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увеличивает риск заноса указанных болезней. Согласно ранее разработанной методике расчета риска заноса 

инфекционных болезней на территорию Российской Федерации, установлено, что существует высокий риск 

заноса лихорадки денге с территории Лаоса, Малайзии, Непала, Таиланда и Филиппин.

Ключевые слова: особо опасные инфекционные болезни, Индо-Западно-Тихоокеанский регион ВОЗ, оценка риска завоза, 

лихорадка денге, малярия, чума, обеспечение санитарно-эпидемиологического благополучия.

REVIEW OF ACTUAL RISKS ON AGGRAVATING INFECTIOUS DISEASES EPIDEMIOLOGICAL 

SITUATION IN THE INDO-WEST-PACIFIC REGION IMPORTANT FOR SANITARY PROTECTION 

OF THE TERRITORY OF THE RUSSIAN FEDERATION

Ivanova A.V., Zubova A.A., Kas'jan Zh.A., Dmitrieva L.N., Chumachkova E.A., Pospelov M.V., Zimirova A.A., 

Shilova L.D., Jarulina S.A., Shсherbakova S.A., Kutyrev V.V.

Russian Anti-Plague Institute “Microbe” of Rospotrebnadzor, Saratov, Russian Federation

Abstract. Here, we review summarized epidemiological data and analyze the situation on infectious diseases in the countries 

of the Indo-West-Pacific region that require measures for sanitary protection of the territory of the Russian Federation. 

The main source of relevant information was the official websites and periodicals of the WHO, Ministries of Health of the 

respective countries. The data from other international organizations (Food and Agriculture Organization of the United 

Nations, World Organization for Animal Health), electronic aggregators of operational information (ProMED-mail, 

EpiSouth, arbo-zoonet, etc.), data from articles published in peer-reviewed journals covering epidemiological issues were 

used. In recent years, due to a set of reasons, the risk of infectious diseases entering Russia from the Indo-West-Pacific 

region has increased manifold: actively developing tourism to Asian countries, higher number of trade and economic ties, 

increased number of direct flights with the countries of the region. The paper systematizes data on morbidity and territorial 

distribution of diseases in the Western Pacific and South-East Asia regions by assessing potential risks for persons visiting 

it. During the analysis, it has been established that the epidemiological situation currently developing in the Indo-Pacific 

region poses a significant threat to the sanitary and epidemiological welfare of the population primarily due to the increasing 

risks for spread of dangerous infectious diseases into the territory of the Russian Federation. The most probable is the risk 

of spreading of infectious diseases such as cholera, malaria and dengue fever, the unfavorable epidemiological situation 

on which has developed in recent years in the region. At the same time, the presence of direct transportation links between 

Russian regions and a number of countries in the region (Thailand, Sri Lanka, Vietnam, Maldives, India, Mongolia, 

China, Myanmar) multiplies the risk of spreading for such diseases. According to the previously developed methodology 

for calculating the risk of infectious diseases entering the territory of the Russian Federation, it was established that there 

is a high risk of dengue fever entry from Laos, Malaysia, Nepal, Thailand and the Philippines.

Key words: particularly dangerous infectious diseases, WHO Indo-West Pacific Region, risk assessment of importation, dengue fever, 

malaria, plague, sanitary and epidemiological welfare.

Введение

Обширные пространства Индо-Западно-

Тихоокеанского региона всегда представляли 

особенный интерес для эпидемиологов, в пер-

вую очередь в контексте обеспечения санитарно-

эпидемиологической безопасности: природно-

климатические факторы этой части планеты, со-

циокультурные особенности местных обществ, 

а также ретроспективные эпидемиологические 

данные позволяют оценить риски появления 

новых угроз, заноса инфекционных болезней 

на неэндемичные территории и возникновения 

чрезвычайных ситуаций как высокие.

С целью оптимизации сбора и анализа инфор-

мации, а также для повышения качества форми-

рования отчетности и удобства администриро-

вания 48 государств и государственных образо-

ваний этого макрорегиона отнесены Всемирной 

организацией здравоохранения (ВОЗ) к 2 отдель-

ным регионам: Западно-Тихоокеанскому (ЗТР) 

и Юго-Восточной Азии (ЮВА), включающим 37 

и 11 стран (территорий) соответственно [18]. Тем 

не менее в эпидемиологическом отношении та-

кое деление довольно условно.

Почти половина населения мира проживает 

в ЮВА и ЗТР [4]. Практически вся их площадь 

приходится на субтропические, тропические, 

субэкваториальные и экваториальные климати-

ческие пояса. Государства этого макрорегиона 

крайне разнообразны в социо-демографическом 

отношении. В части из них большая доля населе-

ния живет в условиях крайней бедности, другие 

являются примерами процветающих современ-

ных экономик. Всего в ЮВА за чертой бедно-

сти проживают 9% населения, в ЗТР — порядка 

1%. Значительная неоднородность характерна 

практически для всех показателей социального 

и экономического развития (ВВП, уровня обра-

зования, темпов урбанизации, демографических 

показателей, доступа к качественной медицин-

ской помощи) как внутри отдельного региона, 

так и между административно-территориаль-

ными единицами некоторых стран [15, 11].
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Исторически рассматриваемая географичес-

кая область — предполагаемое место зарожде-

ния многих инфекционных болезней: чумы, хо-

леры, лихорадки денге, японского энцефалита, 

болезни, вызванной вирусом Нипах [30, 31, 34, 

38, 37, 28]. В последние годы, регион послужил 

источником неконтролируемого распростране-

ния среди населения ряда инфекционных бо-

лезней: тяжелого острого респираторного син-

дрома, COVID-19, нескольких подтипов гриппа 

и других инфекций [33].

Основные эпидемиологические риски 

на территориях региона связаны с широким 

распространением трансмиссивных инфекций, 

в первую очередь малярии и лихорадки денге. 

Неудовлетворительные санитарно-гигиени-

ческие условия и отсутствие должного уровня 

эпидемиологического надзора во многих стра-

нах приводят к длящемуся эпидемиологическо-

му неблагополучию по кишечным инфекциям, 

в том числе по холере. Высокая плотность на-

селения, несовершенство национальных меха-

низмов предупреждения и контроля распро-

странения инфекций, передающихся воздуш-

но-капельным путем, способствуют возник-

новению дополнительных рисков по данной 

категории болезней. Климатический фактор 

также вносит заметный вклад в эпидемиологи-

ческое неблагополучие в регионе (расширение 

ареала обитания переносчиков, возникновение 

ЧС природного характера и др.) [24, 25, 40].

В последние годы по целому ряду причин 

риск заноса инфекционных болезней на терри-

торию России из описываемого региона много-

кратно возрос: активно развивается туризм 

в страны Азии, происходит рост числа торгово-

экономических связей, увеличивается количе-

ство прямых авиарейсов со странами региона.

В настоящем обзоре представлена обобщен-

ная информация, касающаяся основных эпи-

демиологических рисков ЗТР и ЮВА с позиции 

обеспечения санитарной охраны территории 

Российской Федерации. Основным источником 

информации послужили официальные сайты 

и периодические издания ВОЗ, Министерств 

здравоохранения соответствующих стран. 

Использованы данные других международных 

организаций (Продовольственная и сельскохо-

зяйственная организация ООН, Всемирная ор-

ганизация здравоохранения животных), элек-

тронные агрегаторы оперативной информации 

(ProMED-mail, EpiSouth, arbo-zoonet и др.), ма-

териалы статей в рецензируемых журналах, ос-

вещающих эпидемиологические вопросы.

Далее представлена более подробная инфор-

мация об инфекционных болезнях, регистри-

руемых в регионе, требующих проведения ме-

роприятий по санитарной охране территории 

Российской Федерации.

Чума. Природные очаги чумы описаны на тер-

риториях 10 стран региона (табл.), но только в двух 

из них отмечены эпидемические проявления 

в последнее десятилетие. В Китае и Монголии 

за период с 2014 по 2023 гг., в общей сложности за-

регистрировано 39 случаев болезни, 16 из которых 

закончились летальным исходом. Практически 

ежегодная эпизоотическая и эпидемическая 

активность отмечается в горных и высокогор-

ных природных очагах чумы, расположенных 

в Северном, Северо-Западном и Западном Китае, 

а также в природных очагах Монгольского 

Алтая. Среди основных источников заражения 

людей выделяют сурков (в 69,2% случаев) и их 

эктопаразитов (30,7%). Как правило, в эпидемио-

логическом анамнезе большинства заболевших, 

отмечена несанкцио нированная охота и/или 

употребление в пищу мяса инфицированного 

животного. В прошлом, крупнейшие вспышки 

чумы в регионе отмечали на территориях Индии 

(1994 г. — 481 случай), Мьянмы (1992 г. — 528 слу-

чаев), Вьетнама (1993 г. — 481 случай), Индонезии 

(2007 г. — 71 случай). В настоящее время, в боль-

шинстве стран Индо-Западно-Тихоокеанского 

региона сохраняется благополучная эпидемио-

логическая обстановка по чуме.

Холера остается одной из значимых проблем 

здравоохранения в регионе. Эпидемические 

проявления холеры не регистрировали лишь 

в Восточном Тиморе, Лаосе, на Мальдивах 

и на некоторых океанских островах (Вануату, 

Науру, Ниуэ, Острова Кука, Палау). В струк-

туре заболеваемости холерой в странах Юго-

Восточной Азии наибольший удельный вес 

больных приходится на Индию, являющуюся 

эндемичным очагом классической азиатской 

холеры и холеры Эль-Тор. Здесь ежегодно реги-

стрируют вспышки заболевания: от нескольких 

десятков до нескольких тысяч случаев. Только 

за последнее десятилетие на территории Индии 

зарегистрировано свыше 22 тыс. случаев болез-

ни. Кроме того, серьезные социально-эконо-

мические последствия от практически ежегод-

ных вспышек холеры отмечают в Бангладеш, 

где большинство случаев болезни фиксиру-

ют как острую водянистую диарею, без соот-

ветствующего лабораторного подтверждения. 

Крупнейшая вспышка в стране с совокупным 

количеством случаев более 601 тыс. отмечена 

в 2022 г. На территории Таиланда в период с 2010 

по 2016 гг. проявления холеры регистрировали 

ежегодно (2479 случаев). В Непале эпидемиоло-

гическое неблагополучие по холере отмечено 

в период с 2014 по 2022 г. (2174 случая).

Эндемичными территориями в странах 

Западно-Тихоокеанский региона ВОЗ считают-

ся Бруней, Вьетнам, Камбоджа, Китай (КНР), 

Малайзия, Республика Корея, Папуа-Новая 

Гвинея и Филиппины. Наиболее сложная эпи-



12

Инфекция и иммунитетА.В. Иванова и др.

Таблица. Природные очаги чумы в Индо-Тихоокеанском регионе [1, 17]

Table. Natural plague foci in the Indo-Pacific region [1, 17]

Страна

Country
Природно-очаговая территория

Natural Focal Area
Возможные носители чумы

Possible carriers of plague

Дата 
регистрации 
последнего 
случая (год)

Date 
of registration 

of the last case 
(year)

Юго-Восточная Азия/Southeast Asia

Индия

India

Основные природные очаги в Индии находятся 
в северной, центральной и южной частях страны, 
приурочены к умеренно влажным биотопам, 
расположенным в подгорных областях и на плоскогорьях 
на высоте от 610 до 1200 м над уровнем моря

The main natural foci in India are in the northern, central and 
southern parts of the country, confined to moderately humid 
biotopes located in the foothills and plateaus at an altitude 
of 610 to 1200 m above sea level

Пушистая крыса Millardia 
meltada, крысы рода Rattus, 
бандикоты (Bandicota 
bengalensis, B. indica)

Fluffy rat Millardia meltada, rats 
of the genus Rattus, bandicoots 
(Bandicota bengalensis, 
B. indica)

2004

Индонезия 
(о. Ява)

Indonesia 
(Java)

Выделяют 4 зоны:
1 зона — «чистые» рисовые поля на равнине далеко от гор;
2 зона — рисовые поля предгорий и межгорных долин;
3 зона — низкогорная, с небольшими полями риса 
на террасах; перемежаемыми невозделываемыми 
сухими участками;
4 зона — засушливая, полей нет

Four zones are distinguished:
Zone 1 — “pure” rice fields on the plain far from the mountains;
Zone 2 — rice fields of foothills and intermountain valleys;
Zone 3 — lowland, with small rice fields on terraces, 
interspersed with uncultivated dry areas;
Zone 4 — arid, no fields

Крысы рода Rattus (Rattus 
argentiventer, R. exulans), 
бандикоты (Bandicota sp.), 
домовые мыши 
(Mus musculus)

Rats of the genus Rattus (Rattus 
argentiventer, R. exulans), 
bandicoots (Bandicota sp.), 
house mice (Mus musculus)

2008

Мьянма

Myanmar

Предположительно, в Мьянме имеется два очага 
в центральной части страны и на ее северо-восточной 
окраине, где смыкаются между собой энзоотичные 
территории Мьянмы и КНР (провинция Юньнань)

Myanmar is believed to have two outbreaks in the central 
part of the country and on its northeastern edge, where 
the enzootic territories of Myanmar and the China (Yunnan 
Province) meet

Крысы (R. rattus, R. losea, 
R. flavipectus, R. exulans, 
R. norvegicus, Nesokia indica, 
Millardia meltada), бандикоты 
(Bandicota bengakensis), 
землеройки (Suncus murinus)

Rats (R. rattus, R. losea, 
R. flavipectus, R. exulans, 
R. norvegicus, Nesokia indica, 
Millardia meltada), bandicoots 
(Bandicota bengakensis), 
shrews (Suncus murinus)

1994

Непал

Nepal

Северо-запад Непала, округ Баджханг провинция Сети, 
вблизи границы с Тибетским автономным районом КНР

Northwest Nepal, Bajhang District, Seti Province, near 
the border with the Tibet Autonomous Region of the China

Не установлено

Not established
1968

Таиланд

Thailand

Вероятные природные очаги чумы располагаются 
в прилегающей к Мьянме западной (очевидно, горные 
районы хребтов Танен-Таунджи и Кун-Тан), центральной 
(плато Дай-Лаунг-Донгпьяфа) и южной частях страны

Probable natural foci of plague are located in the adjacent 
western (apparently the mountainous areas of the Tanen-Taunji 
and Kun-Tan ranges), central (Dai Laung-Dongpyapha Plateau) 
and southern parts of Myanmar.

Крысы (Rattus rattus, 
R. exulans), бандикоты 
(Bandicota indica), 
землеройки (Suncus murinus)

Rats (Rattus rattus, R. exulans), 
bandicoots (Bandicota indica), 
shrews (Suncus murinus)

1952

Западно-Тихоокеанский регион/Western Pacific region

Вьетнам

Vietnam

Потенциальные природные очаги (плато Контум 
и Центральное плато) в провинциях, пограничных 
с Лаосом и Камбоджей

Potential natural hotspots (Kontum Plateau and Central 
Plateau), in provinces bordering Laos and Cambodia

Крысы (Rattus exulans, 
R. tanezumi R. nitidus, R. rattus, 
R. norvegicus, R. losea, 
R. flavipectus, Berylmys 
bowersi, Maxomys surifer), 
землеройки (Suncus murinus)

Rats (Rattus exulans, 
R. tanezumi R. nitidus, R. rattus, 
R. norvegicus, R. losea, 
R. flavipectus, Berylmys 
bowersi, Maxomys surifer), 
shrews (Suncus murinus)

2003
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демиологическая ситуация по холере скла-

дывается в Республике Филиппины. На всей 

территории страны существует высокий риск 

заражения холерой. Только за последнее деся-

тилетие на Филиппинах зафиксировано более 

14 тыс. случаев болезни. Крупнейшие вспышки 

холеры в стране отмечены в 2014 и 2022 гг. (4547 

и 6062 случая соответственно). На территориях 

других стран в последние годы отмечена тен-

денция к снижению уровня заболеваемости. 

В Китае регистрируют единичные местные 

случаи болезни. В Малайзии — ограничен-

ные вспышки заболевания (2021 г. — 50 слу-

чаев). В Австралии, Японии, Новой Зеландии, 

Южной Кореи ежегодно регистрируют единич-

ные завозные случаи заболевания.

Необходимо отметить, что по данным ВОЗ 

глобальный эпидемиологический учет холеры 

искажается из-за отсутствия полной отчетно-

сти из стран Азии с высоким уровнем заболе-

ваемости, в связи с чем фактическое число слу-

чаев заболевания холерой в регионе может быть 

гораздо выше [21].

Малярия. Серьезную проблему для ряда 

стран Индо-Западно-Тихоокеанского региона 

представляет высокая заболеваемость маляри-

ей. Только две страны в Юго-Восточной Азии 

в настоящее время имеют статус «свободной 

от малярии»: Мальдивы (с 2015 г.) и Шри-Ланка 

(2016 г.). При этом за последние 20 лет регион до-

бился значительных успехов в борьбе с малярией. 

По состоянию на 2022 г. общая численность слу-

чаев заболевания сократилась на 78%, с 22,9 млн 

до 5 млн; случаев смерти — на 75%, с 35 000 до 9000. 

Согласно данным последнего Всемирного докла-

да о малярии [3], общее количество случаев бо-

лезни в Юго-Восточной Азии составило, лишь 

2% в общемировом зачете. Большая доля случаев 

приходится на Индию (82,5% в регионе ЮВА), 

Индонезию (15,6%), Мьянму (1,6%).

В Западно-Тихоокеанском регионе ВОЗ ос-

новная доля заболевших малярией регистриру-

ется в Папуа-Новой Гвинее (более 90% в ЗТР) и на 

Соломоновых островах (9%). По данным ВОЗ, 

5 из 9 эндемичных стран региона (Камбоджа, 

Лаос, Малайзия, Филиппины и Вьетнам), 

на долю которых еще в прошлом десятилетии 

приходилась большая часть заболевших, се-

годня находятся на пути к достижению цели 

программы по элиминации малярии, а имен-

Страна

Country
Природно-очаговая территория

Natural Focal Area
Возможные носители чумы

Possible carriers of plague

Дата 
регистрации 
последнего 
случая (год)

Date 
of registration 

of the last case 
(year)

Западно-Тихоокеанский регион/Western Pacific region

Камбоджа

Cambodia

Равнины Нижнего Меконга и его правого притока Тонле-
Сап, Центральное плато

Plains of the Lower Mekong and its right tributary Tonle Sap, 
Central Plateau

Крысы (Rattus rattus, 
R. norvegicus), землеройки 
(Suncus murinus)

Rats (Rattus rattus, 
R. norvegicus), shrews (Suncus 
murinus)

1973

Китай

China

На территории страны 12 природных очагов чумы. 
Первичные очаги распространены в горных, степных, 
полупустынных и пустынных ландшафтных зонах 
Китая, в южных субтропических регионах — вторичные 
природные очаги чумы

There are 12 natural foci of plague in the country. Primary 
foci are distributed in mountainous, steppe, semi-desert and 
desert landscape zones of China, while secondary natural 
plague foci are found in southern subtropical regions

Тарбаганы (Marmota sibirica), 
суслики (Spermophilus 
dauricus), пищухи (Ochotona 
dauurica), полевки 
(Lasiopodomys gregalis, 
L. brandti), тушканчики 
(Allactaga sibirica) и др.

Tarbagans (Marmota sibirica), 
gophers (Spermophilus 
dauricus), pika (Ochotona 
dauurica), voles (Lasiopodomys 
gregalis, L. brandti), marmosets 
(Allactaga sibirica) and others

2023

Лаос

Laos
Южная часть страны

Southern part of the country
Не установлено

Not established
1996

Монголия

Mongolia

Практически вся территория страны. Лишь 
на территории 2 аймаков (Булган и Селенге) 
не обнаружено природных очагов чумы за все годы 
изучения распространения инфекции в Монголии

Practically the whole territory of the country. Only 
in the territory of 2 aimags (Bulgan and Selenge) no natural 
plague foci were found during all the years of studying 
the spread of infection in Mongolia

Тарбаганы (Marmota sibirica, 
Marmota baibacina)

Tarbagans (Marmota sibirica, 
Marmota baibacina)

2023
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но снижению заболевае мости более чем на 75% 

к 2025 г. На большинстве островных государств 

малярию не регистрируют с 1963 г. Местная 

передача в Австралии, Брунее и Сингапуре 

прекращена в 80-х годах прошлого столетия. 

С 2012 г. малярию не регистрируют в Японии, 

Кирибати и Тувалу [19]. В течении последних 

5 лет, Малайзия сообщает о нулевом количестве 

случаев заболевания. В 2021 г. Китай сертифи-

цирован как страна, свободная от малярии [2].

Лихорадка денге. Наиболее актуальными ин-

фекционными болезнями для региона являют-

ся арбовирусные лихорадки, прежде всего ли-

хорадка денге. В современный период местная 

передача возбудителя денге происходит во всех 

странах региона, за исключением Австралии, 

Монголии, КНДР и Республики Корея. По дан-

ным ВОЗ [5], более 50% заболевших в мире фик-

сируется именно среди жителей региона. Кроме 

того, такие страны как Индия, Индонезия, 

Мьянма, Шри-Ланка и Таиланд входят в чис-

ло 30 государств с наибольшей регистрацией 

случаев заболевания. По оценочным данным 

ВОЗ, в настоящее время более 1,5 млрд человек, 

проживающих в странах ЮВА и ЗТР, ежегод-

но подвергаются риску заболевания лихорад-

кой денге. На территории региона установлена 

циркуляция всех субтипов вируса денге (1, 2, 3, 

4) [14]. Болезнь регистрируют круглогодично. 

Кроме того, в странах с высоким уровнем забо-

леваемости отмечено увеличение длительности 

вспышек, которые приобретают все большую 

интенсивность и географические масштабы. 

Только в 2022–2023 гг. на территории региона 

общее количество официально зарегистриро-

ванных случаев заболевания превысило 2 млн. 

Наиболее неблагополучными в эпидемиоло-

гическом отношении странами в ЗТР являют-

ся Филиппины, где в 2023 г. зарегистрировано 

167 355 заболевших и 575 умерших (коэффициент 

летальности 0,34%), и Вьетнам (149 557 заболев-

ших и 36 умерших, коэффициент летальности 

0,02%). В Юго-Восточной Азии — Бангладеш 

(в 2023 г. 321 179 случаев), Индия (94 198 случа-

ев), Шри-Ланка (5454 случая). Необходимо заме-

тить, что в регионе ведется ограниченный учет 

заболеваемости денге, особенно в островных го-

сударствах и территориях Тихого океана, в свя-

зи с чем фактическое число случаев заболевания 

в регионе может быть значительно выше [5].

Лихорадка Зика. Первые упоминания о бо-

лезни в регионе Юго-Восточной Азии относят-

ся к 1960-м годам [35]. Вплоть до 1980-х, легкие 

формы лихорадки Зика уже выявляли во многих 

странах Азии. Присутствие вируса Зика в регио-

не подтверждалось обнаружением его в комарах-

переносчиках и у обезьян. До 2007 г. у людей ре-

гистрировались единичные клинические случаи, 

в связи с чем болезнь не вызывала серьезных опа-

сений. Первая крупная вспышка лихорадки Зика 

зарегистрирована в 2007 г. на одном из островов 

Микронезии, где были инфицированы 73% на-

селения, однако течение заболевания в основ-

ном было легким и непродолжительным [10]. 

В 2013–2014 гг. вспышка охватила Французскую 

Полинезию. Одновременно была зафиксирована 

волна заболеваемости редким аутоиммунным за-

болеванием — синдромом Гийена–Барре (42 слу-

чая), что поставило вопрос о его ассоциации с ви-

русом Зика [12]. Именно эти первые эпидемичес-

кие вспышки свидетельствовали о потенци-

альной опасности вируса. В 2016 г. болезнь 

зарегистрирована в Сингапуре. В настоящее 

время циркуляция вируса подтверждена на тер-

ритории Индии, Индонезии, Мьянмы, Таиланда 

и Восточного Тимора. Случаи заболевания среди 

населения зарегистрированы в Индии (вспышки 

в 2017, 2018, 2023 гг.), Индонезии (2016 г.), Таиланде 

(2023 г.), Восточном Тиморе (2024 г.). Местные слу-

чаи заболевания лихорадкой Зика в ЗТР отмечены 

на территориях: Вануату (2015 г.), на Соломоновых 

островах (2015–2016 гг. — 302 случая заболева-

ния), в Новой Каледонии (2015 г. — 82 случая, 

из них только 10 случаев заболевания импортиро-

ванных) и на Филиппинах (2012, 2016 гг.). Кроме 

того, ряд фактов свидетельствуют о возможной 

циркуляции вируса и в других странах региона: 

положительные серологичес кие находки у мест-

ных жителей, наличие случаев заболевания в со-

седних государствах и наличие потенциальных 

переносчиков инфекции.

Лихорадка Западного Нила. Циркуляция ви-

руса лихорадки Западного Нила (ВЗН) остается 

малоизученной проблемой в регионе. Известно 

об обнаружении вируса в Камбодже, Республике 

Корея, Малайзии Бангладеш, Индонезии 

и Непале. В научных публикациях имеются 

данные о регистрации случаев заболевания 

на территории Шри-Ланки [29]. В Австралии 

проявления ЛЗН связаны с циркуляцией вируса 

Кунджин (подтип ВЗН). Заболевание, вызван-

ной данной разновидностью вируса, характери-

зуется более мягким течением, редким пораже-

нием ЦНС и отсутствием летальности [13].

Японский энцефалит. С момента выявление 

вируса японского энцефалита в 1870 г. в Японии, 

заболевание широко распространилось по тер-

ритории всего Азиатского региона [37]. По дан-

ным ВОЗ, в настоящее время 24 страны с на-

селением более 3 млрд человек в регионах ЮВА 

и Западной части Тихого океана подвержены 

риску передачи вируса [23]. В регионе идентифи-

цированы как минимум 10 видов комаров-пере-

носчиков вируса, основным из которых являет-

ся Culex tritaeniorhynchus. Годовая заболеваемость 

варьируется между странами и внутри них, со-

ставляя от менее 10 до более 100 на 100 тыс. на-

селения или выше во время вспышек. Основной 
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контингент риска — дети до 15 лет. Большинство 

взрослых в эндемичных странах обладают имму-

нитетом, перенеся инфекцию в детстве, однако 

болезнь может затронуть лиц любого возраста. 

Заболеваемость имеет сезонный характер, с тен-

денцией к росту в муссонный и постмуссон-

ный периоды, когда популяция комаров выше. 

Наиболее крупные вспышки обычно происходят 

с мая по октябрь, достигая пика в сезон дождей. 

Эпидемиологическое неблагополучие по япон-

скому энцефалиту зарегистрировано на терри-

тории Бангладеш, Бутана, Индии, Индонезии, 

Мьянмы, Непала, Таиланда, Восточного Тимора 

и Шри-Ланки. В ЗТР — японский энцефалит 

распространен в Камбодже, Вьетнаме, Китае, 

Лаосе и Малайзии. В настоящее время благодаря 

кампании вакцинации против японского энце-

фалита на территории региона отмечен низкий 

уровень заболеваемости.

Новой проблемой общественного здравоох-

ранения в регионе является инфекция, вызван-

ная вирусом Нипах. Первое выявление вируса 

Нипах, как причины вспышки энцефалита 

зарегистрировано в регионе в 2001 г. в окру-

ге Мехерпур в Бангладеш. За период с 2001 

по 2023 гг. в стране зарегистрирован 341 случай 

заболевания, в том числе 242 летальных, в 34 

из 64 округов страны [36]. В 2023 г. отмечено 

10 летальных случаев болезни, что является са-

мым высоким показателем летальности за по-

следние семь лет. По состоянию на март 2024 г. 

в Бангладеш зарегистрировано 2 летальных 

случая. Отдельные вспышки энцефалита, вы-

званного вирусом Нипах регистрируют на тер-

ритории Индии: 2001 г. (66 случаев), 2018 г. — 

2 вспышки (5 и 23 случая), 2019 г. (1 случай), 

2021 г. (1 случай), 2023 г. (6 случаев). На терри-

тории других стран ЮВА (Бутан, Индонезия, 

Мьянма, Таиланд, Шри-Ланка) имеются дан-

ные о распространении (вероятном обитании) 

нескольких видов летучих мышей рода Pteropus, 

которые могут переносить вирус Нипах, однако 

случаев заболевания среди населения не отме-

чалось. В ЗТР отмечены единичные вспышки. 

В Малайзии вспышка вируса Нипах (сентябрь 

1998 г. — май 1999 г.) привела к 265 случаям 

острого энцефалита со 105 смертельными исхо-

дами [27]. В 1999 г. в Сингапуре подтверждена 

острая инфекция, вызванная вирусом Нипах 

у 11 работников одной скотобойни, куда не-

задолго до вспышки были завезены свиньи 

из Малайзии, как позже оказалось инфициро-

ванные вирусом Нипах [28]. На Филиппинах 

во вспышке 2014 г. зарегистрировано 17 случаев 

болезни (летальность 82%). Десять пациентов 

имели в анамнезе тесный контакт с лошадь-

ми или употребление конины. За тот же пери-

од была зарегистрирована смерть 10 лошадей, 

у 9 из которых наблюдались неврологические 

симптомы [26]. К территориям высокого риска 

распространения вируса Нипах также относят 

Вьетнам, Камбоджу, Китай и Палау.

Полиомиелит. Местная передача полиовиру-

са в настоящее время на территории стран реги-

она отсутствует. В 2000 г. Региональная комис-

сия по сертификации ликвидации полиомие-

лита подтвердила, что Регион Западной части 

Тихого океана свободен от передачи местного 

дикого полиовируса. Последний известный 

случай передачи местного полиовируса произо-

шел в Камбодже в 1997 г. В 2014 г. ВОЗ признала 

регион Юго-Восточной Азии свободным от по-

лиомиелита, вызванного диким полиовирусом. 

Последние случаи отмечены в Индии в 2008 г.

Мелиоидоз. По оценкам, на Южную Азию при-

ходится 44% глобального бремени заболеваемо-

сти мелиоидозом [39]. Болезнь эндемична в ряде 

стран региона (Индия, Шри-Ланка, Таиланд, 

Австралия, Бруней, Вьетнам, Камбоджа, Китай, 

Лаос, Малайзия, Мьянма, Папуа-Новая Гвинея 

и Сингапур). Согласно оценочным данным еже-

годная встречаемость болезни на эндемичных 

территориях составляет до 50 случаев на 100 тыс. 

населения [6]. Наибольшее число случаев еже-

годно регистрируют на территории Малайзии, 

Северной Австралии, Сингапура и в Таиланде. 

В 2023 г. вспышки отмечены в Таиланде (110 слу-

чаев), Австралии (52 случая), Сингапуре (20 слу-

чаев) и Китае (7 случаев).

Таким образом, в ходе проведенного анализа 

установлено, что эпидемиологическая ситуация, 

складывающаяся в настоящее время в Индо-

Тихоокеанском регионе, представляет собой 

существенную угрозу санитарно-эпидемиоло-

гическому благополучию населения Российской 

Федерации, прежде всего за счет увеличиваю-

щихся рисков заноса опасных инфекционных 

болезней на территорию нашей страны.

Наиболее вероятным является риск заноса 

таких инфекционных болезней как холера, ма-

лярия и лихорадка денге, неблагополучная эпи-

демиологическая ситуация по которым скла-

дывается в последние годы в регионе. При этом 

наличие прямого транспортного сообщения ре-

гионов России с рядом стран региона (Таиланд, 

Шри-Ланка, Вьетнам, Мальдивы, Индия, 

Монголия, Китай, Мьянма) многократно уве-

личивает риск заноса указанных болезней.

В связи с постоянной регистрацией чумы 

в странах региона, в том числе граничащих 

с Российской Федерацией (Монголия, Китай) 

занос чумы из Индо-Западно-Тихоокеанского 

региона представляет существенный риск для 

эпидемиологического благополучия населения 

Российской Федерации, что определяет прио-

ритетность данного региона в мониторинге 

эпидемиологических рисков заноса чумы для 

санитарной охраны Российской Федерации.
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Необходимо отметить, что присутствующая 

вероятность осложнения эпидемиологической 

ситуации на территории Российской Федерации 

за счет прибытия заболевших лиц такими ин-

фекционными болезнями, как лихорадка денге, 

Зика, Западного Нила, остается низкой в связи 

с отсутствием потенциала к дальнейшему рас-

пространению болезни. В то же время занос 

инфицированных переносчиков упомянутых 

болезней может представлять бόльшую угрозу 

в некоторых регионах России (Черноморское 

побережье Кавказа, Крым) в связи с наличи-

ем подходящих климатических условий для 

широкого распространения комаров-перенос-

чиков и инициации местной формы передачи 

инфекции.

Согласно ранее разработанной методике рас-

чета риска заноса инфекционных болезней на тер-

риторию Российской Федерации [7] с учетом пас-

сажиропотока и показателя заболеваемости кон-

кретной инфекционной болезнью на 100 тыс. насе-

ления в каждой стране региона, проведена оценка 

внешних эпидемиологических угроз из стран ре-

гиона. Проведенная оценка позволила ранжиро-

вать риск заноса инфекционных болезней из стран 

региона по следующим категориям:

Минимальный риск — занос случая хо-

леры из Индии, Китая и Таиланда; малярии 

из Филиппин; ЛЗН — из Австралии и Индии; 

денге из Индии.

