ции клеток (рис. 2Г–Е, 5Г–Е, 8Г–Е, 11Г–Е). Эти 

морфологические изменения могут быть связа-

ны с аберрациями липидного состава мембра-

ны, ее измененной текучестью и/или наруше-

ниями целостности мембраны, что приводит 

к лизису клеточной стенки и потере внутрикле-

точного материала [2, 11, 15, 21].

Обработка клеток E. coli Т1, Т4, Т7 и Т12 при 

концентрации 500 мкг/мл вызывала лизис кле-

ток, хотя нелизированные клетки также были 

обнаружены (рис. 3Г–Е, 6Г–Е, 9Г–Е, 12Г–Е). 

Появление клеточных обломков вокруг целых 

клеток E. coli указывает на повреждение мембра-

ны, которое, вероятно, приводит к изменению 

осмотического давления (рис. 12Д–Е) [10, 12].

Результаты с использованием СЭМ подтвер-

дили данные об антимикробной активности 

хлорзамещенных производных 5-,6-,7-амино-

индолов. Действительно, полученные морфо-

логические изменения бактериальной поверх-

ности указывают на мембраноповреждающую 

активность исследуемых соединений.
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ЗЛОКАЧЕСТВЕННЫЕ НОВООБРАЗОВАНИЯ 

ЩИТОВИДНОЙ ЖЕЛЕЗЫ ЧЕЛОВЕКА 

КАК СЛЕДСТВИЕ КРОВЕПАРАЗИТАРНОЙ 

(ГЕМОСПОРИДИЙНОЙ) ИНФЕКЦИИ

А.В. Терлецкий, Л.Г. Ахмерова

Институт молекулярной и клеточной биологии СО РАН, г. Новосибирск, Россия

Резюме. Исследования архивного цитологического материала, полученного врачами-цитологами в ходе 

выполнения тонкоигольной аспирационной пункционной биопсии при фолликулярном, папиллярном 

и медуллярном раках щитовидной железы человека, позволили выявить во всех пробах гемоспоридийную 

(кровепаразитарную) инфекцию в тироцитах (шизогония), эритроцитах и в виде экзоэритроцитарной ста-

дии развития (микрошизонт). Цитологический материал в условиях медицинских лабораторий был окра-

шен по Романовскому–Гимзе. Для уточнения локализации ядер (ДНК) тироцитов и гемоспоридий было 

решено окрасить (перекрасить) оригинальные мазки реактивом Шиффа по Фельгену, где краситель фук-

син после гидролиза ДНК соляной кислотой встраивается в ДНК и окрашивает ее в красно-фиолетовый 

цвет. Специально неокрашенная протоплазма гемоспоридий выявлялась в виде светлой полосы вокруг ядер 

в эритроцитах. При фолликулярном раке щитовидной железы окрашивание по Фельгену позволило лока-

лизовать ядра тироцитов (ДНК) и паразитарную ДНК в виде точечных включений, кольцевых форм и диф-

фузно распределенную в цитоплазме тироцита. Цитоплазма и ядра тироцитов вакуолизированы. Ядра ти-

роцитов деформированы, уплощены и смещены к периферии клетки. Эритроциты содержали ядра (ДНК) 

гемоспоридий. При папиллярном раке щитовидной железы удалось локализовать ядерную ДНК тироцитов 

и паразитарную ДНК в виде точечных включений, а также диффузно распределенную в цитоплазме тиро-

цитов. В гиперплазированной цитоплазме могут располагаться эксцентрично два и более полиморфные 

ядра. Микрошизонты гемоспоридий выявлены в тироцитах приядерно, а также в виде экзоэритроцитарной 

стадии в крови. При медуллярном раке щитовидной железы в гиперплазированной цитоплазме тироцитов 

удалось локализовать эксцентрично расположенные ядра (ДНК) тироцитов и мелкие ядра (ДНК) гемоспо-

ридий, которые могли заполнять все пространство тироцита. Выявлены тироциты с вакуолизированной 

цитоплазмой и выраженым полиморфизмом ядер. Размеры гиперплазированных ядер в несколько раз пре-

вышали размеры ядер нормальных тироцитов. Вакуоли цитоплазмы и ядер тироцитов окрашивались свет-

лее, чем окружающие ткани (красно-фиолетовым цветом), что, по всей вероятности, свидетельствует о на-

личии в них паразитарной ДНК. ДНК гемоспоридий в эритроцитах крови при папиллярном и медуллярном 

раках представлена полиморфными ядрами, что может свидетельствовать об одновременном присутствии 
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в крови разных видов и/или генераций возбудителя. Появляются многоядерные тироциты с незавершенным 

цитокинезом. Внутриклеточное паразитирование гемоспоридийной инфекции в тироцитах (шизогония) 

при трех видах рака щитовидной железы приводит к выраженной гиперплазии цитоплазмы, вакуолизации 

ее и ядра тироцита. Происходит деформация ядер с уменьшением их в размере, уплощением и смещением 

на периферию клетки, с высокой вероятностью возникновения мутаций и делеций ДНК пораженных кле-

ток, достигающих неопластического уровня.

Ключевые слова: щитовидная железа, фолликулярный рак, папиллярный рак, медуллярный рак, цитологическое 

исследование, кровепаразитарная (гемоспоридийная) инфекция.

MALIGNANT HUMAN THYROID NEOPLASMS ASSOCIATED WITH BLOOD PARASITIC 

(HAEMOSPORIDIAN) INFECTION

Terletsky A.V., Akhmerova L.G.

Institute of Molecular and Cellular Biology of the Siberian Branch of the Russian Academy of Sciences, Novosibirsk, 

Russian Federation

Abstract. A retrospective investigation of archival cytology specimens obtained and verified by a fine-needle aspiration 

biopsy from patients with follicular, papillary, and medullary human thyroid cancers revealed haemosporidian (blood 

parasitic) infection in thyrocytes (schizogony) and erythrocytes. The exoerythrocytic stage of infection is represented by 

finding microschizonts. Cytologic material was stained with Romanowsky–Giemsa dye in medical laboratories. Original 

specimens were stained (re-stained) with Schiff reagent according to the Feulgen method to clarify location of thyrocyte 

DNA and hemosporidian pathogens, wherein fuchsine was incorporated into DNA molecules after they were hydrolyzed 

by hydrochloric acid to stain specimens into red-violet color. An intentionally unstained hemosporidian protoplasm during 

blood parasitic infection was observed as a light band around erythrocyte nuclei. In follicular thyroid cancer, thyrocyte 

Feulgen staining revealed nuclear DNA and parasitic DNA (haemosporidium nuclei) as punctate inclusions and rings 

diffusely distributed in the thyrocyte cytoplasm. The thyrocyte cytoplasm and nuclei were vacuolated, with thyrocyte 

nuclei being deformed, flattened, and displaced to the cell periphery. The erythrocytes contained haemosporidian nuclei 

(DNA). In papillary thyroid cancer, we were able to localize the nuclear DNA of thyrocytes and the parasitic DNA as 

punctate inclusions diffusely distributed in the thyrocyte cytoplasm. Two or more polymorphic nuclei may be positioned 

eccentrically in the hyperplastic cytoplasm. Haemosporidian microschizonts were found circumnuclearly in thyrocytes 

as well as an exoerythrocytic stage in the blood. In medullary thyroid cancer, the hyperplastic cytoplasm of thyrocytes 

contained eccentrically located nuclei (DNA) of thyrocytes and small haemosporidian nuclei (DNA), which may occupy 

the whole thyrocyte. There were thyrocytes with vacuolated cytoplasm and prominent nuclear polymorphism. The size 

of hyperplastic nuclei was several times larger than that of normal thyrocyte nuclei. The color of stained thyrocyte 

cytoplasmic and nuclear vacuoles was less red-violet compared with that of surrounding tissues, which potentially 

indicates the presence of parasitic DNA inside them. The intra-erythrocyte nuclear haemosporidian material of varying 

sizes in papillary and medullary cancers may evidence about various species and/or pathogen generation. Intracellular 

parasitism of haemosporidian infection in thyrocytes (schizogony) associated with three thyroid cancer types leads 

to marked thyrocyte cytoplasmic hyperplasia, cytoplasmic vacuolization, and nuclear vacuolization. Multinucleated 

thyrocytes with incomplete cytokinesis emerge. Nuclear deformation occurs, which leads to decreased nucleus size, 

flattening and displacement to the cell periphery, with high risk of DNA mutations and deletions in affected cells, reaching 

a neoplastic level.

Key words: thyroid, follicular cancer, papillary cancer, medullary cancer, cytological examination, hemosporidian infection

Введение

В научных публикациях по доброкачествен-

ным и злокачественным опухолям щитовид-

ной железы (ЩЖ) человека имеется подроб-

ное морфологическое и цитогистологическое 

описание структуры и характеристик опухо-

лей, разные предположения о причинах их раз-

вития, однако до сих пор этиология остается 

невыясненной [22].

При исследовании документированного 

врачами-цитологами архивного цитологичес-

кого материала, полученного после тонкои-

гольной аспирационной пункционной биоп-

сии (ТАПБ), настораживающим моментом 

для нас стала информация об одновременном 

присутствии в долях ЩЖ аутоиммунного ти-

реоидита, кистозного образования, узлового 

зоба, а также фолликулярного, папиллярного 

и медуллярного раков (ФР, ПР и МР) в разных 

сочетаниях. Невольно возник вопрос об их 

возможной этиологической взаимосвязи [18]. 

Ранее Автандилов Г.Г. (1984), Юшков П.В. 

с соавт. (2003) [цит. по 22], а также [43, 68, 103, 

119, 124] предполагали, что фолликулярная 

аденома и ФР являются последовательными 
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стадиями одного патологического процесса. 

Молекулярными методами исследования пока-

зано, что это одни и те же опухоли, но на разных 

стадиях патологического процесса [64].

Результатами наших исследований [18] уста-

новлено, что причиной воспалительных и до-

брокачественных образований ЩЖ могут быть 

гемоспоридийные инфекции крови. В совре-

менной классификации положение их возбуди-

телей таково: царство Eukaryota, класс Alveolata, 

филум Apicomplexa, подкласс Aconoidasida, от-

ряд Piroplasmida, сем. Babesiidae и сем. Theileria. 

(http://lifemap.univ-lyon1.fr/explore.html).

Babesia spp. (B. spp.) и Theileria spp. (Th. spp.) — 

беспигментные патогенные эукариотические 

простейшие, паразитирующие в крови и рети-

кулоэндотелиальной системе (системе монону-

клеарных фагоцитов) теплокровных животных 

и человека. При световой микроскопии внутри-

эритроцитарные стадии B. spp. неразличимы 

от Th. spp. [102]. Основным отличием указанных 

возбудителей служит первичное развитие либо 

в эритроцитах (бабезии), либо в клетках лим-

фоидной ткани в лимфоузлах (тейлерии). В за-

висимости от этого принадлежность возбудите-

лей к сем. Babesiidae или сем. Theileria постоянно 

пересматривается [31]. Клетками-мишенями для 

них являются эритроциты, эндотелий сосудов, 

лейкоциты, клетки паренхиматозных органов 

и нервной ткани [4, 18, 19, 76, 88, 100, 112].

При бабезиозе (пироплазмозе) характерным 

признаком является первичное развитие пара-

зита (спорозоита) после попадания в организм 

хозяина в эндотелии сосудов, где происходит 

шизогония, с последующим инфицированием 

мерозоитами эритроцитов. Наряду с эритро-

цитарными стадиями, у бабезий найдены ста-

дии, локализующиеся внеклеточно, свободно, 

в плазме крови. Наибольшее число этих стадий 

встречается в мелких кровеносных сосудах лег-

ких, почек, сердечной мышцы, спинного мозга, 

печени и селезенки. Наибольшее количество их 

встречается в органах, богатых кислородом [5]. 

После эритроцитарной стадии развития проис-

ходит инфицирование лимфоидной ткани с ги-

перплазией лимфоузлов.

Цикл развития тейлерий, отличается от цик-

ла развития бабезий стадией преэритроцитар-

ной шизогонии во внутренних органах, бога-

тых лимфатическими клетками и клетками 

ретикулоэндотелия, что приводит к инфици-

рованию и выключению первичного механизма 

защиты — ретикулоэндотелиальной системы. 

Образовавшиеся здесь гаметоциты после шизо-

гонии попадают в кровяное русло и внедряют-

ся в эритроциты [5, 8]. При развитии тейлерий 

в лимфоидной ткани (лимфоузлах) образуются 

макро- и микрошизонты («коховские шары» 

или «гранатные тела»), которые можно уви-

деть только при пункции лимфоузлов [15, 107, 

108]. Считалось, что отличительным признаком 

тейлериоза является расположение делящегося 

трофозоита в эритроцитах крови в виде «маль-

тийского креста», однако, при паразитировании 

некоторых видов бабезий отмечают такое же 

расположение трофозоитов в эритроцитах [15].

Эндоглобулярные включения в эритроцитах 

крови, попадающие в мазки при ТАПБ ЩЖ при 

разных видах карцином, врачи-цитологи вос-

принимали как нарушение технологии приго-

товления и окрашивания мазков.

Доброкачественные и злокачественные опу-

холи ЩЖ, по нашему мнению, — это взаимос-

вязанное поэтапное клиническое проявление 

хронической формы гемоспоридийной инфек-

ции с вовлечением в патологический процесс 

последовательно всех клеточных структур ЩЖ.

Предопухолевые изменения, как правило, раз-

виваются по следующему принципу: диффузной 

гиперплазии, очаговой гиперплазии с образова-

нием очагов пролиферации, доброкачественных 

опухолей и злокачественных опухолей. При этом 

стадии очаговых пролифератов и доброкачест-

венных опухолей могут сливаться между собой, 

а злокачественные опухоли чаще всего развива-

ются из очаговых пролифератов [20].

Таким образом, ФР — первая стадия фор-

мирования злокачественной опухоли из нео-

пластически трансформированных тироци-

тов доброкачественной опухоли вследствие 

внутриклеточного паразитирования в них ге-

моспоридийной инфекции (шизогония). ФР 

встречается сравнительно редко — в 15% всех 

злокачественных опухолей ЩЖ. Наиболее ха-

рактерным признаком при цитологической 

диагностике является увеличение ядер в раз-

мерах, наличие крупно-зернистого хроматина, 

незначительного ядерного полиморфизма, уве-

личение числа и размеров ядрышек [1]. В боль-

шинстве случаев ядра округлые, полиморфизм 

и атипия ядер не выражены, ядра располагают-

ся тесно, хроматин в ядрах преимущественно 

мелкозернистый, относительно равномерный, 

ядрышки чаще одиночные мономорфные с пре-

имущественно эксцентрическим расположени-

ем в ядре [10]. Известно, что ФР крайне редко 

метастазирует в лимфоузлы, в головной мозг, 

печень и кожу [103], однако гематогенные ме-

тастазы выявляют в легких, костях и кровенос-

ных сосудах, отмечают инкапсулирование, ин-

вазивный рост в капсулу и сосуды [22].

ПР — вторая стадия развития гемоспоридий 

в опухоли ЩЖ и одна из самых частых (60–80%) 

злокачественных опухолей ЩЖ. Ядра тироци-

тов округлой и овальной формы с характерной 

бороздкой по длиннику, в 80% случаев отмеча-

ют внутриядерные включения цитоплазмы, на-

поминающие вакуоль при жировой дистрофии 
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клеток с наличием резкого уплотнения хрома-

тина вокруг нее в виде гиперхромного пояса [1]. 

При ПР отмечается лимфоаденопатия, метаста-

зирование в региональные лимфоузлы. Реже ге-

матогенное метастазирование в легкие и спин-

ной мозг. Отмечают фиброз, склероз стромы, 

образование кальцинатов [22].

МР — третья стадия развития гемоспори-

дий в опухоли с более глубоким проникнове-

нием инфекции в ЩЖ. При этой опухоли от-

мечают образование кальцинатов, отложение 

белка амилоида и, в редких случаях, меланина. 

Выявляют многоядерные и гигантские клетки 

и патологические митозы [22].

По нашему предположению, с учетом пре-

дыдущего исследования [18], появление вну-

триклеточной базофильной зернистости в ти-

роцитах при разных видах карцином ЩЖ есть 

следствие шизогональной стадии развития 

гемоспоридийной инфекции крови. Данная 

информация послужила основанием провести 

ретроспективное сравнительное микроскопи-

ческое исследование цитологического материа-

ла после ТАПБ с конкретными клиническими 

диагнозами (ФР, ПР и МР) с целью выяснения 

возможной причины этих заболеваний.

Материалы и методы

В данном цитологическом исследовании 

мазков ТАПБ ЩЖ использован документиро-

ванный врачами-цитологами архивный мате-

риал 60 пациентов с клиническими диагноза-

ми ФР, ПР и МР за 2007–2014 г. (по 20 человек 

с каждым видом рака).

Весь цитологический материал, подле-

жащий исследованию, изначально в услови-

ях медицинских лабораторий был окрашен 

по Романовскому–Гимзе. Метод окрашивания 

мазков по Романовскому–Гимзе является ад-

сорбционным, что позволяет повторно исполь-

зовать эти же мазки для окрашивания (перекра-

шивания) реактивом Шиффа по Фельгену для 

уточнения локализации ДНК гемоспоридий 

в тироцитах и клетках крови. Реактив Шиффа 

(фуксинсернистая кислота) является качествен-

ным реактивом на альдегиды. На свойстве ре-

актива Шиффа взаимодействовать с альдегид-

ными группами основана реакция Фельгена. 

В молекуле ДНК альдегидные группы связаны, 

их необходимо предварительно освободить. 

При слабом кислотном гидролизе нуклеино-

вых кислот (вследствие отщепления пуринов 

и пиримидинов от дезоксирибозофосфата) по-

являются свободные альдегидные группы, об-

разующие ярко окрашенный комплекс при вза-

имодействии с фуксином (реакция Фельгена). 

Реактив Шиффа окрашивает только ядра и хро-

мосомы в красновато-фиолетовый цвет, цито-

плазма остается совершенно неокрашенной. 

Реакция Фельгена указывает на присутствие 

ДНК, она может быть использована для конста-

тации наличия или отсутствия ядер в клетках, 

определения их размеров, формы, местополо-

жения, а интенсивность окрашивания может 

дать косвенное представление о количествен-

ных изменениях ДНК.

В процессе гидролиза ДНК в течении 8 мин 

в 1 н растворе соляной кислоты при температуре 

60°С в мазках, окрашенных по Романовскому–

Гимзе, основной краситель (метиленовая синь) 

сходил с мазков в раствор соляной кислоты, 

окрашивая его в синий цвет. Мазки промыва-

ли в дистиллированной воде, быстро ополаски-

вали в холодном 1 н растворе соляной кислоты 

и переносили в реактив Шиффа на 16 ч при тем-

пературе от 0 до 4°С (время экспозиции выбрано 

опытным путем). Не споласкивая, мазки после-

довательно помещали в три порции сернистой 

воды на 2 мин в каждую. Препараты промывали 

в дистиллированной воде по 10 мин и сушили 

на воздухе.

Такое перекрашивание оригинальных ар-

хивных мазков позволяет точно идентифици-

ровать место ядерной ДНК тироцитов и ДНК 

возможных внутриклеточных инфекций в ци-

топлазме тироцитов и в эритроцитах крови. 

Эритроциты, первоначально окрашенные эо-

зином, сохраняют свой цвет без изменений. 

Протоплазму гемоспоридий, определяемую 

в виде светлой полосы вокруг ядер, специально 

не окрашивали для контрастного восприятия 

ДНК в тироцитах и эритроцитах.

При рутинном цитологическом исследова-

нии мазков после ТАПБ особое внимание об-

ращают на структурные изменения в тироци-

тах и клеточном составе ткани ЩЖ, что явля-

ется основным в интерпретации и постановке 

диагноза.

Исследования цитологических мазков про-

водили на микроскопе Axiostar plus (Carl Zeiss). 

Внимательно исследовали внутриклеточные 

структуры в тироцитах и клетках крови при 

увеличении микроскопа в 1000 раз с иммерсией 

(Окуляр PL 10×/18∞, объектив CP-ACHROMAT 

100×/1.25 oil, ∞/0.17). Фотографии делали каме-

рой Olympus SP-310.

Результаты

В цитологическом материале ТАПБ, окрашен-

ном по Романовскому–Гимзе, были выявлены:

1. При ФР (рис. 1–2) — тироциты с мелкими 

и крупными внутриклеточными базофильными 

включениями от 0,5 мкм до 3 мкм, заполняю-

щими всю гиперплазированную цитоплазму. 

В мазках встречаются тироциты с вакуолизиро-

ванными ядром и цитоплазмой, в которых могут 
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Иллюстрации к статье «Злокачественные новообразования щитовидной железы человека 

как следствие кровепаразитарной (гемоспоридийной) инфекции» (авторы: А.В. Терлецкий, 

Л.Г. Ахмерова) (с. 257–274) (1-й фрагмент; продолжение см. на с. II)
Illustrations for the article “Malignant human thyroid neoplasms associated with blood parasitic (haemosporidian) 
infection” (authors: Terletsky A.V., Akhmerova L.G.) (pp. 257–274) (1st fragment; continued on p. II)

Рисунок 1. Фолликулярный рак. Цитоплазма тироцита заполнена базофильными включениями с участком 
повышенной оптической плотности, прилегающим к ядру (шизогония). Вакуоли в цитоплазме и ядре. 
В эритроцитах находятся эндоглобулярные включения. Окр. по Романовскому–Гимзе

Figure 1. Follicular cancer. The thyrocyte cytoplasm is filled with basophilic inclusions with an area of increased optical 
density adjacent to the nucleus (schizogony). Vacuoles in the cytoplasm and nucleus. RBCs contain endoglobular 
inclusions. Romanovsky–Giemsa staining
Рисунок 2. Фолликулярный рак. Двуядерный тироцит с базофильными включениями в цитоплазме 
и ядрах, с двумя участками повышенной оптической плотности (шизогония), вакуоли в цитоплазме. 
В эритроцитах находятся эндоглобулярные включения. Окр. по Романовскому–Гимзе

Figure 2. Follicular cancer. Binuclear thyrocyte with basophilic inclusions in the cytoplasm and nuclei, with two areas 
of increased optical density (schizogony), vacuoles in the cytoplasm. RBCs contain endoglobular inclusions. Romanovsky–
Giemsa staining
Рисунок 3. Фолликулярный рак. Цитоадгезированные эритроциты с эндоглобулярными включениями. 
Окр. по Романовскому–Гимзе

Figure 3. Follicular cancer. Cytoadhesive erythrocytes with endoglobular inclusions. Romanovsky–Giemsa staining
Рисунок 4. Папиллярный рак. Цитоплазма тироцитов заполнена базофильными включениями с участком 
повышенной оптической плотности около 5 мкм, расположенным около ядра тироцита (шизогония). 
Окр. по Романовскому–Гимзе

Figure 4. Papillary cancer. The cytoplasm of thyrocytes is filled with basophilic inclusions with an area of increased optical 
density of about 5 μm, located near the thyrocyte nucleus (schizogony). Romanovsky–Giemsa staining
Рисунок 5. Папиллярный рак. Базофильная зернистость находится в цитоплазме тироцита и ядре. 
Эндоглобулярные включения такой же оптической плотности присутствуют в эритроцитах. 
Окр. по Романовскому–Гимзе

Figure 5. Papillary cancer. Basophilic granularity is found in the thyrocyte cytoplasm and nucleus. Endoglobular inclusions 
of similar optical density are present in erythrocytes. Romanovsky–Giemsa staining
Рисунок 6. Папиллярный рак. Двуядерный тироцит с мелкой базофильной зернистостью 
в цитоплазме и участком повышенной оптической плотности на ядре. Незавершенный цитокинез. 
Окр. по Романовскому–Гимзе

Figure 6. Papillary cancer. A binuclear thyrocyte with fine basophilic granularity in the cytoplasm and an area of increased 
nuclear optical density. Incomplete cytokinesis. Romanovsky–Giemsa staining
Рисунок 7. Папиллярный рак. Полиморфные ядра тироцитов с вакуолями. В цитоплазме присутствует 
мелкая базофильная зернистость. Участки повышенной оптической плотности (шизогония) плотно 
прилегают к ядрам. Окр. по Романовскому–Гимзе

Figure 7. Papillary cancer. Thyrocyte polymorphic nuclei with vacuoles. A tiny basophilic granularity is observed 
in the cytoplasm. Areas of increased optical density (schizogony) are closely adjacent to the nuclei. Romanovsky–Giemsa 
staining
Рисунок 8. Папиллярный рак. Вакуолизированные и цитоадгезированные эритроциты 
с эндоглобулярными включениями. Окр. по Романовскому–Гимзе

Figure 8. Papillary cancer. Vacuolized and cytoadhesive erythrocytes with endoglobular inclusions. Romanovsky–Giemsa 
staining
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Рисунок 9. Папиллярный рак. Вакуолизированные и цитоадгезированные эритроциты с крупными 
эндоглобулярными включениями. Окр. по Романовскому–Гимзе

Figure 9. Papillary cancer. Vacuolized and cytoadhesive erythrocytes with large endoglobular inclusions. Romanovsky–
Giemsa staining
Рисунок 10. Папиллярный рак. Цитоадгезированные эритроциты с множественными эндоглобулярными 
включениями в эритроцитах. Окр. по Романовскому–Гимзе

Figure 10. Papillary cancer. Cytoadhesive erythrocytes with multiple endoglobular inclusions. Romanovsky–Giemsa 
staining
Рисунок 11. Папиллярный рак. Выраженная цитоадгезия эритроцитов с эндоглобулярными включениями. 
Окр. по Романовскому–Гимзе

Figure 11. Papillary cancer. Prominent erythrocyte cytoadhesion with endoglobular inclusions. Romanovsky–Giemsa 
staining
Рисунок 12. Медуллярный рак. Веретеновидные тироциты с полиморфными ядрами, цитоплазма 
заполнена мелкими базофильными включениями. Очаги повышенной оптической плотности базофильной 
зернистости сконцентрированы на одном из полюсов тироцита вплотную к ядру. Окр. по Романовскому–
Гимзе

Figure 12. Medullary carcinoma. Fusiform thyrocytes with polymorphic nuclei, the cytoplasm is filled with small basophilic 
inclusions. The foci of increased optical density of basophilic granularity are concentrated on one of the thyrocyte poles 
close to the nucleus. Romanovsky–Giemsa staining
Рисунок 13. Медуллярный рак. Тироциты с мелкой пылевидной розоватой зернистостью в цитоплазме 
и участком повышенной оптической плотности, прилегающим к ядру (шизогония). Окр. по Романовскому–
Гимзе

Figure 13. Medullary carcinoma. Thyrocytes with small dusty pinkish granularity in the cytoplasm and an area of increased 
optical density adjacent to the nucleus (schizogony). Romanovsky–Giemsa staining
Рисунок 14. Медуллярный рак. Цитоплазма тироцитов заполнена мелкой сине-розовой пылевидной 
зернистостью. Крупные базофильные включения, присутствующие в цитоплазме, по оптической 
плотности идентичны эндоглобулярным включениям в эритроцитах. Окр. по Романовскому–Гимзе

Figure 14. Medullary carcinoma. The thyrocyte cytoplasm is filled with fine blue-pink dusty granules. Large basophilic 
inclusions in the cytoplasm are identical in optical density to erythrocyte endoglobular inclusions. Romanovsky–Giemsa 
staining
Рисунок 15. Медуллярный рак. Полиморфные ядра тироцитов и круглый микрошизонт гемоспоридий. 
Окр. по Романовскому–Гимзе

Figure 15. Medullary carcinoma. Thyrocyte polymorphic nuclei and a round haemosporidian microschizont. Romanovsky–
Giemsa staining
Рисунок 16. Медуллярный рак. Полиморфноядерные тироциты с вакуолями в ядрах и цитоплазме. 
Окр. по Романовскому–Гимзе. 

Figure 16. Medullary carcinoma. Polymorphonuclear thyrocytes with vacuoles in nuclei and cytoplasm. Romanovsky–
Giemsa staining

Иллюстрации к статье «Злокачественные новообразования щитовидной железы человека 

как следствие кровепаразитарной (гемоспоридийной) инфекции» (авторы: А.В. Терлецкий, 

Л.Г. Ахмерова) (с. 257–274) (2-й фрагмент; начало см. на с. I; продолжение см. на с. III)
Illustrations for the article “Malignant human thyroid neoplasms associated with blood parasitic (haemosporidian) 
infection” (authors: Terletsky A.V., Akhmerova L.G.) (pp. 257–274) (2nd fragment; start on p. I, continued on p. III)
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Рисунок 17. Медуллярный рак. Двуядерные и четырехъядерные тироциты с крупной базофильной 
зернистость в цитоплазме. Вакуоли в цитоплазме по размерам соответствуют базофильным включениям. 
Окр. по Романовскому–Гимзе

Figure 17. Medullary carcinoma. Binuclear and quadrinuclear thyrocytes with large basophilic granularity in the cytoplasm. 
Vacuoles in the cytoplasm correspond in size to basophilic inclusions. Romanovsky–Giemsa staining
Рисунок 18. Медуллярный рак. Цитоадгезия эритроцитов с множественными мелкими эндоглобулярными 
включениями в эритроцитах. Окр. по Романовскому–Гимзе

Figure 18. Medullary carcinoma. Cytoadhesion of erythrocytes with multiple small endoglobular inclusions in erythrocytes. 
Romanovsky–Giemsa staining
Рисунок 19. Фолликулярный рак. Ядра (ДНК) гемоспоридий в гиперплазированной цитоплазме тироцита 
и на его ядре. Ядро тироцита смещено к периферии клетки. Окр. по Фельгену

Figure 19. Follicular cancer. Nuclei (DNA) of haemosporidia in hyperplastic thyrocyte cytoplasm and on its nucleus. 
The thyrocyte nucleus is displaced to the cell periphery. Feulgen staining
Рисунок 20. Фолликулярный рак. Тироцит шаровидной формы со смещенным на периферию клетки 
ядром. Ядра (ДНК) гемоспоридий сиреневого цвета в цитоплазме тироцита. Окр. по Фельгену

Figure 20. Follicular cancer. A spherical thyrocyte with a nucleus displaced to the cell periphery. Nuclei (DNA) 
of haemosporidia of lilac color in the thyrocyte cytoplasm. Feulgen staining
Рисунок 21. Фолликулярный рак. Ядра (ДНК) тироцитов вакуолизированы, как и цитоплазма, и смещены 
на периферию клетки или деформированы (сжаты). Ядра (ДНК) гемоспоридий расположены в цитоплазме 
тироцитов и эритроцитах. Окр. по Фельгену

Figure 21. Follicular cancer. The nuclei (DNA) of thyrocytes are vacuolated, like the cytoplasm, and are displaced to the cell 
periphery or deformed (compressed). The nuclei (DNA) of haemosporidia are located in the cytoplasm of thyrocytes and 
erythrocytes. Feulgen staining
Рисунок 22. Фолликулярный рак. Мелкие ядра (ДНК) гемоспоридий внутри и по периферии эритроцитов. 
Окр. по Фельгену

Figure 22. Follicular cancer. Small nuclei (DNA) of haemosporidia inside and along the periphery of erythrocytes. Feulgen 
staining
Рисунок 23. Фолликулярный рак. Цитоадгезированные эритроциты с полиморфными ядрами (ДНК) 
гемоспоридий. Окр. по Фельгену

Figure 23. Follicular cancer. Cytoadhesive erythrocytes with polymorphic nuclei (DNA) of haemosporidia. Feulgen staining
Рисунок 24. Папиллярный рак. Ядра тироцитов полиморфные. ДНК гемоспоридий присутствует в виде 
мелких ядрышек на ядрах тироцитов и диффузно в цитоплазме. Окр. по Фельгену

Figure 24. Papillary cancer. Polymorphic nuclei in thyrocytes. Haemosporidian DNA is found as small nucleoli on thyrocyte 
nuclei and diffusely in the cytoplasm. Feulgen staining
Рисунок 25. Папиллярный рак. Ядра тироцитов полиморфные. По краям бороздки в ядре присутствует 
ДНК гемоспоридий. Микрошизонты гемоспоридий расположены у ядер тироцитов. Окр. по Фельгену

Figure 25. Papillary cancer. Polymorphic nuclei of thyrocytes. At the edges of the groove in the nucleus haemosporidian 
DNA is found. Haemosporidian microschizonts are located near the nuclei of thyrocytes. Feulgen staining
Рисунок 26. Папиллярный рак. Микрошизонт — «коховский шар» или «гранатное тело» — гемоспоридий 
среди эритроцитов. Полиморфные ядра (ДНК) гемоспоридий в эритроцитах крови. Окр. по Фельгену

Figure 26. Papillary cancer. Microschizont — “Koch’ s body” or “pomegranate body” — of haemosporidia among 
erythrocytes. Polymorphic nuclei (DNA) of haemosporidia in erythrocytes. Feulgen staining

Иллюстрации к статье «Злокачественные новообразования щитовидной железы человека 

как следствие кровепаразитарной (гемоспоридийной) инфекции» (авторы: А.В. Терлецкий, 

Л.Г. Ахмерова) (с. 257–274) (3-й фрагмент; начало см. на с. I–II; окончание см. на с. IV)
Illustrations for the article “Malignant human thyroid neoplasms associated with blood parasitic (haemosporidian) 
infection” (authors: Terletsky A.V., Akhmerova L.G.) (pp. 257–274) (3rd fragment; start on p. I–II, continued on p. IV)
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Рисунок 27. Папиллярный рак. Цитоадгезия эритроцитов крови с полиморфными ядрами (ДНК) 
гемоспоридий, крупные ядра которых (6–8 мкм) вместе с их протоплазмой могут занимать весь 
эритроцит. Окр. по Фельгену

Figure 27. Papillary cancer. Cytoadhesion of blood erythrocytes with polymorphic nuclei (DNA) of haemosporidia, large 
nuclei of which (6–8 μm), together with their protoplasm, can occupy the entire erythrocyte. Feulgen staining
Рисунок 28. Папиллярный рак. Ядра гемоспоридий полиморфные. Сильное поражение гемоспоридиями 
эритроцитов крови. Окр. по Фельгену

Figure 28. Papillary cancer. Haemosporidian nuclei are polymorphic. Severe haemosporidian damage to erythrocytes. 
Feulgen staining
Рисунок 29. Медуллярный рак. Ядра тироцитов вакуолизированы и располагаются эксцентрично 
в гиперплазированной шаровидной цитоплазме. Ядра (ДНК) гемоспоридий контурированы или 
расположены в цитоплазме тироцита диффузно. Окр. по Фельгену

Figure 29. Medullary carcinoma. The nuclei of thyrocytes are vacuolized and located eccentrically in the hyperplastic 
spherical cytoplasm. The nuclei (DNA) of haemosporidia are contoured or diffusely located in the cytoplasm of the 
thyrocyte. Feulgen staining
Рисунок 30. Медуллярный рак. Вакуолизированные ядро и цитоплазма тироцита после развития в нем 
гемоспоридийной инфекции. Окр. по Фельгену

Figure 30. Medullary carcinoma. Thyrocyte vacuolized nucleus and cytoplasm after the development of a haemosporidia 
infection in it. Feulgen staining
Рисунок 31. Медуллярный рак. Одно- и двуядерные тироциты. Цитоплазма тироцитов заполнена ДНК 
гемоспоридий в виде контурированых ядер или диффузно. Окр. по Фельгену

Figure 31. Medullary carcinoma. One- and two-nuclear thyrocytes. The cytoplasm of thyrocytes is filled with 
haemosporidian DNA in the form of contoured nuclei or diffusely. Feulgen staining
Рисунок 32. Медуллярный рак. Гиперплазированные ядра тироцитов. В цитоплазме и на ядрах видны 
округлые участки расположения гемоспоридийной ДНК. Окр. по Фельгену

Figure 32. Medullary carcinoma. Hyperplastic nuclei of thyrocytes. In the cytoplasm and on the nuclei, rounded areas 
of haemosporidian DNA are observed. Feulgen staining
Рисунок 33. Медуллярный рак. Вакуолизированные и цитоадгезированные эритроциты с ядрами (ДНК) 
гемоспоридий. Окр. по Фельгену

Figure 33. Medullary carcinoma. Vacuolized and cytoadhered erythrocytes with nuclei (DNA) of haemosporidia. Feulgen 
staining

Иллюстрации к статье «Злокачественные новообразования щитовидной железы человека 

как следствие кровепаразитарной (гемоспоридийной) инфекции» (авторы: А.В. Терлецкий, 

Л.Г. Ахмерова) (с. 257–274) (4-й фрагмент; начало см. на с. I–III)
Illustrations for the article “Malignant human thyroid neoplasms associated with blood parasitic (haemosporidian) 
infection” (authors: Terletsky A.V., Akhmerova L.G.) (pp. 257–274) (4th fragment; start on p. I–III)
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присутствовать округлые включения с повы-

шенной оптической плотностью от 2 до 5 мкм 

подобные участкам шизогонии. Окрашивание 

содержимого тироцита метиленовым синим 

свидетельствует о его кислотных свойствах. Ядра 

в гиперплазированных тироцитах могут быть 

смещены на периферию клетки, располагаться 

эксцентрично. В некоторых тироцитах присут-

ствует одновременно два ядра, что свидетель-

ствует о незавершенности цитокинеза при де-

лении клетки. Рядом с тироцитами находятся 

одиночные или цитоадгезированные эритро-

циты с эндоглобулярными включениями, видна 

вакуолизация эритроцитов (рис. 3).

2. При ПР (рис. 4–7) — в тироцитах и плаз-

ме крови, окрашенных по Романовскому–Гим-

зе, выявлена мелкая базофильная зернистость 

0,1–1,0 мкм, свидетельствующая о кислом ха-

рактере структуры. В тироцитах находились 

множественные мелкие включения с участка-

ми повышенной оптической плотности подоб-

ной шизогонии. Заполнение базофильной зер-

нистостью всей цитоплазмы клетки придает ей 

шаровидную форму. Базофильная зернистость 

в тироцитах по своей оптической плотности 

идентична эндоглобулярным включениям 

в эритроцитах. В цитоплазме тироцитов можно 

увидеть крупные круглые образования повы-

шенной оптической плотности (от 5 до 10 мкм). 

Мелкая базофильная зернистость при микро-

скопии выявляется не только в цитоплазме, 

но и в ядрах, и внутри вакуолей ядер тироци-

тов. Из-за внутриклеточной базофильной зер-

нистости цитоплазма клетки гиперплазируется 

и увеличивается по сравнению с размером ядра 

в несколько раз. В клетках, цитоплазма кото-

рых заполнена множественными базофильны-

ми включениями, при митозе не завершается 

цитокинез, поэтому в тироците могут присут-

ствовать два и более ядра с выраженным поли-

морфизмом. В последующем базофильная зер-

нистость исчезает, а в цитоплазме отмечается 

выраженная вакуолизация. Присутствие в уз-

ловых образованиях ЩЖ подобных тироцитов 

свидетельствует об отсутствии их литической 

гибели, связаной, скорее всего, с блокирова-

нием апоптоза. Деструкция цитоплазмы и ядра 

тироцита, естественно, снижает или тормо-

зит его секреторную функцию. Исследование 

эритроцитов крови, попадающих в мазок при 

ТАПБ, показало наличие в эритроцитах бес-

пигментных полиморфных эндоглобулярных 

включений. Эритроциты при этом цитоадге-

зированы и вакуолизированы, что наблюдает-

ся при кровепаразитарных (гемоспоридийных) 

инфекциях (рис. 8–11).

3. При МР — выявлены веретенообраз-

ные клетки, заполненные мелкой базофиль-

ной зернистостью размерами от 0,1 до 1,0 мкм, 

с высокой оптической плотностью у одного 

из полюсов клетки, прилегающей непосред-

ственно к ядру тироцита. Базофильная окрас ка 

зернистости свидетельствует о наличии кис-

лой структуры в цитоплазме клетки. Процесс 

компактной концентрации базофильной зер-

нистости около ядра клетки наблюдается, как 

правило, при шизогонии гемоспоридийной ин-

фекции. Базофильная зернистость в тироци-

тах по своей оптической плотности совпадает 

с эндоглобулярными включениями в эритро-

цитах. В цитологическом материале встречают-

ся макро- и микрошизонты гемоспоридийной 

инфекции подобные таковым при тейлериозе. 

Наличие дву- и четырехядерных тироцитов 

свидетельствует о незавершенности цитокине-

за. В четырехядерных тироцитах отмечается на-

личие более крупной по размерам базофильной 

зернистости. В двуядерных тироцитах просле-

живается вакуолизация цитоплазмы и ядер, ко-

торые могут быть гиперплазированы в 3–4 раза 

по сравнению с нормальными тироцитами 

(рис. 12–17). Эритрорциты в мазках содержат 

полиморфные эндоглобулярные включения, 

отмечается выраженая цитоадгезия эритроци-

тов, что свойственно гемоспоридийным инфек-

циям (рис. 18).

В результате окрашивания цитологических 

мазков ТАПБ по Фельгену реактивом Шиффа 

удалось:

1. При ФР: выявить ядерную ДНК тироци-

тов и паразитарную ДНК (ядра гемоспоридий) 

в виде точечных включений, кольцевых форм 

и диффузно распределенную в цитоплазме 

фиолетового или красно-фиолетового цве-

та. Отмечена выраженная вакуолизация ядер 

и цитоплазмы, ядра тироцитов при этом дефор-

мированы, уплощены и смещены к периферии 

клетки. В отдельных тироцитах присутствуют 

два ядра, что свидетельствует о незавершеннос-

ти цитокинеза. Большинство эндоглобулярных 

включений в тироцитах и эритроцитах по раз-

мерам совпадают (рис. 19–21). Эритроциты, 

первоначально окрашенные эозином в оранже-

вый цвет, содержали ядра (ДНК) гемоспоридий 

красно-фиолетового цвета. Ядра гемоспори-

дий в эритроцитах варьировали от 0.1 до 8 мкм, 

мелкие ядра располагались как внутри эритро-

цитов, так и по периферии. Крупные ядра ге-

моспоридий могут занимать все пространство 

эритроцита (рис. 22–23).

2. При ПР: выявить ядерную ДНК тироцитов 

и паразитарную ДНК в виде точечных включе-

ний, диффузно распределенную в гипертрофи-

рованной цитоплазме тироцитов. В гиперпла-

зированной цитоплазме могут распологаться 

эксцентрично два и более полиморфных ядра. 

Внутри цитоплазмы тироцитов и между эри-

троцитами удалось локализовать микрошизон-
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ты гемоспоридий (рис. 24–26). В эритроцитах 

крови при окрашивании выявили ДНК (ядра) 

гемоспоридий разных размеров, окрашенных 

в красно-фиолетовый цвет. В эритроцитах при-

сутствуют кольцевые формы ядер гемоспори-

дий, а также разные полиморфные ядра от 0,1 

до 8 мкм в длину, в отдельных эритроцитах на-

ходили от 1 до 16 и более ядер гемоспоридий. 

Отмечается выраженная цитоадгезия эритро-

цитов (рис. 27–28).

3. При МР: определить ядра (ДНК) в гипер-

плазированной цитоплазме тироцитов, распо-

ложенные чаще эксцентрично. В цитоплазме 

тироцитов располагаются диффузно или кон-

турированно ядра (ДНК) гемоспоридий крас-

но-фиолетового цвета (рис. 29–32). Вследствие 

паразитирования гемоспоридий в тироцитах 

цитоплазма гиперплазируется и увеличивается 

по сравнению с ядром в 10 и более раз. Цито-

плазма тироцитов может быть заполнена гемо-

споридийной ДНК до такого состояния, что 

клетки приобретают веретенообразную или 

шаровидную форму. Вакуоли в цитоплазме 

и ядре, которые были хорошо видны при окра-

шивании по Романовскому–Гимзе (рис. 16), 

при окрашивании реактивом Шиффа по Фель-

гену приобрели красно-фиолетовый цвет 

(рис. 32), что свидетельствует о наличии чуже-

родной ДНК в структуре ядерного материала 

тироцита и его цитоплазмы. Наличие чужерод-

ной ДНК (гемоспоридийной) в ядре тироцита 

препятствует, вероятно, нормальному делению 

клеток, и ядра инфицированных тироцитов 

по размерам в 4 раза превосходят нормальные 

здоровые ядра. Энергетический метаболизм 

инфицированных гемоспоридиями тироцитов 

будет повышаться, а физиологическая функция 

снижаться, в связи с нарушением гемоспори-

диями внутренней цитоплазматической струк-

туры (компартментов клетки). Эритроциты, 

присутствующие в мазках, вакуолизированы, 

цитоадгезированы и заполнены ядрами гемо-

споридий красно-фиолетового цвета. Выраже-

ная цитоадгезия пораженных гемоспоридиями 

эритроцитов оказывает существенное влияние 

на локальную и общую гемодинамику (рис. 33). 

Выявленная в эритроцитах крови ДНК, окра-

шенная по Фельгену в красно-фиолетовый 

цвет, однозначно свидетельствует о наличии 

кровепаразитарной (гемоспоридийной) инфек-

ции. Наличие ДНК в эритроцитах без пигмента 

гемозоина (гемомеланина) характерно для ба-

безий и тейлерий. В нашем исследовании пиг-

мент гемозоин (гемомеланин) в эритроцитах 

отсутствовал, что позволило исключить в об-

разцах наличие малярийного плазмодия. Пред-

полагаем возможное присутствие в мазках еще 

неизученного вида гемоспоридий. Ядерный по-

лиморфизм гемоспоридий в эритроцитах может 

свидетельствовать о разных видах и/или гене-

рациях возбудителя. Неокрашенная специаль-

ным красителем протоплазма кровепаразитар-

ной инфекции выявлялась виде светлой полосы 

вокруг ядер в эритроцитах.

Следовательно, внутриклеточное паразити-

рование гемоспоридийной инфекции в тиро-

цитах может приводить к выраженной гипер-

плазии клетки, ее вакуолизации после шизого-

нии, к ярко выраженному полиморфизму ядер 

и многоядерности тироцитов с их деформацией 

и вакуолизацией. Ядра тироцитов могут как ги-

перплазироваться, так и уменьшаться в разме-

рах с последующей деградацией. Деформация 

ядра часто проявляется при этом в виде умень-

шения его размеров, уплощения и смещения 

на периферию клетки (эксцентричное распо-

ложение), с высокой вероятностью возникнове-

ния мутаций и делеций ДНК пораженных кле-

ток, достигающих неопластического уровня.

Обсуждение

Рак — многофакторное и сложное заболева-

ние, результат генетических и эпигенетических 

изменений клетки, нарушающих ее нормальное 

функционирование. Окружающая среда и гене-

тический состав играют важную роль в пред-

расположенности к развитию болезни [51].

Большинство видов рака являются генети-

чески нестабильными, истоки этой нестабиль-

ности и молекулярные механизмы, ответствен-

ные за индуцирование канцерогенных мутаций 

и перестроек, многочисленны и в некоторых 

случаях неясны. Разрешение и масштаб генети-

ческой нестабильности существенно различа-

ются: от незначительных изменений последо-

вательности, включающих замены оснований, 

делеции или вставки нескольких нуклеоти-

дов, до анеуплоидии и серьезных изменений 

в структуре хромосом [90].

Проблемы рака, однако, намного сложнее, 

чем просто мутации в геноме. Они связаны, 

главным образом, с многочисленными взаимо-

действиями собственно раковых мутирующих 

клеток с клетками окружающей среды, в част-

ности с иммунными клетками. Раковые клет-

ки эволюционируют и приобретают способ-

ность избегать уничтожения иммунной систе-

мой. Они начинают ингибировать иммунную 

систему [13].

Благоприятствующими раку состояния-

ми являются: нестабильность генома, воспа-

лительные процессы перед возникновением 

и в процессе образования опухоли [75].

В концепцию же общих признаков рака вхо-

дят: стимуляция роста, уклонение от супрессо-

ров роста, резистентность к апоптозу, репли-

кативное бессмертие, индукция ангиогенеза, 
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активация инвазии и метастазирования, укло-

нение от иммунной системы, аномальные мета-

болические пути [74].

С позиции только вирусной теории не могли 

быть объяснены все формы злокачественного 

роста. По мнению исследователей, вирусный 

этиологический фактор был выбран в качестве 

основного теми, чьи научные интересы были 

в большей степени сосредоточены на вирусах, 

нежели чем на опухолях в их бесконечном раз-

нообразии. Высказывалось мнение, что вирус-

ная теория злокачественного роста не должна 

занимать доминирующего и подавляющего по-

ложения по отношению к другим теориям опу-

холевого роста [9].

В настоящее время признается, что повреж-

дение генома патогенными инфектами способ-

ствует онкогенезу, и в 20% всех онкологических 

заболеваний человека их считают основным 

фактором, инициирующим развитие рака, а не-

которые инфекционные агенты классифициру-

ют как прямые канцерогены [57, 78].

Некоторые патогены кодируют белки, необ-

ходимые для поддержания их собственной ге-

нетической целостности (например, бактерии), 

тогда как другие в значительной степени зави-

сят от механизмов хозяина (например, вирусы). 

Патогены воздействуют на геномы клетки-хо-

зяина напрямую через генотоксины и онко-

протеины, которые вызывают изменения кле-

точной ДНК и нарушают механизмы репарации 

ДНК. Многие бактерии и паразиты секрети-

руемыми ими белками могут проникать в ядра 

инфицированных клеток и вмешиваться в регу-

ляцию хроматина, вызывая повреждения ДНК. 

Подавление экспрессии генов клетки-хозяина 

способствует эффективной внутриклеточной 

репликации инфекта [34, 35, 123].

Инфекционные патогены могут влиять 

на клеточные функции, трансформируя их 

в типичные для рака и приводя к появлению та-

ких признаков, как пролиферация, уклонение 

от подавления роста, предотвращение апоптоза 

и иммуноопосредованного разрушения, изме-

нение клеточного энергетического обмена [75, 

109]. Они могут действовать как прямые канце-

рогены или косвенно способствовать онкогене-

зу за счет индукции хронического воспаления, 

что приводит либо к локализованным мутаци-

онным изменениям, либо глобальным хромо-

сомным дефектам, которые являются особен-

ностями геномного ландшафта рака [143].

Инфекционные агенты развивают сложные 

механизмы взаимодействия с путями метабо-

лизма клетки-хозяина, подчиняя и контроли-

руя генетический и эпигенетический механиз-

мы, чтобы изменить фенотипическое состоя-

ние [98]. Внутриклеточные эукариотические 

паразиты захватывают клеточные метаболи-

ческие пути, чтобы манипулировать эпигено-

мом клетки-хозяина, клеточными механизма-

ми, сигнальными путями и эпигенетическими 

программами и метками, такими как метили-

рование и ацетилирование, для собственной 

выгоды. Они могут преодолевать клеточные 

барьеры и использовать сигнальные пути для 

защиты инфицированной клетки от иммуни-

тета хозяина. Развитие опухолей может начи-

наться с хронического воспаления, вызванного 

эукариoтическими внутриклеточными парази-

тами, которые, проникая в клетку, подчиняют 

и контролируют клеточный аппарат хозяина, 

используя его для собственных биологических 

потребностей, активируя онкогены и инакти-

вируя гены-супрессоры опухолей [51]. Таким 

образом, эукариотические паразиты способ-

ны воспроизводить определенные механизмы 

туморогенеза, приводя к раку, либо в качестве 

моноагента, либо в комбинации (ассоциации) 

с факторами окружающей среды. Синергизм 

патогенного вирусно-бактериально-протозой-

ного микробиоценоза может существенно уско-

рять онкогенез и усугублять его клиническое 

течение.

Если онкогенный потенциал у вирусов хоро-

шо изучен, а для бактерий он изучается в насто-

ящее время [40, 89, 125, 144], то гипотеза о по-

тенциальном участии внутриклеточных эука-

риотических паразитов в развитии рака до сих 

пор в значительной степени игнорировалась [51] 

или воспринималась медицинским и научным 

сообществом с большой долей скептицизма. 

При этом эпидемиологические и клинические 

наблюдения показывают, что внутриклеточные 

эукариотические простейшие (тип Apicomplexa) 

вызывают заболевания животных и человека, 

и могут быть связаны с различными видами 

рака [26, 48, 54, 83, 85, 121, 134, 135, 140, 141].

Бабезии (пироплазмы) были выявлены у че-

ловека при лимфоцитарном лейкозе и раке 

толстой кишки [54], гепатобластоме [121], лим-

фоме Ходжкина [65], при подозрении на зло-

качественный гистиоцитоз [29]. У животных 

при хроническом паразитоносительстве кар-

тина крови при бабезиозе и лейкозе не разли-

чается [14]. При размножении бабезий, а также 

тейлерий в кроветворных органах тормозится 

эритропоэз и одновременно происходит раз-

рушение эритроцитов, развивается анемия. 

Нарушаются газовый и белковый обмены, воз-

никает стойкая гипоксия.

Гемоспоридийная инфекция может про-

текать как моноинфекция или как смешанная 

инвазия с одновременным паразитированием 

нескольких видов, относящихся к разным ро-

дам [5, 8, 15]. В экперименте у собак в Ростовской 

области методом ПЦР выявлено моноинфици-

рование B. canis, а также одновременная микст-
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инвазия B. canis и B. vogeli. В остальных случаях 

идентифицировать вид бабезий не удалось [3]. 

В Европе у псовых могут присутствовать в кро-

ви B. canis vogeli, B. canis canis, Th. annae и B. equi 

(B. equi), у лошади — B. equi и B. canis canis [56]. 

У крупного рогатого скота бабезиоз (пироплаз-

моз) в большинстве случаев протекает в виде 

смешанной инвазии с тейлериозом, франсаиел-

лезом и анаплазмозом [16, 21].

Огромное видовое разнообразие патогенных 

зоонозных и зооантропонозных гемоспоридий 

с различной вирулентностью и индивидуальной 

избирательной тропностью к органам и тканям 

может провоцировать у неспецифических тепло-

кровных хозяев клиническую манифестацию, 

свойственную другим заболеваниям, либо ла-

тентное течение, что затрудняет раннюю диаг-

ностику и своевременное лечение пациентов.

Если острая форма заболевания у человека 

и животного в ряде случаев не вызывает сомне-

ния при постановке диагноза, то хроническое 

течение заболевания диагностируется крайне 

редко. Часто симптомы при хронической форме 

ошибочно интерпретируют как признаки онко-

логического заболевания [65].

На один клинический случай бабезиоза 

(пироплазмоза) у людей, как было замечено ра-

нее, приходятся сотни случаев бессимптомно-

го паразитоносительства [117]. В эритроцитах 

теплокровного хозяина гемоспоридии (B. spp. 

и Th. spp.) могут размножаться простым бинар-

ным асинхронным делением каждые 6–8 ч [27, 

114] или почкованием с последующим выходом 

мерозоитов в плазму, множественным делени-

ем в паренхиматозных органах, эндотелии со-

судов и клетках белой крови (шизогония), в от-

личие от Plasmodium, где синхронное деление 

паразита происходит каждые 48–72 ч в зависи-

мости от вида. Диссеминирование по организ-

му осуществляется посредством зараженных 

эритроцитов, свободно «плавающих» в крови 

мерозоитов и внеэритроцитарных форм разви-

тия гемоспоридий.

Развитие B. ovis в крови овец приводит к по-

вышению газового и энергетического обменов, 

при этом коэффициент утилизации кислорода 

на высоте инвазии снижается [17]. При иссле-

довании окислительного повреждения эри-

троцитов собак, инфицированных B. gibsoni, 

было установлено, что у животных с высоким 

уровнем паразитемии отмечается значитель-

ное увеличение концентрации метгемоглоби-

на (metHb) и малонового диальдегида (MDA) 

в эритроцитах по сравнению с таковыми у не-

инфицированных собак. Окислительное по-

вреждение эритроцитов было вызвано раз-

множением B. gibsoni, неинфицированные эри-

троциты также подвергались окислительному 

стрессу при заражении [113]. У больных бабе-

зиозом собак установлена корреляция между 

низким уровнем тироксина ЩЖ и высокой 

смертностью, а также высоким уровнем корти-

зола и АКТГ [126, 145]. Малоновый диальдегид 

является естественным продуктом перекисного 

окисления липидов и биосинтеза простаглан-

динов и способен реагировать с ДНК, образуя 

ДНК-аддукты, в первую очередь мутагенный 

M1G, который, по-видимому, вносит значи-

тельный вклад в канцерогенез у людей [96, 97]. 

Изменяется пластичность инфицированных 

эритроцитов, они плохо проникают в мел-

кие сосуды и капилляры [41]. Цитоадгезия 

пораженных эритроцитов в мелких сосудах, 

обусловленная выбросом гемоспоридиями 

на мембраны эритроцитов цитоадгезивных ли-

гандов, приводит к выраженному нарушению 

микроциркуляции крови в тканях и усилению 

гипоксии [116].

Наиболее четкие прямые связи между одно-

клеточными простейшими и туморогенезом 

прослеживаются у представителей сем. Theileria.

При тейлериозе КРС Th. annulata, Th. parva, 

Th. leostoquardi и Th. taurotragii способны вызы-

вать неконтролируемую пролиферацию лим-

фоцитов, приводящую к увеличению лимфати-

ческих узлов. При инфицировании лейкоцитов 

происходит стимуляция деления клеток мие-

лоидного ряда, что приводит к образованию 

опухолей с метастатическим/инвазивным по-

тенциалом, превращает клетки в характерные 

для некоторых видов рака, с иммортализацией, 

гиперпролиферацией и диссеминацией [53, 61, 

139]. Трансформация включает паразитарно-

зависимые нарушения путей передачи сигнала 

лейкоцитов, которые регулируют апоптоз, де-

ление и экспрессию генов.

В отличие от многих представителей филума 

Apicomplexa, тейлерии находятся не внутри па-

разитоформной вакуоли, а в цитозоле инфици-

рованной клетки в виде шизонтов — «коховско-

го шара» или «гранатного тела». Во время мито-

за инфицированных клеток шизонты тейлерий 

связываются с митотическим веретеном клетки 

хозяина, обеспечивая сегрегацию в обе дочер-

ние клетки с большой эффективностью для 

поддержания скорости инфицирования [15]. 

Поры мембран шизонта Theileria и ядра клетки-

хозяина плотно прилегают друг к другу, что по-

зволяет паразиту секретируемыми внутрь ядра 

белками влиять на геном инфицированной 

клетки [81]. Тейлерии секретирует белки, кото-

рые содержат ДНК-связывающие домены (мо-

тивы AT-hook), которые локализуются в ядре 

клетки-хозяина во время инфекции и обладают 

способностью модулировать фенотип инфи-

цированной клетки, контролировать деление 

клеток-хозяина и апоптоз [136, 137]. Поскольку 

жизнедеятельность паразита и клетки организ-
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ма хозяина тесно связаны, у некоторых видов 

тейлерий появились механизмы, способствую-

щие необратимой реконфигурации экспрессии 

генов и трансформации фенотипа инфициро-

ванных клеток хозяина [85, 131]. Описаны сиг-

нальные пути клетки-хозяина, которые спо-

собствуют трансформации, включая актива-

цию онкогенов c-Jun и Myc [50, 53, 129, 131, 139]. 

Клеточная трансформация, индуцированная 

Theileria на стадии макрошизонта, сопровожда-

ется модуляцией ферментов, модифицирую-

щих гистоны хозяина. К таким относится ме-

тилтрансфераза H3K4 SMYD3, которая способ-

ствует появлению трансформированных и ме-

тастатических фенотипов клеток [55]. Th. parva 

трансформирует бычьи B- и T-лимфоциты, 

и Th. annulata — макрофаги, дендритные клетки 

и B-клетки [133].

Характерной особенностью растущих опу-

холевых клеток по теории Отто Варбурга яв-

ляется повышенная скорость гликолиза в них 

и снижение потребления кислорода при до-

статочном его поступлении [цит. по 140, 142]. 

По теории опухолевые клетки имеют дефекты 

митохондриального окислительного фосфори-

лирования и полагаются на высокий уровень 

аэробного гликолиза как основного источника 

АТФ, способствующего клеточной пролифера-

ции (эффект Варбурга), в этом проявляется от-

личие от нормальных клеток, использующих 

окислительное фосфорилирование для роста 

и развития. Гликолиз обеспечивает не толь-

ко энергией, но и основными веществами для 

синтеза АТФ [118]. Сохраняя свою способность 

к дыханию, опухоли «становятся более парази-

тическими», увеличивая метаболизм глюкозы 

из окружающих тканей. За счет оттока молоч-

ной кислоты и протонов опухоль создает «ядо-

витую» среду для окружающих нормальных 

тканей, что, скорее всего, способствует появ-

лению «зоны смерти» вокруг опухоли, в ко-

торую она может медленно вторгаться [101]. 

Митохондриям принадлежит роль в регуляции 

гибели клеток, а большинство опухолевых кле-

ток устойчивы к апоптозу [70].

Шизонты тейлерий наделяют зараженные 

лейкоциты способностью к инвазии, свой-

ственной раковым клеткам, индуцируя эффект 

Варбурга, определяемый переходом генерации 

АТФ от преимущественно окислительного 

фосфорилирования к гликолизу. Внутри лей-

коцитов хозяина гемоспоридийная инфекция 

прямо или косвенно вызывает повышенную 

выработку активных форм кислорода (АФК). 

Индуцированная паразитом сверхэкспрессия 

гликолитических ферментов, нарушающая ба-

ланс АФК и вызывающая окислительно-вос-

становительный стресс, и связанная с ним 

стабилизация фактора, индуцируемого гипок-

сией 1-альфа (HIF-1α), являются также клю-

чевыми регуляторами метаболизма раковых 

клеток. Сдвиг в метаболизме глюкозы пред-

ставляет собой эффективный способ обеспе-

чения питательными веществами, которые не-

обходимы для пролиферации и поддержания 

жизнедеятельности тейлерий в клетке-хозя-

ине. Таким образом, метаболические потреб-

ности внутриклеточного паразита приводят 

к метаболическому перепрограммированию 

клетки-хозяина. Тейлерии секретируют белки 

в компартменты клетки организма хозяина, 

изменяя метаболизм глюкозы посредством ре-

гуляции HIF-1α, тем самым непосредственно 

воздействуя на процессы метаболического го-

меостаза [105, 110, 111, 140]. При некоторых ви-

дах рака генетические изменения в генах TP53, 

MYC и PI3K играют роль в индукции эффекта 

Варбурга  [44]. Тейлерии способны индуциро-

вать эффект Варбурга, манипулируя (управляя) 

белками этих генов в клетках хозяина [140]. 

Появление эффекта Варбурга может быть об-

условлено митохондриями шизонта, в котором 

может находиться 150–200 ядер тейлерий [15].

Важной особенностью при трансформации 

нормальных клеток в раковые при внутрикле-

точном паразитировании тейлерий является 

ее обратимость. Уничтожение тейлерий тор-

мозит процесс трансформации клеток хозяина 

и устраняет эффект Варбурга. Обратное разви-

тие эффекта Варбурга связано с инактивацией 

HIF-1α, потерей экспрессии ключевых HIF-

1α-регулируемых гликолитических ферментов 

и последующей реверсией трансформирован-

ных фенотипов. Это показывает, что эффект 

Варбурга непосредственно способствует уста-

новлению или поддержанию трансформиро-

ванного фенотипа, что является первым шагом 

к развитию опухоли из клеток, инфицирован-

ных тейлериями. Окислительный же стресс, 

вызванный присутствием паразита в цитоплаз-

ме хозяина, необходим для хронической акти-

вации HIF-1α [105, 106].

Адаптация раковых клеток к их микросре-

де — важная движущая сила в клональном от-

боре, который приводит к инвазивным и ме-

тастатическим заболеваниям. Концентрация 

кислорода заметно снижается при многих ра-

ковых заболеваниях человека по сравнению 

с нормальной тканью и является основным ме-

ханизмом, опосредующим адаптивные реакции 

на сниженный уровень кислорода (гипоксию) — 

это регуляция транскрипции HIF-1α [127, 128]. 

Карциномы человека часто содержат участки 

некроза, в которых раковые клетки погиба-

ют из-за недостаточной оксигенации [36, 77]. 