Низкий риск — занос случая чумы из Монго-

лии; холеры — из Филиппин; малярии — 

из Бангладеша, Индии, КНДР, Малайзии 

и Непала; денге — из Австралии и Китая 

(Тайвань); мелиоидоза — из Австралии, Синга-

пура и Таиланда.

Средний риск — занос случая холеры из Бан-

гла деш; денге — из Бангладеша, Вьетнама, Кам-

боджи, Сингапура, Мьянмы и Шри-Ланки.

Высокий риск — занос случая денге из Лаоса, 

Малайзии, Непала, Таиланда, Филиппин.

Данная работа, является завершающей в се-

рии аналитических обзоров современного рас-

пространения в регионах мира инфекционных 

болезней, требующих проведения мероприятий 

по санитарной охране территории Российской 

Федерации [8, 9, 20, 22].

Подробные эпидемиологические материалы 

в виде 5 томов, сформированные по регионам 

ВОЗ: Восточно-Средиземноморскому (2020 г.), 

Европейскому (2021 г.), Американскому (2022 г.), 

Африканскому (2023 г.), Юго-Восточной Азии 

(2024 г.) и Западно-Тихоокеанскому (2024 г.), 

представлены в открытом доступе на сайте 

ФКУН Российский противочумный институт 

«Микроб» Роспотребнадзора [16].
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ОПИСАНИЕ МЕДИАТОРОВ ЭКОЛОГИЧЕСКОГО 

СТРЕССА У ВИДОВ РОДА CANDIDA

О.В. Еноктаева

ФГБОУ ВО Тюменский государственный медицинский университет Минздрава России, г. Тюмень, Россия

Резюме. Успешное распространение микромицетов рода Candida в различных нишах хозяина обусловлено их 

способностью избегать стресс, вызванный иммунной системой хозяина и другими факторами, направленны-

ми на блокирование процессов жизнедеятельности у этих грибов. Сбор, систематизация и интерпретирование 

полученных знаний о множественных регуляторных путях, контролирующих метаболизм в клетке, позволили 

по-иному взглянуть на процессы адаптации патогенных организмов к изменяющимся условиям среды. Этот 

обзор литературы посвящен изучению цинк-кластерных активаторов транскрипции ТAC1 (Тranscriptional 

activator of CDR) и MRR1 (Мultidrug resistance regulator), регулирующих сверхэкспрессию генов-мишеней, рабо-

та которых направлена на обеспечение резистентных свойств у видов рода Candida по отношению к триазоль-

ному антимикотическому препарату флуконазолу. Медиатор экологического стресса — это понятие, которое 

характеризует плейотропный транскрипционный фактор как структуру, способную воспринимать влияние 

одного экологического фактора и трансформировать его в процесс повышения резистентности к лекарственно-

му препарату у изучаемых микромицетов за счет стимулирования работы мембраносвязанных транспортеров. 

Точковые мутации в генах или изменение количества копий генов, ответственных за отток лекарств из клетки 

патогена, также повышают адаптивные возможности у грибов к антифугальному препарату, что в дальнейшем 

может давать селективное преимущество внутри популяции при определенных неблагоприятных условиях 

среды. Наличие генов-ортологов у представителей рода Candida объясняет сходные векторы развития механиз-

мов резистентности к лекарственным препаратам. В статье приведено схематическое изображение механизма 

формирования адаптивного ответа у грибов рода Candida с помощью медиаторов экологического стресса к ан-

тимикотику флуконазолу, основанного на работе эффлюксных белков АТФ-связывающих кассет (ATP-binding 

cassette) и суперсемейства основных фасилитаторов (Major-Facilitator superfamily). Изложенные положения, 

характеризующие работу активаторов транскрипции в качестве медиаторов экологического стресса, инфор-

мируют о том, что один транскрипционный фактор может повышать экспрессию нескольких генов; один ген 

может активироваться несколькими факторами транскрипции; активацию описываемых в статье факторов 

транскрипции запускают окислительный и осмотический стресс; комбинаторный стресс может блокировать 

работу медиаторов экологического стресса. Зная генетический фон патогенных штаммов, можно моделиро-

вать комбинационный стресс, который будет оказывать негативное влияние на процессы жизнедеятельности 

микромицетов. Например, эффективность используемых антимикотиков в терапевтической практике можно 

повышать благодаря применению химиосенсибилизирующих агентов.

Ключевые слова: Candida, медиатор экологического стресса, лекарственная резистентность, цинк-кластерные факторы 

транскрипции ТАС1 и МRR1, эффлюксные белки ABC и MFS, комбинаторный стресс.
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DESCRIPTION OF ENVIRONMENTAL STRESS MEDIATORS IN CANDIDA SPECIES

Enoktaeva O.V.

Tyumen State Medical University, Tyumen, Russian Federation

Abstract. The successful spread of the genus Candida micromycetes in various host niches is accounted for by their ability 

to avoid stress caused by host immune system and other factors aimed at blocking fungal vital processes. The article studies 

the Transcriptional activator of CDR and the Multidrug resistance regulator controlling overexpression of target genes 

supposed to ensure resistant properties in genus Candida species against fluconazole. An environmental stress mediator 

is a term that characterizes a pleiotropic transcription factor as a structure capable of sensing an effect influence of a single 

environmental factor and transforming it into a process of increasing drug resistance in Candida micromycetes by 

promoting membrane-bound transporter activity. Gene point mutations or copy number alterations also increase fungal 

adaptive potential to fluconazole, which may further provide a selective populational advantage. The article schematically 

outlines a mechanism for developing adaptive response against genus Candida fungi involving environmental stress 

mediators to antimycotic fluconazole based on efflux proteins ATP-binding cassette and Major-Facilitator superfamily. 

Such premises describing activity of transcription activators mediating environmental stress suggest that a single 

transcription factor can upregulate expression of several genes; a single gene can be activated by several transcription 

factors; activation of the transcription factors described here is triggered by oxidative and osmotic stress; combination 

stress can block the functioning of environmental stress mediators. Knowing the genetic background of pathogenic strains 

may allow for simulating a combination stress able to negatively impact on micromycete life cycle.

Key words: Candida, mediator of environmental stress, drug resistance, zinc-cluster transcription factors TAC1 and MRR1, efflux proteins 

ABC and MFS, combinatorial stress.

Введение

В литературе приведена колоссальная ин-

формация о различных факторах активации 

транскрипции у грибов рода Candida [16, 26]. 

Но для более подробного раскрытия сути поня-

тия медиаторы экологического стресса (МЭС), 

остановимся на изучении цинк-кластерных 

факторов транскрипции ТAC1 (Transcriptional 

activator of CDR) и МRR1 (Multidrug resistance 

regulator), одной из функций которых являет-

ся регуляция оттока из клетки флуконазола — 

широко используемого триазольного антифун-

гального препарата в терапевтической практике 

при лечении кандидозов. В статье будут систе-

матизированы полученные сведения по работе 

этих регуляторов транскрипционной актив-

ности генов-мишеней CDR1, CDR2 (Сandida 

drug resistance) и МDR1 (Мultidrug resistance) 

и описано их участие в регуляции метаболизма, 

претерпевающего изменения под воздействи-

ем на клетку одного экологического фактора. 

В результате трансформации процессов жизне-

деятельности повышается резистентность к ле-

карственному препарату у изучаемых микро-

мицетов за счет работы эффлюксных белков 

двух суперсемейств: АТФ-связывающих кассет 

(ATP-binding cassette (ABC) и основных фасили-

таторов (Major-Facilitator superfamily (MFS).

Цель исследования — описать роль цинк-

кластерных факторов транскрипции Тac1 

и Мrr1 в процессе приобретения резистентных 

свойств грибами рода Candida по отношению 

к флуконазолу и определить их функциональ-

ное значение в качестве медиаторов экологичес-

кого стресса.

Роль цинк-кластерных факторов транскрипции 

ТAC1 и МRR1 в формировании резистентных 

свойств у грибов рода Candida

Адаптация к широкому диапазону экологи-

ческих ниш в организме хозяина, способность 

переходить от комменсального к паразитичес-

кому образу существования, приобретение ре-

зистентных свойств к антифугальным препара-

там и другие стойкие фенотипические измене-

ния объясняются наличием у видов рода Candida 

сложных программ регуляции транскрипции 

генов. Благодаря РНК-секвенированию генома 

Candida glabrata было установлено, что в состоя-

нии стресса, вызванного флуконазолом, Mar1 

контролирует работу 337 генов-мишеней [23].

Факторы транскрипции позволяют пато-

генным грибам должным образом реагировать 

на изменения окружающей среды и перестраи-

вать свои физиологические процессы под новые 

условия. У вида Candida albicans описано более 

80 факторов транскрипции цинкового класте-

ра — это цинксодержащие белковые молекулы, 

характеризующиеся наличием консерватив-

ных ДНК-связывающих мотивов — цинковых 

пальцев, которые при воздействии с наслед-

ственным аппаратом клетки изменяют уровень 

экспрессии генов-мишеней. Примером продук-

тов экспрессии таких генов являются хорошо 

изученные эффлюксные белки двух суперсе-

мейств — ABC и MFS, участвующие в транс-

порте веществ [2, 17].

Интегральные мембранные белки, ABC-

транспортеры, локализованные во внешней 

плазматической мембране или в мембранах 

внутриклеточных органелл, способны транс-
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портировать широкий спектр агентов, включая 

ионы, стероиды, сахара, аминокислоты, вита-

мины и пептиды, используя в качестве энергии 

для транспорта веществ молекулы аденозин-

трифосфата (АТФ).

Среди 28 предполагаемых ABC-транспор-

теров, описаных у C. albicans, белок лекар-

ственной устойчивости Candida (Сandida drug 

resistance (Cdr1p) является основным пере-

носчиком лекарств. Установлено, что 28 ABC-

транспортеров у вида Candida auris участвуют 

в формировании клинически значимых фено-

типов благодаря возникновению резистентно-

сти к многочисленным антифугальным пре-

паратам. Следует отметить, что мембранные 

транспортеры семейства ABC широко распро-

странены в природе и встречаются как в орга-

низме бактерий, так и человека.

Фасилитаторы MFS являются консерва-

тивными белками только бактерий и грибов. 

Данный факт позволяет рассматривать эти 

мембранные транспортеры в качестве мишени 

для разработки новых антифугальных препара-

тов. Эффлюксные белки MFS для выполнения 

своих функций используют протонный гради-

ент плазматической мембраны [1, 6, 10, 24, 29].

Из огромного количества описанных меха-

низмов лекарственной устойчивости [3] одним 

из наиболее известных является нарушение на-

копления лекарств внутри клетки грибов в ре-

зультате усиления регуляции мембраносвязан-

ных транспортеров. Например, мутации усиле-

ния функции (Gain-of-function mutations (GOF) 

в генах, кодирующих цинк-кластерные факторы 

транскрипции ТAC1 и МRR1, приводят к кон-

ститутивной сверхэкспрессии соответствующих 

генов-мишеней (CDR1, CDR2 и МDR1) и повы-

шают устойчивость к флуконазолу у предста-

вителей рода Candida за счет усиления работы 

эффлюксных белков (АВС и MFS). Кроме того, 

каждый активатор транскрипции способен из-

менять и свою собственную экспрессию, регу-

лируя количество белка в клетке [10]. Влияние 

флуконазола на уровень экспрессии эффлюкс-

ных белков внутри клеток грибов рода Candida 

схематически изображен в табл. 1.

Противогрибковая терапия может являть-

ся триггером для микроэволюции патогенных 

штаммов, повышая их адаптационный потен-

циал к используемым антимикотикам путем 

возникновения точковых мутаций в генах, от-

ветственных за лекарственную резистентность 

грибов, вследствие чего происходит накопление 

этих мутаций в популяции [13, 14].

Анализ фенотипически нейтральных одно-

нуклеотидных полиморфизмов генов TAC1 

и MRR1, полученных от популяций клиничес-

ких изолятов C. albicans, показал наличие боль-

шого пула несинонимичных мутаций, которые 

в дальнейшем будут способствовать формиро-

ванию резистентных штаммов. При этом нуж-

но понимать, что молекулярную модификацию 

белка, вызванную заменой только одной ами-

нокислоты, не всегда можно классифицировать 

как мутацию устойчивости к антимикотикам. 

Поскольку C. albicans является диплоидным 

организмом, то гомозиготное состояние генов, 

ответственных за резистентность к флуконазо-

лу, будет в большей степени снижать эффектив-

ность применение данного лекарственного пре-

парата, чем гетерозиготное [6].

Длительное воздействие антимикотиков 

на клетки грибов так же индуцирует образо-

вание изохромосом и анеуплоидий, благодаря 

чему можно зафиксировать увеличенное или 

уменьшенное количество копий генов, от-

ветственных за отток лекарств из клетки, что 

в дальнейшем может давать селективное преи-

мущество при определенных неблагоприятных 

условиях [17].

Так как филогенетически близкие виды об-

ладают схожей генетической информацией, 

у них можно обнаружить наличие параллель-

ных векторов развития механизмов резистент-

ности к флуконазолу. Гены-ортологи у таких 

видов впереди своего обозначения получают 

две дополнительные буквы от родового и видо-

вого названия вида (табл. 2).

Таблица 1. Путь передачи информации от факторов транскрипции к мембранным транспортерам 

при возникновении резистентности к флуконазолу у грибов рода Candidа

Table 1. A crosstalk between transcription factors and membrane transporters in fluconazole resistance emerging 
in genus Candida

Транскрипционные факторы

Transcription factors
Гены-мишени

Target genes
Целевые белки

Target proteins

ТAC1 →
(ген TAC1 на 5 хромосоме)

(TAC1 gene is located on chromosome 5)

CDR1 и CDR2 →
(3 хромосома)

(CDR1 and CDR2 genes are located on chromosome 3)

Эффлюксные белки АВС

Efflux proteins ABC

МRR1 →
(ген МRR1 на 3 хромосоме)

(MMR1 gene is located on chromosome 3)

MDR1 →
(6 хромосома)

(MDR1 gene is located on chromosome 6)

Эффлюксные белки MFS

Efflux proteins MFS

Примечание. В таблице указано расположение генов на хромосомах в кариотипе C. albicans [20].
Note. Gene location on chromosomes in C. albicans karyotype is shown [20].
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Понятие «медиатор экологического стресса»

Будучи пластичными организмами, при-

спосабливающимися к различным условиям 

внешней среды, представители рода Candida 

приобрели множество защитных стратегий, по-

зволяющих им выживать в организме хозяина 

и демонстрировать высокий уровень устойчи-

вости к многим стрессам. Адаптивный ответ 

у клеток эукариот формируется за счет переда-

чи сигналов через пути митоген-активируемой 

протеинкиназы (MAPK) в ядро, где запуска-

ются такие процессы как активация факторов 

транскрипции, регуляция клеточного цикла 

и активация киназы [11, 27].

Каждый регулятор транскрипционной ак-

тивности гена специфически реагирует на уни-

кальные факторы окружающей среды, такие 

как доступность питательных веществ и кисло-

рода, температура, рН среды и другие.

Зачастую факторы транскрипции выступа-

ют в роли медиаторов экологического стресса. 

Медиатор экологического стресса — это понятие, 

характеризующее плейотропный транскрипци-

онный фактор как структуру, способную воспри-

нимать влияние одного экологического фактора 

и трансформировать его в процесс повышения 

резистентности к лекарственному препарату 

у микромицетов за счет стимулирования работы 

мембраносвязанных транспортеров (рис.).

Примеры функционирования МЭС внутри 

клеток грибов рода Candida

У здоровых хозяев первой линией защиты 

от C. albicans является фагоцитоз. Набор антифу-

гальных механизмов фагоцитарных иммунных 

клеток включает в себя образование токсичных 

активных форм кислорода (синтез супероксида 

(О2
–•) и перекиси водорода), работу катионных 

потоков, пищевую депривацию, поддержание 

экстремальных значений рН и высвобождение 

антимикробных пептидов. Следовательно, су-

Таблица 2. Обозначение гена CDR1 у различных 

представителей рода Candida

Table 2. CDR1 gene designated in various genus 
Candida members

Название вида

Name of species
Обозначение гена

Gene designation
Candida albicans CaCDR1 [28]
Candida auris CDR1 [28]
Candida glabrata CgCDR1 [28]
Candida lusitaniae ClCDR1 [9]
Candida parapsilosis CpCDR1 [32]

Рисунок. Схематическое изображение механизма формирования адаптивного ответа грибов рода 

Candida с помощью МЭС к антимикотику флуконазолу

Figure. A schematic mechanism for developing adaptive anti-Candida response genus involving environmental stress 
mediator against antimycotic fluconazole
Примечание. * — Формирование адаптивного ответа на действие экологического фактора с использованием MAPK 
и дальнейшей активации фактора транскрипции; ** — активация фактора транскрипции, приводящая к нарушению 
накопления лекарств внутри клетки грибов в результате усиления экспрессии мембраносвязанных транспортеров, 
действующих как насосы для оттока антимикотика.
Note. * — Developing adaptive response against environmental factor involves MAPK pathway followed by transcription factor 
activation; ** — transcription factor activation affecting subsequent drug accumulation inside fungal cell due to higher expression 
of membrane-bound transporters acting as pumps for antimycotic efflux.
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ществует большой интерес к стратегиям, ис-

пользуемым C. albicans для уклонения от унич-

тожения макрофагами и нейтрофилами.

Следует отметить, что комбинированное воз-

действие катионного и окислительного стрес-

сов снижает степень адаптивных возможностей 

вида C. albicans к условиям внешней среды и по-

вышает его чувствительность к лекарственным 

препаратам в результате уменьшения биосинте-

за каталазы, что приводит к гипераккумуляции 

внутриклеточных активных форм кислорода 

и разрушению клеток патогена. Эффективность 

уничтожения C. albicans нейтрофилами в ре-

зультате фагоцитоза обусловлена главным обра-

зом синергическим эффектом окислительного 

взрыва и катионного потока, а не воздействием 

каждого стресса по отдельности [12, 19].

Повышенную резистентность к флуконазолу 

можно наблюдать у Candida lusitaniae при нали-

чии в окружающей среде метилглиоксаля, вы-

зывающего окислительный стресс. Данное ве-

щество запускает MRR1-зависимую экспрессию 

не только MDR1, но и MGD1, MGD2, в которых 

зашифрована информация о метилглиоксальре-

дуктазах (Мgd1 и Мgd2). В качестве медиаторов 

экологического стресса в этом случае выступают 

гены MRR1 и САР1 (Сyclase-Аssociated Рrotein 1). 

Было задокументировано, что метилглиоксаль 

вызывает окислительный стресс, как и другие 

известные индукторы транскрипционной ак-

тивности MRR1, а именно: беномил, метотрек-

сат, 4-нитрохинолин-N-оксид, о-фенантролин, 

диэтилмалеат, диамид и комплекс ремоделиро-

вания хроматина Swi/Snf. Паралогичные MG-

редуктазы стимулируют транскрипционный от-

вет у видов C. albicans, C. auris, Candida parapsilosis, 

Candida tropicalis и C. glabrata.

Можно смело утверждать, что диабет, уре-

мия и сепсис являются факторами риска раз-

вития кандидоза, вызванного C. lusitaniae, так 

как при таких состояниях в организме хозяи-

на наблюдается низкое содержание углерода 

и/или фосфатов. Благодаря данному факту ток-

сичный метаболит метилглиоксаль способен не-

обратимо модифицировать белки, липиды и ну-

клеиновые кислоты в клетках хозяина. Одним 

из способов повышения эффективности лечения 

кандидозной инфекции у пациентов, предраспо-

ложеных к повышению уровня метилглиоксаля 

в сыворотке крови, является модулирование про-

цессов жизнедеятельности микромицетов за счет 

потребления пищевой добавки карнозина, из-

вестного поглотителя метилглиоксаля [7, 8].

Несмотря на то что транскрипционный фак-

тор MRR1 является центральным регулятором 

экспрессии MDR1, мутации усиления функ-

ции в факторе транскрипции Cap1 могут также 

опосредовать сверхэкспрессию эффлюксной 

помпы и лекарственную резистентность к флу-

коназолу. Стоит отметить, что одна из основ-

ных ролей Cap1 — это регуляция устойчивости 

к окислительному стрессу у C. albicans. Cap1, ак-

тивируя биосинтез каталазы, ингибирует нега-

тивное воздействие перекиси водорода на клет-

ку. От наличия данного фермента в клетке 

зависит скорость детоксикации данной моле-

кулы. Поэтому именно Cap1 является медиато-

ром экологического стресса, так как запускает 

экспрессиюю MDR1 в ответ на окислительный 

стресс, вызванный перекисью водорода [19].

Для предотвращения развития кандидо-

за в ротовой полости организм хозяина вместе 

со слюной выделяет антимикробный пептид 

гистатин 5 (Hst 5). Данное белковое соедине-

ние обладает фунгицидным действием, так как 

может влиять на функции митохондрий и вы-

зывать окислительный стресс у микромицетов, 

а также ингибировать рост клеток C. albicans 

и защищать эпителий полости рта от инвазии; 

однако конечной причиной гибели клеток гри-

бов является нарушение ионного баланса и ос-

мотический стресс. Выведение данного пепти-

да из цитоплазмы клеток C. albicans происходит 

благодаря работе мембранного транспортера 

Flu1 (Fluconazole resistance). Гиперактивный 

цинк-кластерный фактор транскрипции МRR1 

приводит к конститутивной активации гены 

FLU1 и MDR1. Поэтому патогенные штаммы 

C. albicans могут одновременно демонстриро-

вать невосприимчивость к антимикробному 

пептиду и обладать повышенной устойчиво-

стью к флуконазолу. Изучение МRR1 в каче-

стве медиатора экологического стресса в дан-

ном случае осложняется тем, что гистатин 5 вы-

рабатывается только у приматов. Описанный 

пример подтверждает то, что работу факторов 

транскрипции могут индуцировать окисли-

тельный и осмотический стресс [17, 25, 31].

Анализ литературных данных показал, что 

у представителей рода Candida отсутствуют 

медиаторы экологического стресса, трансфор-

мирующие пищевую депривацию в резистент-

ность к лекарственным препаратам. Поэтому 

при недостатке железа и/или кальция флукона-

зол оказывает фунгицидное, а не фунгистати-

ческое действие [18].

Но при этом следует учитывать, что эффек-

тивность медикаментозного лечения флукона-

золом зависит и от степени поражения орга-

низма хозяина возбудителями кандидоза. Это 

объясняется тем, что потребность в железе у па-

тогенных микромицетов обычно наблюдается 

на начальной стадии развития инфекции, поэ-

тому экспрессия генов повышена из-за ограни-

ченной доступности данного микроэлемента. 

Но при обширном повреждении тканей хозяи-

на происходит ингибирование транскрипции 

из-за легкой усвояемости металла [15].
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Остановимся более подробно на роли комби-

наторного стресса в регулировании резистент-

ных свойств у представителей рода Candida.

Если изолировано оценивать влияние внеш-

них факторов на процессы жизнедеятельно-

сти изучаемых микроорганизмов, то их можно 

классифицировать как позитивные, нейтраль-

ные или негативные. Но, как и все живые ор-

ганизмы, микромицеты в своей естественной 

среде обитания одновременно испытывают 

на себе различные воздействия, по отношению 

к которым в ходе эволюции у них могут фор-

мироваться адаптивные реакции. Применяя 

термин «комбинаторный стресс», нужно пони-

мать, что вероятны перекрестные помехи между 

сигнальными стрессовыми путями, в результа-

те которых одни факторы могут усиливать или 

ослаблять действие на клетку других факторов. 

Поэтому одной из долгосрочных целей в тера-

певтической практике является определение 

и прогнозирование потенциальных адаптивных 

реакций, демонстрируемых представителями 

рода Candida при клинически значимом комби-

наторном стрессе, вызванном динамическими 

колебаниями факторов окружающей среды.

Перспективным направлением в борьбе с воз-

будителями микозов во врачебной практике 

является применение химиосенсибилизирую-

щих агентов, которые участвуют в формирова-

нии комбинированного стресса, оказываемого 

на представителей рода Candida. При этом пода-

вляется функциональная значимость МЭС и по-

вышается химическая чувствительность к азо-

лам у грибов. Применение питавастатина, спо-

собного вступать с флуконазолом и вориконазо-

лом в синергические взаимодействия, приводит 

не только к повышению чувствительности к ле-

карственным препаратам у C. albicans, но и пре-

пятствует образованию биопленок у этого вида.

Применение азолов вместе с цис-2-додеце-

новой кислотой также снижает адаптивные 

возможности грибов и позволяет преодолеть 

устойчивость к противогрибковым препара-

там за счет подавления экспрессии генов МRR1 

и ТАС1 [14, 30].

Учитывая клиническую важность азолов 

при борьбе с кандидозными инфекциями, по-

иск и внедрение во врачебную практику химио-

сенсибилизирующих агентов является одним 

из перспективных напрвлений в современной 

медицине.

Положения, характеризующие работу МЭС

Анализ литературных данных позволил 

сформулировать следующие положения, харак-

теризующие работу транскрипционных факто-

ров в качестве МЭС:

1. Один транскрипционный фактор может 

повышать экспрессию нескольких генов.

2. Один ген может активироваться несколь-

кими факторами транскрипции.

3. Доказано, что активацию факторов транс-

крипции запускают следующие экологичес-

кие факторы: окислительный и осмотический 

стресс. Другие экологические факторы или 

не запускают МЭС или их функциональное 

значение еще предстоит уточнить.

4. Комбинаторный стресс может блокиро-

вать работу МЭС.

Заключение

В настоящее время во многих источниках ли-

тературы в качестве одной из основных причин 

повышения устойчивости к азолам у грибов рода 

Candida рассматривается высокая предрасполо-

женность к мутациям у рассматриваемых в этой 

работе цинк-кластерных факторов транскрип-

ции. Например, в 2020 г. изучали генотипическое 

разнообразия TAC1, МRR1 и белков эффлюксной 

помпы у штаммов C. tropicalis. У изолятов C. auris 

клады IV были зарегистрированы две ранее неиз-

вестные мутации в гене TAC1 [5, 21].

Такой «поверхностный» подход не позволяет 

взглянуть на проблему устойчивости микроор-

ганизмов к лекарственным препаратам со всех 

ракурсов и представить активаторы транскрип-

ции в роли посредников (медиаторов экологи-

ческого стресса) между двумя и более эколо-

гическими факторами, оказывающих влия-

ние на патогенный организм. При назначении 

антифугальной терапии, учитывающей только 

генетическую информацию, хранящуюся в ми-

кромицетах, не формируется полная картина 

о последствиях лечения человека, пораженного 

кандидозной инфекцией. В результате эффек-

тивность применения зарекомендовавших себя 

антимикотиков снижается.

Для полного осмысления понятия «медиа-

торы экологического стресса» нужно понимать, 

что любая клетка представляет собой открытую 

систему, в которой происходят различные хими-

ческие и физические процессы, переплетающие-

ся между собой. Поэтому когда у определенного 

штамма формируется резистентность к конкрет-

ному медикаментозному препарату нужно учи-

тывать не только его генетически обусловленные 

антифугальные свойства, но и различные эколо-

гические факторы, оказывающие влияние на его 

жизнедеятельность. Именно эти факторы могут 

изменять работу генов, контролирующих био-

синтез белковых молекул, ответственных за ре-

зистентные свойства и развитие кандидозной 

инфекции внутри организма хозяина.

Было экспериментально доказано, что не-

гативное влияние на рост клеток штаммов 

C. albicans в ротовой полости оказывает синте-

зированный пептид 0WHistatin 5 (аналог Hst 5), 
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который содержит в своей последовательности 

аминокислоту триптофан. Применение данно-

го липосомального препарата в терапевтичес-

кой практике демонстрирует, как изменение 

экологического фактора сдерживает развитие 

кандидозной инфекции [31].

У вида C. albicans и некоторых штаммов 

Candida dubliniensis, работу Tас1 также активи-

рует фарнезол — молекула-автоиндуктор, эндо-

генное накопление которой в матриксе клеточ-

ного конгломерата инициирует запуск фазы дис-

персии [22]. Поэтому можно предположить, что 

собственные метаболиты грибов или метаболи-

ты микроорганизмов, с которыми они образу-

ют гетеротипические ассоциации, микробиом 

и состояние здоровья хозяина будут выступать 

в качестве триггеров МЭС или, наоборот, угне-

тать их работу. Следует так же учитывать морфо-

логические особенности клеток грибов, стадии 

жизненного цикла и/или стадии формирования 

биопленки, влияющие на процессы жизнедея-

тельности у представителей рода Candida и син-

тезируемые ими вещества в результате многооб-

разных химических реакций [2, 4].

Дальнейшее изучение молекулярных меха-

низмов повышения лекарственной устойчиво-

сти у патогенных микроорганизмов с упором 

на генетический и экологический аспекты по-

зволит осознать эволюционное предназначе-

ние МЭС в процессе жизнедеятельности грибов 

Candida species и выявить видоспецифические 

адаптивные реакции, характерные для пред-

ставителей этого рода. Можно предположить, 

что МЭС будут описаны и у других патоген-

ных микроорганизмов, что даст возможность 

обнаружить параллельные векторы развития 

инфекционного процесса. Благодаря этим 

знаниям возникнут предпосылки для моди-

фицирования современных терапевтических 

схем борьбы с кандидозом, основанные на мо-

дуляции метаболических путей в патогенном 

микроорганизме при введении антимикотиков.
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CANDIDA spp.: МИФ ИЛИ РЕАЛЬНОСТЬ?
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Резюме. Кандидоз — микоз, вызываемый условно-патогенными микромицетами Candida spp. Инфекционный 

процесс может протекать по типу поверхностных форм с поражением кожи и слизистых оболочек, а также 

инвазивных вариантов. Поскольку Candida spp. являются комменсалами, развитие заболевания предполага-

ет дисбаланс между факторами патогенности микромицетов и иммунной системой человека. Исследования 

в области иммунотерапии микотических инфекций особенно актуальны в свете все возрастающей рези-

стентности микромицетов к антифунгальным препаратам. На основании анализа публикаций, посвящен-

ных проблеме иммунотерапии кандидоза с использованием поисковых баз PubMed, ClinicalKey и e-library 

нами проведен анализ основных направлений и достижений иммунотерапии инфекций, вызванных Candida 

spp., описаны возникающие проблемы и дальнейшие перспективы. Создание живой вакцины на основе ат-

тенуированных, генно-модифицированных и мутантных штаммов Candida было начато в 80-е гг. ХХ века 

и продолжается до настоящего времени. Однако создание вакцин на основе рекомбинантных белков, адге-

зинов и ферментов Candida, является более безопасной альтернативой живым вакцинам. Многообещающим 

направлением является и разработка конъюгированных вакцин, в которых слияние более слабых антигенов 

(гликанов клеточной стенки) с иммуногенными белками в качестве носителей приводит к формированию им-

муногенов, способных вызывать стойкий иммунный ответ. В эксперименте изучены также вакцины на осно-

ве инактивированных C. аlbicans в сочетании с термолабильным генетически модифицированным токсином, 

полученным из Escherichia coli в качестве адъюванта. Интересен опыт создания комбинированных препара-

тов, направленные на совместную борьбу с рецидивирующими бактериальными и грибковыми инфекциями 

мочеполовых путей, например сочетание сублингвальной инактивированной поливалентной бактериальной 

вакцины MV140 и сублингвального препарата инактивированной Candida albicans V132. Интересным пред-

ставляется подход и с использованием инактивированных дрожжей S. cerevisiae, их введение обеспечивает 

перекрестную защиту от инфекций, вызываемых C. аlbicans, Aspergillus fumigatus и Coccidioides posadasii. Поиски 

мишеней для иммунотерапии продолжаются, для чего проводятся многочисленные исследования, направ-

ленные на более глубокое понимание механизмов взаимодействия C. аlbicans с макроорганизмом человека. 

В настоящее время 2 рекомбинантные вакцины (PEV7 и NDV-3) успешно прошли I/II фазы клинических ис-

пытаний, что позволяет надеяться на их клиническое использование в недалеком будущем.

Ключевые слова: Candida spp., вакцина, инвазивный микоз, иммунотерапия, кандидоз, поверхностный кандидоз, 

противогрибковая вакцина.
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Abstract. Candidiasis is a mycosis caused by opportunistic pathogenic Candida spp. fungi. The infectious process can 

manifest as superficial forms affecting the skin and mucous membranes, as well as invasive variants. Since Candida spp. 

are commensals, a related disease development implies an imbalance between the pathogenic fungal factors and human 

immune system. Research in the field of immunotherapy of fungal infections is particularly relevant due to the increasing 

resistance to antifungal drugs. Based on the analyzed publications investigating candidiasis immunotherapy retrieved from 

the databases PubMed, ClinicalKey, and e-library, we have assessed the main directions and achievements in immunotherapy 

of infections caused by Candida spp., described emerging issues, and outlined future prospects. The development of live 

vaccines based on attenuated, genetically modified, and mutant Candida strains began in the 1980s and continues to the 

present day. However, creating vaccines based on Candida recombinant proteins, adhesins, and enzymes represents a safer 

alternative to live vaccines. A promising direction is the development of conjugate vaccines, in which the fusion of weaker 

antigens (cell wall glycans) with carrier immunogenic proteins leads to the formation of immunogens capable of eliciting 

a robust immune response. In experiments, vaccines based on inactivated C. аlbicans along with a genetically Escherichia 

coli-derived modified heat-labile toxin as an adjuvant have also been studied. The experience of creating combination 

therapies aimed at combating recurrent bacterial and fungal urogenital tract infections is promising, e.g., the combination 

of sublingual inactivated polyvalent bacterial vaccine MV140 and sublingual preparation of inactivated Candida albicans 

V132. An interesting approach involves the use of inactivated S. cerevisiae yeasts, providing cross-protection against 

infections caused by C. аlbicans, Aspergillus fumigatus, and Coccidioides posadasii. A search for immunotherapy targets 

continues, with numerous studies aimed at a deeper understanding of crosstalk between C. аlbicans and human host. 

Currently, two recombinant vaccines (PEV7 and NDV-3) have successfully completed Phase I/II clinical trials, raising 

hopes for their clinical use in the near future.

Key words: Candida spp., vaccine, invasive mycosis, immunotherapy, candidiasis, superficial candidiasis, antifungal vaccine.

Введение

Микромицеты в последние годы становятся 

все более актуальными и опасными патогенами, 

которые могут быть причиной как «истинных», 

так и оппортунистических инфекций. По оцен-

кам экспертов существует от 2,2 до 3,8 млн ви-

дов микромицетов из них около 600 видов были 

идентифицированы как патогены человека, 

вызывающие заболевания [1,2]. При этом еже-

годно примерно у 6,55 млн пациентов развива-

ются опасные для жизни грибковые инфекции, 

которые становятся причиной смерти у 57% 

из них [3]. По данным международной органи-

зации GAFFI (Global Action For Fungal Infection), 

во всем мире, где ежегодно регистрируется око-

ло 55 млн смертей от различных причин, до 6,7% 

из них приходится на грибковые инфекции, что 

превосходит смертность от туберкулеза, маля-

рии, гепатита или пневмонии [4].

Согласно ВОЗ, грибы рода Candida являются 

наиболее распространенной причиной мико-

тических инфекций и входят в группу патоге-

нов критического и высокого приоритета [5]. 

Наиболее частой причиной кандидоза являют-

ся штаммы Candida albicans. Candida spp. явля-

ются представителями нормальной микробио-

ты организма человека: их можно обнаружить 

на поверхности кожи и слизистых (дыхатель-

ных путей, желудочно-кишечного тракта и уро-

генитального тракта) у здорового человека. 

Однако при нарушении целостности барьерных 

тканей, а также при нарушении работы меха-

низмов иммунной защиты дрожжеподобные 

грибы Candida spp. могут проникать в ткани или 

формировать псевдомицелий на поверхности 

слизистых, вызывая заболевание. Клинические 

варианты инфекций, вызываемые Candida spp., 

варьируют от поверхностного кандидоза кожи 

и слизистых оболочек (например, кандидозный 

вульвовагинит и орофарингеальный кандидоз), 

до опасных для жизни инфекций, таких как 

кандидемия, кандидозный перитонит, эндо-

кардит или менингит. Летальность при инва-

зивном кандидозе достигает 63,6% [3].

Основным возбудителем поверхностного 

и инвазивного кандидоза до настоящего време-

ни является Candida albicans, однако в структуре 

этиологического спектра заболевания в послед-

ние годы увеличивается число не-albicans видов, 

таких как Candida glabrata, Candida parapsilosis, 

Candida tropicalis, Candida krusei и др. [6]. Более 

того, появление нового вида Candida auris, обла-

дающего резистентностью ко многим антими-

котикам, стало значимой проблемой в системе 

здравоохранения [7, 8]. Инвазивные и поверх-

ностные микозы в целом поддаются лечению 

антифунгальными препаратами. Однако раз-

витие инвазивного кандидоза на фоне сохра-

нения и прогрессирования фоновых иммуно-



29

2025, Т. 15, № 1 Иммунотерапия кандидоза: миф или реальность?

супрессивных состояний, утяжеляющих со-

стояния пациентов, невозможность замены 

инвазивных устройств, связаны с необходимо-

стью использования комбинации дорогостоя-

щих препаратов и повышением токсичности 

антимикотичес кой терапии. Такие ситуации 

наглядно демонстрируют необходимость по-

иска новых подходов к лечению, в частности 

иммунотерапии. При поверхностных микозах 

подключение иммунотерапии также целесоо-

бразно, поскольку эти формы инфекции свя-

заны с нарушением работы факторов местной 

защиты.

Цель исследования: проведение анализа 

опубликованных данных для определения воз-

можности применения иммунотерапии, ее эф-

фективности и безопасности при инфекциях, 

вызванных Candida spp.

Материалы и методы

Проведен анализ публикаций, посвященных 

проблеме иммунотерапии кандидоза с исполь-

зованием поисковых баз PubMed (на май 2024 г.), 

ClinicalKey (на май 2024 г.) и e-library (на май 

2024 г). При поиске информации использова-

ли следующие ключевые слова: Candida spp., 

вакцина, инвазивный микоз, иммунотерапия, 

кандидоз, поверхностный кандидоз, противо-

грибковая вакцина, vaccine, invasive mycosis, 

immunotherapy, candidiasis.

Candida spp. и механизмы иммунного 
ответа

На протяжении всей истории человечества 

грибы рода Candida эволюционировали вместе 

с человеком. Они приобрели способность коло-

низировать кожу и слизистые оболочки, не вы-

зывая заболевания. Однако для здоровья людей 

с ослабленным иммунитетом эта колонизация 

представляет серьезный риск [9].

Иммунная система человека реагирует 

на Candida spp. посредством механизмов врож-

денного и адаптивного иммунного ответа [10]. 

Механизмы врожденного иммунного ответа 

подразумевают физические и химические ба-

рьеры эпителия кожи и слизистых оболочек 

полости рта, верхних дыхательных путей, же-

лудочно-кишечного тракта и урогенитально-

го тракт [11]. При грибковой инфекции пато-

ген-ассоциированные молекулярные паттерны 

(PAMP) C. аlbicans распознаются паттерн-рас-

познающими рецепторами (PRR), такими как 

лектиновые и Toll-подобные рецепторы (TLR), 

которые запускают продукцию медиаторов 

воспаления, привлекая и активируя фагоцити-

рующие клетки. Элементы грибов Candida spp. 

захватываются и подвергаются фагоцитозу ре-

зидентными макрофагами, дендритными клет-

ками (ДК) и полиморфноядерными нейтрофи-

лами. При контакте с Candida spp. макрофаги 

и нейтрофилы высвобождают антимикробные 

пептиды, воспалительные цитокины и хемо-

кины. Сразу после возникновения инфекции 

макрофаги могут фагоцитировать и разрушать 

дрожжевые клетки, снижая грибковую на-

грузку, а далее, на ранних стадиях инфекции, 

моноциты более эффективны, чем макрофаги 

или дендритные клетки [12]. Основную роль 

в уничтожении микромицетов играют нейтро-

филы: они могут образовывать нейтрофильные 

внеклеточные ловушки (NET), которые захва-

тывают C. аlbicans [13]. Кроме того, нейтрофилы 

предотвращают переход бластопоров C. аlbicans 

в гифы [14, 15]. Показано, что нейтропения яв-

ляется значимым фактором риска инвазивных 

грибковых инфекций. Другими клетками врож-

денного иммунитета, участвующими в иммун-

ном ответе, являются натуральные киллеры, 

которые разрушают клеточную стенку грибов 

и вызывают их гибель, секретируя цитотокси-

ческие молекулы (перфорины и гранзимы) [16]. 

Также эффективным механизмом иммунной 

защиты является система комплемента. При ак-

тивации комплемента создаются опсонины, 

стимулирующие фагоцитоз, и анафилатоксины 

(C3a, C4a и C5a), ответственные за хемоаттрак-

цию и активацию иммунных клеток [17]. Таким 

образом, механизмы врожденного иммунного 

ответа играют основную роль в инициировании 

защиты от грибковых инфекций [18]. Контроль 

над нейтрофилами и моноцитами осуществля-

ют лимфоциты адаптивного иммунитета, тут 

важная роль принадлежит их субпопуляциям 

Th17, Th1 и Treg [19]. Th1 активируют цитоток-

сическую активность моноцитов/макрофагов 

и CD8+ лимфоцитов, cекретируя цитокины 

(в основном, IFNγ и TNFα). Также они способ-

ствуют синтезу высокоаффинных IgG-антител 

В-лимфоцитами. Такие антитела нейтрализуют 

белки микромицетов, блокируют закрепление 

грибов на клетках макроорганизма, препятству-

ют образованию биопленок, ингибируют обра-

зование ростовых трубок, тем самым ограничи-

вая грибковую нагрузку (рис., II обложка) [20].

Когда равновесие между иммунным ответом 

хозяина и микромицетами нарушается (напри-

мер, в условиях химиотерапии и иммунотера-

пии онкологических заболеваний, трансплан-

тации органов, при использовании глюкокор-

тикостероидов и других иммуносупрессоров) 

создаются условия для активации механизмов 

агрессии микромицетов, что, в зависимости 

от механизмов иммуносупрессии, ее степени 

и продолжительности, приводит к развитию 

поверхностного или инвазивного кандидо-

за [21, 22].
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При нарушении механизмов, сдерживающих 

инфекцию, активируются факторы патогенно-

сти микромицетов, усиливается их способность 

к адгезии и инвазии в ткани. Адгезия дрожже-

вых клеток к поверхности эпителия происхо-

дит с помощью белков Аls1–7, Аls9, hwp1 [23], 

Еap1 [24] и Рga1 [25]. Семейство генов Als коди-

рует восемь белков клеточной стенки (Als1–7 

и Als9). Als3 представляет собой поверхност-

ный белок, обнаруженный в гифах C. аlbicans, 

который опосредует прикрепление дрожже-

вых клеток к эндотелиальным и эпителиаль-

ным клеткам, а также к белкам внеклеточно-

го матрикса [27]. Als3 играет ключевую роль 

не только при эндоцитозе, но и в активном про-

никновении в ткани [28], и считается много-

обещающей мишенью для иммунотерапии [27]. 

Распространенные условно-патогенные штам-

мы дрожжей также экспрессируют гены, коди-

рующие транспортеры, липазы и олигопепти-

ды [26]. В отличии от них, высокопатогенные 

штаммы активнее экспрессируют гены, связан-

ные с ростом грибов, образованием мицелия 

и биопленки. Продукты этих генов также рас-

сматриваются как потенциальные мишени для 

иммуннотерапии кандидоза.

Экспериментальные препараты 
для иммунотерапии

Основная цель иммунотерапии — повышение 

способности сопротивляться инфекциям [29]. 

Стратегией иммунотерапии может быть введе-

ние колониестимулирующих факторов с целью 

увеличения популяции нейтрофилов или лим-

фоцитов. Также ведется поиск путей стимуля-

ции антигенспецифического иммунного ответа 

с помощью вакцин. Однако разработка вакцин 

к микроорганизмам-комменсалам является не-

традиционной задачей, и успех на этом пути 

не гарантирован. Поэтому значительный инте-

рес вызывает возможность антигеннеспецифи-

ческой активации клеток врожденного имму-

нитета (нейтрофилов, моноцитов) механизмами 

тренирующего иммунитета (trained immunity), 

поскольку снижение функциональной активно-

сти этих клеток является решающим фактором 

при развитии микозов. Значительные ожидания 

связывают и с применением моноклональных 

антител, способных блокировать антигенные 

детерминанты молекул, которые входят в состав 

клеточной стенки грибов, что приводит к нару-

шению функции клеток.

Первые попытки создать иммунопрапараты 

против кандидоза, были связаны с разработкой 

вакцин. Исторически живые аттенуированные 

вакцины были ориентированы на вирусы, пер-

вые попытки создания такой вакцины в отно-

шении дрожжеподобных микромицетов были 

предприняты в 1986 г. [30, 31, 32]. Живая аттену-

ированная вакцина формируется на основе ос-

лабленного патогена, который не вызывает за-

болевания у здорового человека, но достаточно 

иммуногенен для того, чтобы вызвать стойкий 

иммунный ответ. Впервые Bistoni F. и соавт. 

заявили о создании такой вакцины на основе 

модифицированного штамма C. аlbicans PCA-2, 

устойчивого к каспофунгину. При введении 

этой вакцины мышам наблюдали увеличение 

числа полиморфноядерных лейкоцитов с вы-

сокой противогрибковой активностью в пери-

ферической крови. Из этого был сделан вывод, 

что вакцинация на основе PCA-2 должна обе-

спечить защиту при контакте с патогеном [33]. 

Однако дальнейшие исследования этого 

не подтвердили.

К созданию живой аттенуированной вак-

цины вновь обратились специалисты уже 

в XXI веке. Для этого Фернандес-Аренас E. 

и соавт. вводили мышам низковирулентные 

штаммы C. аlbicans CM1613 и CNC13, а также 

морфологически дефектный мутант 92’ [34]. 

В цитируемом эксперименте примерно в 60–

70% случаев выживали вакцинированные 

мыши, которым вводили препарат, содержа-

щий штамм C. аlbicans CNC13 в летальной дозе 

(модель кандидемии), что сопоставимо с вы-

живаемостью при использовании антимико-

тических препаратов. Это исследование по-

казало, что при иммунизации CNC13 индуци-

ровались как клеточный, так и гуморальный 

ответ на инфекцию, и была определена четкая 

разница в структуре антител в сыворотках жи-

вотных, вакцинированных мутантом CNC13, 

и невакцинированных.

Другой экспериментальный подход к созда-

нию живой аттенуированной вакцины был ос-

нован на использовании генетически модифи-

цированных вакцинных штаммов C. аlbicans. 

Saville S. и соавт. в 2009 г. создали штамм tet-

NRG1 C. аlbicans, в котором репрессор фила-

ментации гриба NRG1 может сверхэкспресси-

роваться в присутствие доксициклина, а при 

отсутствии доксициклина в питательной среде 

в процессе культивирования экспрессия NRG1 

снижалась. Было показано, что введение пре-

паратов на основе данного штамма повышает 

выживаемость мышей при инфицировании 

летальной дозой C. аlbicans [35]. Аналогичным 

образом, были созданы различные аттенуиро-

ванные штаммы C. аlbicans (например, RML2U) 

способные активировать иммунный ответ в мо-

дели инвазивного кандидоза [36].

Поиски в этом направлении продолжаются. 

Так Shen H. и соавт. (2020) обнаружили, что му-

тантный штамм C. аlbicans GPI7, является ави-

рулентным и содержит в своей структуре «обна-

женный» β-(1,3)-глюкан клеточной стенки, что 
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способствует активации синтеза антител. В экс-

перименте аттенуированный штамм C. аlbicans 

GPI7 эффективно защищал мышей от диссеми-

нированного инвазивного кандидоза [37].

Для повышения безопасности биопрепа-

ратов у людей с ослабленным иммунитетом 

была исследована возможность переноса раз-

розненных антигенов Candida на непатогенных 

грибах Saccharomyces cerevisiae в качестве век-

тора. Безопасность и активность Saccharomyces 

cerevisiae, подтверждается тем, что их использу-

ют в качестве адъюванта при изготовлении вак-

цин против таких патогенов, как вирус лихорад-

ки Денге, SARS-CoV-2, H5N1, Helicobacter pylori, 

Toxoplasma gondii и т. д. Доклинические данные 

показали, что в ответ на вакцины на основе 

S. cerevisiae активируются ДК и CD4+ Т-клетки, 

а также происходит перекрестное праймирова-

ние CD8+ Т-клеток. Однако сохраняются про-

блемы с клиническим применением этих раз-

работок, так как пока вакцины недостаточно 

стабильны и специфичны, а также не изучена 

безопасность их применения у лиц с ослаблен-

ным иммунитетом [38]. Ключевые факторы, 

препятствующие клиническому успеху пере-

численных экспериментальных препаратов, 

связаны с тем, что в некоторых исследованиях 

не наблюдали значимых преимуществ по срав-

нению с плацебо. Кроме того, показаны слу-

чаи реверсии авирулентных аттенуированных 

штаммов в вирулентные, а также имеется опа-

сение, что активированный иммунный ответ 

может бесконтрольно развиваться и приводить 

к чрезмерным реакциям у иммунокомпромети-

рованных больных [39].

Сложности создания традиционных «жи-

вых» вакцин против Candida spp. привели к ак-

тивному внедрению генно-инженерных ме-

тодов, включая перенос генов, кодирующих 

иммуногенные антигены, которые теперь рас-

сматриваются как приоритетное направление 

возможной иммунотерапии.

Создание вакцин на основе рекомбинант-

ных белков является гораздо более безопасной 

альтернативой живым вакцинам из-за отсут-

ствия инфекционных агентов в их составе [40]. 

Учитывая обширное антигенное и генетичес-

кое разнообразие C. аlbicans, наиболее эффек-

тивный подход к разработке иммунотера-

пии может включать одновременное воздей-

ствие на несколько несвязанных антигенов. 

Действительно, в эксперименте вакцины, со-

держащие рекомбинантные белки Als1p и Als3p, 

отдельно или в сочетании с различными адъю-

вантами, продемонстрировали значительный 

иммуногенный потенциал. Так Ibrahim A.S 

и соавт. показали, что введение мышам реком-

бинантных N-Als1 (rAls1p-N) предотвращало 

развитие тяжелого инвазивного кандидоза с ле-

тальным исходом у 50–57% животных [41]. В дру-

гом эксперименте в ходе доклинических испы-

таний препарата NDV-3A на основе rAls3p-N 

также был показан положительный эффект. 

NDV-3 состоит из рекомбинантного белка Als3p 

с алюминиевыми квасцами в качестве адъю-

ванта. Применения препарата приводило к ин-

гибированию адгезии микромицетов к эпите-

лиальным/эндотелиальным клеткам. Препарат 

NDV-3 продемонстрировал значительную им-

муногенность, вызывая эффективный ответ 

B- и T-клеток на мышиной модели, тем самым 

успешно предотвращая как поверхностный, так 

и инвазивный кандидоз у мышей [42]. Кроме 

того, были проведены клинические исследова-

ния фазы I, включавшие контрольную группу 

и 40 здоровых взрослых людей, получивших 

одну дозу NDV-3, содержащую 30 или 300 мкг 

белка Als3p. В ходе I фазы клинических испыта-

ний было обнаружено, что вакцина NDV-3 без-

опасна и эффективна. Основной эффект связа-

ли с активацией пролиферации специфических 

Т-клеток, которые продуцируют цитокины 

IFNγ и IL-17A, а также повышают уровни обще-

го IgG и IgA1 против Als3p [43]. В ходе дальней-

ших исследований было показано, что препарат 

работает и в биопленках, препятствуя адгезии 

дрожжеподобных грибов [42].

Другой важной группой белков-иммуноге-

нов C. аlbicans, являются секретируемые аспар-

тилпротеазы (SAP). Введение рекомбинантно-

го Sap2 интравагинально или интраназально, 

самостоятельно или с холерным анатоксином 

в качестве адъюванта, приводило к устране-

нию кандидозного вульвовагинита у экспери-

ментальных животных [44, 45, 46]. De Bernardis 

и соавт. (2002) разработали модифицирован-

ную версию аспартилпротеиназы-2 Candida 

albicans, заключенную в виросомы на основе 

вируса гриппа (PEV-7). Препарат вызывал об-

разование антител у мышей и крыс после вну-

тримышечного введения. Также были обнару-

жены антитела во влагалищной жидкости, как 

при интравагинальном, так и при внутримы-

шечном введении препарата мышам и крысам. 

На крысиной модели кандидозного вагинита 

при интравагинальном введении PEV7 проде-

монстрировали существенную и длительную 

защиту, вероятно опосредованную в основном 

антителами. Введение повторных доз крысам 

подтвердило безопасность PEV7 [45].

Как потенциальные мишени для иммуно-

терапии также были исследованы малатдегид-

рогеназа C. аlbicans (Mdh1p) [46], белок тепло-

вого шока Hsp90p и белок клеточной стенки 

Hyr1p [47]. На основе рекомбинантного антитела 

человека к белку теплового шока 90 (rP-HSP90C) 

был разработан препарат Микограб. В экспе-

рименте обнаружено, что Микограб в сочета-
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нии с амфотерицином B обеспечивает защиту 

от инфекций, обусловленных C. аlbicans, C. krusei 

и C. glabrata [47, 48]. Однако не было доказано 

преимуществ его использования по сравнению 

с антимикотиками в качестве монотерапии.

Аналогично, белок клеточной стенки 

rHyr1-N при подкожном введении с адъюван-

том Фрейнда, либо с гидроксидом алюминия 

продемонстрировал клинически значимую 

эффективность против C. аlbicans, C. glabrata, 

C. krusei, C. parapsilosis и C. tropicis у иммуноком-

петентных мышей в экспериментальной модели 

кандидемии [49]. В настоящее время эта группа 

препаратов представляет значительный клини-

ческий интерес.

Конъюгированные иммунопрепараты

Многообещающим направлением является 

разработка конъюгированных вакцин, в кото-

рых слияние более слабых антигенов (обычно 

полисахаридов клеточной стенки) с иммуно-

генными белками в качестве носителей при-

водит к формированию иммуногенов, спо-

собных вызывать стойкий иммунный ответ. 

Конъюгация маннозосодержащих углеводов 

клеточной стенки микромицетов (в том числе 

C. аlbicans) с антигенными пептидами усили-

вает презентацию антигена, создавая эффек-

тивные синтетические гликопептидные моле-

кулы. Такие конъюгаты позволяют полисаха-

ридам стимулировать В-клетки, способствуя 

Т-независимым иммунным реакциям, а также 

создают условия для представления Т-клеткам 

полисахаридных антигенов, связанных с пеп-

тидами [50]. Несколько видов Candida экспрес-

сируют гликановую структуру β-(Man)3, кото-

рая может использоваться в сочетании с различ-

ными носителями и адъювантами [50]. В экс-

перименте Xin H. и соавт. (2019) использовали 

вакцину на основе пептидных молекул, облада-

ющих структурной гомологией с эпитопом гли-

кана β-(Man)3. Чтобы усилить иммунный ответ 

и повысить эффективность препарата, антиген 

соединили со столбнячным анатоксином (ТТ) 

с образованием конъюгата (Man)3-Fba-TT. В ре-

зультате вакцинации вовлекались иммуноло-

гические механизмы, аналогичные защитному 

действию при внедрении микромицетов в тка-

ни, — активация нейтрофилов, активация си-

стемы комплемента и синтез антител изотипа 

IgG3, что указывает на формирование механиз-

мов иммунологической памяти [51].

В целом, конъюгированные вакцины могут 

быть средствами борьбы с грибковыми инфек-

циями. Стратегия нацеливания на общие эпи-

топы дает надежду на создание пангрибковых 

вакцин, которые принесут пользу различным 

группам пациентов.

Иммунопрепараты на основе 
инактивированных C. аlbicans

Иммунопрепараты на основе инактивиро-

ванных C. аlbicans также были изучены в экс-

перименте. Введение инактивированных на-

греванием штаммов C. аlbicans в сочетании 

с термолабильным генетически модифициро-

ванным токсином, полученным из Escherichia 

coli (R192G) в качестве адъюванта, показала 

стимуляцию иммунного ответа на животных 

моделях, но не обеспечила достаточную защи-

ту [52]. Аналогичные исследования были прове-

дены с использованием S. cerevisiae [53].

Продолжаются попытки создать комбини-

рованные препараты, направленные на борьбу 

с рецидивирующими как бактериальными, так 

и грибковыми инфекциями мочеполовых пу-

тей. Так, было опробовано сочетание сублинг-

вальной инактивированной поливалентной 

бактериальной вакцины MV140 (Uromune, соз-

данной на основе бактерий, вызывающих боль-

шинство инфекций мочеполовых путей у евро-

пейских пациентов: 75% грамотрицательных 

бактерий (25% Escherichia coli, 25% Proteus vulgaris 

и 25% Klebsiella pneumoniae) и 25% грамположи-

тельных бактерий (Enterococcus faecalis) и су-

блингвального препарата инактивированной 

Candida albicans V132 в равной пропорции [54]. 

Пилотное исследование показало, что сублинг-

вальное введение V132 в значительной степени 

предотвращает рецидивы кандидоза, обеспечи-

вая дополнительную защиту от инфекций мо-

чеполовых путей при 50% концентрации в соче-

тании с MV140 в составе комплексной вакцины. 

Также результаты показали, что мыши, имму-

низированные данным комплексом, продемон-

стрировали усиленную продукцию IgG и IgA 

против C. аlbicans, по сравнению с мышами, им-

мунизированные только V132, что позволило 

предположить, что MV140 может усилить спо-

собность V132 вызывать гуморальные реакции. 

Исследование иммуногенных свойств комби-

нации вакцин MV140/V132 показало эффек-

тивную стимуляцию ДК, индукцию Т-клеток, 

продуцирующих IFNγ и IL-17A, а также регуля-

торных FOXP3+ Treg-клеток. Показано также, 

что комбинация вакцин MV140/V132 запускает 

эпигенетическое перепрограммирование ДК 

человека, способствуя индукции тренирован-

ного иммунитета. Однако то, как комбинация 

V132 и MV140 может регулировать функцию му-

козальных ДК и стимулировать их способность 

инициировать адаптивные иммунные реакции 

на молекулярном уровне, все еще недостаточно 

изучено. Сложность достижения комплексной 

защиты связана с трудностью определения оп-

тимальных концентраций вакцинных антиге-

нов, а также баланса между их иммуногенно-
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стью и токсичностью. Для внедрения в клини-

ческую практику такого вакцинного комплек-

са необходимы дальнейшие доклинические 

и клинические исследования, направленные 

на изучение задействованных механизмов.

Интересным представляется и подход с ис-

пользование дрожжей S. cerevisiae в инактиви-

рованной форме, так как было показано, что 

их подкожное введение обеспечивает пере-

крестную защиту от инфекций, вызываемых 

C. аlbicans, A. fumigatus и Coccidioides posadasii. 

В частности, вакцинация убитыми нагре-

ванием дрожжевыми клетками по 3-, 4- или 

6-дневному графику обеспечивала защиту 

от заражения Candida посредством образова-

ния антител, направленных против гликанов, 

общих для клеточной стенки Saccharomyces 

и Candida, в дополнение к активации клеточ-

ных ответов через Th1 и Th17. Эффективность 

введения S. cerevisiae в данном случае основа-

на на наличии сходных полисахаридов (бета-1, 

3-D-глюкан и маннан) [53].

Другие возможности иммунотерапии 
кандидоза

Продолжающийся поиск антигенов для сти-

муляции иммунного ответа посредством про-

теомного анализа открывает перспективы даль-

нейшего поиска препаратов для лечения кан-

дидоза [55]. Значительные успехи были достиг-

нуты при изучении антигена Eno1p C. аlbicans. 

Введение белка Enop1 мышам приводило к по-

вышению уровня антител против Eno1p, кото-

рые защищали от инфекции C. аlbicans до 60% 

мышей [56]. В качестве адъювантов при имму-

низации использовали наночастицы серебра 

и золота. Заметным результатом вакцинации 

было повышение системных уровней IFNγ, что 

указывает на полезную активацию фагоцитов 

для элиминации клеток дрожжей при отсут-

ствии каких-либо аллергенных реакций [55]. 

Таким образом, использование антигенов 

C. аlbicans с наночастицами серебра и золота яв-

ляется возможным методом повышения проти-

вогрибкового иммунитета.

Грибы обладают уникальной способностью 

проявлять морфологическую и фенотипичес-

кую пластичность [57]. C. аlbicans способны 

обратимо преобразовываться из дрожжевой 

в псевдомицелиальную и мицелиальную фор-

мы. Одноклеточные дрожжи C. аlbicans обыч-

но считаются безвредными колонизаторами. 

Однако их трансформация в мицелиальную 

форму связана с усилением адгезии и появле-

нием инвазивности, усиливающих их патоген-

ность. Другие белки, специфичные для гифа, 

или ассоциированные с ними, такие как Hyr1, 

Hwp2, Plb5 и Sod5, также были предложены 

в качестве потенциальных мишеней для им-

мунотерапии [58], поскольку при этом мини-

мизируется воздействие на нормальные формы 

комменсальных дрожжей и нормальную ми-

кробиоту [59, 60]. Представляется, что мульти-

валентные препараты, способные формировать 

иммунные реакции против различных штам-

мов или серотипов одного и того же патогена, 

могут обеспечить более комплексную и адап-

тируемую стратегию распознавания и блоки-

рования антигенов и факторов вирулентности, 

распространенных в разных органах и в разное 

время [59].

Заключение

Клинические исследования в области им-

мунотерапии микотических инфекций необхо-

димы в свете все возрастающей резистентности 

микромицетов к антифунгальным препаратам. 

Понимание патогенетических механизмов кан-

дидоза, устойчивости микромицетов к проти-

вогрибковым лекарственным средствам помо-

гает обнаружить дополнительные мишени для 

иммунотерапии грибковых заболеваний. Хотя 

исследования в этой области ведутся уже около 

50 лет, тем не менее на сегодняшний день их ре-

зультаты не внедрены в клиническую практику.

Разработка вакцин, способных бороться 

с широким спектром заболеваний, вызванных 

Candida spp., является сложной задачей из-за 

множества локализаций инфекции, фоновых 

иммунодефицитных состояний у пациентов 

в группах высокого риска. В настоящее время 

только 2 рекомбинантных препарата — PEV7 

и NDV-3 — достигли I/II фазы клинических 

испытаний.

NDV-3A — первый препарат, доказавший 

эффективность в доклинических испытаниях. 

Во время исследования фазы 1 NDV-3A у вак-

цинированных выявили повышенные титры 

специфических антител и усиление продук-

ции цитокинов, в клиническом исследовании 

в фазе 1b/2a NDV-3A при рецидивирующем 

кандидозном вульвовагините. У пролеченных 

пациенток (женщин в возрасте до 40 лет) на-

блюдали снижение числа эпизодов кандидоз-

ного вульвовагинита в течение 12 месяцев после 

вакцинации [43]. Однако в некоторых случаях 

терапевтические дозы усугубляли заболевание 

из-за чрезмерно выраженной воспалительной 

реакции.

Поиски мишеней для иммунотерапии про-

должаются, для чего проводятся многочис-

денные исследования, направленные на более 

глубокое понимание механизмов взаимодей-

ствия C. аlbicans с макроорганизмом «хозяи-

на». На этапе доклинических исследований 

необходимо тщательное изучение препаратов 
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на различных животных моделях, обладаю-

щих различными особенностями иммунного 

статуса. На следующих этапах клинических 

испытаний требуется отработать режимы дози-

рования с учетом профиля безопасности, фар-

макокинетики и терапевтического эффекта. 

Необходимость соответствия всем этим кри-

териям в совокупности определяет сложность 

создания иммунологических препаратов для 

лечения инфекций, вызванных Candida spp., од-

нако принципиальная возможность их созда-

ния представляется весьма вероятной. 
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Резюме.  Целью работы являлось определение безопасности перорального использования коммерческих пре-

паратов коллоидного наносеребра в период беременности путем изучения некоторых медико-биологических 

параметров: состояния микробиоты и местной неспецифической резистентности толстой кишки; течения 

и исхода беременности; морфологии жизненно важных органов — почек, печени, мозга у мышей, принимав-

ших эти препараты, и у их потомства. В работе использованы микробиологические, биохимические, гистоло-

гические методы исследования. Эмпирически выбранные коммерческие препараты коллоидного наносеребра 

(«Аджента», «Витаргол») и рекомендованные для внутреннего применения людям были использованы в экспе-

рименте in vivo путем 30-дневного выпаивания беременных мышей в терапевтической дозе. В результате отме-

чено восстановление баланса в микробиоме толстой кишки животных за счет снижения численности возбуди-

телей: энтеробактерий, стафилококков и кандид. В копрофильтратах обеих групп мышей, принимавших как 

«Адженту», так и «Витаргол», состояние местной неспецифической резистентности свидетельствовало о несо-

стоятельности местной антирадикальной защиты. Если после терапии «Аджентой» отмечался дисбаланс в ра-

боте антиоксидантных ферментов, когда активность супероксиддисмутазы в 1,5 раза превышала контрольный 

уровень, а активность каталазы в 2 раза была ниже его, способствуя увеличению содержания продукта перок-

сидации — малонового диальдегида в 2,6 раза, то после терапии «Витарголом» активности супероксиддисмута-

зы и каталазы составляли всего лишь 43% и 25%, а количество малонового диальдегида достигало максимально 

высокого уровня — 431%. Микроскопическое исследование всех биоптатов органов экспериментальных мышей 

из групп, принимавших коммерческие препараты коллоидного наносеребра «Аджента» и «Витаргол», каких-

либо принципиальных различий не обнаружило. При этом у всех животных присутствуют морфологические 

изменения в тканях: зернистая дистрофия гепатоцитов, нефроцитов проксимальных и дистальных каналь-

цев, в препаратах печени перинуклеарно имеется просветление цитоплазмы в отдельных группах печеночных 

клеток. Во всех препаратах мозга — умеренно выраженный периваскулярно-перицеллюлярный отек, полно-

кровие сосудов, дистрофия нейронов. Однако при гистологическом исследовании печени молоди, выросшей 

на грудном молоке самок, также принимавших в терапевтических дозах «Витаргол», каких-либо отрицатель-
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ных изменений обнаружено не было. Несмотря на то что процессы вынашивания беременности и деторожде-

ния у мышей протекали нормально, результаты исследования свидетельствуют о недостаточной безопасности 

выбранных препаратов для перорального использования при беременности.