Клетки, прилежащие к перфузионному крове-

носному сосуду, взаимодействуют с высокими 

концентрациями кислорода, которые уменьша-
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ются по мере увеличения расстояния от сосуда 

вглубь ткани. Такие изменения концентрации 

кислорода существуют и в нормальных тканях, 

при раке они намного больше, а концентрация 

кислорода падает почти до нуля в местах нек-

роза. Помимо физических градиентов, внутри 

опухолей также часто возникают временные 

колебания оксигенации [59]. Большинство фи-

зиологических функций клеток модулируется 

в соответствии с клеточными концентрациями 

кислорода. Эти адаптивные ответы сохраня-

ются и поддерживаются раковыми клетками, 

в которых нормальные механизмы обратной 

связи были нарушены соматической мутацией 

и эпигенетическими изменениями. В результа-

те адаптация к гипоксии способствует разви-

тию многих ключевых аспектов прогрессиро-

вания рака [77, 128]. Активация HIF-1α важна 

для поддержания энергетического гомеостаза 

и углеводного обмена при низкой концентрации 

кислорода. Помимо регуляции энергетичес кого 

гомеостаза в опухолевых клетках, HIF-1α повы-

шает клеточную адгезию к эндотелиальным 

клеткам. Адгезия раковых клеток к эндотели-

альным клеткам, опосредованная селектинами 

и их углеводными лигандами, по всей вероят-

ности, играет важную роль в метастазировании 

рака и васкулогенезе, связанном с прогрессиро-

ванием опухоли. HIF непосредственно участву-

ют в стимулировании ангиогенеза опухоли, за-

пуская транскрипцию фактора роста эндотелия 

сосудов для преодоления гипоксической среды. 

Таким образом, показана роль HIF1α в метаста-

зировании опухолевых клеток, адгезии, ангио-

генезе и росте опухолей [86, 140].

Инфицированые тейлериями клетки орга-

низма хозяина приобретают репликативное 

бессмертие, их можно неограниченно долго 

культивировать in vitro, как любую стандартную 

клеточную линию  [69]. Превращение клеток, 

инфицированных шизонтами тейлерий, в бес-

смертные клеточные линии связано с приобре-

тением ими свойств, типичных и характерных 

для некоторых раковых клеток, — это избегание 

иммунного ответа организма-хозяина и устой-

чивость к апоптозу [139].

Иммунное уклонение тейлерий заключается 

в модуляции инфектом иммунного ответа само-

го хозяина. Инфицированные Th. annulata мак-

рофаги крупного рогатого скота теряют неко-

торые функции, такие как Fc-опосредованный 

фагоцитоз и продуцирование антимикробных 

молекул, включая оксид азота и TNFα [83]. Они 

активируют некоторые цитокины, играющие 

решающую роль в иммунных реакциях против 

паразитов. Во время эффективных иммунных 

ответов основным цитокином является IL-2, 

но чувствительность к IL-2 носит временный ха-

рактер с небольшими контролируемыми «вспле-

сками» продукции IFNγ. У животных, перенес-

ших первичную инфекцию, продукция IFNγ 

значительно повышена, но IFNγ, по-видимому, 

не контролирует зараженные паразитами клет-

ки (большое количество макрофагов входит 

в клеточный цикл развития во время пикового 

периода продукции IFNγ) и может даже спо-

собствовать росту инфицированных макро-

фагов. Замечено также, что цитотоксические 

Т-лимфоциты (CTLs) неспособны лизировать 

клетки, инфицированные макрошизонтами [25, 

26, 46, 47]. Это может быть одной из причин, 

по которой Th. аnnulata не подавляется с по-

мощью ответа Th1, хотя это обычно имеет ме-

сто для других простейших, инфицирующих 

макрофаги [45, 47]. Профили цитокинов кло-

нов T-клеток, инфицированных тейлериями, 

значительно различаются, даже в подгруппах 

Т-клеток, что указывает на то, что тейлерии мо-

гут вызывать случайные эффекты в клетках-хо-

зяевах [104]. Ингибирование гибели инфициро-

ванных тейлериями клеток (блокирование апо-

птоза и продление жизни клетки) используют 

многие внутриклеточные протозойные парази-

ты для обеспечения перехода на следующий этап 

их жизненного цикла и передачи между хозяева-

ми [71]. Способность гемоспоридий к длитель-

ному персистированию в иммунном организме 

млекопитающего свидетельствует о том, что они 

в процессе эволюции разработали стратегию из-

бегания и уклонения от иммунных ответов хозя-

ина, значительно увеличивая тем самым вероят-

ность распространения. Изменение антигенной 

структуры микроорганизмов (выброс ложных 

белков-антигенов) способствует эффективному 

противостоянию факторам иммунной защиты 

макроорганизма [27, 38, 39].

Шизонты тейлерий бесконтрольно размно-

жаются в макрофагах и лимфоцитах хозяина. 

Для установления фенотипа инфицированных 

клеток сразу после инвазии шизонт активирует 

антиапоптотические белки, такие как c-FLIP, 

IAPs, Bcl-2, Bcl-XL, путем активации муль-

тисубъединичной киназы IκB (IKK) и про-

тоонкогенные белки, такие как C-myc, анти-

апоптотические гены, такие как C-FLIP, Bcl-2 

и матричный металлопротеин (MMP9), в ос-

новном нацеливаясь на сигнальные пути хо-

зяина, такие как NF-κB, JNK/AKT, JAK/STAT, 

фосфоинозитид-3-киназа (PI3-K)/MAPK 

и TGF-β2 [58, 60, 71, 80, 85]. Тейлерии секвести-

руют белок-супрессор опухолей p53 на своей 

поверхности с последующим предотвращением 

ядерной транслокации и ингибированием  пути 

апоптоза р 53 [73]. Инфекция Th. parva также 

придает устойчивость к индуцированному Fas/

FasL апоптозу [87], что может иметь решающее 

значение для уклонения от цитотоксических 

Т-лимфоцитов (CTLs) [32] и вызванной акти-
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вацией гибели клеток [72]. Регуляция этих сиг-

нальных путей хозяина вызывает постоянное 

выживание и пролиферацию инфицированных 

паразитом клеток [49]. Увеличение популяции 

зараженных лимфоцитов приводит к развитию 

множественных опухолевидных очагов по все-

му телу инфицированного животного.

 Накопление и функция белка р53 наруша-

лись в клетках, инфицированных Th. parva, 

после того как цисплатин индуцировал по-

вреждение ДНК, несмотря на повышенный 

уровень транскрипции р53. Сверхэкспрессия 

гена MDM2, отрицательного регулятора опухо-

левого супрессора p53, тесно связана с ингиби-

рованием p53-зависимого апоптоза лимфоци-

тов, инфицированных Th. parva [79]. Показано, 

что паразиты Theileria блокируют и секвестри-

руют белок р53 на своей собственной поверх-

ности и в цитозоле хозяина, препятствуя вы-

полнению его роли в поддержании геномной 

стабильности [73].

Тейлерии при заражении лейкоцитов хозя-

ина изменяют экспрессию miR-155 хозяина, 

вызывая эпигенетическую перестройку регу-

ляторных цепей и способствуя трансформации 

лейкоцитов [99, 146]. Инфицированные тейле-

риями клетки организма хозяина активируют 

miR-155, повышая скорость спонтанных мута-

ций и вызывая геномную нестабильность по-

давлением генов, участвующих в репарации 

ДНК  [138].

Трансформация клеток организма хозяи-

на, инфицированных Th. annulata, происходит 

за счет активации экспрессии гистонметил-

трансферазы SMYD3 (SET and MYND-domain 

containing 3), которая кодирует ди- и триметил-

трансферазу гистона H3K4 и способствует ин-

вазии рака за счет эпигенетической активации 

металлопротеиназы ММР-9, играющей важную 

роль в онкогенезе, метастазировании, ангиоге-

незе и инвазии клеток [55, 139].

Метилирование играет важную роль в со-

хранении целостности генома . При злокаче-

ственных опухолях часто выявляют аберрант-

ное метилирование промоторных областей 

гена, что связано с потерей функции гена. Это 

изменение ДНК представляет собой наследуе-

мое состояние, не опосредованное измененной 

последовательностью нуклеотидов, которое, 

по-видимому, тесно связано с образованием 

транскрипционно-репрессивного хромати-

на. Этот эпигенетический процесс действует 

как альтернатива мутациям, чтобы нарушить 

функцию генов-супрессоров опухолей [122], 

и может предрасполагать к генетическим изме-

нениям за счет инактивации генов репарации 

ДНК [33].

Подвижность, инвазивность и диссемини-

рование по организму инфицированных тей-

лериями клеток организма хозяина активи-

зируются зависимой от паразита динамикой 

F-актина и хронической индукцией TNFα, 

способствующей активации MAP4K4 (эволю-

ционной консервативной киназы), которая 

контролирует динамику цитоскелета и под-

вижность клеток [93].

Сигналами для трансформации близлежа-

щих клеток могут являться молодые мерозои-

ты, которые при выходе в межклеточное про-

странство из инфицированных клеток вовле-

кают в патологический процесс близлежащие 

здоровые ткани.

Трансформация фенотипа клетки орга-

низма хозяина, индуцированная тейлериями, 

характеризуется сильным перепрограммиро-

ванием сигнальных путей, а также эпигенети-

ческими механизмами и обнаруживает сход-

ство с другими потенциально онкогенными 

эукариотами филума Apicomplexa. [52, 130, 139]. 

Перепрограммированная клетка обязательно 

будет содержать какое-то число мутаций, воз-

никающих стохастически и с непредсказуемым 

воздействием на фенотип новой клетки [13].

При раке ЩЖ наблюдаются не случайные, 

а повторяющиеся в опухолях виды мутаций, 

для выявления которых проводятся лаборатор-

ные исследования, — BRAF, и другие маркеры, 

такие как RET/PTC, PAX8/PPARγ, RAS, TERT 

и пр. [6].

Из представленного материала видно, что 

тейлерии при паразитировании способны вос-

производить перечисленные в публикации [74] 

признаки онкологического заболевания.

Клиническое проявление бабезиоза и тей-

лериоза изначально связывали с клещевым 

вектором передачи. Сейчас известна роль «лу-

чистых телец» — определенной стадии жиз-

ненного цикла гемоспоридийных инфекций, 

возникаю щих из яйцевидной эритроцитарной 

стадии (гамонтов) [107] и передающихся крово-

сосущими насекомыми (гнусом) — слепнями, 

мошками, комарами, мухами, мокрецами [5, 7, 

11, 15]. В Европе и Южной Африке у собак были 

выделены Th. equi, Th. annulata и Th. spp.; источ-

ник передачи не установлен [82].

Заражение человека бабезиями возможно 

при переливании донорской крови и ее продук-

тов [23, 62, 63, 132], трансплацентарно [24, 66, 67, 

84, 115, 120, 121], при пересадке органов и тка-

ней [28, 30, 37, 91, 92], на экспериментальных 

животных (мышах) показан оральный (алимен-

тарный) путь заражения [94], сообщалось о воз-

можности заражения посредством пиявок при 

гирудотерапии [2]. Не исключена вероятность 

полового пути заражения.

В Московской области методом ПЦР в об-

разцах крови коров выявлены 5 штаммов тей-

лерий — Th. annulata, Th. orientalis, Th. buffeli, 



268

Инфекция и иммунитетА.В. Терлецкий, Л.Г. Ахмерова

Th. sergenti и Th. sinensis [42], распространенных 

у животных Африканского континента [95]. 

В крови лошадей в Сибирском регионе выявили 

Th. equi, с такой же последовательностью в ДНК, 

как в Китае, Корее, Монголии, Швейцарии, 

Испании, Бразилии, Индии, США, Европе 

и Южной Африке [12].

Исследования архивного цитологического 

материала на B. spp. молекулярно-генетичес-

ким методом (набор: D-5389 РеалБест ДНК 

Babesia species (комплект 1) № РЗН 2017/6258) 

образцов ФР, ПР и МР показали отрицатель-

ный результат.

Выводы

1. Исследованиями цитологического мате-

риала ФР, ПР и МР ЩЖ человека, окрашенного 

по Романовскому–Гимзе, в эритроцитах и ти-

роцитах выявлена внутриклеточная кровепара-

зитарная (гемоспоридийная) инфекция.

2. В мазках, окрашенных по Фельгену, уда-

лось локализовать ядерную ДНК тироцитов 

и подтвердить наличие ДНК гемоспоридий 

в виде экзоэритроцитарной, внутриэритро-

цитарной стадий развития и шизогонии в ти-

роцитах. Внутриклеточное развитие гемоспо-

ридийной инфекции в тироцитах приводит 

к незавершенности цитокинеза, к выраженной 

гиперплазии цитоплазмы и ее вакуолизации, 

к многоядерности и полиморфизму тироцитов, 

с их деформацией, вакуолизацией и смещением 

ядер на периферию клетки.

3. Отсутствие литической гибели инфици-

рованных тироцитов в злокачественных обра-

зованиях ЩЖ свидетельствует о способности 

инфекции управлять апоптозом клеток.

4. Изменения цитоскелета тироцитов ге-

моспоридиями несомненно приводят к нару-

шениям биохимических и физиологических 

функций ЩЖ.

5. Хирургическое удаление злокачественной 

опухоли и применение противоопухолевой хи-

миотерапии при гемоспоридийной инфекции 

не гарантирует полного выздоровления больно-

го. Возможно последующее рецидивирование 

опухоли на прежнем месте, или «метастазиро-

вание» гемоспоридий в виде интра- и экзоэри-

троцитарной стадии развития или инфициро-

ванных тироцитов по организму гематогенным 

и лимфогенным путями.

Планируется продолжение молекулярно-ге-

нетических исследований цитологического ма-

териала для определения вида возбудителя.
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МОЛЕКУЛЯРНО-ГЕНЕТИЧЕСКАЯ 

ХАРАКТЕРИСТИКА НИЖЕГОРОДСКИХ 

ИЗОЛЯТОВ ВИРУСА ЭПШТЕЙНА–БАРР 

У ДЕТЕЙ ПРИ ИНФЕКЦИОННОМ МОНОНУКЛЕОЗЕ 

И ЗДОРОВОМ ВИРУСОНОСИТЕЛЬСТВЕ

М.И. Попкова1, О.В. Уткин1, Д.А. Брызгалова1, Н.А. Сахарнов1, Е.А. Соболева2, 

Е.А. Кулова3

1 ФБУН Нижегородский научно-исследовательский институт эпидемиологии и микробиологии им. академика 

И.Н. Блохиной Роспотребнадзора, Нижний Новгород, Россия
2 ГБУЗ НО Нижегородский областной центр по профилактике и борьбе со СПИД и инфекционными заболеваниями, 

Нижний Новгород, Россия
3 ООО «Тонус Кроха и Семейная Стоматология», Нижний Новгород, Россия

Резюме. Многочисленные зарубежные исследования свидетельствуют о выраженной гетерогенности популяции 

вируса Эпштейна–Барр (ВЭБ), циркулирующего во всем мире. Предложены разные классификации ВЭБ. 

Внимание российских исследователей сконцентрировалось на изучении структурно-функционального по-

лиморфизма онкогена LMP-1 ВЭБ в контексте онкологических заболеваний у взрослых лиц. Целью работы 

явилась оценка молекулярно-генетического разнообразия ВЭБ у детей с ВЭБ-инфекцией в Нижегородском 

регионе. Материалом исследования послужили лейкоциты крови и слюна детей в возрасте 1–17 лет с ВЭБ-

инфекционным мононуклеозом (n = 69) и здоровых вирусоносителей сопоставимого пола и возраста (n = 32). 

Всего исследовано 178 изолятов ВЭБ. Для дифференциальной детекции ВЭБ-1/ВЭБ-2 в работе применялся 

оптимизированный однораундовый вариант ПЦР с электрофоретической детекцией продуктов амплифика-

ции в агарозном геле. Определение нуклеотидных последовательностей С-концевого фрагмента гена LMP-1 

выполнено методом секвенирования по Сэнгеру. Биоинформационный анализ данных проводили с помо-

щью программного обеспечения MEGA X. В результате при ВЭБ-инфекционном мононуклеозе у всех де-

тей был выявлен только тип ВЭБ-1, среди здоровых вирусоносителей ВЭБ-1 (93,8±4,3%) и ВЭБ-2 (6,2±4,3%). 

На основе классификации ВЭБ по R.H. Edwards и соавт. определена штаммовая принадлежность изолятов 

ВЭБ. Всего выявлено пять вариантов LMP-1, а именно В95-8, China 1, Med–, NC и Alaskan, среди которых 

доминировал В95-8. Варианты LMP-1 Med+, China 2 и China 3 не были обнаружены ни в одном из исследо-

ванных образцов. Показано, что область тандемных повторов вносит существенный вклад в генетическое 

разнообразие популяции ВЭБ. Суммарно выявлено 100 аминокислотных замен, из которых наиболее рас-

пространенными в нижегородских изолятах ВЭБ являются G212S, S366T, E328Q и S309N. Сравнительный 

анализ показал, что штаммы, делеции, повторы, аминокислотные замены в изолятах ВЭБ из биологических 

образцов у детей с инфекционным мононуклеозом имели общие характеристики с группой здоровых виру-
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соносителей. При активной форме ВЭБ-инфекции отмечено появление гетерогенных по структуре последо-

вательностей ВЭБ, выделенных из лейкоцитов крови и слюны от одного источника. Таким образом, впервые 

проведена оценка молекулярно-генетического разнообразия ВЭБ у детей при разных формах ВЭБ-инфекции, 

что является основой для перспективного развития клинических и эпидемиологических исследований ВЭБ-

инфекции на новом методическом уровне.

Ключевые слова: разнообразие ВЭБ, ВЭБ-1, ВЭБ-2, LMP-1, штаммы, секвенирование, инфекционный мононуклеоз, дети.
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AND HEALTHY VIRUS CARRIERS
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Abstract. Numerous foreign studies evidence about a pronounced heterogeneity of the Epstein-Barr virus (EBV) population 

circulating throughout the world. Various EBV classifications have been proposed. The attention of Russian researchers 

has focused on the study of the structural and functional polymorphism of the EBV LMP-1 oncogene in the context 

of oncological diseases in adulthood. The aim of the work was to assess EBV molecular genetic diversity in children with 

EBV infection in the Nizhny Novgorod region. There were analyzed blood leukocyte and saliva specimens from children 

aged 1–17 years with EBV-infectious mononucleosis (n = 69) and sex- and age-matched healthy virus carriers of (n = 32). 

A total of 178 EBV isolates were studied. For differential detection of EBV-1/EBV-2, we used an optimized one-round 

PCR variant with electrophoretic detection of amplification products in agarose gel. Nucleotide sequences of the LMP-1 

gene C-terminal fragment were determined by Sanger sequencing. Bioinformatics data analysis was performed using 

MEGA X software. As a result, during EBV-infectious mononucleosis, only the EBV-1 type was detected in all children, 

among healthy virus carriers EBV-1 (93.8±4.3%) and EBV-2 (6.2±4.3%). Based on the EBV classification according 

to R.H. Edwards et al. the strain affiliation of EBV isolates was determined. A total of five variants of LMP-1 were 

identified, namely B95-8, China 1, Med–, NC and Alaskan, among which B95-8 dominated. The LMP-1 Med+, China 2, 

and China 3 variants were not found in any of the studied samples. It has been shown that the region of tandem repeats 

makes a significant contribution to the genetic diversity of the EBV population. A total of 100 amino acid substitutions 

were identified, of which the most common in the Nizhny Novgorod region EBV isolates are G212S, S366T, E328Q and 

S309N. A comparative analysis showed that strains, deletions, repeats, amino acid substitutions in EBV isolates from 

biological samples in children with infectious mononucleosis had common characteristics with a group of healthy virus 

carriers. In the active form of EBV infection, the appearance of structurally heterogeneous EBV sequences isolated from 

blood leukocytes and saliva from a single source was noted. Thus, for the first time, the molecular genetic diversity of EBV 

in children with various forms of EBV infection was assessed, which is the basis for the prospective development of clinical 

and epidemiological studies of EBV infection at a new methodological level.

Key words: EBV diversity, EBV-1, EBV-2, LMP-1, strains, sequencing, infectious mononucleosis, children.

Введение

Согласно современной таксономии вирус 

Эпштейна–Барр (ВЭБ) относится к семейству 

Herpesviridae, подсемейству Gammaherpesvirinae, 

роду Lymphocriptoviruses, виду Human gamma-

herpesvirus 4 (HHV4). Первая полногеномная по-

следовательность ВЭБ (прототипный штамм 

B95-8) получена R. Baer и соавт. в 1984 г. (ре-

гистрационный номер GenBank: V01555) [14]. 

Многочисленные зарубежные исследования 

свидетельствуют о выраженной гетерогеннос-

ти популяции ВЭБ, циркулирующего во всем 

мире [2, 10, 12, 13, 16, 17, 23, 24, 31, 33, 37, 40, 

41]. Предложено несколько классификаций 

на основе подхода «гена-кандидата» (EBNA-2, 

EBNA-3, EBNA-1, LMP-1, BZLF1, BARF1, BART, 

EBERs и др.) 1, широко изучена гео графическая 

распространенность отдельных геновариан-

тов ВЭБ [23, 24, 34, 36]. К настоящему времени 

доказано существование специфических под-

типов вируса с высокой онкогенностью при 

раке носоглотки (РНГ) в эндемичном райо-

не Китая [25, 46]. С 2014 г. по настоящее время 

в GenBank представлено около 1000 полноге-

номных последовательностей ВЭБ [17, 42, 46]. 

1 Сокращенное обозначение генов ВЭБ приведено согласно данным GenBank. URL: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/?term = 

Human+gammaherpesvirus+4
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Реаннотирован референсный штамм ВЭБ ди-

кого типа (RefSeq HHV4, регистрационный но-

мер GenBank: NC_007605) [30, 36].

В России вопросу изучения генетического 

разнообразия ВЭБ посвящено ограниченное 

число публикаций (15 работ за последние 5 лет). 

Внимание исследователей сконцентрировано 

на изучении онкогена, кодирующего латент-

ный мембранный белок 1 (LMP-1) [1, 2, 3, 6, 7, 

8, 9, 10]. Для характеристики генетического раз-

нообразия ВЭБ используется преимущественно 

одна из нескольких классификаций, в основе 

которых лежит структурно-функциональный 

полиморфизм гена LMP-1. Объектом исследо-

ваний является исключительно взрослое на-

селение в контексте изучения онкологических 

заболеваний или разных этнических групп. 

До сих пор ни одна из нуклеотидных последова-

тельностей российских изолятов ВЭБ не была 

депонирована в базу данных GenBank.

Целью настоящего исследования явилась 

оценка молекулярно-генетического разнооб-

разия ВЭБ у детей с ВЭБ-инфекцией в Ниже-

городском регионе.

Материалы и методы

Характеристика групп исследования. Прове-

ден молекулярно-генетический анализ 178 

изолятов ВЭБ из лейкоцитов крови и слюны, 

полученных от 69 детей в возрасте 1–17 (ме-

диана 5 [2; 10]) лет, находившихся на лечении 

в ГБУЗ НО «Детская инфекционная больни-

ца № 8 г. Нижнего Новгорода» с диаг нозом 

«Инфекционный мононуклеоз ВЭБ-этиологии» 

(группа ВЭБ-ИМ), и 32 ребенка сопоставимо-

го пола и возраста без клинических признаков 

данного заболевания, проходивших диспан-

серизацию в ООО «Тонус Кроха и Семейная 

Стоматология», г. Нижний Новгород (группа 

ВЭБ-ЗД). Работа выполнена с соблюдением 

этических требований. Информированное со-

гласие родителей или опекунов на проведе-

ние исследовательской работы в соответствии 

с положениями Хельсинкской декларации 

(2013) было получено лечащими врачами ме-

дицинских организаций. Работа получила 

одобрение на заседании локального этическо-

го комитета ФБУН ННИИЭМ им. академика 

И.Н. Блохиной Роспотребнадзора (Протокол 

№ 3 от 11.11.2021 г.).

Сбор биологического материала. Материалом 

для исследования послужила цельная перифе-

рическая кровь, стабилизированная К3ЭДТА, 

и нестимулированная смешанная слюна (далее 

слюна). В работе использовались остаточные 

количества образцов цельной крови, получен-

ных для проведения стандартных диагности-

ческих исследований в клинической практике. 

Сбор биоматериала производили однократно: 

у пациентов с ИМ в первые 3–10 дней от начала 

клинических проявлений заболевания, а у здо-

ровых волонтеров в день обследования.

Определение ДНК ВЭБ. Для получения фрак-

ции лейкоцитов периферической крови исполь-

зовали реагент «Гемолитик» (ФБУН ЦНИИЭ 

Роспотребнадзора, Россия) в соответствии с ин-

струкцией производителя. Пробоподготовку 

слюны выполняли оптимизированным нами 

ранее способом [4]. Выделение тотальной ну-

клеиновой кислоты проводили с помощью ком-

плекта реагентов для выделения РНК/ДНК 

из клинического материала «РИБО-преп» (ФБУН 

ЦНИИЭ Роспотребнадзора, Россия) с моди-

фикациями [4, 5]. Выявление и количествен-

ное определение ДНК ВЭБ в лейкоцитах крови 

и слюне выполняли с помощью ПЦР в реальном 

времени (ПЦР-РВ) с применением коммерчес-

кого набора «АмплиСенс® EBV/CMV/HHV6-

cкрин-FL» (ФБУН ЦНИИЭ Роспотребнадзора, 

Россия) на амплификаторе Rotor-Gene Q 5plex 

HRM (Qiagen, Германия). Лабораторный прото-

кол на всех этапах ПЦР-РВ соблюдали согласно 

инструкции производителя.

Дифференциальная детекция ВЭБ-1/ВЭБ-2 

методом ПЦР. Для раздельной детекции ос-

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

оптимизированный нами ранее вариант одно-

раундовой ПЦР на основе гена EBNA-2 [4, 5].

ПЦР-анализ фрагмента гена LMP-1 ВЭБ. 

Положительные образцы, содержащие ДНК 

ВЭБ (по результатам ПЦР-РВ), были исполь-

зованы для амплификации С-концевого фраг-

мента гена LMP-1 вируса методом ПЦР. ПЦР-

анализ проводили не в двухраундовой «полу-

гнездовой» ПЦР, описанной в статье M.K. Smatti 

и соавт. [41], а в однораундовом варианте. 

При этом использовали праймеры, ранее пред-

назначавшиеся для первого раунда: А1 5′-AGT 

CAT AGT AGC TTA GCT GAA-3′ и A2 5′-CCA 

TGG ACA ACG ACA CAG T-3′ [41]. Состав реак-

ционной смеси общим объемом 25 мкл вклю-

чал следующие реагенты: праймеры (5 пкМ 

в реакцию) (ДНК-синтез, Россия); 5-кратный 

Taq Red буфер 12,5 мМ Mg2+ (Евроген, Россия); 

5 е.а. Taq-F ДНК-полимеразы (ФБУН ЦНИИЭ 

Роспотребнадзора, Россия); смесь дезоксинук-

леозидтрифосфатов (до конечной концентра-

ции 0,1 мМ) (Евроген, Россия); деионизирован-

ную воду I типа (Milli-Q Integral 3, Франция). 

В качестве матрицы использовали выделен-

ную ДНК в объеме 5 мкл на реакцию. Условия 

амплификации: инициация 95°С — 15 мин, 

40 циклов (95°С — 5 мин, 53°С — 1 мин, 72°С — 

1 мин), финальная элонгация 72°С — 10 мин. 

Амплификацию специфичных фрагмен-

тов проводили на амплификаторе MaxyGene 

Gradient (Axygen, США). В результате амплифи-
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цировали фрагмент С-концевой области гена 

LMP-1 размером 602 п.н. [41].

Продукты ПЦР-амплификации анали-

зировали с помощью электрофореза в 1,8% 

агарозном геле, содержащем бромид этидия 

(0,02% по объему). В качестве стандарта для 

определения длины двуцепочечных моле-

кул ДНК был использован маркер длин фраг-

ментов (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 — обнаружено 

или не обнаружено.

Секвенирование по Сэнгеру фрагмента гена 

LMP-1 ВЭБ. Выделение и очистку получен-

ных ампликонов LMP-1 из агарозного геля 

проводили с помощью коммерческого набора 

«ФБиоГель» (Фрактал Био, Россия), в соответ-

ствии с инструкцией производителя. Конечный 

объем элюата составил 30 мкл. Концентрацию 

очищенной ДНК определяли с помощью спек-

трофотометра Eppendorf BioPhotometer plus 

(Eppendorf, Германия). В среднем количество 

ДНК составляло 150–300 нг на образец.

Для реакции мечения прямой и обратной 

последовательностей ДНК флуоресцентными 

терминальными нуклеотидами использовался 

набор «Big Dye Terminator v.3.1 Cycle Sequencing 

Kit» (Applied Biosystems, США). Лабораторный 

протокол на всех этапах анализа соблюдали 

согласно инструкции производителя. Очистку 

меченой ДНК LMP-1 от компонентов реакцион-

ной смеси проводили с использованием ацетата 

натрия (рН = 7,0) и изопропанола. Очищенный 

фрагмент элюировали в 20 мкл HiDi формами-

да (Applied Biosystems, США).

Определение нуклеотидных последователь-

ностей ДНК LMP-1 осуществлялось на гене-

тическом анализаторе AB-3500 genetic analyzer 

(Applied Biosystems, США) с использованием 

оригинального программного обеспечения 

3500 Data Collection Software v. 1.0.

Биоинформационный анализ. Биоинформа-

ционный анализ данных проводился с помо-

щью открытого программного обеспечения 

MEGA X (Mega Software, США) 2. Полученные 

исходные нуклеотидные последовательности 

выравнивались по алгоритму ClustalW. В каче-

стве референсных последовательностей служи-

ли полученные из базы данных GenBank 3 пол-

ногеномные последовательности прототипного 

штамма B95-8 (V01555.2) и референсного штам-

ма HHV4 (NC_007605.1), а также нуклеотид-

ные последовательности гена LMP-1 — штам-

мы China 1 (AY337723.1), China 2 (AY337724.1), 

Med– (AY337721.2), Med+ (AY337722.2), NC 

(AY337726.2), Alaskan (AY337725.1) и CAO 

(X58140.1). Нуклеотидные последовательности 

исследуемых изолятов ВЭБ и референтов транс-

лировались в аминокислотные последователь-

ности по стандартному генетическому коду. 

Построение филогенетических деревьев выпол-

нено на основе метода максимального правдо-

подобия (Maximum likelihood). Принадлежность 

исследуемых последовательностей LMP-1 к опре-

деленным вариантам в рамках классификации 

R.H. Edwards и соавт. [24] устанавливалась по на-

личию сигнатурных аминокислотных замен (со-

гласно табл. 1 в [24]).

Полученные нуклеотидные последова-

тельности нижегородских изолятов ВЭБ де-

понированы в базе данных GenBank/NCBI 

от 09.08.2022 г. под регистрационными номера-

ми OP105219–OP105376.

2 URL: https://www.megasoftware.net
3 URL: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank

Таблица 1. Распределение вариантов LMP-1 ВЭБ по группам ВЭБ-ИМ и ВЭБ-ЗД

Table 1. Distribution of EBV LMP-1 variants by EBV-IM (Infectious Mononucleosis) and EBV-HVC (Healthy Virus 
Carriers) groups

Группа 
сравнения

Сomparison 
group

Единицы 
измерения

Units

Варианты LMP-1 ВЭБ по классификации R.H. Edwards и соавт.*

EBV LMP-1 variants according to R.H. Edwards et al. classification*

В95-8 China 1 Med– NC Alaskan
Коинфекция

Coinfection
ВЭБ-ИМ

EBV-IM
(n = 66)

абс./abs. 40 11 3 11 0 1**

P±σp, % 60,6±6,0 16,7±4,6 4,5±2,5 16,7±4,6 0 1,5±1,5

ВЭБ-ЗД

EBV-HVC
(n = 31)

абс./abs. 13 3 6 8 1 0

P±σp, % 41,9±8,9 9,7±5,3 19,4±7,1 25,8±7,9  3,2±3,2 0

Уровень значимости различий

р-value
р = 0,085 р = 0,547 р = 0,049 р = 0,291 р = 0,711 р = 0,711

Примечание. *R.H. Edwards и соавт. 1999 [24]; **China 1 в лейкоцитах крови и B95-8 в слюне.
Note. *R.H. Edwards et al. 1999 [24]; **China 1 in blood leukocytes and B95-8 in saliva.
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Статистическая обработка данных. Статис-

тический анализ выполнен на основе языка про-

граммирования R версия 4.0.0 (The R Foun dation 

for Statistical Computing, Inc) 4 и среды RStudio 

версия 1.4.1106 (RStudio, PBC) 5. При оценке рас-

пространенности ВЭБ-1/ВЭБ-2 и геновариан-

тов LMP-1 совпадающие результаты исследова-

ния изолятов ВЭБ, выделенных одновременно 

из лейкоцитов крови и слюны от одного источ-

ника вируса, из анализа исключались. Частоту 

показателя (долю) описывали с указанием стан-

дартного отклонения процентной доли (P±σp) 

в %. Оценку различий относительных показате-

лей в анализируемых группах проводили с при-

менением критерия χ2 (хи-квадрат) с поправкой 

Йетса и критерия Фишера. Различия считали 

статистически значимыми при р < 0,05.

Результаты

Оценка распространенности ВЭБ-1 и ВЭБ-2. 

По результатам ПЦР-анализа клинических 

изолятов ВЭБ тип вируса был идентифициро-

ван у всех детей. При этом в группе ВЭБ-ИМ 

как в лейкоцитах крови, так и в слюне выяв-

лялся только ВЭБ-1. В группе ВЭБ-ЗД доми-

нирующим типом вируса также являлся ВЭБ-1 

(93,8±4,3% (30/32)). Только у двух детей в лейко-

цитах крови обнаружен ВЭБ-2, что составило 

6,2±4,3% от общего числа здоровых вирусоно-

сителей. Случаев коинфекции двумя типами 

вируса не выявлено.

Оценка молекулярно-генетического разно-

образия ВЭБ на основе метода секвенирования 

по Сэнгеру С-концевого фрагмента гена LMP-1. 

Предва рительно проведенный сравнительный 

анализ нуклеотидных и транслированных амино-

кислотных последовательностей двух референс-

ных штаммов ВЭБ из базы данных GenBank — 

B95-8 (V01555.2) и RefSeq HHV4 (NC_007605.1) 

показал, что они являются идентичными друг 

другу в  координатах нуклеотидной последова-

тельности анализируемого нами участка гена 

LMP-1  (168258–168320), что соответствует поло-

жению аминокислот 187–386 в белке LMP-1.

Дальнейшее субтипирование ВЭБ в нижего-

родских изолятах осуществлено на основе ме-

тода секвенирования по Сэнгеру самого вариа-

бельного участка генома ВЭБ, а именно фраг-

мента С-концевой области гена LMP-1. Из 178 

изолятов ВЭБ было секвенировано 165 нуклео-

тидных последовательностей. Последующий 

анализ полученных аминокислотных после-

довательностей нижегородских изолятов ВЭБ 

проводили по нескольким направлениям: 

1) дифференциальный анализ вариантов LMP-1 

ВЭБ на основе классификации R.H. Edwards 

и соавт. [24]; 2) поиск делеций и вставок; 3) ха-

рактеристика тандемных повторов; 4) амино-

кислотные замены.

В результате на основе общеизвестной 

и широко используемой классификации ВЭБ 

по R.H. Edwards и соавт. [24] дана оценка штам-

мовой принадлежности нижегородских изоля-

тов ВЭБ. По итогам филогенетического анализа 

сформировались 5 клад, которые представля-

ют 5 из 7 известных  штаммов вируса, а именно 

В95-8, China 1, Med, NC и Alaskan (рис. 1). Отме-

тим, что вариант LMP-1 Med был представлен 

исключительно Med– (не содержащий САО-

подобную делецию 30 н.о./10 а.к.). Варианты 

LMP-1 Med+, China 2 и China 3 не были иден-

тифицированы ни в одном из нижегородских 

изолятов ВЭБ. Для подтверждения филогене-

тической группировки проверены сигнатурные 

аминокислотные замены, определенные авто-

рами классификации в семи основных локусах 

LMP-1 ВЭБ в позициях 229, 306, 312, 322, 334, 

338, 344. При удалении локуса 344 и повторении 

анализа, как ранее было описано [24], дискри-

минация между штаммами сохранялась.

Данные табл. 1 демонстрируют, что какого-

то конкретного штамма LMP-1 ВЭБ, ассоции-

рованного с ВЭБ-ИМ у детей, не существует. 

Однако доминирующее положение в нижего-

родских изолятах ВЭБ занял вариант LMP-1 

В95-8, что отмечалось как при активной, так 

и латентной форме ВЭБ-инфекции. При срав-

нительной оценке в группе ВЭБ-ИМ варианты 

В95-8 и China 1 были выявлены в 1,4 и 1,7 раза 

чаще, чем в группе ВЭБ-ЗД (различия статисти-

чески незначимы), а вариант Med– встречался 

в 4,3 раза реже (р = 0,049). Установлен един-

ственный случай коинфицирования разными 

вариантами LMP-1, когда у пациента с ВЭБ-ИМ 

одновременно были выявлены отличающиеся 

варианты вируса в слюне (B95-8) и лейкоцитах 

крови (China 1).

Осуществлен поиск делеций и вставок. 

Всего выявлено 4 варианта делеций: две из них, 

так называемые САО-подобные делеции 

(30 н.о./10 а.к., охватывающая кодоны 246–355, 

и 15 н.о./5 а.к. в области повторяющихся повто-

ров в положении 276–280), а две другие делеции 

выявлены впервые (6 н.о./2 а.к. в положениях 

аминокислот 215–216 и 63 н.о./21 а.к. в коорди-

натах 335–355). Общая частота делеций в группе 

детей с ВЭБ-ИМ составила 60,6±6,0%, а ВЭБ-

ЗД — 77,4±7,5% (р = 0,162) (табл. 2).

Все последовательности ДНК ВЭБ с делеци-

ей 30 н.о./10 а.к. были ассоциированы с вариан-

том LMP-1 China 1. Они выявлялись как в груп-

4 URL: https://www.R-project.org
5 URL: http://www.rstudio.com
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пе ВЭБ-ИМ (18,2±4,7%), так и в группе ВЭБ-

ЗД (9,7±5,3%). Различия данных показателей 

между группами были статистически незначи-

мыми (р = 0,433). Делеция 6 н.о./2 а.к. обнару-

жена только в изолятах вируса, относящихся 

к варианту LMP-1 Med–, у одного пациента 

с ВЭБ-ИМ и одного здорового вирусоносите-

ля. Единственным источником вируса (вариант 

LMP-1 В95-8), несущего делецию 63 н.о./21 а.к., 

являлся больной ребенок.

Проведен анализ числа и аминокислотного 

состава повторяющихся мотивов в области тан-

демных повторов С-концевого участка LMP-1 

(а.к. 253–306). Табл. 3 демонстрирует суще-

ственный вклад области тандемных повторов 

в генетическое разнообразие нижегородских 

изолятов ВЭБ. Полученные нами последова-

тельности отличались по числу повторов, ко-

торое колебалось от 3 до 7, наличию делеции 

из 5 а.к., присутствию модифицированных 

повторяющихся мотивов и спектру аминокис-

лотных замен в них. В половине (50,5±5,1%) 

анализируемых последовательностей был пред-

ставлен прототипный вариант из 4,5 повторов, 

все они были ассоциированы исключительно 

с вариантом LMP-1 В95-8. В изолятах China 1, 

NС, Med– и Alaskan число повторов варьирова-

ло в установленном диапазоне, при этом мотив 

Рисунок. Филогенетическое дерево, построенное на основе сравнения аминокислотных 

последовательностей С-концевого фрагмента LMP-1, принадлежащих 165 нижегородским 

изолятам ВЭБ, и 8 референсных последовательностей, полученных из базы данных GenBank/NCBI 

(метод максимального правдоподобия)

Figure. Phylogenetic tree constructed based on comparison of the amino acid sequences of the LMP-1 C-terminal 
fragment from 165 EBV isolates in the Nizhny Novgorod region and 8 reference sequences obtained from 
the GenBank/NCBI database (Maximum Likelihood method)
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из 5 а.к. между повторами из 11 а.к. во всех этих 

последовательностях отсутствовал.

Показано, что в любом варианте LMP-1 (B95-8, 

China 1, Med– и NC) в области тандемных по-

второв могут быть обнаружены аминокислот-

ные замены. Однако вариант LMP-1 Med– от-

личался наибольшей вариабельностью в обла-

сти тандемных повторов. Практически каждая 

из 9 анализируемых последовательностей Med– 

была уникальной за счет комбинации разно-

го числа повторов и расположения друг отно-

сительно друга повторяющихся прототипных 

и модифицированных последовательностей 

из 11 а.к. Модифицированные последователь-

ности в варианте Med– характеризует  замена 

аспарагиновой кислоты на глицин в третьем 

положении аминокислоты во втором — седь-

мом мотивах:  D266G, D277G, D282G, D293G. 

Аминокислотные транзиции D282G, D293G 

также выявлялись в изоляте LMP-1 Alaskan. 

В мотиве PHDPL, завершающем область тан-

демных повторов, в отдельных последователь-

ностях присутствовали штамм-характерные 

аминокислотные замены в положении 306 ами-

нокислоты: в варианте NC — лейцина на глу-

тамин L306Q (PHDPQ), в Alaskan — лейцина 

на пролин L306P (PHDPP).

Выявлено, что изоляты ВЭБ из разных ком-

партментов (лейкоциты крови и слюна) от од-

ного источника и отнесенные к одному вари-

анту LMP-1 могут быть гетерогенными по своей 

структуре за счет вариации в области тандем-

ных повторов или по составу аминокислот-

ных замен. Так, в изоляте из лейкоцитов крови 

ребенка с ВЭБ-ИМ (China 1) область тандем-

ных повторов включала четыре прототипных 

и один модифицированный (D288G) мотив 

из 11 а.к., в то время как в последовательности 

белка вируса, выделенного из слюны, все пять 

были типичными.

Осуществлен поиск полного спектра ами-

нокислотных замен в пределах анализируемо-

го С-концевого фрагмента белка LMP-1 с 187 

по 386 а.к.  Суммарно в нижегородских изо-

лятах ВЭБ идентифицировано 100 мутаций 

аминокислот в 65 локусах (относительно ре-

ференсной последовательности NC_007605.1). 

Последовательностей, идентичных дикому 

штамму ВЭБ, не выявлено. Минимальное чис-

ло аминокислотных замен (две) обнаружено 

в единственном изоляте LMP-1 B95-8, а наибо-

лее дивергентная последовательность (16 замен) 

характеризовала изолят LMP-1 Med–. Для на-

глядного сравнения степени дивергенции меж-

ду вариантами LMP-1 проведен расчет индекса, 

характеризующего среднее число аминокис-

лотных замен, приходящихся на одну последо-

вательность. Анализ выполнен дифференциро-

вано в группах ВЭБ-ИМ и ВЭБ-ЗД. Получены 

следующие значения индекса: В95-8 — 3,9 и 4,1; 

China 1 — 6,7 и 6,7; Med– — 12,0 и 12,3; NC — 11,5 

и 11,3 соответственно. В единственном изоляте 

Alaskan содержалось 14 аминокислотных замен. 

Все выявленные замены по частоте распростра-

нения были объединены в три группы.

I группу составили  наиболее распространен-

ные в популяции ВЭБ Нижегородского региона 

4 замены:  G212S, S366T, E328Q и S309N. Замены 

G212S и S366T присутствовали во всех пяти вы-

явленных вариантах LMP-1, их частота в груп-

пе ВЭБ-ИМ составила 95,5±2,1 и 97,0±2,1%, 

а в группе ВЭБ-ЗД —  100±0 и 83,9±6,6% соот-

ветственно. Замена серина на аспарагин в 309 

позиции (S309N) присутствовала в составе всех 

анализируемых последовательностей вариантов 

China 1, NC, Med– и Alaskan. Аминокислотная 

транзиция E328Q выявлена только в изолятах 

LMP-1 B95-8 в 100% последовательностей.

Во II группу включены аминокислотные за-

мены с частотой 10–25% от общего числа изо-

Таблица 2. Делеции в С-концевой области LMP-1 ВЭБ и частота их встречаемости в группах ВЭБ-ИМ 

и ВЭБ-ЗД

Table 2. Deletions in the C-terminal region of EBV LMP-1 and their frequency in the EBV-IM (Infectious 
Mononucleosis) and EBV-HVC (Healthy Virus Carriers) groups

Группа 
сравнения

Сomparison 
group

Единицы 
измерения

Units

Делеции/Deletions
Без 

делеций

Not deleted

6 н.о./2 а.к. 
(а.к. 215–216)

6 nt./2 aa. 
(aa. 215–216)

15 н.о./5 а.к. 
(а.к. 276–280)

15 nt./5 aa. 
(aa. 276–280)

30 н.о./10 а.к. 
(а.к. 346–355)

30 nt./10 aa. 
(aa. 346–355)

63 н.о./21 а.к. 
(а.к. 335–355)

63 nt./21 aa. 
(aa. 335–355)

Всего

Total

ВЭБ-ИМ

EBV-IM
(n = 66)

абс./abs. 1 26 12 1 40 26

P±σp, % 1,5±1,5 39,4±6,0 18,2±4,7 1,5±1,5 60,6±6,0 39,4±6,0

ВЭБ-ЗД

EBV-HVC
(n = 31)

абс./abs. 1 20 3 0 24 7

P±σp, % 3,2±3,2 64,5±8,6 9,7±5,3 0 77,4±7,5 22,6±7,5

Уровень значимости 
различий

р-value
р = 0,832 р = 0,021 р = 0,433 – р = 0,162 р = 0,162
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лятов. В их числе 10 сигнатурных аминокислот-

ных замен в 6 основных локусах (S229T, L306Q, 

L306P, D312N, Q322E, Q322N, Q322T, Q334R, 

L338S, L338P), которые используются при 

дифференциальной оценке вариантов LMP-1 

по классификации R.H. Edwards и соавт. [24]. 

В эту группу вошли также дополнительные 

штамм-характерные мутации для China 1 

(E214Q), NC (D250N, S313P, G331Q, H352N, 

H358P) и Med– (замена аспарагиновой кислоты 

на глицин в третьем положении аминокисло-

ты в повторяющемся мотиве из 11 а.к.: D266G, 

D282G, D293G и т.д.).

III группа представлена широким спектром 

аминокислотных замен, которые в нижегород-

ских изолятах ВЭБ встречались спорадичес-

ки (< 10%). Среди них D210A, G243A, G252A, 

D317Y, E326D, D349N, H352R, T361M, L364W, 

S366A, S367Y обнаруживали в единичных изо-

лятах, отнесенных к разным вариантам LMP-1, 

независимо от формы ВЭБ-инфекции. Кроме 

того, замены E214Q, S229T, D250N, S309N, 

Q322T, Q334R, L338P, L338S встречались в не-

характерных штаммах. Отдельные аминокис-

лотные замены выявлялись только в каком-то 

одном варианте LMP-1, при этом определенная 

часть из них не дублировала друг друга в груп-

пах ВЭБ-ИМ и ВЭБ-ЗД:

 – B95-8: ВЭБ-ИМ/ВЭБ-ЗД — E328Q; ВЭБ-

ИМ — A207P, D209H, D210Y, E214D, E214K, 

E214N, H225R, D298E, G315E, G351S, H352K, 

G354S, G355N, G355V, D356N, P357S, T361K; 

ВЭБ-ЗД — D210S, E214H, D216H, D216N, 

E221D, D285A, D288A, L323F, G331S, S350P, 

L359R, L364F;

 – China 1: ВЭБ-ИМ/ВЭБ-ЗД — Q322N; ВЭБ-

ИМ — D288G;

 – Med–: ВЭБ-ИМ/ВЭБ-ЗД — D277G, D282G, 

D293G, Q322E, V327D, D333H; ВЭБ-ИМ — 

G246E, N289D, Q322D, Q334K, P337A; ВЭБ-

ЗД — G222A, G222S, R223T, H225N, D266G, 

S311I, A314T, E328G, K330T, D333A, G335S, 

H348Y, G351A, D356P;

 – NC: ВЭБ-ИМ/ВЭБ-ЗД — L306Q, S313P, 

G331Q, H352N, H358P; ВЭБ-ИМ — G335D, 

P357Q, G368S; ВЭБ-ЗД — G243H, G260N, 

G331R;

 – Alaskan: ВЭБ-ЗД — G232A, L306P, S309N, 

D312N, S313A, G331A, L338P, G353R, G345S, 

G354D, G355T.

Наиболее «горячими» точками замен ста-

ли аминокислоты в положениях 214 (пять), 322 

и 331 (по четыре). Отметим, что относительно 

часто и только при ВЭБ-ИМ встречались тран-

зиции D209H в изолятах В95-8 (5/41) и G335D 

в изолятах NC (5/11).

Анализ изученных ранее другими исследо-

вателями аминокислотных замен в контексте 

так называемых САО-подобных мутаций (пер-

вый штамм, полученный от пациента с РНГ 

в Китае) показал, что в нижегородских изоля-

тах замены G212S и S366T имеются практичес-

ки во всех установленных последовательностях, 

Q322N является уникальной заменой для штам-

ма China 1, а Q334R, L338S — сигнатурные заме-

ны, характеризующие штаммы China 1 и Med–. 

Такие транзиции, как Q189P, S192T и E328A, 

в анализируемых последовательностях обнару-

жены не были.

 Обсуждение

К настоящему времени литературные дан-

ные, полученные разными исследовательскими 

группами, продемонстрировали высокую сте-

пень генетической гетерогенности ВЭБ, цирку-

лирующего во всем мире [2, 10, 12, 13, 16, 17, 23, 

33, 37, 40, 41]. Исторически первой классифи-

кацией ВЭБ и, как подтверждают современные 

работы, главным паттерном его генетического 

разнообразия является деление на два основ-

ных типа — ВЭБ-1 и ВЭБ-2 [22]. Однако на мо-

мент начала проведения настоящего исследо-

вания данные о типовой структуре вирусной 

популяции ВЭБ в РФ отсутствовали. В пред-

ставленной работе оптимизированный нами 

ранее методический подход к дифференциаль-

ной детекции ВЭБ-1/ВЭБ-2 [4, 5] позволил оце-

нить распространенность разных типов вируса 

в детской популяции Нижегородского региона. 

Полученные данные о доминирующем поло-

жении ВЭБ-1 среди нижегородских изолятов 

соответствуют предыдущим оценкам распро-

страненности ВЭБ-1 и ВЭБ-2 среди населения 

разных регионов мира.

Известно, что оба типа ВЭБ встречаются по-

всеместно. Однако ВЭБ-1 преобладает среди на-

селения Европы, Северной и Южной Америки, 

Китая, Юго-Восточной Азии, Австралии [12, 

16, 29, 31, 37, 41]. В то же время ВЭБ-2 считается 

характерным типом вируса, циркулирующим 

в регионе Африки к югу от Сахары и Папуа — 

Новой Гвинеи [18, 44]. Относительно небольшой 

процент представителей европеоидной расы 

инфицированы ВЭБ-2 [22]. Предполагается, что 

инфицирование ВЭБ-2 может происходить в ус-

ловиях хронической иммунной активации, на-

пример, в тех частях Африки, где много сопут-

ствующих инфекций, включая малярию, или 

у иммунокомпрометированных лиц [25, 44].

Основное фенотипическое различие между 

двумя типами вируса заключается в том, что 

ВЭБ-1 трансформирует В-лимфоциты человека 

более эффективно, чем ВЭБ-2 [18, 39]. Но недав-

ние сообщения о том, что ВЭБ-2 инфицирует 

Т-клетки как в культуре, так и in vivo (например, 

у кенийских детей) определяют необходимость 

продолжения исследований биологического 

значения основных типов ВЭБ [20, 21]. Кроме 
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того, до настоящего времени имеется мало до-

казательств о связи заболеваний с определен-

ным типом ВЭБ.

Ген LMP-1 ВЭБ и кодируемый им одноимен-

ный белок многие десятилетия привлекали вни-

мание ученых всего мира в связи с их выражен-

ным структурно-функциональным полимор-

физмом и высоким онкогенным потенциалом. 

В РФ за последние 20 лет были проведены ис-

следования гена LMP-1 ВЭБ в контексте изуче-

ния его особенностей в неэндемичном по ВЭБ-

ассоциированным онкологическим заболевани-

ям регионе мира. Основная часть полученных 

к настоящему времени результатов российских 

исследователей была сгенерирована на осно-

ве применения методических подходов, вклю-

чающих секвенирование по Сэнгеру, главным 

образом, С-концевой области гена LMP-1 с по-

следующей оценкой его геновариантов по клас-

сификации R.H. Edwards и соавт. [24]. При ВЭБ-

ассоциированных онкологических заболеваниях 

среди представителей разных регионов России 

образцы LMP-1 были отнесены к вариантам 

B95-8, China 1, Med+ и Med– и NC [1, 3, 6]. 

Результаты исследований среди здорового насе-

ления свидетельствуют о том, что частота выяв-

ления геновариантов LMP-1 в разных регионах 

и этнических группах на территории РФ суще-

ственно различается. Выявленные в российской 

популяции варианты LMP-1 «вне варианта» клас-

сификации по R.H. Edwards и соавт. [24], а также 

вновь выявленные точечные мутации до сих пор 

остаются фенотипически не охарактеризованны-

ми [1, 3, 9, 10]. Сведения о проведении полноге-

номных исследований ВЭБ в России отсутствуют.

В нашем исследовании на основе метода 

секвенирования по Сэнгеру С-концевого фраг-

мента гена LMP-1 проведено субтипирование 

полученных нижегородских изолятов ВЭБ 

от детей с разными формами ВЭБ-инфекции. 

Поскольку до настоящего времени другими ис-

следователями вариабельность данного гена 

оценивалась с позиции изменений аминокис-

лот, а не нуклеотидов, мы также обобщили 

полученные нами результаты на аминокис-

лотном уровне (в координатах а.к. 187–386). 

Установлена штаммовая принадлежность ни-

жегородских изолятов ВЭБ по классификации 

R.H. Edwards и соавт. [24]. В общем выявлено 

5 из 7 известных вариантов LMP-1, а именно 

В95-8, China 1, Med–, NC и Alaskan. Результаты 

собственных исследований дополняют уже 

имеющиеся сведения о доминировании на тер-

ритории Европейской части России прототип-

ного варианта LMP-1 B95-8 [1, 6, 10]. До сих пор 

варианты LMP-1 China 2, China 3 и Alaskan среди 

россиян полностью отсутствовали [1, 3, 6, 7, 9]. 

Впервые в РФ нами обнаружен вариант LMP-1 

Alaskan. Отметим, что изолят ВЭБ, в котором 

он был идентифицирован, принадлежал к типу 

ВЭБ-2. При сравнительной оценке с данными 

других исследователей следует учитывать тот 

факт, что в Нижегородском регионе проживает 

многонациональное население, и нами впер-

вые были обследованы дети с ВЭБ-инфекцией, 

а не взрослые.

К настоящему времени накоплены сравни-

тельные данные о биологических свойствах ва-

риантов LMP-1. В разных исследованиях было 

продемонстрировано, что варианты САО [44], 

а также Alaskan, China 1 и Med+ повышают ак-

тивность транскрипционного фактора NF-

κB по сравнению с другими вариантами [32]. 

Особое внимание было сосредоточено на де-

леции в 30 н.о./10 а.к. (а.к. 346–355) [1, 27, 44]. 

Делетированный вариант продемонстрировал 

выраженную транcформирующую активность 

по сравнению с прототипным В95-8 в фибро-

бластах грызунов или эпителиальных клет-

ках, имплантированных голым мышам [18], 

а также имел повышенный риск отдаленного 

метастазирования [35, 44]. В настоящее время 

установлено широкое распространение вари-

антов LMP-1 c этой делецией как среди боль-

ных ВЭБ-ассоциированными заболеваниями, 

так и у здоровых носителей ВЭБ во всем мире. 

Результаты проведенного нами исследования 

подтверждают неспецифический характер дан-

ного полиморфизма для ИМ, но не исключают 

его влияния на выраженность клинических 

проявлений инфекции.

В половине нижегородских изолятов в об-

ласти тандемных повторов выявлена деле-

ция 5 а.к. между повторяющимися мотивами 

из 11 а.к., которую также относят к числу САО-

подобных [27]. Отметим, что интерпретация ее 

координат остается в разных исследовательских 

работах неоднозначной (а.к. 275–279 или а.к. 

276–280) [7, 27]. В нашем исследовании впервые 

была обнаружена делеция 63 н.о./21 а.к. в коор-

динатах а.к. 335–355. В общем, обширные деле-

ции 64 и 69 п.н, перекрывающие участок деле-

ции из 10 а.к., выявляются, как правило, ред-

ко [8]. Считается, что они связаны со снижени-

ем активации фактора транскрипции АР-1 [41].

Продемонстрирована существенная ва-

риабельность области тандемных повторов 

(а.к. 253–306). Известно, что последователь-

ности референсных штаммов ВЭБ имеют че-

тыре идеальных повтора, состоящих из 11 а.к. 

 (PQDPDNTDDNG) с разрывом в 5 а.к. 

(PHDPL) между вторым и третьим повторами. 

Аналогичный мотив из 5 а.к. PHDPL являет-

ся завершающим область тандемных повторов 

(а.к. 302–306). Отметим, что при предоставле-

нии результатов, характеризующих область тан-

демных повторов, одни группы исследователей 

используют вариант обозначения «4,5 повто-
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ра» [16, 26], а другие описывают количество всех 

повторов из 11 а.к. и 5 а.к. по-отдельности [2, 3, 

7, 10]. Поскольку последний фрагмент из 5 а.к. 

во всех последовательностях присутствует по-

стоянно, мы склоняемся к трактованию резуль-

татов, основанному на принципе «4,5 повтора». 

Заслуживают внимания работы, в которых 

была выявлена статистически значимая связь 

числа повторов с заболеваниями. Так, арген-

тинские исследователи установили, что изо-

ляты из ткани опухолей чаще содержат 5,5 пов-

торов [26], а сербские ученые обнаружили, что 

повышение аланинаминотрансферазы и аспар-

татаминотрансферазы у больных ИМ, всегда 

ассоциировано с вариантами ВЭБ с 3-мя или 

4-мя повторами [16].

Аминокислотные замены G212S, Q322N, 

L338S и S366T по данным литературы сопря-

жены с САО-подобными вариантами LMP-1 

(China 1 и Med). Несмотря на то, что замена в 212 

положении является штамм-характерной для 

China 1, China 2, China 3 и Alaskan [24], в россий-

ских изолятах LMP-1 до недавнего времени от-

мечалось ее полное отсутствие [1]. Лишь отно-

сительно недавно появились сообщения о ее вы-

явлении на территории РФ [9]. Примечательно, 

что в основной части нижегородских изолятов 

ВЭБ была выявлена двойная замена G212S/

S366T. Данное сочетание, как ранее было из-

учено, функционально ассоциировано с повы-

шением уровня активации сигнального пути 

NF-κB и протеинкиназы-В (PKB/Akt) [1, 8]. 

По данным других исследователей любая из за-

мен (G212S либо S366T) ассоциирована с уси-

лением активации Erk и индукции экспрессии 

c-Fos [45], что влияет на процессы выживания, 

пролиферации, дифференцировки и миграции 

клеток. По данным литературы у больных РНГ 

из России довольно часто наблюдали замену 

S366А [6], которая также была нами обнаруже-

на в двух нижегородских изолятах у детей с ИМ 

(варианты В95-8 и China 1).

Замена E328Q достаточно широко распро-

странена среди жителей России [7, 11], встре-

чается в изолятах ВЭБ от больных ИМ и РНГ 

в Сербии [15, 16]. Ее функциональную роль свя-

зывают со снижением цитотоксичности и уси-

лением трансформирующей активности белка 

LMP-1. В нижегородских изолятах ВЭБ данная 

мутация ассоциирована исключительно с вари-

антом LMP-1 В95-8 с частотой выявления 100%. 

Предполагается, что обнаруженные амино-

кислотные замены в 212, 328 и 366 положениях 

LMP-1 придают этому онкобелку агрессивные 

характеристики и характерны для высокотумо-

рогенных вариантов [7].

Остальная часть выявленных в настоящем 

исследовании мутаций остаются фенотипичес-

ки не охарактеризованными. Можно предпо-

ложить, что они потенциально могут изменять 

профиль внутриклеточной активности ряда 

сигнальных путей и их биологические свой-

ства [9]. Для выяснения роли каждого из них 

необходимо проведение экспериментальных 

работ in vitro и in vivo.

Как общая тенденция, при активной ВЭБ-

инфекции (ИМ) отмечено появление гете-

рогенных по структуре последовательнос-

тей ВЭБ, выделенных из лейкоцитов крови 

и слюны от одного инфицированного лица. 

Отличающиеся геноварианты ВЭБ в одном 

биологическом образце, так называемые коре-

зидентные варианты, в данном исследовании 

не были выявлены. По сложившимся представ-

лениям гетерогенность LMP-1 ВЭБ чаще воз-

никает во время репликации вирусного генома 

в ротоглотке [38]. Отметим, что о множествен-

ных штаммах наиболее часто сообщается в ра-

ботах, выполненных на основе гетеродуплекс-

ного анализа [40, 43].

Заключение

Применение оптимизированного варианта 

однораундовой ПЦР позволило оценить типо-

вую структуру ВЭБ, циркулирующего среди де-

тей в Нижегородском регионе. Во всех клиничес-

ких изолятах, установленных от больных ВЭБ-

ИМ, идентифицирован только ВЭБ-1, среди 

здоровых вирусоносителей доля ВЭБ-1 составила 

93,8±4,3%, а ВЭБ-2 — 6,2±4,3%. Случаев коин-

фекции обоими типами вируса не выявлено.

С использованием метода секвенирования 

по Сэнгеру С-концевого фрагмента гена LMP-1 

получены новые данные о распространенно-

сти различных вариантов вируса при активной 

и латентной ВЭБ-инфекции у детей. Всего вы-

явлено 5 вариантов LMP-1: В95-8, China 1, Med–, 

NC и Alaskan, среди которых доминировал ге-

новариант В95-8. Вариант Alaskan в РФ выяв-

лен впервые. Варианты Med+, China 2 и China 3 

не были обнаружены ни в одном из исследован-

ных образцов.

Определено, что наиболее распространен-

ными в нижегородских изолятах ВЭБ у детей 

являются 4 аминокислотные замены: G212S, 

S366T, E328Q и S309N, которые характеризуют-

ся высоким трансформирующим потенциалом 

инфицированных клеток преимущественно 

за счет активации сигнального пути NF-κB.

Сравнительный анализ показал, что штам-

мы, делеции, повторы, аминокислотные заме-

ны в изолятах ВЭБ из биологических образцов 

у детей с активной ВЭБ-инфекцией имели об-

щие характеристики с группой здоровых виру-

соносителей. Как общая тенденция, при актив-

ной форме ВЭБ-инфекции отмечено появление 

случаев несовпадающих штаммов и вариантов 
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ВЭБ между разными компартментами (лейко-

циты крови и слюна) в организме одного инфи-

цированного лица.

В целом оценка генетического разнообра-

зия ВЭБ является основой для решения клю-

чевого вопроса о потенциальной взаимосвязи 

разных геновариантов ВЭБ с особенностями 

клиничес кого течения ВЭБ-ассоциированных 

заболеваний, разработки средств их специфи-

ческой профилактики и лечения, перспектив-

ного развития молекулярно-генетического мо-

ниторинга циркулирующих геновариантов ви-

руса и совершенствования системы эпидемио-

логического надзора за ВЭБ-инфекцией.
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ACINETOBACTER BAUMANNII 

ПРИ ИНФЕКЦИЯХ КРОВОТОКА 

И ЦЕНТРАЛЬНОЙ НЕРВНОЙ СИСТЕМЫ 

У ДЕТЕЙ В ОТДЕЛЕНИЯХ РЕАНИМАЦИИ 

И ИНТЕНСИВНОЙ ТЕРАПИИ: МОЛЕКУЛЯРНО-

ГЕНЕТИЧЕСКАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА 

И КЛИНИЧЕСКАЯ ЗНАЧИМОСТЬ

З.З. Садеева1, И.Е. Новикова1, Н.М. Алябьева1, А.В. Лазарева1, Т.М. Комягина1, 

О.В. Карасева1,2, М.Г. Вершинина1, А.П. Фисенко1

1 ФГАУ Национальный медицинский исследовательский центр здоровья детей Министерства здравоохранения 

Российской Федерации, Москва, Россия
2 НИИ неотложной детской хирургии и травматологии Департамента здравоохранения г. Москвы, Москва, Россия

Резюме. Acinetobacter baumannii является представителем наиболее приоритетных нозокомиальных возбудите-

лей, способных вызывать инфекции с высокой смертностью и экономическими затратами на лечение. Целью 

нашего исследования было определение роли A. baumannii при инфекциях кровотока и центральной нервной 

системы у детей. Нами проведено ретроспективное исследование A. baumannii-ассоциированных случаев бак-

териемии и инфекции ЦНС у детей. Изоляты A. baumannii были выделены от 17 детей, которые наблюдались 

с хирургической патологией (врожденные пороки сердца — 24%, абдоминальная патология — 29%, тяжелая 

сочетанная травма — 29%) и с соматическими заболеваниями, сопровождающимися антибактериальной 

и/или глюкокортикостероидной терапией — 18%. Минимальные подавляющие концентрации антибиотиков 

определяли методом серийных микроразведений в бульоне. Карбапенемазы выявляли методом полимераз-

ной цепной реакции в режиме реального времени. Гены биопленкообразования определяли методом поли-

меразной цепной реакции. Биопленки выращивали с использованием плоскодонных полистироловых план-

шетов с последующей окраской, фиксированием, элюированием и детекцией результатов. Популяционное 

разнообразие оценивали методом мультилокусного сиквенс-типирования. Около четверти случаев бактери-

емии и инфекции центральной нервной системы, вызванных A. baumannii, имели неблагоприятный исход. 

Резистентность к карбапенемам, аминогликозидам, фторхинолонам составила более 70%. Были определены 

карбапенемазы группы OXA-23 (24%) и OXA-40 (41%). Изучение продукции биопленок показало, что изоляты 

A. baumannii формировали биопленки различной интенсивности: слабые биопленки (59%), умеренные (35%) 

и сильные (6%). При определении чувствительности к меропенему для биопленочных и планктонных форм 

культур было определено, что минимальные подавляющие концентрации меропенема для биопленок были 

Адрес для переписки:

Садеева Зульфиря Закиевна
119296, Россия, Москва, Ломоносовский пр., 2, 
ФГАУ Национальный медицинский исследовательский центр 
здоровья детей МЗ РФ.
Тел.: 8 977 129-31-01. E-mail: zulfiryasadeeva@yandex.ru

Contacts:

Zulfirya Z. Sadeeva
119296, Russian Federation, Moscow, Lomonosovsky pr., 2, 
National Medical Research Center for Children’s Health, Ministry 
of Health of the Russian Federation.
Phone: 8 977 129-31-01. E-mail: zulfiryasadeeva@yandex.ru

Для цитирования:

Садеева З.З., Новикова И.Е., Алябьева Н.М., Лазарева А.В., Комягина Т.М., 
Карасева О.В., Вершинина М.Г., Фисенко А.П. Acinetobacter baumannii 
при инфекциях кровотока и центральной нервной системы у детей 
в отделениях реанимации и интенсивной терапии: молекулярно-
генетическая характеристика и клиническая значимость // Инфекция 
и иммунитет. 2023. Т. 13, № 2. C. 289–301. doi: 10.15789/2220-7619-ABI-2091

Citation:

Sadeeva Z.Z., Novikova I.E., Alyabyeva N.M., Lazareva A.V., Komyagina T.M., 
Karaseva O.V., Vershinina M.G., Fisenko A.P. Acinetobacter baumannii 
in blood-borne and central nervous system infections in intensive care unit 
children: molecular and genetic characteristics and clinical significance // 
Russian Journal of Infection and Immunity = Infektsiya i immunitet, 2023, 
vol. 13, no. 2, pp. 289–301. doi: 10.15789/2220-7619-ABI-2091

© Садеева З.З. и соавт., 2023 DOI: http://dx.doi.org/10.15789/2220-7619-ABI-2091



290

Инфекция и иммунитетЗ.З. Садеева и др.

значимо выше, чем для планктонных форм. Минимальные подавляющие концентрации меропенема для 

планктонных клеток распределялись от 0,5 до 512 мг/л. В то время как эти же микроорганизмы в биоплен-

ках имели минимальные подавляющие концентрации меропенема in vitro в концентрациях от 128 до 512 мг/л 

и выше. Все изоляты имели гены, регулирующие образование биопленки: bfmR, bap и katE. Ген ompA был об-

наружен у 94% штаммов, а ген csuA/B — у 88%. Популяционная структура изолятов A. baumannii, выделенных 

из крови и ликвора у детей, была представлена девятью различными сиквенс-типами. Большая часть изоля-

тов была представлена генотипами: ST944Oxf, ST1550Oxf, ST1104Oxf, относящимися к международной клональ-

ной лини ICL6, и ST450Oxf, ST2063Oxf и ST1102Oxf международной клональной линии ICL2. Инфекции кровото-

ка и центральной нервной системы, ассоциированные A. baumannii, имеют большое значение в клинической 

практике. Этот микроорганизм способен длительное время сохраняться на биотических и абиотических по-

верхностях, обладает широкой природной и приобретенной резистентностью к антибиотикам.

Ключевые слова: A. baumannii, инфекции кровотока, резистентность, вирулентность, нозокомиальные инфекции, летальность.

ACINETOBACTER BAUMANNII IN BLOOD-BORNE AND CENTRAL NERVOUS SYSTEM INFECTIONS 

IN INTENSIVE CARE UNIT CHILDREN: MOLECULAR AND GENETIC CHARACTERISTICS 

AND CLINICAL SIGNIFICANCE

Sadeeva Z.Z.a, Novikova I.E.a, Alyabyeva N.M.a, Lazareva A.V.a, Komyagina T.M.a, Karaseva O.V.a,b, 

Vershinina M.G.a, Fisenko A.P.a

a National Medical Research Center for Children’s Health, Ministry of Health of the Russian Federation, Moscow, 

Russian Federation
b Clinical and Research Institute of Emergency Pediatric Surgery and Trauma, Department of Public Health of Moscow, Moscow, 

Russian Federation

Abstract. Acinetobacter baumannii is a representative of the peak priority nosocomial pathogens capable of causing infections 

with high mortality and economic treatment costs. The purpose of our study was to determine a role of A. baumannii 

in blood-borne and central nervous system infections in children. We conducted a retrospective study of A. baumannii — 

associated cases of bacteremia and CNS infection in children. A. baumannii strains were isolated from 17 children followed 

up with surgical pathology (congenital heart defects — 24%, abdominal pathology — 29%, severe combined trauma — 

29%) and with somatic diseases accompanied by antibacterial and/or glucocorticosteroid therapy — 18%. The minimum 

inhibitory concentrations of antibiotics were determined by the broth microdilution method. Carbapenemase genes were 

detected by real time polymerase chain reaction. Biofilm formation genes were determined by PCR. Biofilms were grown 

using flat-bottomed polystyrene tablets, followed by coloring, fixation, elution and detection. Population diversity was 

assessed by the multilocus sequence typing. About a quarter of cases of bacteremia and central nervous system infection 

caused by A. baumannii had an unfavorable outcome. Resistance to carbapenems, aminoglycosides, fluoroquinolones was 

more than 70%. Carbapenemases of the OXA-23 (24%) and OXA-40 (41%) groups were identified. The study of biofilm 

production showed that A. baumannii isolates formed biofilms of varying intensity: weak biofilms (59%), moderate 

(35%) and strong (6%). During determining the sensitivity to meropenem for biofilm and planktonic forms of cultures, 

it was determined that the minimum inhibitory concentrations of meropenem were significantly higher for biofilms 

than for planktonic forms. The minimum inhibitory concentrations of meropenem for plankton cells ranged from 0.5 

to 512 mg/l. While in biofilms the same microorganisms had in vitro minimum inhibitory concentrations of meropenem 

within 128 to 512 mg/l and higher. All isolates bore biofilm formation regulating genes: bfmR, bap and katE. The ompA 

gene was found in 94% strains, and the csuA/B gene was found in 88%. The population pattern of A. baumannii isolated 

from blood and cerebrospinal fluid of children was represented by nine different sequence types. Most of the isolates were 

represented by genotypes: ST944Oxf, ST1550Oxf, ST1104Oxf belonging to the international clonal line ICL6, and ST450Oxf, 

ST2063Oxf and ST1102Oxf of the international clonal line ICL2. Blood-borne and central nervous system infections 

associated with A. baumannii have a great importance in clinical practice. This microorganism is able to persist for a long 

time on biotic and abiotic surfaces, has a wide natural and acquired antibiotics resistance.

Key words: A. baumannii, bloodstream infections, resistance, virulence, nosocomial infections, lethality.

Введение

Acinetobacter baumannii вызывает различ-

ные госпитальные инфекции во всем мире. 

Представители рода Acinetobacter признаны од-

ними из наиболее приоритетных нозокоми-

альных возбудителей, вызывающих инфекции 

с высокими показателями смертности и эконо-

мическими затратами на лечение [40, 47].

Внутрибольничные инфекции, ассоции-

рованные с A. baumannii, стали актуальной 

проблемой для здравоохранения во многих 

странах. Этот патоген способен вызывать раз-

личные инфекции, такие как бактериемия, эн-
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докардит, пневмония, менингит, раневые ин-

фекции и инфекции мочевыводящего тракта [4, 

35, 55]. Особенно настораживает тот факт, что 

в последние годы продолжает увеличиваться 

частота инфицирования кровотока грамотри-

цательными неферментирующими бактерия-

ми, в том числе множественно-резистентными 

изолятами A. baumannii [58].

A. baumannii является проблемным патогеном 

за счет широкого арсенала механизмов лекар-

ственной устойчивости и высокой способности 

к ее приобретению [10, 22, 28, 33, 36, 39, 42].

Эти механизмы включают ферментативное 

разрушение антибиотиков, изменение прони-

цаемости бактериальной клетки, активное вы-

ведение антибиотика и модификацию целевых 

участков [8, 28, 36, 43, 44]. Различают изоляты 

A. baumannii с множественной лекарственной 

устойчивостью (МЛУ; резистентность как ми-

нимум к трем классам противомикробных 

препаратов), с широкой лекарственной устой-

чивостью (ШЛУ; устойчивость к пяти классам 

противомикробных препаратов, включая кар-

бапенемы) [17], в настоящее время в стацио-

нарах часто выделяют изоляты, резистентные 

к полимиксинам, что значительно затрудняет 

лечение [22, 34, 39, 41, 49].

Способность этого возбудителя сохраняться 

в различных условиях, в том числе при высу-

шивании, приводит к сохранению его жизне-

способности во внутрибольничной среде до не-

скольких месяцев [15]. Образование биопленок 

на биотических и абиотических поверхностях 

также сохраняет жизнеспособность этого па-

тогена [27]. Для нозокомиальных инфекций 

способность к образованию биопленок играет 

особую роль, поскольку это позволяет им ко-

лонизировать различные рабочие поверхности, 

медицинские устройства и аппаратуру [3, 21].

A. baumannii обладает регуляторной систе-

мой, включающей белок наружной мембраны 

(ompA), пили (csu), белки, ассоциированные 

с биопленкой (bap), каталазу (katE) [38]. Эта си-

стема поддерживает и регулирует проявление 

вирулентности, а именно: чувство кворума, об-

разование биопленки, подвижность, адгезию 

и продукцию каталазы. Факторы вирулент-

ности играют значительную роль при терапии 

A. baumannii, потому как наличие биопленки 

может затруднять проникновение антибио-

тиков к микробной клетке, вследствие чего, 

происходит увеличение минимальных инги-

бирующих концентраций антибактериальных 

препаратов [13]. Продукция каталазы микроб-

ной клеткой способствует разрушению актив-

ных форм кислорода, которые вырабатываются 

нейтрофилами хозяина при инфицировании, 

что вносит существенный вклад в патогенез 

инфекции [50]. Вирулентные свойства помога-

ют патогену сохраняться в организме хозяина, 

скрываться от его иммунной системы и прояв-

лять свою патогенность [7, 14].

Сложная таксономия бактерий рода 

Acinetobacter связана с высоким потенциалом 

генетической изменчивости [13]. В настоящее 

время существует более 2800 вариантов после-

довательностей MLST (ST), внесенных в базу 

данных MLST A. baumannii (https://pubmlst.org/

organisms/acinetobacter-baumannii). Недавний 

анализ показал наличие шести основных круп-

ных международных клональных линий, рас-

пространенных на всех континентах [26]. Эти 

международные клональные линии включают 

три основных первоначальных эпидемических 

клона и отражают появление новых клонов 

эпидемического риска [12].

A. baumannii, обладающий МЛУ и ШЛУ, 

а также рядом патогенных свойств, способен 

вызывать тяжелые инфекционные осложнения 

у пациентов в отделениях реанимации и интен-

сивной терапии, нередко приводя к неблаго-

приятным исходам [11].

Целью нашего исследования было изучение 

резистентности, патогенности и клонального 

разнообразия A. baumannii при инфекциях кро-

вотока и ЦНС у детей.

Материалы и методы

Бактериальные культуры. В период с 2014 

по 2021 г. были отобраны 17 изолятов A. baumannii 

из положительных гемокультур и проб ликвора. 

Изоляты были выделены от пациентов из двух 

московских детских больниц: ФГАУ «НМИЦ 

здоровья детей» Минздрава России (С1), НИИ 

неотложной детской хирургии и травматологии 

Департамента здравоохранения г. Москвы (С2).

Образцы крови инкубировали в анализаторе 

гемокультур BACTEC 9050 (Becton Dickinson, 

США), BacT/ALERT (bioMerieux, Франция) 

до фиксации роста микроорганизмов, затем 

пробу отсевали на плотные питательные среды 

для выделения чистой культуры возбудителя. 

Посевы производили на питательные среды: 

кровяной агар и Uri-select агар (BioRad, США), 

затем инкубировали в термостате при темпера-

туре 37°С в течение 24–48 ч. Идентификацию 

возбудителя проводили методом масс-

спектрометрии MALDI-ToF (Bruker Daltonics, 

Германия).

Чувствительность к антибактериальным 

препаратам. Для определения чувствительно-

сти к антибиотикам использовали: меропенем, 

имипенем, колистин, тобрамицин, амикацин, 

гентамицин, триметоприм/сульфаметоксазол, 

ципрофлоксацин, левофлоксацин. МПК анти-

биотиков определяли методом серийных мик-

роразведений в бульоне Мюллера–Хинтон 
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(bioMerieux, Франция), Sensititre™ (ThermoScien-

tific, Великобритания). В качестве контроля ис-

пользовали штамм A. baumannii АТСС 19606.

Минимальные подавляющие концентрации 

(МПК) к меропенему определяли методом мик-

роразведений в соответствии со стандартом 

(ГОСТ Р ИСО 20776-1-2010).

Результаты интерпретировали в соответ-

ствии с критериями Европейского комитета 

по тестированию чувствительности к антибио-

тикам (EUCAST) версия 10.0. (EUCAST: European 

Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing, 

version 10.0., 2020, pp. 10–20).

Выделение ДНК и определение генов карба-

пенемаз. Для выделения ДНК использовали 

суточную культуру. Бактериальную ДНК вы-

деляли согласно инструкции производите-

ля с использованием коммерческих наборов 

«ГК-экспресс» (ЦНИИЭ Роспотребнадзора). 

Полученные образцы хранили до использова-

ния при температуре –20°С.

Выявление генов, отвечающих за продукцию 

карбапенемаз, проводили с использованием на-

боров с гибридизационно-флуоресцентной де-

текцией «АмплиСенс MDR Ab-OXA-FL» (OXA-

23, OXA-40, OXA-58, ОХА-51), «АмплиСенс 

MDR MBL-FL» (IMP, NDM, VIM), производ-

ства ЦНИИЭ Роспотребнадзора. Проведение 

ПЦР осуществляли согласно инструкции про-

изводителя. ПЦР проводили с помощью ам-

плификатора LightCycler 96 (Roche). Результаты 

оценивали по наличию или отсутствию пересе-

чения графика флуоресценции с пороговой ли-

нией, отражающей экспоненциальный подъем 

сигнала. При значении Ct ≤ 32 результат оцени-

вали как положительный.

Биопленкообразование. Анализ формирова-

ния биопленок на абиотической поверхности 

проводили с использованием сердечно-мозгово-

го бульона (BHB; Becton Dickinson, США) по ра-

нее описанной методике с модификациями [20].

Биопленки выращивали в 96-ти луночных 

полистироловых планшетах с плоским дном. Все 

изоляты тестировали в трех повторах. Для ис-

следования использовались суточные бактери-

альные культуры. Аликвоту 20 мкл бактериаль-

ной суспензии с мутностью 0,8 по МакФарланду 

вносили в лунки, содержащие 180 мкл BHB. 

Инкубировали в течение 24 ч при температу-

ре 37°С без перемешивания. После инкубации 

бульон и планктонные клетки тщательно от-

бирали, лунки промывали дистиллированной 

водой. Для фиксации биопленок добавляли 

200 мкл 2,5% глутарового альдегида и инкубиро-

вали 5 мин при комнатной температуре. После 

удаления альдегида лунки трижды промывали 

дистиллированной водой. Для окрашивания 

вносили 200 мкл кристаллического фиолетово-

го (0,1% спиртовой раствор), инкубировали в те-

чение 10 мин. После удаления красителя лунки 

трижды промывали дистиллированной водой. 

Для растворения и обесцвечивания связанно-

го красителя добавляли 200 мкл 95% этанола 

с последующей инкубацией в течение 30 мин. 

Оптическую плотность итогового раствора из-

меряли при длине волны 590 нм с использова-

нием планшетного считывателя Infinite 200M 

(Tecan, Австрия). Результаты интерпретировали 

согласно рекомендациям [51].

Чувствительность биопленочных культур 

к меропенему определяли на суточных биоплен-

ках. После тщательного отбора бульона и план-

ктонных форм в лунки добавляли растворы 

антибиотика с концентрацией от 0,5 до 512 мг/л 

(аналогично определению МПК меропенема 

для планктонных форм) и инкубировали в те-

чение 24 ч при температуре 37°С без перемеши-

вания. Учет результатов проводили по полному 

отсутствию роста микроорганизма в лунке.

Гены вирулентности. Гены bfmR, csuA/B, ompA, 

bap, katE, отвечающие за чувство кворума и про-

цесс образования биопленок, определяли методом 

ПЦР с детекцией в 2% агарозном геле. Праймеры 

и температуры отжига представлены в табл. 1.

Условия и объемы реакции

Для генов bfmR, csuA/B, ompA, katE: ком-

поненты ПЦР смеси — iTaq Universal Probes 

Supermix, BioRad — 5 мкл; по 1 мкл каждого 

праймера (F и R); деионизированная вода — 

1 мкл; проба ДНК — 2 мкл.

Условия ПЦР реакции:

 – Начальная денатурация — 95°C — 5′;
 – Денатурация 94°C — 60″;
 – Отжиг праймеров от 57 до 62°C (см. 

табл. 1) — 60″;
 – Элонгация 72°C — 60″;
 – Количество температурных циклов — 35;

 – Заключительный этап элонгации 72°C — 5′.
Для гена bap: компоненты ПЦР смеси — iQ 

Supermix, BioRad — 5 мкл; по 1 мкл каждого 

праймера (F и R); деионизированная вода — 

1 мкл; проба ДНК — 2 мкл.

Условия ПЦР реакции:

 – Начальная денатурация — 95°C — 5′;
 – Денатурация 95°C — 30″;
 – Отжиг праймеров 54°C — 30″;
 – Элонгация 72°C — 45″;
 – Количество температурных циклов — 35;

 – Заключительный этап элонгации 72°C — 10′.
ПЦР выполняли с использованием ампли-

фикатора LightCycler 96 (Roche, Швейцария); 

5 мкл всех продуктов ПЦР подвергали электро-

форезу в 1,5% агарозном геле в буфере TBE при 

120 В и визуализировали в УФ-свете путем 

окрашивания бромидом этидия.

Мультилокусное секвенс-типирование (МЛСТ). 

Для сиквенс-типирования изолятов A. baumannii 

использовали метод МЛСТ. Подготовка включала 
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амплификацию участков семи генов домашне-

го хозяйства: gltA, gyrB, gdhB, recA, cpn60, gpi, rpoD. 

Были использованы праймеры из общепринятой 

схемы МЛСТ Oxford [6].

Подготовку ампликонов осуществляли с по-

мощью стандартных методик. Секвенирование 

проводили с использованием наборов реаген-

тов и оборудования фирмы Applied Biosystems 

(США) в соответствии с рекомендациями про-

изводителя. Нуклеотидные последовательно-

сти, полученные в результате секвенирования, 

анализировали с помощью программы SeqMan 

(DNASTAR Inc.) и затем сравнивали с базой 

аллелей МЛСТ [https://pubmlst.org/organisms/

acinetobacter-baumannii (02.12.2022)]. Генотип 

определяли по комбинации аллелей.

Оценка клинических данных. Ретроспективно 

были проанализированы клинические данные 

пациентов, из крови или ликвора которых был 

выделен A. baumannii.

Статистические методы. Статистическую 

обработку данных проводили с помощью 

программ SPSS 20.0 (SPSS Statistics, США) 

и Microsoft Excel. Различия считались статисти-

чески значимыми при р ≤ 0,05.

Результаты

За исследуемый период было выделено 

17 изолятов A. baumannii из положительных 

проб гемокультур и ликвора. При этом из кро-

ви было выделено 14 (82%) изолятов, а из 

ликвора — 3 (18%).

Результаты определения чувствительности 

к антимикробным препаратам представлены 

на рис. 1.

Среди изученных штаммов A. baumannii вы-

явлено довольно широкое распространение ан-

тибиотикорезистентности. Только для колисти-

на количество чувствительных изолятов превы-

шает количество резистентных — 76% (13/17).

Для карбапенемов резистентность составила 

76% (n = 13). К аминогликозидам резистентность 

проявили от 71 до 88% изолятов. К фторхиноло-

нам были резистентны 88% (n = 15) штаммов. 

К бисептолу проявили резистентность чуть бо-

лее половины изолятов — 59% (n = 10).

В нашем исследовании у штаммов A. baumannii 

были выявлены гены карбапенемаз OXA-23 

и OXA-40. Видоспецифическая карбапенема-

за OXA-51 была обнаружена у всех изученных 

Таблица 1. Праймеры для определения генов, отвечающих за продукцию биопленки

Table 1. Primer sequences for determining the genes responsible for biofilm production

Ген

Gene
Последовательность 5′→3′

Primer sequence (5′→3′)
Продукт

Size (bp)

Температура 
отжига (°С)

Annealing 
temperature (°С)

Источник

References

bfmR
Bfm-f CTGGTAGGTAATCAGTTCG

200 62 [53]
Bfm-r GAGAGACCCAAACCATAACC

csuA/B
Csu-f ATGCGGTAAATACTCAAGCA

204 57 [53]
Csu-r TCACAGAAATATTGCCACCT

ompA
Omp-f CTCTTGCTGGCTTAAACGTA

192 57 [53]
Omp-r GCAATTTCTGGGCTTGTATTG

katE
Kat-f GTGTCCGGTTCAGGTTTTAC

230 60 [53]
Kat-r GGATTCTTGACAGACCCAAC

bap
Bap-f ATGCCTGAGATACAAATTATTGCCAAGGATAATC

561 54 [27]
Bap-r AGGTGCTGAAGAATCATCATTAC

Рисунок 1. Чувствительность к антимикробным препаратам изолятов A. baumannii

Figure 1. Sensitivity to antimicrobial drugs in A. baumannii isolates
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изолятов. Карбапенемаза OXA-58, комбина-

ции карбапенемаз и металло-β-лактамазы IMP, 

NDM, VIM у исследованных штаммов обнару-

жены не были. Для оценки частоты выявления 

карбапенемаз сравнивали два временных перио-

да — с 2014 по 2017 г. и с 2018 по 2021 г. Также про-

дукция карбапенемаз сравнивалась между изо-

лятами, выделенными в двух стационарах.

Карбапенемазы группы OXA-23 были вы-

явлены у 24% (n = 4) штаммов. При этом в пе-

риод с 2018 по 2021 г. эта группа карбапенемаз 

выявлялась значимо чаще, чем с 2014 по 2017 г. 

(р = 0,0294). Значимых различий между дву-

мя стационарами по наличию у изолятов 

этой группы карбапенемаз выявлено не было. 

Карбапенемазы группы OXA-40 были выявле-

ны у 41% (n = 7) штаммов. Значимых различий 

между более ранними и более поздними из-

ученными периодами с 2014 по 2021 г. выявлено 

не было. В то же время в стационаре С1 эта груп-

па карбапенемаз выявлялась значительно чаще, 

чем в стационаре С2 (р = 0,02098). У двух изо-

лятов, резистентных к карбапенемам, не было 

выявлено карбапенемаз.

Изучение продукции биопленок показало, 

что изоляты A. baumannii проявляли способ-

ность к формированию биопленок различной 

интенсивности: слабые биопленки (59%), уме-

ренные (35%) и сильные (6%).

Для биопленочных культур была определе-

на чувствительность к меропенему. Результаты 

сравнения МПК меропенема планктонных 

и биопленочных культур отражены на рис. 2.

Статистический анализ показал, что МПК 

меропенема для биопленочных форм куль-

тур значимо выше, чем МПК меропенема для 

планктонных форм тех же штаммов (р < 0,05). 

МПК меропенема для планктонных клеток 

распределялись от 0,5 до 512 мг/л, в то время 

как эти же микроорганизмы в биопленках име-

ли МПК меропенема in vitro в концентрациях 

от 128 до 512 мг/л и выше. Было определено, что 

у изолятов, проявлявших способность к обра-

зованию слабых биопленок, МПК меропенема 

для бактериальных клеток в составе биопле-

нок превышали МПК для планктонных клеток 

от двух до восьми раз. Для штаммов, способных 

к образованию умеренных и сильных биопле-

нок превышение подавляющих концентраций 

достигало 512 раз (0,5 мг/л для планктонных 

и 256 мг/л для клеток в составе биопленок).

Для всех штаммов было проведено опреде-

ление генов bfmR, csuA/B, ompA, bap и katE, от-

ветственных за регуляцию биопленкообразова-

ния. Результаты представлены в табл. 2.

Все изоляты имели гены bfmR, bap и katE. Ген 

ompA был обнаружен у 94% (n = 16) штаммов, 

а ген csuA/B — у 88% (n = 15).

Популяционная структура изолятов A. bau-

mannii, выделенных из крови и ликвора у детей, 

представлена девятью различными сиквенс-

типами. Один из них ранее не был представлен 

в базе данных МЛСТ (рис. 3).

Сиквенс-типы ST944Oxf, ST1550Oxf и ST1104Oxf 

входят в клональную группу СС944Oxf/СС78Pas 

международной клональной линии ICL6, 

а сиквенс-типы ST450Oxf, ST2063Oxf и ST1102Oxf — 

в клональную группу СС92/СС208Oxf/CC2Pas, 

относящуюся к международной клональной 

линии ICL2.

Рисунок 2. Сравнение МПК меропенема для планктонных и биопленочных культур A. baumannii

Figure 2. Comparison of the MIC of meropenem for planktonic and biofilm A. baumannii cultures
Примечание. Для двух изолятов под номерами 15 и 16 МПК меропенема была определена более 512 мг/л; на рисунке 
эти точки имеют значения 700 мг/л. Ось Х — порядковые номера изолятов. Ось Y — значения МПК меропенема.
Note. For isolate 15 and 16, the MIC of meropenem was determined to be more than 512 mg/l; in the figure, these points have 
values of 700 mg/l. X-axis: ordinal number of isolates. Y-axis: values of the MIC of meropenem.
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Генотипы ST944Oxf, ST1127Oxf, ST1104Oxf, 

ST1550Oxf, ST450Oxf, ST2419Oxf встречались только 

в С1, генотип ST2063Oxf — только в С2, а гено-

типы ST1100Oxf и ST1102Oxf выделялись в обоих 

стационарах с одинаковой частотой.

Продуцентами карбапенемаз группы OXA-

40 были все представители ST944Oxf, ST1104Oxf, 

ST1550Oxf (ICL6), а также карбапенем-резистент-

ный представитель ST450Oxf. Карбапенемазы 

группы OXA-23 были выявлены у всех изолятов 

ST1102Oxf и ST2063Oxf (ICL2).

Способностью к образованию сильной био-

пленки обладал только изолят с новым геноти-

пом ST2419Oxf. Умеренные биопленки образовы-

вали все изоляты ST450Oxf, ST1102Oxf и ST1127Oxf. 

Все штаммы ST944Oxf, ST1100Oxf, ST1104Oxf, 

ST1550Oxf и ST2063Oxf обладали слабой способ-

ностью к биопленкообразованию.

Гены, отвечающие за образование биопле-

нок, встречались у представителей всех девяти 

генотипов. В трех случаях у изолятов отсутство-

вали некоторые из них: csuA/B отсутствовал 

у изолятов генотипов ST1127Oxf и ST2063Oxf, ompA 

отсутствовал у другого представителя ST2063Oxf.

Среди изученных 17 штаммов по итогам ана-

лиза стоит отметить четыре, которые проявили 

устойчивость ко всем используемым в тестиро-

вании антибиотикам. Сводные данные по этим 

образцам представлены в табл. 3.

По результатам оценки клинических дан-

ных изоляты A. baumannii были выделены от де-

тей в возрасте от 5 суток до 17 лет. Медиана воз-

раста — 11 месяцев (5 месяцев; 7 лет 3 месяца). 

Пациенты были разделены на 4 возрастные 

группы: I (0–1 год) — 9 детей (53%), II (1–3 лет) — 

2 ребенка (12%), III (3–7 лет) — 1 ребенок (6%), 

IV (7–17 лет) — 5 детей (29%). Характеристика 

изолятов, выделенных в разных возрастных 

группах, отображена в табл. 4.

Изоляты A. baumannii были выделены у детей, 

которые наблюдались с хирургической патоло-

гией (врожденные пороки сердца — 24%, абдоми-

нальная патология — 29%, тяжелая сочетанная 

травма — 29%) и с соматическими заболевани-

ями, сопровождающимися антибактериальной 

и/или глюкокортикостероидной терапией — 18%.

Из 14 пациентов, от которых была получена 

положительная гемокультура, диагноз сепсис 

был у четверых (29%), три случая завершились 

летально.

В трех случаях положительные высевы A. bau-

mannii были получены из образцов ликвора. 

При этом у двух пациентов стоял диагноз вен-

трикуломенингит, в одном случае был зафикси-

рован летальный исход.

Микробиологическая и клиническая харак-

теристика неблагоприятных исходов отображе-

на в табл. 5.

В трех эпизодах бактериемии с неблагопри-

ятным исходом, ассоциированной A. baumannii, 

возраст пациентов был меньше года, сепсис 

у них развился на фоне хирургической патоло-

гии. Выделенные изоляты A. baumannii прояв-

ляли резистентность минимум к трем группам 

препаратов (карбапенемы, аминогликозиды 

и фторхинолоны) и обладали карбапенемазой 

группы OXA-40. Один из описанных штаммов 

проявлял устойчивость ко всем исследован-

ным антимикробным препаратам (в том числе 

к колистину и бисептолу). В двух случаях ми-

Таблица 2. Наличие генов биопленкообразования у штаммов A. baumannii

Table 2. Presence of biofilm formation genes in A. baumannii strains

Интенсивность биопленки

Biofilm intensity

Гены, ассоциированные с образованием биопленок

Genes associated with biofilm formation
bfmR csuA/B ompA bap katE

Слабая/Weak (n = 10) 10 9 9 10 10

Умеренная/Moderate (n = 6) 6 5 6 6 6
Сильная/Strong (n = 1) 1 1 1 1 1

Рисунок 3. Генотипическая структура изолятов 

A. baumannii, выделенных из крови и ликвора 

у детей

Figure 3. Genotypic pattern of A. baumannii isolates 
obtained from blood and cerebrospinal fluid of children
 Примечание. Темным цветом обозначены 
изоляты, резистентные к карбапенемам, светлым — 
чувствительные. Секторами обозначено количество 
изолятов в генотипе.
Note. Dark and light color indicates isolates resistant 
or sensitive to carbapenems, respectively. Sectors indicate 
the number of isolates in the genotype.
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кроорганизмы обладали слабой способностью 

к образованию биопленок, в одном — умерен-

ной. В одном случае A. baumannii определялся 

в пробе ликвора 17-летнего пациента, у кото-

рого вентрикуломенингит развился на фоне 

хирургичес кой патологии.

Изолят ацинетобактера, выделенный в этом 

случае, проявлял устойчивость к карбапене-

мам, аминогликозидам, фторхинолонам и би-

септолу, не имел карбапенемаз и обладал сла-

бой способностью к биопленкообразованию. 

Во всех случаях, закончившихся летально, были 

определены разные сиквенс-типы A. baumannii: 

ST1104, ST1100, ST944, ST450.

Обсуждение

Результаты этого исследования отражают 

серьезную проблему, которую представляют 

собой инфекции кровотока и ЦНС, вызван-

ные множественно-резистентными изолятами 

A. baumannii. Более половины исследованных 

нами штаммов ацинетобактера проявили рези-

стентность к трем и более классов антибиотиков. 

Около четверти изолятов проявили резистент-

ность ко всем исследованным антибиотикам, 

в том числе к колистину. Эта тенденция не мо-

жет не вызывать опасений по поводу дальней-

ших перспектив в лечении инфекций, вызван-

ных нозокомиальными штаммами A. baumannii. 

Наши данные по резистентности в отношении 

большинства групп препаратов совпадают с ре-

зультатами многоцентрового исследования на-

ших турецких коллег, у которых резистентность 

к этим же группам препаратов составила более 

90%. В то же время резистентность к колистину 

в данном исследовании значительно ниже, чем 

в нашем — около 1% [9]. Резистентность к кар-

бапенемным антибиотикам в нашем исследова-

нии сопоставима с данными многоцентрового 

исследования «МАРАФОН 2015–2016» и соста-

вила около 70% [1].

Гены OXA-51 встречаются в природе в гено-

ме A. baumannii, недавно они были обнаруже-

ны у других представителей рода Acinetobacter, 

проявляющих устойчивость к карбапенемам. 

Обнаружение OXA-51-подобного гена может 

быть использовано в качестве дополнительной 

идентификации A. baumannii до вида [29]. У всех 

исследованных нами изолятов ацинетобактера 

был обнаружен OXA-51-подобный ген.

По данным зарубежных коллег, у ацинето-

бактера часто встречаются металло-β-лакта-

мазы [24], однако в нашем исследовании ре-

зистентность к карбапенемам была связана 

с наличием карбапенемаз группы D (OXA-23 

подобные и OXA-40 подобные). В отличие 

от результатов китайских [30] и немецких кол-

лег [48], в нашем исследовании преобладают Т
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OXA-40-подобные карбапенемазы (41%), OXA-

23-подобных обнаружено только 24%. В то 

же время наши данные по распространенно-

сти карбапенемаз согласуются с результата-

ми, полученными коллегами из Польши [37], 

Испании [54] и России [1].

Среди множества факторов вирулентности 

способность к образованию биопленок — одна 

из основных, определяющих патогенность 

A. baumannii [32]. Все изоляты ацинетобактера, 

выделенные из крови и ликвора, в нашем иссле-

довании способны к образованию биопленок 

разной интенсивности, что соотносится с пре-

дыдущими данными [23].

Обычно клинические штаммы A. baumannii 

образуют сильные биопленки [45, 57]. Для из-

ученных нами штаммов было характерно об-

разование биопленок слабой интенсивности. 

Наличие генов, ответственных за продук-

цию биопленок, согласно предыдущим ис-

следованиям, коррелирует с интенсивностью 

биопленко образования [5, 7]. Несмотря на на-

личие практически у всех изученных нами 

штаммов четырех и более генов, отвечающих 

за биопленкоообразование (bfmR, csuA/B, ompA, 

bap, katE), менее половины изолятов оказались 

способны к образованию сильных и умеренных 

биопленок (7/17).

Таблица 4. Характеристика изолятов A. baumannii в разных возрастных группах

Table 4. Characteristics of A. baumannii isolates in different age groups

Группы

Groups
Параметры

Parameters

Группа 1: 
дети до 1 года

Group 1: 
children under 1 year

(n = 9)

Группа 2: 
от 1 до 3 лет

Group 2: 
from 1 to 3 years

(n = 2)

Группа 3: 
от 3 до 7 лет

Group 3:
from 3 to 7 years

(n = 1)

Группа 4: 
от 7 до 17 лет

Group 4:
from 7 to 17 years 

(n = 5)

Карбапенемазы

Carbapenemases
OXA-23 – 2 – 2
OXA-40 5 – – 2

Интенсивность 
биопленок

Biofilm intensity

Слабая/Weak 5 – – 5
Умеренная/Moderate 4 2 – –

Сильная/Strong – – 1 –

Генотипы (STОxf)

Genotypes (STОxf)

450 (n = 3)
944 (n = 2)
1104 (n = 2)

1127
1100

1102 (n = 2) 2419 1100
1104
1550

2063 (n = 2)

Таблица 5. Характеристика случаев бактериемии и инфекции ЦНС, ассоциированных c A. baumannii, 

с летальным исходом

Table 5. Characteristics of bacteremia and CNS infection cases associated with A. baumannii, with lethal outcome

Номер 
изолята

Isolate 
number

Возраст 
пациента

Patient’s 
age

Локус

Locus
Патология

Pathology

Фенотип 
резистентности

Resistance 
phenotype

Карбапенемазы

Carbapenemases
Биопленки

Biofilms
ST

46-3145
1 месяц

1 month

Кровь 
ЦВК

CVC 
Blood

Хирургическая, 
ВПС + сепсис

Surgical, CHD + sepsis

CAR, AMI, FQL, 
STX

OXA-40 L 1104

56-1520
7 месяцев

7 months

Кровь 
ЦВК

CVC 
Blood

Хирургическая, АП + 
сепсис

Surgical, AP + sepsis

CAR, AMI, FQL, 
STX, COL

OXA-40 L 944

79-784
17 лет

17 years 
Ликвор

Liquor

Хирургическая, 
ТСТ + 

вентрикуломенингит

Surgical, SCI + 
ventriculomeningitis

CAR, AMI, FQL, 
STX

– L 1100

87-190
8 месяцев

8 months
Кровь

Blood

Хирургическая, 
ВПС + сепсис

Surgical, CHD + sepsis
CAR, AMI, FQL OXA-40 М 450

Примечание. ВПС — врожденный порок сердца, АП — абдоминальная патология, ТСТ — тяжелая сочетанная травма, L — слабая биопленка, 
М — умеренная биопленка, CAR — карбапенемы, AMI — аминогликозиды, FQL — фторхинолоны, STX — триметоприм/сульфаметоксазол, 
COL — колистин, ST — сиквенс-тип.
Note. CHD — congenital heart disease, AP — abdominal pathology, SCI — severe combined injury, L — weak biofilm, M — moderate biofilm, 
CAR — carbapenems, AMI — aminoglycosides, FQL — fluoroquinolones, STX — trimethoprim/sulfamethoxazole, COL — colistin, ST — sequence type.
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Основная масса генотипов, полученных в на-

шем исследовании, относится к двум междуна-

родным клональным линиям высокого риска 

ICL2 и ICL6. Это согласуется с предыдущими 

исследованиями наших российских коллег [1]. 

По данным базы МЛСТ, генотипический состав 

A. baumannii, выделенных из крови и ликвора 

в нашем исследовании, значительно отличается 

от такового в Китае, Японии [25], Дании [19].

Описывается, что штаммы международной 

клональной группы СС92/СС208Oxf/CC2Pas 

(ICL2) наиболее часто способны вызывать бак-

териемию у пациентов [18]. В нашем исследо-

вании к клональной линии ICL2 относились 

7 изолятов (41%).

Acinetobacter spp. чаще всего вызывает ин-

фицирование пациентов, подвергшихся ин-

вазивным вмешательствам (катетеризация, 

интубация трахеи), имеющих травматическое 

или хирургическое повреждение кожных по-

кровов, длительно применявших антимикроб-

ные препараты широкого спектра действия, 

особенно пациентов с травмами и в отделени-

ях интенсивной терапии [16]. Наиболее рас-

пространенными инфекциями, связанными 

с A. baumannii, в клинике являются нозокоми-

альная пневмония и бактериемия. Фактором, 

провоцирующим возникновение пневмоний, 

может быть наличие у пациентов эндотрахеаль-

ных трубок и высокая способность A. baumannii 

к их колонизации [52]. Инфекции кровотока, 

как правило, связаны с наличием центрально-

го венозного катетера или очагов инфекции, 

способствующих диссеминации патогена [2]. 

Менингиты, ассоциированные A. baumannii, 

обычно возникают после операций или при на-

личии вентрикулостомы [56].

В нашем исследовании наблюдались пациен-

ты с хирургической патологией (53%), с тяжелыми 

сочетанными травмами (29%), а также с сомати-

ческими заболеваниями, сопровождаю щимися 

длительной антибактериальной и/или глюкокор-

тикостероидной терапией (18%). Во всех случаях 

они находились в отделении реанимации и ин-

тенсивной терапии.

Сообщается, что уровень смертности при ин-

фекциях кровотока, ассоциированных A. bau-

mannii, колеблется от 28 до 43% [11]. В то же вре-

мя данные некоторых исследователей еще более 

тревожны: свыше 60% в Израиле [46] и Бра-

зилии [31]. В нашем исследовании около четвер-

ти случаев бактериемии и инфекции ЦНС, вы-

званных A. baumannii, имели неблагоприятный 

исход.

Выводы

Проведенный анализ показал, что инфек-

ции кровотока и ЦНС, ассоциированные 

с A. baumannii, имеют большое значение особен-

но в отделениях реанимации и интенсивной те-

рапии. A. baumannii способен длительное время 

сохраняться в организме человека и на поверх-

ностях окружающей среды, в первую очередь 

больничной, а также обладает огромным по-

тенциалом антибиотикорезистентности и ви-

рулентности, способствуя высокой заболевае-

мости и смертности пациентов.
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RISK ASSESSMENT OF FIRST-LINE TREATMENT 

FAILURE IN UNTREATED HIV PATIENTS 

IN NORTHWESTERN FEDERAL DISTRICT 

OF THE RUSSIAN FEDERATION

A.N. Schemeleva, Yu.V. Ostankovaa, D.E. Valutitea, E.N. Serikovaa, E.B. Zuevaa, A.V. Semenovb, 

A.A. Totoliana

a St. Petersburg Pasteur Institute, St. Petersburg, Russian Federation
b Federal Research Institute of Viral Infections “Virome” of Rospotrebnadzor, Ekaterinburg, Russian Federation

Abstract. The HIV infection epidemic in Russia continues to evolve, and HIV infection cases have been registered in all 

territorial entities of the Russian Federation. 2021 Treatment coverage was 82.2% and 56.4% individuals under dispensary 

observation and living with diagnosed HIV infection. 79.9% receiving ART subjects were shown to achieve undetectable 

viral load. Highly active antiretroviral therapy (HAART) currently represents a combination of three (less frequently four) 

antiretroviral drugs targeting pathways involved in various stages of HIV replication in vivo. Treatment failure is a problem 

facing doctors and patients using HAART. The most common cause of therapeutic failure is the development of HIV drug 

resistance. The emergence of resistance is associated with processes involving mutation occurring in the viral genome 

influenced by evolutionary factors. Therefore, it is important clinically and programmatically to learn more about the rate 

of first-line treatment failure, the rate of switching to a second-line ART regimen, and to identify patients at risk to develop 

strategies for preventing development of further failure cases. The study was aimed at analyzing ineffectiveness of first-line 

ART therapy in patients in Northwestern Federal District of the Russian Federation. Materials and methods. Sequencing 

reactions were performed using the AmpliSens HIV Resist-Seq. Assembly of consensus sequences from fragments obtained 

during sequencing was carried out using Unipro UGENE software. Isolate genotyping was performed using the MEGA-X 

software with the Neighbor-joining algorithm. Results. The HIV pol genes in 239 patients with first-line ART failure and 

100 naïve patients were sequenced; all sequences genotyped as HIV-1 subsubtype A6. According to analysis, 82% of patients 

had at least one significant mutation associated with drug resistance for the corresponding viral subtype. In total, we 

encountered 87 different drug resistance mutations. Conclusion. We have shown increased proportion of patients with 

first-line ART failure among all patients with treatment failure. The main cause for such changes is probably related to the 

prevalence of primary drug resistance, estimated here at 8%. Specific differences were found between drug resistance 

mutation profiles in patients without suppressed viral load and patients with virological breakthrough. The overall results 

of the study indicate a need to diagnose and characterize HIV drug resistance prior to initiation of therapy in order to avoid 

ineffective first-line antiretroviral treatment.

Key words: HIV, recombinant forms of HIV, HIV drug resistance, laboratory diagnostics.
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РИСК НЕЭФФЕКТИВНОСТИ ТЕРАПИИ ПЕРВОЙ ЛИНИИ У ПАЦИЕНТОВ С ВИЧ 

В СЕВЕРО-ЗАПАДНОМ ФЕДЕРАЛЬНОМ ОКРУГЕ РОССИИ

Щемелев А.Н.1, Останкова Ю.В.1, Валутите Д.Э.1, Серикова Е.Н.1, Зуева Е.Б.1, Семенов А.В.2, Тотолян А.А.1

1 ФБУН НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера, Санкт-Петербург, Россия
2 ФБУН Федеральный научно-исследовательский институт вирусных инфекций «Виром» Федеральной службы 

по надзору в сфере защиты прав потребителей и благополучия человека, г. Екатеринбург, Россия

Резюме. Введение. Эпидемия ВИЧ-инфекции в России продолжает развиваться, случаи ВИЧ-инфекции за-

регистрированы во всех субъектах Российской Федерации. Охват лечением в 2021 г. составил 82,2% от числа 

находящихся на диспансерном наблюдении и 56,4% от всех лиц с ВИЧ-инфекцией. У 79,9% получавших АРТ, 

была достигнута неопределяемая вирусная нагрузка. Высокоактивная антиретровирусная терапия (ВААРТ) 

в настоящее время представляет собой комбинацию трех (реже четырех) антиретровирусных препаратов; эти 

пути-мишени участвуют в различных стадиях репликации ВИЧ в организме. Неэффективность лечения — 

проблема, с которой сталкиваются врачи и пациенты, применяющие ВААРТ. Наиболее распространенной 

причиной терапевтической неудачи является развитие лекарственной устойчивости ВИЧ. Возникновение 

резистентности связано с процессами, сопровождающимися мутациями, происходящими в вирусном гено-

ме под влиянием эволюционных факторов. Таким образом, важно больше узнать о частоте неудач лечения 

первого ряда, частоте перехода на схему АРТ второго ряда, а также определить, какие пациенты подверже-

ны риску, чтобы разработать стратегии предотвращения случаев неэффективности. Цель работы — про-

анализировать неэффективность терапии первой линии у больных в Северо-Западном федеральном округе 

России. Материалы и методы. Реакции секвенирования проводили с использованием AmpliSens HIV Resist-

Seq. Сборку консенсусных последовательностей из фрагментов, полученных при секвенировании, проводили 

с помощью программного обеспечения Unipro UGENE. Генотипирование изолятов проводили с помощью 

программы MEGA-X с использованием алгоритма Neighbor-joining. Результаты. Были получены последова-

тельности гена pol 239 пациентов с неэффективностью АРТ первой линии и 100 пациентов, ранее не полу-

чавших АРТ; все последовательности генотипированы как суб-субтип A6. Согласно анализу, у 82% пациентов 

была хотя бы одна значимая мутация, связанная с лекарственной устойчивостью для соответствующего под-

типа вируса. Всего мы столкнулись с 87 различными мутациями лекарственной устойчивости. Выводы. Мы 

показали увеличение доли пациентов с неэффективностью АРТ первой линии среди всех пациентов с неэф-

фективностью лечения. Основной причиной этих изменений, вероятно, является распространенность пер-

вичной лекарственной устойчивости, оцененная в этой статье в 8%. Определенные различия были обнаруже-

ны между профилями мутаций лекарственной устойчивости у пациентов без подавления вирусной нагрузки 

и у пациентов с вирусологическим прорывом. Общие результаты работы свидетельствуют о необходимости 

диагностики и характеристики лекарственной устойчивости ВИЧ до начала терапии во избежание неэффек-

тивности антиретровирусной терапии первой линии.

Ключевые слова: ВИЧ, рекомбинантные формы ВИЧ, лекарственная устойчивость ВИЧ, лабораторная диагностика.

Introduction

Human immunodeficiency virus (HIV) is the cause 

of acquired immunodeficiency syndrome (AIDS), 

which is responsible for the deaths of over 38 million 

people [18, 33]. Because there is no cure for HIV, pa-

tients are subject to lifelong therapy, yet when the first 

HIV drugs were introduced, resistance evolved 

in nearly all treated individuals in the first 6 months 

of treatment, sometimes within weeks [13, 27]. This 

drug resistance (DR), often encoded by single muta-

tions conferring strong resistance, led to rebounding 

viral populations and treatment failure [9, 14].

Highly active antiretroviral therapy (HAART), 

introduced in 1995, was expected to prevent the evo-

lution of drug resistance and subsequent treatment 

failure [10]. However, while triple-drug combina-

tion therapies have saved many lives, HIV has con-

tinued to evolve drug resistance all the way up to the 

present [11, 15, 24, 35]. The high mutation rate 

of HIV is critical for its survival during drug thera-

pies. The virus can obtain drug resistance mutations, 

and they are one of the major challenges for effec-

tive HAART. Some drug-resistant viruses are also 

capable of being transmitted, and consequently 

these strains can increase in prevalence as described 

below [2, 4, 17, 36]. Adhering to the ART regimen 

is crucial to achieve and maintain viral suppression 

as well as to prevent further HIV transmission and 

the progression of HIV infection [1, 3]. Furthermore, 

close adherence to ART (over 95% of the time) is re-

quired to achieve full viral load suppression. When 

patients fail to attain the required adherence level, 

they may experience a poorer prognosis, higher mor-

bidity/mortality, or the development of resistance 

to ART [12, 21].

The HIV infection epidemic in Russia continues 

to evolve [32], and HIV infection cases have been 

registered in all territorial entities of the Russian 

Federation. The number of Russian regions with 
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a high prevalence of HIV infection (more than 0.5% 

of the population) reached 34 in 2018. In the first half 

of 2020, 38 126 individuals with antibodies to HIV-

1 were newly identified in Russia. By the end of the 

first half of 2020, 1 094 050 Russians with laborato-

ry-diagnosed HIV infection were known to be living 

in the country [6]. The number of patients receiving 

antiretroviral therapy was 660 821 in 2021. Treatment 

coverage in 2021 was 82.2% of the number of those 

under dispensary observation and 56.4% of the num-

ber of those living with a diagnosis of HIV infection. 

In 527 705 patients, 79.9% of those receiving ART, an 

undetectable viral load was achieved [7].

Therefore, surveillance of the HIV epidemic and 

HIV DR is strongly needed in the region since in-

creased ART coverage and a subsequent increase 

in HIV DR to those drugs used can significantly wors-

en therapeutic effectiveness or make it impossible 

to achieve the goals of the 90–90–90 initiative [34]. 

With this intended rapid scaling up of detection and 

therapy, it is also important to sustain treatment suc-

cess with undetectable viral loads in patients on first-

line ART. Otherwise, failure on first-line regimens 

can lead to a complicated, less tolerable, and more 

expensive second-line ART regimen with fewer drug 

options if drug related toxicities develop.

Therefore, it is important clinically and program-

matically to learn more about the rate of first-line 

treatment failure, the rate of switching to a second-

line ART regimen, and to identify which patients are 

at risk in order to develop strategies to prevent devel-

opment of further failure cases.

The aim of the work was to analyze ineffective-

ness of first-line therapy in patients in Russia’s 

Northwestern Federal District.

Materials and methods

The study was approved by the Ethics Committee 

of the Saint Petersburg Pasteur Institute. It in-

cluded analysis of HIV samples obtained from: 239 

patients with first-line ART failure who contacted 

the Northwestern Federal District AIDS Center 

for diagnostic clarification of drug resistance status 

in the period 2014–2018; and from 100 patients with-

out any history of ART.

Quantitative analysis of HIV RNA was carried out 

with the AmpliSens® HIV-Monitor-FRT commer-

cial kit (Central Research Institute of Epidemiology, 

Russia), with a sensitivity threshold of 500 copies/

ml. Samples with a detectable viral load (VL) were 

analyzed using RT-PCR and Sanger sequencing. 

For reverse transcription and amplification of HIV 

RNA, the RT-PCR-kit-Pro/Rev and PCR-kit-Pro/

Rev commercial kits (Central Research Institute 

of Epidemiology, Russia) were used. Sequencing 

reactions were performed using the AmpliSens® 

HIVResist-Seq kit (Central Research Institute 

of Epidemiology, Russia) according to manufacturer 

instructions, as described earlier [26]. Sequencing 

was carried out using Applied Biosystems 3500 ge-

netic analyzers according to instructions.

Assembly of consensus sequences from fragments 

obtained during sequencing was carried out using 

Unipro UGENE software [8, 22, 25]. The consen-

sus sequence included a 1302 nt region of the poly-

merase (pol) gene encoding protease (PR) and a part 

of reverse transcriptase (RT/OT) in the 2253–3554 nt 

region; coordinates are given for HIV HXB2 in the 

GenBank database (K03455.1). The resulting se-

quences were analyzed for the presence of drug re-

sistance mutations using the Stanford database [31]. 

Sample genotyping was performed using the REGA 

HIV-1 Subtyping Tool 3.0 [23].

The statistical significance of differences was 

determined using the chi-square test (χ2). The level 

of significance (p) adopted in this work was 0.05 

(or 5.0%). Confidence intervals were determined by 

the method of Klopper–Pearson.

Results

Study patients contacted the Northwestern 

Federal District AIDS Center for diagnostic clarifi-

cation of drug resistance status over the 2014–2018 

period. The proportion of patients with first-line 

ART failure (among all patients with ART failure) 

was not the same across years (Fig. 1).

The HIV pol genes of 239 patients with first-line 

ART failure were sequenced; all sequences geno-

typed as HIV-1 subsubtype A6. According to analy-

sis, 82% (82% NRTI, 72% NNRTI) of patients had 

at least one significant mutation associated with drug 

resistance for the corresponding viral subtype. In to-

tal, we encountered 87 different drug resistance mu-

tations (49 NRTI, 38 NNRTI). The most common 

mutations in patients are presented in Table 1.

The HIV pol genes of 100 patients with no history 

of ART were sequenced; all sequences genotyped as 

HIV-1 subsubtype A6. Viral genomes from 8 sub-

jects (8%, 95% CI 3.52–15.16%) were found to har-

bor resistance-conferring mutations to NRTIs. Four 

Figure 1. 2014–2018 proportion of patients with 

first-line ART failure
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of these were found to harbor mutations associated 

with zidovudine resistance. All significant drug re-

sistance mutations encountered were found in sin-

gle cases: K70E; K70R; D67N; L74; and M184V 

(in combination with NNRTI-related resistance mu-

tations V106M and G190S). An isolated amino acid 

substitution, D67N, was found in one sample; it is as-

sociated with resistance to zidovudine only in com-

bination with other resistance-conferring mutations 

(i.e., M41L, K70R, and T215Y). A62V (n = 4) was 

identified by itself (3 samples) and once in combi-

nation with an NNRTI resistance mutation, V179D 

(1 sample).

Discussion

We draw attention here to the fact of an increase 

in the number of patients experiencing ineffectiveness 

with 1st line ART. Federal AIDS Center reports also 

point to the insufficient effectiveness of ART. In only 

80% of those receiving ART was an undetectable vi-

ral load achieved [7]. This trend is likely associated 

with an increase in the prevalence of primary HIV 

drug resistance in Russia, which is 5–7% according 

to various estimates [16].

A similar prevalence of primary drug resistance 

was obtained in this study. Moreover, the most com-

mon DR mutations in naive patients are multiple 

drug resistance to drugs of the NRTI and NNRTI 

classes, which are most often the main first-line 

ART. The pattern of DR mutations among patients 

with first-line ART failure is consistent with the most 

common resistance mutations described in the litera-

ture [19, 29].

However, there is significant heterogeneity in the 

occurrence of some mutations within the study group. 

Conventionally, the group can be divided into two 

subgroups: the first — patients who did not achieve 

viral load suppression (n = 124); and the second — 

patients in whom the viral load was suppressed, af-

ter which there was a virological breakthrough, i.e., 

a growth in viral load (n = 115). Comparison of these 

subgroups revealed a difference in the occurrence 

of some significant drug resistance mutations (Fig. 2). 

For individual mutations, differences in occurrence 

reached statistical significance (p < 0.05) (Table 2).

The most characteristic mutations for patients 

in the first group (inadequate suppression) were K65R, 

Y181C, and Y115F. In the second group (inadequate 

suppression with breakthrough), they were M184V, 

D67N, K103N, and T215Y. Accordingly, for patients 

who experienced a virological breakthrough after long-

term use of one ART regimen, thymidine analogue 

resistance mutations (TAM) were more common, 

as well as the K103N NNRTI resistance mutation. 

For patients who initially failed therapy, mutations 

to non-thymidine nucleoside analogues and NNRTI 

resistance mutation Y181C were seen.

Table 1. Prevalence and description of drug resistance mutations in the studied HIV-1 samples using 

the Stanford HIVdb Program (https://hivdb.stanford.edu/hivdb/by-mutations)

Mutation
Percentage (95% 

confidence interval)
Description

M184V
53%

(46.59–59.34%)
M184V/I causes high-level resistance to 3TC and FTC, and low-level resistance 
to ddI and ABC.

G190S
37%

(30.98–43.33%)
G190S is a nonpolymorphic mutation causing high-level resistance to NVP and EFV 
(> 50-fold reduced susceptibility).

K101E
24%

(18.82–29.81%)

K101E is a nonpolymorphic mutation causing intermediate resistance to NVP 
(~5-fold reduced susceptibility) and low-level resistance (~2-fold reduced 
susceptibility) to EFV, ETR and RPV.

K65R
23%

(17.91–28.74%)

K65R causes intermediate/high-level resistance to TDF, ddI, ABC and d4T 
(2 to 3-fold reduced susceptibility) and low to intermediate-level resistance to 3TC 
and FTC (5 to 7-fold reduced susceptibility). K65R increases susceptibility to AZT.

A62V
15%

(10.79–20.07%)

A62V is an accessory mutation that often occurs in combination with 
the multinucleoside resistance mutations K65R or Q151M. Alone it does not reduce 
NRTI susceptibility. A62V is widespread in subtype A viruses in former Soviet Union 
countries but is otherwise nonpolymorphic.

Y181C
14%

(9.92–18.96%)

Y181C is a nonpolymorphic mutation selected in patients receiving NVP, ETR and 
RPV. Although Y181C itself reduces EFV susceptibility by as few as 2-fold, it is 
associated with a reduced response to EFV-containing regimen because viruses 
with this mutation often harbor additional minority variant NNRTI resistance 
mutations.

K103N
11%

(7.38–15.59%) K103N is a nonpolymorphic mutation causing high-level resistance to NVP and EFV

E138A
11%

(7.38–15.59%)
E138A is a common polymorphic accessory mutation weakly selected in patients 
receiving ETR and RPV.

L74V
9%

(5.73–13.29%)

L74V/I cause high-level resistance to ddI and intermediate-level resistance to ABC. 
L74V increases susceptibility to AZT and TDF, but this increase is of uncertain 
clinical significance.
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It is interesting that M184V (the most common 

mutation both in the study group and in patients with 

HIV DR generally) was significantly more common 

among patients who have experienced a virological 

breakthrough. Apparently, mutations causing DR 

were obtained mainly before initiation of treatment 

in the first group. In such cases (before treatment), 

probably only those mutations that are least associ-

ated with impaired replication remain in the viral 

genome. In the absence of selective drug pressure, 

mutations which negatively affect replication have 

no competitive advantage and likely self-eliminate 

in the viral population. With ART, however, their 

ability to confer resistance and permit replication at 

all likely outweighs their detriment to replication.

However, this assumption casts doubt on the 

fact that TAM and the M184V mutation were also 

detected among naive patients in this study. In this 

light, additional studies are required to establish 

the causes of differences in the mutation profiles 

in the studied subgroups. It is worth noting dif-

ferences in the occurrence of the A62V mutation 

in the different study groups. Among naive pa-

tients, the occurrence of this mutation was 4%, yet 

among patients with ART failure, it reached 15%. 

At the same time, in ART failure subgroups 1 and 

2, the prevalence of this mutation was also different: 

12% and 22%, respectively. This difference does not 

reach statistical significance (χ2 (Yates) = 3.319, p = 

0.069), but it closely approaches it.

HIV-1 reverse transcriptase (RT), the enzyme 

responsible for converting the single-stranded viral 

RNA genome into its double-stranded DNA coun-

terpart, can acquire an A62V amino acid substitution. 

This is known to be associated with multidrug resist-

ance, but is not a resistance-conferring mutation by 

itself [28, 30]. It is known that the A62V mutation 

alone can significantly increase viral mutation fre-

quency [5, 20], while negatively impacting replicative 

capacity and viral fitness in the absence or presence 

of AZT. The fact that differences in A62V occurrence 

did not reach significance may be due to insufficient 

sample sizes. Nevertheless, the current trend may 

suggest that presence of this mutation is associated 

with an increased risk of virological breakthrough 

in patients and subsequent higher mortality rates.

Conclusion

We have shown an increase in the proportion 

of patients with first-line ART failure among all 

patients with treatment failure. The main reason 

for these changes is probably the prevalence of pri-

mary drug resistance, estimated in this paper at 8%. 

Specific differences were found between drug resist-

ance mutation profiles in patients without viral load 

suppression and patients with virological break-

through. A possible connection between the A62V 

mutation and the likelihood of a virological break-

through was found. The overall results of the work 

indicate the need to diagnose and characterize 

HIV drug resistance before initiation of therapy 

in order to avoid ineffective first-line antiretroviral 

treatment.