Ключевые слова: коллоидное наносеребро, микробиота толстой кишки мышей, копрофильтраты, местная неспецифическая 

резистентность, беременность, морфологические изменения тканей.

BIOMEDICAL PARAMETERS ASSESSED IN PREGNANT MICE RECEIVING ORAL COMMERCIAL 

NANOSILVER PREPARATIONS

Gapon M.N.a, Ivanova E.A.a, Tverdokhlebova T.I.a,b, Kantaria А.V.c, Tagirov Z.T.b, Loginov I.A.b, Gapon E.A.a,b

a Rostov Research Institute of Microbiology and Parasitology of Rospotrebnadzor, Rostov-on-Don, Russian Federation
b Rostov State Medical University of the Ministry of Health of Russia, Rostov-on-Don, Russian Federation
c Pathoanatomical Bureau, Rostov-on-Don, Russian Federation

Abstract. The aim of the work was to determine the safety of oral commercial colloidal nanosilver preparations during 

mouse pregnancy by assessing microbiota and local colonic nonspecific resistance; pregnancy course and outcome; 

morphology of vital organs — kidneys, liver, brain in pregnant mice and paired offspring. Microbiological, biochemical, 

and histological research methods were used in the work. Empirically selected commercial colloidal nanosilver preparations 

(“Ajenta”, “Vitargol”) recommended for internal use in humans at a therapeutic dose were used in an in vivo experiment 

by 30-day watering of pregnant mice. As a result, the large intestine microbiome balance was restored due to decreased 

in number of pathogens: enterobacteria, Staphylococcus and Candida. In the coprofiltrates of both groups of mice receiving 

both “Adjenta” and “Vitargol”, the state of local nonspecific resistance showed impaired local antiradical protection. 

If after “Adjenta” therapy there was an imbalance in antioxidant enzyme system, when the activity of superoxide dismutase 

was 1.5 times higher than control level, and catalase activity was 2 times lower contributing to higher level of peroxidation 

product — malondialdehyde by 2.6 times, then after “Vitargol” therapy activity of superoxide dismutase and catalase 

was only 43% and 25%, and the amount of malondialdehyde peaked reaching 431%. Microscopic examination of all 

organ biopsies from mice receiving commercial colloidal nanosilver preparations “Ajenta” and “Vitargol” revealed no 

fundamental differences. At the same time, morphological changes in tissues were found in all animals: granular dystrophy 

of hepatocytes, nephrocytes of the proximal and distal tubules, perinuclearly in liver preparations there is a cytoplasm 

enlightenment in some liver cell types. In all brain samples, there is moderate perivascular-pericellular edema, vascular 

fullness, neuron dystrophy. However, breast-fed mouse pup liver histological examination from paired female mice after 

oral Vitargol intake revealed no negative changes. Despite the fact that the processes of gestation and childbirth in mice 

proceeded normally, the results of the study indicate insufficient safety of the selected drugs for oral use during pregnancy.

Key words: colloidal nanosilver, mouse colon microbiota, coprofiltrates, local nonspecific resistance, pregnancy, morphological changes 

in tissues.

Введение

Проблема борьбы с антибиотикоустойчивы-

ми штаммами возбудителей инфекционных за-

болеваний продолжает оставаться актуальной 

для медицины [1, 5]. Среди новейших разрабо-

ток современных ученых на первое место выхо-

дит направление нанотехнологии, занимающее-

ся синтезом наночастиц, имеющих размер менее 

100 нм, что позволяет им проникать через микро-

скопические поры и уничтожать бактерии [9, 12, 

16, 17]. В настоящее время использование препа-

ратов наносеребра считается очень перспектив-

ным в связи с отсутствием устойчивых к нему 

форм микробов, грибов и вирусов [22]. Поэтому 

широко рассматривается возможность терапев-

тического применения наночастиц серебра [7]. 

Большинство препаратов коллоидного наносе-

ребра используют в медицине и в косметологии 

путем наружного применения [19]. Значительно 

реже наноколлоид серебра используется перо-

рально для лечения инфекций желудочно-ки-

шечного тракта [11]. При создании таких препа-

ратов прежде всего учитывается их безопасность, 

однако исследования, проведенные в последнее 

десятилетие, показывают различные результа-

ты [2]. Так в работе Shahare B. (2013) установлено, 

что при пероральном воздействии наносеребра 

на слизистую тонкой кишки мышей уничто-

жаются микроворсинки энтероцитов, что спо-

собствует уменьшению площади всасывания 

питательных веществ и приводит к потере мас-

сы животных [25]. При вдыхании наносеребра 

крысами отмечено его распределение по всему 

организму и отложение в низких концентрациях 

в сердце, почках, селезенке, печени, мозге [26]. 

В исследованиях Gromadszka-Ostrovwska J. с со-

авт. выявлено, что накопление наносеребра 

влияет на функционирование репродуктивной 

системы, проявляя цитотоксический эффект, 

повреждая клетки свободными радикалами [22, 

24]. Однако при контакте клеток с наночастица-

ми более 500 нм инициируется иммунный от-

вет в виде фагоцитоза/пиноцитоза, поэтому для 
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антибактериальных целей обычно используют 

наносеребро диаметром 50 нм [27]. Установлено, 

что антибактериальные свойства серебра об-

условлены контактом ионов с органическими 

жидкостями, а наибольшая их реактогенность 

наступает при взаимодействии с соединения-

ми серы с образованием ионов сереб ра, которые 

проникают в бактериальные клетки и приводят 

к их гибели [18, 23]. Наносеребро имеет дока-

занную эффективность, тем не менее основные 

проблемы его использования связаны с токсич-

ностью, представляющей высокий риск для здо-

ровья человека и зависящей от формы, количе-

ства и размера применяемых частиц [19].

Особый интерес представляет использова-

ние наносеребра для санации воспалительных 

очагов различной локализации и этиологии 

у беременных, что обусловлено ограниченным 

спектром препаратов, используемых в этом со-

стоянии. Однако среди множества исследова-

ний, проводимых по нанотоксикологии, лишь 

немногие касаются оценки влияния наносереб-

ра на репродуктивную функцию, используя 

в качестве экспериментальных животных са-

мок, что делает данное исследование актуаль-

ным [21, 24].

В связи с этим целью работы стало опреде-

ление безопасности использования коммерчес-

ких препаратов коллоидного наносеребра при 

беременности путем оценки состояния микро-

биоты и местной неспецифической резистент-

ности толстой кишки мышей, изучения мор-

фологии жизненно важных органов мышей, 

выпаиваемых препаратами наносеребра на те-

чение и исход беременности. Были поставлены 

следую щие задачи:

1. Провести бактериологические, биохими-

ческие исследования фекалий эксперименталь-

ных животных до и после использования пре-

паратов коллоидного наносеребра.

2. Оценить достижение эффективности про-

водимых мероприятий по нормализации чис-

ленности УМП и уровня МДА.

3. Оценить нормальность течения и исход 

беременности у мышей.

4. Провести после родов гистологическое 

исследование органов для оценки возможного 

влияния наносеребра на мозг, печень, почки 

самок и печень приплода после вскармливания 

молоком матери, принимавшей препарат сереб-

ра во время беременности.

Материалы и методы

Для исследования из аптечной сети эмпи-

рически были выбраны коммерческие пре-

параты коллоидного наносеребра «Аджента» 

и «Витаргол», рекомендованные к внутреннему 

применению людям, но противопоказанные 

при беременности в связи с отсутствием экспе-

риментальных данных.

Эксперимент был проведен дважды, в апре-

ле 2023 и 2024 гг. Материалом для исследования 

служило содержимое толстой кишки 36 белых 

беспородных беременных мышей весом 20–24 г. 

Самки были взяты в эксперимент на 4–5 день 

беременности.

Мышей распределяли на группы по 6 осо-

бей в каждой: группа К — животные, не прини-

мавшие препараты серебра, группа 1 — мыши, 

принимавшие водный раствор коммерческого 

препарата коллоидного серебра «Аджента» AgА 

(30 ppm — 300 мг/л), группа 2 — мыши, принимав-

шие водный раствор коммерческого препарата 

коллоидного серебра «Витаргол» AgВ (30 ppm — 

300 мг/л). В скобках указана исходная концентра-

ция серебра до его разведения.

Разведение препаратов серебра осуществляли 

питьевой бутилированной водой, которой поили 

контрольных и экспериментальных животных. 

Приготовление растворов серебра проводили 

в соответствие с инструкцией по применению 

препаратов, добавляя к 1000 мл воды 50 мл рас-

твора «Адженты», а к 900 мл воды 1,5 мл раствора 

«Витаргола». На протяжении 30 суток мышей вы-

паивали в дозе, пересчитанной на вес животного, 

по 0,1 мл (2 капли) 2 раза в сутки.

Работа с животными проводилась в соответ-

ствие с Директивой 2010/63/ЕС международной 

Конвенции об охране животных, используемых 

в научных целях, а также согласно ГОСТ 33215-

2014 «Руководство по содержанию и уходу за ла-

бораторными животными. Правила оборудо-

вания помещений и организации процедур», 

на основании Протокола Локального этическо-

го комитета при Ростовском научно-исследова-

тельском институте микробиологии и парази-

тологии от 2023 г.

В ходе эксперимента животным боль не при-

чинялась. Изъятие органов для гистологическо-

го исследования проводилось у минимального 

количества особей (по 3 из каждой исследуемой 

группы) после их усыпления эфиром. Органы 

были фиксированы в 15% растворе формалина.

В работе использованы бактериологические 

и биохимические методы исследования содер-

жимого толстой кишки.

Исследования микрофлоры содержимо-

го толстой кишки осуществляли микро-

биологическими методами [4, 15] в соответ-

ствии с Приказом Минздрава СССР № 535 

от 22.04.1985 «Об унификации микробиологи-

ческих методов исследования, применяемых 

в клинико-диагностических лабораториях ле-

чебно-профилактических учреждений», ОСТ 

91500.11.0004-2003, утв. Приказом Минздрава 

РФ от 09.06.2003 г. № 231 и методическими ре-

комендациям 2007 г.
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Определение активностей антиоксидантных 

ферментов супероксиддисмутазы (СОД) и ката-

лазы и количества продукта перекисного окис-

ления липидов (ПОЛ) — малонового диальде-

гида (МДА) — определяли в копрофильтратах 

спектрометрически по стандартным биохими-

ческим методикам [3, 8, 13, 14].

Гистологическое исследование органов ро-

дивших самок и их детей осуществляли путем 

микроскопии срезов биоптатов (почек, печени, 

мозга), окрашенных гематоксилин-эозином.

Статистическая обработка данных проводи-

лась с применением программного обеспечения 

«Statistica 10.0 for Windows XP».

Результаты

Результаты бактериологического иссле-

дования микробиоты толстой кишки экспе-

риментальных животных свидетельствуют 

об одинаковом микробном пейзаже, присут-

ствующем как у интактных животных, так 

и у мышей до использования препаратов сере-

бра. В связи с этим, их данные были объеди-

нены и представлены в колонке «до санации» 

в табл. 1. Среди представителей нормальной 

микрофлоры присутствовали Lactobacillus в ко-

личестве lg 7,3±0,3 КОЕ/г, Bifidobacterium — 

lg 8,4±0,4 КОЕ/г, E. coli с нормальной фер-

ментативной активностью — lg 8,2±0,4 КОЕ/г 

и Enterococcus fecalis — lg 7,0±0,3 КОЕ/г. Среди 

условно-патогенной микрофлоры присутство-

вали: Proteus mirabilis lg 2,0±0,1 КОЕ/г, условно-

патогенные энтеробактерии (Citrobacter freundii, 

Hafnia alvei) lg 5,3±0,2 КОЕ/г, коагулазоотрица-

тельные стафилококки lg 6,1±0,3 КОЕ/г, дрож-

жеподобные грибы р. Candida 6,0±0,2 КОЕ/г, 

клостридии отсутствовали (табл. 1).

Изменение количества типичных эше-

рихий во второй группе произошло через 

7 дней употребления коллоидного серебра, 

при этом в первой группе их количество сни-

зилось на один порядок относительно кон-

троля, достигая своего минимального уровня 

lg 5,6±0,2 КОЕ/г к 30 суткам, тогда как во вто-

рой группе численность эшерихий достоверно 

уменьшилась относительно контроля в 2 раза — 

до lg 4,0±0,2 КОЕ/г с последующим увеличени-

ем количества на один порядок к последним 

суткам исследования.

На протяжении 7 дней приема обоих пре-

паратов коллоидного серебра содержание би-

фидобактерий оставалось стабильным и со-

ответствовало контрольным значениям, 

на 23 сутки уровень бифидобактерий увели-

чился до lg 10,0±0,5 КОЕ/г и оставался таковым 

до окончания исследования.

Уровень лактобактерий в обеих эксперимен-

тальных группах в течение 7 суток сохранялся 

стабильным, соответствуя контрольным зна-

чениям. С 14 суток приема препаратов содер-

жание лактобактерий увеличивалось на один 

порядок, оставаясь на том же уровне до конца 

наблюдения.

Характерным для всех животных явилось 

одинаковое действие наносеребра на числен-

ность протея. Так на 22 сутки приема препара-

тов уровень протея сравнялся с контрольным — 

lg 2,0±0,1 КОЕ/г. На 23 сутки протей не опреде-

лялся, а затем, к 30 суткам, появлялся вновь, 

несмотря на непрерывный прием препаратов.

Численность коагулазоотрицательных ста-

филококков во всех исследуемых группах 

на протяжении всего срока исследования оста-

валась неизменной, соответствующей кон-

трольному уровню.

На 23 сутки использования наносеребра 

в составе микробиоты мышей 1 и 2 групп не вы-

являлись условно-патогенные энтеробакте-

рии — гафнии и цитробактеры, присутствую-

щие в группе контроля.

В результате месячного приема разными 

группами животных коллоидного серебра (AgА 

и AgB) в рекомендованной дозе численность 

кандид в содержимом кишечника снизилась 

на 1 порядок — с lg 6,0 до  lg 5,0 КОЕ/г фекалий, 

при этом не достигнув нормального уровня 

(� lg 4,0).

Действие препаратов наносеребра на беремен-

ность и на развитие приплода у мышей. На про-

тяжении всей беременности по внешнему виду 

и поведению экспериментальные животные 

не отличались от особей контрольной группы.

Периодическое взвешивание беременных 

самок свидетельствовало о регулярной прибав-

ке веса во всех группах, принимавших разные 

препараты наносеребра (табл. 2).

На 21–23 день у каждой самки родилось 

по 8 детенышей.

Внешний вид и поведение приплода в экспе-

риментальных группах не отличались от при-

плода в контрольной группе. Все детеныши са-

мостоятельно питались материнским молоком, 

набирали вес (с 1,4 г до 16 г) и были активны. 

На 7 сутки после рождения у мышат отлипли 

уши, на 11 сутки появилась шерсть, на 13 сут-

ки открылись глаза. В трехнедельном возрас-

те потомство перешло к самостоятельному 

питанию.

Действие препаратов наносеребра на мест-

ную антиоксидантную защиту и на процессы пе-

роксидации. Исследование состояния местной 

неспеци фической резистентности в толстой 

кишке у беременных мышей, принимавших 

перорально препараты наносеребра, выявило 

различие в активности сопряженных антиок-

сидантных ферментов (СОД и каталазы) в срав-

ниваемых группах мышей.
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Средние показатели активности антиокси-

дантных ферментов СОД и каталазы, а также 

среднее содержание МДА в копрофильтратах 

беременных мышей, принимавших препараты 

наносеребра, представлены на рис. 1.

Определение активности антиоксидантных 

ферментов СОД и каталазы в копрофильтратах 

самок мышей, принимавших перорально тера-

певтические дозы коллоидного наносеребра — 

АgА, АgВ на протяжении 30 дней, выявило сни-

жение уровня всех показателей относительно 

контроля за исключением активности ферментов 

в группе животных, получавших коллоидное се-

ребро АgА, у которых активность СОД достовер-

но превышала контрольные значения в 1,4 раза 

(p < 0,05). При использовании АgВ отмечались 

максимально низкая активность антиоксидант-

ных ферментов и высокий уровень продукта пе-

рекисного окисления липидов — МДА (рис. 1).

Оценка состояния местной неспецифичес-

кой резистентности в копрофильтратах после 

терапии «Аджентой» с достоверностью (р < 

0,05) выявила дисбаланс в работе антиокси-

дантных ферментов, когда активность суперок-

сиддисмутазы на 46% превышала контрольный 

уровень, а активность каталазы была ниже кон-

трольной на 50%, что способствовало увеличе-

нию содержания продукта пероксидации — ма-

лонового диальдегида на 164%. После терапии 

«Витарголом» количество МДА достигало боль-

шего уровня, как относительно контроля, так 

и относительно сравниваемой группы, состав-

ляя 431%. При этом активность СОД и каталазы 

составляла всего лишь 43% и 25% соответствен-

но, что свидетельствует о несостоятельности 

местной антирадикальной защиты.

Гистологическое исследование органов экс-

периментальных животных. Морфологические 

изменения в органах экспериментальных жи-

вотных после приема препаратов коллоидного 

серебра визуализированы на рисунках (Б) и (В) 

2–5, для сравнения рядом с ними представлены 

контрольные изображения (А) (III обложка).

Микроскопическое описание рисунка 2 (Б): 

в коре умеренно выраженный периваскулярный 

и перицеллюлярный отек, умеренно выражен-

ное кровенаполнение сосудов, дистрофичес кие 

изменения нейронов.

Микроскопическое описание рисунка 2 (В): 

в препарате представлен мозжечок — умеренно 

выраженный периваскулярный и перицеллю-

лярный отек, умеренное кровенаполнение со-

судов, дистрофия нейронов.

Микроскопическое описание рисунка 3 (Б): 

полнокровие, дольковое строение, ядра округ-

лой формы контурируются четко во всех полях 

зрения, цитоплазма зернистая, в печеночных 

дольках умеренно выраженная дискомплекса-

ция гепатоцитов.

Микроскопическое описание рисунка 3 (В): 

перинуклеарно отмечается просветление ци-

топлазмы в отдельных группах, ядра округлой 

формы контурируются четко во всех полях зре-

ния, цитоплазма зернистая.

Микроскопическое описание рисунка 4 (Б): 

венозное полнокровие межканальцевых вен, 

капилляров почечных клубочков, цитоплазма 

нефроцитов дистальных и проксимальных ка-

нальцев зернистая.

Микроскопическое описание рисунка 4 (В): 

венозное полнокровие, в интерстиции мелко-

очаговые свежие кровоизлияния, дистальные 

и проксимальные канальцы — без особенно-

стей, ядра нефроцитов округлой формы кон-

турируются четко во всех полях зрения, цито-

плазма зернистая.

Микроскопическое описание рисунка 5 (Б) 

и (В): полнокровие центральных вен и гемока-

пилляров, дольковое строение сохранено, ба-

лочное расположение в дольках просматривает-

ся, умеренно выраженная их дискомплексация, 

ядра гепатоцитов округлой формы, цитоплазма 

зернистая.

Обсуждение

Микробиологическое исследование содер-

жимого толстой кишки беременных са-

мок, выпаиваемых препаратами «Аджента» 

и «Витаргол», выявило идентичность измене-

ний показателей в ходе эксперимента результа-

там аналогичного исследования, проводимого 

на самцах в 2022 г. Зафиксировано достижение 

микробного баланса с элиминацией условно-

патогенных возбудителей, исчезновение протея 

Рисунок 1. Средние показатели активности 

СОД, каталазы и содержания МДА 

в копрофильтратах мышей, получавших разные 

препараты наносеребра (%)

Figure 1. Coprofiltrate average activity levels for SOD, 
catalase and MDA level in mice treated with different 
nanosilver preparations (%)
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и восстановление его первоначальной числен-

ности после перорального приема обоих препа-

ратов наносеребра. Сравнение противоканди-

дозного эффекта препаратов коллоидного сере-

бра в модели in vivo выявило их незначительное 

действие при пероральном использовании, по-

зволяющее лишь уменьшить численность кан-

дид, что может быть обусловлено связыванием 

частиц серебра с микроэлементами макроор-

ганизма, которое могло способствовать сниже-

нию дозы воздействия, являющейся достаточ-

ной для бактерий и недостаточной для дрожже-

подобных грибов.

Результаты нашего биохимического иссле-

дования копрофильтратов свидетельствуют 

об угнетении антиоксидантной защиты при 

активации процессов пероксидации, что не-

посредственно связано с присутствием сво-

боднорадикальных процессов. Полученные 

нами данные согласуются с результатами ис-

следований, выявивших активацию процессов, 

приводящих к окислительному стрессу в эука-

риотических клетках в присутствии наносере-

бра [10]. Сведение о том, что наносеребро при 

высоких дозах (0,1 мг/см3 Аg) является индук-

тором окислительного стресса в клеточных 

культурах и в организмах гидробионтов при-

сутствует в опубликованных работах [20]. В ра-

боте по токсикологической оценке коллоидного 

наносеребра Гмошинский И.В. с соавт. в 2015 г. 

определяли содержание малонового диальде-

гида в плазме крови, а активность ферментов 

Таблица 1. Состояние микробиоты толстой кишки беременных мышей до (К) и после 30-дневного 

перорального использования препаратов коллоидного наносеребра

Table 1. Colon microbiota in pregnant mice before (K) and 30 days after oral colloidal nanosilver preparation intake

Микроорганизмы

Мicroorganisms

Среднее количество микроорганизмов lg KOE/г в разных группах мышей

Average number of microorganisms lg KOE/g
До санации

Before therapy
После санации

After therapy

К
n = 12

1 группа AgА

1 group AgA
n = 12

2 группа AgВ

2 group AgB
n = 12

Бифидобактерии

Bifidobacteria
8,4±0,4

10,0±0,5*
р < 0,05
р < 0,1

10,0±0,5*
р < 0,05
р < 0,1

Лактобактерии

Lactobacteria
7,3±0,3

8,2±0,1*
р < 0,05
р < 0,1

8,2±0,1*
р < 0,05
р < 0,1

E. coli с НФА

E. coli NFA
8,2±0,4

5,6±0,2*, **
р < 0,05
р < 0,05

5,0±0,2*, **
р < 0,05
р < 0,05

Энтерококки

Enterococcus
7,0±0,3

7,0±0,1
р < 0,1
р < 0,1

7,0±0,1
р < 0,1
р < 0,1

Proteus mirabilis 2,0±0,1
2,0±0,1
р < 0,1
р < 0,1

2,0±0,1
р < 0,1
р < 0,1

Hafnia alvei 5,3±0,2
0*

р < 0,05
р < 0,1

0*
р < 0,05
р < 0,1

Сitrobacter freundii 5,3±0,2
0*

р < 0,05
р < 0,1

0*
р < 0,05
р < 0,1

Стафилококки 
коагулазоотрицательные

Staphylococci
coagulase-negative

6,1±0,2
6,0±0,2
р < 0,1
р < 0,1

6,0±0,2
р < 0,1
р < 0,1

p. Clostridium 0 0 0

Дрожжеподобные грибы

Yeast-like fungi Candida sp.
6,0±0,2

5,2±0,2*
р < 0,05
р < 0,1

5,0±0,2*
р < 0,05
р < 0,1

Примечание. НФА (нормальная ферментативная активность); * — достоверность отличий изучаемого показателя в группах 1 и 2 от группы К, 
р < 0,05; ** — достоверность отличий изучаемого показателя в группах сравнения (1 и 2), р < 0,05.
Note. NFA (normal enzymatic activity); * — significant differences between groups 1 and 2 from group K, p < 0.05; ** — significant difference 
in comparison groups (1 and 2), p < 0.05.
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антиоксидантной защиты — в эритроцитах [6]. 

Результаты их исследования свидетельствова-

ли об активации ключевых ферментов системы 

детоксикации ксенобиотиков, указывающей 

на ее функциональное перенапряжение, обу-

словленное повышенными дозами серебра [6]. 

В нашем случае несостоятельность местной не-

специфической резистентности не может быть 

связана с дозой, так как количества обоих пре-

паратов коллоидного наносеребра не превыша-

ли терапевтические значения. Возможно, такой 

эффект обусловлен сильной антибактериаль-

ной активностью препаратов, в результате чего 

увеличивалась концентрация Н2О2 и погибших 

клеток бактерий, что в свою очередь могло вы-

звать усиление процессов пероксидации и ин-

токсикации с возрастанием нагрузки на деток-

сикационные органы макроорганизма.

В результате проведенного гистологического 

анализа печени, почек и мозга самок, принимав-

ших во время беременности препараты наносе-

ребра, выявлены некоторые морфологические 

изменения в тканях. При микроскопическом ис-

следовании всех биоптатов органов эксперимен-

тальных мышей из групп, принимавших ком-

мерческие препараты коллоидного наносеребра 

«Аджента» и «Витаргол», каких-либо принци-

пиальных отличий не обнаружено. У всех жи-

вотных присутствует зернистая дистрофия ге-

патоцитов, нефроцитов проксимальных и дис-

тальных канальцев, в препаратах печени пери-

нуклеарно имеется просветление цитоплазмы 

в отдельных группах печеночных клеток. Во всех 

препаратах мозга — умеренно выраженный пе-

риваскулярно-перицеллюлярный отек, полно-

кровие сосудов, дистрофия нейронов.

Однако при гистологическом исследовании 

печени молоди, выросшей на грудном молоке 

самок, также принимавших в терапевтических 

дозах «Витаргол», каких-либо отрицательных 

изменений обнаружено не было.

Ни один из препаратов коллоидного наносе-

ребра отрицательного действия на течение и ис-

ход беременности у мышей не оказал.

Заключение

Таким образом, в эксперименте зафикси-

ровано позитивное действие обоих препаратов 

«Аджента» и «Витаргол» по  восстановлению 

микробного баланса в кишечном микробио-

ме беременных мышей с элиминацией услов-

но-патогенных возбудителей и негативное дей-

ствие на состояние местной неспецифической 

резистентности в толстой кишке животных. 

Полученные данные о высоком количестве МДА 

в копрофильтратах мышей после внутренне-

го использования препаратов свидетельствуют 

о токсическом действии наночастиц серебра, 

в основе которого лежит интенсификация про-

цессов перекисного окисления липидов, увели-

чивающая проницаемость клеточных мембран. 

Возможно, этот факт подтверждают результаты 

послеродового гистологического исследования 

жизненно важных органов самок (мозг, печень, 

почки), установившего в них патоморфологи-

ческие изменения после перорального приема 

препаратов. Однако отрицательного воздействия 

наносеребра через материнское молоко на печень 

молоди не выявлено. Процесс беременности про-

текал нормально и имел благополучный исход.

Несмотря на существование положитель-

ных фактов, зафиксированных в эксперименте 

по пероральному использованию препаратов 

«Аджента» и «Витаргол» при беременности, 

сделать однозначный вывод невозможно.

Таблица 2. Динамика изменения веса у беременных самок и их приплода в ходе эксперимента

Table 2. Body weight dynamics in pregnant female mice and paired offspring during the experiment

Группы мышей

Groups of mice

Средний вес (г) в группе (t, недели)

Average weight (g) in the group (t, weeks)
t1 t2 t3 t4

Беременные самки

Pregnant females

K, n = 12 32,2±1,1 34,8±1,5 36,1±1,6 22,2±0,9
«Аджента»

“Adjenta”
n = 12

31,8±1,2 34,2±1,4 35,9±1,5 20,5±0,8

«Витаргол»

“Vitargol”
n = 12

32,3±1,1 34,3±1,4 36,0±1,6 22,3±0,9

Приплод

Offspring

K, n = 96 1,5±0,2 11,5±0,4 16,3±0,7 –
«Аджента»

“Adjenta”
n = 96

1,4±0,3 10,8±0,5 16,0±0,7 –

«Витаргол»

“Vitargol”
n = 96

1,5±0,2 10,8±0,5 16,1±0,7 –
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ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ МИКРОБИОТЫ 

ЭНДОМЕТРИЯ С АНТИМИКРОБНЫМИ 

ПЕПТИДАМИ У ЖЕНЩИН С РАЗНЫМИ 

ФОРМАМИ БЕСПЛОДИЯ

К.В. Шалепо, К.В. Сторожева, А.А. Крысанова, О.В. Будиловская, Т.А. Хуснутдинова, 

А.А. Копылова, Н.И. Тапильская, А.М. Савичева, О.Н. Беспалова

ФГБНУ НИИ акушерства, гинекологии и репродуктологии имени Д.О. Отта, Санкт-Петербург, Россия

Резюме. Введение. Антимикробные пептиды, которые могут приводить к иммунным нарушениям и развитию 

воспаления в полости матки, находятся в тесном взаимодействии с микробным составом верхних и нижних 

репродуктивных путей. Взаимосвязь микробиоты полости матки и врожденной и адаптивной иммунной си-

стемы играет важную роль в поддержании сбалансированной среды для процессов имплантации эмбриона. 

Цель — оценка взаимодействия микробиоты эндометрия с антимикробными пептидами у женщин с разны-

ми формами бесплодия. Материалы и методы. Обследована 181 женщина репродуктивного возраста. I груп-

пу составили 165 женщин с бесплодием разного генеза, II группу 16 доноров ооцитов. В I группе выделены 

три подгруппы (IА — синехии в полости матки, IБ — полипы эндометрия, IВ — прочие формы бесплодия). 

Микробиоту эндометрия исследовали методом количественной ПЦР в реальном времени (Фемофлор 16, 

ДНК-технология, Москва). Дефензин (DEFa1), фактор роста фибробластов 2 (FGF2), трансформирующий 

фактор роста бета 1 (TGF-β1) в эндометрии определяли методом ИФА (Cloud-Clone Corporation, Ухань, КНР). 

Результаты. В эндометрии наиболее часто выявлялись лактобациллы. В основной группе выявлены также 

Atopobium vaginae, Enterobacteriaceae, Lachnobacterium spp., Mobiluncus spp., Peptostreptococcus, Mycoplasma hominis, 

Ureaplasma spp., а в группе сравнения эти микроорганизмы не выявлялись. У всех пациенток I группы, неза-

висимо от формы бесплодия, по сравнению со II группой были статистически значимо повышены DEFa1 (р < 

0,01). Высокие концентрации DEFa1 также были обнаружены при выявлении Atopobium vaginae в полости мат-

ки у женщин с любыми формами бесплодия (р < 0,001). Заключение. Микробиота эндометрия и происходящие 

в нем иммунные изменения тесно взаимосвязаны. При бесплодии в полости матки повышается концентра-

ция дефензинов (DEFa1), приводящая к нарушениям процессов имплантации эмбриона, а наличие микро-

организмов, особенно Atopobium vaginae, усугубляет эти нарушения.

Ключевые слова: дефензины, эндометрий, цитокины, трансформирующий фактор роста, бесплодие, микробиота.
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INTERPLAY BETWEEN ENDOMETRIAL MICROBIOTA AND ANTIMICROBIAL PEPTIDES IN WOMEN 

WITH DIFFERENT INFERTILITY FORMS

Shalepo K.V., Storozheva K.V., Krysanova A.A., Budilovskaya O.V., Khusnutdinova T.A., Kopylova A.A., 

Tapilskaya N.I., Savicheva A.M., Bespalova O.N.

The Research Institute of Obstetrics, Gynecology and Reproductology named after D.O. Ott, St. Petersburg, Russian Federation

Abstract. Introduction. Antimicrobial peptides able to induce immune disorders and inflammation in the uterine cavity are 

tightly bound to microbial composition of the upper and lower reproductive tract. An interplay between uterine microbiota 

and innate and adaptive immune system is crucial for maintaining a balanced environment for embryo implantation 

processes. Objective: to evaluate an interplay between endometrial microbiota and antimicrobial peptides in women with 

different infertility forms. Materials and methods. A total of 181 reproductive age women were examined. Group I included 

165 women with infertility of various origins, Group II included 16 oocyte donors. Group I was divided into three subgroups 

(IA — adhesions in the uterine cavity, IB — endometrial polyps, IB — other infertility forms). The endometrial microbiota 

was studied using quantitative real-time PCR (Femoflor 16, DNA-technology, Moscow). Defensin (DEFa1), fibroblast 

growth factor 2 (FGF2), transforming growth factor Beta1 (TGF-β1) in the endometrium were determined using ELISA 

(Cloud-Clone Corporation, Wuhan, China). Results. Lactobacilli were most frequently detected in the endometrium. 

Atopobium vaginae, Enterobacteriaceae, Lachnobacterium spp., Mobiluncus spp., Peptostreptococcus, Mycoplasma hominis, 

Ureaplasma spp. were also found in main group, but not in comparison group. All patients in group I, regardless of the 

infertility form, had significantly increased DEFa1 (p < 0.01) level compared to group II. High concentrations of DEFa1 

were also found when Atopobium vaginae was detected in the uterine cavity of women with any infertility form (p < 0.001). 

Conclusion. The endometrial microbiota and related immune changes are closely interconnected. Infertility increases 

the concentration of defensins (DEFa1) in the uterine cavity, leading to disturbed processes of embryo implantation, 

whereas the presence of microorganisms primarily Atopobium vaginae, aggravates such alterations.