Table 2. Mutations with significant differed 

prevalence between patients achieving no viral 

load suppression and virological breakthrough

Mutation

Patients 
achieving 

no  viral load 
suppression

Patients with 
virological 

breakthrough

χ2

(Yates)
p-value

K65R 45% 5% 47.494 < 0.001

M184V 46% 69% 11.658 < 0.001

Y181C 29% 8% 16.196 < 0.001

Y115F 13% 2% 9.135 < 0.001

D67N 2% 13% 8.306 0.004

K103N 7% 19% 6.636 0.012

T215Y 1% 8% 5.687 0.018

Figure 2. Heterogeneity in distribution of drug resistance mutations in patients with first-line ART failure
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НЕСПЕЦИФИЧЕСКИЙ ИНТРАТЕКАЛЬНЫЙ 

СИНТЕЗ ИММУНОГЛОБУЛИНОВ 

У ПАЦИЕНТОВ С CИФИЛИТИЧЕСКОЙ 

ИНФЕКЦИЕЙ

М.В. Пономарева, Н.К. Левчик, Н.В. Зильберберг

ГБУ Свердловской области Уральский научно-исследовательский институт дерматовенерологии и иммунопатологии, 

г. Екатеринбург, Россия

Резюме.  Интратекальный синтез иммуноглобулинов имеет место при различных видах инфекционной и не-

инфекционной воспалительной патологии ЦНС, в том числе при поражении ЦНС при сифилитической ин-

фекции (нейросифилисе). Одной из проблем диагностики и контроля лечения нейросифилиса является факт 

длительно (до нескольких лет) сохраняющегося интратекального синтеза антител («серологического шрама») 

после терапии у части пациентов. Целью настоящего исследования являлось тестирование гипотезы о том, 

что длительно текущее хроническое воспаление в ЦНС, вызванное сифилитической инфекцией, может быть 

триггером неспецифического гуморального иммунного ответа, а феномен «серологического шрама» после 

перенесенного нейросифилиса может быть результатом неспецифической активации В-клеток ЦНС в от-

сутствие антигена. Инструментом для детекции неспецифической стимуляции антител-продуцирующих 

клеток в ЦНС является так называемая MRZ-реакция, одновременный интратекальный синтез антител, 

определяемый как повышенный антительный индекс против нейротропных вирусов, таких как вирус кори 

(measles, M), краснухи (rubella, R) или варицелла-зостер вирус (varicella zoster virus, Z). Положительная MRZ-

реакция в нев рологии поддерживает диагностику хронического или аутоиммунного заболевания с участием 

ЦНС и является хорошо известным феноменом при рассеянном склерозе, однако малоизучена при нейро-

инфекциях, в том числе нейросифилисе. В исследование были включены 147 пациентов с поздними стадия-

ми сифилиса, серопозитивных к нейротропным вирусам MRZ. Основываясь на клинико-анамнестических 

и лабораторных данных, диагноз «нейросифилис» был установлен 43 пациентам, исключен — 88 пациентам, 

16 пациентов поступили для проведения контрольной люмбальной пункции после проведенного лечения 

нейросифилиса (7 месяцев — 5 лет). В парных образцах цереброспинальной жидкости (ЦСЖ) и крови, поми-

мо диагностических тестов, проведено количественное определение общих иммуноглобулинов, альбумина, 

вирус- и Treponema pallidum-специфических антител. Оценка интратекального синтеза антител проводилась 

по методологии, предложенной Н. Reiber. В целом, в обследованной когорте (n = 147) 27 пациентов (18%, 95% 

доверительный интервал (ДИ) 12–25%) имели положительную MRZ-реакцию, то есть антительный индекс 

≥ 1,5 для одного, двух или трех вирусов, би- и триспецифическая MRZ-реакция присутствовала у 7 из 147 па-

циентов (5%, 95% ДИ: 2–10%). Не было статистически значимых различий между перечисленными категория-

ми пациентов, наличие положительной MRZ-реакции не было связано с какими-либо демографическими, 

клиническими и лабораторными характеристиками. Полученные данные свидетельствуют в пользу того, что 
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частота неспеци фических иммунных реакций в ЦНС при сифилитической инфекции соответствует частоте 

в общей популяции и отвергают гипотезу о возможности формирования полиспецифического интратекаль-

ного синтеза антител при хронических нейроинфекциях.

Ключевые слова: интратекальный синтез иммуноглобулинов, MRZ-реакция, нейросифилис, сифилис, антительный индекс, 

цереброспинальная жидкость, нейротропные вирусы.

INTRATHECAL NONSPECIFIC IMMUNOGLOBULIN SYNTHESIS IN SYPHILITIC INFECTION

Ponomareva M.V., Levchik N.K., Zilberberg N.V.

Urals Institute of Dermatovenereology and Immunopathology, Yekaterinburg, Russia

Abstract. Intrathecal Ig synthesis is one of the characteristic laboratory features of neurosyphilis (caused by Treponema 

pallidum subspecies pallidum able to affect the central nervous system (CNS), but a persisting pathogen-driven immune 

response is problem of scar effect. This long-term Ig production within the CNS compartment even after timely and 

proper treatment remains unexplored. We hypothesized that a long-term current chronic inflammation in the CNS 

caused by syphilitic infection can be a trigger of nonspecific humoral immune response and the scar effect may result 

from non-specific B cell activation within the CNS in the absence of antigens. The MRZ reaction is a laboratory tool 

for detection of intrathecal nonspecific humoral immune reaction, which is poorly investigated in syphilis patient. 

The MRZ reaction (MRZR) is used as a marker of intrathecal nonspecific humoral immune response and is composed 

of the three antibody indices (AI) against neurotropic viruses: measles, rubella and varicella zoster virus. A positive 

MRZR, defined as an elevated AIs (> 1.5) against at least one or more viral agents, confirms diagnosis of a chronic 

or autoimmune disease involving CNS recently declared as a highly specific marker of multiple sclerosis. Insufficient 

data on neuroinfections motivated us to examine a hypothesis that a long-term chronic inflammation within 

the CNS compartment caused by syphilitic infection may be a trigger of intrathecal nonspecific humoral immune 

response. We assessed prevalence of positive MRZR in 147 patients with later-stage syphilis seropositive for MRZ 

viruses. Study group included 43 patients with first-time diagnosed neurosyphilis, 16 patients with a follow-up visit 

after neurosyphilis treatment, 88 patients with excluded neurosyphilis. There were no significant differences between 

categories of patients examined, and presence of positive MRZR was not associated with any demographic, clinical and 

laboratory characteristics. To sum up, our study (n = 147) showed that 27 patients (18%, 95% CI: 12–25% ) were positive 

for intrathecal Ig production against one, two or three of the M, R, Z viruses, and bi- and tri-specific MRZR was 

present in 7 of 147 patients (5%, 95% CI: 2–10%). The data obtained evidence that frequency of the MRZR for syphilitic 

infection matches that of found in general population and a long-term current syphilitic infection affecting CNS seems 

to not be a trigger of a nonspecific intrathecal immune response. Among our patients, we also selected 43 patients with 

previously treated syphilitic infection without any neurological symptoms and excluded neurosyphilis diagnosis, so 

these patients can be considered as an apparently healthy group.

Key words: intrathecal Ig synthesis, MRZ reaction, neurosyphilis, syphilis, antibody indices, cerebrospinal fluid, neurotropic viruses.

Введение

Сифилис — инфекционное заболевание 

(возбудитель Treponema pallidum подвид pallidum), 

характеризующееся поражением всех органов 

и систем организма и волнообразной сменой 

активных проявлений периодами скрыто про-

текающей инфекции, длительное течение ко-

торого приводит к тяжелым и необратимым по-

следствиям. Нейросифилис — общее название 

разнообразных клинических форм поражения 

нервной системы сифилитической этиологии. 

Длительный преклинический период, разноо-

бразие клинических и нейровизулизационных 

проявлений нейросифилиса, включая неспец-

ифические симптомы, существование асим-

птомных форм определяют важную роль лабо-

раторного исследования цереброспинальной 

жидкости (ЦСЖ) в диагностике нейросифили-

са [3, 4, 5, 6].

В основе ликвородиагностики нейроинфек-

ций лежит детекция иммунного ответа в заба-

рьерном пространстве центральной нервной 

системы (ЦНС) [9]. Продукция иммуногло-

булинов в пределах мозговых оболочек ЦНС 

(интратекальный синтез иммуноглобулинов) 

становится возможной при наличии в ЦНС 

очага хронического воспаления. В литературе 

описаны следующие возможные пути инициа-

ции антителопродукции [17]. Во-первых, это 

может быть результатом миграции В-клеток, 

находящихся в терминальной стадии диффе-

ренцировки (плазмоцитов), в места воспале-

ния независимо от их антигенной специфич-

ности и наличия сформированной эктопичес-

кой лимфоидной ткани. Во-вторых, это может 

быть результатом Т-зависимой дифференциа-

ции В-клеток памяти в антителопродуцирую-

щие клетки, сопровождающейся соматической 

гипермутацией Ig-генов. Данные процессы 
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происходят при воспалении в присутствии ан-

тигена на территории ЦНС и не требуют на-

личия организованной лимфоидной ткани. 

В-третьих, длительно существующие воспа-

лительные инфильтраты образуют структуры, 

напоминающие по функции и архитектуре 

лимфатические узлы, — так называемые тре-

тичные лимфоидные органы [10]. Присутствие 

данных структур позволяют предположить 

возможность антигенной презентации инфек-

ционного агента наивным Т- и В-лимфоцитам 

в непосредственной близости от места предпо-

лагаемого внедрения, предотвращая его дис-

семинацию. Регистрация в ЦСЖ В-клеточной 

популяции с фенотипом центробластов (CD19+

CD38high+CD77+Ki67+Bcl-2–) [13], типичным для 

герминальных центров вторичных лимфоид-

ных органов, подтверждает возможность дан-

ного механизма развития гуморального иммун-

ного ответа на территории ЦНС. В-четвертых, 

В-клетки памяти могут дифференцироваться 

в антителопродуцирующие клетки в результате 

антигеннезависимой активации, при учас тии 

Т-клеток и Toll-рецепторов на В-клетках. В ре-

зультате данной активации возможен интра-

текальный синтез антител различной специ-

фичности одновременно [17]. Таким образом, 

суммируя вышесказанное, на территорию ЦНС 

В-лимфоциты попадают из системной цирку-

ляции в основном на стадии дифференциров-

ки плазмобластов или В-лимфоцитов памяти. 

В-клетки памяти могут дифференцироваться 

в антителопродуцирующие клетки под действи-

ем антигена в присутствии Т-лимфоцитов как 

на территории эктопической лимфоидной тка-

ни (фолликулоподобные структуры), так и вне 

нее. Кроме того, возможна стимуляция диффе-

ренцировки В-клеток памяти в плазмобласты 

в отсутствие антигенов, при так называе мой не-

специфической активации.

Интратекальный синтез иммуноглобули-

нов имеет место при различных видах инфек-

ционной и неинфекционной воспалительной 

патологии ЦНС [1, 2, 9, 19]. Несмотря на то что 

факт интратекального синтеза иммуноглобу-

линов не вызывает сомнений, природа и меха-

низм длительной стимуляции плазматических 

клеток до сих пор не известны. Кроме того, не-

ясна причина и клиническое значение факта 

длительно сохраняющегося интратекального 

синтеза иммуноглобулинов (от нескольких ме-

сяцев до нескольких лет) после терапии у части 

пациентов, в том числе после антибиотикотера-

пии («шрам-эффект») нейросифилиса [3, 4, 5, 6, 

7, 8, 12, 19]. На сегодняшний день остается от-

крытым вопрос о причинах данного феномена: 

является ли он следствием прямой антигенной 

стимуляции либо это результат неспецифичес-

ких реакций на территории ЦНС.

Инструментом для детекции неспецифи-

ческой стимуляции антител-продуцирующих 

клеток на территории ЦНС является так назы-

ваемая MRZ-реакция, одновременный интра-

текальный синтез антител против нейротроп-

ных вирусов, таких как вирус кори (measles, 

M), краснухи (rubella, R) или варицелла-зостер 

вирус (varicella zoster virus, Z). Положительная 

MRZ-реакция в неврологии поддерживает диа-

гностику хронического или аутоиммунного за-

болевания с участием ЦНС и является хорошо 

известным феноменом при рассеянном скле-

розе [2, 16]. Следует подчеркнуть, что выработ-

ка MRZ-антител не связана с интратекальной 

репликацией самих вирусов, что было под-

тверждено данными ПЦР-исследований ЦСЖ 

пациентов. Предполагается, что продукция 

этих антител является результатом повторной 

активации В-клеток памяти, специфичных 

к данным вирусам, и, таким образом, вторич-

ный иммунный ответ отражает индивидуаль-

ный анамнез перенесенных заболеваний или 

вакцинаций [1].

Целью настоящего исследования являлось 

тестирование гипотезы о том, что длительно 

текущее хроническое воспаление в ЦНС, вы-

званное сифилитической инфекцией, может 

быть триггером неспецифического гумораль-

ного иммунного ответа, а феномен «серологи-

ческого шрама» после перенесенного нейроси-

филиса может быть результатом неспецифи-

ческой активации В-клеток ЦНС в отсутствие 

антигена.

Материалы и методы

Характеристика обследованных пациентов. 

В исследование были включены пациенты 

с сифилитической инфекцией, поступившие 

для проведения диагностической люмбаль-

ной пункции в отделении венерологии кли-

ники УрНИИДВиИ с мая 2006 по август 2014 г. 

Показаниями для проведения диагностичес-

кой пункции являлись: наличие неврологиче-

ской симптоматики при любых формах сифи-

лиса; нелеченые поздние формы сифилиса; не-

уточненный сифилис; отсутствие положитель-

ной динамики нетрепонемных серологических 

тестов в рекомендуемые сроки наблюдения 

после специфической терапии (серорезистент-

ность); контроль лечения нейросифилиса. Все 

пациенты были проконсультированы невро-

логом и подписали информированное согла-

сие. Парные образцы ЦСЖ и крови были со-

браны в один день. Часть ЦСЖ и сыворотки 

крови использовалась для проведения стан-

дартных тестов, утвержденных приказами МЗ 

РФ и клиническими рекомендациями [6] для 

диагностики нейросифилиса, остатки образ-
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цов аликвотировались и хранились при тем-

пературе –80°С. После завершения процесса 

набора образцы ЦСЖ и крови были подвер-

гнуты углубленному исследованию. Из 200 

парных образов были отобраны образцы паци-

ентов с поздними формами сифилиса, а так-

же имеющие достаточный для последующих 

исследований объем аликвот. Таким образом, 

из анализа были исключены две пары образцов 

пациентов с ранними формами сифилиса (< 2 

года), одна пара образцов пациента с рассеян-

ным склерозом, семь пар образцов пациентов 

с повторной люмбальной пункцией, а также 

43 пары образцов по следующим техническим 

причинам: наличие контаминации образцов 

ЦСЖ с кровью (9), забор образцов крови и ЦСЖ 

в разные дни (5) и недостаточный объем образ-

цов ЦСЖ (29). Окончательное число пациентов 

в обследуемой группе составило 147 человек. 

Основываясь на клинико-анамнестических 

и лабораторных данных диагноз «нейроси-

филис» был установлен 43 пациентам, исклю-

чен — 88 пациентам, 16 пациентов поступи-

ли для проведения контрольной люмбальной 

пункции после проведенного лечения нейро-

сифилиса (7 месяцев — 5 лет).

Лабораторное исследование цереброспиналь-

ной жидкости и сыворотки крови. Всем паци-

ентам были выполнены следующие диагнос-

тические тесты. Нетрепонемные тесты (НТТ): 

реакция микропреципитации (РМП), VDRL 

(Venereal Disease Research Laboratory)-тест, RPR 

(Rapid Plasma Reagin)-тест. Трепонемные тесты 

(ТТ): иммуноферментный анализ (ИФА), реак-

ция пассивной гемагглютинации (РПГА), реак-

ции иммунофлюоресценции в двух модифика-

циях: с цельным ликвором (РИФц) и с абсорб-

цией антител к культуральным непатогенным 

трепонемам (штаммы V, VII, VIII, IX, Рейтерa) 

(РИФабс). Для проведения всех вышеуказан-

ных исследований использовались зарегистри-

рованные в Российской Федерации диагности-

кумы и тест-системы.

Количественное определение содержания 

общих иммуноглобулинов и альбумина в ЦСЖ 

и сыворотке крови определяли нефеломет-

рически (BN ProSpec, SiemensHelthcare/Dade 

Behring, Германия).

Количественное определение содержания 

антител класса G к антигенам вирусов кори 

(штамм «Edmonson»), краснухи (штамм HPV-

77), варицелла-зостер (дикий штамм), Treponema 

pallidum (антигены р15, р17, р47, TmpA) прово-

дили методом ИФА (Euroimmun, Германия). 

Для повышения точности соотношения кон-

центраций образцы ЦСЖ и сыворотки были 

проанализированы в рамках одной аналитичес-

кой серии с подбором соответствующего разве-

дения биологических жидкостей [20].

Оценка интратекального синтеза вирус- 

и Treponema pallidum-специфических антител 

проводилась по методологии, предложенной 

Н. Reiber [19]. Антительный индекс (АИ) для 

каждого вида антител рассчитывался как соот-

ношение доли (Q = ЦСЖ/сыворотка) антител 

в ЦСЖ к доли суммарной фракции IgG в ЦСЖ 

(АИантител = Qантител/QIgG), либо АИ= 

Qантител/Qlim в случае, когда QIgG > Qlim, 

то есть соотношение общих иммуноглобули-

нов класса G превышало границу нормальных 

значений соотношений иммуноглобулинов при 

конкретном значении Qalb, где:

Расчетное значение АИ для каждого вида 

антител ≥ 1,5 принималось за доказательство 

интратекального синтеза данных антител.

Статистические методы анализа. Статисти-

ческий анализ данных проведен согласно об-

щепринятым методам c использованием ли-

цензионной программы Medcalc 12.2 (MedCalc 

Software bvba, Бельгия).

Количественные признаки приведены в виде 

медианы, минимальных и максимальных зна-

чений (мин–макс), для бинарных признаков 

приведены абсолютное количество и доля с 95% 

доверительным интервалом (95% ДИ) для доли. 

Сравнительный анализ количественных при-

знаков выполнен с помощью критерия Манна–

Уитни, качественных признаков — критерием 

Хи-квадрат. Для всех статистических критериев 

ошибка первого рода устанавливалась равной 

0,05. Нулевая гипотеза (отсутствие различий) 

отвергалась, если вероятность (p) не превыша-

ла ошибку первого рода.

Результаты

Общая клинико-лабораторная характе-

ристика пациентов. Среди 147 пациентов, 

включенных в исследование, было 90 мужчин 

и 57 женщин. Средний возраст составил 41,0±

9,8 лет (от 21 до 63 лет). У всех пациентов были 

положительные ТТ в сыворотке крови, у 130 

из них были положительные результаты НТТ 

(средний титр RPR 1:8, диапазон титров от 1:1 

до 1:512). 93 пациента ранее получали спец-

ифическую терапию сифилиса, в том числе 

16 — высокими дозами пенициллина, рекомен-

дуемыми для лечения нейросифилиса. При не-

врологическом обследовании у 63 пациентов 

были обнаружены неврологические и/или 

офтальмологические и/или психические сим-

птомы или признаки. Семь пациентов были 

ВИЧ-инфицированными.

В результате обследования практически 

у всех пациентов в сыворотке крови были об-
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наружены антитела к антигенам вируса кори 

(146/147), вируса краснухи (146/147) и вируса ва-

рицелла-зостер (145/147).

Интратекальный синтез общих IgM, IgG 

и IgA, оцененный по гиперболической фор-

муле Рейбера [19], был обнаружен у 66 из 147 

пациентов.

В целом в обследованной когорте (n = 147) 

27 пациентов (18%, 95% ДИ: 12–25%) имели по-

ложительную MRZ-реакцию, то есть АИ ≥ 1,5 

для одного, двух или трех вирусов. Из них у 41% 

пациентов (11/27) был констатирован интра-

текальный синтез антител к вирусу кори (M), 

у 22% пациентов (6/27) — к вирусу краснухи (R), 

несколько чаще констатировали синтез анти-

тел к вирусу варицелла-зостер (Z) (67%, 18/27), 

повышенные АИ Treponema pallidum были обна-

ружены у 109 из 147 пациентов (74%). Медиана 

повышенных значений AИ для Treponema 

pallidum значительно отличались от медиан для 

вирус-специфических АИ [Treponema pallidum-

специфический АИ медиана (мин–макс) 13,4 

(1,6–66,7) против кори АИ 2,2 (1,5–3,2), красну-

хи АИ 1,8 (1,5–3,0) ) и варицелла-зостер АИ 2,2 

(1,6–3,9); критерий Манна–Уитни, p < 0,001].

Одновременный синтез антител против 

двух или трех вирусов выявлен у 7 пациентов 

(5%, 95% ДИ: 2–10%). Были обнаружены сле-

дующие комбинации положительного интра-

текального синтеза вирус-специфических ан-

тител: M+R+ — в 1, R+Z+ — в 2, M+Z+ — в 3, 

M+R+Z+ — в 1 случае.

Для оценки зависимости позитивации 

MRZ-реакции от признаков поражения ЦНС, 

был проведен анализ в трех группах: I группа — 

пациенты с установленным диагнозом «нейро-

сифилис» (НС) (n = 43), II группа — пациентов 

с исключенным диагнозом «нейросифилис» 

(неНС) (n = 88) и III группа — пациенты с кон-

тролем лечения нейросифилиса (к/лечНС) (n = 

16). Интратекальный антивирусный иммунный 

ответ против по меньшей мере одного нейро-

тропного вируса был обнаружен у 8 из 43 паци-

ентов I группы (19%, 95% ДИ 9–34%), у 15 из 88 

пациентов II группы (17%, 95% ДИ 10–27%), у 4 

из 16 пациентов III группы (25%, 95% ДИ: 7–52%) 

(p = 0,474) (табл. 1). Повышенные АИ против 

двух или более вирусов были обнаружены у 1 

из 43 (2%, 95% ДИ 0–12%) пациентов в I груп-

пе, у 5 из 88 (6%, 95% ДИ: 2–13%) во II группе, 

у 1 из 16 (6%, 95% ДИ: 2–13%) в III группе (p = 

0,824). Подробная информация об обнаружен-

ных комбинациях повышенных АИ приведена 

в табл. 1.

Для идентификации признаков, связанных 

с позитивацией MRZ-реакции, все 147 паци-

ентов были разделены на две группы: MRZ-

отрицательные (n = 120) и MRZ-положительные 

(n = 27), проведен сравнительный анализ 

по следующим параметрам: эпидемиологичес-

кие данные (пол, возраст, наличие специфичес-

кой терапии сифилиса в анамнезе); клиничес-

кие признаки (наличие неврологичес ких 

симптомов); интратекальный гуморальный 

иммунный ответ (наличие интратекального 

синтеза общих Ig и Treponema pallidum-специ-

фических антител, АИ > 1,5). Результаты срав-

нения в этих группах пациентов приведены 

в табл. 2. Статистически значимых различий 

между группами по всем сравниваемым при-

знакам обнаружено не было.

Обсуждение

На сегодняшний день по обобщенным дан-

ным мировой литературы, посвященной этому 

вопросу, включая обзорную статью, известно 

лишь о частоте позитивации MRZ-реакции 

лишь у 11 пациентов с нейросифилисом [14, 

16, 21, 22]. В результате данного исследования 

были получены новые данные о частоте встре-

чаемости позитивации MRZ-реакции при 

поздних формах сифилитической инфекции. 

Это первое исследование MRZ-реакции у 147 

пациентов с поздним формами сифилиса, в том 

числе 43 пациентов с нейросифилисом. Были 

получены данные, свидетельствующие о том, 

что неспецифическая стимуляция интрате-

кального синтеза антител присутствует неза-

висимо от наличия лабораторного подтверж-

дения поражения ЦНС при сифилитической 

инфекции. Так положительная MRZ-реакция, 

определяемая как повышенные АИ (≥ 1,5) про-

тив одного или нескольких вирусных агентов, 

была обнаружена примерно у каждого пятого 

пациента как с установленным, так и с исклю-

ченным диагнозом «нейросифилис», и у каж-

дого 4 пациента с контролем лечения нейро-

сифилиса (19, 17 и 25% соответственно, p = 

0,474). Одновременный синтез антител к двум 

(биспецифическая MRZ-реакция) и трем (три-

специфическая MRZ-реакция) вирусам реги-

стрировался значительно реже (2, 6 и 6% соот-

ветственно, p = 0,824), лишь у одного пациента 

с исключенным диагнозом «нейросифилис» 

регистрировали синтез антител ко всем трем 

вирусам (1/147, 0,7%).

У пациентов с сифилисом повышенные зна-

чения АИ против специфического антигена 

Treponema pallidum регистрировались значи-

тельно чаще и имели более высокие абсолют-

ные значения, чем повышенные значения АИ 

против вирусов. Это наблюдение соответству-

ет другим исследованиям [15, 18, 19] и, с им-

мунологической точки зрения, подтверждает, 

что интратекально синтезируемые вирусные 

антитела являются следствием неспецифичес-

кого гуморального иммунного ответа ЦНС. 
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Таблица 1. Комбинации повышенных значении антительных индексов различной специфичности

Table 1. Combinations of elevated varying specificity antibody indices 

Группы

Groups
pI

НС/NS
n = 43

II
неНС/noNS

n = 88

III
к/леч НС | NSt/fl

n = 16

Комбинации повышенных АИ (≥≥ 1,5)

Combinations of elevated AI (≥ 1,5)

Tp+ абс./abs. 34 41 12

Tp+ M+ абс./abs. 3 2 0

Tp+R+ абс./abs. 1 0 1

Tp+Z+ абс./abs. 3 3 2

Tp+M+Z+ абс./abs. 0 3 0

Tp+M+R+ абс./abs. 0 0 1

Tp+R+Z+ абс./abs. 1 1 0

Tp+M+R+Z+ абс./abs. 0 1 0

M+ абс./abs. 0 1 0

Z+ абс./abs. 0 4 0

MRZ-реакция

MRZ reaction

Позитивная *

Positive*

абс./abs. 8 15 4

0,474
% 19 17 25

95% ДИ(%)

95% Cl(%)
9–34 10–27 7–52

Моноспецифичная**

Monospecific**

абс./abs. 7 10 3

0,410
% 16 11 19

95% ДИ(%)

95% Cl(%)
7–30 5–19 4–46

Би- и триспецифичная***

Bi- and trispecific***

абс./abs. 1 5 1

0,824
% 2 6 6

95% ДИ(%)

95% Cl(%)
0–12 2–13 0–30

AИMeasles ≥ 1,5

AIMeasles ≥ 1,5

абс./abs. 3 7 1

0,881
% 7 8 6

95% ДИ(%)

95% Cl(%)
1–19 3–16 0–30

AИRubella ≥ 1,5

AIRubella ≥ 1,5

абс./abs. 2 2 2

0,242
% 5 2 13

95% ДИ(%)

95% Cl(%)
1–16 0–8 2–39

AИVaricella Zoster ≥ 1,5

AIVaricella Zoster ≥ 1,5

абс./abs. 4 12 2

0,758
% 9 14 13

95% ДИ(%)

95% Cl(%)
2–22 7–23 2–39

Примечания. MRZ-реакция — интратекальный синтез антител против вирусов кори measles (M+), краснухи rubella (R+), и варицела-зостер 
zoster (Z+); НС — нейросифилис; неНС — пациенты с исключенным диагнозом «нейросифилис»; к/лечНС — контроль лечения нейросифилиса; 
AИ, антительный индекс; Tp — Treponema pallidum; ДИ- доверительный интервал; * AИ ≥ 1,5 как минимум к одному или более вирусам; AИ ≥ 1,5 
для вируса кори (M+), краснухи (R+), варицелла-зостер (Z+) viruses; **АИ ≥1,5 для одного из трех нейротропных вирусов; ***АИ ≥ 1,5 для двух или 
трех нейротропных вирусов.
Notes. MRZ reaction — an intrathecal synthesis of immunoglobulins against measles (M+), rubella (R+), and zoster (Z+) viruses; NS — neurosiphilis; 
noNS — excluded neurosyphilis; NSt/fl — neurosyphilis treatment follow-up; AI — antibody indices; Tp — Treponema pallidum; CI — confidence interval. 
*positive — defined as elevated AIs (≥ 1.5) against at least one or more viral agents; **monospecific — defined as elevated AIs (≥ 1.5) against one viral 
agents; ***bi- and trispecific — defined as elevated antibody indexes (AIs ) (≥ 1.5) against two or three viral agents.
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Таблица 2. Характеристики групп пациентов в зависимости от позитивации MRZ-реакции

Table 2. Characteristics of patient groups depending on the positive MRZ reaction

Характеристики

Characteristics

MRZ-реакция 
отрицательная

Negative MRZ 
reaction 

MRZ-реакция положительная

Positive MRZ reaction 

Сравнение, р

Comparison, p

MRZ 0

n = 120
MRZ 1

n = 20
MRZ 2–3

n = 7

Всего MRZ 
1–3

Total MRZ 1–3
n = 27

(1) (2) (3) (4) (1),(2),(3) (1) vs (4)

Пол:

Sex:

 мужчины

 males
76 (64%) 10 (50%) 4 (57%) 14 (52%)

0,513 0,374
 женщины

 females
44 (37%) 10 (50%) 3 (43%) 13 (48%)

Возраст, год [медиана (мин-мах)]

Age, years [median (min-max)]
42

(23–63)
41

(24–53)
41

(21–52)
41

(21–53)
0,807 0,715

Специфическая терапия в анамнезе, из них:

Syphilis treatment before study entry:

 нет

 no 
27 (23%) 4 (20%) 0 (0%) 4 (15%)

0,496 0,250

 есть, по схемам лечения 
 неневрологического сифилиса

 no history of nonneurological 
 syphilis treatment

77 (64%) 11 (55%) 5 (71%) 16 (59%)

 есть, по схемам лечения 
 нейросифилиса

 follow-up visit after neurosyphilis 
 treatment 

12 (10%) 3 (15%) 1 (14%) 4 (15%)

 неизвестно

 unknown
4 (3%) 2 (10%) 1 (14%) 3 (11%)

Наличие неврологических/
офтальмологических/
психиатрических отклонений

Neurological and/or ophthalmologic 
and/or psychiatric symptoms or signs

54 (45%) 5 (25%) 4 (57%) 9 (33%) 0,182 0,373

ИТС общих Ig

IS total Ig
54 (45%) 10 (50%) 2 (29%) 12 (44%) 0,616 0,872

АИ Tp ≥ 1,5

AI Tp ≥ 1,5
87 (73%) 15 (75%) 7 (100%) 22 (81%) 0,270 0,472

АИ T.p. ≥ 1,5 [медиана (мин-мах)]

AI T.p. ≥ 1,5 [median (min-max)]
13,5

(1,6–66,9)
9,1

(2,9–49,7)
8,5

(2,3–35,7)
9,2

(2,3–49,7)
0,823 0,618

ВИЧ-инфекция

HIV-infected
6 (5%) 1 (4%) 0 (0%) 1 (4%) 0,832 0,830

Примечания. AИ — антительный индекс; ИТС общих Ig — интратекальный синтез общих иммуноглобулинов — определен с использованием 
гиперболической формулы Райбера для классов A, M, G [19]; MRZ отрицат. (MRZ 0) — AИ ≥ 1,5 ко всем трем нейротропным вирусам; 
MRZ1 — AИ ≥ 1,5 для одного из трех нейротропных вирусов; MRZ2–3 — АИ ≥ 1,5 для двух или трех нейротропных вирусов; MRZ1–3 — АИ ≥ 1,5 
для одного, двух или трех нейротропных вирусов.
Notes. AI — antibody index; IS total Ig — intrathecal total (A,M, G) immunoglobulins synthesis estimated by Reiber’s hyperbolic formula [19]; 
Tp — Treponema pallidum; M — measles virus; R — rubella virus; Z- varicella zoster virus; MRZ reaction negative (MRZ 0) — AI ≥ 1,5 against three viral 
agents; MRZ1 — AИ ≥ 1,5 defined as elevated AIs (≥ 1.5) against one viral agents; MRZ2–3 — defined as elevated AIs (≥ 1.5) against two or three viral 
agents; MRZ1–3 — (total) defined as elevated AIs (≥ 1.5) against at least one or more viral agents.
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С другой стороны, тот факт, что положитель-

ная MRZ-реакция присутствует у пациентов 

с сифилисом, является интересным, посколь-

ку он может указывать на наличие благопри-

ятной среды, способствующей повторной 

активации В-клеток памяти. Тем не менее 

не было обнаружено различий по частоте и аб-

солютным величинам АИ Treponema pallidum, 

свидетельствующих о специ фическом синте-

зе антител у пациентов в зависимости от по-

зитивности MRZ-реакции. Таким образом, 

в данном исследовании не было получено зна-

чимых ассоциаций между неспеци фическим 

и специфичес ким интратекальным синтезом 

антител.

Считается, что хронические воспалитель-

ные состояния ЦНС связаны с наличием не-

специфического привлечения циркулирую-

щих в системном кровотоке плазмобластов 

и плазматических клеток, последние, полу-

чая доступ к нишам выживания, созревания 

и пролиферации в очаге воспаления ЦНС, 

определяют спектр синтезируемых антител. 

Поэтому представляется логичным, что в ходе 

заболевания инфицирование трепонемой 

ЦНС обуславливает повреждение и формиро-

вание у пациентов воспалительной реакции 

ЦНС, однако последующая терапия должна 

препятствовать распространению возбуди-

теля и снижать интенсивность иммуново-

спалительной реакции, тем самым устраняя 

условия для синтеза и расширения спектра 

антител в отсутствие Treponema pallidum [11]. 

Данное исследование показало, что преды-

дущая антимикробная терапия сифилиса/

нейросифилиса, а также признаки поражения 

ЦНС, по-видимому, не влияют на позитив-

ность MRZ-реакции, указывая на то, что фор-

мирование MRZ-реакции происходит до или 

на начальных стадиях заболевания. Тот факт, 

что MRZ-реакция не ассоциирована с воз-

растом и полом, с неврологическими сим-

птомами, специфической терапией сифили-

са, так же как и с интратекальным синтезом 

общих Ig и Treponema pallidum-специфических 

антител, что было установлено в данном ис-

следовании, а также ранее опубликованные 

данные о наличии моноспецифической MRZ-

реакции (повышенный АИ к одному нейро-

тропному вирусу) у 15 из 99 (15%) здоровых 

добровольцев [23], свидетельствуют о том, что 

частота MRZ-реакции при сифилитической 

инфекции соответствует частоте в общей 

популяции.

С диагностической точки зрения, би- и три-

специфическая MRZ-реакция существенно 

увеличивает вероятность диагностики рас-

сеянного склероза (РС) [2,16]. В данном ис-

следовании у всех пациентов, согласно невро-

логическому обследованию, не было никаких 

клинических признаков, необходимых для по-

становки диагноза РС. С другой стороны, по-

ложительная MRZ-реакция также отмечалась 

у нескольких пациентов с аутоиммунными 

расстройствами ЦНС. Согласно этим данным, 

у 5% обследованных пациентов с сифилисом 

нельзя исключить аутоиммунный процесс, по-

скольку хроническая иммунная стимуляция 

присуща аутоиммунным заболеваниям. В на-

стоящее время, однако отсутствуют прямые до-

казательства аутоиммунного поражения ЦНС 

при сифилисе. Учитывая тот факт, что феномен 

MRZ-реакции мало изучен [1, 11], необходимо 

провести дальнейшее наблюдение за пациента-

ми с положительной MRZ-реакцией и исследо-

вания, для изучения вероятности развития этих 

расстройств ЦНС у пациентов с поздними фор-

мами сифилитической инфекции.

Заключение

Установлено, что длительно текущая си-

филитическая инфекция, в том числе с ла-

бораторными признаками нейросифилиса, 

не является триггером неспецифического гу-

морального иммунного ответа на территории 

ЦНС, а неспецифические иммунные реакции 

ЦНС встречаются у 5% пациентов, независимо 

от наличия проведенной ранее специфической 

терапии, неврологических расстройств, пола, 

возраста, частоты и выраженности интрате-

кального синтеза специфических антител. 

Полученные данные свидетельствуют в поль-

зу того, что частота неспецифических им-

мунных реакций в ЦНС при сифилитической 

инфекции соответствует частоте в общей по-

пуляции и отвергают гипотезу о возможности 

формирования полиспецифического интра-

текального синтеза антител при хронических 

нейроинфекциях.
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ОЦЕНКА ФОРМИРОВАНИЯ 

И НАПРЯЖЕННОСТИ АДАПТИВНОГО 

ИММУНИТЕТА У ПЕРЕБОЛЕВШИХ COVID-19

И.А. Иванова1, А.В. Филиппенко1, А.А. Труфанова1, Н.Д. Омельченко1, О.С. Чемисова1, 

А.С. Водопьянов1, Е.А. Березняк1, Е.П. Соколова1, А.К. Носков1, А.А. Тотолян2

1 ФКУЗ Ростовский-на-Дону противочумный институт Роспотребнадзора, г. Ростов-на-Дону, Россия
2 ФБУН НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера, Санкт-Петербург, Россия

Резюме. Изучение адаптивного иммунитета у перенесших новую коронавирусную инфекцию является важ-

ной задачей, так как нет единого мнения, влияет ли на формирование и напряженность иммунного отве-

та к COVID-19 степень тяжести перенесенного заболевания. Проведена сравнительная оценка наличия 

и длительности сохранения клеточного и гуморального иммунитета у перенесших COVID-19 разной степе-

ни тяжести. В исследовании принимали участие волонтеры, переболевшие новой коронавирусной инфек-

цией бессимптомно (n = 30), в средней степени тяжести (n = 21) и в тяжелой форме (n = 12). Средний воз-

раст обследуемых составил 47,3±12,5 года. О формировании клеточного иммунитета судили по увеличению 

синтеза IFNγ в ответ на стимуляцию лимфоцитов в течение 16–20 ч гликопротеином S(RBD) возбудителя 

COVID-19. Для определения продукции IFNγ использовали тест–систему «гамма-Интерферон-ИФА-БЕСТ», 

производства АО «Вектор-Бест», Россия. Гуморальный иммунный ответ регистрировали, выявляя антите-

ла класса G с помощью тест-системы «SARS-CoV-2RBD-ИФА-Гамалеи» (ФГБУ «НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи» 

Минздрава России). Выявлено, что у всех переболевших формируется гуморальный и клеточный иммунитет 

к SARS-CoV-2. Однако количество лиц с адаптивным иммунитетом к COVID-19 и длительность его сохране-

ния зависит от тяжести перенесенной инфекции. Значительное снижение числа лиц, имеющих клеточный 

иммунитет, было выявлено в группе тяжелопереболевших. У большинства волонтеров этой группы регистри-

ровалось наличие иммуноглобулинов класса G до окончания наблюдения. В рамках этой группы, в отличие 

от двух других, не были выявлены пациенты, у которых активировалось только клеточное звено иммунного 

ответа. Волонтеры, у которых не сохранился адаптивный иммунитет к возбудителю COVID-19, появились 

только к концу срока наблюдения. Среди перенесших заболевание в средней форме через 7–8 месяцев по-

сле выздоровления наблюдалось уменьшение числа лиц, имеющих клеточный и гуморальный иммунитет. 

Этот процесс начался раньше, чем в группе болевших бессимптомно и продолжался до конца исследования. 

Увеличивалась доля лиц с клеточным иммунитетом, а в более поздние сроки — с гуморальным иммунным 

ответом. К концу исследования сохранялся высокий процент волонтеров, перенесших инфекцию бессим-

птомно, имеющих клеточный и гуморальный иммунитет к SARS-CoV-2. Их количество оставалось статисти-

чески выше, чем в группе перенесших новую коронавирусную инфекцию средней степени тяжести, но ниже, 

чем в группе болевших тяжело. В этой группе к окончанию эксперимента регистрировалось увеличение числа 

волонтеров с только клеточным иммунным ответом. В конце срока наблюдения число волонтеров, имеющих 
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гуморальный иммунитет к возбудителю новой коронавирусной инфекции, оставалось выше, по сравнению 

с теми, у кого регистрируется клеточный иммунный ответ.

Ключевые слова: SARS-CoV-2, COVID-19, иммунный ответ, клеточный иммунитет, гуморальный иммунитет, 

иммуноглобулины.

ASSESSMENT OF FORMATION AND DURABILITY OF ADAPTIVE IMMUNITY IN COVID-19 

CONVASESCENTS

Ivanova I.A.1, Filippenko A.V.1, Trufanova A.A.1, Omelchenko N.D.1, Chemisova O.S.1, Vodopyanov A.S.1, 

Bereznyak E.A.1, Sokolova E.P.1, Noskov A.K.1, Totolian A.A.2

1 Rostov-on-Don Anti-Plague Institute of Rospotrebnadzor, Rostov-on-Don, Russian Federation
2 St. Petersburg Pasteur Institute, St. Petersburg, Russian Federation

Abstract. The study of adaptive immunity in COVID-19 convalescent patients is important, because no consensus 

on whether the disease severity affects formation and durability of COVID-19 immune response has been achieved. 

A comparative assessment of emergence and durability of sustained cellular and humoral immunity in convalescent 

patients with COVID-19 of varying severity was carried out. The study involved volunteers with asymptomatic (n = 30), 

moderate (n = 21) and severe (n = 12) COVID-19. The average age of the subjects was 47.3±12.5 years. The formation 

of cellular immunity was assessed by increased IFNγ production in response to 16–20 hour-long SARS-CoV-2-derived 

glycoprotein S (RBD) lymphocyte stimulation. To measure IFNγ level, the Gamma Interferon–IFA-BEST test system 

manufactured by Vector-Best JSC, Russia, was used. The humoral immune response was recorded by detecting SARS-

CoV-2RBD-specific class G antibodies using the “SARS-CoV-2RBD-ELISA-Gamalei” test system (FSBI “NITSEM 

N.F. Gamalei” of the Ministry of Health of Russia). It was revealed that humoral and cellular immunity against SARS-

CoV-2 proteins was formed in all COVID-19 convalescent patients. However, the number of subjects with adaptive 

immunity to COVID-19 and the duration of its preservation depends on the severity of the infection. A significant decrease 

in the number of subjects with cellular immunity was revealed in the group of severe COVID-19. Most of the volunteers 

in this group had class G immunoglobulins before the end of the follow-up. In this group, unlike the other two, no patients 

were identified in whom only the cellular arm of the immune response was activated. Volunteers who did not retain 

adaptive immunity to the COVID-19 pathogen appeared only by the end of the follow-up period. Among those recovered 

after moderate disease 7–8 months later there was a decrease in the number of people with cellular and humoral immunity. 

This process started earlier than in the group of patients who were asymptomatic and continued until the end of the study. 

The proportion of individuals with cellular immunity increased, and at later timepoint — with humoral immune response. 

By the end of the study, a high percentage of volunteers remained asymptomatically infected, having cellular and humoral 

immunity to SARS-CoV-2. Their number remained significantly higher than in the group of moderate COVID-19, but 

lower than in severe COVID-19. By the end of the study, an increased number of volunteers with solely cellular immune 

response was recorded in this group. At the end of the follow-up period, the number of volunteers with humoral immunity 

against SARS-CoV-2 remained higher compared to those with a cellular immune response.

Key words: SARS-CoV-2, COVID-19, immune response, cellular immunity, humoral immunity, immunoglobulins.

Введение

Защита от инфекции может быть опосредо-

вана несколькими механизмами: с одной сторо-

ны, элиминацию патогена обеспечивают ней-

трализующие антитела, с другой, доказано, что 

антигенспецифические эффекторные Т-клетки 

являются необходимыми компонентами им-

мунного ответа на респираторные вирусы [29].

SARS-CoV-2 индуцирует антигенспецифи-

ческий гуморальный иммунный ответ, при 

котором регистрируется ранний всплеск про-

дукции сывороточных антител. В течение че-

тырех месяцев наблюдается резкое уменьшение 

количества иммуноглобулинов, затем сниже-

ние замедляется. Продукция антител поддер-

живается долгоживущими плазматичес кими 

клетками костного мозга, которые обнару-

живаются и через одиннадцать месяцев после 

заражения [33].

Другими авторами показано, что у пере-

болевших стабильные уровни анти-N и анти-

RBD/S1 иммуноглобулинов регистрируются 

в течение восьми [12], и даже до девяти меся-

цев, независимо от возраста, пола, групп крови, 

клинической симптоматики и тяжести перене-

сенного заболевания [2].

Описана нейтрализующая способность 

анти-SARS-CoV-2 антител через девять месяцев 

после заражения [26], а также в течение десяти 

месяцев после выздоровления у большинства 

пациентов с легким течением COVID-19 [34].

Наряду с гуморальным иммунным отве-

том, у больных COVID-19 регистрируется ак-

тивация клеточного звена иммунитета [24, 

27, 28]. Т-клеточный ответ к SARS-CoV-2 был 
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выявлен более чем у 97% выздоравливающих 

пациентов [5]. О важности специфического 

Т-клеточного иммунного ответа при COVID-19 

свидетельствует тот факт, что раннее форми-

рование антигенспецифических клонов лим-

фоцитов коррелирует с уменьшением вирусной 

нагрузки и тяжести заболевания [30], а низкое 

количество Т-клеток памяти, наряду со сниже-

нием регуляторных популяций Т-лимфоцитов, 

может усугублять воспалительную реакцию, 

приводящую к цитокиновому шторму, и, сле-

довательно, повреждению тканей и органной 

недостаточности [25].

Известно, что В- и Т-клетки памяти у выздо-

ровевших людей могут сохраняться достаточно 

долго, в то время как уровень нейтрализующих 

антител со временем уменьшается [3].

Однако нет единого мнения влияет ли 

на формирование и напряженность иммунного 

ответа к COVID-19 степень тяжести перенесен-

ного заболевания.

Показано, что при легком течении COVID-19 

наблюдается активация Т-клеточного звена 

иммунитета, образование популяции Т-клеток 

памяти на фоне низкой продукции антител [11, 

32]. У пациентов при тяжелом и длительном 

заболевании вырабатываются и антитела, 

и Т-клеточный ответ, причем величина этих 

двух факторов часто коррелирует с тяжестью 

инфекции [23]. В то же время описано, что анти-

генспецифические CD4+- и CD8+-лимфоциты 

присутствуют у большинства выздоравливаю-

щих независимо от тяжести перенесенного за-

болевания и эти популяции сохраняются в те-

чение 6–8 месяцев после заражения [29].

У подавляющего числа перенесших COVID-19 

средней степени тяжести были обнаружены анти-

генспецифические Т-клетки памяти, а после тя-

желой формы — у всех переболевших [8], но их ко-

личество снижалось в течение шести месяцев [4].

A. Mazzoni с соавт. [22] показали, что у лиц, 

имеющих в анамнезе COVID-19 в средней и тя-

желой форме, регистрируется более напряжен-

ный адаптивный клеточный иммунный ответ, 

по сравнению с пациентами, болевшими бес-

симптомно. N. Le Bert с соавт. [18] получили ре-

зультаты, свидетельствующие о том, что у лиц 

с бессимптомным течением инфекции разви-

вается высокофункциональный клеточный им-

мунный ответ.

У пациентов с тяжелым и очень тяжелым 

течением COVID-19 выявлено уменьшение от-

носительного количества IgD+CD27+ В-клеток 

памяти, а у последних — значительное сниже-

ние IgD–CD27+ В-клеток памяти по сравнению 

со здоровыми добровольцами. Обнаружено так-

же, что для больных в очень тяжелом состоянии 

характерен повышенный процент CD27+CD38hi, 

CD21–CD11c–DN3 и IgD–CD27+ В-клеток памя-

ти, в то время как для пациентов с тяжелым 

COVID-19 — атипичных CD27+В-клеток с не-

гативной памятью (CD21–CD11c+DN2), а также 

активированных наивных В-клеток (CD11c+

IgD+CD38–/+). Отмечено снижение доли наив-

ных (IgD+CD38–) и циркулирующих В-клеток 

в кровотоке при тяжелом заболевании и значи-

тельное повышение доли плазмобластов (CD19+

CD20–CD38highCD27high), независимо от степени 

тяжести инфекции [17].

Недавнее сравнительное исследование меж-

ду пациентами c тяжелым и легким течением 

инфекции выявило более высокий уровень 

гуморального иммунного ответа у пациентов 

с тяжелой формой COVID-19, обусловленный 

увеличением клональной экспансии и актива-

ции BCR [36]. Обнаружена статистически зна-

чимая корреляция между степенью тяжести за-

болевания и концентрациями IgG (к N-белку, 

S(RBD)-белку). Показано, что уровни IgG, как 

в целом, так и по подклассам (и прежде всего 

IgG3), выше у пациентов с тяжелой клиничес-

кой картиной [16]. В то же время сыворотки 

практически всех выздоравливающих, в том 

числе и детей, переболевших бессимптомно, 

обладают нейтрализующей активностью [29].

Учитывая вышеизложенное, нами проведена 

сравнительная оценка наличия и длительности 

сохранения адаптивного иммунитета у перебо-

левших COVID-19.

Целью исследования явилось изучение фор-

мирования и оценка напряженности клеточ-

ного и гуморального иммунного ответа у лиц, 

перенесших COVID-19 разной степени тяжести.

Материалы и методы

Обследовано 63 переболевших новой коро-

навирусной инфекцией. Средний возраст об-

следуемых составил 47,3±12,5 года. Волонтеров 

распределили на три группы по степени тя-

жести перенесенной инфекции: бессимптом-

но — 30 человек (9 мужчин, 21 женщина); сред-

ней степени тяжести — 21 человек (7 мужчин, 

14 женщин); в тяжелой форме — 12 человек 

(3 мужчины, 9 женщин). Бессимптомное тече-

ние заболевания подтверждалось положитель-

ным тестом ПЦР. У волонтеров со средней сте-

пенью тяжести инфекции, при положительном 

тесте ПЦР, присутствовали симптомы ОРВИ 

(повышение температуры до 37–38°C в течение 

нескольких суток, насморк, боль в горле, общее 

недомогание) без поражения легких. В группу 

с тяжелым течением заболевания относили па-

циентов с положительным тестом ПЦР и, при 

наличии вышеперечисленных симптомов, по-

ражением легких 30% и более. Группу контро-

ля составили 8 здоровых человек (женщины) 

(ПЦР-тест отрицательный, специфические 
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антитела отсутствуют, без признаков ОРВИ) 

в возрасте 35,5±3,46 лет.

От всех волонтеров было получено добро-

вольное информированное согласие. Дизайн 

исследования одобрен Комиссией по биоме-

дицинской этике ФКУЗ Ростовский-на-Дону 

противочумный институт Роспотребнадзора 

(протокол № 1 от 28.01.2021).

Наблюдение за волонтерами осуществляли 

в течение десяти месяцев после перенесенной 

инфекции. Через 3–4, 5–6, 7–8 и 9–10 месяцев 

после снятия диагноза у волонтеров опытных 

групп осуществляли забор крови.

О формировании клеточного иммунитета 

судили по увеличению синтеза IFNγ лимфоци-

тами периферической крови в ответ на стиму-

ляцию их гликопротеином S(RBD) возбудителя 

COVID-19.

Для этого у волонтеров натощак в утренние 

часы осуществляли взятие крови из локтевой 

вены в пробирку VACUTAINER (BD), содержа-

щую динатриевую соль ЭДТА. К 1 мл цельной 

крови добавляли 10 мкг гликопротеина S(RBD) 

SARS-CoV-2 (ООО «Иннова плюс», Россия) 

и инкубировали при 37°С в атмосфере СО2 инку-

батора в течение 16–20 ч. Затем отделяли плазму 

центрифугированием при 1000g в течение 10 мин 

и в ней определяли количество IFNγ, используя 

тест-систему «Гамма-Интерферон-ИФА-БЕСТ» 

(АО «Вектор-Бест», Россия). Регистрировали 

количество волонтеров, у которых наблюда-

лось увеличение количества IFNγ не менее чем 

в два раза, по сравнению со спонтанной про-

дукцией. В качестве положительного контроля 

для стимуляции исследуемых образцов лимфо-

цитов использовали поликлональный актива-

тор Т-лимфоцитов фитогемагглютинин (Sigma, 

США) в дозе 10 мкг на пробу. Учитывали иссле-

дования, в которых значения отрицательного 

и положительного контролей соответствовали 

референтным значениям спонтанной и инду-

цированной продукции IFNγ, представленным 

производителем тест-системы.

О формировании гуморального иммунного 

ответа судили по наличию (качественная оцен-

ка) антител класса G, которые определяли с по-

мощью тест-системы «SARS-CoV-2RBD-ИФА-

Гамалеи» (ФГБУ «НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи» 

Минздрава России) согласно инструкции про-

изводителя. Регистрировали процент волонте-

ров, у которых коэффициент позитивности был 

равен или превышал 1,1.

Статистическая обработка полученных ре-

зультатов осуществлялась с использовани-

ем пакета прикладных программ Statistica 8.0 

(StatSoft Inc., 2007). Определяли среднее ариф-

метическое значение ± стандартное квадратич-

ное отклонение, медиану (МЕ). Качественные 

признаки выражали в виде относительного 

числа (%). Проводили сравнение совокупно-

стей по качественным признакам с помощью 

критерия Фишера. Отличия считали значимы-

ми при p < 0,05.

Результаты

Для оценки формирования клеточного им-

мунитета у волонтеров в разные сроки после 

выздоровления изучали спонтанную и ин-

дуцированную продукцию IFNγ. О наличии 

клеточного иммунного ответа к возбудителю 

COVID-19 свидетельствовало увеличение се-

креции этого цитокина в ответ на стимуляцию 

S(RBD)-белком SARS-CoV-2. Результаты иссле-

дования представлены в табл. 1.

При изучении гуморального иммунного от-

вета проводили качественную оценку наличия 

в сыворотке крови антител класса G к S-белку 

возбудителя новой коронавирусной инфекции. 

Регистрировали количество волонтеров, у кото-

рых коэффициент позитивности был ≥ 1,1 (табл. 2).

Анализ полученных результатов показал, 

что через три месяца после окончания заболева-

ния наличие клеточного иммунного ответа вы-

явлено у всех категорий волонтеров, участвую-

щих в исследовании (табл. 3)

Наибольший процент волонтеров, у которых 

сформировался клеточный иммунитет, был 

определен нами в группе тяжелопереболевших 

(p < 0,05). Статистически достоверных отличий 

в процентном соотношении по этому показа-

телю в пределах двух остальных обследуемых 

групп зарегистрировано не было (р > 0,05).

Через пять месяцев после выздоровления 

в группе болевших тяжело наблюдалось досто-

верное (р < 0,05) по отношению к другим груп-

пам снижение количества волонтеров, имею-

щих клеточный иммунитет к SARS-CoV-2. Его 

наличие регистрировалось только у 50% прини-

мавших участие в исследовании. Такая же тен-

денция сохранялась и на седьмой месяц после 

COVID-19. Через 9–10 месяцев клеточный им-

мунитет сохранялись только у 16,7% перенес-

ших болезнь в тяжелой форме.

В группе переболевших COVID-19 в средней 

степени тяжести через полгода также наблю-

далось постепенное уменьшение количества 

волонтеров, у которых сохранялись специфи-

ческие к SARS-CoV-2 Т-клетки. К концу срока 

наблюдения число этих лиц сократилось прак-

тически в два раза.

Аналогичная тенденция регистрировалась 

и у перенесших COVID-19 бессимптомно.

Следует отметить, что процент волонте-

ров с клеточным иммунитетом к возбудителю 

COVID-19 в группах переболевших бессимп-

томно и в средней степени тяжести был практи-

чески одинаковым с третьего по восьмой месяц 
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наблюдения, статистически достоверных от-

личий между этими двумя группами выявлено 

не было (р > 0,05). Только через девять месяцев 

после заболевания в группе перенесших инфек-

цию средней степени тяжести количество об-

следованных, имеющих клеточный иммунитет, 

было достоверно снижено по сравнению с груп-

пой болевших бессимптомно, но оставалось 

выше, чем в группе болевших тяжело.

При оценке формирования гуморального им-

мунитета к SARS-CoV-2 получены результаты, 

свидетельствующие о том, что у всех волонтеров 

из группы перенесших инфекцию в тяжелой фор-

ме сформировались антитела к S-белку SARS-

CoV-2 (см. табл. 3). Эти показатели сохранялись 

до 7–8 месяцев после выздоровления. Только че-

рез 9–10 месяцев количество лиц с гуморальным 

иммунитетом к COVID-19 снизилось

У волонтеров, переболевших бессимптом-

но и в средней степени тяжести, также фор-

мировался гуморальный иммунный ответ. 

Количество человек, имеющих IgG, было при-

мерно одинаковым в этих двух группах (р > 

0,05), но достоверно ниже, чем в группе болев-

ших в тяжелой форме (р < 0,05).

Уже через 7 месяцев после выздоровления 

в группе перенесших среднюю форму COVID-19 

наблюдалась достоверное (р < 0,05), по сравне-

нию с другими группами, уменьшение числа 

волонтеров, в сыворотке которых определялись 

антитела к S-белку, которое продолжилось 

и в дальнейшем.

Результаты, полученные при серологичес-

ком обследовании переболевших бессимптом-

но, свидетельствуют о том, что только через 

9 месяцев в этой группе наблюдалось снижение 

числа волонтеров с гуморальным иммунным 

ответом к SARS-CoV-2. Следует отметить, что 

их количество оставалось статистически выше 

(р < 0,05), чем в группе перенесших новую ко-

ронавирусную инфекцию средней степени тя-

жести, но ниже, чем в группе болевших тяжело.

При оценке распределения волонтеров 

в рамках каждой группы по признаку наличия 

или отсутствия клеточного и гуморального им-

мунитета к возбудителю COVID-19 выявлено, 

что среди тяжелопереболевших во все сроки 

исследования отсутствовали волонтеры, у ко-

торых сформировался только клеточный им-

мунный ответ (см. табл. 3). Через полгода доля 

обследованных с клеточным и гуморальным 

иммунитетом снизилась, а количество волон-

теров с IgG к S-белку SARS-CoV-2 увеличилось, 

превышая таковое в группе болевших в средней 

форме и бессимптомно. Такая же тенденция со-

хранялась до конца срока наблюдения. Следует 

отметить, что через 9–10 месяцев у 16,6% выздо-

ровевших отсутствовал как клеточный имму-

нитет, так и IgG к S-белку SARS-CoV-2.

В группе перенесших заболевание средней 

степени тяжести у одного волонтера выработал-

ся только клеточный иммунитет, а у двух — кле-

точное и гуморальное звено не активировалось 

(см. табл. 3). Через 7–8 месяцев после выздо-

Таблица 2. Наличие антител класса G у перенесших COVID-19 в разные сроки после окончания 

заболевания

Table 2. Detected SARS-CoV-2-specific class G antibodies in COVID-19 convalescent patients at different time points 
after the end of the disease

Форма 
перенесенного 

заболевания

Severity 
of infection

Коэффициент 
позитивности

The coefficient 
of positivity

3–4 месяца

3–4 months
5–6 месяцев

5–6 months
7–8 месяцев

7–8 months
9–10 месяцев

9–10 months

Тяжелая

Severe
(n = 12)

≥ 1,1
9,74±1,4

МЕ 9,9 (3,3–16)
(n = 12)

7,4±1,5
МЕ 6,9 (1,3–16)

(n = 12)

6,0±1,3
МЕ 4,8 (1,3–11,3)

(n = 12)

5,2±1,2
МЕ 3,6 (1,3–11,2)

(n = 10)

< 1,1 – – –
0,7±0,2

МЕ 0,7 (0,56–0,89)
(n = 2)

Средняя

Medium
(n = 21)

≥ 1,1
8,4±1,5

МЕ 6,4 (1,2–16)
(n = 18)

6,44±0,9
МЕ 5,9 (1,3–11,9)

(n = 17)

4,8±1,2
МЕ 4,4 (1,2–9,6)

(n = 14)

3,8±0,9
МЕ 2,7 (1,1–11,7)

(n = 11)

< 1,1
0,7±0,1

МЕ 0,7 (0,34–0,98)
(n = 3)

0,61±0,09
МЕ 0,57 (0,34–0,93)

(n = 4)

0,63±0,07
МЕ 0,6 (0,3–1,0)

(n = 7)

0,64±0,09
МЕ 0,57 (0,35–0,97)

(n = 10)

Бессимптомная

Asymptomatic
(n = 30)

≥ 1,1
6,0±0,96

МЕ 4,4 (1,3–16)
(n = 26)

6,3±0,8
МЕ 5,3 (1,3–11,9)

(n = 24)

5,9±0,9
МЕ 4,5 (1,6–11,8)

(n = 24)

5,45±0,95
МЕ 3,8 (1,9–11,9)

(n = 21)

< 1,1
0,6±0,06

МЕ 0,6 (0,45–0,7)
(n = 4)

0,68±0,09
МЕ 0,63 (0,45–1,0)

(n = 6)

0,66±0,1
МЕ 0,6 (0,35–0,98)

(n = 6)

0,64±0,08
МЕ 0,6 (0,3–0,97)

(n = 9)
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ровления доля обследованных с гуморальным 

и клеточным иммунитетом достоверно сни-

зилась за счет увеличения числа волонтеров, 

имеющих только клеточный иммунный ответ 

к возбудителю COVID-19. Следует отметить, 

что этот показатель превышал таковой у пере-

болевших бессимптомно. В конце исследования 

количество лиц, у которых сохранился клеточ-

ный и гуморальный иммунитет к SARS-CoV-2, 

уменьшилось в семь раз по сравнению с нача-

лом исследования и стало достоверно ниже, чем 

в группе болевших бессимптомно. Число об-

следованных, имеющих антитела к возбудите-

лю новой коронавирусной инфекции, напротив 

увеличилось, хотя оставалось статистически 

ниже, чем в группе тяжелопереболевших.

У болевших бессимптомно к концу срока 

наблюдения регистрировалось снижение чис-

ла волонтеров, у которых активировались оба 

звена иммунитета, но статистически этот пока-

затель превышал таковой в группах переболев-

ших в средней и тяжелой форме. Следует отме-

тить, что число лиц с гуморальным иммунным 

ответом через полгода и до конца исследования 

оставалось в этой группе достоверно ниже, чем 

в группе болевших тяжело.

Обсуждение

До сих пор нет четкого мнения, почему у од-

них COVID-19 протекает бессимптомно, а у дру-

гих вызывает тяжелое поражение легких и при-

водит к смертельному исходу. Несомненно, 

важную роль играет антигенная нагрузка, 

влия ющая на величину и продолжительность 

иммунных реакций, а также значительная гете-

рогенность индивидуумов в иммунных реакци-

ях на SARS-CoV-2, определяющая степень им-

мунной защиты от новой коронавирусной ин-

фекции [29]. Известно, что для полной оценки 

адаптивного иммунного ответа к SARS-CoV-2, 

необходимо, наряду с определением уровня ан-

тител, выявлять наличие Т-клеточного имму-

нитета, так как он может активироваться рань-

ше гуморального звена [1]. Кроме того, описаны 

случаи формирования антигенспецифических 

лимфоцитов без сероконверсии [10]. Наличие 

антигенспецифических Т-клеток также может 

иметь решающее значение в случае, когда од-

них антител недостаточно для эффективной 

защиты [29]. Доказано, что как гуморальный, 

так и клеточный адаптивный иммунитет спо-

собствует элиминации SARS-CoV-2 и обеспе-

чивает защиту от повторной инфекции [35]. 

Выявлена четкая корреляция между клиничес-

ким исходом и адекватным адаптивным им-

мунным ответом, обеспечивающимся CD4+-, 

CD8+-лимфоцитами и иммуноглобулинами. 
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памяти и антитела реализуют адаптивную им-

мунную память в течение восьми месяцев после 

первичной инфекции [13]. Т-лимфоциты памя-

ти поддерживают антивирусный иммунитет 

к SARS-CoV-2 и способствуют защите от пов-

торного инфицирования [31].

Проведенная сравнительная оценка наличия 

и длительности сохранения адаптивного имму-

нитета у перенесших COVID-19 разной степени 

тяжести, свидетельствует о том, что у переболев-

ших из всех групп формируется как гумораль-

ный, так и клеточный иммунитет к возбудите-

лю новой коронавирусной инфекции. Однако 

количество лиц с адаптивным иммунитетом 

к COVID-19 и длительность его сохранения за-

висит от тяжести перенесенной инфекции. 

Значительное снижение числа обследованных, 

имеющих клеточный иммунитет, выявлено 

в группе тяжелопереболевших, что, по литера-

турным данным, может быть связано с тем, что 

у таких пациентов возбудитель COVID-19 вызы-

вает как лимфоцитопению, так и функциональ-

ное истощение иммунокомпетентных клеток [7, 

19, 21]. В то же время у большинства волонтеров 

этой группы регистрировалось наличие имму-

ноглобулинов класса G до конца срока наблюде-

ния, что согласуется с результатами, полученны-

ми другими исследователями [16]. В рамках этой 

группы, в отличие от двух других, не были вы-

явлены лица, у которых сформировался только 

клеточный иммунитет, а волонтеры, у которых 

не осталось адаптивного иммунитета к возбуди-

телю новой коронавирусной инфекции появи-

лись только к концу эксперимента.

К окончанию исследования сохранялся вы-

сокий процент волонтеров с клеточным и гумо-

ральным ответом к SARS-CoV-2 в группе пере-

несших инфекцию бессимптомно. Причем доля 

имеющих только клеточный иммунитет в эти 

сроки достоверно увеличивалась. Возможно, за-

ражение небольшим количеством возбудителя 

адекватно запускает формирование адаптивного 

иммунитета, не оказывая негативного воздей-

ствия на иммунокомпетентные клетки хозяина. 

Полученные другими авторами результаты сви-

детельствуют о том, что пациенты без клиничес-

ких симптомов могут вырабатывать устойчивый 

иммунитет против SARS-CoV-2 [9, 14, 15]. У паци-

ентов с бессимптомным течением наблюдалось 

меньше провоспалительных и больше защитных 

иммунных реакций против SARS-CoV-2: на-

личие антигенспецифических Т-хелперов (Th) 

2 типа и Th17, нейтрализующих антител, а также 

более высокие уровни факторов роста, которые 

связаны с восстановлением клеток [6].

Среди перенесших COVID-19 средней сте-

пени тяжести уменьшение числа волонтеров, 

у которых регистрировался и клеточный, и гу-

моральный иммунный ответ, началось рань-

ше, чем в группе переболевших бессимптомно. 

Увеличивалась доля лиц с клеточным иммуни-

тетом, а в более поздние сроки — с гумораль-

ным иммунным ответом.

Таким образом, полученные нами резуль-

таты способствуют пониманию механизмов 

формирования адаптивного иммунного ответа 

к SARS-CoV-2 и длительности его сохранения 

у пациентов, перенесших COVID-19 разной сте-

пени тяжести. Согласно полученным данным, 

в конце срока наблюдения число волонтеров, 

имеющих гуморальный иммунитет к возбуди-

телю новой коронавирусной инфекции, выше, 

по сравнению с теми, у кого регистрируется 

клеточный иммунный ответ.

Появление новых мутантных вариантов 

SARS-CoV-2, наряду с непрерывным мони-

торингом их распространения, проведением 

оценки клинических проявлений [20], дикту-

ет необходимость продолжения исследований 

в этом направлении, так как вопрос об эффек-

тивности приобретенного раннее постинфек-

ционного или поствакцинального иммунитета 

против новых мутантных штаммов SARS-CoV-2 

остается открытым.
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SURVEILLANCE OF ACUTE FLACCID 

PARALYSIS AND POLIOMYELITIS 

ON SOME TERRITORIES OF RUSSIA 

AND SOUTH VIETNAM. 

PART 1. POLIOVIRUSES AND PARALYSIS
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M.A. Bichurinaa
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Abstract. The epidemiological and etiological aspects of poliomyelitis and acute flaccid paralysis (AFP) in Russia and 

Vietnam were analysed and compared. The polio-free status is maintained on 14 territories of Russia and 29 provinces 

of South Vietnam. The quality of epidemiological and virological surveillance for acute flaccid paralysis is in accordance 

with the requirements of the national and international polio surveillance systems. All AFP cases were revealed, 

registered, reported and investigated in both countries. The percentage of poliovirus isolation from 2492 samples 

collected from patients with acute flaccid paralysis and contact persons in different years in Russia ranged from 1.3±0.89 

to 9.8±0.79. In South Vietnam, 2143 samples from patients with acute flaccid paralysis were investigated. In Russia and 

Vietnam, we isolated vaccine polioviruses of all three types with predominance of type 3 polioviruses (63% and 50%, 

respectively) in both countri es. From AFP patients in Russia and Vietnam, polioviruses were isolated in 4.9% and 1.0% 

studied samples, respectively. Some VDPV strains were revealed on the territories of Russia and South Vietnam. Here, 

we describe five cases of vaccine-associated paralytic poliomyelitis registered in Russia and two cases of AFP caused 

by VDPV type 2 reported in Vietnam. To prevent the risk of developing vaccine-associated paralytic poliomyelitis, 

it is indispensable to ensure high-quality surveillance for acute flaccid paralysis, maintain 95% polio vaccine pediatric 

coverage and strictly comply with sanitary legislation, including the National Vaccination Schedule when vaccinating 

children, to improve virological surveillance of polioviruses using classical and new virological and molecular methods 

and to continue research on poliomyelitis, including development of new safe and effective poliovirus vaccines able 

to induce both humoral and mucosal immuni ty. The systematic control of adequate polio vaccination is indispensable 

in order to prevent transmission of imported wild polioviruses into polio free countries as well as circulation of vaccine-

derived polioviruses worldwide.

Key words: acute flaccid paralysis, vaccine-associated paralytic poliomyelitis, polioviruses, circulation, surveillance, vaccination schedule, 

poliovirus vaccines.
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НАДЗОР ЗА ОСТРЫМ ВЯЛЫМ ПАРАЛИЧОМ И ПОЛИОМИЕЛИТОМ НА НЕКОТОРЫХ 

ТЕРРИТОРИЯХ РОССИИ И ЮЖНОГО ВЬЕТНАМА. ЧАСТЬ 1. ПОЛИОВИРУСЫ И ПАРАЛИЧ

Романенкова Н.И.1, Нгуен T.T.T.2, Розаева Н.Р.1, Канаева О.И.1, Евсеева В.А.1, Бичурина М.А.1

1 ФБУН НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера, Санкт-Петербург, Россия
2 Интитут Пастера в Хошимине, Хошимин, Вьетнам

Резюме. Проведен сравнительный анализ эпидемиологического и этиологического аспектов полиомиелита 

и острых вялых параличей (ОВП) в России и Вьетнаме. Свободный от полиомиелита статус поддерживается 

на 14 территориях России и в 29 провинциях Южного Вьетнама. Качество эпидемиологического и вирусоло-

гического надзора соответствует требованиям национальных и международной систем надзора. Все больные 

ОВП выявлены, зарегистрированы и обследованы в обеих странах. В России процент выделения полиовиру-

сов из проб от 2492 боль ных ОВП и контактных лиц в разные годы колебался от 1,3±0,89 до 9,8±0,79. В Южном 

Вьетнаме было исследовано 2143 пробы от больных с острыми вялыми параличами. В России и Вьетнаме мы 

выделили полиовирусы всех трех типов с преобладанием полиовирусов типа 3 (63 и 50% соответственно). 

В России полиовирусы были изолированы из 4,9% проб, во Вьетнаме в 1% проб содержались полиовирусы. 

Штаммы полиовирусов вакцинного происхождения (VDPV) были обнаружены в России и Вьетнаме. В статье 

дано описание пяти случаев вакциноассоциированного паралитического полиомиелита в России и двух слу-

чаев ОВП, вызванных VDPV типа 2, во Вьетнаме. Для предотвращения риска развития вакциноассоцииро-

ванного паралитического полиомиелита необходимо обеспечивать высококачественный надзор за ОВП, под-

держивать 95% охват детей вакцинацией, строго соблюдать санитарное законодательство и Национальный 

календарь прививок при иммунизации детей, совершенствовать вирусологический надзор с использованием 

классических и новых вирусологических и молекулярных методов и продолжать научные исследования по по-

лиомиелиту, в том числе разработку новых безопасных и эффективных полиовирусных вакцин, индуциру-

ющих гуморальный и мукозальный иммунитет. Необходимо контролировать качество вакцинации, чтобы 

предотвратить импортирование диких и циркуляцию производных от вакцины полиовирусов в свободных 

от полиомиелита странах и во всем мире.

Ключевые слова: острый вялый паралич, вакциноассоциированный паралитический полиомиелит, полиовирусы, циркуляция, 

надзор, календарь вакцинации, полиовирусные вакцины.

Introduction

Since the General Health Assembly set the am-

bitious goal of global eradication of poliomyeli-

tis, impressive progress has been made in reducing 

the incidence of po lio [1, 2, 5, 21]. In 1988, 350 000 

cases of poliomyelitis were reported in 125 countries; 

in 2003, there were only 784 cases in 15 countries. 

But in the same year, wild poliovirus was imported 

from Nigeria into neighboring African countries, 

and then the international spread of wild polioviruses 

from endemic countries to countries free of poliomy-

elitis was recorded. To date five WHO regions from 

six are certified as polio free regions [5]. Wild type 1 

poliovirus now circulates only in two countries — 

Afghanistan and Pakistan.

To achieve the goal of eradicating poliomyelitis, 

WHO has recommended maintaining polio vac-

cination coverage of children at a level of at least 

95%. The effective triple oral poliovirus vaccine 

(tOPV), inducing both humoral and mucosal im-

munity in vaccine recipient, served as the main tool 

for routine and mass immunizat  ion [14, 15]. Since 

2016, only two-component oral poliovirus vaccine 

(bOPV) containing virus types 1 and 3 has been 

used. Vaccine-derived polioviruses — VDPV. can be 

formed after vaccination of children with tOVP or 

bOPV during the persistence and replication of po-

lioviruses in the cells of small intestine due to two 

mechanisms of virus evolution — recombination and 

mutation [9, 11, 13]. Subsequent circulation of VDPV 

of different types in the population is possible, which 

has become another problem of the Polio Eradication 

Programme.

The main concept of Polio Eradication Program-

me is the creation of surveillance system based on the 

data from epidemiological investigations of cases 

with acute flaccid paralysis (AFP) and on the re-

sults of clinical and laboratory diagnostics [1, 2, 21]. 

Laboratory diagnostics implies a mandatory virologi-

cal study of two adequate samples of biological mate-

rial from each patient within the decreed timeframe 

and in strict accordance with the recommendations 

of the World Health Organizat  ion [1, 20, 21].

In some cases the initial diagnosis is changed to vac-

cine-associated paralytic poliomyelitis (VAPP) [3, 10]. 

Based on WHO criteria in such cases the development 

of paralysis occurs from 4 to 60 days after vaccina-

tion with oral polio vaccine in vaccine recipients [19]. 

The same process occurs in nonvaccinated children 

as the result of contact with recently vaccinated chil-

dren. VAPP is characterized by a typical clinical pic-

ture of poliomyelitis with an acute onset, rapid devel-

opment of paralysis, mainly proximal and asymmetric, 

in the first three days from the onset of the disease, 

the appearance of atrophy by the 7th day of illness and 

the presence of residual paralysis after the sixtieth day 

after onset of paralysis. The diagnosis is made by isolat-
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ing polioviruses, either wild, vaccine or vaccine-derived 

viruses, from the faeces of patients.

The Subnational polio laboratory in Saint Peters-

burg was created in the scientific laboratory of the 

Pasteur Institute in St. Petersburg. The laboratory 

is part of the World Health Organization network 

of polio laboratories. The laboratory constantly col-

laborates with virologists and epidemiologists of 14 

administrative territories of Russia with the popula-

tion of 25 million people, including 3 million (12%) 

children under 15.

The virological laboratory of the Pasteur Institute 

in Ho Chi Minh City is one of the National polio lab-

oratories in Vietnam and covers 29 provinces of South 

Vietnam with the population of 45 million people, in-

cluding 12 million (26,7%) children under 15.

Materials and methods

The analysis was carried out on the basis of infor-

mation on the primary registration of patients (cards 

of the epidemiological investigation of cases of acute 

flaccid paralysis and poliomyelitis, including vac-

cine-associated) and state statistical reporting data.

During the observation period from 2002 to 2021, 

2492 fecal samples were examined from patients with 

acute flaccid paralysis syndrome and contact persons 

sent from 14 administrative territories of the Russian 

Federation. Also, 2143 samples from children with 

acute flaccid paralysis collected in 29 provinces 

of South Vietnam were examined.

Isolation of polioviruses was carried out using 

standard procedures recommended by WHO man-

ual on three cell lines RD, L20B and Hep-2 [20]. 

Identification of polioviruses was carried out using 

a neutralization test with specific diagnostic sera 

on the cell culture on which poliovirus was isolated 

in accordance with WHO recommendations [17, 20]. 

Intratypic differentiation (ITD) of polioviruses was 

performed using ELISA with polyclonal cross-ad-

sorbed sera and PCR with primers specific to vaccine 

strains of polioviruses [17, 24]. A neutralization reac-

tion was also carried out with monoclonal antibodies 

to wild and vaccine polioviruses [8]. Molecular stud-

ies were performed by partial sequencing of the VP1 

region of poliovirus genome [16].

The average errors were determined, and the sig-

nificance of statistical differences was evaluated us-

ing Student’s t-test. Differences were considered 

statistically significant at 95% confidence interval 

(values of p < 0.05).

Results

During the study of 2492 fecal samples from chil-

dren with acute flaccid paralysis syndrome and peo-

ple who were in close contact with them from 14 terri-

tories of Russia, 60 polioviruses (4.5%) were isolated. 

According to the results of intratypic differentiation, 

the majority of polioviruses were vaccine (some po-

lioviruses were classified as VDPV). Identification 

of polioviruses showed that 15 polioviruses belonged 

to type 1, seven polioviruses belonged to type 2, and 

38 strains belonged to type 3. The percentage of po-

liovirus isolation fluctuated over the years (Table 1).

In 2002–2007, 58 polioviruses were isolated from 

patients with AFP (6.2% of cases). In 2008–2009, 

the percentage of poliovirus isolation decreased 

to 1.3% that was statistically significant (p < 0.05). 

In 2009, when vaccination of infants with inactivated 

poliovirus vaccine (IPV) was introduced in the coun-

try, not a single poliovirus was isolated [25].

In 2010, when wild type 1 poliovirus was import-

ed into Russia from Tajikistan, 13 vaccine poliovi-

ruses were isolated from the AFP cases [22]. In such 

difficult epidemic situation, the percentage of detec-

tion of polioviruses significantly increased to 9.8% 

(p < 0.05). This can be explained by supplementary 

immunization in order to protect child ren [1, 3, 9]. 

It should be noted that in 2010 we also isolated 4 wild 

type 1 polioviruses in three healthy children who ar-

rived in St. Petersburg from Tajikistan. It is extremely 

important to state that not a single case of AFP or 

VAPP caused by wild type 1 poliovirus was record-

Table 1. Isolation of polioviruses and nonpolio enteroviruses from AFP cases and contact persons 

on 14 territories of Russia

Years
Number 

of samples

Number of isolated enteroviruses (PV and NPEV)

PV (%) PV1 PV2 PV3 NPEV (%)

2002–2003 378 30 (7.9) 9 11 10 15
2004–2005 256 17 (6.6) 1 7 9 19
2006–2007 300 11 (3.7) 4 6 1 9
2008–2009 232 3 (1.3) 0 1 2 11

2010 133 13 (9.8) 4 4 5 4
2011–2012 230 5 (2.2) 0 1 4 13
2013–2014 216 11 (5.1) 0 0 11 6
2015–2016 245 18 (7.3) 8 2 8 11
2017–2019 325 9 (2.8) 1 0 8 14
2020–2021 178 4 (2.2) 2 0 2 4

Total 2492 121 (4.9) 29 32 60 106 (4.3)
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ed in 14 administrative territories of the Russian 

Federation located in the area of responsibility of the 

SNL in St. Petersburg.

In 2011–2012, the detection rate of polioviruses 

in patients with AFP decreased to 2.2% (p < 0.05). 

In 2013, seven patients with AFP living in 5 admin-

istrative territories of St. Petersburg RC were found 

to have type 3 polioviruses. All these children received 

4–5 vaccinations against poliomyelitis — 2 doses 

of inactivated and 2–3 doses of oral vaccine. Acute 

flaccid paralysis events occurred 4th to 36th days after 

the last oral polio vaccine vaccination, with different 

vaccine series. It is important that all nine poliovi-

ruses of type 3 were vaccine according to the results 

of intratypic differentiation. The reason for this situ-

ation, most likely, can be associated with the state 

of the immune system of children. In 2014, only two 

polioviruses were isolated, both of them belonged 

to type 3. Most of polioviruses found in samples from 

patients with AFP in 2014–2015 belonged to type 3, 

samples from two patients contained mixtures of po-

lioviruses of types 1 and 3, in samples from one pa-

tient in 2015 polioviruses of all three types were de-

tected. All polioviruses, according to the results of the 

ITD, were vaccine viruses. During the next six years 

from 2016 to 2021, vaccine polioviruses of type 2 were 

not isolated from patients. This is due to the global 

switch from a three-component to a two-component 

oral poliovirus vaccine. During this period, 17 po-

lioviruses (5 type 1 and 12 type 3) were isolated from 

samples of patients with AFP syndrome, the percent-

age of poliovirus isolation in 2016–2021 was 2.8% and 

all polioviruses were vaccine.

It is important to note that during the analyzed 

period, in some cases, the primary diagnosis “acute 

flaccid paralysis” was finally changed by the Federal 

Commission to “vaccine-associated paralytic polio-

myelit  is” [3, 10, 19].

VAPP can appear after receiving the first dose 

of oral polio vaccine, usually in recipients with pri-

mary or secondary immunodeficiencies. The main 

reasons for the occurrence of VAPP are the lack 

of vaccinations in children who should have been 

vaccinated against polio in accordance with 

the National Vaccination Schedule. This circum-

stance contributes to the development of VAPP 

in unvaccinated children who have been in contact 

with recently vaccinated children, who can excrete 

vaccine polioviruses within two months after im-

munization. In addition, the development of VAPP 

in vaccinated recipients is possible due to ignoration 

of the requirements of sanitary legislation by medi-

cal personnel during immunization against poliomy-

elitis in the case when previously unvaccinated chil-

dren more than 12 months old are vaccinated with an 

oral vaccine (OPV) instead of an inactivated vaccine 

(IPV). In Russia in accordance with the National 

Vaccination Schedule, to protect children against 

the development of VAPP, an inactivated poliovirus 

vaccine must be used for the first two vaccinations, 

regardless of the age of the child.

The following is a description of five cases of acute 

flaccid paralysis which were classified as vaccine-as-

sociated paralytic poliomyelitis.

VAPP case 1: Acute flaccid paralysis was regis-

tered on June 14, 2002 in a non-vaccinated girl aged 

20 months. It happened during her stay in a noninfec-

tious hospital, that’s why she was transferred to hospi-

tal for infectious diseases. The girl was immunodefi-

cient (hypogammaglobulinemia). Vaccine type 2 po-

lioviruses were isolated from fecal samples taken from 

the second to the 78th day from the onset of paralysis. 

In the blood serum taken on the 2nd day after the de-

tection of paralysis, there were no antibodies to PV1 and 

PV3, the titer of antibodies to PV2 was 1:16. The anti-

bodies titers to PV2 increased four-fold (1:64) on the 

21st day after the onset of paralysis. When examining 

four children without paralysis who had contact with 

the sick child in hospital, poliovirus type 2 was also de-

tected, three of them were not vaccinated. On the 60th 

day from the onset of paralysis, the child had residual 

paralysis. The final diagnosis was Vaccine-associated 

Paralytic poliomyelitis in a contact person.

VAPP case 2: Acute flaccid paralysis was regis-

tered in a boy on February 7, 2005 at the age of 20 

months after receiving the fourth dose of oral polio 

vaccine. Paralysis developed on the 60th day after re-

vaccination. Vaccine poliovirus type 2 was isolated 

from fecal samples taken on days 1, 2, 30, 45 from 

the onset of paralysis. Poliovirus excretion continued 

for 4 months after vaccination. In blood sera taken 

on the first and 30 days from the onset of paralysis, 

there were no antibodies to poliovirus types 1, 2 and 3. 

The immunological study show the Bruton’s disease 

(agammaglobulinemia). On the 60th day of the on-

set of paralysis, residual paralysis was recorded. Final 

diagnosis: Vaccine-associated paralytic poliomyelitis 

in the vaccine recipient.

VAPP case 3: Acute flaccid paralysis was regis-

tered in a boy on July 20, 2016 at the age of 21 months 

after the first in his life vaccination with bivalent 

oral poliovirus vaccine. When choosing the vaccine, 

the medical staff was guided by the age of the boy, and 

not by his actual vaccination status. In Russia, in ac-

cordance with the National Vaccination Schedule, 

the inactivated poliovirus vaccine must be used 

for the first two vaccinations, regardless of the age 

of the child. Acute flaccid paralysis developed in the 

course of 12 days after immunization. Vaccine po-

lioviruses types 1 and 3 were isolated from two fe-

cal sampl es. In blood serum taken late from the on-

set of paralysis, antibodies to two polioviruses were 

found in titers: PV1 — 1:256, PV3 — 1:32. On the 

60th day of the onset of paralysis, residual paralysis 

was recorded. Final diagnosis: Vaccine-associated 

paralytic poliomyelitis in the vaccine recipient.

VAPP case 4: Acute flaccid paralysis in a nonvac-

cinated child was registered on September 26, 2017 at 
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the age of 11 weeks. The boy was hospitalized in the 

intensive care unit with tetra paresis and paresis of the 

muscles of the diaphragm, and was on artificial lung 

ventilation for a month. Vaccine poliovirus type 3 

was isolated from two fecal sampl es. The antibodies 

titers against PV3 increased four-fold on the 21st day 

after the onset of paralysis. We isolated the same po-

liovirus from the patient’s elder sister who received 

3 doses of IPV and had high antibodies titer to this 

poliovirus (1:512). The girl could be the only possible 

source of poliovirus for this VAPP patient, the source 

of poliovirus for the girl could not be established. 

During examination on the 60th day after the onset 

of paralysis residual paralysis was revealed. Final di-

agnosis: Vaccine-associated paralytic poliomyelitis 

in the contact person.

VAPP case 5: The child was vaccinated with 

the first in his life dose of inactivated vaccine “Poli-

milex” at the age of 10 months. Acute flaccid paralysis 

was registered in a boy on December 7, 2018 during 

his stay in hospital of the Far East. From two fecal 

samples dated December 7 and 8, 2018 vaccine po-

liovirus type 3 was isolated. In the blood serum anti-

bodies only to two polioviruses (PV1 — 1:256, PV3 — 

1:64) were found. On December 27, 2018 the child was 

transferred to central hospital for infectious diseases 

in St. Petersburg. In blood serum taken on the next 

day, antibodies to three polioviruses were found in ti-

ters: PV1 — 1:512, PV2 — 1:64,  PV3 — 1:512. The an-

tibodies titers against PV3 increased eight-fold on the 

21st day after the onset of paralysis. On the 60th day, 

the patient had residual paralysis. Final diagnosis: 

Vaccine-associated paralytic poliomyelitis in the vac-

cine recipient or in the contact person.

During the surveillance of acute flaccid paraly-

sis in South Vietnam, 2143 fecal samples from chil-

dren with AFP syndrome from 29 southern provinces 

of Vietnam were examined and 22 polioviruses (1.0%) 

were isolated. Most of them, according to the results 

of intratypic differentiation, were vaccine. Type 2 

poliovirus strains isolated from two children in 2012 

were classified as vaccine-derived polioviruses based 

on intratypic differentiation results. Six of the 22 iso-

lated polioviruses were classified as type 1, five as 

type 2, and eleven viruses (50%) were type 3 poliovi-

ruses (Table 2).

It is extremely important that two cases of acute 

flaccid paralysis registered in 2012 were caused by 

vaccine-derived polioviruses of type 2. Below you 

can see the description of these cases:

Case of AFP 1: A child, 19 months old, was not 

vaccinated against polio. Acute flaccid paralysis 

in a girl was registered on February 14, 2012 in the 

district close to the sea with humid tropical climate, 

poor sanitary conditions and more than 80% of the 

population of ethnic minorities origin. The girl was 

sent to hospital. From two patient’s samples there 

were isolated two polioviruses which were classified 

as VDPV of type 2 according to intratypic differen-

tiation. The results of poliovirus search on the 30th 

day after the onset of paralysis were negative. On the 

60th day, the patient had not residual paralysis. Final 

diagnosis: Acute flaccid paralysis in the non-vacci-

nated person.

Case of AFP 2: A child, 5 years old, received two 

doses of tOPV, the last dose was given more than 30 

days before the onset of paralysis. Acute flaccid pa-

ralysis was registered on April 17, 2012, in the moun-

tainous district hard to reach for the provision of vac-

cines. The population of the district consists of 11 

ethnic groups. The boy was sent to hospital. From two 

samples two polioviruses classified as VDPV type 2 

were isolated, on the 30th day after the onset of pa-

ralysis polioviruses were not found. On examination 

of the boy on the 60th day after the onset of paralysis, 

the residual paralysis was not found. Final diagnosis: 

Acute flaccid paralysis in the not completely vacci-

nated child.

The number of poliovirus strains isolated from 

AFP cases in Russia was 60, and it was more than 

in South Vietnam which was 22 (Fig.).

Discussion and conclus ion

The number of registered and completely studied 

cases of AFP was large in both countries. In Russia 

in the course of 20 years (from 2002 to 2021) 2492 

samples from patients with acute flaccid paralysis 

syndrome and their close contacts from 14 territo-

ries were examined. In Vietnam during 12 years 2143 

samples from patients having acute flaccid paralysis 

from 29 provinces of South Vietnam were investigat-

Table 2. Isolation of polioviruses and nonpolio enteroviruses from AFP cases and contact persons 

in 20 provinces of South Vietnam

Years
Number

of samples

Number of isolated enteroviruses (PV and NPEV)

PV (%) PV1 PV2 PV3 NPEV (%)

2010 109 1 0 0 1 12
2011–2012 480 7 3 3 1 54
2013–2014 363 2 1 0 1 38
2015–2016 340 8 1 2 5 31
2017–2019 544 4 1 0 3 70
2020–2021 307 0 0 0 0 44

Total 2143 22 (1.0) 6 5 11 249 (11.6)
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ed. The samples from contact persons were not ex-

amined in accordance with the National surveillance 

system.

In Russia and Vietnam, in the course of surveil-

lance for acute flaccid paralysis during the analyzed 

periods we isolated vaccine polioviruses of three 

types with predominance of type 3 polioviruses (63% 

and 50%, respectively) in both countries. From pa-

tients with AFP from Russia, polioviruses were 

isolated in 4.9% of samples; in Vietnam, only 1.0% 

of samples contained polioviruses. If we compare 

the total poliovirus isolation in the two countries 

over the same period of time from 2010 to 2021, then 

the ratio of positive for polioviruses samples will re-

main the same. The percentage of polioviruses iso-

lated in Russia in 2002–2021 (4.9%) or in 2010–2021 

(4.5%) statistically exceeded the percentage (1.0%) 

of poliovirus isolation in 2910–2021 in Vietnam (p < 

0.001). In Russia four wild type 1 polioviruses were 

isolated in 2010 from healthy children, who arrived 

in Saint Petersburg from Tajikistan, as well as vari-

ous types of VDPV. In Vietnam no wild polioviruses 

have been identified during 12 years since 2010. From 

the middle of 2016 in Russia and in Vietnam poliovi-

ruses of type 2 have not been isolated. On the contrary 

the percentage of isolation of nonpoliomyelitis enter-

oviruses from patients with AFP syndrome in South 

Vietnam was higher than in Russia (11.6% and 4.3%, 

respectively) because of extremely high level of en-

terovirus circulation in South Vietnam, the details 

will be discussed in the article “Surveillance of acute 

flaccid paralysis and poliomyelitis in some territories 

of Russia and in South Vietnam. Part 2. Non-polio 

enteroviruses and paralysis”.

The higher percentage of poliovirus isolation from 

AFP patients in Russia can be explained by the dif-

ference in the National Vaccination Schedules in the 

two countries. In Russia now each child should re-

ceive six polio vaccinations against polio during their 

lifetime — 2 doses of the inactivated vaccine — at 3 

and 4 and a half months, and 4 doses of the oral vac-

cine — at 6, 18 and 20 months, and then at 6 years. 

Earlier the 6th dose of OPV was given at the age 

of 14 [4, 18]. Until May 2016, a three-component 

OPV was used. Since the global switch to bivalent 

oral poliovirus vaccine in 2016, all the countries use 

only bivalent OPV for vaccination. The Vietnamese 

National Vaccination Schedule earlier provided 

three doses of OPV at the age of two, three and four 

months. In September 2018, the additional dose with 

inactivated vaccine IPV at five months was intro-

duced into the Vaccination schedule of Vietnam, 

currently the children in Vietnam should receive four 

vaccinations against poliomyelitis.

There exists the risk for the polio eradication pro-

gramme, such as the development of AFP and VAPP 

caused by VDPV in the context of continued use 

of oral poliovirus vaccine. In Russia in 2002–2021 

several cases of VAPP were diagnosed in 14 territo-

ries. In 29 provinces of South Vietnam, VAPP cases 

have not been reported. But two provinces in South 

Vietnam in 2012 reported one case each of acute flac-

cid paralysis caused by vaccine-derived polioviruses, 

VDPV type 2, isolated from sick children.

In order to analyse the causes of VAPP devel-

opment we choose five cases of VAPP. The cases 1 

and 2 demonstrate the contribution of immunode-

ficiencies to VAPP development. The case 3 shows 

the consequence of ignoring requirements of the 

Russian Vaccination Schedule and the lack of alert-

ness of medical personnel. The case 4 gives the ex-

ample of poliovirus transmission to nonvaccinated 

child by recipient of IPV without mucosal immunity. 

The reason for VAPP in the case 5 is unclear, maybe 

it was not complete vaccination or the use of not ad-

equate vaccine for the immunisation of this child.

It should be noted that in Russia over the 25-year 

period, cases of VAPP have been repeatedly record-

ed, they were caused by both vaccine polioviruses and 

vaccine-derived polioviruses of different ty pes [1, 2, 

3, 10]. In the SNL of St. Petersburg, nucleotide sub-

stitutions were detected in more than 40 polioviruses 

isolated from patients with AFP and VAPP since 

1998 [13]. In three strains isolated from patients with 

VAPP, the percentage of nucleotide divergence with 

vaccine strains in the VP3–2A genome region ranged 

from 0.7% to 1.4%, and in the VP1 genome region it 

was 0.9–1.1%, the percentage of amino acid substitu-

tions (0.8–1.4%) was also high [13]. In one child with 

immunodeficiency (our VAPP case 2) from the 2nd 

to the 78th days from the onset of paralysis, type 2 po-

lioviruses were isolated. These strains had only 0.2% 

of nucleotide substitutions, including one neuroviru-

lent mutation (T→C), in the genome region encoding 

the VP1 protein [6, 7]. The poliovirus, that caused 

VAPP in the child with paralysis, was a recombinant 

Figure. Polioviruses isolated from AFP cases 

on 14 territories of Russia and in 29 provinces 

of South Vietnam
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strain (S2/S1), it could be formed in a vaccinated 

child during the replication of polioviruses of dif-

ferent types in intestinal epithelial cells [9, 11, 13]. 

Just one neurovirulent mutation gave poliovirus an 

increased possibility to be transmitted to other chil-

d ren [3, 7]. Type 2 polioviruses with the same charac-

teristics were found in four other non-paralyzed chil-

dren in an adjacent hospital ward. As five children 

shed such polioviruses, they were detected in sewage 

samples from the hospital sewer [3, 7]. These results 

showed that among children’ population, with very 

good vaccination coverage, long-term persistence 

and circulation of vaccine-derived polioviruses had 

been possible. Since the number of children receiv-

ing OPV in Russia is high, each unvaccinated child 

is likely to contact with recently vaccinated children 

who can shed vaccine polioviruses or even VDPV 

which can become the cause of paralytic disease. 

The number of VAPP among the recipients of polio 

vaccine dramatically decreased after the introduc-

tion of two IPV doses into the National Vaccination 

Schedule [4, 18, 25], the risk of VAPP in unvaccinat-

ed children still exists.

In 2012 Vietnam also reported two cases of AFP 

caused by VDPV type 2 in two provinces. Barriers 

to vaccine delivery as well as inadequate epidemio-

logical and sanitary situation have created the pre-

requisites for the spread of VDPV type 2, which was 

isolated from healthy contact children and from sew-

age water samples in 13 other countries between April 

2011 and June 2012 (Update of vaccine-derived po-

lioviruses — worldwide, April 2011 — June 2012).

Another risk for the polio eradication is the de-

creased mucosal and humoral immunity in vacci-

nated children. The circulation of VDPV type 3 in an 

orphanage led to the case of paralytic poliomyelitis 

cause d by this virus in one child was described [12]. 

The complete genome sequencing was performed 

for five polioviruses isolated from the patient and 

three contact children. The level of divergence of the 

isolates’ genomes corresponded to approximately 

9–10 months of evolution. The possibility of VDPV3 

transmission from poliovirus excretor to susceptible 

recipients (unvaccinated against polio or vaccinated 

with inactivated poliovirus vaccine) and circulation 

in the closed children’s group was demonstrated. 

The study of the blood sera of orphanage residents at 

least twice vaccinated with IPV revealed the absence 

of neutralizing antibodies against two poliovirus se-

rotypes in almost 20% of children. Thus the authors 

of the article [12] showed that the rejection of OPV 

vaccination can lead to a critical decrease in collec-

tive immunity.

When studying the levels of immunity to po-

lioviruses in vaccinated with bOPV vaccine we 

fixed the decrease of humoral immunity to poliovi-

rus type 2 in children of two age groups (3–4 and 

15–17 years old) from one territory of Russia. Below 

there are the data showing the absence of antibodies 

to type 2 polioviruses in some children after vaccina-

tion with a bivalent poliovirus vacc ine (Table 3).

Our data also prove that the complete rejection 

of OPV for vaccination of children may lead to a sig-

nificant decrease in collective immunity.

Russia and Vietnam are situated in two WHO 

Regions — European Region and South-East Asia 

Region. Both regions were certified as polio free 

regions — EURO in 2002 [5] and SEAR in 2014. 

Throughout the post-certification period, the polio-

free status was maintained on 14 territories of Russia 

and 29 provinces of South Vietnam. The qual-

ity of epidemiological and virological surveillance 

for acute flaccid paralysis was in accordance with 

the requirements regulated by the national and inter-

national polio surveillance systems. All cases of AFP 

were revealed, registered, virologically studied and 

timely reported in both countries.

To prevent the risk of developing vaccine-asso-

ciated paralytic poliomyelitis, it is indispensable 

to maintain 95% polio vaccine coverage of chil-

dren; to comply with sanitary legislation, including 

the National Vaccination Schedule when vaccinating 

children and minimize the number of refusals to vac-

cinate children against poliomyelitis counteracting 

anti-vaccination propaganda in every way.

Poliomyelitis and AFP surveillance must be con-

tinued because the risk of wild poliovirus importa-

tion into polio free countries exists till the complete 

eradication of WPV circulat ion in the world. It is 

necessary to strengthen the epidemiological surveil-

lance of poliomyelitis and acute flaccid paralysis, 

to improve the virological surveillance of poliovi-

ruses [23], to continue researches on poliomyelitis, 

including the development of new safe and effective 

poliovirus vaccines that can create both humoral and 

mucosal immunity. The goal of surveillance is to 

evaluate the circulation of imported wild poliovi-

ruses and vaccine-derived polioviruses with nucleo-

tide substitutions. The detection of these pathogenic 

strains is based on the analysis of poliovirus strains 

isolated during polio surveillance with the help 

of classical and new virological and molecular meth-

ods. The systematic control of adequate polio vac-

cination is indispensable in order to prevent trans-

mission of imported wild polioviruses into polio free 

countries and circulation of vaccine-derived poliovi-

ruses all over the world.

Table 3. The percentage of children vaccinated by 

bOPV having no anti-PV2 antibodies in the two age 

groups

Year 
Number 

of children
Children aged 

3–4 years 
Children aged 
15–17 years 

2017 204 0 0

2018 202 1% 2%

2019 200 2% 6%

2022 206 8% 3%
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АНАЛИЗ ПАРАМЕТРОВ ЛЕЙКОГРАММЫ 

И ЦИТОКИНОВОГО ПРОФИЛЯ КРОВИ 

ПРИ КЛЕЩЕВЫХ ИНФЕКЦИЯХ РАЗНОЙ 

ЭТИОЛОГИИ

О.В. Воронкова, Е.Н. Ильинских, Р.Р. Хасанова, И.Е. Есимова, А.Г. Семенов, 

М.Р. Карпова, Е.А. Мотлохова, Н.А. Чернышов, А.В. Ямпольская, О.В. Ямпольская

ФГБОУ ВО Сибирский государственный медицинский университет Минздрава России, г. Томск, Россия

Резюме. Введение.  Исследования, направленные на выявление особенностей патогенеза клещевых природно-

очаговых инфекций в зависимости от их этиологического варианта, актуальны для поиска новых ассоциаций 

биомаркеров, характеризующих структурный и функциональный фенотип иммунокомпетентных клеток, 

значимых для дифференциальной диагностики и прогноза заболеваний. Целью работы являлась оценка по-

казателей лейкограммы с расширенным профилем во взаимосвязи с параметрами цитокинового статуса у па-

циентов с вирусным клещевым энцефалитом и больных с безэритемной формой иксодового клещевого бор-

релиоза в остром периоде заболевания. Материалы и методы. В исследовании приняли участие 28 пациентов 

с безэритемной формой иксодового клещевого боррелиоза (ИКБ) и 27 больных клещевым энцефалитом (КЭ) 

в остром периоде заболевания, а также 16 здоровых лиц (контрольная группа). Исследование венозной крови 

проводили на анализаторе Sysmex XN1000, в котором реализована технология рефлекс-тестирования с рас-

ширенным профилем, позволяющая охарактеризовать реакцию лейкоцитов при инфекции и воспалении, 

в том числе с помощью таких параметров, как абсолютное и относительное количество незрелых гранулоци-

тов (IG), показатель гранулярности нейтрофилов (NEUT-GI), показатель реактивности нейтрофилов (NEUT-

RI), количество реактивных лимфоцитов (RE-LYMP), количество лимфоцитов, синтезирующих антитела 

(AS-LYMP). Концентрацию цитокинов IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IFNγ и TΝFα в сыворотке крови опреде-

ляли методом иммуноферментного анализа с использованием наборов реагентов (АО «Вектор-Бест», Россия). 

Результаты. Установлено, что изменения количественного состава лейкоцитов крови у пациентов с вирус-

ным КЭ и безэритемной формой ИКБ имеют однонаправленную тенденцию и характеризуются повышением 

числа метаболически активных нейтрофилов (NEUT-RI) и снижением количества реактивных лимфоцитов 

(RE-LYMP) относительно соответствующих параметров у здоровых лиц. Изменения лейкограммы происхо-

дят на фоне высокой концентрации в крови провоспалительных цитокинов IL-8 и TNFα и низкой концен-

трации IFNγ. Выявлена положительная прямая корреляционная связь между показателем интенсивности 

флуоресценции, характеризующим метаболическую активность нейтрофильных гранулоцитов (NEUT-RI), 

и содержанием IL-8 в сыворотке крови как в группе больных КЭ (r = 0,422, p < 0,05), так и у пациентов с без-

Адрес для переписки:

Воронкова Ольга Владимировна
634050, Россия, г. Томск, Московский тракт, 2, 
ФГБОУ ВО Сибирский государственный медицинский 
университет Минздрава России.
Тел.: 8 (3822) 90-11-01 (доб. 1945); 8 905 990-47-46 (моб.).
E-mail: Voronkova-ov@yandex.ru

Contacts:

Olga V. Voronkova
634050, Russian Federation, Tomsk, Moskovsky trakt, 2, 
Siberian State Medical University.
Phone: +7 (3822) 90-11-01 (add. 1945); +7 905 990-47-46 (mobile).
E-mail: Voronkova-ov@yandex.ru

Для цитирования:

Воронкова О.В., Ильинских Е.Н., Хасанова Р.Р., Есимова И.Е., 
Семенов А.Г., Карпова М.Р., Мотлохова Е.А., Чернышов Н.А., 
Ямпольская А.В., Ямпольская О.В. Анализ параметров лейкограммы 
и цитокинового профиля крови при клещевых инфекциях разной 
этиологии // Инфекция и иммунитет. 2023. Т. 13, № 2. C. 338–346. 
doi: 10.15789/2220-7619-AOL-5860

Citation:

Voronkova O.V., Ilyinskikh E.N., Hasanova R.R., Esimova I.E., Semenov A.G., 
Karpova M.R., Motlokhova E.A., Chernyshov N.A., Yampolskaya O.V., 
Yampolskaya A.V. Analysis of leukogram parameters and blood cytokine 
profile in tick-borne infections of various etiologies // Russian Journal 
of Infection and Immunity = Infektsiya i immunitet, 2023, vol. 13, no. 2, 
pp. 338–346. doi: 10.15789/2220-7619-AOL-5860

Исследование выполнено за счет гранта Российского научного фонда № 22-15-20010 и средств Администрации Томской области.

The study was supported by grant No. 22-15-20010 of the Russian Science Foundation and funds of the Tomsk Oblast Administration.

© Воронкова О.В. и соавт., 2023 DOI: http://dx.doi.org/10.15789/2220-7619-AOL-5860



339

2023, Т. 13, № 2 Лейкограмма и цитокины при клещевых инфекциях

эритемной формой ИКБ (r = 0,551, p < 0,05). Дополнительно в группе больных с КЭ установлена положитель-

ная корреляция между общим количеством лейкоцитов (WBC) и концентрацией TNFα в сыворотке крови (r = 

0,532, p < 0,05).

Ключевые слова: клещевой энцефалит, иксодовый клещевой боррелиоз, безэритемная форма, лейкоциты, лейкограмма, цитокины.

ANALYSIS OF LEUKOGRAM PARAMETERS AND BLOOD CYTOKINE PROFILE IN TICK-BORNE 

INFECTIONS OF VARIOUS ETIOLOGIES

Voronkova O.V., Ilyinskikh E.N., Hasanova R.R., Esimova I.E., Semenov A.G., Karpova M.R., Motlokhova E.A., 

Chernyshov N.A., Yampolskaya O.V., Yampolskaya A.V.

Siberian State Medical University, Tomsk, Russian Federation

Abstract. Introduction. Studies aimed at identifying pathogenetic features of tick-borne natural focal infections depending 

on etiological agent are relevant to seek out for new associations of biomarkers characterizing the structural and functional 

phenotype of immune cells significant for the differential diagnosis and prognosis of diseases. The aim of the study 

was to evaluate the parameters of a leukogram with an expanded profile in relation to the parameters of cytokine status 

in patients with viral tick-borne encephalitis as well as erythemic tick-borne borreliosis at acute stage of the disease. 

Materials and methods. The study involved 28 patients with the non-erythemic tick-borne borreliosis and 27 patients with 

tick-borne encephalitis at the acute stage of the disease, as well as 16 healthy individuals (control group). Venous blood 

samples were examined using a Sysmex XN1000 analyzer based on reflex testing technology with extended profile allowing 

to characterize leukocyte reaction during infection and inflammation, including parameters such as the absolute and relative 

count of immature granulocytes (IG), neutrophil granularity index (NEUT-GI), neutrophil reactivity index (NEUT-

RI), count of reactive lymphocytes (RE-LYMP), count of antibody-producing lymphocytes (AS-LYMP). Concentration 

of IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IFNγ and TNFα in βlood serum was determined by enzyme immunoassay using specific 

reagent kits (Vector-Best, Russia). Results. It was found that changes in the quantitative composition of blood leukocytes 

in patients with viral tick-borne encephalitis and non-erythemic form of tick-borne borreliosis have a unidirectional 

tendency characterized by increased count of metabolically active neutrophils (NEUT-RI) and a decreased count 

of reactive lymphocytes (RE-LYMP) compared to healthy individuals. Changes in the leukogram occur along with high 

blood concentration of proinflammatory cytokines IL-8 and TNFα and a low level of IFNγ. A positive direct correlation 

was revealed between the fluorescence intensity parameter characterizing the metabolic activity of neutrophil granulocytes 

(NEUT-RI) and blood serum IL-8 level both in tick-borne encephalitis (r = 0.422, p < 0.05) and non-erythemic form 

of tick-borne borreliosis (r = 0.551, p < 0.05). Additionally, in the former, a positive correlation was established between 

the total leukocyte count (WBC) and concentration of TNFα in τhe blood serum (r = 0.532, p < 0.05).

Key words: tick-borne encephalitis, tick-borne borreliosis, non-erythemic form, leukocytes, leukogram, cytokines.

Введение

Наиболее значимая доля в структуре забо-

леваемости природно-очаговыми инфекция-

ми на большинстве эндемичных территорий 

Российской Федерации приходится на вирус-

ный клещевой энцефалит (КЭ) и иксодовый 

клещевой боррелиоз (ИКБ) [13]. Проблема ран-

ней диагностики вирусных и бактериальных 

инфекций, передаваемых иксодовыми клеща-

ми, не теряет своей актуальности, несмотря 

на внедрение в клиническую практику высо-

кочувствительных молекулярно-генетических 

методов. По данным литературы, доля этиоло-

гически неверифицированных клинических 

случаев лихорадочных заболеваний, развиваю-

щихся после присасывания клеща, в некото-

рых регионах составляет до 56% [16]. Например, 

раннюю дифференциальную диагностику ви-

русного КЭ и ИКБ, протекающего без развития 

мигрирующей эритемы, затрудняют сходство 

основных клинических проявлений на началь-

ных этапах инфекции при поздней сероконвер-

сии специфических антител [1].

Изменения параметров периферической кро-

ви являются интегральными показателями со-

стояния организма, и, несмотря на совершен-

ствование имеющихся и создание новых методов 

лабораторной диагностики заболеваний, клас-

сический метод исследования количествен-

ных и функциональных параметров клеточных 

элементов крови, отражающих реакцию одной 

из основных защитных систем организма, не те-

ряет своей актуальности и остается основой кли-

нического диагноза. К настоя щему времени на-

коплено большое количество эксперименталь-

ных и клинических данных, характеризующих 

изменения лейкоцитарного состава и цитокино-

вого статуса крови при клещевых инфекциях [2, 

8, 11, 20, 21]. При этом отсутствует комплексное 

систематизированное представление об имму-

нопатогенетических особенностях отдельных 

этиологических вариантов клещевых инфекций. 

В опубликованных материалах наблюдается 
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сильная вариабельность как значений анализи-

руемых количественных параметров, так и под-

ходов к их интерпретации с позиции разнона-

правленных механизмов иммуноцитокиновой 

регуляции при разных клещевых инфекциях. 

Объективными являются причины как клини-

ческого характера (внутригрупповые возрастно-

половые различия, разнообразие клинических 

форм внутри одной нозологичес кой группы, за-

висимость патогенеза и клинической картины 

от биологических особенностей инфицирующе-

го штамма возбудителя, от перио да заболевания, 

от индивидуальных особенностей иммунологи-

ческой реактивнос ти, от исходного иммунного 

статуса пациента, от географических региональ-

ных особенностей инфекционной патологии), 

так и методологичес кого свойства (использо-

вание разных методов и наборов для детекции 

целевых клеток и молекул, сильная внутри-

групповая вариабельность значений уровня ци-

токинов, отсутствие сравнения с контрольной 

группой, использование разных методов стати-

стической обработки количественных данных). 

Все это определяет необходимость продолже-

ния исследований, направленных на выявле-

ние особенностей иммунопатогенеза клещевых 

инфекций в зависимости от их этиологического 

варианта, для поиска новых ассоциаций биомар-

керов, характеризующих структурный и функ-

циональный фенотип иммунокомпетентных 

клеток, значимых для верификации и прогноза 

заболеваний.

Целью настоящего исследования являлась 

оценка показателей лейкограммы с расширен-

ным профилем во взаимосвязи с параметрами 

цитокинового статуса у пациентов с вирусным 

клещевым энцефалитом и больных с безэри-

темной формой иксодового клещевого борре-

лиоза в остром периоде заболевания.

Материалы и методы

В исследовании приняли участие 55 паци-

ентов, госпитализированных в инфекционную 

клинику с лихорадкой и наличием в анамнезе 

факта присасывания клеща. Обследование па-

циентов включало общеклинические лабора-

торные исследования и метод твердофазного 

иммуноферментного анализа (ИФА) с опре-

делением IgM и IgG к Borrelia burgdorferi s.l. 

и к вирусу КЭ, а также антигена вируса КЭ. 

Ретроспективно по результатам дифференци-

альной диагностики были сформированы груп-

пы сравнения. В первую группу вошли 28 паци-

ентов с безэритемной формой ИКБ (средний 

возраст: 46,52±3,21 лет), вторую группу состави-

ли 27 больных с лихорадочной и менингеальной 

формой КЭ (средний возраст: 46,45±2,16 лет). 

Контрольную группу составили 16 здоровых 

добровольцев (средний возраст: 47,28±3,14 лет). 

Все пациенты и здоровые лица подписали ин-

формированное согласие на участие в исследо-

вании (одобрено этическим комитетом ФГБОУ 

ВО СибГМУ Минздрава России, протокол 

№ 9119/1 от 30.05.2022 г.).

Материалом для исследования являлась 

венозная кровь. Взятие крови осуществляли 

в день поступления пациентов в стационар. 

Общеклинический анализ крови проводи-

ли на гематологическом анализаторе Sysmex 

XN1000 (Sysmex Corp., Япония), в котором ре-

ализована технология рефлекс-тестирования 

с расширенным профилем, позволяющая оха-

рактеризовать реакцию лейкоцитов при инфек-

ции и воспалении. Были исследованы следую-

щие параметры: общее количество лейкоцитов 

в крови (WBC), абсолютное и относительное 

количество отдельных морфологических форм 

лейкоцитов (нейтрофильных (NEUT), эозино-

фильных (EO) и базофильных (BASO) грану-

лоцитов, лимфоцитов (LYMPH), моноцитов 

(MONO), абсолютное и относительное количе-

ство незрелых гранулоцитов (IG), показатель 

гранулярности нейтрофилов (NEUT-GI), по-

казатель реактивности нейтрофилов (NEUT-

RI), количество реактивных лимфоцитов (RE-

LYMP), количество лимфоцитов, синтезирую-

щих антитела (AS-LYMP).

Концентрацию цитокинов IL-2, IL-4, IL-6, 

IL-8, IL-10, IFNγ и TNFα в сыворотке крови 

определяли методом ИФА с использованием 

наборов реагентов (АО «Вектор-Бест», Россия).

Статистическую обработку результатов про-

водили в программе STATISTICA 12.0 (StatSoft, 

США). Данные, подчиняющиеся нормальному 

закону распределения (тест Шапиро–Уилка), 

представляли в виде среднего и стандартного 

отклонения (M±SD), не подчиняющиеся — ме-

дианы (Me) и межквартильного интервала (Q1; 

Q3). Анализ различий между выборками вы-

полняли при помощи t-критерия Стьюдента 

либо U-критерия Манна–Уитни с поправкой 

Бонферрони. При уровне значимости р < 0,05 

различия двух сравниваемых величин считали 

статистически значимыми. Для оценки взаи-

мосвязи между показателями определяли ко-

эффициент ранговой корреляции Спирмена (r).

Результаты

При сравнении количественных параметров 

лейкоцитарного звена у пациентов с клещевы-

ми инфекциями и здоровых лиц статистически 

значимое увеличение общего числа лейкоцитов 

в крови было зарегистрировано только в группе 

больных КЭ (табл. 1). Изменение числа лейко-

цитов происходило за счет повышения абсолют-

ного и относительного количества нейтрофиль-
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ных гранулоцитов и снижения относительного 

числа лимфоцитов. В группе пациентов с ИКБ 

большинство количественных параметров лей-

коцитарного звена периферической крови было 

сопоставимо с контрольными значениями. 

При этом у всех больных клещевыми инфек-

циями, вне зависимости от этиологического 

варианта заболевания, было зарегистрировано 

статистически значимое повышение в среднем 

в 1,2 раза по сравнению со значениями у здо-

ровых лиц показателя реактивности нейтро-

фильных гранулоцитов (NEUT-RI), характе-

ризующего метаболическую активность клеток 

по интенсивности флюоресценции популяции 

(табл. 1). Также у пациентов обеих групп было 

зарегистрировано в равной степени значимое 

снижение количества реактивных лимфоци-

тов (RE-LYMP) при полном отсутствии в крови 

антителосинтезирующих В-лимфоцитов (AS-

LYMP) (табл. 1). 

При анализе содержания цитокинов в кро-

ви было обнаружено статистически значимое 

повышение концентрации провоспалительно-

го IL-8 у пациентов обеих групп по сравнению 

с параметрами в группе здоровых лиц (табл. 2). 

Наиболее высокий уровень цитокина был за-

регистрирован в группе больных ИКБ — кон-

центрация IL-8 в среднем в 2 раза превышала 

таковую у пациентов с КЭ (р2 = 0,041). Наряду 

с этим было зарегистрировано значительное 

повышение (в среднем в 6,7 раза по сравнению 

со значениями в контрольной группе) концен-

Таблица 1. Общее количество лейкоцитов и показатели лейкограммы с расширенным профилем 

у пациентов с клещевыми инфекциями, M±SD

Table 1. Total blood leukocyte count and leukogram parameters with an expanded profile in patients with tick-borne 
infections, M±SD

Параметры

Рarameters

Здоровые 
лица

Healthy 
persons
n = 16

Пациенты с КЭ

Patients with tick-
borne encephalitis

n = 27

Пациенты 
с безэритемной 

формой ИКБ

Patients with non-
erythemal form 

of ixodic tick-borne 
borreliosis

n = 28

Общее количество лейкоцитов в крови (WBC), × × 109/л

Total blood leukocytes count (WBC), × 109/l
5,17±1,48

7,13±1,85
р1 = 0,026

6,07±1,41

Количественный 
состав клеток

Leukocyte blood 
count

Эозинофильные гранулоциты (EO)

Eosinophilic granulocytes (EO)
% 2,80±1,50 2,11±0,44 3,56±0,82

× 109/l 0,14±0,08 0,13±0,19 0,22±0,18

Зрелые нейтрофильные гранулоциты 
(NEUT)

Mature neutrophilic granulocytes (NEUT)

% 52,78±6,93
62,67±6,39
р1 = 0,015

51,94±3,71
р2 = 0,012

× 109/l 2,76±0,94
4,32±1,00
р1 = 0,011

3,19±1,10

Лимфоциты (LYMPH)

Lymphocytes (LYMPH)
% 35,14±3,40

27,39±3,65
р1 = 0,008

34,25±4,89
р2 = 0,008

× 109/l 1,79±0,16 1,89±0,15 2,04±0,16
Моноциты (MONO)

Monocytes (MONO)
% 8,44±1,33 7,54±1,21 9,58±1,84

× 109/l 0,44±0,16 0,49±0,15 0,57±0,13
Базофильные гранулоциты (BASO)

Basophilic granulocytes (BASO)
% 0,84±0,20 0,29±0,30 0,68±0,25

× 109/l 0,04±0,01 0,02±0,02 0,04±0,02
Незрелые нейтрофильные 
гранулоциты (IG)

Immature neutrophilic granulocytes (IG)

% Нет данных 0,30±0,04 0,30±0,07

× 109/l Нет данных 0,02±0,01 0,02±0,02

Показатель цитоплазматической гранулярности нейтрофилов 
(NEUT-GI, ед. интенсивности рассеяния света, SI)

Neutrophil granularity intensity (NEUT-GI, scatter intensity, SI)
151,34±2,94 150,27±6,30 153,10±3,83

Показатель реактивности нейтрофилов (NEUT-RI, 
ед. интенсивности флуоресценции, FI)

Neutrophil reactivity intensity (NEUT-RI, fluorescence intensity, FI)
39,16±2,60

46,63±1,15
р1 = 0,012

46,94±2,07
р1 = 0,009

Количество реактивных лимфоцитов (RE-LYMP, ×× 109/л)

Reactive lymphocytes count (RE-LYMP, × 109/l)
0,90 ±0,11

0,08±0,02
р1 = 0,005

0,06±0,02
р1 = 0,001

Количество лимфоцитов, синтезирующих антитела (AS-LYMP, 
×× 109/л)

Antibody-secreting reactive lymphocytes count (AS-LYMP, × 109/l)
0,0 0,0 0,0

Примечание. Здесь и в табл. 2: р1 — уровень значимости различий при сравнении с параметрами у здоровых лиц; р2 — уровень значимости 
различий при сравнении с параметрами у пациентов с КЭ.
Note. Here and in Table 2: p1 — significance level of differences compared with parameters in healthy donors; p2 — significance level of differences 
compared with parameters in patients with tick-borne encephalitis.
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трации TNFα, в равной степени характерное 

как для пациентов с КЭ, так и для больных 

ИКБ. Независимо от этиологического вариан-

та инфекции у всех обследованных пациентов 

было обнаружено снижение содержания в кро-

ви IFNγ относительно параметров у здоровых 

лиц (табл. 2).

Статистически значимое снижение по срав-

нению с контрольными значениями концен-

трации IL-10 в сыворотке крови было зареги-

стрировано в группе пациентов с ИКБ (в сред-

нем в 4,6 раза, р1 = 0,017).

Обсуждение

Как известно, любое инфекционное забо-

левание является результатом сложного взаи-

модействия патогена с факторами врожден-

ного и адаптивного иммунитета организма 

хозяина [15]. Врожденная неспецифическая 

резистентность, основными механизмами ко-

торой являются фагоцитоз и воспаление, обес-

печивает защиту на ранних этапах инфекции. 

Ведущая роль в формировании специфических 

и неспецифических реакций, в определении ре-

зистентности и реактивности организма, в том 

числе при инфекционном процессе, принадле-

жит системе крови [19].

К настоящему времени опубликовано не-

сколько работ, в которых обсуждаются алго-

ритмы ранней дифференциальной диагностики 

клинических форм клещевых инфекций в остром 

периоде заболевания, основанные на исполь-

зовании в качестве критериев количественных 

параметров гемограммы, а также показателей, 

характеризующих функциональную активность 

лейкоцитов, например, таких как лейкоцитар-

ные индексы интоксикации по Я.Я. Кальф-

Калифу и С.Ф. Химичу, абсолютное количество 

CD3+-, CD4+-, CD8+-лимфоцитов, количество 

фагоцитирующих нейтрофилов и фагоцитарное 

число и др. Ранее было установлено, в том числе 

в наших собственных исследованиях, что мо-

дели логистической регрессии, разработанные 

с использованием некоторых гематологических 

параметров, демонстрируют высокую инфор-

мативность, например, для оценки вероятно-

сти развития у пациента вариантов клещевых 

инфекций: безэритемной формы иксодового 

клещевого боррелиоза или сочетанного течения 

боррелиозно-энцефалитной инфекции как в пе-

риоде разгара заболевания, так и в периоде ре-

конвалесценции [5, 10, 14, 25].

В настоящем исследовании в результате ана-

лиза количественных показателей перифери-

чес кой крови у больных КЭ и безэритемной фор-

мой ИКБ мы установили повышение по сравне-

нию с показателями в группе здоровых доноров 

общего количества лейкоцитов в крови только 

у пациентов с КЭ (табл. 1). Изменения в гемо-

грамме у пациентов данной группы характери-

зовались повышением абсолютного и относи-

тельного числа нейтрофильных гранулоцитов 

и снижением относительного количества лим-

фоцитов. Поскольку значения WBC и гемо-

граммы не выходили за границы референтных 

интервалов, трактовать выявленные изменения 

как лейкоцитоз с изменением числа отдельных 

морфологических форм некорректно. В этом 

случае целесообразной представляется оцен-

ка значимости выявленных изменений гемо-

граммы в комплексе с другими параметрами, 

характеризующими интенсивность системной 

воспалительной реакции при различных вари-

антах клещевых инфекций.

Технология рефлекс-тестирования с расши-

ренным профилем, реализованная в современ-

ных автоматических гематологических анали-

заторах, позволяет охарактеризовать не только 

количественный, но и качественный состав 

лейкоцитов крови внутри морфологических 

групп. Диагностические возможности новых 

параметров цитофлуориметрического анали-

за клеток крови, характеризующих их функ-

циональность на основе размера, различий 

во внутренней структуре, зернистости, актив-

но изучаются при многих патологических со-

стояниях, например, при диагностике сепсиса 

у больных с политравмой, аутоиммунными за-

болеваниями, гепатитом и у иммунокомпроме-

тированных лиц и др. [18, 23, 26].

В частности, для определения статуса актива-

ции клеток иммунной системы в лабораторной 

диагностике используют такие дескрипторы, 

как гранулярность (NEUT-GI) и реактивность 

нейтрофилов (NEUT-RI), количество реактив-

ных (RE-LYMP) и антителосинтезирую щих 

В-лимфоцитов (AS-LYMP). В настоящее вре-

мя уже имеются данные о том, что изменения 

этих параметров зависят от характера воспали-

тельного стимула, интенсивности и стадии ин-

фекции, и могут быть полезны для дифферен-

циальной диагностики между бактериальной 

и вирусной инфекцией [22, 24, 26].

В доступной литературе отсутствуют данные 

об изменениях дополнительных параметров, 

определяемых с использованием цитофлуори-

метрических методик и составляющих расши-

ренный профиль гемограммы, при клещевых 

природно-очаговых инфекциях. В результате 

проведенного исследования мы установили, 

что изменения количественного состава лейко-

цитов периферической крови у пациентов как 

с КЭ, так и с безэритемной формой ИКБ имеют 

однонаправленную тенденцию и характеризу-

ются повышением числа метаболически актив-

ных нейтрофилов (NEUT-RI) и снижением ко-

личества реактивных лимфоцитов (RE-LYMP) 
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относительно параметров у здоровых лиц 

(табл. 1). Повышение функциональной актив-

ности нейтрофилов представляется вполне за-

кономерным и характеризует острую фазу вос-

паления на начальном этапе развития любой 

инфекции как бактериальной, так и вирусной. 

Следует отметить, что повышение функцио-

нальной активности нейтрофилов у обследо-

ванных нами пациентов происходило на фоне 

высокой концентрации провоспалительных 

цитокинов IL-8 и TNFα в крови. Мы установи-

ли наличие положительной прямой корреля-

ционной взаимосвязи связи между показателем 

интенсивности флуоресценции, характеризую-

щим метаболическую активность нейтрофиль-

ных гранулоцитов, и содержанием IL-8 в сыво-

ротке крови как в группе больных КЭ (r = 0,422, 

p < 0,05), так и у пациентов с безэритемной фор-

мой ИКБ (r = 0,551, p < 0,05).

По данным литературы известно, что IL-8 

является одним из центральных регулирующих 

звеньев в механизмах хемоаттракции нейтро-

фильных гранулоцитов, а также выступает как 

быстродействующий активатор, обусловливаю-

щий дегрануляцию нейтрофилов, развитие 

респираторного взрыва, выход лизосомаль-

ных ферментов, увеличение экспрессии по-

верхностных рецепторов, продукцию и секре-

цию арахидоновой кислоты и ее метаболитов 

в клетках [17, 19]. Значимую роль IL-8 играет 

в иммунопатогенезе клещевых инфекций. В ис-

следованиях Н.С. Миноранской и соавт. (2014), 

посвященных изучению механизмов иммуно-

цитокиновой регуляции при сочетанной бор-

релиозно-энцефалитной инфекции, сделан вы-

вод о том, что уровень продукции IL-8 можно 

рассматривать в качестве критически важного 

критерия для прогноза и дифференциальной 

диагностики различных форм ИКБ — изолиро-

ванной и сочетанной с КЭ [11].

По результатам проведенного корреляцион-

ного анализа, у пациентов с КЭ мы выявили 

положительную корреляцию между общим ко-

личеством лейкоцитов (WBC) и концентрацией 

TNFα в сыворотке крови (r = 0,532, p < 0,05).

Известно, что на фоне инфекции провос-

палительные свойства TNFα реализуются как 

на локальном, так и на системном уровнях. 

При этом TNFα индуцирует синтез острофаз-

ных белков в гепатоцитах, продукцию медиа-

торов воспаления, про- и противовоспали-

тельных цитокинов в иммунокомпетентных 

клетках, активирует фагоцитирующие, анти-

генпредставляющие, цитотоксические и анти-

телосинтезирующие клетки, а также увеличи-

вает адгезионные свойства сосудистого эндо-

телия, способствуя развитию перераспредели-

тельного лейкоцитоза [4].

В разной степени выраженное повышение 

концентрации TNFα в сыворотке крови у боль-

ных с различными формами клещевого энце-

фалита, ИКБ и при их сочетании ранее уже 

было зарегистрировано в ряде клинических ис-

следований. При этом значения концентрации 

TNFα варьировали в широких пределах в сред-

нем от 45 пг/мл до 301,1±12,5 пг/мл [2, 8, 11, 20]. 