Key words: defensins, endometrium, cytokines, transforming growth factor, infertility, microbiota.

Введение

Проект «Микробиом человека» стал крупней-

шим исследованием по описанию всех микро-

организмов, населяющих различные биотопы 

(дыхательные пути, полость рта, кожу, желудоч-

но-кишечный и урогенитальный тракты) у 250 

здоровых добровольцев США. Группа была раз-

нообразной по этническому составу и другим де-

мографическим характеристикам [18]. В иссле-

довании была тщательно изучена микробиота 

влагалища, а полость матки традиционно счи-

талась стерильной. Однако с развитием молеку-

лярных технологий появляется все больше дан-

ных о существовании микробиоты эндометрия 

и ее возможном влиянии на репродуктивную 

функцию. Недавние исследования показали, 

что в полости матки сохраняется чрезвычай-

но низкая микробная популяция и содержится 

в 10 000 раз меньше бактерий, чем во влагали-

ще. Из-за такой низкой биомассы не существует 

единого мнения о составе микробиоты эндоме-

трия [7]. Предполагается, что микробиота жен-

ских репродуктивных путей играет ключевую 

роль в местных иммунных реакциях в полости 

матки, действующих во время беременности [9]. 

Это может означать, что последствия влияния 

дисбиотической микробиоты на репродуктив-

ные исходы, возникающие в результате бактери-

альной инвазии из влагалища в полость матки, 

могут зависеть от реакции местной иммунной 

системы. Если иммунная система чрезмерно 

активна во время бактериальной инвазии, воз-

никает провоспалительное состояние, которое 

потенциально приводит либо к неудаче имплан-

тации, либо к потере беременности [7]. Однако 

единого мнения о составе микробиоты эндомет-

рия нет, поэтому ее роль в нормоценозе полости 

матки все еще остается актуальной темой.

В исследовании Moreno и соавт. (2016) [13] 

было отмечено, что в составе микробиоты эн-

дометрия в основном преобладают Lactobacillus 

spp. (> 90%). При доминировании таких бакте-

рий как Atopobium, Bifidobacterium, Gardnerella, 

Megasphaera, Prevotella, Sneathia и Streptococcus 

у женщин имеют место более низкие показате-

ли имплантации, наступления и пролонгиро-

вания беременности, рождения живого ребен-

ка, а также высокая частота выкидышей [7].

Известно, что инфицирование полости мат-

ки стрептококками, стафилококками, энтеро-

кокками, а также Escherichia coli или Klebsiella 

pneumoniae, является фактором риска развития 

бесплодия и невынашивания беременности [14]. 

По данным Schoenmakers и Laven 2020 [22], от-

носительное содержание Lactobacillus crispatus 

(> 60%) и Lactobacillus iners (> 60%) во влагали-

ще может быть использовано для определения 

группы женщин с более высоким шансом на-

ступления беременности при использовании 

вспомогательных репродуктивных технологий. 

Опубликованные обзоры исследований [15, 19] 

подтвердили, что доминирование лактобацилл 

в женских половых путях связано с лучшими 

репродуктивными исходами и результатами 

вспомогательных репродуктивных технологий.
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Таким образом, успешная имплантация эм-

бриона и благоприятное течение беременности 

связаны с микробиомом, в котором превалиру-

ют Lactobacillus в женских репродуктивных пу-

тях. Напротив, нелактобациллярный тип ми-

кробиоценоза влагалища может способствовать 

развитию воспалительной реакции, влияющей 

на имплантацию эмбриона [10]. Более того, не-

достаток гликогена как в эндометрии, так и во 

влагалище может уменьшить количество видов 

Lactobacillus и тем самым помешать успешной 

имплантации [7].

Недавнее исследование показало, что у 141 

женщины с повторными неудачами импланта-

ции в 121 образце эндометрия были обнаружены 

Streptococcus spp., Staphylococcus spp., Enterococcus 

spp., Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, но при 

этом отсутствовали лактобациллы [26]. Кроме 

того, распространенность видов Bacteroides в эн-

дометрии небеременных женщин была связа-

на с повторными неудачами имплантации [24]. 

Другое исследование показало, что представите-

ли рода Lactobacillus при хроничес ком эндомет-

рите выявляются реже, чем такие микроорга-

низмы как Bifidobacterium, Prevotella, Gardnerella, 

Anaerococcus и Dialister [12]. Известно, что эти ми-

кроорганизмы нарушают целостность эндоме-

трия, что может привести к неудачной имплан-

тации [6]. Дисбиоз влагалища и связанные с ним 

провоспалительные реакции могут повредить 

эпителиальный барьер шейки матки, что при-

водит к транслокации бактерий в эндометрий, 

а это может привести к локальному воспалению, 

препятствующему развитию беременности [4]. 

При микробном дисбалансе в эндометрии про-

исходят изменения иммунного ответа и воспри-

имчивость эндометрия снижается и нарушается 

имплантация эмбриона [5].

Дисбактериоз влагалища и/или эндометрия 

связан с повторными неудачами имплантации 

и выкидышами и в обоих случаях задействова-

ны схожие механизмы. Более того, воспаление 

и нерегулируемая активация иммунной си-

стемы, по-видимому, влияют на целостность 

слизистой оболочки эндометрия, что приводит 

к неудачам имплантации, и впоследствии ме-

шают восприимчивости эндометрия и процес-

сам имплантации и плацентации, что приводит 

к невынашиванию беременности [7].

 Эндометрий является важным барьером, 

основная функция которого заключается в обе-

спечении защиты и симбиоза между коммен-

сальными микроорганизмами и иммунными 

факторами. Иммунная система слизистой обо-

лочки полости матки уникальна, поскольку 

она циклически изменяется в течение менстру-

ального цикла в ответ на гормональные стиму-

лы [2]. Иммунная система эндометрия играет 

решающую роль в репродукции, поскольку она 

обеспечивает местную иммунную толерант-

ность к фетальным/отцовским антигенам, ин-

вазии трофобласта и ремоделированию сосу-

дов, таким образом играя фундаментальную 

роль в имплантации и наступлении беремен-

ности [2]. Динамическое взаимодействие между 

микробиомом и иммунными факторами ре-

продуктивной системы это сложная и быстро 

развивающая ся область исследований, откры-

вающая огромные возможности для развития 

репродуктивной медицины. Эти взаимоотноше-

ния факторов иммунитета и микробиома влия-

ют на врожденные и адаптивные иммунные ре-

акции, тем самым способствуя возникновению 

и прогрессированию репродуктивных наруше-

ний. Однако механизмы, управляющие этими 

взаимодействиями, остаются неуловимыми 

и требуют инновационных подходов для лучше-

го понимания процесса имплантации. Строение 

и правильная функция эндометрия необходимы 

для имплантации эмбриона, развития беремен-

ности и родов. Это результат действия многих 

факторов — анатомического и гистологического 

строения, гормональных эффектов и сигналь-

ных путей на молекулярно-генетическом уров-

не. Имплантация эмбриона, вероятно, является 

одним из самых сложных процессов из-за слож-

ной регуляции комбинированных медиаторов, 

таких как цитокины, липиды, молекулы адгезии 

и факторы роста. Чтобы обеспечить импланта-

цию, ткань эндометрия претерпевает морфоло-

гические изменения во время среднесекретор-

ной фазы менструального цикла, также извест-

ной как имплантационное окно. Рецептивность 

эндометрия является ключом к имплантации 

эмбриона, и в этом конкретном контексте фун-

даментальную роль играют иммунологическая 

толерантность к антигенам плода и строго регу-

лируемая экспрессия медиаторов воспаления.

Антимикробные молекулы, вырабатывае-

мые в слизистой оболочке женских репродук-

тивных путей, находятся под значительным 

влиянием эстрогенов, которые по-разному дей-

ствуют в верхних и нижних репродуктивных 

путях. Высокие уровни эстрогена, характерные 

для предовуляторного периода, увеличивают 

выработку некоторых антимикробных пеп-

тидов, таких как ингибитор секреторной лей-

коцитарной пептидазы (SLPI), дефензин 1–2 

(HBD 1–2) и элафин из эндометрия, но пода-

вляет секрецию провоспалительных цитоки-

нов, включая TNFα, макрофагальный воспа-

лительный белок 3α (MIP3α, CCL20), IL-1β, 

IL-6 и IL-8 из эпителиальных клеток матки [2]. 

Дефензины представляют собой катионные ан-

тибактериальные и противовирусные пептиды. 

Помимо прямых антимикробных функций, де-

фензины обладают иммуномодулирующей ак-

тивностью и участвуют во многих физиологи-
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ческих процессах. Исследования показали, что 

дефензины широко распространены в женских 

репродуктивных путях, играя двойную роль: 

защиты хозяина и защиты фертильности [25].

Во влагалище качественный и количествен-

ный состав микроорганизмов обуславлива-

ет высокий уровень экспрессии α-дефензина, 

с понижением численности микроорганизмов 

уровень экспрессии дефензинов снижается. 

Экспрессия дефензинов в эндометрии варьи-

руется в зависимости от стадии менструального 

цикла и микробной инвазии. Дефензины также 

участвуют в местном иммунном ответе, регули-

руя риск спонтанных преждевременных родов.

Сигнальные молекулы факторов роста уча-

ствуют в ангиогенезе и эмбриональном разви-

тии. Помимо прямого влияния на эндометрий 

факторы роста выступают в роли «эстромеди-

нов», то есть опосредуют эффекты стероидных 

гормонов. ТGF — это мультифункциональный 

фактор роста, который регулирует клеточный 

рост, дифференцировку и апоптоз. TGF-β дей-

ствует посредством усиления или подавления 

различных сигнальных путей, тем самым под-

держивая имплантацию эмбриона; кроме того, 

TGF-β может усиливать адгезию трофобласта. 

У фертильных женщин в эндометрии продук-

ция TGF-β выше, чем у женщин с повторными 

неудачами имплантации в программах ВРТ. 

Обсуждается роль TGF-β1 в патогенезе невы-

нашивания беременности. У женщин с нераз-

вивающейся беременностью раннего срока от-

мечена пониженная экспрессия TGF-β1 и его 

рецептора в ворсинах хориона и децидуальной 

ткани. Кроме того, TGF-β является одним 

из ключевых регуляторов иммунного отве-

та. В частности, TGF-β ингибирует натураль-

ные киллеры, индуцирует периферические 

Т-регуляторные клетки и контролирует разви-

тие нескольких линий Т-хелперов, что играет 

роль в обеспечении толерантности иммунной 

системы матери по отношению к полуаллоген-

ному (в донорских программах ВРТ — аллоген-

ному) эмбриону [1].

Факторы роста фибробластов (FGF) уча-

ствуют в ангиогенезе путем влияния на про-

лиферацию, миграцию и созревание эндотели-

альных клеток при эмбриональном развитии, 

стимуляцию роста эндотелиальных клеток 

и организацию их в трубчатую структуру [1]. 

Взаимодействие с расположенными на поверх-

ности клеток протеогликанами необходимо 

для передачи сигнала факторов роста фибро-

бластов. Факторы роста фибробластов игра-

ют ключевую роль в процессах пролиферации 

и дифференцировки широкого спектра клеток 

и тканей с большим набором эффектов; чаще 

всего они являются митогенами, но также ока-

зывают регуляторное, структурное и эндокрин-

ное воздействие. Успех имплантации эмбриона 

зависит от скоординированного развития со-

судов и последующего поддержания границы 

между маткой и эмбрионом, чтобы обеспечить 

его адекватное питание.

Симбиотические отношения между микро-

биотой полости матки и врожденной и адап-

тивной иммунной системой играют фундамен-

тальную роль в поддержании сбалансирован-

ной среды, поскольку эта мягкая бактериаль-

ная стимуляция может создавать потенциально 

благоприятную микросреду для имплантации 

эмбриона. С другой стороны, регулируемая 

стимуляция иммунной системы микробиотой 

может способствовать индукции толерантно-

сти к нестерильной сперме, проходящей через 

полость матки. Несмотря на имеющиеся дости-

жения, мы подчеркиваем необходимость даль-

нейших исследований в этой области, посколь-

ку более глубокое понимание взаимодействия 

иммунома и микробиома обещает создание 

инновационных диагностических и терапев-

тических стратегий репродуктивного здоро-

вья, таких как лечение бесплодия и ведение 

беременности [11].

Целью нашего исследования была оценка 

взаимодействия микробиоты эндометрия с ан-

тимикробными пептидами у женщин с разны-

ми формами бесплодия.

Материалы и методы

В исследовании приняла участие 181 женщи-

на репродуктивного возраста, из них было 165 

женщин с бесплодием различного генеза (эти 

женщины составили I основную группу) и 16 

условно здоровых женщин, являющихся доно-

рами ооцитов (составили II группу сравнения). 

На основании анамнестичесих данных I группа 

была разделена на три подгруппы: IА — жен-

щины с внутриматочными синехиями в анам-

незе (n = 12), IБ — женщины с полипэктомией 

в анамнезе (n = 17), IВ — женщины с прочими 

формами бесплодия (n = 136). Все пациентки 

дали информированное письменное согласие 

на участие в исследовании.

Средний возраст пациенток с бесплодием 

составил 36,5 [33; 38,25] лет, в группе сравне-

ния — 34 [29; 35] года. В подгруппах IА, IБ и IВ 

возраст, соответственно, был 35,5 [32,75; 37] лет, 

37 [34; 39] лет и 35 [33; 38,75] лет.

Эндометрий получали при помощи эн-

добраш (Endobrash Standard For Endometrial 

Cytology; Laboratorie C.C.D., Франция) с со-

блюдением правил асептики и антисептики 

и помещали в пробирку с физиологическим 

раствором.

Микробиоту эндометрия исследовали с ис-

пользованием метода амплификации нуклеи-
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новых кислот, сигнальные молекулы иммунно-

го ответа определяли с помощью иммунофер-

ментного анализа.

Молекулярно-генетическое исследование мик-

робиоты эндометрия. Для выделения ДНК ис-

пользовали комплект реагентов «ДНК-сорб-

АМ» (ООО «НекстБио», Москва, Россия), для 

постановки реакции использовали детекти-

рующие амплификаторы «DT-96» и «DTprime» 

(ООО «ДНК-Технология», Россия).

Микробиоту эндометрия исследовали с ис-

пользованием теста «Фемофлор-16» (ООО «ДНК-

Технология», Москва). Тест основан на мето-

де количественной ПЦР в режиме реального 

времени и позволяет определить количество 

ДНК искомого микроорганизма в образце, 

которое выражают в геномных эквивален-

тах (ГЭ) на пробу. Количество ГЭ пропорци-

онально количеству клеток микроорганизма. 

С помощью теста определяли тотальную кон-

центрацию бактериальной ДНК (ОБМ) и кон-

центрацию (абсолютную и относительную) 

следующих видов/родов микроорганизмов: 

Lactobacillus, Enterobacteriaceae, Streptococcus, Sta-

phylococcus, Gardnerella vaginalis/Prevotella bivia/

Porphyromonas, Eubacterium, Sneathia/Leptotrichia/

Fusobacterium, Megasphaera/Veillonella/Dialister, 

Lachnobacterium spp./Clostridium, Mobiluncus spp./

Corynebacterium, Peptostreptococcus, Atopobium vagi-

nae. Кроме того, оценивали абсолютную кон-

центрацию Mycoplasma hominis, Ureaplasma spp. 

и Candida. ПЦР-анализ осуществляли согласно 

инструкции производителя.

Иммуноферментный анализ определения сиг-

нальных молекул иммунного ответа. Сигналь-

ные молекулы иммунного ответа — дефензин 

(DEFa1), фактор роста фибробластов 2 (FGF2), 

трансформирующий фактор роста бета 1 

(TGF-β1) в эндометрии определяли с исполь-

зованием метода иммуноферментного анализа 

(ELISA, ИФА) согласно инструкции к реакти-

вам фирмы «Cloud-Clone Corporation» (Техас, 

США; производство Ухань, КНР). Ткань эндо-

метрия отмывали охлажденным фосфатно-со-

левым буфером от крови, далее измельчали с по-

мощью стеклянного гомогенизатора на льду. 

Полученную суспензию обрабатывали ультра-

звуком до осветления. Образцы центрифугиро-

вали в течение 15 мин при скорости 1000g, после 

чего их аликвотировали и хранили при темпе-

ратуре –80°С. Перед проведением ИФА образцы 

размораживали. Дополнительно для определе-

ния TGF-β1 к 100 мкл супернатанта добавляли 

активирующий реагент, и концентрацию об-

разцов умножали на коэффициент разведения 

1,4. Оптическую плотность измеряли при длине 

волны 450 нм. На основании полученных значе-

ний стандартов строили стандартную кривую. 

Стандарты титровали. Концентрацию стандар-

тов отмечали по оси Y, а значения оптической 

плотности — по оси X. Минимальная опреде-

ляемая концентрация DEFa1 была 0,125 нг/мл, 

для FGF2 — 5,5 пг/мл, для TGF-β1 — 5,7 пг/мл 

(согласно инструкции к тесту).

Статистический анализ. Настоящее иссле-

дование являлось описательным, а не сравни-

тельным (за исключением внутригруппового 

анализа полученных данных), поэтому ника-

кие статистические гипотезы предваритель-

но не определялись. Статистический учет со-

бранного материала проводили с помощью 

электронной таблицы Microsoft Office Excel. 

Обработку результатов осуществляли с приме-

нением статистической программы для персо-

нального компьютера SPSS. Анализ сочетания 

микроорганизмов выполняли с применением 

критерия согласия хи-квадрат (χ2) Пирсона 

и определением коэффициента корреляции (φ). 

Во всех случаях критический уровень значимо-

сти принимался при р < 0,05.

Результаты

При анализе микробиоты эндометрия уста-

новлено, что чаще всего выявлялись микро-

организмы рода Lactobacillus, что характерно 

для физиологического микробиоценоза. У па-

циенток I группы лактобациллы встречались 

с частотой 64,2%, а во II группе в 19% случаев, 

различие статистически значимо (р < 0,001). 

Среди женщин с бесплодием частота выяв-

ления Gardenerella vaginalis была одинаковой 

с частотой их обнаружения в группе доноров 

ооцитов, Atopobium vaginae выявлялась с ча-

стотой 8% в основной группе и не выявлялась 

в группе сравнения. Та же картина наблюдалась 

относительно других микроорганизмов, та-

ких как Enterobacteriaceae, Lachnobacterium spp., 

Mobiluncus spp., Peptostreptococcus, Mycoplasma 

hominis, Ureaplasma spp. В основной группе эти 

микроорганизмы были выявлены в единичных 

случаях, а в группе сравнения не были обнару-

жены ни в одном случае. Эти данные представ-

лены на рисунке.

При сравнении частоты обнаружения ми-

кроорганизмов в полости матки в трех подгруп-

пах и в группе сравнения существенной разни-

цы не было обнаружено. Хотя в подгруппе IA 

несколько чаще по сравнению с подгруппой IБ 

выявлялись Ureaplasma (urealiticum+parvum) — 

частота их обнаружения составила, соответ-

ственно, 16,7% и 5,9%. Atopobium vaginae выяв-

лялись в подгруппе IA с частотой 33,3%, в под-

группе IБ — 5,88%. G. vaginalis были обнаружены 

в подгруппе IA в 16,67% случаев, а в подгруппе 

IБ эти микроорганизмы не были обнаружены 

вообще. Подгруппа IВ ничем не отличалась 

от основной группы.
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Таблица 1. Концентрация DEFa1, TGF-β1, FGF2 в эндометрии женщин сравниваемых групп

Table 1. Concentration of DEFa1, TGF-β1, FGF2 in the endometrium of women in the compared groups

Факторы 
локального 
иммунитета

Local immunity 
factors

Основная группа

Main group
Группа сравнения

Control group
U W Z р

Синехии (IА)

Synechiae (IА)
Доноры ооцитов

Oocyte donors
FGF2 19,83 [14,531; 22,28] 18,6145 [15,1675; 19,625] 64.000 200.000 –0.453 р > 0,05

TGF-β1 7,73 [5,556; 9,727] 7,56 [4,8725; 10,28] 65.000 201.000 –0.396 р > 0,05
DEFa1 1,073 [0,806; 1,56] 0,615 [0,49275; 0,66125] 11.500 147.500 –3.426 р < 0,001

Полипэктомия (IБ)

Polypectomy (IB)
Доноры ооцитов

Oocyte donors
FGF2 33,115 [24,278; 36,962] 18,6145 [15,1675; 19,625] 57.500 193.500 –2.040 р < 0,05

TGF-β1 2,315 [1,376; 5,335] 7,56 [4,8725; 10,28] 34.000 125.000 –3.070 р < 0,001
DEFa1 1,025 [0,948; 1,235] 0,615 [0,49275; 0,66125] 22.500 158.500 –3.575 р < 0,001

Прочие (IВ)

Others (IC)
Доноры ооцитов

Oocyte donors
FGF2 19,037 [14,66; 25,41] 18,6145 [15,1675; 19,625] 637.500 757.500 –0.533 р > 0,05

TGF-β1 5,42 [3,079; 8,65] 7,56 [4,8725; 10,28] 555.000 4926.000 –1.619 р > 0,05
DEFa1 0,888 [0,646; 1,179] 0,615 [0,49275; 0,66125] 343.000 479.000 –3.434 р < 0,001

Все пациентки 
с бесплодием (I)

All infertility patients (I)

Доноры ооцитов

Oocyte donors

FGF2 19,335 [14,8005; 31,741] 18,6145 [15,1675; 19,625] 801.500 937.500 –0.833 р > 0,05

TGF-β1 5,335 [2,93; 8,519] 7,56 [4,8725; 10,28] 668.000 7338.000 –1.771 р > 0,05
DEFa1 0,927 [0,6565; 1,1925] 0,615 [0,49275;0,66125] 377.000 513.000 –3.817 р < 0,001

Рисунок. Частота обнаружения отдельных групп микроорганизмов в полости матки у женщин I 

и II групп

Figure. Frequency of detection of individual groups of microorganisms in the uterine cavity in women of groups I and II
Примечание/Note. Lact — Lactobacillus spp.; Ent — Enterobactariaceae; Strpt — Streptococcus spp.; 
Stph — Staphylоcoccus spp.; Gard — Gardnerella vaginalis/Prevotella bivia/Porphyromonas spp.; Eub — Eubacterium spp.; 
Sn — Snethia spp./Leptotrichia spp./Fusobacterium spp.; Meg — Megasphaera spp./Veillonella spp./Dialister spp.; 
Lachn — Lachnobacterium spp./Clostridium spp.; Mob — Mobilincus spp./Corynebacterium spp.; Pept — Peptostreptococcus 
spp.; Av — Atopobium vaginae; Ca — Candida spp.; Mh — Mycoplasma hominis; Ur — Ureaplasma spp.
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Таблица 2. Концентрация DEFa1, TGF-β1, FGF2 у всех пациенток с бесплодием в зависимости 

от выявления микроорганизмов в полости матки (критерий Mann–Whitney U)

Table 2. Concentration of DEFa1, TGF-β1, FGF2 in all patients with infertility depending on the detection 
of microorganisms in the uterine cavity (Mann–Whitney U criterion)

Факторы 
локального 
иммунитета

Local immunity 
factors

Сравниваемые 
микроорганизмы

Compared microorganisms

Сравниваемые 
микроорганизмы

Compared microorganisms
U W Z р

A. vaginae обнаружены

A. vaginae 
were detected

(17,39%)

A. vaginae не обнаружены

A. vaginae 
were not detected

(82,61%)

FGF2 18,1055 [13,7345; 22,60725] 19,492 [15,0255; 34,195] 756.500 966.500 –1.428 р > 0,05

TGF-β1 4,561 [2,7265; 9,3495] 5,42 [2,9555; 8,519] 937.000 1147.000 –0.096 р > 0,05

DEFa1 1,0915 [0,86225; 2,07925] 0,888 [0,6515; 1,1655] 494.000 5054.000 –3.365 р < 0,001

G. vaginalis обнаружены

G. vaginalis 
were detected

(25,22%)

G. vaginalis не обнаружены

G. vaginalis 
were not detected

(74,78%)

FGF2 19,492 [15, 516; 25,41] 19,077 [14,5635; 32,50175] 1170.500 4911.500 –0.493 р > 0,05

TGF-β1 6,01 [3,66; 9,8] 5,1495 [2,4075; 8,3785] 1053.500 4794.500 –1.246 р > 0,05

DEFa1 0,996 [0,653; 1,698] 0,916 [0,665; 1,15] 1109.500 4850.500 –0.886 р > 0,05

Peptostreptococcus spp. 
обнаружены

Peptostreptococcus spp. 
were detected

(9,57%)

Peptostreptococcus spp. 
не обнаружены

Peptostreptococcus spp. 
were not detected

(90,43%)

FGF2 22,28 [19,4135; 41,45] 19,0455 [14,62775; 26,22875] 403.500 5863.500 –1.602 р > 0,05

TGF-β1 5,86 [5,28; 7,925] 5,1495 [2,785; 8,6125] 449.000 5909.500 –1.165 р > 0,05

DEFa1 1,464 [0,6315; 2,1636] 0,916 [0,675; 1,1685] 487.500 5947.500 –0.804 р > 0,05

Ureaplasma spp. 
обнаружены

Ureaplasma spp. 
were detected

(11,30%)

Ureaplasma spp. 
не обнаружены

Ureaplasma spp. 
were not detected

(88,70%)

FGF2 18,5 [16,25; 20,3] 19,3675 [14,78025; 33,1315] 555.500 646.500 –0.950 р > 0,05

TGF-β1 6,76 [4,204; 8,79] 5,28 [2,825; 8,3785] 560.500 5813.500 –0.905 р > 0,05

DEFa1 1,023 [0,497; 1,188] 0,903 [0,665; 1,19375] 639.500 5892.500 –0.208 р > 0,05

Lactobacillus spp. 
обнаружены

Lactobacillus spp. 
were detected

(60,00%)

Lactobacillus spp. 
не обнаружены

Lactobacillus spp. 
were not detected

(40,00%)

FGF2 18,846 [14,166; 32,297] 19,335 [14,8005; 31,741] 1412.000 3827.000 –0.999 р > 0,05

TGF-β1 5,42 [2,77; 8,79] 5,335 [2,93; 8,519] 1449.500 2530.500 –0.785 р > 0,05

DEFa1 1,001 [0,807; 1,336] 0,888 [0,6565; 1,1925] 1051.000 2132.000 –3.060 р < 0,005

A. vaginae обнаружены, 
Lactobacillus spp. 

обнаружены

A. vaginae 
were detected, 

Lactobacillus spp. 
were detected

(75,00%)

A. vaginae обнаружены, 
Lactobacillus spp. 

не обнаружены

A. vaginae 
were detected, 

Lactobacillus spp. 
were not detected

(25,00%)

FGF2 17,278 [13,303; 23,2415] 19,054 [17,482; 19,931] 34.500 154.500 –0.262 р > 0,05

TGF-β1 4,872 [2,683; 14,3425] 4,25 [3,66; 6,01] 31.000 46.000 –0.567 р > 0,05

DEFa1 1,235 [1,0095; 2,478] 0,646 [0,497; 0,746] 3.000 18.000 –3.011 р < 0,001
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Мы провели сравнительный анализ опре-

деления концентрации DEFa1, TGF-β1, FGF2 

в эндометрии в основной группе с учетом воз-

можной причины бесплодия и в группе сравне-

ния. Эти данные представлены в табл. 1.

Как показано в табл. 1, при исследовании эн-

дометрия на экспрессию FGF2, TGF-β1, DEFa1, 

было установлено, что у всех пациенток I группы 

и у всех пациенток подгрупп (IА, IБ и IВ) по срав-

нению с пациентками II группы были статисти-

чески значимо повышены DEFa1 (р < 0,01).

В отличие от других групп пациенток, в под-

группе IБ (с полипэктомией в анамнезе) в эн-

дометрии было отмечено достоверное снижение 

концентрации TGF-β1 в основной группе в со-

четании с повышением концентрации FGF2, 

DEFa1.

Кроме всего прочего, мы сравнили экспрес-

сию сигнальных молекул иммунного ответа 

в эндометрии в зависимости от выявленных 

доминирующих микроорганизмов. Так, при 

выявлении Atopobium vaginae в полости матки 

у женщин с бесплодием отмечено достоверное 

повышение концентрации DEFa1. При иссле-

довании отделяемого полости матки на экс-

прессию FGF2, TGF-β1, DEFa1, у пациенток 

с бесплодием были получены следующие ре-

зультаты: достоверное повышение концентра-

ции DEFa1 при выявлении Atopobium vaginae 

в полости матки (р < 0,001); достоверные раз-

личия концентрации DEFa1 в зависимости 

от наличия Lactobacillus spp. в полости матки 

(р < 0,005).

При сравнении концентрации DEFa1 в слу-

чае выявления Atopobium vaginae в полости 

матки в зависимости от наличия/отсутствия 

Lactobacillus spp. выявлены достоверные разли-

чия. При выявлении Lactobacillus spp. определя-

ется более высокая концентрация DEFa1 (р < 

0,001). Эти данные приведены в табл. 2.

В группе с бесплодием лактобациллы в эн-

дометрии обнаружены у 41,8% женщин. Среди 

них у 34,8% были обнаружены только лактоба-

циллы, у 65,2% кроме лактобацилл были обна-

ружены и другие микроорганизмы. У 58,2% — 

лактобациллы не были обнаружены в эндоме-

трии и у 12,7% в эндометрии микроорганизмы 

отсутствовали.

Таким образом, нами показано, что микроор-

ганизмы в полости матки коррелируют с уров-

нем цитокинов и противомикробных пептидов. 

Состав микробиоты эндометрия с разнообрази-

ем микроорганизмов и отсутствием Lactobacillus 

может спровоцировать воспаление, затруднить 

восприимчивость эндометрия к имплантации 

эмбриона и привести к развитию различной па-

тологии в эндометрии. Наличие лактобацилл 

является положительным предиктором насту-

пления беременности. Факторы роста пока-

зали статистически значимые различия толь-

ко в подгруппе у пациенток с полипэктомией 

в анамнезе.

Обсуждение

Механизмы взаимодействия между иммун-

ными факторами и микробиомом в эндомет-

рии — сложная и быстро развивающаяся об-

ласть исследований. Исследования взаимоот-

ношений между иммуномом и микробиомом 

открывают огромные возможности для разви-

тия репродуктивной медицины. Врожденные 

и адаптивные иммунные реакции на микроби-

ом влияют на возникновение и прогрессирова-

ние репродуктивных нарушений. Однако меха-

низмы, управляющие этими взаимодействия-

ми, остаются неизвестными и требуют иннова-

ционных подходов. Известно, что микробиота 

эндометрия имеет меньшую биомассу и разноо-

бразие, чем влагалище. Дисбаланс микробиоты 

эндометрия может вызывать повторные неудачи 

имплантации, невынашивание беременности, 

эндометриоз, эндометрит, полипы эндометрия, 

гиперплазию и рак эндометрия [11].

Экспрессия дефензинов в эндометрии ва-

рьируется в зависимости от стадий менструаль-

ного цикла и микробной инвазии. Дефензины 

участвуют в локальном иммунном ответе, ре-

гулируя риск спонтанных преждевременных 

родов [25]. Клинические исследования выяви-

ли уменьшение уровня дефензина у женщин 

с бактериальным вагинозом. Эффективное ле-

чение БВ нормализует уровни дефензина, что 

позволяет предположить, что низкие уровни 

дефензина связаны с этим заболеванием. Было 

высказано предположение, что более низкие 

уровни дефензинов во влагалище у женщин 

репродуктивного возраста при наличии БВ 

могут быть обусловлены продукцией протеаз 

большим количеством разнообразных микро-

организмов при БВ [17]. По нашим данным, 

у всех пациенток с разными формами беспло-

дия по сравнению с группой доноров ооцитов 

выявление Lactobacillus достоверно сочеталось 

с увеличением концентрации DEFa1. Кроме 

того, наше исследование показало, что при 

обнаружении G. vaginalis и Fannyhessea vaginae 

(Atopobium vaginae) в полости матки у жен-

щин с бесплодием уровень дефензинов был 

значительно ниже, чем в группе сравнения. 

Возможно, это связано с тем, что в полости мат-

ки чрезвычайно низкая микробная популяция 

и содержится в 10 000 раз меньше бактерий [7], 

чем во влагалище, поэтому количество протеаз 

недостаточно, чтобы уменьшить уровень де-

фензина в эндометрии.

Другое проспективное исследование показа-

ло относительное доминирование видов уреа-
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плазм в ткани эндометрия как независимый 

фактор риска последующего выкидыша после 

переноса эмбрионов с эуплоидным кариоти-

пом [21]. По нашим данным у пациенток с бес-

плодием во всех подгруппах в эндометрии обна-

ружены Ureaplasma spp.