В крови у обследованных нами пациентов кон-

центрация цитокина не превышала в среднем 

7,0 пг/мл, что, на наш взгляд, на фоне разверну-

той клинической картины заболевания, свиде-

тельствует о недостаточной функциональной 

активности клеток системы мононуклеарных 

фагоцитов, являющихся основными продуцен-

тами цитокина. На основе полученных данных 

также можно сделать предположение о наруше-

нии кооперативного взаимодействия регулятор-

ных и эффекторных клеток в процессе реализа-

ции иммунного ответа, поскольку мы не заре-

гистрировали синергического эффекта высоких 

концентраций TNFα в отношении секреции 

 Таблица 2. Концентрация цитокинов в сыворотке крови у пациентов с клещевыми инфекциями, 

Me (Q1; Q3)

Table 2. Blood serum cytokines concentration in the in patients with tick-borne infections, Me (Q1; Q3)

Концентрация 
цитокинов, пг/мл

Cytokine 
concentration, pg/ml

Здоровые лица

Healthy donors
n = 16

Пациенты с КЭ

Patients with tick-borne 
encephalitis

n = 27

Пациенты с безэритемной формой ИКБ

Patients with non-erythemal form of ixodic 
tick-borne borreliosis

n = 28

IL-2 1,20 (0,21; 1,75) 2,40 (1,23; 5,33) 2,09 (0,94; 5,90)
IL-4 1,24 (1,12; 1,45) 1,34 (1,23; 2,43) 1,32 (1,13; 2,80)
IL-6 2,41 (1,55; 3,98) 3,10 (2,87; 12,32) 2,83 (2,54; 3,87)

IL-8 8,28 (4,20; 11,60)
17,95 (7,79; 52,57)

р1 = 0,034
35,45 (21,45; 44,24)
р1 = 0,009; р2 = 0,041

IL-10 5,31 (2,80; 7,00) 2,35 (1,75; 2,77) 
1,27 (1,23; 1,46)

р1 = 0,017

IFNγ 5,78 (2,54; 8,36)
1,28 (1,04; 2,01)

р1 = 0,006
1,24 (1,20; 1,87)

р1 = 0,011

TNFα 0,82 (0,74; 1,69)
6,32 (5,98; 10,41)

р1 = 0,002
5,11 (2,17; 7,52)

р1 = 0,032
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других провоспалительных цитокинов, таких 

как IL-2 и IL-6, а также противовоспалитель-

ного IL-10, уровень которого у пациентов с ИКБ 

оказался даже ниже контрольных значений 

(табл. 2). Кроме того, отсутствовала корреляци-

онная взаимосвязь между значениями концен-

трации IL-8 и уровнем TNFα в крови у обсле-

дованных пациентов. Факторы врожденной не-

специфической резистентности обеспечивают 

не только защиту на ранних этапах инфекции, 

но и развитие последующего специ фического 

адаптивного иммунного ответа в зависимости 

от способа презентации антигенов и индукции 

экспрессии генов цитокинов. Установлено, что 

достаточная эффективность противовирусного 

и антибактериального иммунитета находится 

в прямой зависимости от уровня активности 

клеток системы мононуклеарных фагоцитов 

и наработки иммунорегуляторных цитокинов, 

обеспечивающих кооперативное взаимодей-

ствие иммунокомпетентных клеток в процессе 

иммунного ответа [3, 6, 7, 12, 17].

Как показали результаты исследования, у па-

циентов с клещевыми инфекциями уровень ци-

токинов, являющихся продуктами Т-хелперных 

клонов лимфоцитов (IL-2 и IL-4) не отличался 

от такового у здоровых лиц, а концентрация 

IFNγ оказалась даже ниже контрольных значе-

ний. Одной из основных функций IFNγ явля-

ется активация эффекторного потенциала мак-

рофагов, их микробицидности и цитотоксич-

ности, продукции цитокинов, супероксидных 

и нитроксидных радикалов, простагландинов. 

IFNγ повышает экспрессию антигенов MHC I 

и II классов на разных клетках, может индуци-

ровать экспрессию этих молекул на тех клетках, 

которые не экспрессируют их конститутивно, 

повышает функциональную активность ци-

тотоксических СD8+ Т-лимфоцитов [9]. Таким 

образом, зарегистрированные нами изменения 

цитокинового фона в сочетании со снижением 

в крови количества активированных лимфо-

цитов в острый период заболевания у больных 

с клещевыми инфекциями вероятно следует 

рассматривать как фактор, свидетельствующий 

о несостоятельности клеточного звена иммуно-

реактивности и нарушении лимфоцит-опосре-

дованных реакций защиты.

Заключение

В результате проведенного исследования 

установлено, что изменения количественно-

го состава лейкоцитов периферической крови 

у пациентов с вирусным КЭ и безэритемной 

формой ИКБ носят однонаправленный харак-

тер и характеризуются повышением в среднем 

в 1,2 раза числа метаболически активных ней-

трофилов (NEUT-RI) и снижением количества 

реактивных лимфоцитов (RE-LYMP) относи-

тельно параметров у здоровых лиц. Изменения 

лейкограммы у обследованных пациентов про-

исходили на фоне высокой концентрации про-

воспалительных цитокинов IL-8 и TNFα и низ-

кой концентрации IFNγ в крови. В результате 

корреляционного анализа выявлена положи-

тельная прямая связь между показателем интен-

сивности флуоресценции, характеризующим 

метаболическую активность нейтрофильных 

гранулоцитов (NEUT-RI), и содержанием IL-8 

в сыворотке крови как в группе больных КЭ (r = 

0,422, p < 0,05), так и у пациентов с безэритемной 

формой ИКБ (r = 0,551, p < 0,05). Дополнительно 

в группе больных с КЭ установлена положитель-

ная корреляция между общим количеством лей-

коцитов (WBC) и концентрацией TNFα в сыво-

ротке крови (r = 0,532, p < 0,05).
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ЧАСТОТА КОЛОНИЗАЦИИ РОТОГЛОТКИ 

И РЕЗИСТЕНТНОСТЬ К АЗОЛАМ 

ГРИБОВ CANDIDA spp., ВЫДЕЛЕННЫХ 

У РЕАНИМАЦИОННЫХ ПАЦИЕНТОВ С COVID-19

С.А. Лисовская1,2,3, Г.Ш. Исаева1,2, И.В. Николаева2, С.Е. Гусева4, Л.Р. Гайнатуллина4, 

Н.С. Чумарев2

1 ФБУН Казанский НИИ эпидемиологии и микробиологии Роспотребнадзора, г. Казань, Россия
2 ФГБОУ ВО Казанский государственный медицинский университет Министерства здравоохранения РФ, г. Казань, Россия
3 ФГАОУ ВО Казанский (Приволжский) федеральный университет, г. Казань, Россия
4 ГАУЗ Республиканская клиническая инфекционная больница имени профессора А.Ф. Агафонова МЗ РТ, г. Казань, Россия

Резюме. Пациенты с COVID-19 восприимчивы к развитию кандидоза ротоглотки и инвазивного кандидоза. 

Инвазивные грибковые инфекции могут осложнять клиническое течение COVID-19 и связаны со значитель-

ным ростом смертности. Важным условием успешного лечения кандидоза является определение чувстви-

тельности клинических изолятов грибов к антимикотикам. Проведено микробиологическое исследование 

мазков из ротоглотки у 54 пациентов в возрасте от 33 до 94 лет (средний возраст — 67,4 лет) с тяжелой и крайне 

тяжелой формой COVID-19, получавших лечение в отделении реанимации и интенсивной терапии на высо-

те клиничес ких проявлений. Большинство пациентов (95%) имели коморбидную патологию: гипертоничес-

кая болезнь (68,5%), сахарный диабет (24%), ИБС (22,2%), хроническая сердечная недостаточность (38,9%), 

ожирение (23,8%), нарушение ритма сердца (20,4%), хроническая ишемия головного мозга (56,1%), вари-

козная болезнь вен нижних конечностей (5,5%), хроническая болезнь почек (20,4%), цирроз печени (5,5%), 

ВИЧ-инфекция (5,5%). Сравнительный анализ микробного биоценоза слизистой ротоглотки показал отли-

чия в частоте встречаемости условно-патогенных видов микроорганизмов, а также в количестве участников 

микробных ассоциаций. Поливидовые грибково-бактериальные ассоциации встречались чаще и доминиро-

вали над поливидовыми бактериальными ассоциациями. По результатам проведенного исследования уста-

новлена высокая частота колонизации ротоглотки пациентов с тяжелой формой COVID-19 штаммами грибов 

рода Candida. Подавляющее большинство штаммов грибов рода Candida (85,2%) оказались резистентными 

к антимикотикам группы азолов. Среди кандид доминировали C. albicans — выделена у 37 (68,5%) пациентов, 

C. рarapsilosis — у 6 (11,1%), C. tropicalis — у 3 (5,5%), С. krusei — у 2 (3,7%), C. kefyr — у 1 (1,9%), C. glabrata — у 1 (1,9%) 

пациента. У 11 (20,4%) пациентов выделены ассоциации C. albicans и других видов Candida. Концентрация гри-

бов в материале была этиологически значимой (> 104–105 КОЕ/тамп.) у 80% пациентов. Преобладающее боль-
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шинство штаммов (более 70%) были резистентны к флуконазолу и вориконазолу, что следует учитывать при 

назначении терапии кандидоза у больных COVID-19. МИК для флуконазола к штаммам C. albicans составила 

для 4 изолятов > 1024 мкг/мл, для 7 изолятов 512 мкг/мл и для 15 — 128 мкг/мл. Максимальное значение МИК 

вориконазола в отношении C. albicans составило 256 мкг/мл.

Ключевые слова: COVID-19, SARS-CoV-2, грибы, Candida, резистентность, антимикотики.

COLONIZATION AND AZOLE RESISTANCE OF OROPHARYNGEAL CANDIDA FUNGI IN INTENSIVE 

CARE PATIENTS WITH COVID-19

Lisovskaya S.A.a,b,c, Isaeva G.Sh.a,b, Nikolaeva I.V.b, Guseva S.E.d, Gainatullina L.R.d, Chumarev N.S.b

a Kazan Scientifc Research Institute of Epidemiology and Microbiology, Kazan, Russian Federation
b Kazan State Medical University, Kazan, Russian Federation 
c Kazan Federal University, Kazan, Russian Federation
d Republican Clinical Infectious Diseases Hospital (RCIDH), Kazan, Russian Federation

Abstract. Patients with COVID-19 are susceptible to developing oropharyngeal candidiasis and invasive candidiasis. 

Invasive fungal infections can complicate the clinical course of COVID-19 and are associated with a substantially increased 

mortality. An important reason for the successful treatment of candidiasis is to determine the sensitivity of clinical fungal 

isolates to antimycotics. A microbiological study of oropharyngeal swabs was performed in 54 patients aged 33 to 94 years 

(mean age 67.4 years) with severe and extremely severe COVID-19, who were treated in the intensive care unit at the height 

of clinical manifestations. Most patients (95%) had comorbidities: hypertension (68.5%), diabetes mellitus (24%), coronary 

artery disease (22.2%), chronic heart failure (38.9%), obesity (23.8%), cardiac arrhythmias (20.4%), chronic cerebral 

ischemia (56.1%), varicose veins of the lower extremities (5.5%), chronic kidney disease (20.4%), liver cirrhosis (5.5%), 

HIV infection (5.5%). A comparative analysis of oropharyngeal microbial biocenosis showed differences in the frequency 

of occurrence of opportunistic microbial species, as well as in the number of members in microbial associations. Polyspecific 

fungal-bacterial associations were more common and dominated polyspecific bacterial associations. According to the 

results, a high frequency of oropharyngeal colonization in patients with severe COVID-19 by strains of fungi of the genus 

Candida was established. The vast majority of strains of fungi of the genus Candida (85.2%) were resistant to antimycotics 

of the azole group. A high frequency (85.2%) of oropharyngeal colonization in resuscitation patients with azole-resistant 

strains of fungi of the genus Candida was revealed. C. albicans dominated among Candida. C. albicans was isolated in 37 

(68.5%) patients, C. pararapsilosis — in 6 (11.1%), C. tropicalis — in 3 (5.5%), C. krusei — in 2 (3.7%)%), C. kefyr — in 1 

(1.9%), C. glabrata — in 1 (1.9%) patient. In 11 (20.4%) patients, associations of C. albicans and other Candida species 

were identified. The level of fungi in the material was etiologically significant (> 104–105 CFU/tamp.) in 80% of patients. 

The vast majority of strains (more than 70%) were resistant to fluconazole and voriconazole, which should be taken into 

account when prescribing candidiasis therapy in patients with COVID-19. The MIC for fluconazole against C. albicans 

strains was > 1024 μg/ml for 4 isolates, 512 μg/ml for 7 isolates, and 128 μg/ml for 15 isolates. The maximum MIC values 

for voriconazole against C. albicans was 256 μg/ml.

Key words: COVID-19, SARS-CoV-2, fungi, Candida, resistance, antimycotics.

Введение

Коронавирус SARS-CoV-2 — причина теку-

щей пандемии респираторной инфекции с час-

тым развитием вирусной пневмонии и полиор-

ганных нарушений. По данным Всемирной орга-

низации здравоохранения, во всем мире за вре-

мя пандемии зарегистрировано более 574 млн 

заражений COVID-19, в том числе более 14 млн 

смертей. Высокая смертность от COVID-19 

связана не только с обширным вирусным по-

вреждением легких, но и присоединением вто-

ричных бактериальных или грибковых инфек-

ции [17]. На сегодняшний день недостаточно 

информации об оппортунистических грибко-

вых инфекциях, развиваю щихся у пациен тов 

с COVID-19, и связанным с ними осложнения-

ми [8, 19, 20]. Для пациентов с COVID-19 акту-

альными являются аспергиллез, инвазивный 

кандидоз и мукормикоз [12]. Инвазивные гриб-

ковые инфекции могут осложнять клиническое 

течение COVID-19 и связаны со значительным 

ростом смертности, особенно у тяжелобольных 

пациентов, поступивших в отделение интен-

сивной терапии (ОИТ) [10]. Пациенты, госпита-

лизированные с COVID-19, подвержены риску 

развития внутрибольничных инфекций, вклю-

чая кандидемию [14].

Многие факторы могут быть связаны с раз-

витием грибковых суперинфекций, включая 

вирусную иммуносупрессию, повреждение 

эпителия дыхательных путей, использование 

антибиотиков, стероидов, антицитокиновых 

препаратов, искусственную вентиляцию лег-

ких и длительное пребывание в отделениях 

интенсивной терапии и реанимации [10, 19]. 
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Доказано, что колонизация дыхательных путей 

грибами у пациентов, находящихся на искус-

ственной вентиляции легких, связана с боль-

шей длительностью пребывания пациента в от-

делении реанимации, повышенным риском 

развития ИВЛ-ассоциированной пневмонии, 

и более высокой смертностью [11, 13, 15].

В настоящее время серьезной проблемой 

является рост устойчивости клинических 

штаммов грибов к антимикотикам, что может 

быть причиной неэффективности проводи-

мой эмпирической терапии микозов, особен-

но во внутрибольничных условиях. Согласно 

данным литературы, механизм формирования 

резистентности грибов рода Candida к азолам 

может быть связан с генетическими мутациями 

самого микроорганизма, а также способностью 

Candida spp. к образованию биопленок. В меха-

низме устойчивости к антимикотическим пре-

паратам важную роль играет мутантный ген 

ERG11, который считают маркером резистент-

ности Candida spp. и идентифицируют на прак-

тике методами ПЦР и ПЦР-РВ [2].

Целью нашей работы было изучение состава 

микрофлоры и определение чувствительности 

к антимикотикам группы азолов (флуконазол 

и вориконазол) грибов рода Candida, выделен-

ных из ротоглотки у пациентов с тяжелой фор-

мой COVID-19.

Материалы и методы

Объектами исследования были пациенты 

с тяжелой и крайне тяжелой формой COVID-19, 

получавшие лечение в реанимационном отде-

лении Республиканской клинической инфек-

ционной больнице г. Казани с декабря 2020 

по апрель 2021 г. У всех пациентов диагноз 

COVID-19 был подтвержден положительным 

результатам ПЦР-теста на РНК SARS-CoV-2 

в мазках со слизистой носа и ротоглотки. Все 

исследования выполнены с информированного 

согласия испытуемых и в соответствии с эти-

ческими нормами Хельсинкской Декларации 

2011 г.

На каждого пациента заполнялась индиви-

дуальная регистрационная карта, включаю-

щая жалобы, анамнез заболевания, данные 

объективного осмотра, данные иммунологи-

ческого и микробиологического исследова-

ний. Обследовано 39 пациентов в возрасте от 33 

до 94 лет. Средний возраст пациентов соста-

вил — 67,4 лет. Пациентов в возрасте до 60 лет 

было 9 (23,1%), ≥ 60 лет — 30 человек (76,9%). 

Среди обследованных женщин было 24 (61,5%), 

мужчин — 25 (38,5%). Большинство пациентов 

(95%) имели коморбидную патологию: гипер-

тоническая болезнь (68,5%), сахарный диабет 

(24%), ИБС (22,2%), хроническая сердечная не-

достаточность (38,9%), ожирение (23,8%), на-

рушение ритма сердца (20,4%), хроническая 

ишемия головного мозга (56,1%), варикозная 

болезнь вен нижних конечностей (5,5%), хро-

ническая болезнь почек (20,4%), цирроз печени 

(5,5%), ВИЧ-инфекция (5,5%)

По результатам проведения РКТ органов 

грудной клетки вирусная пневмония с объе-

мом поражения легких КТ-1 диагностирована 

у (5,6%), КТ-2 — (22,3%), КТ-3 — (33,4%), КТ-4 — 

у пациентов (30,6%), у 14,5% пациентов диагно-

стирована вирусно-бактериальная пневмония.

В кислородной поддержке нуждались 94,7% 

пациентов, из них на НИВЛ находились 83,9%, 

на ИВЛ — 6,8%.

Антибиотики на догоспитальном этапе при-

нимали 23,5% пациентов. В стационаре все 

пациенты получали антибиотики и глюкокор-

тикостероиды (дексаметазон, преднизолон, 

метипред). Большинство пациентов (61,9%) 

получали антицитокиновые препараты (олоки-

зумаб, левилимаб, тоцилизумаб, сарилумаб, ба-

рицитиниб), 11,2% пациентам проводилось пе-

реливание антиковидной плазмы. Летальный 

исход наступил у 63,2% пациентов Основными 

причинами смерти являлись: острый респира-

торный дистресс синдром, острая сердечно-со-

судистая недостаточность, ТЭЛА и синдром по-

лиорганной недостаточности.

Взятие материала осуществляли до назна-

чения антимикотиков стерильными ватны-

ми тампонами со слизистой зева. Тампон по-

мещали в транспортную среду и в течение 2 ч 

доставляли в микологическую лабораторию. 

Микологическое исследование проводили 

на базе «Казанского научно-исследовательско-

го института эпидемиологии и микробиологии» 

Федеральной службы по надзору в сфере защи-

ты прав потребителей и благополучия человека 

(КНИИЭМ). Микроскопические грибы иден-

тифицировали общепризнанными микроско-

пическими, биохимическими методами. В ра-

боте использовали селективные хромогенные 

среды (Bio-Rad, США) и коммерческие тест-

системы, основанные на исследовании аукса-

нограммы, — «Auxacolor 2» (Bio-Rad, США).

Определение чувствительности штаммов 

Candida spp. к препаратам in vitro выполняли 

по протоколу CLSI М27-А3 методом опреде-

ления минимальных ингибирующих концен-

траций (МИК) с помощью метода разведения 

в жидкой питательной среде. В исследовании 

использовали сухую питательную среду RPMI 

1640 с 0,2% глюкозы без бикарбоната (Sigma-

Aldrich, США) [7]. Субстанции антимикоти-

ков: флуконазол и вориконазол (Hetero Drugs 

Limited, Индия) растворяли в диметилсульфок-

сиде (ДМСО). Последующее разведение анти-

микотиков проводили в RPMI1640 в 96-луноч-
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ных U-образных планшетах в концентрациях 

от 1000 до 0,9 мкг/мл.

Для приготовления взвесей Candida spp. 

культуры выращивали в течение 1–2 суток при 

30°С и 37°С на агаре Сабуро. Затем клеточную 

массу снимали с поверхности агара бактерио-

логической петлей, суспендировали в про-

бирке с 0,85% стерильным раствором натрия 

хлорида до густоты рабочих взвесей 0,5 КД 

по МакФарланду. Готовые взвеси разводи-

ли в 0,85% стерильном растворе натрия хло-

рида с дальнейшим разведением в RPMI 1640 

до концентрации 103 клеток/мл. В каждую лун-

ку вносили 0,1 мл рабочей взвеси. Для каждой 

культуры ставили следующие контроли: пита-

тельной среды (среда без культуры и без препа-

рата), культуры (питательная среда с культурой 

без препарата) и качества исследования с ис-

пользованием тест-культуры С. albicans АТСС 

10231. Засеянные планшеты инкубировали при 

37°С в течение 48 часов. Определение МИК 

осуществляли визуально. За МИК принима-

ли минимальную концентрацию исследуемых 

соединений, обеспечивающую полное подав-

ление видимого роста исследуемых штаммов 

микроорганизмов.

Согласно критериям интерпретации метода 

M27-A3 МИК чувствительных к флуконазолу 

штаммов < 8 мкг/мл, умеренно чувствитель-

ных — 16–32 мкг/мл, устойчивых > 64 мкг/мл; 

МИК чувствительных к вориконазолу штам-

мов — < 1 мкг/мл, умеренно чувствительных — 

2 мкг/мл, устойчивых — > 4 мкг/мл [7].

Полученные в процессе исследования ре-

зультаты различия между показателями микро-

организмов, выделенных из ротоглотки двух 

возрастных групп, обрабатывали с помощью 

программной системы STATISTICA for Windows 

ver. 6.0. Критерием статистической достоверно-

сти получаемых данных считали общеприня-

тую в медицине величину р < 0,05.

Результаты

По результатам исследования выявлено, 

что микробный пейзаж ротоглотки у боль-

ных COVID-19 был представлен полимикроб-

ной флорой, состоящей из условно-патоген-

ных бактерий и микроскопических грибов. 

Бактериальная микрофлора преобладала среди 

выделенных культур микроорганизмов у паци-

ентов всех возрастных групп. Среди грамполо-

жительных видов доминировали Enterococcus 

faecalis (21,8%), Streptococcus pneumoniae (59,9%), 

Staphylococcus haemolyticus (35,9%), Staphylococcus 

аureus (15,9%), среди грамотрицательных мик-

робов — Acinetobacter baumannii (15,9%), Serratia 

marcescens (5,9%), Pseudomonas aeruginosa (5,9%), 

Klebsiella pneumoniae (15,9%) (рис. 1).

Грибы рода Candida выделены у 35 (89,7%) 

пациентов. Среди кандид доминировали 

C. albicans, которые обнаружены у 30 (85,7%) па-

циентов. C. pararapsilosis выделена у 9 (25,7%), 

C. tropicalis — у 1 (2,8%), С. krusei — у 1 (2,8%), 

C. kefyr — у 1 (2,8%), C. glabrata — у 1(2,8%) паци-

ента (рис. 2) (p < 0,05).

У 11 (20,4%) пациентов выделены ассо-

циации C. albicans и других видов Candida. 

Концентрация грибов в материале составила 

102–105 КОЕ/мл, однако у большинства паци-

ентов (81%), грибы выделены из ротоглотки 

в этиологически значимых количествах (> 104–

105 КОЕ/тамп.) (p < 0,05).

Сравнительный анализ микробного био-

ценоза слизистой ротоглотки показал отличия 

в частоте встречаемости условно-патогенных 

видов микроорганизмов, а также в количестве 

участников микробных ассоциаций. Выявлены 

микробные ассоциации характерные для 

больных с тяжелой и крайне-тяжелой формой 

COVID-19 (рис. 3), где поливидовые грибко-

во-бактериальные ассоциации встречались 

достоверно чаще и доминировали над поливи-

Рисунок 1. Видовой состав микробного пейзажа ротоглотки у больных COVID-19

Figure 1. Species composition of oropharyngeal microbial landscape in patients with COVID-19
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довыми бактериальными ассоциациями (p < 

0,05). Причем в группе пациентов старше 60 лет 

ассоциации в отсутствии микроскопических 

грибов встречались в два раза реже (9,7%), чем 

в группе < 60 лет (20,0%).

На сегодняшний день существует несколько 

классов антимикотиков для лечения инфекций, 

вызванных грибами рода Candida. Полиены, 

азолы, эхинокандины, аналоги нуклеозидов 

и аллиламины используются с различной эф-

фективностью в зависимости от клинической 

формы и локализации грибковой инфекции 

и чувствительности клинического изолята гри-

ба. Азоловые антимикотики (флуконазол, во-

риконазол) являются основными препаратами 

для лечения инвазивного кандидоза.

По результатам оценки чувствительности 

клинических изолятов грибов к антимикоти-

ческим препаратам выявлено, что более 70% 

штаммов грибов Candida spp., выделенных 

от пациентов с тяжелой и крайне тяжелой фор-

мами COVID-19, были резистентны к флуко-

назолу и вориконазолу (табл.). Выявлено, что 

МИК для флуконазола к штаммам C. albicans 

составила: для 3 изолятов — 1024 мкг/мл, для 

7 изолятов — 512 мкг/мл и для 11 изолятов — 

128 мкг/мл. Таким образом, 21 (70,0%) штамм 

C. albicans был резистентен к флуконазолу. 

К вориконазолу были резистентны 32 (86,6%) 

штамма C. albicans. Максимальное значение 

МИК вориконазола в отношении C. albicans со-

ставило 256 мкг/мл. Штамм C. glabrata (n = 1) 

был чувствительным к флуконазолу и ворико-

назолу. Штаммы C. kefyr (n = 1) и С. krusei (n = 1) 

были устойчивы к флуконазолу и чувствитель-

ны к вориконазолу. Один штамм C. pararapsilosis 

(11,1%) был чувствительным к флуконазолу 

и 2 штамма C. pararapsilosis (22,2%) — к ворико-

назолу. Штамм C. tropicalis (n = 1) был устойчив 

к вориконазолу и флуконазолу.

Обсуждение

В условиях пандемии новой коронавирусной 

инфекции COVID-19 отмечается рост числа 

микозов, что может быть связано с иммуносу-

прессивным действием SARS-CoV-2, широким 

Рисунок 2. Частота выделения различных видов грибов рода Candida из ротоглотки у пациентов 

с тяжелой и крайне тяжелой формой COVID-19

Figure 2. The frequency of oropharyngeal isolation of various types of Candida fungi in patients with severe 
and extremely severe COVID-19

Рисунок 3. Частота встречаемости 

бактериальных и бактериально-грибковых 

ассоциаций, выделенных от пациентов 

с тяжелой и крайне тяжелой формой COVID-19 

в разных возрастных группах

Figure 3. Age-related frequency of occurrence 
of bacterial and bacterial-fungal associations isolated 
from patients with severe and extremely severe 
COVID-19
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применением антибиотиков, глюкокортикосте-

роидов (ГКС) и антицитокиновых препаратов 

у пациентов с тяжелой формой инфекции [9, 

18]. Повреждение эпителия, вызванное SARS-

CoV-2, также способствует прикреплению 

грибов Candida к базальной мембране, вызы-

вая в дальнейшем развитие кандидоза слизис-

тых оболочек. Факторы патогенности самого 

гриба играют ведущую роль в патогенезе кан-

дидоза, поскольку способны противостоять 

иммунным защитным механизмам хозяина 

и действию противомикробных препаратов [6]. 

Преобладающее большинство пациентов с тя-

желой формой COVID-19 cоставляют пожилые 

люди, имеющие коморбидную патологию (ожи-

рение, сахарный диабет и др.), что также повы-

шает риск развития микозов. Неблагоприятной 

тенденцией в настоящее время является рост 

устойчивости грибов к антифунгальным пре-

паратам, что является серьезной клинической 

проблемой [17]. Исследователи акцентируют 

внимание на росте числа случаев летальных ис-

ходов от кандидозов в связи с поздним началом 

адекватной противогрибковой терапии [16]. 

Известно, что колонизация слизистых грибами 

рода Candida является независимым фактором 

риска развития инвазивного кандидоза у паци-

ентов ОРИТ [3, 4, 5].

В нашем исследовании мы изучили состав 

микрофлоры ротоглотки у 39 пациентов ОРИТ 

с тяжелой формой COVID-19, среди которых 

преобладали пожилые люди (75,9%) с комор-

бидной патологией (метаболическими забо-

леваниями, болезнями сердечно-сосудистой 

системы, почек и печени), получавшие анти-

биотики, ГКС. Большинство пациентов (61,9%) 

получили антицитокиновые препараты, вызы-

вающие иммуносупрессию.

По результатам исследования выделе-

ны различные условно-патогенные бактерии 

(E. faecalis, S. pneumoniae, S. аureus, A. baumannii, 

P. аeruginosa, K. рneumoniae и др.), которые до-

минировали в микробиоценозе ротоглотки 

и представляли угрозу в плане развития бакте-

риальных суперинфекций. Подавляющее боль-

шинство 89,7% пациентов ОРИТ были коло-

низированы микроскопическими дрожжевы-

ми грибами рода Candida. C. albicans занимали 

лидирующее место среди других видов грибов 

и обнаруживались не только в монокультуре, но 

и в ассоциации с другими видами Candida spp. 

Candida non-albicans были представлены следую-

Таблица. Определение МИК флуконазола и вориконазола в отношении штаммов Candida spp.

Table. Determination of MIC of fluconazole and voriconazole in relation to Candida spp. strains

Вид Candida

Candida species
Антимикотик

Antimycotic

Количество штаммов Candida чувствительных к антимикотикам 
при различных показателях МИК

The number of Candida strains sensitive to antimycotics at different MICs

МИК (мкг/мл)/MIC (μg/ml)
1 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024

C. albicans (n = 30)

Флуконазол

Fluconazole
– – – 4 – 5 – 11 – 7 3

Вориконазол

Voriconazole
– 5 1 6 – – 8 – 10 – –

С. рarapsilosis (n = 9)

Флуконазол

Fluconazole
– – – – – 1 3 4 1 – –

Вориконазол

Voriconazole
– 2 – 3 – 4 – – – – –

С. tropicalis (n = 1)

Флуконазол

Fluconazole
– – – – – – 1 – – – –

Вориконазол

Voriconazole
– – – – – – 1 – – – –

С. krusei (n = 1)

Флуконазол

Fluconazole
– – – – – – – –  – – 1

Вориконазол

Voriconazole
– – – – – 1 – – – – –

C. kefyr (n = 1)

Флуконазол

Fluconazole
– – – – – – – – 1 – –

Вориконазол

Voriconazole
– 1 – – – – – – – – –

C. glabrata (n = 1)

Флуконазол

Fluconazole
– – – – 1 – – – – – –

Вориконазол

Voriconazole
– 1 – – – – – – – – –
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щими видами: C. pararapsilosis, C. tropicalis, С. 

krusei, C. glabrata, C. kefyr. Исследование пока-

зало, что в большинстве случаев грибы высева-

лись в этиологически значимых количествах, 

что повышает риск развития поверхностного 

и инвазивного кандидоза у данных пациентов.

В ходе исследования нами было проведе-

но определение чувствительности штаммов 

Candida spp. к препаратам азолового ряда (флу-

коназол и вориконазол), которые широко при-

меняются в клинике для эмпирического ле-

чения кандидоза. Ранее отечественными уче-

ными проводились масштабные исследования 

по изучению чувствительности к антимикоти-

кам клинических штаммов Candida spp. у паци-

ентов с инвазивным кандидозом, и выявлено, 

что 78,3% штаммов кандид были чувствитель-

ны к флуконазолу и 86,9% — к вориконазолу [2]. 

Исследование, проведенное Ароновой Н.В. и др. 

(2021) в период пандемии COVID-19, выявило 

высокую частоту устойчивости C. albicans, выде-

ленных у пациентов с коронавирусной инфек-

цией, к флуконазолу (80%) [1]. В нашем исследо-

вании к флуконазолу были резистентны 70,0% 

штаммов C. albicans и 84,6% штаммов Candida 

non-albicans; к вориконазолу — 80,0% штаммов 

C. albicans и 69,2% штаммов Candida non-albicans.

Таким образом, по результатам проведенно-

го исследования установлена высокая частота 

колонизации ротоглотки пациентов с тяже-

лой формой COVID-19 штаммами грибов рода 

Candida, устойчивыми к азолам, в связи с чем 

необходимо тестировать чувствительность вы-

деленных штаммов грибов к антимикотикам. 

Эмпирическая терапия кандидоза, развив-

шегося у пациентов с COVID-19, препаратами 

из группы азолов с высокой степенью вероят-

ности будет неэффективной.
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ПОКАЗАТЕЛИ КЛЕТОЧНОГО 

И ГУМОРАЛЬНОГО ИММУНИТЕТА 

В ПЕРИФЕРИЧЕСКОМ И ЛОКАЛЬНОМ 

КРОВОТОКАХ У ПАЦИЕНТОК С ПЕРВИЧНЫМ 

ВАРИКОЗОМ ВЕН МАЛОГО ТАЗА

М.А. Даренская1, А.А. Семендяев2, Д.А. Ступин1,2, С.И. Колесников1, Н.В. Семенова1, 

К.В. Пестерев2, Колесникова Л.И1.

1 ФГБНУ Научный центр проблем здоровья семьи и репродукции человека, г. Иркутск, Россия
2 ФГБОУ ВО Иркутский государственный медицинский университет, г. Иркутск, Россия

Резюме.  Проблема варикоза вен малого таза (ВВМТ) у женщин крайне актуальна по причине тесной связи 

с репродуктивными нарушениями и рецидивом заболевания. Несмотря на проводимые исследования в дан-

ной области, результаты анализа реактивности иммунных реакций при ВВМТ достаточно противоречивы, 

и, в основном, касаются общих механизмов. Изучение клеточно-опосредованных и гуморальных компонен-

тов адаптивного иммунитета позволит оценить интенсивность и динамику прогрессирования варикозного 

изменения вен, а также возможность использования показателей иммунного статуса для оптимизации диа-

гностики и иммунологической коррекции. Целью настоящего исследования явилось изучение особенностей 

показателей клеточного и гуморального иммунитета в периферическом (локтевая) и локальном (яичниковая) 

венозных бассейнах у женщин с легкой и среднетяжелой формами ВВМТ. В исследовании приняли участие 

142 женщины репродуктивного возраста (средний возраст — 37,2±7,1 лет) с диагнозом ВВМТ легкой (I группа) 

(n = 79) и среднетяжелой (II группа) (n = 63) формы. В качестве контроля использовались данные 30 прак-

тически здоровых женщин (средний возраст 33,5±6,3 года). Для идентификации субпопуляций лимфоцитов 

использовали метод проточной цитофлюориметрии. Функциональное состояние гуморального звена имму-

нитета оценивали путем определения концентрации иммуноглобулинов IgA, IgG, IgM методом радиальной 

иммунодиффузии в геле. Согласно нашим данным, у пациенток I группы изменения были зарегистрированы 

только в локальном кровотоке — в виде значительной лимфоцитопении (снижение уровня CD3+ и CD4+ лим-

фоцитов). У пациенток II группы изменения были более выраженными: повышенные значения лимфоцитов, 

CD3+, CD4+/CD8+, IgA и более низкие уровни IgМ, IgG в периферическом кровотоке; высокое среднее число 

лейкоцитов, лимфоцитов, IgA и сниженные концентрации CD3+, CD4+, CD4+/CD8+, IgМ и IgG в локальном. 

Можно заключить, что при легкой степени тяжести ВВМТ, изменения показателей в локальном кровотоке 

являются первичными и характеризуются нарушениями в клеточном звене иммунитета. С увеличением тя-

жести заболевания компенсаторные возможности организма снижаются, что проявляется выраженным ком-

бинированным иммунодефицитом на уровне локального кровотока и менее выраженными проявлениями 
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на уровне периферии. Данные результаты могут способствовать более точной оценке интенсивности и дина-

мики прогрессирования варикозного изменения вен малого таза с целью оптимизации диагностики и имму-

нологической коррекции.

Ключевые слова: варикоз вен малого таза, женщины, иммунитет, иммуноглобулины, локальный кровоток, системный 

кровоток, яичниковые вены.

CELLULAR AND HUMORAL IMMUNE PARAMETERS IN THE PERIPHERAL AND LOCAL BLOOD 

FLOW IN PATIENTS WITH PRIMARY PELVIC VARICOSE

Darenskaya M.A.a, Semendyaev A.A.b, Stupin D.A.a,b, Kolesnikov S.I.a, Semenova N.V.a, Pesterev K.V.b, 

Kolesnikova L.I.a

a Scientific Centre of the Family Health and Human Reproduction Problems, Irkutsk, Russian Federation 
b Irkutsk State Medical University, Irkutsk, Russian Federation

Abstract. Pelviс varicose veins (PVV) in women is of extremely high relevance due to a close relationship with 

reproductive disorders and disease relapse. Despite on research in the field, the results of the analysis on immune 

reactivity in PVV are rather contradictory, and mainly relate to general mechanisms. The study of cell-mediated and 

humoral arms of adaptive immunity will allow us to assess an intensity and dynamics of PVV progression as well as 

a potential for using immune status parameters to optimize diagnosis and immunological correction. The aim of this 

study was to assess characteristics of cellular and humoral immunity in peripheral (ulnar) and local (ovarian) venous 

pools in women with mild and moderate PVV. The study involved 142 women of reproductive age (mean age — 37.2±7.1 

years) with diagnosed PVV — mild (Group 1) (n = 79) and moderate (Group 2) (n = 63) forms. Data from 30 apparently 

healthy women (mean age 33.5±6.3 years) were in control group. Flow cytometry was used to identify lymphocyte 

subsets. The functional state of the humoral immunity was assessed by measuring concentration of immunoglobulins 

IgA, IgG, IgM by using radial immunodiffusion in the gel. According to our data obtained, patients in group 1 had 

changes found only in the local blood flow such as prominent lymphocytopenia (decreased level of CD3+ and CD4+ 

lymphocytes). Patients in group 2 were featured with more pronounced changes: increased lymphocyte level, CD3+, 

CD4+/CD8+, IgA and lower levels of IgM, IgG in peripheral blood; high average leukocyte and lymphocyte count, 

IgA and reduced levels of CD3+, CD4+, CD4+/CD8+, IgM and IgG in the local area. It can be concluded that altered 

parameters in the local blood flow are of primary origin in mild PVV being characterized by disturbed cellular immune 

arm. Along with increasing disease severity, the host compensatory capabilities decline, which is manifested by 

pronounced combined immunodeficiency at the level of local blood flow less evident at peripheral level. These results 

may contribute to a more accurate assessment of intensity and dynamics of PVV progression to optimize diagnostics 

and immunological correction.

Key words: varicose veins of the small pelvis, women, immunity, immunoglobulins, local circulation, systemic circulation, ovarian veins.

Введение

Проблема варикоза вен малого таза (ВВМТ) 

у женщин крайне актуальна по причине тес-

ной связи с репродуктивными нарушениями 

и рецидивом заболевания [17]. Симптоматика 

ВВМТ отличается характерными признаками: 

варикозными изменениями вен малого таза, 

наличием хронических тазовых болей, гемо-

динамическими нарушениями, кровотечения-

ми [11]. Развитие ВВМТ обусловлено возрастом, 

наследственностью, малоподвижным образом 

жизни пациентки, наличием в анамнезе много-

численных беременностей, вредных привы-

чек [14, 17, 19]. Ключевым звеном перестройки 

венозных стенок является повреждение эндоте-

лия сосудов, обусловленное влиянием атероген-

ных факторов и хронической эндотоксиновой 

агрессии вследствие воспалительного процес-

са [10]. Дисфункция эндотелия, ассоциирован-

ная с указанными факторами, характеризуется 

существенной разницей между синтезом вазо-

дилатирующих, ангиопротективных и вазокон-

стрикторных, протромбических, пролифератив-

ных компонентов эндотелия [13]. Важным ком-

понентом воспалительных реакций при данной 

патологии является недостаточность работы си-

стемы иммунитета [1, 10, 11]. Дизрегуляция им-

мунного ответа возможна как на системном, так 

и на локальном уровнях [8]. Иммунологическая 

дисфункция и нарушение иммунного надзо-

ра за воспалительным процессом имеет место 

в стенках вен малого таза, что способствует ва-

рикозной трансформации сосудов и в конечном 

итоге обусловливает течение заболевания [1, 18]. 

Несмотря на проводимые исследования в данной 

области, результаты анализа иммунных реакций 

при ВВМТ достаточно противоречивы и в основ-

ном касаются общих механизмов [11, 20]. Можно 

предположить, что изучение клеточно-опосредо-

ванных и гуморальных компонентов иммуните-

та позволит оценить интенсивность и динамику 
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прогрессирования варикозного изменения вен, 

а также возможность использования показателей 

иммунного статуса для оптимизации диагности-

ки и иммунологической коррекции.

На основании вышеизложенного, целью на-

стоящего исследования было изучение особен-

ностей показателей клеточного и гуморально-

го иммунитета в периферическом (локтевая) 

и локальном (яичниковая) венозных бассейнах 

у женщин с легкой и среднетяжелой формами 

ВВМТ.

Материалы и методы

Объектом исследования явились 142 паци-

ентки с ВВМТ, диагноз которого был верифи-

цирован на этапе клинико-инструментально-

го обследования и окончательно подтвержден 

гис тологически. Обследование включало уль-

тразвуковое ангиосканирование тазовых вен 

и лечебно-диагностическую лапароскопию. Все 

больные ВВМТ были сопоставимы по возрасту, 

жалобам, гинекологической и экстрагениталь-

ной патологии. В зависимости от степени тя-

жести варикозного процесса малого таза, боль-

ные были распределены на две группы: I группа 

включала пациенток с легкой cтепенью тяже-

сти варикозного процесса (n = 79); II группа — 

со среднетяжелой cтепенью (n = 63).

В контрольную группу вошли 30 практичес-

ки здоровых женщин, которым была выпол-

нена хирургическая стерилизация лапароско-

пическим доступом на основе добровольного 

согласия.

Критериями включения в группы пациен-

ток с ВВМТ и контрольную группу явились: 

женский пол, репродуктивный возраст (20–

45 лет), информированное согласие на участие 

в исследовании.

Критериями включения в группу пациенток 

с ВВМТ явились: подтвержденный диагноз — 

первичного ВВМТ по результатам ультразвуко-

вого исследования с дуплексным ангиоскани-

рованием. Критериями исключения из группы 

пациенток с ВВМТ явились: наличие сопут-

ствующей соматической патологии, гинеколо-

гических заболеваний и органических пораже-

ний в малом тазу.

Критериями включения в контрольную 

группу явились: отсутствие на момент обсле-

дования острого заболевания или обострения 

хронических заболеваний, отсутствие патоло-

гии венозной системы.

Критерии исключения для обеих групп: бе-

ременность, прием в течение последних 6 ме-

сяцев препаратов венотонизирующего, анги-

опротективного, антиоксидантного действия 

или синтетических аналогов женских половых 

гормонов (гормональные контрацептивы).

Стадийность варикозной трансформации вен 

при первичном ВВМТ установлена на основании 

результатов дуплексного ангиосканирования [5, 

6]. В качестве критериев степени тяжести ВВМТ 

были использованы эхографические призна-

ки яичниковых вен, бассейн которых является 

приоритетным в осуществлении оттока крови 

из малого таза у женщин. Оценку наличия вари-

козного расширения вен малого таза проводили 

на аппарате Voluson GE10 Healthcare (Австрия), 

с использованием конвексного датчика 4–8 МГц 

и вагинального датчика 7 МГц. Ультразвуковыми 

критериями ВВМТ считали эктазию венозных 

сплетений малого таза более 5 мм в сочетании 

с ретроградным кровотоком продолжительнос-

тью более 0,5 с, регистрируемым при проведении 

пробы Вальсальвы в режиме цветового доппле-

ровского картирования. Всем пациенткам под 

3D-видеоизображением с использованием обо-

рудования фирм «Cooper surgical» (США) и «Laser 

optic system» (США-Германия) была выполнена 

лапароскопия, в процессе которой для оценки 

степени тяжести варикоза малого таза приме-

няли ретроградную гемодинамическую пробу 

(патент на изобретение) [7], позволяющую реги-

стрировать венэктазии в венозных сплетениях 

малого таза и выполнить биопсию варикозно-

измененных участков вен для гистологической 

верификации диагноза.

Всем пациенткам проведено комплексное 

иммунологическое обследование с оценкой им-

мунного статуса периферической крови (локте-

вая вена) и локального кровотока малого таза 

(бассейн яичниковых вен). Кровь забирали 

натощак с 8:00 до 9:00 часов утра. Определяли 

количественные и функциональные показате-

ли клеточного звена иммунитета: абсолютное 

и относительное число лимфоцитов, экспрес-

сию поверхностных лимфоцитарных антиге-

нов CD3+ (Т-лимфоциты), CD4+ (Т-хелперы), 

CD8+ (Т-супрессоры) и CD19+ (В-лимфоциты). 

Для идентификации субпопуляций лимфо-

цитов использовали моноклональные анти-

тела и проточный цитофлюориметр фирмы 

Becton Dickinson (США). Также рассчитыва-

ли иммунореактивный индекс как соотно-

шение процентного содержания Т-хелперов 

и Т-супрессоров (CD4+/CD8+). Состояние гумо-

рального звена иммунитета оценивали путем 

определения концентрации иммуноглобулинов 

IgA, IgG, IgM методом радиальной иммунодиф-

фузии в геле [15].

Получение информированного согласия 

на участие в исследовании было обязательной 

процедурой при включении женщин в одну 

из групп. Исследование одобрено Комитетом 

по биомедицинской этике при ФГБНУ НЦ 

ПЗСРЧ (Выписка из протокола заседания № 3.1 

от 26.10.2012).
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Данная работа выполнена с использованием 

оборудования ЦКП «Центр разработки про-

грессивных персонализированных технологий 

здоровья» ФГБНУ НЦ ПЗСРЧ, Иркутск.

Статистическая обработка материала прово-

дилась с использованием программы Statistica 

10.0 (Statsoft Inc., R США). Описательная стати-

стика полученных данных представлена в виде 

медиан (Ме), первой и третьей квартилей (Q1; 

Q3) с указанием абсолютных значений и про-

центов. Сравнение межгрупповых различий 

выполнено с использованием непараметричес-

кого критерия Манна–Уитни. За уровень стати-

стической значимости принимали р < 0,05.

Результаты

Анализ показателей клеточного иммунитета 

у пациенток с ВВМТ обнаружил значимые раз-

личия в среднем количестве лимфоцитов в пе-

риферической крови в зависимости от степени 

тяжести заболевания: повышенное их количе-

ство во II группе в сравнении с контролем (p = 

0,038) и I группой (p = 0,040) (табл. 1).

У пациенток II группы в периферической 

крови также отмечались более высокие зна-

чения субпопуляций CD3+ (p = 0,045) и соот-

ношения CD4+/CD8+ (p = 0,047) относительно 

контроля (табл. 1). Оценка гуморального звена 

иммунитета в периферическом кровотоке по-

казала значимое повышение уровня IgM у паци-

енток II группы в сравнении с контролем (p = 

0,015) (табл. 1). Концентрация IgM снижалась 

во II группе в сравнении с контролем (p = 0,040) 

и I группой (p = 0,030). Уровень IgG претерпевал 

сходные изменения во II группе: установлены 

более низкие значения в сравнении с контролем 

(p = 0,019) и I группой (p = 0,020) (табл. 1). В от-

ношении остальных показателей (среднее коли-

чество лейкоцитов, CD4+, CD8+, CD19+) стати-

стически значимых изменений в исследуемых 

группах выявлено не было (p > 0,05) (табл. 1).

Таблица 1. Анализ клеточного и гуморального звеньев иммунитета в периферическом кровотоке 

у пациенток с ВВМТ (Me [Q25; Q75])

Table 1. Analysis of peripheral blood cellular and humoral immunity in PVI patients (Me [Q25; Q75])

Показатели

Parameters

Контроль

Control
n = 30

(1)

Пациентки с ВВМТ 
(I группа)

PPI patients (group 1)
n = 79

(2)

Пациентки с ВВМТ 
(II группа)

PPI patients (group 2)
n = 63

(3)

P, критерий 
Манна–Уитни

P, Mann–Whitney 
criterion

Клеточное звено иммунитета

Cellular immunity

Лейкоциты, × 109

Leukocytes, × 109

5592
(4790; 5831)

6179
(5868; 6593)

6731
(6326; 7155)

Лимфоциты, × 109

Lymphocytes, × 109

1659
(1430; 1860)

1768
(1672; 1812)

2050
(1895; 2110)

р1–3

р2–3

Лимфоциты, %

Lymphocytes, %
28%

(24; 31)
31,5%

(27; 35)
33%

(28; 37)

CD3+, %
53,42

(51,6; 56,3)
54,36

(51,7; 57,2)
56,83

(52,9; 58,5)
р1–3

CD4+, %
36,5

(35,7; 37,6)
36,9

(36,1; 37,4)
37,5

(36,8; 38,1)

CD8+, %
27,3

(24,5; 30,7)
26,8

(22,8; 32,3)
25,8

(20,6; 31,5)

CD4+/CD8+
1,19

(1,08; 1,3)
1,22

(1,1; 1,32)
1,29

(1,15; 1,47)
р1–3

CD19+, %
11,4

(10,7; 11,8)
11,2

(10,5; 11,6)
11

(10,3; 11,2)
Гуморальное звено иммунитета

Humoral immunity
IgA, г/л

IgA, g/L
3,14

(2,9; 3,3)
3,32

(3,1; 3,5)
3,39

(3,2; 3,5)
р1–3

IgM, г/л

IgM, g/L
1,05

(0,9; 1,3)
1,03

(0,8; 1,4)
0,85

(0,7; 1,0)
р1–3

р2–3

IgG, г/л

IgG, g/L
14,58

(13,92; 15,36)
14,25

(13,06; 15,07)
10,21

(9,52; 10,93)
р1–3

р2–3

Примечание. p — статистически значимые различия между группами.
Note. p — significant inter-group differences.
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Результаты исследования содержания по-

казателей иммунитета в локальном кровотоке 

малого таза представлены в табл. 2.

Оценка параметров клеточного иммунитета 

в локальном кровотоке у пациенток с ВВМТ по-

казала значимость различий в среднем количе-

стве лейкоцитов во II группе относительно пер-

вой (p = 0,04) (табл. 2). Процентное соотноше-

ние лимфоцитов также возрастало во II группе 

относительно контроля (p = 0,010). Уровень суб-

популяций CD3+ снижался у пациенток 1 (p = 

0,045) и 2 (p = 0,030) групп относительно кон-

троля (табл. 2). При этом значения CD4+ также 

снижались в 1 (p = 0,045) и 2 (p = 0,030) группах 

относительно контрольных значений (табл. 2). 

Соотношение CD4+/CD8+ снижалось только 

во II группе относительно контроля (p = 0,040) 

(табл. 2). Оценка гуморального звена иммуни-

тета в локальном кровотоке показала значимое 

повышение уровня IgA у пациенток II группы 

в сравнении с контролем (p = 0,046). Отмечены 

более низкие значения концентраций IgМ и IgG 

во II группе в сравнении с контролем (p = 0,010 

и p = 0,026) и I группой (p = 0,028 и p = 0,014).

Обсуждение

Согласно нашим данным, начало формиро-

вания ВВМТ (легкая степень тяжести ВВМТ) ха-

рактеризовалось умеренными изменениями по-

казателей системы иммунитета, что проявлялось 

лимфоцитопенией (снижением уровня CD3+ 

и CD4+ лимфоцитов) в локальном кровотоке. 

Показатель CD3+ отражает абсолютное количе-

ство Т-лимфоцитов, отвечающих за иммунный 

надзор за антигенным гомеостазом в организ-

ме [4]. CD4+-клетки являются неотъемлемой ча-

стью иммунной системы [4, 8]. Так, являясь ко-

рецептором рецептора Т-клеток (TCR), помогает 

последнему взаимодействовать с антигенпрезен-

Таблица 2. Анализ клеточного и гуморального звеньев иммунитета в бассейне вен малого таза 

у пациенток с ВВМТ (Me [Q25; Q75])

Table 2. Analysis of small pelvis veins basin cellular and humoral immunity in PVI patients (Me [Q25; Q75])

Показатели

Parameters

Контроль

Control
n = 30

(1)

Пациентки с ВВМТ 
(I группа)

PPI patients (group 1)
n = 79

(2)

Пациентки с ВВМТ 
(II группа)

PPI patients (group 2)
n = 63

(3)

P, критерий 
Манна–Уитни

P, Mann–Whitney 
criterion

Клеточное звено иммунитета

Cellular immunity

Лейкоциты, × 109

Leukocytes, × 109

7253
(7160; 7538)

8022
(7849; 8193)

8327
(8150; 8683)

р1–3

Лимфоциты, × 109

Lymphocytes, × 109

1842
(1768; 2051)

1933
(1844; 2069)

2053
(1920; 2142)

Лимфоциты, %

Lymphocytes, %
30,8

(25,7; 36,1)
33,5

(25,7; 36,1)
35,7

(30,2; 39,4)
р1–3

CD3+, %
58,1

(55,8; 63,1)
46,5

(41,9; 50,2)
42,7

(38,5; 46,3)
р1–2

р1–3

CD4+, %
37,9

(36,5; 38,6)
33,1

(31,4; 35,3)
32,5

(29,4; 36,2)
р1–2

р1–3

CD8+, %
26,8

(25,3; 27,7)
25,5

(24,8; 36,5)
24,7

(23,9; 25,4)

CD4+/CD8+
1,31

(1,10; 1,26)
1,29

(1,3; 1,7)
1,21

(1,25; 1,34)
р1–3

CD19+, %
11,6

(11,0; 12,2)
10,9

(10,2; 10,26)
10,8

(10,1; 11,2)
Гуморальное звено иммунитета

Humoral immunity
IgA, г/л

IgA, g/L
3,20

(3,16; 3,24)
3,41

(3,34; 3,46)
3,52

(3,48; 3,57)
р1–3

IgM, г/л

IgM, g/L
1,09

(1,02; 1,16)
0,98

(0,95; 1,07)
0,72

(0,66; 0,79)
р1–3

р2–3

IgG, г/л

IgG, g/L
15,75

(15,69; 15,80)
15,10

(15,02; 15,18)
9,53

(9,45; 10,10)
р1–3

р2–3

Примечание. p — статистически значимые различия между группами.
Note. p — significant inter-group differences.
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тирующими клетками, запуская, таким образом, 

ряд механизмов, способствующих реализации 

основной защитной функции [4]. Снижение дан-

ных параметров в локальном кровотоке женщин 

с ВВМТ, может указывать на первичную недоста-

точность системы клеточного иммунитета при 

легком течении заболевания. В периферичес ком 

кровотоке данной когорты женщин изменений 

выявлено не было.

При среднетяжелой степени ВВМТ имели 

место более выраженные изменения показате-

лей системы иммунитета, как на локальном, 

так и на системном уровнях. Причем, если в пе-

риферическом кровотоке в клеточном звене 

отмечались повышенные уровни общего коли-

чества лимфоцитов, Т-лимфоцитов и иммуно-

реактивного индекса, то в локальном кровото-

ке изменения носили уже более депрессивный 

характер в виде падения концентраций данных 

параметров и соотношения CD4+/CD8+.

Выяснение патогенетических механизмов 

нарушений венозной гемодинамики области 

таза у женщин до сих пор изучено недостаточ-

но. Большинство исследований свидетельствует 

о мультифокальном происхождении изменений 

в стенке вены [1, 18]. Данное явление заключает-

ся в том, что заболевание может стартовать в лю-

бом отделе поверхностной венозной системы 

и начало патологического процесса возможно 

в нескольких участках одновременно [1, 16]. Это 

связывают с нарушениями регуляции деграда-

ции внеклеточного матрикса, видоизменения-

ми его составляющих — эластина и коллагена, 

снижением объема гладкомышечных клеток [9]. 

Особая роль отводится иммунной дизрегуляции 

в развитии данного процесса. Так, отмечено, что 

помимо вышеперечисленных нарушений, в ва-

рикозно-расширенных венах имеет место выра-

женная активация лейкоцитов, которая сопро-

вождается избыточным выделением активных 

форм кислорода, активацией протеазы и дегра-

дацией гладкомышечных клеток [1, 2, 6, 12].

Таким образом, повышение общего коли-

чества лейкоцитов и лимфоцитов в локаль-

ном кровотоке у пациенток с ВВМТ выглядит 

вполне закономерным явлением. Кроме того, 

локальный кровоток у пациенток со среднетя-

желым течением характеризовался дальнейшим 

снижением уровня CD3+ лимфоцитов в сравне-

нии с легким течением ВВРТ, а также анало-

гичными низкими значениями Т-хелперов, как 

и в при предыдущей стадии.

При среднетяжелом течении у пациенток 

также наблюдалось снижение иммунореактив-

ного индекса (CD4+/CD8+). Поскольку соотно-

шение CD4+/CD8+ является одним из важней-

ших показателей функции адаптивного имму-

нитета, то снижение этого индекса у больных 

с ВВМТ может свидетельствовать о дисбалансе 

двух важных субпопуляций Т-лимфоцитов — 

Т-хелперов и Т-супрессоров. Венозная недоста-

точность сопровождается развитием активного 

воспалительного процесса, с превалированием 

провоспалительных цитокинов и молекул адге-

зии, что провоцирует развитие явлений гипер-

трофии в стенке вен [20]. Нарушение целостно-

сти эндотелия, регистрируемое при варикозе, 

также вызывает инфильтрацию лейкоцита-

ми, их активацию и воспаление, что приводит 

к дальнейшему повреждению венозной стенки, 

фиброзу и, как следствие, прогрессированию 

варикозного расширения [1, 20]. Одновременно, 

моноциты и макрофаги мигрируют в стенку 

вены и клапанов, а венозный застой вызывает 

высвобождение провоспалительных интерлей-

кинов этими клетками. При этом значительные 

нарушения в клеточном звене системы имму-

нитета в локальном кровотоке сопровождались 

компенсаторными системными реакциями (по-

вышенные показатели CD3+ и CD4+/CD8+).

Резюмируя изложенное выше, можно говорить 

о более выраженной дизрегуляции иммунитета 

в локальном кровотоке, чем в периферическом, 

у пациенток со среднетяжелым течением ВВРТ.

Гуморальное звено иммунитета в данном 

случае отличалось более схожими изменениями 

в обеих видах кровотока. Так, определение кон-

центрации основных сывороточных иммуногло-

булинов (IgA, M, G) показало развитие дисгамма-

глобулинемии в виде однонаправленного роста 

IgA с противоположной динамикой продукции 

IgM и IgG — снижением от I к II степени тяжести 

патологического процесса. Указанные измене-

ния могут подтверждать наличие дизрегулятор-

ных процессов в гуморальном звене иммунитета 

у пациенток. Характерной особенностью иммун-

ного ответа гуморального типа является выра-

ботка антител, которые одновременно являются 

эффекторами В-звена иммунной системы [8]. 

Подавление иммунных резервов на локальном 

и системном уровнях при наличии различного 

рода антигенных раздражителей может прояв-

ляться персистенцией микробных и бактериаль-

ных антигенов с формированием хроничес кого 

рецидивирующего воспаления в бассейне яични-

ковых вен малого таза. При этом снижение коли-

чества иммуноглобулинов может свидетельство-

вать о повышенном образовании патологических 

циркулирующих комплексов, повреждаю щих 

собственные микроструктуры с образованием 

серии аутоантигенов, инициирующих формиро-

вание аутоагрессивных антител [3].

Заключение

Можно заключить, что развитие ВВМТ 

у женщин связано с комплексом патологичес-

ких изменений, ассоциирующихся с иммуно-
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логическими факторами. При легкой степени 

тяжести ВВМТ, изменения в локальном крово-

токе являются первичными и характеризуются 

нарушениями в клеточном звене иммунитета. 

С увеличением степени тяжести заболевания 

компенсаторные возможности организма сни-

жаются, что проявляется выраженным комби-

нированным изменением показателей имму-

нитета на уровне локального кровотока (ло-

кальным «иммунодефицитом») и менее выра-

женными проявлениями на уровне периферии. 

Данные результаты могут способствовать бо-

лее точной оценке интенсивности и динамики 

прогрессирования варикозного изменения вен 

малого таза с целью оптимизации диагностики 

и иммунологической коррекции.

Список литературы/References

1. Головина В.И., Селиверстов Е.И., Ефремова О.И., Золотухин И.А. Роль цитокинов в патогенезе варикозной болезни // 

Флебология. 2021. Т. 15, № 2. C. 117–126. [Golovina V.I., Seliverstov E.I., Efremova O.I., Zolotukhin I.A. Cytokines in pathogenesis 

of varicose veins. Flebologiya = Flebologiya, 2021,vol. 15, no. 2, pp. 117–126. (In Russ.)] doi: 10.17116/flebo202115021117

2. Даренская М.А., Ступин Д.А., Семендяев А.А., Колесников С.И., Гребенкина Л.А., Щербатых А.В., Толкачев К.С., 

Колесникова Л.И. Сравнительный анализ липопероксидации в периферическом и регионарном кровотоках у жен-

щин с первичным варикозным расширением вен малого таза // Клиническая лабораторная диагностика. 2022. Т. 67, 

№ 7. С. 374–380. [Darenskaya M.A., Stupin D.A., Semendyaev A.A., Kolesnikov S.I., Grebenkina L.A., Shcherbatykh A.V., 

Tolkachev K.S., Kolesnikova L.I. Peripheral and regional blood bloodstreams lipid peroxidation comparative analysis in women 

with pelvic venous disorder. Klinicheskaya laboratornaya diagnostika = Russian Clinical Laboratory Diagnostics, 2022, vol. 67, no. 7, 

pp. 374–380. (In Russ.)] doi: 10.51620/0869-2084-2022-67-7-374-380

3. Зинатулина Г.М., Фазылов В.Х., Василькин Д.А. Особенности иммунного статуса у больных микробной экземой и ро-

жей: метод терапевтической коррекции // Вестник дерматологии и венерологии. 2016. № 2. С. 87–94. [Zinatulina G.M., 

Fayzullina E.V., Fazyilov V.H., Vasilkin D.A. Particular features of the immune status in microbial eczema and erysipelas patients: 

a therapeutic method. Vestnik dermatologii i venerologii = Vestnik Dermatologii i Venerologii, 2016, no. 2, pp. 87–95. (In Russ.)]

4. Карзакова Л.М., Кудряшов С.И., Луткова Т.С., Соколова Е.В., Сидоров И.А. Основы общей иммунологии: учеб. пособие. 

Чебоксары: Издательство Чувашского университета, 2020. 200 с. [Karzakova L.M., Kudryashov S.I., Lutkova T.S., Sokolova E.V., 

Sidorov I.A. Fundamentals of general immunology: tutorial. Cheboksary: Chuvash University Publishing, 2020. 200 p. (In Russ.)]

5. Колесникова Л.И., Семендяев А.А., Ступин Д.А., Даренская М.А., Гребёнкина Л.А., Натяганова Л.В., Данусевич И.Н., 

Черепанова М.А., Колесников С.И. Интенсивность процессов липопероксидации у женщин с первичным варикоз-

ным расширением вен малого таза в зависимости от стадии заболевания // Вестник Российской академии медицин-

ских наук. 2018. Т. 73, № 4. С. 229–235. [Kolesnikova L.I., Semendyaev A.A., Stupin D.A., Darenskaya M.A., Grebenkina L.A., 

Natyaganova L.V., Danusevich I.N., Cherepanova M.A., Kolesnikov S.I. The intensity of lipid peroxidation processes in women 

with primary varicose veins of the pelvic depending on the stage of the disease. Vestnik Rossiiskoi akademii meditsinskikh nauk = 

Annals of the Russian Academy of Medical Sciences, 2018, vol. 73, no. 4, pp. 229–235. (In Russ.)] doi: 10.15690/vramn1005

6. Колесникова Л.И., Гус А.И., Семендяев А.А., Ступин Д.А., Даренская М.А., Колесников С.И., Гребенкина Л.А., 

Щербатых А.В., Калягин А.Н., Пурбуева В.Н. Варикозная болезнь вен малого таза у женщин. Новосибирск: Наука, 

2020. 156 c. [Kolesnikova L.I., Gus A.I., Semendyaev A.A., Stupin D.A., Darenskaya M.A., Kolesnikov S.I., Grebenkina L.A., 

Shcherbatykh A.V., Kalyagin A.N., Purbueva V.N. Pelvic varicosis in womеn. Novosibirsk: Nauka, 2020. 156 p. (In Russ.)]