Предполагается, что даже незначительные 

нарушения в деликатных отношениях между 

микробиотой и иммунной системой могут су-

щественно повлиять на репродуктивное здо-

ровье, потенциально приводя к дисбактериозу, 

воспалению и различным репродуктивным на-

рушениям. Поэтому понимание сложных взаи-

мосвязей микробиома и факторов иммунной 

защиты имеет большое научное и практиче-

ское значение. Так, инфекции, ассоциирован-

ные с микроорганизмами рода Fusobacterium, 

вызывают врожденный иммунный ответ, акти-

вируют сигнальные пути TGF-β и способству-

ют трансформации фибробластов эндометрия 

в миофибробласты, что в итоге способствует 

развитию эндометриоза. Это исследование 

впервые продемонстрировало связь между 

микробиомом, иммунной дисфункцией и раз-

витием эндометриоза [16]. По нашим данным, 

имелось достоверное повышение концентра-

ции TGF-β1 в эндометрии у женщин с беспло-

дием при обнаружении G. vaginalis по сравне-

нию с группой сравнения. В нашем предыду-

щем исследовании было показано, что уровни 

TGF-β1, bFGF2 и DEFa1 достоверно коррели-

ровали только с наличием Peptostreptococcus spp. 

и ВПЧ в эндометрии. Кроме того, анализ 

концентрации эндометриальных цитокинов 

и α-дефензинов выявил их достоверную кор-

реляцию с наличием в анамнезе рецидивирую-

щей инфекции ВПГ [23].

Хорионический гонадотропин человека 

(ХГЧ) регулирует экспрессию четырех бел-

ков в эндометрии человека, а именно: IL-11, 

CXCL10, GM-CSF и FGF2. Экспрессия FGF2 

в эндометрии человека in vivo увеличивается 

во время секреторной фазы менструального 

цикла и остается высокой в течение первого 

триместра беременности. FGF2 обеспечивает 

адгезию трофэктодермы к внутренней клеточ-

ной массе (ICM) и коллагену типа IV. Полипы 

эндометрия представляют собой аберрант-

ные разрастания, состоящие из желез, стромы 

и кровеносных сосудов с сосудистым центром, 

распространяющиеся в полость матки. Их раз-

мер варьируется от нескольких миллиметров 

до нескольких сантиметров [8]. По данным 

проведенного нами исследования, у пациенток 

с полипэктомией в анамнезе (IБ) и у женщин 

группы сравнения были получено достоверное 

снижение концентрации TGF-β1 в сочетании 

с повышением концентрации FGF2, DEFa1. 

Регуляторные Т-клетки оказывают мощные 

противовоспалительные, иммуносупрессив-

ные и сосудорегуляторные функции, необхо-

димые для наступления беременности. За счет 

высвобождения цитокинов, включая TGF-β 

происходит корреляция воспаления и поддер-

жания гомеостаза [20].

В настоящее время факторам роста в эндо-

метрии уделяется большое внимание, но дан-

ные очень противоречивы. Обсуждается роль 

TGF-β1 в патогенезе невынашивания беремен-

ности. В эндометрии у фертильных женщин 

продукция TGF-β1 выше, чем у женщин с по-

вторными неудачами имплантации в програм-

мах ВРТ [1]. В нашем исследовании также уро-

вень TGF-β1 был статистически значимо ниже 

(р < 0,001) при сравнении пациенток из под-

группы с полипэктомией в анамнезе по срав-

нению с фертильными женщинами. У женщин 

с неразвивающимися беременностями раннего 

срока после ЭКО отмечена пониженная экс-

прессия TGF-β1 и его рецептора в децидуаль-

ной и интерстициальной оболочках, ворсинча-

той ткани [1].

Недавние исследования показали, что уро-

вень FGF2 в лаваже маточной жидкости фер-

тильных и бесплодных женщин не различал-

ся [3]. Это подтверждается и нашим исследо-

ванием, однако в подгруппе с полипэктомией 

в анамнезе мы видим повышение содержания 

FGF2, что, возможно, связано с присутствием 

кровеносных сосудов в полипах. В группе жен-

щин с бесплодием нами выявлено небольшое 

повышение FGF2 и понижение TGF-β1, но это 

статистически не значимо. Статистически зна-

чимое повышение (р < 0,001) у женщин с идио-

патическим бесплодием по сравнению с фер-

тильными пациентками отмечено только для 

DEFa1.

В предыдущем исследовании было показа-

но достоверное снижение эндометриального 

TGF-β1 и bFGF2 и увеличение DEFa1 у женщин 

с идиопатическим бесплодием по сравнению 

с фертильными пациентками [23].

Уровни провоспалительных цитокинов 

и антимикробных пептидов повышаются 

во время гормональных изменений. Выработка 

цитокинов играет решающую роль в ответ 

на различную микробиоту. Однако длительная 

выработка цитокинов может ослабить эпите-

лиальный барьер и повысить восприимчивость 

к инфекции [11].

Несмотря на многочисленные литературные 

данные, необходимы дальнейшие исследования 

с целью понимания взаимодействия иммунома 

и микробиома, что откроет перспективы для 

инновационных диагностических и терапев-

тических стратегий в области репродуктивного 

здоровья, таких как лечение бесплодия и веде-

ние беременности.
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Заключение

Наличие микроорганизмов в эндометрии 

приводит к модуляции иммунной системы 

и патологическим процессам в полости матки 

с развитием бесплодия. Наличие или отсут-

ствие лактобацилл в полости матки является 

ключом к имплантации эмбриона.

Взаимодействие микробиома и иммунома 

в полости матки представляет собой сложную 

систему и влияет на врожденные и адаптивные 

иммунные реакции, тем самым способствуя 

возникновению и прогрессированию репро-

дуктивных расстройств. Это многообещающая 

область исследований со значительным потен-

циалом для репродуктивной медицины.

Наше исследование показало, насколько 

тесно взаимосвязаны микробиота эндометрия, 

происходящие в нем иммунные изменения 

и клинические проявления бесплодия. В связи 

с этим необходим пересмотр клинических ре-

комендаций по лечению пациенток с разными 

формами бесплодия.
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ГЕНОМНОЕ РАЗНООБРАЗИЕ ТОКСИГЕННЫХ 

ШТАММОВ VIBRIO CHOLERAE О1 БИОВАРА 

ЭЛЬ ТОР, ВЫДЕЛЕННЫХ В ПЕРИОД ТРЕХ 

ВОЛН СЕДЬМОЙ ПАНДЕМИИ ХОЛЕРЫ

Н.И. Смирнова, Д.А. Рыбальченко, Ю.В. Лозовский, Я.М. Краснов, Е.Ю. Щелканова, 

А.В. Федоров, В.В. Кутырев

ФКУН Российский научно-исследовательский противочумный институт «Микроб» Роспотребнадзора, г. Саратов, Россия

Резюме. Введение. Высокая вариабельность генома возбудителя седьмой пандемии холеры V. cholerae Эль Тор 

привела к возникновению различных генетических вариантов, имеющих разный набор измененных генов, 

кодирующих факторы патогенности и резистентность к антибиотикам. Цель работы — анализ динами-

ки изменения генов патогенности, эпидемичности и лекарственной устойчивости токсигенных штаммов 

V. cholerae Эль Тор из России и эндемичных по холере регионов, выделенных в период трех волн текущей 

пандемии, и их филогенетический анализ. Материалы и методы. Использовали нуклеотидные последова-

тельности полных геномов 155 токсигенных штаммов V. cholerae Эль Тор, полученных нами (42 штаммов) 

и взятых из NCBI GenBank (113 изолятов). Секвенирование ДНК проводили на платформе «Ion PGM» 

Филогенетические связи штаммов определяли на основе байесовского анализа коровых SNP, полученных 

с помощью программного пакета Snippy 4.6. Резистентность к антибиотикам оценивали диско-диффузион-

ным методом. Результаты. На основании SNP-анализа установлено деление исследуемых штаммов (1970–

2023 гг.) на 3 кластера. Показана четкая корреляция между генотипом штаммов каждого кластера и временным 

периодом их выделения. Обособление генетически измененных штаммов из кластеров II и III, выделенных 

в период второй и третьей волн пандемии, от типичных штаммов из кластера I, было связано с приобретени-

ем ими новых участков ДНК (гена ctxB1 и разных типов ICE), а также мутациями в генах патогенности и ле-

карственной устойчивости. Вследствие разного сочетания мутаций штаммы кластера III были генетически 

неоднородны. Cравнение геномов изучаемых штаммов показало, что их разнообразие значительно возросло 

в период третьей волны пандемии, что привело к появлению новых геновариантов с повышенным патоген-

ным и эпидемическим потенциалом. Показано, что резистентность к антибиотикам штаммов как из энде-

мичных регионов, так и из России за последние 30 лет (1993–2023 гг.) претерпела существенные изменения 

за счет различных мутаций. При этом меняющаяся лекарственная устойчивость вариантов четко коррели-

ровала с возникновением в их геноме мутаций в различных генах патогенности. Заключение. Показано, что 

на протяжении двух последних десятилетий происходило довольно быстрое изменение генома возбудителя, 

следствием которого явилось возникновение различных геновариантов. Установлена смена вариантов воз-

будителя в России. Особую обеспокоенность вызывают штаммы, сочетающие генетические маркеры гипер-
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вирулентности и множественной лекарственной устойчивости. Вариабельность генома штаммов из России 

указывает на необходимость проведения постоянного геномного надзора за ними с целью получения дан-

ных об изменении их эпидемически важных свойств для своевременного создания новых средств диагно-

стики и профилактики.

Ключевые слова: V. cholerae, вариабельность генома, патогенность, лекарственная устойчивость, филогения, геномный 

надзор.

GENOMIC DIVERSITY OF TOXIGENIC VIBRIO CHOLERAE O1 BIOVAR EL TOR STRAINS ISOLATED 

DURING THREE WAVES OF THE 7TH CHOLERA PANDEMIC

Smirnova N.I., Rybal’chenko D.A., Lozovsky Yu.V., Krasnov Ya.M., Shchelkanova E.Yu., Fedorov A.V., 

Kutyrev V.V.

Russian Anti-Plague Institute “Microbe” of Rospotrebnadzor, Saratov, Russian Federation

Abstract. Introduction. High genome variability of the 7th cholera pandemic agent, V. cholerae El Tor, led to emergence 

of genovariants with distinct set of altered genes. The aim of the work was to analyze the dynamics of changes 

in pathogenicity, epidemicity as well as drug resistance and phylogeny in toxigenic strains of V. cholerae El Tor isolated 

in Russia and endemic regions during three waves of ongoing pandemic. Materials and methods. We used whole-genome 

nucleotide sequences of 155 strains, obtained by us (42) and taken from the NCBI Genbank (113). DNA sequencing was 

performed on Ion PGM platform. Phylogenetic relations were determined based on the Bayesian analysis of core SNPs 

obtained using Snippy 4.6 software package. Antibiotic resistance was assessed applying disk diffusion test. Results. SNP 

data revealed that the studied strains (1970–2023) might be divided into three clusters. A clear correlation between 

each-cluster strain genotype and relevant isolation timing was observed. Separation of genetically altered cluster II 

and III strains isolated during the 2nd and 3rd waves of the pandemic from typical cluster I strains is associated with 

acquisition of new DNA regions and mutations in pathogenicity and drug resistance genes. Due to different combination 

of mutations, cluster III strains are genetically heterogeneous. Genome comparison showed that this diversity increased 

dramatically during the 3rd wave, which led to emergence of new genovariants with higher pathogenic and epidemic 

potential. It is demonstrated that antibiotic resistance in strains both from endemic regions and Russia over the past 

30 years (1993–2023) has undergone significant changes. Thereat, the changing drug resistance clearly correlated with 

the occurrence of mutations in various pathogenicity genes. Conclusion. It is shown that over the past two decades 

the agent genome underwent a rather rapid change resulting in emergence of various genovariants. A change in the 

pathogen variants in Russia has been established. Strains combining genetic markers of hyper-virulence and multiple 

drug resistance are of particular concern. Genome variability of the strains identified in points at a need for constant 

genomic surveillance to obtain data on altering epidemically important properties for timely generation of new 

diagnostic and preventive means.

Key words: V. cholerae, genome variability, pathogenicity, drug resistance, phylogeny, genomic surveillance.

Введение

На протяжении более 60 лет мы являемся сви-

детелями развития седьмой пандемии холеры, 

начавшейся в 1961 г. на Индийском субконти-

ненте, откуда происходило ее распространение 

по всему миру тремя независимыми, но перекры-

вающимися волнами [1, 19]. Продолжающиеся 

в настоящее время эпидемии и вспышки хо-

леры в эндемичных странах Юго-Восточной 

Азии, Африки, Южной Америки создают реаль-

ные риски ее завоза в другие регионы, включая 

Россию, территория которой является неэнде-

мичной. Все зарегистрированные эпидемиче-

ские вспышки или спорадические случаи холе-

ры в России всегда имели заносной характер [4, 

6]. Возбудителем текущей пандемии являются 

токсигенные штаммы Vibrio cholerae серогруппы 

O1 биовара Эль Тор, относящиеся к типичным 

и генетически измененным или геновариантам. 

Патогенность типичных штаммов, вызвавших 

первую волну пандемии (1961–1990 гг.), обуслов-

лена присутствием в геноме профага CTXφElTor 

с опероном ctxAB3, кодирующим холерный ток-

син (или CT), и острова патогенности VPI-1 с ге-

нами tcpAElTor-F, определяющими продукцию 

токсин-корегулируемых пилей (или TCP) — ос-

новного фактора колонизации кишечника чело-

века [21, 23]. Пандемический (эпидемический) 

потенциал связан с островом пандемичности 

VSP-II, продукты генов которого обеспечивают 

высокий уровень адаптации возбудителя к ме-

няющимся условиям окружающей среды [15].

Однако в дальнейшем геном возбудителя 

в процессе эволюции претерпел большие из-

менения, что привело к появлению различных 

геновариантов, отличающихся от типичных 

штаммов генетическими и фенотипическими 

свойствами. Впервые возникшие генетические 

варианты (1991–1994 гг.) вызвали вторую вол-
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ну пандемии, вытеснив типичные штаммы [19, 

20]. Ключевым событием в их формировании 

стало приобретение возбудителем холеры Эль 

Тор горизонтально перенесенных генов ctxAB1 

из профага CTXφClass холерных вибрионов клас-

сического биовара — возбудителя предыду-

щих шести пандемий азиатской холеры [20]. 

Второе важное событие — появление в геноме 

патогена интегративного конъюгативного эле-

мента (или ICE) SXT c генами резистентности 

к различным антибиотикам [10, 25]. Из 30 из-

вестных его типов наиболее распространен-

ными были ICEVchInd5(floR, strAB, sul2, dfrA1) 

и ICEVchBan9(floR, strAB, sul2, tetAR, dfrA1). 

Основное различие между ними — разный на-

бор генов резистентности к антибиотикам [2, 7, 

16, 25]. Приобретение новой генетической ин-

формации привело к повышению вирулентно-

сти и антимикробной устойчивости патогена, 

а также получению вариантами селективного 

преимущества относительно типичных штам-

мов, что обусловило вытеснение последних 

практически во всех эндемичных регионах [12, 

28]. Тем не менее примерно через 10 лет в пери-

од третьей волны пандемии произошла замена 

этих вариантов новыми [19].

Характерной особенностью генома штаммов 

из третьей волны пандемии стали точечные му-

тации в ключевых и дополнительных генах пато-

генности и лекарственной устойчивости, а так-

же внутригеномная перестройка острова пан-

демичности VSP-II. Однонуклеотидные замены 

в генах ctxB1 и tcpA из профага CTXφ и острова 

патогенности VPI-1 привели к появлению их 

новых аллелей ctxB7 и tcpACIRS101 соответственно 

и продукции измененных факторов патогенно-

сти [22, 26]. Результатом мутации в гене rtxA, ко-

дирующем многофункциональный цитотоксин 

MARTX, стало появление его аллеля rtxA4 c по-

терей функции этого гена [14]. К тому же за счет 

протяженной делеции около 30 генов в VSP-II 

произошла утрата генетического материала 

и образование VSP-IIΔ(vc0495 — vc0512) [27]. 

Кроме того, возникли мутации, которые по-

влекли изменение резистентности к антибио-

тикам — возникновение устойчивости к нали-

диксовой кислоте за счет мутаций в генах gyrA 

(G248T) и parC (C254T) [17] и чувствительности 

к полимиксину B в результате однонуклеотид-

ной замены в гене carR (G265A) [24]. Следствием 

указанных событий стало формирование высо-

копатогенных новых геновариантов с уникаль-

ным набором факторов вирулентности, анти-

микробной резистентности и высоким уровнем 

адаптации к стрессовым воздействиям окру-

жающей среды, что привело к их глобальному 

распространению [11, 19, 22] и росту заболевае-

мости холерой в мире c увеличенным числом 

случаев тяжелого течения [13].

Первые эпидемические проявления хо-

леры в Российской Федерации (РФ) нача-

лись в 1970 г. в период первой волны панде-

мии и были связаны с завозом возбудителя 

в Астраханскую область из Ирана и дальней-

шим распространением инфекции в других на-

селенных пунктах Поволжья [3]. Кроме того, 

небольшие вспышки и единичные случаи хо-

леры регистрировались и в других регионах РФ 

(Украина, Азербайджан, Грузия, Башкирия, 

Ставрополь) [1, 5]. Исследование ряда клини-

ческих изолятов показало, что они относились 

к типичным штаммам, содержащим в составе 

оперона ctxAB аллель ctxB3. Однако в дальней-

шем во время двух других волн пандемии все 

известные случаи холеры в РФ были связаны 

с другими вариантами [4, 6, 18].

Впервые генетически измененные штаммы 

с ctxB1 были завезены в различные регионы РФ 

в 1993–2001 гг., став причиной эпидемических 

вспышек, либо спорадических случаев холеры 

в разных регионах страны [9, 10, 18]. Однако 

вскоре, начиная с 2004 г., на территорию России 

были завезены другие варианты возбудителя 

c дополнительными мутациями в эпидемиче-

ски важных генах. Мутациями были затронуты 

гены патогенности (ctxB1, tcpAElTor, rtxA1) и ле-

карственной устойчивости [4, 11, 18]. При этом 

различные штаммы вариантов имели разный 

набор мутантных генов, что определяло их не-

одинаковый патогенный и эпидемический 

потенциалы.

Высокая скорость эволюции и адаптации 

возбудителя холеры к внешней среде будет 

и в дальнейшем приводить к формированию 

новых вариантов и их заносу в РФ. Это обстоя-

тельство указывает на необходимость проведе-

ния геномного надзора за патогеном c целью мо-

ниторинга генетических изменений штаммов, 

как занесенных в Россию, так и циркулирую-

щих в эндемичных регионах, для своевремен-

ного создания адекватных средств диагностики 

и профилактики холеры. Несмотря на боль-

шой интерес многих исследователей к генети-

ческому анализу различных вариантов возбу-

дителя [2, 4, 8, 9, 11, 18], получение системных 

данных об изменении эпидемически важных 

свойств штаммов V. choleraе Эль Тор за послед-

ние 50 лет (1970–2023 гг.) остается актуальной 

задачей, решение которой позволит повысить 

оперативность и качество общей системы эпи-

демиологического надзора.

Цель работы — анализ динамики изменения 

генов патогенности, эпидемичности и лекар-

ственной устойчивости токсигенных штаммов 

V. choleraе Эль Тор из Российской Федерации 

и эндемичных регионов, выделенных в период 

трех волн текущей пандемии, и их филогенети-

ческий анализ.
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Материалы и методы

Использовали нуклеотидные последова-

тельности полных геномов 155 токсигенных 

штаммов V. cholerae О1 биовара Эль Тор, вы-

деленных в разные периоды текущей панде-

мии в России и эндемичных регионах (табл. 1). 

Нуклеотидные последовательности штаммов 

были получены нами (42 штамма) или взяты 

из NCBI GenBank (113 штаммов).

Бактерии культивировали в бульоне и агаре 

LB при 37°С. Чувствительность к антибактери-

альным препаратам определяли диско-диффу-

зионным методом с использованием препара-

тов полимиксина B (300 мкг) и налидиксовой 

кислоты (30 мкг) фирмы «HiMedia Laboratories 

Pvt. Limited» (Индия).

Секвенирование проводили на платформе 

«Ion PGM» (Ion Torrent, США). Подготовку ге-

номной ДНК выполняли согласно протоколу 

производителя из обработанной мертиолятом 

натрия бактериальной суспензии с использо-

вание коммерческого набора «Axy Prep Bacterial 

Genomic DNA Miniprep Kit». Подготовку ДНК 

библиотек проводили по стандартному прото-

колу в соответствии с рекомендациями произ-

водителя. Для сборки геномов применяли про-

граммное обеспечение Ion Torrent Suite Software 

v. 5.4 и Newbler GS Assembler v. 2.6. Средняя глу-

бина прочтений секвенированных штаммов со-

ставила 50.

Анализ полногеномных последовательно-

стей исследуемых штаммов проводили относи-

тельно последовательности генома референс-

ного штамма V. cholerae N16961 с помощью про-

граммы UGEN v.45.1.

Для обнаружения SNP и построения филоге-

нетического дерева использовали Байесовский 

филогенетический анализ с применением 

программы MrBayes v.3.2.7a. на основе SNP-

матрицы, полученной с помощью программы 

Snippy 4.6.0. Визуализацию полученных резуль-

татов осуществляли в программе iTOL v.6.

Результаты

Филогенетический анализ токсигенных 

штаммов V. cholerae Эль Тор из России и энде-

мичных регионов, выделенных в разные временные 

периоды седьмой пандемии. Для выяснения гене-

тических связей различных штаммов из России 

с другими штаммами возбудителя, изолирован-

ными в разные годы на различных эндемичных 

территориях (табл.), мы провели их филогене-

тический анализ. На рис. 1 изображено филоге-

нетическое дерево, построенное на основании 

анализа 1950 коровых SNPs полногеномных 

последовательностей 119 штаммов, из которых 

47 было занесено на территорию Российской 

Федерации. Установлено четкое деление взятых 

штаммов на три основных кластера. Типичные 

штаммы, выделенные в период первой волны 

пандемии (1970–1991 гг.), образовали отдельный 

кластер I, включающий 23 штамма из России 

(12 изолятов) и эндемичных регионов Азии 

(Индия, Бангладеш) и Африки (Мозамбик, 

Гвинея). Все штаммы, независимо от места 

и времени выделения, имели одинаковый ге-

нотип — ctxB3tcpAEltorrtxA1VSP-II, идентичный 

таковому референсного штамма N16961, были 

чувствительны к налидиксовой кислоте (NalS), 

резистентны к полимиксину B (PolR) и не со-

держали в геноме ICE. Кластер II (22 изоля-

та) включал штаммы из России (19 изолятов), 

изолированных во вторую волну пандемии 

(1993–2001 гг.), а также три штамма из эндемич-

ных стран, на территории которых в это вре-

мя были зарегистрированы вспышки холеры 

(рис. 1). Обособление этих штаммов от изоля-

тов из клас тера I четко коррелировало с приоб-

ретением ими новых участков ДНК — гена ctxB1 

(в составе профага CTXφ) от холерных класси-

ческих вибрионов и разных типов мобильного 

элемента ICE от неизвестных доноров. В ре-

зультате эти первые варианты возбудителя име-

ли генотип ctxB1tcpAEltorrtxA1VSP-II ICE, отлич-

ный от такового референсного штамма N16961. 

Различия между штаммами из кластеров I, II 

и референсным N16961 составляли в среднем 

83 и 114 SNPs соответственно. Что касается 74 

других исследуемых штаммов, выделенных как 

в России (16 изолятов), так и в эндемичных ре-

гионах Азии и Африки (58 изолятов), то все они 

относились к разным геновариантам, возник-

шим в период третьей волны пандемии (2022–

2023 гг.), которые образовали кластер III, раз-

личаясь от референсного штамма по 137 SNPs 

(рис. 1). Эти варианты возбудителя отличались 

от измененных штаммов из второй волны раз-

ного типа дополнительными мутациями — од-

нонуклеотидными заменами в ключевых (ctxA, 

tcpA) и дополнительных (rtxA) генах патогенно-

сти и лекарственной устойчивости (gyrA, parC, 

carA), делецией генов в VSP-II и разными типа-

ми ICE, включая ICEVchInd5Δ, утративший 4 

гена (floRstrABsul2). Вследствие разного сочета-

ния мутаций штаммы кластера III были гене-

тически неоднородны, образовав шесть отдель-

ных ветвей с разными генотипами:

 – “a” ctxB1tcpACIRS101rtxA1gyrA(G248T)parC

(C254T)carRVSP-IIΔSXTTET(tetARstrABsul2

dfrA1) или ICEVchInd5(floRstrABsul2dfrA1);

 – “b” ctxB1tcpACIRS101rtxA4 gyrA(G248T)parC

(C254T)carRVSP-IIΔICEVchInd5; 

 – “c“ ctxB7tcpACIRS101rtxA4gyrA(G248T)parC

(C254T)carRVSP-IIΔICEVchInd5; 

 – “d“ ctxB7tcpACIRS101rtxA4gyrA(G248T)parC

(C254T)carR(G265A)VSP-IIΔICEVchInd5; 



61

2025, Т. 15, № 1 Геномное разнообразие V. cholerae О1

Таблица. Генетические свойства штаммов V. cholerae О1 Эль Тор из России и эндемичных 

по холере стран

Table. Genetic features of V. cholerae O1 El Tor strains isolated in Russia and cholera-endemic countries

Штаммы, годы 
выделения

Strains, years of isolation

Аллель 
гена ctxB

ctxB gene 
allele

Аллель 
гена tcpA

tcpA gene 
allele

Аллель 
гена rtxA

rtxA gene 
allele

VSP-II gyrA parC carR

Штаммы из РФ

Strains isolated in Russian Federation

1970–1990 гг.
M888, M893, M1062, 
M818, M1011, M1067, 
M1020, P8194, M671, 
M642, M1261, C402

ctxB3 tcpAElTor rtxA1 VSP-II gyrA parC carR

1993–2001 гг.
1275, M1270, M1293, 
I1181*, 28, 155, M1327, 
I1344*, I1300*, I1298*, 
I1187*, M1266, M1268, 
P17644, M1344

ctxB1 tcpAElTor rtxA1 VSP-II gyrA parC carR

2001–2014 гг.
M1429, M1430, P18899, 81

ctxB1 tcpACIRS101 rtxA4 VSP-IIΔ gyrA(G248T) parC(C254T) carR

L3226, RND19187, L4150, 
RND13188, 76, 153, 39, 
186

ctxB7 tcpACIRS101 rtxA4 VSP-IIΔ gyrA(G248T) parC(C254T) carR

1509, 3265/80 ctxB7 tcpACIRS101 rtxA4 VSP-IIΔ gyrA(G248T) parC(C254T) carR(G265A)
89, 147 ctxB1 tcpAElTor rtxA1 VSP-II gyrA parC carR
2015–2023 гг.
M3208, М3213

ctxB7 tcpACIRS101 rtxA4 VSP-IIΔ gyrA(G248T) parC(C254T) carR(G265A)

M3210 ctxB1 tcpAElTor rtxA1 VSP-II gyrA parC carR

Штаммы из эндемичных стран Азии и Африки

Strains from endemic Asian and African countries

1970–1990 гг.*
CNRVC960629, 
CNRVC960959, A19, 
N16961, A18, A10, GP145, 
GP160, CNRVC930171, 
PRL18, A131, V109, A155, 
A154, V212-1, VC51, 
A330, CNRVC940103, 
CNRVC940190, 
MJ-1236, CNRVC960254, 
CNRVC960218, F3835, 
4679, 4672, 1944_CDC, 
956_CDC, 4662

ctxB1 tcpAElTor rtxA1 VSP-II gyrA parC carR

1991–2001 гг.*
A155, CNRVC940190, 
CNRVC960218, F3835, 
A154

ctxB3 tcpAElTor rtxA1 VSP-II gyrA parC carR

V212-1, VC51, A330, 
CNRVC940103, MJ-1236, 
CNRVC960254, 4672, 
4679, 956_CDC

ctxB1 tcpAElTor rtxA1 VSP-II gyrA parC carR

4662 ctxB1 tcpACIRS101 rtxA4 VSP-IIΔ gyrA parC carR
2002–2014 гг.*
B33, 1362

ctxB1 tcpAElTor rtxA1 VSP-II gyrA parC carR

4488, 4656, 4623, 4551, 
VN243P_07, VC-8, BGD119, 
BGD122, BGD095

ctxB1 tcpACIRS101 rtxA1 VSP-IIΔ gyrA (G248T) parC 
(C254T) carR

CIRS101, 4646, 
CISM1020229.6, 
CISM1020231.9

ctxB1 tcpACIRS101 rtxA4 VSP-IIΔ gyrA(G248T) parC(C254T) carR

4519, IND033, IND041, 
VC-18, IND051, IDH-04808

ctxB7 tcpACIRS101 rtxA4 VSP-IIΔ gyrA (G248T) parC 
(C254T) carR
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 – “e“ ctxB7tcpACIRS101rtxA4gyrA(G248T)parC

(C254T)carR(G265A)VSP-IIΔICEVchInd5Δ;

 – “f”ctxB7tcpACIRS101rtxA4-аgyrA(G248T)parC

(C254T)carR(G265A)VSP-IIΔICEVchInd5Δ.

Обособление кластера III было связано 

с формированием геновариантов не только 

c усиленной вирулентностью, высоким эпиде-

мическим потенциалом и разным спектром ре-

зистентности к антибиотикам, но также с утра-

той PolR — специфического маркера вибрионов 

Эль Тор. Таким образом, показано, что деление 

исследуемых штаммов на три филогенетичес-

кие группы, различающиеся между собой 

по структуре генома, совпадает с временным 

периодом треx волн глобального распростра-

нения возбудителя в мире из первичного очага. 

Присутствие в каждом кластере эпидемически 

опасных штаммов как из России, так и из эн-

демичных стран указывает на их генетическую 

близость. Очевидное большое геномное разно-

образие штаммов возбудителя, изолированных 

на протяжении более 50 лет (1970–2023 гг.), об-

условлено горизонтальным переносом разных 

участков ДНК и различного типа мутациями 

в генах, входящих в состав мобильных элемен-

тов и коровой части хромосом.

Распространенность измененных генов па-

тогенности, эпидемичности и лекарственной 

устойчивости среди различных штаммов возбу-

дителя холеры, занесенных в Россию. Анализ 47 

секвенированных геномов показал различия 

в распространенности измененных ключевых 

генов патогенности и эпидемичности между 

штаммами, занесенными в Россию из различ-

ных эндемичных очагов холеры в разные годы 

текущей пандемии. Как и ожидалось, все ис-

следуемые штаммы из первой волны пандемии 

(12 изолятов; 1970–1990 гг.) относились к типич-

ным, имели характерные для них гены патоген-

ности и пандемичности (ctxB3, tcpAEltorVSP-II) 

и были лишены ICE (рис. 2А). Вместе с тем в по-

следующее десятилетие (1993–2001 гг.) на тер-

Штаммы, годы 
выделения

Strains, years of isolation

Аллель 
гена ctxB

ctxB gene 
allele

Аллель 
гена tcpA

tcpA gene 
allele

Аллель 
гена rtxA

rtxA gene 
allele

VSP-II gyrA parC carR

IND071, IDH-05298, 
IND082, IND090

ctxB7 tcpACIRS101 rtxA4 VSP-IIΔ gyrA (G248T) parC 
(C254T) carR(G265A)

2015–2023 гг.*
BGD128, BGD143, 
NALMLE36, NALMLE05, 
KDCP183

ctxB1 tcpACIRS101 rtxA1 VSP-IIΔ gyrA (G248T) parC 
(C254T) carR

CMR33, NER211, NGA002, 
NGA016, NGA001, 
NGA236, CMR57, CMR56, 
CMR50, CMR44

ctxB7 tcpACIRS101 rtxA4 VSP-IIΔ gyrA (G248T) parC 
(C254T) carR

IND220, IND231, 
CNRVC170168, 
CNRVC170175, 
UG020, UG010, 
4621STDY6714780, 
THSTI56695, THSTI56712, 
CNRVC170179, 
CNRVC170208, KDCP136, 
KDCP208, KDCP245, 
DMAVC-20, DMAVC-1, 
DMAVC-16, DMAVC-19, 
DMAVC-4, DMAVC-11, 
DMAVC-18, DMAVC-21, 
N1252, Q4233, 622, 619, 
K19, K15

ctxB7 tcpACIRS101 rtxA4 VSP-IIΔ gyrA (G248T) parC 
(C254T) carR(G265A)

K054646, K054662, 
K054666, K054671, 
K054681, K054685, 
K054684, K054659, 
K054670, K054682

ctxB7 tcpACIRS101 rtxA4a VSP-IIΔ gyrA (G248T) parC 
(C254T) carR(G265A)

Примечание. VSP-IIΔ — делеция vc0495-vc0512. *Полногеномные нуклеотидные последовательности штаммов взяты из базы данных NCBI 
GenBank.
Note. VSP-IIΔ — vc0495-vc0512 deletion. *Whole genome nucleotide strain sequences are retrieved from the NCBI GenBank database.