7. Патент № 2646563 Российская Федерация, МПК А61В 10/00 (2006.01). Cпособ определения функционального со-

стояния венозной системы малого таза у женщин: № 2016124576; заявлено 2016.06.20: опубликовано 2018.05.03 / 

Семендяев А.А., Ступин Д.А., Черепанова М.А., Бачурина В.М., Селецкий А.Н., Колесникова Л.И. Патентообладатель: 

Семендяев Андрей Александрович. 5 с. [Patent No. 2646563 Russian Federation, Int. Cl. А61В 10/00 (2006.01). Method 

for determining the functional state of the venous system of the small pelvis in women. No. 2016124576; application: 2016.06.20: date 

of publication 2018.05.03 / Semendyaev A.A., Stupin D.A., Cherepanova M.A., Bachurina V.M., Seletsky A.N., Kolesnikova L.I. 

Proprietors: Semendyaev Andrei Aleksandrovich. 5 p.]

8. Тотолян А.А. Современные подходы к диагностике иммунопатологических состояний // Медицинская иммуноло-

гия. 1999. Т. 1, № 1–2. С. 75–108. [Totolian A.A. Modern approaches to the diagnosis of immunopathological conditions. 

Meditsinskaya immunologiya = Medical Immunology (Russia), 1999, vol. 1, no. 1–2, pp. 75–108. (In Russ.)]

9. Фомин В.С., Фомина М.Н. Варикозное расширение вен малого таза как причина синдрома хронических тазовых 

болей: взгляд на проблему // Фарматека. 2017. Т. 18, № 351. С. 14–19. [Fomin V.S., Fomina M.N. Varicose veins of the small 

pelvis as a cause of chronic pelvic pain syndrome: a look at the problem. Farmateka = Farmateka, 2017, vol. 18, no. 351, pp. 14–19. 

(In Russ.)]

10. Bałabuszek K., Toborek M., Pietura R. Comprehensive overview of the venous disorder known as pelvic congestion syndrome. 

Ann. Med., 2022, vol. 54, no. 1, pp. 22–36. doi: 10.1080/07853890.2021.2014556

11. Barge T.F., Uberoi R. Symptomatic pelvic venous insufficiency: a review of the current controversies in pathophysiology, diagno-

sis, and management. Clin. Radiol., 2022, vol. 77, no. 6, pp. 409–417. doi: 10.1016/j.crad.2022.01.053

12. Darenskaya M.A., Stupin D.A., Semendyaev A.A., Kolesnikov S.I., Shcherbatykh A.V., Tolkachev K.S., Kolesnikova L.I. Pelvic 

venous insufficiency: lipid peroxidation levels in ovarian venous blood. Biomed. Res. Ther., 2022, vol. 9, no. 2, pp. 4884–4891. 

doi: 10.15419/bmrat.v9i2.730

13. Gavrilov S.G., Vassilieva G.Y., Vasilev I.M., Grishenkova A.S. The role of vasoactive neuropeptides in the genesis of venous pelvic 

pain: a review. Phlebology, 2020, vol. 35, no. 1, pp. 4–9. doi: 10.1177/0268355519855598

14. Khilnani N.M., Winokur R.S., Scherer K.L., Meissner M.H. Clinical presentation and evaluation of pelvic venous disorders 

in women. Tech. Vasc. Interv. Radiol., 2021, vol. 24, no. 1: 100730. doi: 10.1016/j.tvir.2021.100730



362

Инфекция и иммунитетМ.А. Даренская и др.

15. Mancini G., Carbonara A.O., Heremans J.F. Immunochemical quantitation of antigens by single radial immunodiffusion. 

Immunochemistry, 1965, no. 2, pp. 235–254. doi: 10.1016/0019-2791(65)90004-2

16. Meissner M.H., Gloviczki P., Bergan J., Kistner R.L., Morrison N., Pannier F., Pappas P.J., Rabe E., Raju S., Villavicencio J.L. 

Primary chronic venous disorders. J. Vasc. Surg., 2007, vol. 46, suppl. S, pp. 54S–67S. doi: 10.1016/j.jvs.2007.08.038

17. Riding D.M., Hansrani V., McCollum C. Pelvic vein insufficiency: clinical perspectives. Vasc. Health Risk Manag., 2017, vol. 13: 

439. doi: 10.2147/VHRM.S132827

18. Sayer G.L., Smith P.D.C. Immunocytochemical characterisation of the inflammatory cell infiltrate of varicose veins. Eur. J. Vasc. 

Endovasc. Surg., 2004, vol. 5, no. 28, pp. 479–483. doi: 10.1016/j.ejvs.2004.07.023

19. Seryapina Yu.V., Sevost’yanova K.S., Tulupov A.A., Morozov V.V., Shevela A.I. The genetic predictors of varicose veins of small 

pelvis: a pilot study. Flebologiya, 2018, vol. 12, no. 1, pp. 25–29. doi: 10.17116/flebo201812125-29

20. Spath P., Tisato V., Gianesini S., Tessari M., Menegatti E., Manfredini R., Occhionorelli S., Secchiero P., Zamboni P. The calen-

dar of cytokines: seasonal variation of circulating cytokines in chronic venous insufficiency. JRSM Cardiovasc. Dis., 2017, no. 6: 

2048004017729279. doi: 10.1177/2048004017729

Авторы:

Даренская М.А., д.б.н., профессор РАН, главный научный 
сотрудник лаборатории патофизиологии ФГБНУ Научный центр 
проблем здоровья семьи и репродукции человека, г. Иркутск, 
Россия;
Семендяев А.А., д.м.н., профессор кафедры акушерства 
и гинекологии с курсом гинекологии детей и подростков ФГБОУ 
ВО Иркутский государственный медицинский университет, 
г. Иркутск, Россия;
Ступин Д.А., к.м.н., докторант ФГБНУ Научный центр проблем 
здоровья семьи и репродукции человека, г. Иркутск, Россия; 
ассистент кафедры акушерства и гинекологии с курсом 
гинекологии детей и подростков ФГБОУ ВО Иркутский 
государственный медицинский университет, г. Иркутск, 
Россия;
Колесников С.И., академик РАН, д.м.н., профессор, главный 
научный сотрудник ФГБНУ Научный центр проблем здоровья 
семьи и репродукции человека, г. Иркутск, Россия;
Семенова Н.В., д.б.н., ведущий научный сотрудник 
лаборатории патофизиологии ФГБНУ Научный центр проблем 
здоровья семьи и репродукции человека, г. Иркутск, Россия;
Пестерев К.В., аспирант кафедры акушерства и гинекологии 
с курсом гинекологии детей и подростков ФГБОУ ВО Иркутский 
государственный медицинский университет, г. Иркутск, 
Россия;
Колесникова Л.И., академик РАН, д.м.н., профессор, научный 
руководитель ФГБНУ Научный центр проблем здоровья семьи 
и репродукции человека, г. Иркутск, Россия.

Authors:

Darenskaya M.A., DSc (Biology), Professor of the RAS, Leading 
Researcher, Laboratory of Pathophysiology, Scientific Centre 
for Family Health and Human Reproduction Problems, Irkutsk, 
Russian Federation;
Semendyaev A.A., DSc (Medicine), Professor of the Department 
of Obstetrics and Gynecology with a Course of Gynecology for 
Children and Adolescents, Irkutsk State Medical University, Irkutsk, 
Russian Federation;
Stupin D.A., PhD (Medicine), Doctoral Candidate, Scientific Centre 
for Family Health and Human Reproduction Problems, Irkutsk, 
Russian Federation; Assistant Professor, Department of Obstetrics 
and Gynecology with a Course of Gynecology for Children 
and Adolescents, Irkutsk State Medical University, Irkutsk, 
Russian Federation;
Kolesnikov S.I., RAS Full Member, DSc (Medicine), Professor, 
Head Researcher, Scientific Centre for Family Health and Human 
Reproduction Problems, Irkutsk, Russian Federation;
Semenova N.V., DSc (Biology), Leading Researcher, Laboratory 
of Pathophysiology, Scientific Centre for Family Health and Human 
Reproduction Problems, Irkutsk, Russian Federation;
Pesterev K.V., Postgraduate Student, Department of Obstetrics 
and Gynecology with a course of Gynecology for Children 
and Adolescents, Irkutsk State Medical University, Irkutsk, 
Russian Federation;
Kolesnikova L.I., RAS Full Member, DSc (Medicine), Professor, 
Scientific Director, Scientific Centre for Family Health and Human 
Reproduction Problems, Irkutsk, Russian Federation.

Поступила в редакцию 30.12.2022
Принята к печати 18.02.2023

Received 30.12.2022
Accepted 18.02.2023



363

Инфекция и иммунитет
2023, Т. 13, № 2, с. 363–368

Russian Journal of Infection and Immunity = Infektsiya i immunitet 
2023, vol. 13, no. 2, pp. 363–368

Статья доступна по лицензии Creative Commons Attribution 4.0
The article can be used under the Creative Commons Attribution 4.0 License

Оригинальные статьиOriginal articles

РАЗЛИЧИЯ ИММУННОГО РЕАГИРОВАНИЯ 

У ПАЦИЕНТОВ С ХРОНИЧЕСКОЙ 

ОПИСТОРХОЗНОЙ ИНВАЗИЕЙ 

В ЗАВИСИМОСТИ ОТ НАЛИЧИЯ КЛИНИЧЕСКИХ 

ПРОЯВЛЕНИЙ ЗАБОЛЕВАНИЙ ОРГАНОВ 

ГЕПАТОБИЛИАРНОЙ СИСТЕМЫ

С.А. Григорьева, К.Б. Степанова, Т.Ф. Степанова, Г.А. Кальгина, Л.В. Курлаева

ФБУН Тюменский научно-исследовательский институт краевой инфекционной патологии Федеральной службы 

по надзору в сфере защиты прав потребителей и благополучия человека, г. Тюмень, Россия

Резюме.  Целью исследования было выявление различий в иммунном реагировании при хроническом описторхо-

зе в зависимости от наличия или отсутствия клинических проявлений заболеваний гепатобилиарной системы. 

Проведено сопоставление лабораторных показателей функционирования иммунной системы организма (выяв-

ленные методом проточной цитометрии фенотипы лимфоцитов, концентрации иммуноглобулинов и цитокинов, 

показатели неспецифической резистентности) у больных хроническим описторхозом (вызванным Opisthorchis 

felineus) без клинических проявлений и с проявлениями холецистита, холангита, панкреатита, гастрита, гастродуо-

денита, подтвержденных по результатам УЗИ и ФГДС. Обнаружено, что иммунологические показатели врожден-

ного иммунного ответа повышены у всех пациентов с хроническим описторхозом по сравнению с контрольной 

группой условно здоровых людей, что свидетельствует об активации макрофагально-фагоцитарного звена у па-

циентов с описторхозной инвазией. Показатель стимулированного варианта НСТ-теста максимален при хрони-

ческом описторхозе без заболеваний гепатобилиарной системы; при наличии таких заболеваний он снижается, 

но остается достоверно выше значений контрольной группы. Это может быть связано с истощением резервных 

возможностей бактерицидных систем нейтрофилов у пациентов с симптомами поражения гепатобилиарной 

системы из-за длительно протекающего воспаления. Показатели клеточного звена у пациентов с хронической 

описторхозной инвазией без клинических проявлений заболеваний гепатобилиарной системы демонстрируют 

снижение абсолютного и относительного количества цитотоксических Т-лимфоцитов. В группе с клиникой пора-

жения гепатобилиарной системы выявляется еще более глубокий дисбаланс показателей: снижено относительное 

и абсолютное количество лимфоцитов, абсолютное количество Т-лимфоцитов, что может указывать на вовлече-

ние клеточного иммунитета в патогенез осложнений хронического описторхоза. У всех обследованных пациентов 

с хроническим описторхозом также активирован гуморальный иммунный ответ — значительно повышено со-

держание общего IgE; при этом у пациентов с клиникой поражения гепатобилиарной системы этот показатель 

еще более возрастает, и выявляется снижение В-лимфоцитов. У всех пациентов с хронической описторхозной ин-
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вазией отмечается также повышенный уровень провоспалительного цитокина IL-8, который еще более возраста-

ет в группе с заболеваниями гепатобилиарной системы. Полученные данные свидетельствуют о вовлечении всех 

звеньев иммунного ответа в выраженный воспалительный процесс при осложнении хронического описторхоза 

клинически выраженными заболеваниями гепатобилиарной системы: степень отклонения показателей врожден-

ного и адаптивного иммунного ответа от нормы и от показателей неосложненного описторхоза увеличивается.

Ключевые слова: хроническая описторхозная инвазия, популяции лимфоцитов, врожденный иммунный ответ, адаптивный 

иммунный ответ, заболевания гепатобилиарной системы, DNT-лимфоциты, цитокины.

DIFFERENCES IN IMMUNE RESPONSE IN PATIENTS WITH CHRONIC OPISTHORCHIASIS INVASION 

RELATED TO CLINICAL MANIFESTATIONS OF HEPATOBILIARY SYSTEM DISEASES

Grigorieva S.A., Stepanova K.B., Stepanova T.F, Kalgina G.A., Kurlaeva L.V.

Tyumen Research Institute of Regional Infectious Pathology, Tyumen, Russian Federation

Abstract. The aim of the study was to identify differences in the immune response in chronic opisthorchiasis with or 

without clinical manifestations of hepatobiliary system diseases. A comparison of laboratory parameters of immune system 

functioning (lymphocyte phenotypes detected by flow cytometry, concentrations of immunoglobulins and cytokines, 

indicators of nonspecific resistance) in patients with chronic opisthorchiasis (caused by Opisthorchis felineus) lacking clinical 

manifestations and with manifestations of cholecystitis, cholangitis, pancreatitis, gastritis, gastroduodenitis, confirmed by 

ultrasound and FGDS. It was found that the immunological parameters of the innate immune response were increased 

in all patients with chronic opisthorchiasis compared with the control group of apparently healthy subjects, which indicates 

activated macrophage-phagocytic arm in patients with opisthorchiasis invasion. The indicator of the stimulated NBT test 

is maximal in chronic opisthorchiasis without hepatobiliary system diseases, in case of comorbidity with such diseases 

it declines, but remains significantly higher than the values of the control group. This may be due to the exhaustion in the 

reserve capabilities of bactericidal neutrophil systems in patients with symptoms of damage to the hepatobiliary system 

due to prolonged inflammation. Indicators of the cellular arm in patients with chronic opisthorchiasis without clinical 

manifestations of hepatobiliary system diseases demonstrate a decrease in the absolute and relative level of cytotoxic 

T-lymphocytes. In the group with picture of hepatobiliary system disorders, an even deeper imbalance of indicators is revealed: 

the relative and absolute level of lymphocytes, the absolute count of T-lymphocytes are reduced, which may indicate 

about involvement of cellular immunity in the pathogenesis of complications of chronic opisthorchiasis. In all examined 

patients with chronic opisthorchiasis, the humoral immune response was also activated — the total immunoglobulin E 

was significantly increased; at the same time, in patients with hepatobiliary system lesions, this parameter increases even 

more and a decrease in B-lymphocytes is detected. In all patients with chronic opisthorchiasis, there is also an increased 

level of proinflammatory cytokine IL-8, which rises even more in the group with hepatobiliary system diseases. The data 

obtained indicate the involvement of all arms of the immune response in a prominent inflammatory process when chronic 

opisthorchiasis is complicated by clinically overt hepatobiliary system diseases: the degree of deviation in the indicators 

of the innate and adaptive immune response from the norm and from those in uncomplicated opisthorchiasis increases.

Key words: chronic opisthorchiasis, lymphocyte populations, innate immune response, adaptive immune response, diseases 

of the hepatobiliary system, DNT-lymphocytes, cytokines

Введение

Описторхоз — широко распространенная 

гельминтозная инвазия в России. Крупнейшим 

эндемическим очагом описторхоза в мире яв-

ляется бассейн реки Обь в Западной Сибири. 

Пищевые трематоды Opisthorchis felineus коло-

низируют желчные протоки печени рыбоядных 

млекопитающих, включая человека. У хрони-

чески инвазированных людей это повреждает 

гепатобилиарную систему (ГБС), вызывая хро-

ническое воспаление, перидуктальный фиброз, 

билиарную интраэпителиальную неоплазию 

и даже холангиокарциному [13, 14]. Несмотря 

на многочисленные патоморфологические ис-

следования, системный иммунный ответ и кле-

точный патогенез этих нарушений изучены не-

достаточно. При гельминтозах реакция иммун-

ной системы, направленная на защиту от инва-

зии, является одновременно одним из главных 

механизмов патогенеза: иммунологические 

реакции, переходя границы адекватного фи-

зиологического ответа, становятся иммуно-

патологическими, являясь причиной тяже-

лых органных поражений [10]. Выраженность 

иммунологичес кого ответа обычно соответ-

ствует интенсивности инвазии и иммуноген-

ности паразита. Степень изменений показа-

телей иммунного ответа при описторхозе, как 

правило, коррелирует с тяжестью течения за-

болевания [9]. При переходе заболевания в хро-

ническую стадию аллергическое влияние па-

разитов уменьшается и в клинике преобладают 

симптомы поражения внутренних органов [10]. 
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Клиническая картина заболеваний развивается 

в результате воспалительного процесса в желч-

ных протоках и желчном пузыре. Хроническое 

воспаление слизистой оболочки желчевыво-

дящих путей, способствует застою желчи, по-

вышению давления в желчных протоках с раз-

витием внутрипеченочного холестаза, о чем 

свидетельствуют нарушения в биохимических 

показателях крови [1]. Наряду с дистрофичес-

кими изменениями поверхностного эпителия 

слизистой желудка наблюдается отек, массив-

ная инфильтрация лимфогистиоцитарными 

элементами, плазматическими клетками, боль-

шим количеством эозинофилов, что свидетель-

ствует об иммунологической природе воспале-

ния и важной роли иммунологических реакций 

в организме при хроническом описторхозе [2].

В настоящей работе исследовали показате-

ли иммунного реагирования при хроническом 

описторхозе в зависимости от наличия или от-

сутствия клинических проявлений заболева-

ний ГБС (холецистит, холангит, панкреатит, 

гастрит, гастродуоденит).

Материалы и методы

Обследовано 78 человек с диагнозом «Хрони-

ческий описторхоз» (ХО) и 50 условно здоровых 

лиц. Обследуемые были разделены на три груп-

пы (в каждой примерно равное соотношение 

мужчин и женщин). Первая группа — контроль-

ная (50 условно здоровых лиц, КГ), медиана воз-

раста 40 (33–50) лет. Вторая группа — 21 пациент 

с хроническим описторхозом (ХО) без клини-

ческих проявлений заболеваний ГБС, медиана 

возраста 44 (35–59) года. Третья группа — 57 па-

циентов с хроническим описторхозом и кли-

ническими проявлениями заболеваний ГБС 

(холецис тит, холангит, панкреатит, гастрит, 

гастродуоденит), медиана возраста 56 (37–61) 

лет. Для подтверждения диагноза описторхоза 

использовались копроовоскопия и дуоденаль-

ное зондирование. Для подтверждения диа-

гнозов заболеваний ГБС пациентам проводили 

ультразвуковую диагностику органов брюшной 

полости и фиброгастродуоденоскопию.

У всех трех групп пациентов определяли сле-

дующий спектр иммунологических показателей.

Исследование фенотипа лимфоцитов прово-

дили методом проточной цитометрии цельной 

периферической крови с использованием моно-

клональных антител (Beckman Coulter, США), 

меченных FITC (fluorescein isothiocyanate), 

PE (phyco-erythrin), ECD (phycoerythrin-

TexasRed-X) и PC5 (phycoerythrin-cyanin 5). 

Лизис эритроцитов проводили по безотмывоч-

ной технологии с использованием лизирующе-

го раствора OptiLys C Lysis Solution. Окраску 

антителами и лизирование проводили в соот-

ветствии с рекомендациями производителя. 

Анализировали окрашенные клетки на про-

точном цитофлуориметре Cytomics FC-500 

(Beckman Coulter, США). Использовалось трех-

цветное иммунофенотипирование по панелям: 

CD3/CD4/CD45, CD3/CD8/CD45, CD3/CD16+56/

CD45 и CD3/CD19/CD45. Основные феноти-

пы лимфоцитов: Т-лимфоциты (CD3+CD19–

CD16/56–CD45+), Т-хелперы (CD3+CD4+CD45+), 

Т-цитотоксические (CD3+CD8+CD45+), NK-

клетки (CD3–CD16/56+CD45+), B-лимфоциты 

(CD3–CD19+CD45+). Абсолютные значения 

были получены по двухплатформенной техно-

логии с использованием результатов гематоло-

гического анализа. Концентрацию иммуногло-

булинов А, М, G и E в сыворотке крови опреде-

ляли иммуноферментным методом (Multiskan 

FC, Thermo Scientific) с помощью коммерческих 

наборов «Иммуноскрин-G, M, A-ИФА-БЕСТ» 

и «IgE-общий-ИФА-БЕСТ» (Вектор-Бест, 

Россия). Концентрацию цитокинов (IFNγ, 

IL-4, IL-8, IL-10) определяли иммунофермент-

ным методом (Multiskan FC, Thermo Scientific) 

с помощью коммерческих наборов «Гамма-

интерферон-ИФА-БЕСТ», «Интерлейкин-4-

ИФА-БЕСТ», «Интерлейкин-8-ИФА-БЕСТ», 

«Интерлейкин-10-ИФА-БЕСТ» (Вектор-Бест, 

Россия). Неспецифическая резистентность 

определялась по поглотительной способно-

сти нейтрофилов в тесте с частицами латекса 

(d 1 мкм) (ООО «ДИАЭМ», Москва). Анализу 

подвергались 200 нейтрофилов, после чего вы-

числяли процент нейтрофилов, имеющих по-

глощенные частицы [7]. Метаболическую ак-

тивность нейтрофилов определяли цитохими-

ческим методом восстановления нитросинего 

тетразолия (ООО «ДИАЭМ», Москва) до ди-

формазана. О степени активности нейтрофи-

лов судили по количеству захваченного форма-

зана. Спонтанный НСТ-тест отражал степень 

функционального раздражения нейтрофилов 

in vitro, стимулированный вариант (10% раствор 

пирогенала) характеризовал функциональный 

резерв [7]. Определение активности фермен-

та миелопероксидазы нейтрофилов проводили 

спектрофотометрическим методом [11].

Статистическая обработка результатов ис-

следования выполнена с использованием па-

кета программ Statistics Kingdom (https://www.

statskingdom.com). Оценка значимости разли-

чий между группами проводилась с помощью 

теста Краскела–Уоллиса, при выявлении зна-

чимых различий проводили попарные сравне-

ния с помощью непараметрического критерия 

U Манна–Уитни с поправкой Бонферрони. 

Количественные показатели представлены 

в виде медианы (Ме) и интерквартильного раз-

маха (Q25–Q75). Критический уровень значимо-

сти принимался равным 5%.
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Результаты

Исследование иммунного реагирования па-

циентов с хронической описторхозной инвази-

ей в сравнении с группой здоровых лиц выявило 

различия в показателях макрофагально-фаго-

цитарного звена. У пациентов с ХО (2 и 3 групп) 

обнаружено повышение активности фермента 

нейтрофилов миелопероксидазы, повышение 

поглотительной активности нейтрофилов и по-

казателей спонтанного и стимулированного ва-

риантов НСТ-теста (табл.).

В обеих группах пациентов с хронической 

описторхозной инвазией по сравнению с кон-

трольной группой снижается относительное 

и абсолютное количество CD8-лимфоцитов, 

повышается концентрация общего IgE.

При осложнении течения хронического 

описторхоза заболеваниями ГБС степень от-

клонения показателей адаптивного иммун-

ного ответа от нормы увеличивается, только 

в этой группе выявляются достоверные отли-

чия от контрольной: снижение относительного 

и абсолютного количества лимфоцитов, абсо-

лютного количества CD3, абсолютного количе-

ства В-лимфоцитов (CD19).

Выявлены различия иммунологических по-

казателей между группами пациентов с хрони-

ческой описторхозной инвазией:

 – показатели фагоцитарного звена имму-

нитета: у пациентов с клиникой поражения 

ГБС ниже показатель стимулированного ва-

рианта НСТ-теста чем в группе без клиники 

поражения ГБС;

 – показатели гуморального звена: в группе 

с клиникой поражения ГБС выше концен-

трация общего IgE;

 – показатели цитокинового звена: у паци-

ентов с клиникой поражения ГБС концен-

трация провоспалительного цитокина IL-8 

значительно выше (рис.).

Достоверных различий в показателях кле-

точного звена иммунного ответа между группа-

ми не обнаружено.

Обсуждение

Показатели врожденного иммунного ответа 

у инвазированных Opisthorchis felineus в иссле-

дованиях Кальгиной Г.А. демонстрировали ак-

тивацию фагоцитарного звена иммунитета [5]. 

Исследование влияния антигенов O. viverrini 

на фенотип нейтрофилов у инвазированных 

пациентов [12] также выявило активацию 

нейтрофилов, усиливающуюся у лиц с забо-

леваниями печени. Активация проявляется 

в способности вызывать повреждение тканей 

и генерировать провоспалительные молекулы. 

В нашем исследовании иммунологические по-

казатели врожденного иммунного ответа у па-

циентов с хроническим описторхозом повыше-

ны в группах и с клиникой заболеваний ГБС, 

и без проявлений нарушения функциониро-

вания органов ГБС, что подтверждает актива-

цию макрофагально-фагоцитарного звена у па-

циентов с описторхозной инвазией. При этом 

между группами с ХО наблюдаются достовер-

ные различия: показатель стимулированного 

варианта НСТ-теста максимален при ХО без за-

болеваний ГБС, при наличии заболеваний ГБС 

он снижается, но остается достоверно выше 

значений контрольной группы. Это может быть 

связано с истощением резервных возможностей 

бактерицидных систем нейтрофилов у паци-

Таблица. Иммунологические показатели пациентов с ХО и контрольной группы [Me (Q25–Q75)]

Table. Immunological parameters of patients with CS and control subjects [Me (Q25–Q75)]

Показатели

Indicators
КГ | KG
n = 50

ХО без ЗГБС | CO without DHS
n = 21

ХО с ЗГБС | CO with DHS
n = 57

МП нейтрофилов, у.е. | Neutrophil MP, c.u. 261 (139–456) 782* (421–965) 749* (509–1184)

ФАН, % | PAN, % 76 (65–80) 84*(77–89) 82* (74–86)

НСТ спонтанный, % | NBT spontaneous, % 7,5 (2–11) 20* (15–25) 17* (14–24)

НСТ стимулированный, % | NBT stimulated, % 23 (15–29) 42*(34–50) 37* ** (31–45)

Лимфоциты, % | Lymphocytes, % 34 (31–37) 32 (26–38) 30* (26–36)

Лимфоциты, кл/мкл | Lymphocytes, cell/ml 2046 (1666–2212) 1800 (1558–2032) 1716* (1376–2053)

CD3, кл/мкл | CD3, cell/ml 1411 (1297–1727) 1310 (1194–1510) 1292* (1060–1558)
CD8, % 28 (23–33) 22* (17–29) 25* (21–31)

CD8, кл/мкл | CD8, cell/ml 570 (416–727) 383* (298–527) 437* (313–573)

CD19, кл/мкл | CD19, cell/ml 216 (167–284) 179 (130–266) 153* (116–240)

IgE, МЕ/мл | IgE, IU/ml 8 (4–19) 12 (2–21)* 20* ** (9–90)

IL-8, пг/мл | IL-8, pg/ml 6,5 (5–15) 1* (0,2–3) 13* ** (3–204)

Примечание. Приведены значения только тех показателей, по которым тест Краскела–Уоллиса выявил статистически значимые различия 
между группами. * — отличие от КГ, ** — различия между группами ХО, статистически значимые по критерию U Манна–Уитни с поправкой 
Бонферрони.
Note. Showing only those with significant inter-group differences according to Kruskal–Wallis test. * — difference from KG, ** — differences between 
the groups of CO, significant according to the U Mann-Whitney criterion with Bonferroni correction. 
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ентов с симптомами поражения гепатобили-

арной системы из-за длительно протекающего 

воспаления.

Клеточное звено адаптивного иммунного 

ответа инвазированных Opisthorhis felineus ха-

рактеризуется дисбалансом популяционного 

и субпопуляционного состава лимфоцитов [4, 

6, 8]. В нашем исследовании показатели кле-

точного звена у пациентов с хронической опис-

торхозной инвазией без клинических прояв-

лений заболеваний гепатобилиарной системы 

демонстрируют снижение абсолютного и от-

носительного количества цитотоксических 

Т-лимфоцитов. В группе с клиникой пора-

жения гепатобилиарной системы выявляется 

еще более глубокий дисбаланс показателей: 

снижено относительное и абсолютное коли-

чество лимфоцитов, абсолютное количество 

Т-лимфоцитов, относительное и абсолютное 

количество цитотоксических Т-лимфоцитов, 

что может указывать на вовлечение клеточного 

иммунитета в патогенез осложнений ХО.

В исследованиях гуморального звена им-

мунного ответа обнаружена его активация при 

ХО [8]. У всех обследованных нами пациентов 

с ХО также активирован гуморальный иммун-

ный ответ — значительно повышен уровень IgЕ, 

при этом у пациентов с клиникой поражения 

ГБС этот показатель еще более возрастает и вы-

является снижение В-лимфоцитов.

Таким образом, у пациентов с хронической 

описторхозной инвазией при клинически выра-

женных поражениях органов гепатобилиарной 

системы существенно изменяются иммуноло-

гические показатели врожденного и гумораль-

ного звена иммунитета. В частности отмечается 

повышенный уровень IgE, который имеет очень 

важное значение в процессе формирования про-

тивопаразитарного иммунитета, запуская цепь 

процессов взаимодействия эозинофилов с гель-

минтами [1] и коррелирует с тяжестью патологи-

ческого процесса. У этих пациентов отмечается 

также повышенный уровень провоспалитель-

ного цитокина IL-8, важнейшей биологической 

функцией которого является высочайшая ак-

тивность хемоаттрактанта для нейтрофилов, 

базофилов и Т-лимфоцитов. IL-8 вызывает экс-

прессию молекул клеточной адгезии, тем самым 

усиливая прилипание нейтрофилов к эндотели-

альным клеткам (с последующей их экстрава-

зацией), что обусловливает его основную роль 

в опосредовании воспалительного ответа [3]. 

Полученные данные свидетельствуют о вовлече-

нии всех звеньев иммунного ответа в выражен-

ный воспалительный процесс при осложнении 

ХО клинически выраженными заболеваниями 

ГБС, а также об истощении резервных возмож-

ностей бактерицидных систем нейтрофилов 

у пациентов с симптомами поражения ГБС.

Рисунок. Статистически значимые различия 

иммунологических показателей между 

группами пациентов с описторхозом (Ме)

Figure. Significant differences in immunological 
parameters between groups of patients with 
opisthorchiasis (Me)
 Примечание. Оценка значимости различий между 
группами проводилась с помощью теста Краскела–
Уоллиса, при выявлении значимых различий проводили 
попарные сравнения с помощью непараметрического 
критерия U Манна–Уитни с поправкой Бонферрони.
Note. The significance of the differences between the groups 
was assessed using the Kruskal–Wallis test, and when 
significant differences were identified, pairwise comparisons 
were performed using the nonparametric U Mann–Whitney 
criterion with Bonferroni correction.
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ОЦЕНКА ВОЗМОЖНОСТИ ПОВЫШЕНИЯ 

КАЧЕСТВА РЕЗУЛЬТАТОВ УСКОРЕННОЙ 

ИДЕНТИФИКАЦИИ МИКРООРГАНИЗМОВ 

ИЗ ПОЛОЖИТЕЛЬНЫХ ГЕМОКУЛЬТУР

А.В. Халиулин, А.В. Лямин, О.А. Гусякова, Д.В. Алексеев, В.М. Степанов

Самарский государственный медицинский университет Минздрава России, г. Самара, Россия

Резюме.  Диагностика инфекций кровотока по-прежнему остаются актуальной проблемой современной ме-

дицины. Основными возбудителями септических состояний являются грамположительные микроорганиз-

мы, в частности золотистый стафилококк, энтерококки и др., в то время как клиническое значение выделения 

коагулазонегативных стафилококков неоднозначно. Среди грамнегативной флоры превалируют Escherichia 

coli, Klebsiella pneumoniae и другие энтеробактерии, а также Acinetobacter baumannii. Современные возможности 

ускоренной идентификации микроорганизмов из положительных гемокультур, которые основаны на масс-

спектрометрии, складываются из двух подходов. Во-первых, предложены разработки фирм-производителей 

расходных материалов для масс-спектрометрии, во-вторых, имеются «местные» варианты ускоренных про-

токолов пробоподготовки, использующиеся микробиологическими лабораториями. Используемые подходы 

имеют ряд достоинств и недостатков, однако если их резюмировать, то использование предложенных мето-

дик в рутинной практике оказывается достаточно ограниченным. При этом потребность в ускорении выдачи 

микробиологического заключения для данной нозологии велика и ассоциирована с улучшением исходов. 

В связи с этим целью исследования было оценить сходимость и точность результатов ускоренной идентифи-

кации микроорганизмов из положительных гемокультур при инфекциях кровотока. В исследовании было 

включено 87 положительных гемокультур, идентификация патогенов в них происходила четырьмя способа-

ми: классическое микробиологическое исследование крови на стерильность, идентификация патогена на-

прямую из флакона без выделения чистой культуры, а так же две методики пробоподготовки, основанные 

на использовании этилендиаминотетрауксусной кислоты (ЭДТУК) и этилендиаминотетраацетата калия 

двузамещенного (ЭДТА-К2) в качестве отмывочных добавок. Было обнаружено, что грампозитивная и грам-

негативная флора выделялась из крови с примерно одинаковой частой. При оценке влияния биоматериала 

используемого для масс-спектрометрии, оказалось, что использование отмывочных добавок увеличивает 

шансы успешной идентификации бактерий из образца крови. Также было оценено влияние тинкториальных 

свойств на результаты определения видовой принадлежности изолятов. Идентификация грамположитель-

ной флоры оказывается более точной, так как часть патогенов без отмывочных добавок не идентифицирова-

лась, а при использовании ЭДТА-К2 и соответствующей кислоты в этих же образцах удалось идентифициро-

вать патогены до рода. Подобная закономерность была характерна и для грамотрицательной флоры. Вместе 

с тем современные производители лабораторного оборудования и реагентов позволяют стандартизировать 

процедуры пробоподготовки в используемых протоколах. Эффекты ЭДТА-К2, позволяющие использовать 
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ее в качестве компонента отмывки, связаны со связыванием ионов кальция и магния в растворе, что сни-

жает адгезию бактериальных клеток к клеткам крови, тем самым способствуя более качественной масс-

спектрометрии микробных осадков при ускоренной идентификации микроорганизмов из положительных 

гемокультур. Таким образом, использование описанных добавок может обеспечивать качественную, своев-

ременную и адекватную диагностику таких серьезных и жизнеугрожающих состояний как инфекции кро-

вотока.

Ключевые слова: пробоподготовка, ускоренная идентификация, инфекции кровотока, бактериемия, биоматериал, 

центрифугирование.

ASSESSING A POTENTIAL TO IMPROVE DATA QUALITY FOR ACCELERATED IDENTIFICATION 

OF MICROORGANISMS DERIVED FROM POSITIVE BLOOD CULTURES

Khaliulin A.V., Lyamin A.V., Gusyakova O.A., Alekseev D.V., Stepanov V.M.

Samara State Medical University of MH RF, Samara, Russian Federation

Abstract. Diagnostics of blood-borne infections is still an urgent problem of modern medicine. The main causative 

agents of septic conditions are gram-positive microorganisms particularly Staphylococcus aureus, enterococci, etc., 

whereas clinical significance of isolated coagulase-negative staphylococci is ambiguous. Escherichia coli, Klebsiella 

pneumoniae and other enterobacteria, as well as Acinetobacter baumannii prevail among the gram-negative flora. Modern 

possibilities of accelerated identification of microorganisms derived from positive blood cultures based on mass-

spectrometry consist of two approaches. Firstly, the manufacturers’ developed consumables for mass spectrometry are 

proposed, and secondly, there are “domestic” developments of accelerated sample preparation protocols developed by 

microbiological laboratories. The approaches used have a number of advantages and disadvantages, but to summarize, 

the use of the proposed methods in routine practice is quite limited. At the same time, the need to accelerate the issuing 

a microbiological conclusion related to nosology is great being associated with improved outcomes. In this regard, the aim 

of the study was to evaluate convergence and accuracy of results for accelerated identification of microorganisms derived 

from positive blood cultures in blood-borne infections. The study included 87 positive blood cultures, the identification 

of pathogens from them occurred in four ways: the classical microbiological analysis of blood for sterility, pathogen 

identification directly from the vial without isolating a pure culture, as well as two sample preparation methods based 

on ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) and potassium ethylenediaminetetraacetate disubstituted (EDTA-K2) as 

wash additives. It was found that gram-positive and gram-negative flora were isolated from the blood almost evenly 

often. When evaluating an influence of biomaterial used for mass spectrometry, it turned out that use of wash additives 

increases chances of successful identification of bacteria from a blood sample. The influence of tinctorial properties 

on the results of determining the species assignment of isolates was also evaluated. Identification of gram-positive 

flora is more accurate, since some pathogens were not identified without washing additives, and when using EDTA-K2 

and the corresponding acid, assignment to the genus was obtained in the same samples. A similar pattern was also 

characteristic of gram-negative flora. At the same time, modern manufacturers of laboratory equipment and reagents 

allow to standardize sample preparation procedures in the protocols used. The effects of EDTA-K2, which allowing 

to use it as a washing component, are associated with the binding of calcium and magnesium ions in solution, which 

reduces the adhesion of bacterial cells to blood cells, thereby contributing to better mass spectrometry of microbial 

sediments with accelerated identification of microorganisms from positive blood cultures. Thus, use of the described 

additives can provide high quality, timely and adequate diagnostics of serious and life-threatening conditions such as 

blood-borne infections.

Key words: sample preparation, rapid identification, bloodstream infections, bacteremia, biomaterial, centrifugation.

Введение

Инфекции кровотока по-прежнему харак-

теризуются высокой смертностью в структу-

ре инфекционной патологии [2]. Среди грам-

отрицательных возбудителей септических со-

стояний наиболее часто выделяются Escherichia 

coli, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, 

а среди грамположительной флоры наибо-

лее часто идентифицируются Staphylococcus 

aureus, Enterococcus faecalis и Enterococcus faecium, 

у детей особую этиологическую роль играет 

Streptococcus agalactiae. Отдельно следует отме-

тить, что диагностическая значимость выделе-

ния коагулазонегативных стафилококков дис-

кутабельна, и наиболее часто выделение пред-

ставителей данной группы микроорганизмов 

указывает на возможную контаминацию пробы 

кожной микрофлорой [1]. По данным литерату-

ры, грибы редко вызывают инфекции кровото-

ка и, в подавляющем большинстве, фунгемия 

обусловлена представителями рода Candida.

Имеющиеся на данный момент подходы 

к идентификации микроорганизмов из поло-
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жительных гемокультур складываются из двух 

основных направлений: микробиологические 

лаборатории могут использовать коммерческие 

наборы, разработанные с учетом процедур ва-

лидации и верификации, а также множество 

разнообразных «домашних» протоколов про-

боподготовки, разработанных специалистами 

«на местах» для последующей идентифкации па-

тогенов. К первой группе методов могут быть от-

несены наборы Sepsityperkit® и RapidSepsityper® 

(Bruker Daltonics, Германия), набор для посева 

крови Vitek MS® (bioMérieux, Франция), набор 

RapidBACpro® II (NittoboMedicalCo., Япония) [5, 

10]. Внутренние протоколы лабораторий харак-

теризуются разнообразием используемых тех-

нологий, которые могут включать: применение 

разных режимов центрифугирования, исполь-

зование пробирок с разделительным гелем, 

а также различных добавок для лизиса ком-

понентов крови и клеточного детрита, напри-

мер сапонин, додецилсульфат, тритон Х-100, 

хлорид аммония, трифторуксусная кислота [6, 

15]. Обобщая описанные работы, можно заклю-

чить, что если протокол прост и не трудоемок, 

то частота идентификаций остается невысо-

кой — в пределах 50–70%, в то время как более 

эффективные методики (80–90% успешных 

случаев идентификации) требуют больше вре-

мени и специальных реагентов, что ограничи-

вает их использование в рутинной микробиоло-

гической практике.

Улучшение выживаемости при развитии ин-

фекций кровотока обусловлено ранним назна-

чением этиотропной антибактериальной или 

противогрибковой терапии [8]. В связи с этим 

актуальными остаются разработки простых 

и удобных методов ускоренной идентификации 

патогенов, в том числе с определением чувстви-

тельности к антибактериальным препаратам.

Цель исследования — оценка сходимости 

и точности результатов разных протоколов про-

боподготовки при ускоренной идентификации 

микроорганизмов, выделенных из положи-

тельных гемокультур при инфекциях крово-

тока, при использовании разных отмывочных 

растворов.

Материалы и методы

В исследование включено 87 положительных 

гемокультур, полученных при использовании 

автоматического микробиологического ана-

лизатора Юнона LABSTAR 100» (SCENKER, 

Китай). Идентификация патогенов проводи-

лась 4 способами: I способ — выделение чистой 

культуры микроорганизма на коммерческих 

универсальных питательных средах (классичес-

кое микробиологическое исследование крови 

на стерильность); II способ — идентификация 

из положительной гемокультуры без выделе-

ния чистой культуры из микробного осадка [4]; 

III способ — 4 мл крови из положительной ге-

мокультуры помещали в пробирку с раздели-

тельным гелем, туда же добавляли 1 мл 5% эти-

лендиаминтетрауксусной кислоты (ЭДТУК); 

IV способ — 4 мл крови из положительной ге-

мокультуры помещали в пробирку с раздели-

тельным гелем и этилендиаминтетраацетатом 

калия двузамещенным (ЭДТА-К2). Далее про-

водились идентичные действия с пробирка-

ми ЭДТУК и ЭДТА-К2. Центрифугировали 

при 1000g в течение 12 мин, сливали надоса-

док. Отмывали осадок 1,5–2,0 мл 0,9% хлори-

да натрия, отбирали 1,0 мл суспензии, далее 

центрифугировали при 100g 3 мин, отбирали 

строго 700 мкл надосадка и центрифугирова-

ли его при 10 000g 2 мин, удаляли надосадок, 

далее добавляли по 25–40 мкл ацетонитри-

ла и 70% муравьиной кислоты (в зависимости 

от величины осадка), ресуспензировали, цен-

трифугировали при 10 000g 2 мин, удаляли на-

досадок и на мишень для масс-спектрометрии 

стерильной петлей наносили материал с осад-

ка, высушивали на воздухе, покрывали матри-

цей (α-циано-4-гидроксикоричная кислота). 

Масс-спектрометрию проводили на приборе 

Microflex LT (Bruker Daltonics, Германия) в ре-

жиме Sepsityper, согласно инструкции произво-

дителя. Видовая идентификации достигалась 

при score более 1,800, родовая идентификация 

при значении 1,600–1,7999, а при значении по-

казателя 0–1,599 идентификация считалась не-

удачной. В качестве отрицательного контроля 

использовали раствор матрицы, положитель-

ного контроля — штамм кишечной палочки 

Американской коллекции типовых культур 

Escherichia coli (АТСС 25922). Исследование 

одобрено этическим комитетом ФГБОУ ВО 

«ЮУГМУ Минздрава России» (протокол № 9 

от 04.12.2021).

Группировку данных и вычисления про-

водили с использованием пакета программ 

MicrosoftExcel® 2013. Статистический анализ 

проводился с использованием программы 

StatTech v. 2.8.7 (разработчик — ООО «Статтех», 

Россия). Категориальные данные описывались 

с указанием процентных долей. Сравнение про-

центных долей при анализе четырехпольных 

таблиц сопряженности выполнялось с помо-

щью, критерия хи-квадрат Пирсона (при значе-

ниях ожидаемого явления более 10).

Результаты и обсуждение

При идентификации микроорганизмов клас-

сической методикой было выявлено следую щее 

распределение патогенов: отмечается незна-

чительное преобладание частоты выделения 
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грамотрицательной флоры из образцов (53%), 

47% заняли представители грамположительной 

флоры. Среди грамположительных микроорга-

низмов в подавляющем большинстве случаев 

выделялся Staphylococcus epidermidis, реже вы-

являлись S. aureus и Staphylococcus haemolyticus. 

Редкими изолятами были E. faecalis, а также 

представители рода Corynebacterium.

Грамотрицательные микроорганизмы в на-

шем исследовании характеризовались большим 

видовым разнообразием (рис. 1).

На первом этапе нами был выполнен анализ 

частоты успешной идентификации в зависимо-

сти от биоматериала (рис. 2).

Исходя из полученных данных при оценке 

идентификации в зависимости от биоматери-

ала, нами были установлены статистически 

значимые различия (p = 0,002). Таким образом, 

использование ЭДТА-К2 способствует увели-

чению частоты идентификации микроорганиз-

мов из положительной гемокультуры.

С целью уточнения того, результат иденти-

фикации каких микроорганизмов улучшил-

ся, мы провели анализ зависимости точности 

идентификации от исследуемого материала 

и тинкториальных свойств микроорганизмов 

(табл.).

Согласно полученным данным, при сопо-

ставлении точности идентификации и тинкто-

риальных свойств в зависимости от материала 

были установлены существенные различия (p = 

0,015). Выявлено, что при использовании осад-

ка микробов в качестве материала для масс-

спектрометрии приемлемый результат иденти-

фикации не был получен в 16,1% случаев, в то 

время как использование отмывочных раство-

ров позволяет более точно определить принад-

лежность патогена к определенным таксономи-

ческим группам: в группе грамположительных 

микроорганизмовне были идентифицированы 

6,9% образцов, в то время как при использова-

нии отмывочных растворов доля неудавшихся 

идентификаций уменьшилась, а доля родо-

вой и видовой идентификации увеличилась. 

Для грамотрицательной флоры были получены 

аналогичные результаты. При этом достовер-

ных различий в результатах идентификации 

при сравнении групп ЭДТУК и ЭДТА-К обна-

ружено не было.

Обсуждение

В представленной выборке распределение 

микрофлоры по тинкториальным свойствам 

при окраске по методу Грама оказалось следую-

щим: примерно поровну для каждой из групп 

микроорганизмов.

Результаты оценки факторов преаналитичес-

кого этапа (в частности выбор протоколов про-

боподготовки) показали их приоритетное влия-

ние на качество результата идентификации 

микроорганизмов. В научной литературе име-

ются данные о сложностях, связанных с масс-

спектрометрией грамположительных микроор-

ганизмов, что может быть связано с отличным 

от грамотрицательной флоры строением бак-

териальной стенки. В частности, большинство 

протоколов ускоренной идентификации микро-

организмов из положительных гемокультур ос-

нованы на экстракции микросомальных белков 

Рисунок 1. Видовое разнообразие 

грамотрицательной флоры, выделенной 

из крови пациентов

Figure 1. Species diversity of gram-negative flora 
isolated from patient blood

Рисунок 2. Анализ частоты успешной 

идентификации в зависимости от биоматериала 

для масс-спектрометрии

Figure 2. Analysis of frequency of successful 
identification depending on biomaterial used for mass 
spectrometry
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из бактериальных клеток, что может обуслав-

ливать ограничения в идентификации грампо-

ложительных микробов в силу мощного слоя 

пептидогликанов, препятствующего выходу 

белков из цитоплазмы бактерии. Наш протокол 

предполагает сравнение двух отмывочных доба-

вок: 5% раствор ЭДТУК и ЭДТА-К2. Оказалось, 

что использование отмывки увеличивает долю 

идентификации грамположительных пато-

генов, что связано с конкуренцией ЭДТУК 

и ЭДТА-К2 за ионы кальция и магния, которые 

требуются микробным клеткам для адгезии 

между собой и клетками крови, прежде всего 

эритроцитами [11]. Подобный эффект описан 

для моно-, ди- и тринатриевой соли ЭДТУК, 

однако, как видно из нашей работы, он харак-

терен и для дикалиевой соли ЭДТА. Согласно 

литературным данным, описано действие солей 

и собственно ЭДТУК на грамположительную, 

грамотрицательную микрофлору, грибы и аме-

бы [7]. Грамотрицательная флора требует при-

сутствия двухвалентных катионов, таких как 

Mg2+ и Ca2+, для стабилизации отрицательно 

заряженных участков олигосахаридных цепей 

липополисахаридной стенки. При этом ЭДТА 

способна удалять катионы из внешнего листка 

липополисахаридов, обнажая фосфолипиды 

цитоплазматической мембраны, что увеличи-

вает ее нестабильность [7]. В случае грамполо-

жительной флоры механизм действия ЭДТА 

основан на следующем: в физиологических 

условиях у микроорганизмов присутствует се-

мейство цистеиновых транспептидаз — сортаз, 

ответственных за перенос пептидных остовов 

на поверхность мембраны, для построения пи-

лей, которые обеспечивают адгезию бактери-

альной клетки к клеткам организма-хозяина. 

Кроме этого, сортазы способны сортировать 

пептиды по бактериальной стенке и «приши-

вать» их к ней. При этом отмечено, что данные 

молекулярные структуры не являются жизнен-

но необходимыми для роста и размножения 

бактериальных клеток, однако они формируют 

значительный вирулентный потенциал данной 

группы микроорганизмов [3]. Важно отметить, 

что грампозитивные микроорганизмы различа-

ются количеством сортаз, количеством пилино-

вых остовов, необходимых для построения пи-

лей, классом сортаз, а также типами пептидов, 

транспортируемых к клеточной стенке и ак-

цепторными участками на поверхности бакте-

риальной стенки [13]. Описано, что аллостери-

ческим активатором сортазы типа А, характер-

ной для золотистого стафилококка, являются 

ионы Ca2+, которые способствуют увеличению 

активности синтеза пилей и облегчают распоз-

навание сортазами специфических субстратов. 

Таким образом, логичным представляется эф-

фект ЭДТА в описанном протоколе пробоподго-

товки, который нивелирует активирующее дей-

ствие катионов и уменьшает адгезию грамполо-

жительной флоры к клеткам крови, что в итоге 

способствует увеличению микробной массы 

в конечном материале для масс-спектрометрии, 

а это, в свою очередь, повышает долю «успеш-

ных» идентификаций патогенных микроорга-

низмов [9]. Различные соли ЭДТА используются 

в клинической практике с целью уменьшения 

Таблица. Анализ точности идентификации в зависимости от биоматериала и тинкториальных свойств

Table. Analysis of the accuracy of determination depending on the biomaterial and tinctorial properties

Точность 
идентификации

Accuracy 
of identification

Биоматериал

Biomaterial
p

Осадок, %

Pellet, %

Осадок-
ЭДТУК, %

Pellet-EDTA, %

Осадок-
ЭДТА-К2, %

Pellet-EDTA-K2, %

Грамположительные 
микроорганизмы, n = 47

Gram-positive 
microorganisms, n = 47

Видовая

Species
37,9 33,3 39,1

0,015*
pОсадок — Осадок-ЭДТА-К2 = 

0,012

Родовая

Genus
1,1 10,3 5,7

Идентифкация 
не прошла

Failed
6,9 2,3 1,1

Грамотрицательные 
микроорганизм, n = 40

Gram-negative 
microorganisms, n = 40

Видовая

Species
41,4 40,2 43,7

Родовая

Genus
3,4 8,0 10,3

Идентифкация 
не прошла

Failed
9,2 5,7 0,0

Примечание. * — различия показателей статистически значимы (p < 0,05).
Note. * — significant differences (p < 0.05).
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образования биопленок в стоматологии, хирур-

гии, а также как потенциирующее средство с ря-

дом антимикробных химиопрепаратов [12, 14].

Результаты наших исследований показа-

ли, что статистически достоверной разницы 

в частоте успешной идентификации микроор-

ганизмов при использовании собственно эти-

лендиаминтетрауксусной кислоты и ЭДТА-К2 

не обнаружено, однако с точки зрения трудоем-

кости и стандартизации методики предпочте-

ние отдается использованию дикалиевой соли 

ЭДТА, которая доступна как компонент в виде 

готовых вакуумных пробирок.

Таким образом, проблемы недостаточно 

успешной идентификации грампозитивной 

флоры из положительных гемокультур можно 

решить при использовании известных, дока-

занных явлений, но в несколько новом «про-

чтении». Это может способствовать более ка-

чественной, своевременной и адекватной диаг-

ностике таких серьезных и жизнеугрожающих 

состояний как инфекции кровотока.
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Резюме. Стабильность цельновирионных инактивированных вакцин в значительной степени зависит от форму-

ляции готового препарата. В данном исследовании изучалось влияние на сохранность иммуногенных свойств 

экспериментального вакцинного препарата против геморрагической лихорадки с почечным синдромом усло-

вий хранения вакцинного полуфабриката и использование в составе вакцины человеческого сывороточного 

альбумина, широко использующегося в качестве криопротектора. Для получения экспериментальной вакци-

ны вирус Пуумала, размноженный в культуре клеток Vero, был сконцентрирован, инактивирован бета-про-

пиолактоном в разведении 1:6000 и очищен хроматографически на мультимодальном сорбенте Capto™Core 700 

(GE Healthcare, США). Содержание целевого компонента в вакцинном препарате составило 2±0,2 × 106 копий 

РНК/мл. Гуморальный иммунный ответ на введение вакцинного препарата определяли по индукции нейтрали-

зующих антител в сыворотках крови иммунизированных сирийских хомяков (Mesocricetus auratus). Установлено, 

что инактивированный бета-пропиолактоном вирус Пуумала индуцирует выраженный гуморальный иммун-

ный ответ, что свидетельствует о сохранности соответствующих иммуногенных эпитопов. Показано, что ви-

русная РНК более стабильна при хранении инактивированного вируса по сравнению с неинактивированным. 

В исследовании подтвержден факт полной инактивации вируса через 24 ч хранения при температуре 37°С. 

Отмечено значительное снижение иммуногенной активности вируса при термоинактивации, что подтверждает 

необходимость тщательного подбора условий хранения для термолабильных хантавирусов. Установлена прямая 

корреляция между титром вируса и количеством копий вирусной РНК/мл. Добавление человеческого сыворо-

точного альбумина стабилизирует инфекционность вируса при хранении: титр вируса Пуумала оставался на не-

изменном уровне в течение 3 месяцев хранения при 6±2°С, тогда как в материале без добавления альбумина титр 

снижался до неопределяемых значений. Добавление 0,1% человеческого сывороточного альбумина к инактиви-

рованному вирусному препарату способствует стабилизации его иммуногенных свойств при длительном хране-

нии. Показано, что препараты с добавлением человеческого сывороточного альбумина (0,1–1%) дозозависимо 

более стабильны при многократном замораживании по показателям содержания вирусной РНК и иммуноген-
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ности. Можно предполагать, что человеческий сывороточный альбумин способствует лучшей сохранности ге-

нетического материала вируса при хранении, а белковые эпитопы, ответственные за протективный иммунный 

ответ в форме индукции нейтрализующих антител, претерпевают в присутствии альбумина менее выраженные 

конформационные изменения. Эти данные указывают на целесообразность включения человеческого сыворо-

точного альбумина в состав вакцинного препарата.

Ключевые слова: геморрагическая лихорадка с почечным синдромом, хантавирус Пуумала, хантавирусный вакцинный 

препарат, нейтрализующие антитела, иммунный ответ, человеческий сывороточный альбумин.

OPTIMIZATION OF STORAGE CONDITIONS FOR PUUMALA VIRUS BASED VACCINE

Vetrova A.N.a,b, Kurashova S.S.a, Teodorovich R.D.a, Popova Yu.V.a, Blinova E.A.c, Nabatnikov P.A.a, 
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Abstract. We report the effects of storage conditions and human serum albumin addition to the vaccine composition 

on the immunogenic properties of an experimental vaccine against hemorrhagic fever with renal syndrome. To obtain 

an experimental vaccine, the Puumala virus, propagated in Vero cells culture, was concentrated, inactivated with beta-

propiolactone, and purified by chromatography on the Capto™Core 700 multimodal sorbent (GE Healthcare). The target 

component in the vaccine was 2±0.2 × 106 of viral RNA copies/ml. The humoral immune response to the vaccine was 

determined by measuring the neutralizing antibodies in the blood serum of immunized Syrian hamsters (Mesocricetus 

auratus). It was revealed that the Puumala virus inactivated with beta-propiolactone induces a pronounced humoral 

immune response, which indicates preservation of relevant immunogenic epitopes. Аccording to our study, viral RNA 

is more stable during storage of the inactivated vs. intact virus. It was confirmed that full virus inactivation occurred after 

24 hours of storage at 37°C. A significant decrease in the virus immunogenicity during the thermal inactivation was noted, 

which confirms the need for careful selection of storage conditions for thermolabile Hantaviruses. A direct correlation was 

observed between viral titer and viral RNA copy number/ml. Adding human serum albumin stabilized viral infectivity 

during storage: Puumala virus titer remained at the same level for 3 months of storage at 6±2°C, whereas without albumin, 

the titer decreased to undetectable level. The addition of 0.1% human serum albumin to the inactivated virus stabilized 

its immunogenic properties during long-term storage. It was shown that vaccine preparations with human serum albumin 

(0.1–1%) show higher dose-dependent stability upon repeated freezing assessed by detecting viral RNA level and their 

immunogenicity. It can be assumed that human serum albumin provides better preservation of of viral genetic material 

during storage, as well the protein epitopes responsible for the protective immune response in the form of neutralizing 

antibodies induction, undergo less pronounced conformational changes in the presence of albumin. These data support 

the addition of human serum albumin to the vaccine formulation.

Key words: hemorrhagic fever with renal syndrome, Puumala virus, hantavirus vaccine, neutralizing antibodies, immune response, human 

serum albumin.

Введение

При производстве цельновирионных вакцин 

для профилактики хантавирусных инфекций 

решающее значение имеет разработка и внед-

рение безопасных и технологичных способов 

инактивации и хранения хантавирусного вак-

цинного препарата. Для цельновирионных 

вакцин помимо выбора оптимального спосо-

ба инактивирования большое значение имеет 

конечная формуляция вакцинного препарата, 

определяющая его стабильность на протяжении 

срока годности. Человеческий сывороточный 

альбумин (ЧСА), который широко используется 

в качестве криопротектора, также применяется 

и в качестве стабилизирующей добавки в вак-

цины. В исследованиях с инкапсулированным 

антигеном гепатита В были установлены за-

щитные эффекты 0,5–1% ЧСА на стабильность 

HBsAg в периоде инкапсуляции, высвобожде-

ния и восстановления антигенности во время 

лиофилизации и эмульгирования. Кроме того, 

при иммунизации крыс Sprague-Dawley пре-

паратом HBsAg-ЧСА наблюдалось повыше-

ние уровня анти-HBsAg IgG и Тх1 цитокинов 

в сравнении с препаратом без ЧСА [11]. В иссле-

дованиях Choo J. показано повышение иммуно-

генной активности аттенуированной вакцины 

против вируса Денге (bDENV2 HD-MAPs) при 

добавлении 1% ЧСА в сравнении с аналогич-

ным препаратом без ЧСА, а также стабилизация 

антигенных структур вириона в процессе хране-

ния в течение 6 месяцев при 4°С в высушенном 

виде [5]. ЧСА входит в состав вакцины от клеще-

вого энцефалита FSME-Immun®, причем было 

показано, что его исключение из формуляции 
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вакцины приводило к увеличению уровней про-

воспалительных цитокинов TNFα и IL-1β, что 

влияло на частоту побочных эффектов в виде 

лихорадки у вакцинированных [8]. В связи с от-

сутствием для возбудителя ГЛПС лабораторной 

модели инфекции, представляет интерес поиск 

чувствительной лабораторной модели для из-

учения иммуногенной активности вакцинного 

препарата. Ранее с этой целью мы использовали 

мышей BALB/с и морских свинок [3]. В данном 

эксперименте в качестве животной модели для 

иммунизации были использованы сирийские 

хомяки. Ответ иммунной системы хомяков 

на инфекции во многом близок к человеческо-

му [9], более того, они являются основной лабо-

раторной моделью для исследований хантавиру-

сов, вызывающих хантавирусный пульмональ-

ный синдром [10]. Целью исследования было 

определение стабильности и иммуногенности 

препаратов вируса Пуумала при различных ус-

ловиях хранения.

Материалы и методы

Вакцинный штамм PUU-ТKD-VERO виру-

са Пуумала, размноженный в культуре клеток 

Vero, был сконцентрирован методом ультра-

фильтрации в тангенциальном потоке, как 

было описано ранее [4]. Хроматографически 

очищенный на мультимодальном сорбенте 

Capto™Core 700 (GE Healthcare, США) препа-

рат вируса Пуумала с титром 6,0 ±0,5 lg ФОЕ/мл 

(7±0,33 × 106 копий РНК/мл) разводили физио-

логическим раствором до 4,5±0,5 lg ФОЕ/мл 

(2±0,2 × 106 копий РНК/мл). Контрольный обра-

зец полученного препарата в аликвотах по 1 мл 

хранили при температуре –70±2°С. Половину 

полученного препарата инактивировали бета-

пропиолактоном в разведении 1:6000 (И-ПУУ). 

Варианты условий хранения препаратов вируса 

Пуумала — 3 месяца при температуре 6±2°С; 

6 суток при 37±2°С; многократное заморажи-

вание материала — 5 и 40 раз при температуре 

–70±2°С, в том числе с добавлением ЧСА в ка-

честве стабилизатора, представлены в табл.

Контроль на остаточную инфекционность 

И-ПУУ оценивали в трех последовательных 

пассажах методами флюоресцирующих анти-

тел (МФА) [1], титрованием фокусобразующих 

единиц (ФОЕ) [6] и определением вирусной РНК 

в полимеразной цепной реакции с обратной 

транскрипцией в реальном времени (ОТ-ПЦР-

РВ) [7]. Иммуногенную активность И-ПУУ оце-

нивали на самках сирийских хомяков в возрасте 

2 недель и весом 48±0,3 г. Согласно утвержден-

ному на Этическом комитете заключению, дан-

ное исследование соответствует положениям 

Хельсинской декларации и не нарушает биоэти-

Таблица. Условия хранения

Table. Storage conditions

Условия хранения

Storage conditions
Вирус Пуумала (ПУУ)

Puumala virus (PUU)
Инактивированный вирус Пуумала (И-ПУУ)

Inactivated Puumala virus (I-PUU)

3 месяца при 6±2°С

3 months at 6±2°С
ПУУ

PUU
И-ПУУ

I-PUU

6 суток при 37±2°С

6 days at 37±2°С
ПУУ-37

PUU-37
И-ПУУ-37

I-PUU-37

Замораживание 5 раз при –70±2°С

Freezing 5 times at –70±2°С
ПУУ-5з

PUU-5f
И-ПУУ-5з

I-PUU-5f

Замораживание 40 раз при –70±2°С

Freezing 40 times at –70±2°С
ПУУ-40з

PUU-40f
И-ПУУ-40з

I-PUU-40f

3 месяца при 6±2°С + 0,1% ЧСА

3 months at 6±2°С + 0,1% HSA
ПУУ × 0,1

PUU × 0,1
И- ПУУ × 0,1

I-PUU × 0,1

6 суток при 37±2°С + 0,1% ЧСА

6 days at 37±2°С + 0,1% HSA
ПУУ-37 × 0,1

PUU-37 × 0,1
И-ПУУ-37 × 0,1

I-PUU-37 × 0,1

Замораживание 5 раз при –70±2°С + 0,1% ЧСА

Freezing 5 times at –70±2°С + 0,1% HSA
ПУУ-5з × 0,1

PUU-5f × 0,1
И-ПУУ-5з × 0,1

I-PUU-5f × 0,1

Замораживание 40 раз при –70±2°С + 0,1% ЧСА

Freezing 40 times at –70±2°С + 0,1% HSA
ПУУ-40з × 0,1

PUU-40f × 0,1
И-ПУУ-40з × 0,1

I-PUU-40f × 0,1

3 месяца при 6±2°С + 1% ЧСА

3 months at 6±2°С + 1% HSA
ПУУ × 1
PUU × 1

И-ПУУ  × 1
I-PUU × 1

6 суток при 37±2°С + 1% ЧСА

6 days at 37±2°С + 1% HSA
ПУУ-37 × 1
PUU-37 × 1

И-ПУУ-37 × 1
I-PUU-37 × 1

Замораживание 5 раз при –70±2°С + 1% ЧСА

Freezing 5 times at –70±2°С + 1% HSA
ПУУ-5з × 1
PUU-5f × 1

И-ПУУ-5з × 1
I-PUU-5f × 1

Замораживание 40 раз при –70±2°С + 1% ЧСА

Freezing 40 times at –70±2°С + 1% HSA
ПУУ-40з × 1
PUU-40f × 1

И-ПУУ-40з × 1
I-PUU-40f × 1
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ческих правил обращения с животными, уча-

ствующими в экспериментах (выписка № 100622-

5 от 10.06.2022 г.). Самки хомяков были рандоми-

зированно распределены по 6 особей в каждой 

группе. Образцы И-ПУУ вводили по 200 мкл 

в мышечную ткань бедра по схеме: 2 иммуниза-

ции с двухнедельным интервалом. Через 14 дней 

после второй иммунизации все животные были 

подвергнуты эвтаназии путем декапитации по-

сле введения в наркоз сначала стандартной до-

зой комбинации препаратов Золетил-Ксила 

[Золетил (10 мг/кг) + Ксила (1 мг/кг)], а затем 

тройной дозой этих препаратов. Сыворотки кро-

ви животных трехкратно исследовали в реак-

ции нейтрализации в клеточной культуре Vero. 