Окончание таблицы. Генетические свойства штаммов V. cholerae О1 Эль Тор из России 

и эндемичных по холере стран

Table. Genetic features of V. cholerae O1 El Tor strains isolated in Russia and cholera-endemic countries (continued)
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ритории России были обнаружены генетиче-

ские варианты возбудителя c измененным ге-

ном вирулентности ctxB1 и приобретенными 

генами резистентности к антибиотикам в со-

ставе ICE. Появление таких штаммов в России 

полностью совпало с периодом второй волны 

(рис. 2А). В то же время в третью волну пан-

демии в 2004–2014 гг. были выявлены разные 

типы геновариантов. Наряду с сохранившими-

ся вариантами с генотипом ctxB1tcpAElTorVSP-II 

(12,5%) появились другие варианты с генотипа-

ми ctxB1tcpACIRS101VSP-IIΔ(vc0495–vc0512) и ctxB7 

tcpACIRS101VSP-IIΔ(vc0495–vc0512). При этом 

более 60,0% из них относились к недавно воз-

никшим вариантам, несущим измененный ген 

ctxB7, являющийся генетическим маркером 

штаммов с повышенным патогенным потен-

циалом (рис. 2А, Б). Особый интерес, на наш 

Рисунок 1. Филогенетический анализ токсигенных штаммов V. cholerae O1 Эль Тор, выделенных 

в 1970–2023 гг. в Российской Федерации и эндемичных по холере странах Азии и Африки

Figure 1. Phylogenetic analysis of toxigenic V. cholerae O1 El Tor strains isolated in the Russian Federation and 
cholera-endemic Asian and African countries in 1970–2023
Примечание. Анализ проведен по данным полногеномного секвенирования на основе байесовского анализа 
(выполненного в приложении Mr.Bayes 3.2.7) коровых SNP, полученных с помощью программного пакета Snippy 4.6. 
Дендрограмма, укорененная на референсный штамм V. cholerae N16961, визуализирована с помощью online приложения 
iTOL v6 (https://itol.embl.de).
Note. Analysis was conducted using full-genome sequencing data based on Bayesian test (performed in the Mr.Bayes 3.2.7 
application) of core SNPs obtained using the Snippy 4.6 software package. The dendrogram rooted to the reference strain 
V. cholerae N16961 was visualized using the iTOL v6 online application (https://itol.embl.de).
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взгляд, представляли штаммы, занесенные 

в Россию в 2023 г. после восьмилетнего перио-

да эпидемического благополучия [8]. Обращает 

на себя внимание тот факт, что они относились 

к разным типам геновариантов, имеющих раз-

личные мутации в ключевых генах, связанных 

с патогенностью и способностью к эпидемиче-

скому распространению. Два клинических изо-

лята (М3208 и М3213) имели полный набор из-

мененных генов вирулентности (ctxB7, tcpACIRS101) 

и эпидемичности (VSP-IIΔ(vc0495–vc0512), 

характерный для штаммов с высоким пато-

генным потенциалом. В то же время штамм, 

выделенный из воды (М3210), имел лишь один 

измененный ген (ctxB1) и относился к первым 

по времени выделения геновариантам c более 

низкой вирулентностью (табл., рис. 2А). Таким 

образом, геномы штаммов возбудителя холеры, 

Рисунок 2. Динамика изменения распространенности мутантных генов вирулентности ctxB и tcpA, 

делетированного острова пандемичности VSP-II и ICE SXT элемента среди токсигенных штаммов 

V. cholerae O1 Эль Тор, выделенных на территории Российской Федерации (А) и эндемичных 

по холере стран Азии и Африки (Б). Нуклеотидные последовательности аллелей генов ctxB и tcpA (В)

Figure 2. Dynamic prevalence changes for mutant virulence genes ctxB and tcpA, deleted pandemicity island VSP-II 
and ICE SXT element among toxigenic V. cholerae O1 El Tor strains isolated in Russian Federation (A) and cholera-
endemic Asian and African countries (B). Nucleotide sequences of ctxB and tcpA gene alleles (C)
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занесенных в Россию в период разных волн пан-

демии, четко различались между собой набором 

мутаций в ключевых генах патогенности и эпи-

демичности, входящих в состав мобильных эле-

ментов (CTXφ, VPI-1 и VSP-II), что указывает 

на их разный патогенный потенциал.

Другим не менее важным был вопрос об из-

менении резистентности к антибиотикам, по-

скольку возникновение устойчивости возбу-

дителя холеры к лекарственным препаратам 

является большой проблемой современности. 

Прежде всего, как отмечалось выше, измене-

Рисунок 3. Динамика изменения распространенности генов лекарственной устойчивости 

среди различных вариантов возбудителя холеры, изолированных в Российской Федерации (А) 

и эндемичных странах Азии и Африки (Б) в период второй и третьей волны текущей пандемии 

холеры. Чувствительность к полимиксину B (PolS) и резистентность к налидиксовой кислоте (NalR) 

изученных изолятов: М3208 и М1509 — штаммы геновариантов с мутациями в генах gyrA, parC и carR; 

М671 — типичный штамм с интактными генами gyrA, parC и carR, взятый в качестве контроля (В)

Figure 3. Dynamic prevalence changes in drug resistance genes among various variants of the cholera pathogen 
isolated in Russian Federation (A) and endemic Asian and African countries (B) during the 2nd and 3rd waves 
of the current cholera pandemic. Sensitivity to polymyxin B (PolS) and resistance to nalidixic acid (NalR) 
of the studied isolates: M3208 and M1509 — genovariant strains with mutant gyrA, parC and carR genes; 
M671 is a typical strain with intact gyrA, parC and carR genes used as a control (C)

А (A)

Б (B)

В (C)
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ние резистентности было связано с появлени-

ем в геноме первых вариантов разных типов 

ICE. Следствием таких событий стал занос 

в Россию штаммов в 1993–2001 г. с двумя ти-

пами ICE: ICEVchInd5(floR, strAB, sul2, dfrA1) 

и ICEVchBan9(floR, strAB, sul2, tetAR, dfrA1), раз-

личающимися набором генов резистентности 

(рис. 3А). Дальнейшие изменения устойчивости 

к антибиотикам были обусловлены появлени-

ем у геновариантов с ICE мутаций в различных 

коровых генах. В результате штаммы, изоли-

рованные в России в третью волну пандемии 

(2004–2014 гг.), стали устойчивыми к новым ан-

тибиотикам и по профилю резистенности были 

более разнообразными по сравнению с изо-

лятами из предыдущего десятилетия. У 87,5% 

штаммов была выявлена резистентность к на-

лидиксовой кислоте (NalR), возникшая за счет 

двух точечных мутаций в коровых генах gyrA 

(G248T) и parC (C254T), кодирующих топоизоме-

разу II (ДНК-гиразу) и топоизомеразу IV. Лишь 

небольшое число штаммов (12,5%) оставалось 

NalS. Более того оказалось, что в 12,5% случаях 

NalR штаммы утратили устойчивость к поли-

миксину B (PolS) в результате точечной мута-

ции в гене carR(G265A) (рис. 3А, В). Поскольку 

резистентность к полимиксину B используется 

в качестве ключевого маркера для дифферен-

циации вибрионов биовара Эль Тор от холерных 

вибрионов классического биовара, то утрата 

возбудителем этого свойства может создавать 

определенные трудности при диагностике вы-

деляемых штаммов. Что касается штаммов, об-

наруженных в 2023 г., то все клинические изо-

ляты были NalRPolS, что подтверждает широкое 

распространение таких штаммов в эндемичных 

очагах (рис. 3А). Кроме того, впервые обнаружен 

занос в Россию штаммов, несущих в ICEVchInd5 

делецию (около 10 тыс. п.н.), затронувшую че-

тыре гена, кодирующих резистентность к хло-

рамфениколу (floR), стрептомицину (strA, strB) 

и сульфаниламиду (sul2). Сохранился лишь ген 

dfrA1, кодирующий устойчивость к тримето-

приму (рис. 3А). Таким образом, резистентность 

к антибиотикам занесенных в Россию штаммов 

за 30 лет (1993–2023 гг.) претерпела существен-

ные изменения. При этом изменение резистент-

ности геновариантов четко коррелировало с воз-

никновением в их геноме мутаций в различных 

генах патогенности (рис. 2А, 3А), что привело 

к изменению многих важнейших свойств пато-

гена, включая его вирулентность, чувствитель-

ность к антибактериальным препаратам и утрату 

одного из диагностически значимых признаков.

Сравнительный анализ геномов токсигенных 

штаммов V. cholerae Эль Тор, выделенных в энде-

мичных очагах холеры на разных этапах теку-

щей пандемии. Появление различных вариантов 

возбудителя в России, занесенных из различ-

ных эндемичных очагов, ставит вопрос об их 

распространенности на этих территориях. 

В этой связи мы сопоставили геномы 108 штам-

мов, изолированных в 17 странах Азии (Индия, 

Бангладеш, Йемен, Пакистан, Вьетнам, Непал) 

и Африки (Конго, Мозамбик, Кот-д'Ивуар, 

Нигерия, Камерун, Гвинея, Малави, Нигер, 

Танзания, Уганда, Кения) в 1970–2023 гг. 

Анализ секвенированных участков генома, со-

держащих мобильные элементы CTXφ, VPI-1 

и VSP-II с ключевыми генами патогенности 

и эпидемичности, выявил заметные измене-

ния их структуры у штаммов, изолированных 

в последние 30 лет (1991–2023 гг.) по сравнению 

с типичными штаммами из более раннего этапа 

пандемии (1970–1990 гг.) (рис. 2Б). Одно из важ-

нейших изменений в период второй волны пан-

демии (1991–2001 гг.) — появление большого ко-

личества изолятов (66,7%) c аллелем ctxB1, сре-

ди которых 6,7% штаммов одновременно несли 

мутантный ген tcpACIRS101, а также протяжен-

ную делецию в VSP-II (VSP-IIΔ(vc0495–vc0512). 

К тому же в хромосоме большинства штаммов 

присутствовали разные типы ICE (рис. 2Б, 

3Б). Вначале третьей волны пандемии (2002–

2014 гг.), наряду со штаммами с генотипом, ха-

рактерным для второй волны, были выявлены 

штаммы (в 40,0% от числа изученных) с новым 

аллелем ctxB7, несущими и другие измененные 

гены — tcpACIRS101 и VSP-IIΔ(vc0495–vc0512).

Кроме того, более 90,0% исследуемых штам-

мов оказались NalR за счет указанных выше 

мутаций в генах gyrA и parC. Что касается по-

следнего десятилетия (2015–2023 гг.), то при 

незначительном количестве вариантов с геном 

ctxB1 (8,5%), более 90,0% изолятов относились 

к новым вариантам с набором мутантных ге-

нов ctxB7, tcpACIRS101, gyrA(G248T), parC(C254T), 

VSP-IIΔ(vc0495–vc0512), которые обусловили 

повышение продукции ключевых факторов 

патогенности и усиление устойчивости к анти-

биотикам. Более того, вследствие мутации еще 

в одном гене — carR, более 75,0% изученных 

штаммов утратили PolR — диагностический 

признак виб рионов Эль Тор (рис. 2Б, 3Б). Таким 

образом, приведенные данные свидетельствует 

о большом геномном разнообразии штаммов 

в эндемичных регионах, где на протяжении 

двух последних волн пандемии происходило 

довольно быстрое изменение генома возбуди-

теля, что привело к появлению его различных 

вариантов. К наиболее распространенным 

в последние годы следует отнести штаммы, со-

четающие мутации в генах патогенности, эпи-

демичности и лекарственной устойчивости, 

что связано с усилением вирулентности пато-

гена, изменением его резистентности к анти-

биотикам и утратой диагностически значимого 

свойства.
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Обсуждение

 Изменчивость генома возбудителя холеры 

Эль Тор — одна из основных проблем молеку-

лярной микробиологии этого патогена, по-

скольку ее решение открывает новые возмож-

ности в расшифровке причин формирования 

в природных популяциях атипичных по ви-

рулентным и диагностически значимым свой-

ствам штаммов. Возрастающая значимость 

холеры для здравоохранения России и других 

стран может быть связана с возникновением 

в последние десятилетия различных генети-

ческих вариантов возбудителя, распростра-

нение которых быстро приобрело глобальные 

масштабы. При проведении полногеномного 

SNP-анализа показано, что деление исследуе-

мых штаммов на три филогенетические груп-

пы, различающиеся между собой по структуре 

генома, совпадает с временным периодом трех 

волн глобального распространения возбуди-

теля в мире из первичного очага. Присутствие 

в каждой группе токсигенных изолятов как 

из России, так и из эндемичных стран указы-

вает на их генетическое сходство. Очевидное 

изменение генома возбудителя на протяжении 

более 50 лет (1970–2023 гг.) связано с такими мо-

лекулярными событиями, как горизонтальный 

перенос генетической информации и возник-

новение мутаций (однонуклеотидные замены, 

делеции) в нуклеотидной последовательности 

генов, кодирующих различные белки. При этом 

такие мутации приводят к изменению важней-

ших свойств возбудителя, включая его виру-

лентность и способность к эпидемическому 

распространению. Эти результаты полностью 

совпадают с данными других исследователей 

и подтверждают общую тенденцию последних 

лет — возрастание уровня генетической измен-

чивости этого патогена.

Cравнение геномов 155 штаммов возбудите-

ля холеры, выделенных в России и эндемичных 

очагах в 1970–2023 гг., показало, что изоляты 

из разных волн пандемии четко различались 

между собой набором мутаций в ключевых ге-

нах патогенности и эпидемичности, входящих 

в состав мобильных элементов (CTXφ, VPI-1 

и VSP-II), что указывает на их разный патоген-

ный потенциал. Геномное разнообразие штам-

мов значительно возросло в период третьей 

волны пандемии за счет возникновения раз-

личных мутаций в генах, кодирующих факторы 

вирулентности и лекарственной устойчивости, 

что привело к появлению новых геновариантов 

с повышенным патогенным и эпидемическим 

потенциалом. Установлено, что исследуемые 

штаммы, различающиеся между собой набором 

мутантных генов, принадлежали к шести раз-

ным генотипам. Анализ динамики изменения 

генома показал, что если вначале третьей волны 

пандемии (2002–2014 гг.) лишь 40,0% штаммов 

из эндемичных регионов относились к недавно 

возникшим вариантам, несущим измененный 

ген ctxB7, являющийся генетическим маркером 

штаммов с повышенным патогенным потенци-

алом, то в последнее десятилетие (2015–2023 гг.) 

этот показатель превысил 90,0%. Вследствие та-

ких генетических изменений возбудителя в эн-

демичных странах, занесенные в Россию штам-

мы в третью волну пандемии преимуществен-

но также относились к новым геновариантам 

(в 62,5% и 66,7% случаях в зависимости времени 

выделения штаммов).

 Отдельным был вопрос о динамике измене-

ния устойчивости штаммов к лекарственным 

препаратам. Оказалось, что резистентность 

к антибиотикам исследуемых штаммов за 30 лет 

также претерпела существенные изменения. 

Такое событие в первую очередь было связано 

с появлением в геноме первых вариантов из вто-

рой волны пандемии (1991–2001 гг.) разных ти-

пов ICE, различающихся набором генов резис-

тентности. Тем не менее в период третьей волны 

пандемии (2002–2023 гг.) у геновариантов с ICE 

произошли дальнейшие изменения устойчиво-

сти к антибиотикам. Точечные мутации в коро-

вых генах gyrA (G248T) и parC (C254T) привели 

к появлению штаммов, резистентных к нали-

диксовой кислоте. В эндемичных странах и за-

несенных в Россию штаммы NalR составляли 

90,0% и 87,5% соответственно. Другим важным 

событием стала утрата штаммами устойчиво-

сти к полимиксину B, используемой в качестве 

ключевого маркера для дифференциации виб-

рионов биовара Эль Тор от холерных вибрио-

нов классического биовара. Причиной потери 

штаммами одного из диагностических свойств 

вибрионов Эль Тор стала точечная мутации 

в регуляторном гене carR(G265A). При этом про-

исходил быстрый рост числа штаммов с такой 

мутацией. Если вначале третьей волны штаммы 

PolS из эндемичных регионов составляли лишь 

16,0%, то через десять лет их число достигло бо-

лее 80,0%. Изменение таких свойств геновари-

антов может создавать определенные трудности 

при диагностике штаммов возбудителя холе-

ры, заносимых в Россию. Таким образом, из-

менение резистентности геновариантов четко 

коррелировало с возникновением в их геноме 

мутаций в различных генах патогенности, что 

привело к появлению и широкому распростра-

нению штаммов с усиленной вирулентностью, 

измененной лекарственной устойчивостью 

и утраченным диагностически значимым свой-

ством. Совместное присутствие таких мутаций 

в геноме новых вариантов обусловило, видимо, 

селективные преимущества, следствием кото-

рых стало их широкое распространение.
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Заключение

Установлено, что геномное разнообразие 

токсигенных штаммов значительно возросло 

в период третьей волны пандемии за счет раз-

личных мутаций, что привело к появлению 

новых геновариантов с повышенным патоген-

ным и эпидемическим потенциалом. Показана 

довольно быстрая смена вариантов возбудите-

ля, что является, видимо, следствием высокой 

скорости эволюции генома и адаптации воз-

будителя к человеческой популяции и меняю-

щимся условиям внешней среды. Из известных 

вариантов особую обеспокоенность вызывают 

штаммы, сочетающие генетические маркеры 

гипервирулентности, множественной лекар-

ственной устойчивости и утраченного диа-

гностически значимого признака. Появление 

таких генетических вариантов возбудителя 

на территории России в результате заноса ука-

зывает на необходимость проведения постоян-

ного геномного надзора за патогеном для по-

нимания направления и скорости изменения 

генома в процессе эволюции и своевременного 

распознавания доминирующего геновариан-

та. Полученные нами сведения о генетических 

свойствах широко распространенных вариан-

тов возбудителя из России и эндемичных ре-

гионов могут быть востребованы при создании 

новых средств их лабораторной диагностики, 

основанной на идентификации генетических 

маркеров гипервирулентности. При оценке фе-

нотипических и генетических свойств выделяе-

мых штаммов следует также учитывать возмож-

ную утрату генетическими вариантами устой-

чивости к полимиксину B — диагностически 

значимого свойства, а также вариабельность их 

резистентности к лекарственным препаратам.
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ИММУНОЛОГИЧЕСКИЕ ПОКАЗАТЕЛИ 

У БОЛЬНЫХ ХРОНИЧЕСКИМ 

ОПИСТОРХОЗОМ ПРИ НАЛИЧИИ 

МУТАЦИЙ В ГЕНАХ, АССОЦИИРОВАННЫХ 

С ПРЕДРАСПОЛОЖЕННОСТЬЮ К РАЗВИТИЮ 

АРТЕРИАЛЬНОЙ ГИПЕРТОНИИ

С.А. Григорьева, К.Б. Степанова, Т.Ф. Степанова, А.Н. Озерова, И.В. Бакштановская, 

Г.А. Кальгина, Л.В. Курлаева

ФБУН Тюменский научно-исследовательский институт краевой инфекционной патологии Роспотребнадзора, 

г. Тюмень, Россия

Резюме.  Для выявления особенностей функционирования иммунной системы у больных хроническим опи-

сторхозом с наличием мутаций в локусах, ассоциированных с предрасположенностью к развитию артери-

альной гипертонии, проведены комплексные исследования неспецифической резистентности, клеточно-

го и гуморального звеньев адаптивного иммунитета. Состояние фагоцитарной системы оценивали, изучая 

показатели поглотительной, метаболической активности и образования активных форм кислорода по вос-

становлению нитросинего тетразолия (НСТ-тест спонтанный и стимулированный). Фенотип лимфоцитов 

определяли методом проточной цитометрии. Гуморальное звено системы иммунитета оценивали по коли-

честву общих иммуноглобулинов классов M, G, A и Е. Полиморфизмы генов выявляли методом пиросекве-

нирования с применением системы генетического анализа «PyroMark24» и коммерческих наборов реагентов 

(АмплиСенс Пироскрин «ТОНО-скрин»). Предрасположенность к развитию артериальной гипертонии оце-

нивалась путем обнаружения полиморфизмов в локусах: rs1042713 гена ARDB2 (адренорецептор β2); rs4762 гена 

AGT (ангиотензиноген); rs699 гена AGT (ангиотензиноген); rs5186 гена AGTR1 (рецептор 1 типа ангиотензина 

II); rs1799983 гена NOS3 (синтаза окиси азота). У больных хроническим описторхозом в группах с наличием 

и отсутствием полиморфизмов rs4762 гена AGT (ангиотензиноген) и rs5186 гена AGTR1 (рецептор 1 типа анги-

отензина II) различий в показателях иммунного реагирования выявлено не было. В результате исследования 

иммунологических показателей в группе пациентов с хроническим описторхозом с мутацией гена ARDB2 

(адренорецептор β2) по сравнению с группой без мутации наблюдается подавление гуморального (снижен 

общий иммуноглобулин Е) и дополнительная активация врожденного иммунного ответа на хроническую 

паразитарную инвазию (повышено абсолютное количество лейкоцитов, моноцитов). Исследования имму-

нологических показателей больных хроническим описторхозом в группе с наличием редкого аллеля rs699 

гена AGT (ангиотензиноген) продемонстрировали снижение относительного количества лимфоцитов, сни-
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жение концентрации общего иммуноглобулина M и повышение относительного количества B-лимфоцитов 

по сравнению с группой с наличием частого аллеля. Исследование показателей иммунного ответа пациентов 

с хроническим описторхозом в группе с наличием мутации rs1799983 гена NOS3 (синтаза окиси азота) по срав-

нению с группой без мутации выявило повышение бактерицидного потенциала нейтрофилов (стимулиро-

ванный вариант теста с нитросиним тетразолием (НСТ-тест)); повышено также и относительное количество 

Т-хелперов (CD4+).

Ключевые слова: врожденный иммунитет, адаптивный иммунитет, показатели иммунной системы, хронический 

описторхоз, артериальная гипертония, генетические полиморфизмы.

IMMUNOLOGICAL PARAMETERS IN PATIENTS WITH CHRONIC OPISTHORCHIASIS COUPLED 

TO MUTANT GENES ASSOCIATED WITH PREDISPOSITION TO ARTERIAL HYPERTENSION 

DEVELOPMENT

Grigorieva S.A., Stepanova K.B., Stepanova T.F., Ozerova A.N., Bakshtanovskaya I.V., Kalgina G.A., Kurlaeva L.V.

Tyumen Region Infection Pathology Research Institute, Tyumen, Russian Federation

Abstract. To identify the features of immune system functioning in patients with chronic opisthorchiasis coupled 

to mutant gene loci associated with arterial hypertension predisposition, comprehensive studies on innate and adaptive 

immunity were conducted. The state of neutrophil engulfment and bactericidal activity was assessed. The phenotype 

of lymphocytes was determined by flow cytometry. The humoral arm of the immune system was assessed by 

quantitating total immunoglobulins of classes M, G, A and E. Gene polymorphisms were detected by pyrosequencing. 

The predisposition to arterial hypertension development was assessed by assessing polymorphisms in the gene loci: 

ARDB2 rs1042713; AGT rs4762; AGT rs699; AGTR1 rs5186; NOS3 rs1799983. In patients with chronic opisthorchiasis 

with and without polymorphisms AGT rs4762 and AGTR1 rs5186, had no difference in immune response. Patients with 

vs. without ARDB2 rs1042713 had suppressed humoral (reduced total IgE) along with activated innate immune response 

in chronic opisthorchiasis (increased absolute count of leukocytes and monocytes). In the group with the rare AGT rs699 

vs. common allele there was a decrease in the percentage of lymphocytes, a lower total IgM level and increased percentage 

of B lymphocytes. Immune indicators in patients with chronic opisthorchiasis with vs. without rs1799983 mutation in the 

NOS3 gene had higher neutrophil bactericidal potential (stimulated nitrosine tetrazolium test (NST test)) along with 

percentage of T-helper cells (CD4+).

Key words: innate immunity, adaptive immunity, immune system parameters, chronic opisthorchiasis, arterial hypertension, genetic 

polymorphisms.

Введение

В Российской Федерации в течение послед-

них 10–15 лет наблюдался рост смертности 

от сердечно-сосудистых заболеваний (ССЗ), 

а артериальная гипертония (АГ) является ос-

новным фактором риска, определяющим про-

гноз заболеваемости и смертности от ССЗ [15]. 

Традиционно гипертоническая болезнь рас-

сматривалась как нарушение двух систем, ко-

торые участвуют в регуляции водно-солевого 

баланса и сердечно-сосудистой функции: ре-

нин-ангиотензин-альдостероновой системы 

(РААС) и симпатической нервной системы 

(СНС). Однако лечение, направленное на огра-

ничение влияния РААС или СНС на артери-

альное давление, дает сбой в 40% случаев, что 

предполагает, что должны быть задействова-

ны еще какие-то механизмы [19]. В последнее 

время существует мнение, что на развитие ар-

териальной гипертонии оказывает влияние 

иммунная система. Длительный воспалитель-

ный процесс вызывает накопление активных 

форм кислорода (АФК), вызывающих окисли-

тельный стресс, который приводит к эндоте-

лиальной дисфункции — основной причине 

АГ, а повышенные количества ангиотензина II 

(вызывающего спазм сосудов), в свою очередь, 

оказывают активирующее влияние на иммун-

ную систему. Усиленная активация иммунной 

системы является механизмом, поддерживаю-

щим АГ, и в то же время АГ опосредует генера-

лизованную воспалительную реакцию в орга-

низме, нарушая функционирование кровенос-

ных сосудов, сердца, почек и головного мозга. 

При гипертонии иммунные клетки проникают 

в кровеносные сосуды, способствуя эндотели-

альной дисфункции и препятствуя расслабле-

нию сосудов. В почках наблюдается инфиль-

трация и накопление различных подмножеств 

иммунных клеток; в сердце — инфильтрация 

провоспалительных элементов. Участие им-

мунной системы в развитии АГ кажется без-

условным [18, 20] — она не только усугубляет 

развитие АГ, но способна предотвратить раз-

витие артериальной гипертонии. Механизмы 

адаптивного иммунного ответа активируют-

ся в ответ на сигналы от СНС и РААС: проис-
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ходит дифференцировка Т-лимфоцитов в Th-1 

и Th-17, которые являются провоспалитель-

ными. В то же время адаптивная иммунная 

система может препятствовать развитию АГ, 

например, CD4+ Т-клетки, дифференцируясь 

в регуляторные Т-клетки (Tregs), подавляют ак-

тивацию иммунного ответа, поскольку проду-

цируют иммуносупрессивные цитокины, такие 

как TGF-β и IL-10. Эти цитокины снижают эн-

дотелиальную дисфункцию, препятствуя раз-

витию артериальной гипертонии [16].

Механизмы иммунного ответа при опистор-

хозе, несмотря на многолетнюю историю изуче-

ния этого гельминтоза, до настоящего времени 

остаются актуальной проблемой. В предыду-

щих исследованиях [6] были выявлены следу-

ющие изменения иммунного реагирования 

в хроническую стадию описторхозной инвазии: 

повышение концентрации в сыворотке крови 

общих циркулирующих иммунных комплек-

сов; повышение активности фермента нейтро-

филов миелопероксидазы (МП), поглотитель-

ной способности и активности бактерицидных 

систем нейтрофилов (НСТ-тест); повышение 

относительного и абсолютного количества эо-

зинофилов; снижение количества моноцитов 

и натуральных киллеров (NK). Изменяется 

и адаптивный иммунный ответ: у пациентов 

с хроническим описторхозом (ХО) снижает-

ся количество лимфоцитов, цитотоксических 

Т-лимфоцитов (CD3+CD8+), В-лимфоцитов 

(CD3–CD19+); увеличивается относитель-

ное количество Т-лимфоцитов, Т-хелперов 

(CD3+CD4+) и Т-лимфоцитов с маркером позд-

ней активацией (CD3+HLA-DR+); возрастает 

индекс CD4+/CD8+.

В последнее время приходит понимание не-

однородности патогенеза одного и того же за-

болевания при различных индивидуальных 

молекулярно-генетических и морфофункцио-

нальных особенностях организма [3]. Ранее 

проведенные исследования [1, 5, 8] позволили 

предположить влияние генетических поли-

морфизмов, связанных с предрасположенно-

стью к развитию неинфекционных заболева-

ний, на реакцию иммунной системы пациен-

тов с ХО на инвазию. Спектр генов-кандида-

тов включает группы генов, контролирующих 

различные метаболические, гомеостатические 

и иммунологические системы, нарушения ко-

торых, вовлечены в патогенез сердечно-сосу-

дистых заболеваний и механизмы иммунного 

ответа [10].

Целью исследования было выявление вза-

имосвязи между наличием полиморфизмов, 

ассоциированных с развитием артериальной 

гипертонии, и особенностями функциониро-

вания иммунной системы у пациентов с хрони-

ческой описторхозной инвазией.

Материалы и методы

Было обследовано 52 пациента с диагнозом 

хронический описторхоз. Все пациенты дали 

информированное согласие на участие в этом 

исследовании. Проведение исследования одо-

брено этическим комитетом ФБУН «Тюменский 

научно-исследовательский институт краевой 

инфекционной патологии» Роспотребнадзора 

(протокол № 2 от 01.02.2023 г.). Медиана возрас-

та обследуемых составила 54 года (IQR 38,8–62). 

Проведено комплексное исследование иммуно-

логических показателей.

Фагоцитарная активность нейтрофилов 

(ФАН) определялась по способности клеток 

поглощать частицы латекса с d = 10 мкм (ООО 

«ДИАЭМ», Россия) — процент нейтрофилов 

из 200 проанализированных, содержащих ча-

стицы латекса [14]. Метаболическую активность 

нейтрофилов определяли цитохимическим ме-

тодом восстановления нитросинего тетразолия 

до диформазана (НСТ-тест спонтанный и сти-

мулированный 10% раствором пирогенала). 

Спонтанный НСТ-тест отражал степень акти-

вации кислородзависимого метаболизма и свя-

занную с ним выработку свободных радика-

лов; стимулированный вариант характеризовал 

функциональный резерв [9]. Уровень миелопе-

роксидазы нейтрофилов выявляли спектрофо-

тометрическим методом [9].

Исследование фенотипа лимфоцитов прово-

дили методом проточной цитометрии цельной 

периферической крови с использованием моно-

клональных антител (Beckman Coulter, США), 

меченых FITC (fluorescein isothiocyanate), PE 

(phycoerythrin), ECD (phycoerythrin-Texas Red-X) 

и PC5 (phycoerythrin-cyanin5) на проточном ци-

тофлуориметре «Cytomics FC-500» (Beckman 

Coulter, США). Использовалось трехцветное 

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+) и активированные Т-лим-

фоциты (CD3+CDHLADR+CD45+). Абсолютные 

значения были получены с помощью двух-

платформенной технологии с использовани-

ем результатов гематологического анализа. 

Концентрацию иммуноглобулинов М, G, А, 

и E в сыворотке крови определяли иммунофер-

ментным методом 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 с помощью коммерчес ких на-
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боров «Гамма-интерферон-ИФА-БЕСТ», «Ин-

терлейкин-4-ИФА-БЕСТ», «Интерлейкин-8-

ИФА-БЕСТ», «Интерлейкин-10-ИФА-БЕСТ» 

(Вектор-Бест, Россия).

Выделение тотальной ДНК человека из об-

разцов крови проводили с использованием 

коммерческих наборов «ДНК-сорб В» (ФБУН 

ЦНИИЭ Роспотребнадзора). Генетические по-

лиморфизмы выявляли методом пиросеквени-

рования с применением системы генетического 

анализа «PyroMark24» и коммерческих наборов 

реагентов (АмплиСенс Пироскрин «ТОНО-

скрин»), предназначенных для оценки пред-

расположенности к развитию артериальной ги-

пертонии путем обнаружения полиморфизмов 

в локусах:

– rs1042713 гена ARDB2 (Адренорецептор β2);

– rs4762 гена AGT (Ангиотензиноген);

– rs699 гена AGT (Ангиотензиноген);

– rs5186 гена AGTR1 (Рецептор 1 типа ангио-

тензина II);

– rs1799983 гена NOS3 (Синтаза окиси азота).

Статистическая обработка полученных ре-

зультатов выполнена лицензионным программ-

ным обеспечением SPSS, версия 22.0, предназна-

ченным для научных исследований и доказатель-

ной медицины. Оценка значимости различий 

между группами c нормальным распределением 

значений (подтвержденным тестом Шапиро–

Уилка) проводилась с помощью t-критерия 

Стьюдента (Т-тест). Оценка значимости раз-

личий между группами при распределении, 

отличном от нормального, проводилась с ис-

пользованием непараметрического U-критерия 

Манна–Уитни (U-тест). Критический уровень 

значимости принимался < 0,05. Сравнивали по-

казатели иммунной системы в группах больных 

хроническим описторхозом с наличием и отсут-

ствием мутаций, ассоциированных с предраспо-

ложенностью к артериальной гипертонии. В ста-

тье представлены достоверно различающиеся 

показатели (р < 0,05).

Результаты и обсуждение

При сравнении иммунологических пока-

зателей пациентов с ХО в группах с наличи-

ем и отсутствием мутаций генов AGT rs 4762 

и AGTR1 rs5186 различий не выявлено.

Выявленные достоверные различия изуча-

емых показателей между группами пациентов 

с хроническим описторхозом с наличием му-

тантных аллелей генов, ассоциированных 

с развитием артериальной гипертонии, и без 

них представлены в таблицах.