Результат представлен в виде среднегеометри-

ческого значения титра (СГТ) нейтрализующих 

антител (нАТ) в двоичных логарифмах по 50% 

редукции числа фокусобразующих единиц (РН/

ФОЕ/50). Для количественной оценки РНК в об-

разцах хантавирусного препарата использова-

ли ПЦР в режиме реального времени со штам-

моспецифичными праймерами Ufa_F, Ufa_R, 

и зондом Ufa_Z. Количественное содержание 

живого вируса ПУУ оценивали по титру виру-

са методом определения числа фокусобразую-

щих единиц в культуре клеток Vero. Результаты 

обработаны и проанализированы в программе 

GraphPad Prism 8.4.3. Представленные усред-

ненные данные являются результатом трех не-

зависимых экспериментов, статистически об-

работанных с использованием одностороннего 

ANOVA с тестом множественных сравнений 

Тьюки: ns — не значима, *p < 0,05, **p < 0,01, 

***p < 0,005, ****p < 0,0001.

Результаты

Титр вируса ПУУ без добавления челове-

ческого сывороточного альбумина снижал-

ся через 3 месяца хранения при температуре 

6±2°С до неопределяемого уровня по сравне-

нию с контрольным образцом (рис. 1). Хранение 

ПУУ при 37°С приводило к полной инакти-

вации через 24 ч вне зависимости от добавле-

ния 0,1% и 1% человеческого сывороточного 

альбумина в образцы (данные не показаны). 

Это подтверждает необходимость тщательного 

подбора условий хранения, предотвращающих 

термоинактивацию термолабильных ханта-

вирусов. Добавление 0,1% и 1% человеческого 

сывороточного альбумина в образцы, хранив-

шиеся при температуре 6±2°С в течение 3 ме-

сяцев, стабилизировало титр вируса на уровне 

Рисунок 1. Зависимость стабильности неинактивированного вируса Пуумала (ПУУ) от условий хранения

Figure 1. A relation between the stability of non-inactivated Puumala virus (PUU) and storage conditions
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3,7±0,5 lg ФОЕ/мл. В препарате ПУУ, не содер-

жавшем ЧСА, титр вируса после 5- и 40-кратной 

заморозки снижался до неопределяемых значе-

ний. При добавлении 0,1% и 1% человеческого 

сывороточного альбумина к образцам, после 

5-кратного замораживания титр вируса сни-

жался до 2,6±0,3 и 3,2±0,2 lg ФОЕ/мл соответ-

ственно по сравнению с контролем (p < 0,0001). 

После 40-кратной заморозки титр вируса сни-

жался до неопределяемых значений (p < 0,0001).

Количество копий вирусной РНК/мл при 

сравнении с контрольным образцом статисти-

чески значимо снизилось (p < 0,0001) в образце 

без ЧСА и с 0,1% ЧСА; для образца с 1% ЧСА сни-

жение не наблюдалось (рис. 1). Замораживание 

образцов приводило к значимому снижению 

числа копий РНК/мл до 5,41±0,3 × 103 (p < 

0,0001) при сравнении с образцами, хранивши-

мися при 6±2°С в течение 3 месяцев, вне зависи-

мости от добавления человеческого сывороточ-

ного альбумина. Стоит отметить, что наиболь-

шее количество детектируемой РНК как после 

5-кратной, так и после 40-кратной заморозки, 

выявляли при добавлении 1% ЧСА. Хранение 

образца при 37°С также достоверно снижало ко-

личество определяемой РНК/мл. Для препара-

та ПУУ была установлена прямая зависимость 

степени сохранности вирусной РНК от коли-

чества добавленного человеческого сыворо-

точного альбумина. Установлена прямая кор-

реляция между титром вируса и количеством 

копий РНК/мл. Эта зависимость сохранялась 

и при снижении титра вируса в результате хра-

нения. Добавление даже 0,1% человеческого 

сывороточного альбумина приводило к менее 

значительному снижению титра вируса и коли-

чества копий РНК, но корреляция сохранялась. 

Увеличение концентрации ЧСА приводило 

к статистически значимой сохранности титра 

вируса и количества копий РНК/мл.

Инактивированный вирус обладал большей 

стабильностью при хранении, в сравнении с ПУУ 

(рис. 2). Было показано, что вирусная РНК, не-

смотря на значительное повреждение при инак-

тивации [2], стабильно определялась в течение 

24–32 месяцев хранения при температуре 6±2°С, 

в отличие от ПУУ, что свидетельствует о нали-

чии некоторой РНК-стабилизирующей актив-

ности самого бета-пропиолактона. Добавление 

человеческого сывороточного альбумина до-

полнительно стабилизировало И-ПУУ при хра-

нении. При этом эффект коррелировал с кон-

центрацией ЧСА. В образцах, подвергнутых 5- 

и 40-кратному замораживанию, и хранившихся 

6 суток при 37°С, было отмечено достоверное 

снижение количества копий РНК (p < 0,0001), 

обратно пропорциональное концентрации чело-

веческого сывороточного альбумина.

Данные, полученные в этом эксперимен-

те, имеют нормальное распределение (данные 

не показаны).

Для оценки влияния человеческого сыворо-

точного альбумина на иммуногенную активность 

И-ПУУ была выбрана концентрация 0,1%. На мо-

дели сирийских хомяков (рис. 3) были показаны 

значительные различия в иммуногенной актив-

Рисунок 2. Анализ стабильности инактивированного бета-пропиолактоном вируса Пуумала (И-ПУУ)

Figure 2. A stability analysis for Puumala virus inactivated by beta-propiolactone (I-PUU)
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ности пяти вариантов хранения И-ПУУ: 3 меся-

ца при 6±2°С без добавок (И-ПУУ); 3 месяца при 

6±2°С с добавлением 0,1% ЧСА (И-ПУУ-0,1) или 

после 5-кратной заморозки (И-ПУУ-5з × 0,1), или 

после 40-кратной заморозки (И-ПУУ-40з × 0,1); 

6 суток при 37°С (И-ПУУ-37). Более высокий титр 

нАТ отмечен при добавлении 0,1% человеческого 

сывороточного альбумина (p = 0,0152). При этом 

статистически значимых различий в титре нАТ 

между группами И-ПУУ и И-ПУУ-5з × 0,1 выяв-

лено не было. И-ПУУ, хранившийся 6 дней при 

37°С, обладал меньшей иммуногенной актив-

ностью (СГТ = 3±0,5 log2) в сравнении с И-ПУУ 

(p < 0,0001), что свидетельствует о значительном 

термическом разрушении иммуногенных эпи-

топов, сопровождающемся и значительным по-

вреждением вирусной РНК. Также достоверно 

более низкий уровень нАТ определялся в группе 

после иммунизации И-ПУУ-40з  × 0,1 в сравне-

нии с И-ПУУ (p < 0,0001). Таким образом, наблю-

далась прямая зависимость между повреждением 

вирусной РНК в результате термического воздей-

ствия при хранении и уровнем иммуногенной 

активности для И-ПУУ-37 и И-ПУУ-40з × 0,1.

Исследования подтвердили факт потери ви-

рулентной и иммуногенной активности вируса 

Пуумала при термоинактивации, а также уста-

новили влияние условий хранения на детекти-

руемые уровни вирусной РНК.  Установлена пря-

мая корреляция между титром вируса и количе-

ством копий РНК/мл. Эта зависимость сохраня-

лась и при снижении титра вируса в результате 

хранения. Добавление даже 0,1% ЧСА приво-

дило к менее значительному снижению титра 

вируса и количества копий РНК. Добавление 

ЧСА к инактивированному вирусу приводи-

ло к стабилизации иммунного ответа, а также 

способствовало стабилизации вирусной РНК 

на разных этапах хранения И-ПУУ, включая 

многократное замораживание. Можно предпо-

лагать, что белковые эпитопы, ответственные 

за протективный иммунный ответ, претерпева-

ют менее выраженные конформацион ные изме-

нения в присутствии ЧСА.

Рисунок 3. Зависимость иммуногенной 

активности инактивированного 

бета-пропиолактоном хантавирусного 

вакцинного препарата от условий хранения

Figure 3. A relation between the immunogenicity 
of beta-propiolactone inactivated hantavirus vaccine 
and storage conditions
Примечание. Титры нейтрализующих антител 
определяли в сыворотках крови сирийских хомяков 
(n = 6) после двукратной иммунизации в неразведенном 
виде: хранение 3 месяца при 6±2°С без добавок (И-ПУУ); 
хранение 3 месяца при 6±2°С с добавлением 0,1% ЧСА 
(И-ПУУ × 0,1) или после 5кратной заморозки (И-ПУУ-
5з × 0,1), или после 40-кратной заморозки (И-ПУУ40з × 
0,1); хранение 6 суток при 37°С (И-ПУУ-37). Титры нАТ 
измеряли методом РН/ФОЕ/50.
Note. The neutralizing antibody titer (n = 6) were determined 
in Syrian hamsters blood sera after dual immunization 
in undiluted form: storage for 3 months at 6±2°C without 
additives (I- PUU); storage for 3 months at 6±2°C with 0.1% 
HSA (I-PUU × 0.1) or after freezing 5 times (I-PUU-5f × 0.1), 
or after freezing 40 times (I-PUU-40f × 0.1); storage for 6 days 
at 37°C (I-PUU-37). The neutralizing antibodies titer (NAb) 
was determined by the focus reduction neutralization test 
(FRNT50) using Vero cells.
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КОМПЛЕКСНЫЙ ПРЕПАРАТ НА ОСНОВЕ 

АНТИБИОТИКА, КЛАСТЕРНОГО СЕРЕБРА 

И БАКТЕРИОФАГА ДЛЯ ЛЕЧЕНИЯ 

ИНФЕКЦИОННЫХ ЗАБОЛЕВАНИЙ, 

ВЫЗВАННЫХ STAPHYLOCOCCUS AUREUS, 

В ТОМ ЧИСЛЕ MRSA-ШТАММАМИ

В.Г. Пугачев, О.Д. Тотменина

ФБУН Государственный научный центр вирусологии и биотехнологии «Вектор» Роспотребнадзора, р.п. Кольцово, 

Новосибирская область, Россия

Резюме.  Проблемы бактериальных инфекций в медицине и ветеринарии требуют тщательного изучения 

и быстрого решения. Из-за постоянного, а в ряде случаев нерационального применения антибиотиков, эф-

фективность их воздействия на организм заметно падает, кроме того, устойчивость к антибактериальным 

препаратам неуклонно растет, появляются антибиотикорезистентные штаммы, которые не поддаются 

общепринятому медикаментозному лечению. Беспрецедентный рост устойчивости патогенных бактерий 

к антибиотикам требует создания новых лекарственных средств для борьбы с ними. Одним из способов 

повышения эффективности антибактериальной терапии является применение комбинированных пре-

паратов. Комбинированные лекарственные формы обеспечивают повышение терапевтического эффекта 

и не должны быть токсичными для организма. Для преодоления резистентности микроорганизмов, сни-

жения нагрузки антибиотиков на организм, нами предложен комплексный препарат на основе антибио-

тика, кластерного серебра и специфического бактериофага для лечения инфекционных заболеваний, вы-

званных S. aureus, в том числе MRSA-штаммов. Каждый компонент уже хорошо зарекомендовал себя при 

лечении инфекционных заболеваний, вызываемых патогенными микроорганизмами. Но при использова-

нии этого комплексного препарата появилась возможность снизить количество антибиотика и избавить-

ся от антибиотикорезистентных и фагоустойчивых форм бактерий. В результате исследования показана 

эффективность применения комплексного препарата на бактериях  S. aureus MRSA, при снижении коли-

чества антибиотика в такой композиции в 2–4 раза по сравнению с использованием только антибиотика. 

Эффективность препарата, содержащего 10 мкг/мл гентамицина, 7 мкг/мл кластерного серебра и 106 БОЕ/

мл бактериофага, на бактериях S. aureus MRSA в суспензии сравнима с эффективностью гентамицина 

с концентрацией 40 мкг/мл. Для бактерий S. aureus 209 и S. aureus ssp., с пониженной резистентностью к ан-

тибиотикам, использование двухкомпонентных композиций (антибиотик + кластерное серебро; антибио-

тик + бактериофаг) также дает возможность снизить концентрацию антибиотика в 2–3 раза. Необходимо 

отметить, что увеличение количества кластерного серебра в 4–5 раз при постоянном количестве анти-
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биотика усиливает бактерицидные свойства полученных препаратов. Повторное внесение дозы препарата 

позволяет добиться значительного снижения концентрации патогенных микроорганизмов в исследуемой 

суспензии. Данный препарат не имеет ограничений в зависимости от состояния и степени резистентности 

микроорганизма.

Ключевые слова: Staphylococcus aureus, бактериофаг, антибиотики, кластерное серебро, антибиотикорезистентность, 

фаговая терапия.

A COMBINATION PREPARATION BASED ON ANTIBIOTIC, CLUSTER SILVER AND BACTERIOPHAGE 

FOR TREATMENT OF INFECTIOUS DISEASES CAUSED BY STAPHYLOCOCCUS AUREUS 

AND S. AUREUS MRSA

Pugachev V.G., Totmenina O.D.

State Research Center of Virology and Biotechnology “Vector”, Federal Service for Surveillance on Consumer Rights Protection 

and Human Wellbeing, Koltsovo, Novosibirsk Region, Russian Federation

Abstract. The problems of bacterial infections in medicine and veterinary medicine require careful study and rapid 

solution. Due to continuous and, in some cases, irrational use of antibiotics, the efficiency of their effect on host has 

been noticeably decreasing; moreover, resistance to antibacterial drugs is steadily growing, antibiotic-resistant strains 

emerge, which are not amenable to conventional medical treatment. The unprecedented rise of pathogenic bacteria 

resistance to antibiotics requires generation of new drugs to combat them. One of the ways to increase the effectiveness 

of antibiotic therapy is to use combination drugs. Combination dosage forms provide an increased therapeutic effect 

and should not be toxic to the body. To overcome the microbial resistance reducing host burden of antibiotics, we 

proposed a combination preparation based on antibiotic, cluster silver and specific bacteriophage for treatment 

of infectious diseases caused by S. aureus, including MRSA strains. Each component has already proven in the treatment 

of pathogen-caused infectious diseases. But while using this combination agent, it became possible to reduce the amount 

of antibiotic and get rid of antibiotic-resistant and phage-resistant forms of bacteria. The study showed the effectiveness 

of the combination preparation on S. aureus MRSA bacteria, while reducing the amount of antibiotics in proposed 

composition by 2–4 times compared to use of antibiotic alone. The efficacy of the preparation containing was as follows: 

10 μg/ml gentamicin, 7 μg/ml cluster silver and 106 BOV/ml bacteriophage, on S. aureus MRSA bacteria in suspension 

is comparable to the effectiveness of gentamicin with a concentration of 40 μg/ml. For S. aureus 209 and S. aureus 

ssp. bacteria with reduced resistance to antibiotics, the use of two-component compositions (antibiotic + cluster silver; 

antibiotic + bacteriophage) also allowed to reduce the antibiotic concentration by 2–3 times. It should be noted that 

with a constant amount of antibiotic, increasing the amount of cluster silver by 4–5 times, there is a rise in bactericidal 

properties of the resulting preparations. Repeated introduction of drug dose allows to achieve a marked decrease in level 

of pathogenic microorganisms in the suspension studied. This drug has no limitations depending on the state and degree 

of microbial resistance.

Key words: Staphylococcus aureus, bacteriophage, antibiotics, cluster silver, antibiotic resistance, phage therapy.

Введение

Существует целый ряд заболеваний, вызывае-

мых бактериями Staphylococcus aureus. Наиболее 

распространенными заболеваниями, причиной 

которых может стать золотистый стафилококк, 

являются заболевания желудочно-кишечного 

тракта, верхних дыхательных путей, кожные 

болезни, раневые инфекции, а также пневмо-

нии при внутрибольничных инфекциях. Среди 

факторов патогенности стафилококков выделя-

ют как структурные компоненты клеток — кап-

сула, белки клеточной стенки, так и секретируе-

мые молекулы — экзотоксины, экзоферменты.

Существенным является возможное взаимо-

действие между Staphylococcus aureus и респира-

торными вирусами в дыхательных путях.

Долгое время препаратами для лечения ин-

фекций, вызванных S. aureus, оставались бета-

лактамные антибиотики. Однако в последнее 

время все чаще выявляется золотистый ста-

филококк, устойчивый к этой группе препа-

ратов (в том числе MRSA (methicillin-resistant 

S. aureus) — бактерии, устойчивые к метицилли-

ну) [3]. Устойчивость микроорганизмов к бета-

лактамным препаратам в одних случаях объяс-

няется продукцией бета-лактамазы расширен-

ного спектра (БЛРС), а в других — с наличием 

специфического белка ПСБ2а (пенициллинсвя-

зывающего белка). Кроме того, низкую эффек-

тивность терапии хронических бактериальных 

инфекций можно объяснить образованием ими 

биопленок, которые препятствуют проникно-

вению антибиотиков. К настоящему времени 

достоверно доказана роль микробных биопле-

нок в возникновении и развитии ряда широко 

распространенных заболеваний. К ним отно-

сятся инфекции, связанные с катетеризацией 
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сосудов, вызванные S. aureus и другими грам-

положительными микроорганизмами; инфек-

ции сердечных клапанов и суставных протезов, 

вызываемые стафилококками; пародонтит, об-

условленный рядом микроорганизмов полости 

рта; инфекции мочевых путей, обусловленные 

Еscherichia coli, и другими патогенами; инфек-

ции среднего уха, причиной которых может 

быть, например, Haemophilus influenzae; инфек-

ционные осложнения муковисцидоза, вызы-

ваемые Pseudomonas аeruginosa и др. Все эти за-

болевания с трудом поддаются терапии, имеют 

высокую частоту рецидивов, некоторые из них 

могут явиться причиной летальных исходов [6]. 

Поэтому стоит задача разработки новых препа-

ратов для медицины и ветеринарии. Изучаются 

возможности использования комбинирован-

ных препаратов. Цель комбинированной анти-

биотикотерапии — достижение синергидного 

и аддитивного эффектов и расширение спектра 

антибиотической активности.

Препараты антибактериального действия 

на основе бактериофагов (БФ) — перспектив-

ное направление лечения широкого спектра 

бактериальных инфекции у животных и че-

ловека. Достоинство таких препаратов заклю-

чается в высокой специфичности фагов, чув-

ствительности к ним патогенной микрофлоры, 

эффективность в терапии хронических инфек-

ций, особенно ассоциированных с образова-

нием бактериальных биопленок, сочетаемости 

со всеми видами традиционной антибактери-

альной терапии, отсутствии противопоказа-

ний к фагопрофилактике и фаготерапии, от-

сутствии аллергических реакций, низкой ток-

сичности, отсутствии влияния на нормальную 

бактериальную флору кишечника и препараты 

пробиотиков, что дает возможность для их со-

вместного применения [2]. Бактериофаги сти-

мулируют активизацию факторов специфи-

ческого и неспецифического иммунитета, что 

усиливает их эффективность в терапии хрони-

ческих инфекций [4, 8].

Антибактериальная активность ионов сереб-

ра обусловлена его взаимодействием с мембра-

носвязанными и ДНК-связанными белками, 

что приводит к нарушению функционирования 

бактерии. Также ионы серебра способствуют об-

разованию активных форм кислорода, что при-

водит к процессу окисления [5]. Установлено 

усиление бактерицидного эффекта в результа-

те комплексного воздействия на S. aureus рас-

твора коллоидного серебра и неомицина [1]. 

Использование наночастиц серебра в комплек-

се с бактериофагом и антибиотиком дает воз-

можность снизить концентрацию последнего 

без потери антибактериальной активности [4].

В связи с высоким распространением MRSA-

штаммов, когда лечение рекомендованными 

антибиотиками оказывается неэффективным, 

альтернативным средством может быть ком-

плексный препарат, где действие антибиотика 

усиливается такими компонентами как бак-

териофаги, ионы металлов, муколитики или 

бактериоцины.

Наша стратегия создания новых антибак-

териальных препаратов заключалась в исполь-

зовании комбинации вирулентного БФ, пре-

парата, усиливающего его эффективность, — 

кластерного серебра (КлС) и антибиотика 

широкого спектра действия, применение кото-

рых не вызывает появления устойчивых форм 

бактерий S. aureus на суспензионной культуре 

и биопленках [9, 10].

Материалы и методы

Объектами исследования были три штам-

ма бактерий S. aureus из коллекции ГНЦВБ 

«Вектор»: S. aureus 209; S. aureus spp.; S. aureus 

MRSA; штамм бактериофага С-47, специфич-

ный к S. aureus.

В работе были использованы антибио-

тики — гентамицин (ГМН) производства 

«Биолот» и цефтазидим (ЦАЗ)  производства АО 

«Рафарма», набор дисков индикаторных с анти-

биотиком ООО «НИЦФ», препарат КлС оте-

чественного производства ООО НПЦ «Вектор-

Вита». Питательные среды — Invitrogen™ LB 

Broth base, Difco™ LB Agar.

Чувствительность бактерий к антибиотичес-

ким препаратам определяли диско-диффузион-

ным методом, а минимальную подавляющую 

концентрацию (МПК) препаратов в суспензион-

ной культуре — методом серийных разведений 

в бульоне [7].

Суспензию бактерий для экспериментов 

готовили разведением «ночной» культуры, вы-

ращенной в LB-бульоне, до необходимых кон-

центраций. Суспензию бактерий и опытные 

образцы культивировали на качалке при 37°С, 

160 об/мин. Отбор проб осуществляли через 3 

и 24 ч. Для определения концентрации бакте-

рий делали десятикратные разведения образцов 

и высевали на чашки Петри с LB-агаром, кото-

рые инкубировали в термостате на 37°С, 24 ч. 

Для определения концентрации БФ использо-

вали метод агаровых слоев по Грациа.

Все эксперименты проводили в трех повтор-

ностях. Статистическую обработку проводи-

ли на компьютере с использованием критерия 

Стьюдента.

Рабочие концентрации подготовленных 

препаратов:

 – A – 7,5 мкг/мл ГМН + 7 мкг/мл КлС + 

106 БОЕ/мл БФ;

 – B — 10 мкг/мл ГМН + 1,7 мкг/мл КлС + 

106 БОЕ/мл БФ;
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 – C — 10 мкг/мл ГМН + 7 мкг/мл КлС + 

106 БОЕ/мл БФ;

 – D — 10 мкг/мл ГМН + 10 мкг/мл КлС + 

106 БОЕ/мл БФ;

 – E — 20 мкг/мл ГМН + 3,5 мкг/мл КлС + 

106 БОЕ/мл БФ;

 – F — 10 мкг/мл ГМН + 3,5 мкг/мл КлС + 

106 БОЕ/мл БФ;

 – G — 5 мкг/мл ГМН + 3,5 мкг/мл КлС + 

106 БОЕ/мл БФ;

 – H — 5 мкг/мл ГМН + 1,7 мкг/мл КлС + 5 × 

105 БОЕ/мл БФ;

 – M — 2 мкг/мл ГМН + 0,8 мкг/мл КлС + 2 × 

105 БОЕ/мл БФ;

 – К — 20 мкг/мл ЦАЗ + 3,5 мкг/мл КлС + 

106 БОЕ/мл БФ.

Результаты

Частое и бесконтрольное использование анти-

биотиков приводит к возникновению множе-

ственной устойчивости бактерий к препаратам, 

снижению эффективности антибактериальной 

терапии, необходимости применения комбина-

ции известных лекарственных средств, обладаю-

щих синергидным действием.

Предложен для использования трехкомпо-

нентный препарат, обладающий бактерицид-

ным действием в отношении патогенных мик-

роорганизмов S. aureus, показана возможность 

соединения компонентов, имеющих принци-

пиально разные механизмы антимикробного 

действия, для снижения дозы антибиотика при 

сочетанном использовании их с КлС и БФ.

Исследовали влияние препарата и отдель-

ных его компонентов на динамику роста пато-

генных бактерий.

В экспериментах показано, что внесение БФ 

С-47 к суспензионным культурам S. aureus 209; 

S. aureus spp., S. aureus MRSA приводит к раз-

витию фаговых частиц, урожай фага достигает 

108–109 БОЕ/мл, при этом остаются устойчивые 

бактерии, способные к инфекции, в количестве 

105–106 КОЕ/мл.

Показано, что внесение КлС в количестве 

от 3,5 до 10 мкг/мл к суспензионным культу-

рам S. aureus 209; S. aureus spp., S. aureus MRSA 

с концентрацией 104–106 КОЕ/мл бактериоста-

тического и бактерицидного эффекта не ока-

зывает. Динамика роста подобна контрольным 

образцам.

Исследование антибиотической устойчи-

вости бактерий S. aureus диско-диффузион-

ным методом показало, что штаммы S. aureus 

209 и S. aureus spp. чувствительны ко всем ис-

пользованным антибиотикам — оксациллин 

1 мкг, ванкомицин 30 мкг, цефтазидим (ЦАЗ) 

30 мкг, эритромицин 15 мкг, бензилпеницил-

лин 10 ЕД, гентамицин (ГМН) 10 мкг, ципро-

Рисунок 1. Динамика роста Staphylococcus aureus MRSA в присутствии препаратов

Figure 1. Staphylococcus aureus MRSA growth dynamics exposed to the investigational preparation
Примечание. Образцы: 16 — контроль, исходная концентрация бактерий 104 КОЕ/мл; 1–5 с исходной концентрацией 
бактерий 7 × 104 КОЕ /мл; образцы 6–10 с исходной концентрацией 7 × 105 КОЕ /мл; образцы 11–15 с исходной 
концентрацией 5 × 106 КОЕ /мл. К образцам 1, 6, 11 добавлен препарат А; к образцам 2, 7, 12 — препарат В; к образцам 3, 
8, 13 — препарат С; к образцам 4, 9, 14 — препарат D; к образцам 5, 10, 15 — препарат E.
Note. Samples: 16 — control, initial concentration 104 CFE/ml; 1–5 initial concentration 7 × 104 CFE/ml; 6–10 initial concentration 
7 × 105 CFE/ml; 11–15 initial concentration 5 × 106 CFE/ml. Preparation A was added to samples 1, 6, 11; preparation B was added 
to samples 2, 7, 12; рreparation С was added to samples 3, 8, 13; рreparation D was added to samples 4, 9, 14; preparation E was 
added to samples 5, 10, 15.
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флоксацин 5 мкг, клиндамицин 2 мкг, левоф-

локсацин 5 мкг, тогда как S. aureus MRSA про-

являет чувствительность лишь к ванкомици-

ну и ГМН.

Для суспензионной культуры S. aureus MRSA 

с концентрацией 104–106 КОЕ/мл количество 

ГМН от 10 до 30 мкг/мл не является бактерицид-

ным, а для бактерии S. aureus 209; S. aureus spp. 

в количестве до 106 КОЕ/мл концентрации ГМН 

от 5 до 7,5 мкг/мл являются бактерицидными, 

выше 106 КОЕ/мл — бактериостатическими.

На основании полученных данных пред-

ложен комплексный препарат на основе анти-

биотика, КлС и БФ C-47 для лечения инфекци-

онных заболеваний, вызванных S. aureus, в том 

числе MRSA-штаммов.

Подготовили разные варианты препара-

тов и апробировали их на штаммах бактерий 

S. aureus.

Исследование показало, что при обработке 

суспензии бактерий S. aureus MRSA с концен-

трациями от 103 до 5 × 104 КОЕ/мл, препаратами 

A, B, C, D, E уже через 3 ч наблюдается бакте-

рицидный эффект. Через 24 ч жизнеспособные 

бактерии в суспензии отсутствуют.

Препараты A, B оказывают бактериостатиче-

ский эффект на суспензионную культуру с кон-

центрацией бактерий от 7 × 104 до 5 × 106 КОЕ/

мл (рис. 1). Увеличение количества как анти-

биотика, так и КлС оказывает бактерицидный 

эффект на бактерии с концентрацией от 7 × 104 

до 5 × 105 КОЕ/мл (рис. 1, образцы 3, 4, 5, 8, 9, 10) 

в течение 24 ч. Бактериостатический эффект на-

блюдается и при использовании более высокой 

концентрации бактерий (рис. 1, образцы 11–15).

Исследования показывают, что увеличение 

количества КлС от 1,7 до 10 мкг/мл при посто-

янной концентрации ГМН 10 мкг/мл позволя-

ет снижать концентрацию бактерий S. aureus 

MRSA до нулевых значений (рис. 2).

Показано, что бактерицидный эффект до-

стигается обработкой суспензионной культуры 

S. aureus 209 с концентрацией 104–105 КОЕ/мл 

препаратами F, G, H, а бактериостатический — 

препаратом M. Для бактерий в более высокой 

концентрации — 106 КОЕ/мл — бактерицидным 

действием обладает лишь препарат F (рис. 3).

Для S. aureus ssp. получены аналогичные 

результаты: бактерицидный эффект установ-

лен при обработке суспензионной культуры 

S. aureus ssp. с концентрацией 104–105 КОЕ/мл 

препаратами F, G, H, а бактериостатический — 

препаратом M. Для бактерий в более высокой 

концентрации — 106 КОЕ/мл — бактерицидным 

действием обладают препараты F, G.

Исследования бактерицидного действия 

препарата и комбинации отдельных его компо-

нентов показали, что в отношении суспензион-

ной культуры S. aureus MRSA с концентрацией 

104–105 КОЕ/мл высокой эффективностью об-

ладает предложенный трехкомпонентный пре-

парат, в отличие от двухкомпонентных компо-

зиций, например ГМН + КлС или ГМН + БФ, 

поскольку только в этом случае наблюдается 

устойчивый бактерицидный эффект.

Для суспензионных культур S. aureus 209 

и S. aureus ssp. с концентрацией 104–105 КОЕ/

мл показана возможность использования двух-

Рисунок 2. Бактерицидное действие препарата на S. aureus MRSA в зависимости от количества 

кластерного серебра

Figure 2. Combination preparation-related bactericidal action against S. aureus MRSA based on silver amount
Примечание. Образы: 1 — контроль; 2–4 с исходной концентрацией 7 × 104 КОЕ /мл; 5–7 с исходной концентрацией 7 × 
105 КОЕ /мл. К образцам 2, 5 — добавлен препарат B; к образцам 3, 6 — препарат С; к образцам 4, 7 — препарат D.
Note. Samples: 1 — the control; 2–4 initial concentration 7 × 104 CFE/ml; 5–7 initial concentration 7 × 105 CFE/ml. Preparation B 
was added to samples 2, 5; preparation C was added to samples 3, 6; рreparation D was added to samples 4, 7.
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компонентных композиций, например анти-

биотик + КлС, антибиотик + БФ, в связи с по-

ниженной резистентностью данных микроор-

ганизмов. Показано, что использование ЦАЗ 

в сочетании с КлС или БФ при концентрациях 

патогенов 104–105 КОЕ/мл дает результат подоб-

ный использованию препарата антибиотик + 

КлС + БФ. Но при увеличении концентрации 

бактерий использование трехкомпонентного 

препарата остается единственно возможным 

вариантом.

Подобные результаты получены в работе 

с S. aureus 209 и S. aureus ssp. при использова-

нии препарата К, содержащего ЦАЗ: 20 мкг/

мл ЦАЗ + 3,5 мкг/мл КлС + 106 БОЕ/мл БФ. 

Двухкомпонентные смеси готовили в соответ-

ствии с используемыми препаратами: 20 мкг/

мл ЦАЗ + 3,5 мкг/мл КлС; 20 мкг/мл ЦАЗ + 

106 БОЕ/мл БФ. При внесении одного антибио-

тика показано снижение концентрации бакте-

рий на два порядка через 24 ч инкубирования, 

что соответствует воздействию трехкомпонент-

ного препарата через 3 ч. Через 24 ч инкубиро-

вания в образцах, обработанных препаратами 

(двух- и трехкомпонентные композиции) жи-

вые бактерии отсутствовали.

Необходимо отметить, что препараты, при-

готовленные на основе разных антибиотиков, 

обладают стабильным, пролонгированным 

действием.

В работе показано, что повторное внесение 

дозы препарата позволяет добиться снижения 

концентрации патогенных микроорганизмов 

в исследуемой суспензии. При использовании 

препаратов А и С на суспензии бактерий S. aureus 

MRSA с исходной концентрацией 2,6 × 105 КОЕ/

мл показано, что однократное внесение препа-

рата оказывает бактериостатический эффект — 

в суспензии остается 104–105 КОЕ/мл, повторная 

обработка приводит к снижению концентрации 

бактерий до нуля. Следовательно, даже для бак-

терий S. aureus MRSA возможно использование 

препарата с минимальным количеством анти-

биотика (7–10 мкг/мл), чтобы достичь бактери-

цидного эффекта.

Анализ экспериментальных данных пока-

зал возможность эффективной борьбы с мети-

циллинрезистентными бактериями — S. aureus 

MRSA. Обработка бактерий S. aureus MRSA 

с концентрацией до 106 КОЕ/мл препаратами, 

содержащими 10–20 мкг/мл ГМН, приводит 

к их гибели, тогда как использование только 

антибиотика в таком же количестве не влияет 

на рост бактерий. При увеличении концентра-

ции бактерий данные препараты оказывают 

бактериостатический эффект. При обработке 

S. aureus 209 и S. aureus ssp. препаратом, содер-

жащим 2 мкг/мл ГМН отмечается бактериоста-

тический эффект, а от 5 до 10 мкг/мл — бакте-

рицидный. Для бактерий с более высокой кон-

Рисунок 3. Динамика роста S. aureus 209 в присутствии препаратов

Figure 3. S. aureus 209 growth dynamics exposed to the combination preparation
Примечание. Образец 1 — контроль; образцы 2–5 с исходной концентрацией 104 КОЕ/мл; образцы 6–9 с исходной 
концентрацией 105 КОЕ/мл; образцы 10–12 с исходной концентрацией 106 КОЕ/мл. К образцам 2, 6 добавлен препарат M; 
к образцам 3, 7, 10 — препарат H; к образцам 4, 8, 11 — препарат G; к образцам 5, 9, 12 — препарат F.
Note. Samples: 1 — the control; 2–5 initial concentration 104 CFE/ml; 6–9 initial concentration 105 CFE/ml; 10–12 initial 
concentration 106 CFE/ml. Preparation M was added to samples 2, 6; preparation H was added to samples 3, 7, 10; рreparation G 
was added to samples 4, 8, 11; рreparation F was added to samples 5, 9, 12.
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центрацией — выше 106 КОЕ/мл рекомендуется 

использовать препарат, содержащий: 10 мкг/мл 

ГМН + 3,5 мкг/мл КлС + 106 БОЕ/мл.

Обсуждение

Таким образом, предложенный комплекс-

ный препарат позволяет снижать дозу исполь-

зуемого антибиотика в 2–4 раза без потери 

эффективности и подавлять развитие анти-

биотикорезистентных и фагоустойчивых форм 

S. aureus.

1. В ходе исследований показана эффектив-

ность применения трехкомпонентного препа-

рата — антибиотик + КлС + БФ — для достиже-

ния бактерицидного действия на суспен зионной 

культуре S. aureus MRSA, причем количество 

антибиотика в такой композиции можно сни-

зить в 2–3 раза по сравнению с использованием 

только антибиотика.

2. Для суспензионных культур S. aureus 209 

и S. aureus ssp. показана возможность исполь-

зования двухкомпонентных композиций — 

антибиотик + КлС; антибиотик + БФ, в связи 

с пониженной резистентностью данных микро-

организмов, что также дает возможность сни-

зить концентрацию антибиотика.

3. Необходимо отметить, что при посто-

янном количестве антибиотика, увеличивая 

количество кластерного серебра в 4–5 раз, на-

блюдается усиление бактерицидных свойств 

полученных препаратов.

4. Данный препарат не имеет ограничений 

в зависимости от состояния и степени резис-

тентности микроорганизма.

5. Повторное внесение дозы препарата поз-

воляет добиться значительного снижения кон-

центрации патогенных микроорганизмов в ис-

следуемой суспензии.

Данный препарат можно рекомендовать для 

использования при закрытом промывном дре-

наже для тяжелых форм гнойно-септических 

заболеваний, лечения кожных заболеваний 

и инфекций верхних дыхательных путей.

Работа была выполнена в рамках ГЗ 4/19 «Приме-

нение вирусов для решения задач биотехнологии».
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В помощь практическому врачуFor the practical physicians

КЛИНИЧЕСКИЙ СЛУЧАЙ РАЗВИТИЯ 

ВИРУСНО-БАКТЕРИАЛЬНОЙ 

ПНЕВМОНИИ, ВЫЗВАННОЙ SARS-CoV-2 

И KLEBSIELLA PNEUMONIAE, ОСЛОЖНЕННОЙ 

ГЕНЕРАЛИЗОВАННЫМ РАСПРОСТРАНЕНИЕМ 

ИНФЕКЦИИ С РАЗВИТИЕМ СЕПТИЦЕМИИ

Л.П. Романова, О.В. Воробьева

ФГОУ ВО Чувашский государственный университет имени И.Н. Ульянова, г. Чебоксары, Россия

Резюме. Больной А.И., 58 лет, в течение нескольких часов 06.09.2022 г. находился на стационарном лечении 

в инфекционном отделении БУ «Новочебоксарская городская больница» Минздрава Чувашии. Поступил 

в сопровождении бригады скорой медицинской помощи в тяжелом состоянии, со слов сына с ночи 05.09.2022 

и до обеда 06.09.2022 были жалобы на температуру гектического характера, боль в брюшной полости разли-

того характера. Помимо этого, пациент отмечал кашель, чувство нехватки воздуха. В связи с этим была вы-

звана бригада скорой медицинской помощи. При поступлении на компьютерной томографии были выявлены 

признаки двусторонней вирусной интерстициальной пневмонии с площадью поражения 51% и участками 

консолидации. Диагноз COVID-19 был подтвержден при исследовании назофарингеального мазка методом 

ПЦР. В анамнезе: дисциркуляторная энцефалопатия 1–2 степени, артериальная гипертензия, хронический 

индуративный панкреатит. Объективно: при поступлении температура тела составляла 38,8°С, SaО2 — 56%, 

артериальное давление — 93/50 мм рт.ст. При глубокой пальпации отмечалась разлитая болезненность и на-

пряжение мышц передней брюшной стенки. Оценка состояния по шкале NEWS2 составляла 11 баллов. Было 

начато лечение, но внезапно наступил летальный исход. Выставлен клинический диагноз: Новая коронави-

русная инфекция COVID-19, вирус идентифицирован. Конкурирующее заболевание: Острый парапанкреа-

тит. Абсцесс брыжейки тонкого кишечника. Осложнения основного заболевания: Двусторонняя вирусная 

интерстициальная пневмония. Острый респираторный дистресс-синдром. Септицемия (SOFA — 2 балла, 

прокальцитонин = 2 нг/мл). При секционном исследовании были выявлены признаки вирусно-бактериаль-

ной пневмонии. В головном мозге — перицеллюлярный и периваскулярный отек, в сердце — выраженный 

отек интерстиция, фрагментация мышечных волокон, в почках — некронефроз, в поджелудочной железе — 

перидуктальный, междольковый и внутридольковый склероз, между островками — нейтрофильные инфиль-

траты. В лимфоидной и кроветворной ткани отмечалась гиперплазия, определялись васкулиты, признаки 

межуточного воспаления в паренхиматозных органах. По результатам микробиологического исследования 

ткани легкого был выявлен обильный рост Klebsiella pneumoniae. Заключение. Причиной смерти больного А.И. 
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58 лет явилась новая коронавирусная инфекция COVID-19, вызвавшая двустороннюю вирусную пневмонию, 

с присоединением бактериальной микрофлоры, осложненная острой респираторной недостаточностью. 

Также имело место генерализованное распространение инфекции с развитием септицемии и полиорганной 

недостаточности (легочно-сердечной, церебральной, почечной).

Ключевые слова: COVID-19, пневмония, Klebsiella, сепсис, септицемия, морфология.

A CLINICAL CASE OF VIRAL-BACTERIAL PNEUMONIA CAUSED BY SARS-CoV-2 AND KLEBSIELLA 

PNEUMONIAE, COMPLICATED BY A GENERALIZED INFECTION WITH DEVELOPED SEPTICEMIA

Romanova L.P., Vorobeva O.V.

Chuvash State University after I.N. Ulyanova, Cheboksary, Russian Federation

Abstract. Patient A.I., 58 years old, on September 6, 2022 was hospitalized within several hours in the infectious diseases 

department of the Novocheboksarskaya City Hospital of the Ministry of Health of Chuvashia. The patient in serious 

condition was admitted being accompanied by ambulance team, according to his son, from the night of 09/05/2022 

until the afternoon of 09/06/2022 the patient complained of hectic temperature, diffuse pain in the abdominal cavity. 

In addition, the patient noted cough, feeling of air lack. As a result, an ambulance was called in. At admission, computed 

tomography revealed signs of bilateral viral interstitial pneumonia, with a lesion area of 51% and areas of consolidation. 

The diagnosis of COVID-19 was confirmed by PCR in a nasopharyngeal swab. History: Dyscirculatory encephalopathy 

of degrees 1–2, arterial hypertension, chronic indurative pancreatitis. Objective examination: on admission the body 

temperature was 38.8°C. SaO2 — 56%. Blood pressure — 93/50 mm Hg. Art. Deep palpation revealed diffuse soreness and 

tension in the muscles of the anterior abdominal wall. The assessment of the condition on the NEWS2 scale comprised 

11 points. Treatment was started, but a sudden death occurred. A clinical diagnosis was made: a new coronavirus 

infection COVID-19, virus verified. Competing disease: Acute parapancreatitis. Abscess of the mesentery of the small 

intestine. Complications of the underlying disease: Bilateral viral interstitial pneumonia. Acute respiratory distress 

syndrome. Septicemia (SOFA — 2 points, procalcitonin = 2 ng/ml). Post-mortem sectional examination revealed signs 

of viral-bacterial pneumonia. In the brain — pericellular and perivascular edema, heart — prominent edema of the 

interstitium, muscle fibers fragmented, kidneys — necronephrosis, pancreas — periductal, interlobular and intralobular 

sclerosis of the pancreas, between the islets of neutrophilic infiltrates. Hyperplasia was noted in the lymphoid and 

hematopoietic tissue, vasculitis, signs of interstitial inflammation in the parenchymal organs were determined. 

According to the results of microbiological examination of lung tissue, abundant growth of Klebsiella pneumoniae was 

found. Conclusion. The cause of death of the patient A.I. 58 years old was a novel coronavirus infection COVID-19, 

which caused bilateral viral pneumonia, in parallel with bacterial microflora, complicated by acute respiratory failure. 

There was also a generalized spread of infection with developed septicemia and multiple organ failure (pulmonary, 

cerebral, renal).

Key words: COVID-19, pneumonia, Klebsiella, sepsis, septicemia, morphology.

Введение

Новая коронавирусная инфекция (COVID-19) 

представляет собой самую актуальную проб-

лему для всего мира на протяжении послед-

них лет. Как показали результаты китайских 

специа листов, помимо нарушений работы ды-

хательной системы, у части больных может раз-

виться сепсис и септический шок. Летальность 

при сепсисе вызвана дисфункцией и полиор-

ганной недостаточностью. На клеточном уров-

не это проявляется чрезмерным вовлечением 

в воспалительный процесс циркулирующих 

компонентов иммунной системы [1, 2, 3, 4, 5]. 

Воздействие SARS-CoV-2 на иммунную систе-

му приводит к гиперактивации иммунного от-

вета, переходящей в иммуносупрессию, прояв-

ляющуюся сепсисом [3, 6, 7, 8]. Опасность дис-

семинации инфекционного агента и развития 

тяжелого системного процесса связана прежде 

всего с поражением легких. Присоединение 

к бронхопневмонии и альвеолиту инфекцион-

ного тромботического микроваскулита не толь-

ко образует субстрат дыхательной недостаточ-

ности, но и создает опасность выхода вирусов 

в кровоток. Развивается вирусный сепсис, 

а воспалительный тромбоз повреждает новые 

участки сосудистого русла. В связи с этим или 

в результате непосредственной вирусной ин-

вазии в патологический процесс вовлекают-

ся многие ткани и органы. Наступает перелом 

в течении заболевания, означающий генерали-

зацию инфекции [2, 3, 4, 5, 6]. В связи с несо-

мненной актуальностью проблемы, приводим 

клиничес кий случай развития вирусно-бакте-

риальной пневмонии, вызванной SARS-CoV-2 

и Klebsiella pneumoniae, осложненной генерали-

зованным распространением инфекции с раз-
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витием септицемии при сопутствующих за-

болеваниях со стороны сердечно-сосудистой 

и центральной нервной систем и желудочно-

кишечного тракта.

Описание клинического случая

Больной А.И., 04.09.1962 г. рожд., 58 лет, в те-

чение нескольких часов 06.09.2022 г. находил-

ся на стационарном лечении в инфекционном 

отделении БУ «Новочебоксарская городская 

больница» Минздрава Чувашии. Поступил 

в сопровождении бригады скорой медицинской 

помощи в тяжелом состоянии. Со слов сына 

с ночи 05.09.2022 и до обеда 06.09.2022 больной 

предъявлял жалобы на разлитую боль в брюш-

ной полос ти, отмечались лихорадка гектичес-

кого характера и однократная рвота. Принимал 

кеторол, спазган. Наблюдалось кратковремен-

ное улучшение в виде уменьшения интенсив-

ности болей, которые, однако, спустя некото-

рое время приняли схваткообразный характер. 

Помимо этого, имел место кашель, пациент от-

мечал чувство нехватки воздуха. Была вызвана 

бригада скорой медицинской помощи.

Компьютерная томография органов грудной 

клетки, выполненная при поступлении в ста-

ционар, выявила признаки двусторонней ви-

русной интерстициальной пневмонии с площа-

дью поражения 51% и участками консолидации, 

двусторонний гидроторакс. Диагноз «COVID-

19V был подтвержден при исследовании назо-

фарингеального мазка методом ПЦР.

Из анамнеза известно, что пациент наблю-

дался по поводу цереброваскулярной болезни 

(ЦВБ) — дисциркуляторной энцефалопатии 

1–2 степени сложного генеза (гипертоническо-

го, атеросклеротического) с цефалгией и вести-

булярным синдромом (данные амбулаторной 

карты). Периодически принимал антигипер-

тензивные препараты при повышении АД выше 

150/110 мм рт.ст. По данным УЗИ от 18.03.2013 г. 

поджелудочная железа уменьшенных раз-

меров: размер головки — 25 (норма до 35) мм, 

тела — 15 (норма до 25) мм, хвоста — 27 (норма 

до 20) мм, с волнистыми нечеткими контурами. 

Эхогенность неравномерно диффузно повыше-

на). Был выставлен диагноз «Хронический пан-

креатит». Пациенту было назначено лечение — 

полиферментные препараты, при болях был 

рекомендован прием дротаверина, при вздутии 

живота — эспумизан. Периодически проходил 

курсовое лечение. В 2018 г. после погрешности 

в диете, наблюдались схваткообразные боли, 

тошнота, рвота. Получал стационарное лечение 

по поводу хронического индуративного панкреа-

тита и с положительной динамикой был выписан.

В течение последних 14 дней (примерно с се-

редины августа) отмечал повышенную темпе-

ратуру тела в пределах 37,3–37,8°С, принимал 

парацетамол. Наблюдалось усиление болей 

в области левого подреберья, неоднократная 

рвота. В последние 3–4 дня температура тела 

была в пределах 37,8–38,3°С, появилась общая 

слабость, сухой кашель, был начат прием про-

тивовирусных препаратов, но улучшения само-

чувствия больной не отмечал.

Объективно: при поступлении температура 

тела 38,8°С, движения в конечностях ограниче-

ны, чувствительность не нарушена. Зрачки: d = 

s = 4 мм. Органы дыхания: при пальпации груд-

ной клетки болезненность не определялась. 

При аускультации: дыхание жесткое, ослаблено 

в нижних отделах, хрипы. Частота дыхания — 

36 в минуту, SaО2–56%. Сердечно-сосудистая 

система: тоны сердца приглушены, глухие, 

ЧСС — 76 в минуту. Пульс на arteria radialis удов-

летворительного наполнения и напряжения, 

АД — 93/50 мм рт.ст. При глубокой пальпации 

отмечалась разлитая болезненность и напряже-

ние мышц передней брюшной стенки. Оценка 

состояния по шкале NEWS2 — 11 баллов.

Общий анализ крови: лейкоциты — 19,8 × 

109/л, эритроциты — 3,27 × 1012/л, гемоглобин — 

121 г/л, тромбоциты — 323 × 109/л, нейтрофи-

лы — 98 × 109/л, лимфоциты — 9 × 109/л, моно-

циты — 1,0 × 109/л, СОЭ — 78 мм/ч.

Биохимический анализ крови: мочевина — 

3,5 ммоль/л, билирубин общий — 46,5 мкмоль/л, 

АСТ — 72,0 ед/л, креатинин — 65,0 мкмоль/л, 

хлориды — 102,0 ммоль/л, калий — 3,5 ммоль/л, 

натрий — 140,6 ммоль/л, железо — 8,9 мкмоль/л, 

С-реактивный белок — 136 мг/л, амилаза 

крови — 453,0 ед/л, лактатдегидрогеназа — 

538,0 ед/л, ГГТП — 155,0 ед/л, глюкоза крови — 

3,70 ммоль/л, прокальцитонин — 2 нг/мл.

Коагулолограмма: D-димер — 786,00 нг/мл, 

АЧТВ — 39 с, протромбиновый индекс — 127,4%, 

МНО — 2,78, фибриноген — 9,2 г/л, протромби-

новое время — 15,2 с.

Результат УЗИ органов брюшной полос-

ти: диффузные изменения паренхимы пе-

чени и поджелудочной железы, неодно-

родность парапанкреатической клетчатки. 

Визуализировались признаки абсцесса в виде 

неоднородного скопления, взвеси объемом 

15 мл, не имеющей четкой капсулы, лоцирован 

в инфильтрированной брыжейке тонкой киш-

ки. Выпот в брюшной полости.

ЭхоКГ: атеросклероз аорты, аортально-

го клапана (АК), митрального клапана (МК). 

Кальциноз АК и фиброзного кольца (ФК) АК 

1 степени. Аортальная недостаточность 0–

1 степени. Кальциноз МК и ФК МК 1 степе-

ни. Митральная недостаточность 1–2 степени. 

Диастолическая дисфункция левого желудоч-

ка 1 типа. Увеличение полости левого предсер-

дия. Трикуспидальная регургитация 1–2 сте-

пени. Пульмональная регургитация 1 степени. 
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Легочная гипертензия 1 степени. Расширение 

ствола легочной артерии. Аневризма межпред-

сердной перегородки (МПП).

Несмотря на начатое лечение, внезапно на-

чался кашель с выделением розоватой мокро-

ты, клокочущее дыхание и наступил леталь-

ный исход. Выставлен клинический диагноз: 

Новая коронавирусная инфекция COVID-19 

(вирус идентифицирован), тяжелое течение. 

Конкурирующее заболевание: Острый пара-

панкреатит. Абсцесс брыжейки тонкого ки-

шечника. Осложнения основного заболевания: 

Двусторонняя вирусная интерстициальная 

пневмония (поражение легочной паренхи-

мы — 51%). ОРДС. Двусторонний гидроторакс. 

Разлитой гнойно-фибринозный перитонит, ток-

сическая фаза. Септицемия (SOFA — 2 балла, 

прокальцитонин = 2 нг/мл). Синдром полиор-

ганной недостаточности (церебральная, сердеч-

но-сосудистая, почечная). Сопутствующий диа-

гноз: ЦВБ: Дисциркуляторная энцефалопатия 

1–2 степени сложного генеза (гипертонического, 

атеросклеротического характера). Атеросклероз 

аорты, АК, МК. Кальциноз АК и ФК АК 1 сте-

пени. Аортальная недостаточность 0–1 степени. 

Кальциноз МК и ФК МК1 степени. Митральная 

недостаточность 2 степени. Легочная гипертен-

зия 1 степени. Аневризма МПП. Скорость клу-

бочковой фильтрации 54 мл/мин/1,73 м2.

На патологоанатомическом вскрытии обна-

ружены признаки двусторонней вирусно-бак-

териальной пневмонии, при макроскопическом 

исследовании легкие с участками неравномер-

ного уплотнения, местами до печеночной плот-

ности. При гистологическом исследовании: 

альвеолы неравномерно расширены, в просве-

те — отечная жидкость, серозно-фибринозный 

экссудат, десквамированные альвеолоциты 

в просвете альвеол, полнокровие капилляров, 

участки дистелектаза (рис. 1, II обложка), вос-

палительный экссудат с признаками органи-

зации (рис. 2, II обложка). Межальвеолярные 

перегородки полнокровны, с очагами некрозов, 

выявляются микроабсцессы, имеются участка-

ми пневмосклероза с выраженным полнокро-

вием сосудов. Отмечается перибронхиальный 

и периваскулярный склероз. Эпителий части 

бронхов десквамирован в просвет.

В сердце выявляется гипертрофия миокар-

да левого желудочка (толщина — 1,8 см, масса 

сердца — 340 г). При гистологическом исследо-

вании: разрыхленно-набухший эпикард, выра-

женный отек интерстиция, мышечные волокна 

фрагментированы, кардиомиоциты неравно-

мерно гипертрофированы, отмечается мелко-

сетчатое разрастание соединительной между 

мышечными волокнами (рис. 3, II обложка).

В поджелудочной железе и парапанкреати-

ческой клетчатке отмечено уплотнение, при 

макроскопическом исследовании структура 

не просматривается за счет тяжистых структур 

и полостных элементов диаметром 0,5 × 1,0 см, 

заполненных содержимым серо-зеленого цве-

та (гной), в брыжейке тонкой кишки полость 

в диаметре до 5 см, заполненный «гноем» серо-

зеленого цвета. В брюшной полости отмечается 

картина разлитого гнойно-фибринозного пе-

ритонита. При гистологическом исследовании: 

выраженный перидуктальный, междольковый 

и внутридольковый склероз поджелудочной 

железы; сохранившаяся паренхима — в виде 

островков, окруженных фиброзно-жировой 

тканью, среди которой видны очаговые ней-

трофильные инфильтраты (рис. 4, 5, 6, III об-

ложка). В почках — некроз эпителия канальцев 

(рис. 7, III обложка).

В лимфоидной и кроветворной ткани отме-

чалась гиперплазия (в лимфоидной ткани на-

блюдалось появление незрелых форм клеток 

гемопоэза). Выявлялись васкулиты (токсико-

аллергические с фибриноидными изменения-

ми стенок сосудов) и межуточное воспаление 

в паренхиматозных органах.

Результат вирусологического исследования 

секционного материала (ФБУЗ «Центр гигиены 

и эпидемиологии в Чувашской Республике — 

Чувашии», лаборатория вирусологических ис-

следований и диагностики особо опасных 

инфекций»): РНК коронавируса SARS-CoV-2 

обнаружена в легком, головном мозге, серд-

це, поджелудочной железе. Результат микро-

биологического исследования ткани легкого 

(лаборатория БУ «Новочебоксарская ГБ» МЗ 

Чувашии): обильный рост Klebsiella pneumoniae. 

Выставлен патологоанатомический диагноз. 

Основное заболевание: Новая коронавирусная 

инфекция СOVID-19. Конкурирующее заболе-

вание: Хронический индуративный панкреатит, 

острый парапанкреатит, стеатонекрозы пара-

панкреатической клетчатки. Сепсис, септице-

мия (результат микробиологического исследова-

ния крови (лаборатория БУ «Новочебоксарская 

ГБ» МЗ Чувашии): обильный рост Klebsiella). 

Абсцесс брыжейки тонкого отдела кишеч-

ника. Осложнения основного заболевания: 

Двусторонняя вирусно-бактериальная пнев-

мония (результат микробиологического иссле-

дования (лаборатория БУ «Новочебоксарская 

ГБ» МЗ Чувашии): обильный рост Klebsiella 

pneumoniae). Разлитой гнойно-фибринозный 

перитонит. Отек легких. Отек головного моз-

га. Острая легочно-сердечная недостаточность. 

Двусторонний некронефроз. Сопутствующие 

заболевания: Атеросклероз артерий сердца, го-

ловного мозга. Гипертоническая болезнь: ги-

пертрофия миокарда левого желудочка (1,8 см), 

периваскулярный кардиосклероз. Хронический 

бронхит, перибронхиальный пневмосклероз.
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На основании данных медицинской доку-

ментации, результатов патологоанатомическо-

го и лабораторного исследования следует, что 

причиной смерти больного А.И. 58 лет стала 

новая коронавирусная инфекция COVID-19, вы-

звавшая двустороннюю вирусную пневмонию 

с присоединением бактериальной микрофло-

ры, осложненная острой респираторной недос-

таточностью. Также имело место генерализо-

ванное распространение инфекции с развитием 

септицемии и полиорганной недостаточности 

(легочно-сердечной, церебральной, почечной).

Обсуждение

В литературе описываются данные о разви-

тии сепсиса после инфицирования SARS-CoV-2, 

но клинико-морфологическое течение разных ва-

риантов сепсиса — септицемии, септикопиемии, 

септического бактериального эндокардита — от-

сутствует. В связи с этим представленный случай 

имеет особую актуальность. Прогрессирующее 

развитие синдрома полиорганной недостаточ-

ности при сепсисе затрагивает легкие, сердце, 

печень, почки и головной мозг. Определенные 

факторы, в том числе возраст и сопутствующие 

болезни, способствуют функциональной деком-

пенсации органов в период сепсиса. В представ-

ленном случае после инфицирования SARS-

CoV-2 развилась вирусно-бактериальная пневмо-

ния, обусловленная Klebsiella pneumoniae. Klebsiella 

pneumoniae считается относительно редко встре-

чающимся возбудителем. В экспериментальных 

исследованиях была установлена значимость фо-

новых заболеваний, предрасполагающих к пнев-

монии, таких как ожирение, сахарный диабет, 

вирусная инфекция [5, 6]. К патогенетическим 

механизмам, участвующих в легочном воспале-

нии, относятся: нарушение микроциркуляции 

в очаге поражения, нарушение в системе гумо-

рального и клеточного иммунитета, гипоксия. 

Для инфекционного поражения легких наибо-

лее характерна респираторно-циркуляторная 

гипоксия в результате нарушения оптимального 

вентиляционно-перфузионного соотношения, 

снижения интенсивности диффузии газов через 

альвеолокапиллярную мембрану при сохране-

нии перфузии невентилируемых воспаленных 

участков легких. Кроме того, кровь из выклю-

ченных из газообмена легочных участков сме-

шивается с кровью из хорошо вентилируемых 

областей, что приводит к развитию гипоксемии. 

Циркуляторный компонент гипоксии проявля-

ется в случае среднетяжелого и тяжелого течения 

пневмонии в условиях развития сердечно-сосу-

дистой недостаточности и расстройств микро-

циркуляции. Гипоксия при этом может быть 

результатом массовой гибели микроорганизмов 

и высвобождения эндотоксинов в результате вы-

сокой индивидуальной чувствительности к дей-

ствию терапевтических лекарственных средств. 

И наконец, при пневмонии возможно развитие 

тканевой гипоксии, что по мере исчерпания воз-

можностей защитного реагирования, основу ко-

торого будeт составлять экономная утилизация 

кислорода клетками, снижение интенсивности 

окислительного фосфорилирования и торможе-

ние биосинтеза метаболитов пластического об-

мена, приведет к нарушению функций жизненно 

важных органов и систем.

Вероятно, на фоне вирусной интерстициаль-

ной пневмонии имеет место иммуноопосредо-

ванный воспалительный процесс с реакцией 

в поджелудочной железе и активацией панкреа-

тических ферментов с развитием острого пара-

панкреатита, стеатонекроза парапанкреатичес-

кой клетчатки.

Заключение

В представленном случае имелись признаки 

септицемии после инфицирования SARS-CoV-2: 

отмечались сохранившиеся островки поджелу-

дочной железы, окруженные фиброзно-жировой 

тканью, среди которой видны были очаговые 

нейтрофильные инфильтраты. В лимфоидной 

и кроветворной ткани отмечалась гиперплазия 

(в лимфоидной ткани наблюдалось появление 

незрелых форм клеток гемопоэза). Выявлялись 

васкулиты (токсико-аллергичес кие с фибрино-

идными изменениями стенок сосудов) и межу-

точное воспаление в паренхиматозных органах.
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Рисунок 4. Микроскопическая картина склерозирующей ткани между панкреоцитами. Окраска 
гематоксилином и эозином, ×400 (А), ×900 (Б)
Figure 4. Microscopic picture of sclerosing tissue between pancreocytes. Stained with hematoxylin and eosin, 
×400 (A), ×900 (B)

А (A) Б (B)

Рисунок 5. Микроскопическая картина 
липоматоза, фиброза поджелудочной железы 
с участками воспалительной инфильтрации. 
Окраска гематоксилином и эозином, ×900
Figure 5. Microscopic picture of lipomatosis, fibrosis 
of the pancreas with areas of inflammatory infiltration. 
Stained with hematoxylin and eosin, ×900

Рисунок 6. Микроскопическая картина 
воспалительной инфильтрации 
парапанкреатической клетчатки. Окраска 
гематоксилином и эозином, ×900
Figure 6. Microscopic picture of inflammatory infiltration 
of parapancreatic tissue. Stained with hematoxylin and 
eosin, ×900

Рисунок 7. Микроскопическая картина некроза эпителия канальцев почек. Окраска гематоксилином 
и эозином, ×400 (А), ×900 (Б)
Figure 7. Microscopic picture of necrosis of the epithelium of renal tubules. Stained with hematoxylin and eosin, 
×400 (A), ×900 (B)

А (A) Б (B)

Иллюстрации к статье «Клинический случай развития вирусно-бактериальной пневмонии, вызванной 
SARS-CoV-2 и Klebsiella pneumoniae, осложненной генерализованным распространением инфекции 
с развитием септицемии» (авторы: Л.П. Романова, О.В. Воробьева) (с. 391–396)
Illustrations for the article “A clinical case of viral-bacterial pneumonia caused by SARS-CoV-2 and Klebsiella pneumoniae, 
complicated by a generalized infection with developed septicemia” (authors: Romanova L.P., Vorobeva O.V.) (pp. 391–396)
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