У пациентов ХО с редким аллелем rs1042713 

гена β2-адренорецептора (ADRB2) по сравне-

нию с пациентами с частым аллелем достоверно 

повышено абсолютное количество лейкоцитов 

и абсолютное количество моноцитов; снижен 

общий иммуноглобулин Е (табл.1).

Мутации гена β2-адренергического рецеп-

тора (ADRB2) ассоциированы с развитием ар-

териальной гипертонии. β2-адренергические 

рецепторы (β2-AR) связаны с медленными 

кальциевыми каналами L-типа и обеспечива-

ют расслабление гладкой мускулатуры, в том 

числе бронходилатацию и вазодилатацию [12]. 

β2-AR находятся практически на всех клетках 

организма человека (иммунных клетках в том 

числе) и опосредуют эффекты катехоламинов. 

Активация β2-AR сопряжена с реакциями 

и врожденного, и адаптивного иммунного от-

вета. При активации рецепторов в нейтрофи-

лах человека ингибируется экспрессия CD11b/

CD18 (рецепторы комплемента CR3), фаго-

цитоз, адгезия, миграция и окислительный 

метаболизм [22]. Естественные киллеры, экс-

прессирующие β2-AR, получают при их акти-

вации ингибирующие сигналы, а моноциты 

приобретают противовоспалительный фено-

тип. Адаптивный иммунный ответ также мо-

дулируется активированными β2-AR. Получая 

стимул через β2-AR, дендритные клетки вызы-

вают дифференцировку CD4+ Т-клеток в Th1- 

Таблица 1. Иммунологические показатели у пациентов с хроническим описторхозом в зависимости 

от наличия или отсутствия минорного аллеля rs1042713 гена ARDB2

Table 1. Immunological parameters in patients with chronic opisthorchiasis, with/without minor allele rs1042713 
of the ARDB2 gene

Показатель, 
единица измерения

Parameter, 
unit of measurement

Отсутствие минорного аллеля, 
M±m/Me (Q25–Q75)

Without minor allele, 
M±m/Me (Q25–Q75)

n = 17

Наличие минорного аллеля, 
M±m/Me (Q25–Q75)

With minor allele, 
M±m/Me (Q25–Q75)

n = 34

Сравнение групп, p

Group comparison, р

Лейкоциты, кл/мкл

Leukocytes, cells/μl
5252±379 6352±355

0,05
T-тест/T-test

Моноциты, кл/мкл

Monocytes, cells/μl
210 (152–240) 301,5 (178,5–387)

0,03
U-тест/U-test

IgЕ, МЕ/мл

IgE, IU/ml
16,5 (9–34) 8 (2,13–22,75)

0,05
U-тест/U-test
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или Тh2-типа [24]. Опосредуемые β2-AR сиг-

налы вызывают ингибирование эффекторных 

функций Т-лимфоцитов [23]. Стимуляция 

β2-AR на B-лимфоцитах через систему cAMP/

PKA вызывает активацию В-лимфоцитов: рас-

тет уровень протеина IgG1, наблюдается повы-

шение экспрессии CD86. Стимуляция β2-AR 

на Т-лимфоцитах ингибирует (в различной 

степени выраженности) продукцию провос-

палительных цитокинов Th-1, таких как IFNγ, 

IL-12, TNFα, и усиление продукции цитоки-

нов Th2, таких как IL-10 и трансформирующий 

фактор роста (TGF-β), являющихся противо-

спалительными [17]. Таким образом, стимуля-

ция β2-AR, находящихся на клетках иммунной 

системы, модулирует иммунный ответ — сни-

жает активность врожденного и клеточного 

звена специфического иммунитета и усилива-

ет активность гуморального звена адаптивного 

иммунного ответа. В целом стимуляция β2-AR 

приводит к снижению воспалительных и уси-

лению противовоспалительных эффектов им-

мунного ответа.

Результаты исследований иммунологичес-

ких показателей пациентов ХО с редким алле-

лем гена ADRB2 свидетельствуют об усилении 

реакций врожденного иммунитета и подавле-

нии реакций гуморального звена специфичес-

кого иммунного ответа. Активация механизмов 

неспецифической резистентности и подавле-

ние гуморального звена специфического имму-

нитета у пациентов ХО с наличием минорного 

аллеля гена β2-AR выражена в большей степе-

ни, чем в целом по всей группе с хроническим 

описторхозом. Вероятно, это является неблаго-

приятным эффектом данной мутации на тече-

ние инвазионной болезни, так как у пациентов 

с редким аллелем этого гена иммунный ответ 

избыточен и, возможно, переходит границы 

физиологической нормы.

Исследования иммунологических показа-

телей пациентов ХО с наличием минорного 

аллеля (rs699) гена ангиотензиногена (AGT) 

продемонстрировало достоверное сниже-

ние относительного количества лимфоцитов 

в группе без мутации. Относительное количе-

ство B-лимфоцитов в этой же группе повышено. 

Концентрация общего IgM у пациентов с мута-

цией снижена (табл. 2).

Ген AGT кодирует белок ангиотензиноген, 

который служит предшественником ангио-

тензина-II, обладающего вазопрессорной ак-

Таблица 2. Иммунологические показатели у пациентов с хроническим описторхозом в зависимости 

от наличия или отсутствия минорного аллеля rs699 гена AGT

Table 2. Immunological parameters in patients with chronic opisthorchiasis with/without minor allele rs699 of AGT 
gene

Показатель, 
единица измерения

Parameter, 
unit of measurement

Отсутствие минорного 
аллеля, M±m

Without minor allele, M±m
n = 17

Наличие минорного 
аллеля, M±m

With minor allele, M±m
n = 34

Сравнение групп, p

Group comparison, р

Лимфоциты, %

Lymphocytes, %
37,43±3,12 30,98±1,09

0,05
T-тест/T-test

CD3–CD19+, % 7,43±0,72 10,39±0,65
0,02

T-тест/T-test
IgM, мг/мл

IgM, mg/ml
2,15±0,33 1,97±0,14

0,01
T-тест/T-test

Таблица 3. Иммунологические показатели у пациентов с хроническим описторхозом в зависимости 

от наличия или отсутствия минорного аллеля rs1799983 гена NOS3

Table 3. Immunological parameters in patients with chronic opisthorchiasis with/without minor allele rs1799983 
of the NOS3 gene

Показатель, 
единица измерения

Parameter, 
unit of measurement

Отсутствие минорного аллеля, 
M±m/Me (Q25–Q75)

Without minor allele, 
M±m/Me (Q25–Q75)

n = 17

Наличие минорного аллеля, 
M±m/Me (Q25–Q75)

With minor allele, 
M±m/Me (Q25–Q75)

n = 34

Сравнение 
групп, p

Group 
сomparison, р

НСТстим., %

NBT stimulated, %
37 (32,5–44,5) 46,5 (34–51)

0,049
U-тест/U-test

НСТстим./НСТспонт.

NBT stimulated/NBT spontaneous
2 (1,415–2,5) 2,5 (2,0–3,3)

0,040
U-тест/U-test

CD3+CD4+, % 45±1 49,3±11,7
0,05

T-тест/T-test
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тивностью. Есть данные подтверждающие 

связь этого протеина с иммунным ответом при 

развитии АГ. Ангиотензин II обладает значи-

тельным провоспалительным действием, инду-

цируя рекрутирование моноцитов и лимфоци-

тов в субэндотелиальное пространство, увели-

чивая экспрессию молекул клеточной адгезии, 

агрегацию тромбоцитов и секрецию цитоки-

нов, хемокинов и факторов роста, которые во-

влечены в развитие атеросклероза и воспаление 

сосудистой стенки. Ангиотензин II определяет 

дифференцировку иммунных клеток в клетки 

провоспалительного фенотипа и последую-

щую продукцию ими провоспалительных ци-

токинов, таких как IL-6, IFNγ, IL-17 TNFα, что 

усиливает окислительный стресс [18]. Т-клетки 

активируются и проникают в ткани в ответ 

на стимуляцию ангиотензином II. При ангио-

тензин II-зависимой артериальной гипертензии 

наблюдается увеличение Th-клеток; дисбаланс 

Т-хелперных лимфоцитов с увеличением Th1-

типа и снижением Th2-типа в селезенке и поч-

ках; увеличение количества CD8+ Т-клеток 

и дважды негативных Т-клеток (CD3+CD4–

CD8–); потеря адапторного белка лимфоцитов 

LNK (также известного как SH2B3) и увели-

чение хемокина RANTES. Также было отме-

чено увеличение количества Т-клеток памяти 

CD3+CD45RO+. Роль В-клеток не столь оче-

видна, однако в развитии ангиотензин-II-

зависимой гипертонии она также существен-

на [4, 18, 22, 25].

Результаты исследований иммунологичес-

ких показателей у пациентов ХО с редким 

аллелем гена AGT по сравнению с пациента-

ми с частым аллелем указывают на отличия 

в адаптивном иммунном ответе. У пациен-

тов с мутацией гена AGT наблюдается сниже-

ние относительного количества лимфоцитов, 

B-лимфоцитов; снижена продукция обще-

го иммуноглобулина M, что может указывать 

на подавление механизмов клеточного и гумо-

рального звеньев адаптивного иммунного от-

вета. По-видимому, у пациентов с минорным 

аллелем гена AGT активация иммунного от-

вета выражена в меньшей степени. Возможно, 

это способствует уменьшению повреждений, 

вызванных гиперактивным иммунным отве-

том на описторхозную инвазию. В таком слу-

чае эта мутация благоприятна для пациентов 

с описторхозной инвазией и заболевание может 

протекать в более легкой степени, ведь в пато-

генезе описторхоза значимую роль играют им-

мунопатологические реакции, а от характера 

сформированного иммунного ответа на инва-

зию зависит степень патологических измене-

ний в организме человека [11].

Исследования показателей иммунного отве-

та пациентов ХО в группах с наличием и отсут-

ствием мутации rs1799983 гена NOS3 (синтаза 

окиси азота) выявили следующие отличия: по-

вышение показателя бактерицидности нейтро-

филов — стимулированного НСТ-теста и повы-

шение индекса стимуляции этого теста в группе 

с редким аллелем. Относительное количество 

хелперов (CD4+) у пациентов с мутацией гена 

NOS3 повышено (табл. 3).

Ген NOS3 кодирует эндотелиальную синтазу 

окиси азота (NOS3), которая участвует в синтезе 

оксида азота (NO) в клетках эндотелия сосудов. 

Окись азота является нейромедиатором, вызы-

вает расслабление гладких мышц сосудов, уча-

ствует в защите от патогенов, регулирует про-

граммируемую гибель и пролиферацию клеток, 

играет важную роль в секреторной и репродук-

тивной системе [7]. Снижение активности NO-

синтазы может привести к развитию сердечно-

сосудистых заболеваний и их осложнений [21].

У пациентов с хроническим описторхозом 

наблюдается активация механизмов врожден-

ного иммунного ответа. При наличии минор-

ного аллеля гена синтазы окиси азота у паци-

ентов с ХО показатели врожденного иммун-

ного ответа также демонстрируют активацию, 

но по показателям стимулированного НСТ-

теста и соотношению НСТстим./НСТспонт. 

можно судить о большем бактерицидном по-

тенциале фагоцитирующих клеток, чем в от-

сутствие мутации гена NOS3. Наблюдаются 

изменения в клеточном звене адаптивного им-

мунного ответа: увеличение количества CD4+-

лимфоцитов (характерное для описторхозной 

инвазии) более выражено у пациентов с мута-

цией. Возможно, мутация гена NOS3 неблаго-

приятна для пациентов ХО, так как приводит 

к усилению иммунного реагирования на опис-

торхозную инвазию.

Заключение

При гельминтозах реакция иммунной си-

стемы, направленная на защиту от инвазии, 

является одновременно одним из главных ме-

ханизмов патогенеза: иммунологические ре-

акции, переходя границы адекватного физио-

логического ответа, становятся иммунопато-

логическими [13], являясь причиной тяжелых 

органных поражений. Результаты проведен-

ного исследования позволяют предположить, 

что мутации генов, ассоциированных с разви-

тием гипертонии, могут влиять на иммунное 

реагирование организма в ответ на заражение 

возбудителем описторхоза — усиливать или 

ослаблять иммунный ответ. Выявление ис-

следованных полиморфизмов генов, ассоции-

рованных с развитием АГ, у пациенов с ХО по-

зволит осуществлять индивидуальный подход 

в терапии.
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ИНФИЦИРОВАННОСТЬ ОПУХОЛИ ВИРУСАМИ 

ГЕРПЕСА ЧЕЛОВЕКА И ОСОБЕННОСТИ 

СУБПОПУЛЯЦИОННОГО СОСТАВА 

ЛИМФОЦИТОВ ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ 

У ПАЦИЕНТОВ С УВЕАЛЬНОЙ МЕЛАНОМОЙ

Е.В. Светлова, Н.В. Балацкая, И.Г. Куликова, С.В. Саакян, И.В. Свирина, 

А.Е. Андрюшин, Е.Б. Мякошина

ФГБУ НМИЦ глазных болезней им. Гельмгольца, Москва, Россия

Резюме.  Введение. Роль вирусов группы герпеса (HHV) в развитии глазной онкопатологии в настоящее время 

остается одним из малоизученных вопросов. Важным фактором, способствующим неопластической прогрессии, 

является ослабление системы иммунологического надзора и, в частности, нарушения в количественном и каче-

ственном составе основных субпопуляций лимфоцитов периферической крови. Цель: определение и анализ суб-

популяционного состава лимфоцитов периферической крови у пациентов с УМ в зависимости от инфицирован-

ности материала опухолей вирусами герпеса человека (HHV). Материалы и методы. Биоматериал 99 пациентов 

с опухолями увеального тракта обследован методом полимеразной цепной реакции в реальном времени (ПЦР-РВ) 

на наличие ДНК вирусов герпеса 1 и 2 типов (HSV-1,2), вируса Varicella Zoster (VZV), цитомегаловируса (CMV), ви-

руса Эпшейна–Барр (EBV), вирусов герпеса человека 6 и 8 типов (HHV-6, HHV-8). Всего исследована 231 тест-проба 

(ткань опухоли (n = 99), кровь (n = 132)). Для постановки ПЦР-РВ использовали коммерческие тест-системы ЗАО 

«Вектор-Бест». Всем пациентам провели исследование субпопуляционного состава лимфоцитов периферичес-

кой крови методом лазерной цитофлуориметрии на проточном цитометре «BD FACS Canto II». В группу контроля 

вошли 33 здоровых донора. Статистическая обработка данных выполнена в программах «Biostatd», «Exсel» (t -кри-

терий Стьюдента, уровень статистической значимости: p < 0,05) Результаты. ДНК HHV обнаружена в материале 

опухоли 11,3% пациентов (n = 11): в 72,7% случаев EBV, в 18,2% — HHV-6. В 1 случае (при АПЭС) выявлено соче-

танное инфицирование EBV и HHV-6. По результатам ПЦР-обследования в зависимости от инфицированности 

опухоли пациентов распределили на 2 группы: I группа — HHV+ и II группа — HHV–. У пациентов HHV+ груп-

пы обнаружили статистически значимое повышение общего количества Т-клеток (CD3+) и снижение NK-клеток 

в сравнении с пациентами без ДНК возбудителя в ткани опухоли и группой контроля. Индивидуальный анализ 

частоты сдвигов от нормы показал, что в группе HHV+ в 3 раза чаще встречаются пациенты с повышенными зна-

чениями относительного количества CD3+-лимфоцитов, в 2 раза чаще абсолютного количества CD3+CD4+CD8+-

клеток, в 2,3 раза чаще с увеличением соотношения CD4+/CD8+. Заключение. Полученные данные позволяют 

предположить участие вирусов в поддержании иммунологической резистентности у пациентов с опухолями.

Ключевые слова: вирусы группы герпеса, увеальная меланома, ПЦР, субпопуляции лимфоцитов, кровь, ткань опухоли.
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TUMOR INFECTION WITH HUMAN HERPES VIRUSES AND FEATURES OF PERIPHERAL BLOOD 

LYMPHOCYTE SUBSET COMPOSITION IN PATIENTS WITH UVEAL MELANOMA

Svetlova E.V., Balatskaya N.V., Kulikova I.G., Saakyan S.V., Svirina I.V., Andryushin A.E., Myakoshina E.B.

Moscow Helmholtz Research Сentre of Eye Diseases, Moscow, Russian Federation

Abstract. Introduction. Currently, a role for human herpes viruses (HHV) in development of ocular oncopathology remains 

one of the poorly explored issues. An important factor contributing to neoplastic progression is impaired immunosurveil-

lance particularly alterations in quantitative and qualitative composition of the hallmark peripheral blood lymphocyte 

subsets.  The aim of the study was to determine and analyze peripheral blood lymphocyte subset composition in patients 

with uveal melanoma (UM) assessing human herpes viruses (HHV) infection in tumor material.  Materials and meth-

ods. Biomaterial from 99 patients with uveal tract tumors was examined by real-time polymerase chain reaction (rt-PCR) 

for DNA presence coupled to herpes virus type 1 and 2 (HSV-1,2), Varicella Zoster virus (VZV), cytomegalovirus (CMV), 

Epstein–Barr virus (EBV), human herpes virus types 6 and 8 (HHV-6, HHV-8). A total of 231 test samples (tumor tis-

sue (n = 99), blood (n = 132)) were examined. Commercial test-systems of “Vector-Best” (Russia) were used for rt-PCR 

staging. Peripheral blood lymphocyte subset composition in all patients was studied by laser cytofluorometry on “BD 

FACSCanto II” flow cytometer. The control group included 33 healthy donors. Statistical data processing was performed 

using “Biostatd”, “Excel” (t — Student’s t-test, level of statistical significance: p < 0.05)  software. Results. HHV DNA was 

detected in the tumor material from 11.3% of patients (n = 11): in 72.7% of cases EBV, in 18.2% — HHV-6. Co-infection 

with EBV and HHV-6 was detected in 1 case (retinal pigment epithelium adenocarcinoma). According to the PCR data, 

patients were divided into 2 groups based on tumor infectivity: Group 1 — HHV+ and Group 2 — HHV–. Patients from 

HHV+ group had significantly increased and decreased total T-cell (CD3+) and NK-cell count, respectively, compared 

with patients lacking HHV DNA in tumor tissue and control group. Individual analysis of frequencies deviating from 

normal range showed that HHV+ group had 3-fold more often increased percentage of CD3+ lymphocytes, 2-fold more 

often absolute count of CD3+CD4+CD8+ cells, 2.3-fold more often rise in CD4+/CD8+ ratio.  Conclusion. The obtained 

data suggest that viruses may be involved in maintaining immunological resistance in tumor patients.

Key words: herpes group viruses, uveal melanoma, polymerase chain reaction, lymphocyte subpopulations, blood, tumor tissue.

Введение

Вирусы группы герпеса (HHV) — ДНК-

содержащие вирусы, способные интегрировать-

ся в геном клетки хозяина, вызывать пожизнен-

ную латентную инфекцию и реактивироваться 

в условиях ослабленного иммунитета. HHV-γ, 

обладают высоким онкогенным потенциалом, 

участвуют в росте и прогрессировании злока-

чественных опухолей различной локализации.

Так, роль вируса Эпшейна–Барр (EBV) в раз-

витии лимфом Беркитта, Ходжкина, NK-/T-

клеточной лимфомы назального типа, а также 

рака желудка и носоглотки подтверждена много-

численными исследованиями [18, 27]. Показано, 

что вирус герпеса человека 8 типа (HHV-8) явля-

ется причиной ряда лимфопролиферативных за-

болеваний, саркомы Капоши, карциномы горта-

ни и аденокарциномы (АК) предстательной же-

лезы [12, 28, 38]. Эффекты HHV α- и β-подгрупп 

(Herpes simplex virus (HSV-1, HSV-2), цитомега-

ловируса (CMV), вирус герпеса человека 6 типа  

(HHV-6) и др.), связанные с малигнизацией, 

продолжают активно изучаться.

Роль HHV в развитии глазной онкопатоло-

гии в настоящее время остается одним из мало-

изученных вопросов. В доступной литературе 

найдены единичные публикации, в которых 

приведены описания опухолей конъюнктивы 

и первичных витреоретинальных неходжкин-

ских лимфом, ассоциированных с EBV [5, 25, 

36]. Случай обнаружения геномов CMV и EBV 

в сочетании с Chlamydia trachomatis в материале 

пациента с увеальной меланомой представлен 

также в работе С.В. Саакян и соавт. [4].

Ежегодно в России фиксируется более 1000 

случаев (на 100 тыс. населения) офтальмоонко-

логических заболеваний, среди которых наи-

более распространенным является увеальная 

меланома (УМ) [3]. УМ происходит из мелано-

цитов сосудистой оболочки, наиболее часто ло-

кализуется в хориоидее (до 90%) и, значительно 

реже, в радужке и цилиарном теле.

Несмотря на то что в настоящее время раз-

работаны высокотехнологичные современные 

методы лечения УМ, более чем у половины па-

циентов в короткие сроки развивается метаста-

тическая болезнь, которая значительно ухуд-

шает витальный прогноз [35].

Важным фактором, способствующим нео-

пластической прогрессии, является ослабление 

системы иммунологического надзора и, в част-

ности, нарушения в количественном и каче-

ственном составе основных субпопуляций лим-

фоцитов периферической крови.

Действительно, в 1990-х гг. группами Kan-

Mitchell J. с соавт. и Huang X.Q. с соавт. были об-

наружены изменения количества циркулирую-

щих цитотоксических лимфоцитов крови при 

меланоме кожи и увеального тракта [14, 17].
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Несколько позднее появились данные, сви-

детельствующие об ассоциации роста УМ 

со сдвигами более широкого состава имму-

нокомпетентных клеток, вовлекающими так-

же звено хелперов/индукторов, минорную 

популя цию «дубль-позитивных» Т-клеток и на-

туральные киллеры (CD16+CD56+) — основные 

лимфоциты врожденного иммунитета, играю-

щие ключевую роль в противоопухолевой 

и противовирусной защите.

В последние годы было показано, что реак-

тивация и хроническое течение герпесвирус-

ной инфекции при УМ, в отличие от пациентов 

с неонкологической патологией глаза и нор-

мальной иммунологической реактивностью, 

сопровождается «неадекватными» сдвигами 

в составе эффекторных популяций лимфоци-

тов врожденного и адаптивного иммунитета, 

что может вести к ослаблению противоопухо-

левой защиты и способствовать злокачествен-

ному росту [1].

Взаимодействия в системе «вирус — клетки 

опухоли — иммунная защита организма» при 

УМ в силу методических трудностей, остаются 

все еще малоизученными, в то время как онко-

генная роль вирусов — облигатных внутрикле-

точных паразитов неоспоримо доказана при 

целом ряде злокачественных новообразований.

На сегодняшний день большинство иссле-

дований сосредоточены на расшифровке им-

муномодулирующих свойств микроокружения 

опухоли in situ и детальных механизмах опу-

хольспецифического ответа.

Однако исследования, направленные на пря-

мой поиск HHV в опухоли и возможных взаи-

мосвязей ее инфицированности с качествен-

ным и количественным составом субпопуляций 

лимфоцитов крови при УМ, не проводились.

Цель: определение и анализ субпопуляцион-

ного состава лимфоцитов периферической кро-

ви у пациентов с УМ в зависимости от инфици-

рованности материала опухолей вирусами гер-

песа человека (HHV).

Материалы и методы

В исследование вошли 99 пациентов (57 жен-

щин и 42 мужчины в возрасте от 18 до 83 лет) 

с опухолями увеального тракта, находившихся 

на лечении в Отделе офтальмоонкологии ФГБУ 

НМИЦ Глазных болезней им. Гельмгольца.

Диагноз ставился на основании данных 

стандартных и специализированных офталь-

мологических методов обследования. Средний 

уровень проминенции опухоли (по данным эхо-

графии) составил 6,1±3,0 мм, а диаметр основа-

ния — 15,7±2,1 мм. Всем пациентам проведена 

энуклеация пораженного глаза с последующим 

патогистологическим исследованием. У 98 па-

циентов диагностирована УМ (99%), в одном 

случае морфология опухоли соответствовала 

аденокарциноме пигментного эпителия сетчат-

ки (АПЭС).

Материал опухоли помещался в криопро-

бирки типа Eppendorf и хранился в камере 

глубокой заморозки при температуре –70°C 

до проведения исследований.

В биоматериале опухоли методом поли-

меразной цепной реакции в реальном време-

ни (ПЦР-РВ) (термоциклер «CFX96», Bio-Rad 

Laboratories, Inc., США) проводилось опреде-

ление генома HSV-1,2, VZV, CMV, EBV, вирусов 

HHV-6, HHV-8 согласно инструкциям фирмы-

производителя. Для постановки ПЦР-РВ ис-

пользовали коммерческие тест-системы ЗАО 

«Вектор-Бест» (Россия).

Забор крови проводился в утреннее время 

до энуклеации в вакуумные пробирки со стаби-

лизатором К3ЭДТА (Zhejiang Gongdong Medical 

Technology Co., Ltd., КНР).

Иммунофенотипирование субпопуляций 

лимфоцитов в цельной крови (ЦК) пациентов 

и здоровых доноров выполнялось методом ла-

зерной цитофлуориметрии на проточном ци-

тометре «BD FACS Canto II» (Becton Dickinson, 

CША) с использованием системы моноклональ-

ных антител «Multitest 6-Color TBNK Reagent» 

в пробирках «BD Tru Сount» (Becton Dickinson, 

CША). В программе Canto (Becton Dickinson, 

CША) определяли относительное и абсо-

лютное содержание Т-лимфоцитов (CD3+), 

Т-хелперов (CD3+CD4+CD8–), T-цитотокси-

ческих (CD3+CD4–CD8+), T-дубль позитивных 

(CD3+CD4+CD8+), NK-клеток (CD16+CD56+), 

В-лимфоцитов (CD19+), рассчитывался индекс 

(CD4+/CD8+), отражающий баланс хелперов 

и цитотоксических Т-клеток.

В группу контроля вошли 33 здоровых че-

ловека без признаков офтальмопатологии, со-

поставимых по возрасту и полу с пациентами 

основных групп.

Всего исследована 231 проба биоматериала: 

ткани опухоли (n = 99) и цельная кровь (n = 132).

Статистическая обработка данных выполне-

на в программах «Biostatd», «Exсel» (t-критерий 

Стьюдента, уровень статистической значимо-

сти: p < 0,05). Количественные данные пред-

ставлены в виде М±m (М — среднее значение, 

m — ошибка среднего значения).

Результаты

ДНК HHV обнаружена в материале опухоли 

11,3% пациентов (n = 11): при этом наиболее ча-

сто, в 72,7% случаев (n = 8), определялся геном 

EBV, существенно реже, в 18,2% проб (2 челове-

ка), — HHV-6. В 1 случае (при АПЭС) выявле-

но сочетанное инфицирование EBV и HHV-6. 
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По результатам ПЦР-обследования в зависимо-

сти от инфицированности опухоли пациентов 

распределили на 2 группы: I группа — HHV+ 

и II группа — HHV–.

Результаты исследования крови пациентов 

основных групп показали, что средние зна-

чения абсолютного количества лимфоцитов 

(CD45+) были примерно одинаковыми (2,1±0,08 

× 109/л HHV–; 2,2±0,2 × 109/л HHV+) (табл.).

При анализе средних значений общей суб-

популяции Т-клеток (CD3+) обнаружили повы-

шение как относительного до 77,64±1,18%, так 

и абсолютного (1,7±0,15 × 109/л) ее содержания 

у пациентов HHV+ в сравнении как с контроль-

ной группой доноров без офтальмопатоло-

гии (73,1±0,87%, p < 0,05; 1,51±0,08 × 109/л), так 

и с группой без ДНК возбудителя в ткани опу-

холи (71,18±0,86%, p < 0,05; 1,51±0,07 × 109/л). 

Повышение CD3+ лимфоцитов в HHV+ груп-

пе было обусловлено, главным образом, подъ-

емом абсолютного (1,12±0,13 × 109/л) и относи-

тельного (49,5±2,06%) количества Т-хелперов/

индукторов (CD3+CD4+), отличавшим ее как 

от контроля (0,97±0,06 × 109/л; 45,7±1,19%), так 

и от группы пациентов с неинфицированны-

ми опухолями (0,97±0,05 × 109/л; 45,01±0,98%). 

Содержание цитотоксических лимфоцитов 

(CD3+CD8+) у пациентов обеих групп было 

практически одинаковым (0,6±0,06 × 109/л; 

0,6±0,03 × 109/л) и незначительно отличалось 

от такового у контрольной группы (0,52±0,03 

× 109/л), это касается как абсолютных, так и от-

носительных значений.

Индивидуальный анализ частоты сдвигов 

от нормы показал, что у 36,4% пациентов с ин-

фицированными опухолями относительное ко-

личество Т-клеток (CD3+) было выше нормаль-

ных значений, тогда как у пациентов с HHV– 

опухолями такие изменения в содержании 

указанной субпопуляции наблюдались в 3 раза 

реже (11,4%). Данная тенденция сохранялась 

по отношению к Т-хелперам/индукторам и ци-

тот оксическим лимфоцитам (рис.).

В крови пациентов I группы (с присутствием 

ДНК вирусов в ткани опухоли) наиболее часто 

выявлялся дисбаланс основных регуляторных 

популяций хелперов-индукторов/цитотокси-

ческих лимфоцитов, который заключался в уве-

личении соотношения CD4+/CD8+. Так, если 

в группе HHV– только в 15,9% случаев отме-

Таблица. Субпопуляционный состав лимфоцитов периферической крови здоровых добровольцев 

и пациентов с УМ в зависимости от инфицированности материала опухоли (М±m)

Table. Peripheral blood lymphocyte subset composition in healthy volunteers and patients with uveal melanoma 
based on tumor material HHV infection (M±m)

Показатель

Factors

Единица 
измерения

Unit

Исследуемые группы | Groups

Контроль

Control
(n = 33)

Пациенты с УМ | Patients with UM
(n = 99)

Наличие генома HHV в материале опухоли

HHV genome detected in tumor material
HHV+

(n = 11)

HHV –

(n = 88)

Лимфоциты CD45+

Lymphocytes CD45+ × 109/л 2,06±0,11 2,2±0,2 2,1±0,08

Т-лимфоциты общая популяция CD3+

Т lymphocytes (total population) CD3+

% 73,1±0,87 77,64±1,18*# 71,18±0,86

× 109/л 1,51±0,08 1,7±0,15 1,51±0,066

Т-хелперы CD3+CD4+

Т helphers CD3+CD4+

% 45,7±1,19 49,5±2,06 45,01±0,98

× 109/л 0,97±0,06 1,12±0,13 0,97±0,05

Т-цитотоксические CD3+CD8+

Cytotoxic T lymphocytes CD3+CD8+

% 25,6±1,04 28,37±2,5 26,7±0,83

× 109/л 0,52±0,03 0,6±0,06 0,6±0,03
Т-«дубль-позитивные» лимфоциты 
CD3+CD4+CD8+

“Double positive” lymphocytes 
CD3+CD4+CD8+

% 0,54±0,31 1,19±0,23* 1,25±0,15*

× 109/л 0,009±0,007 0,026±0,005* 0,027±0,004*

В-лимфоциты CD19+

В lymphocytes CD19+

% 12,8±0,63 12,4±1,32 13,3±0,65

× 109/л 0,24±0,02 0,29±0,05 0,29±0,02

Натуральные киллеры CD16+CD56+

Natural killers CD16+CD56+

% 14±0,87 9,49±1,33*# 15,06±0,8

× 109/л 0,29±0,03 0,2±0,03 0,29±0,015
Отношение CD4+/CD8+

CD4+/CD8+ ratio
1,95±0,12 1,95±0,25 1,84±0,07

Примечание. N — количество обследуемых в группе; * — достоверность различия параметров у пациентов исследуемых групп по сравнению 
с группой контроля (р < 0,05); # — достоверность различия параметров у пациентов основных исследуемых групп (р < 0,05).
Note. N — number of subjects per group; * — significant differences for test group patient parameters compared with control group (p < 0.05); 
# — significant differences for patient parameters in main test groups (p < 0.05).
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чалось повышение CD4+/CD8+ относительно 

нормы, то в группе HHV+ данные сдвиги вы-

являлись в 2,3 раза чаще (36,4%). Относительное 

и абсолютное количество «дубль-позитивных» 

Т-клеток (CD3+CD4+CD8+) было повышено у па-

циентов обоих групп (0,026±0,005 × 109/л, p < 0,05; 

0,027±0,004 × 109/л, p < 0,05) в сравнении с груп-

пой контроля (0,009±0,007 × 109/л), что подтверж-

дает ранее опубликованные данные и согласует-

ся с исследованиями других ученых. При этом 

индивидуальный анализ частоты сдвигов 

от нормы показал, что в группе HHV+ практиче-

ски в 2 раза чаще (54,5%) встречаются пациенты 

с повышенными значениями абсолютного ко-

личества «дубль-позитивных» лимфоцитов, чем 

в группе HHV– (28,4%). Увеличение количества 

CD3+CD4+CD8+ клеток в крови онкологических 

пациентов, а также больных аутоиммунными 

и инфекционными заболеваниями описано 

в целом ряде работ [6, 32, 33].

Обращает внимание достоверное сниже-

ние относительного количества NK-клеток 

(10±1,3%) у пациентов подгруппы HHV+ 

по сравнению как с контрольной (14±0,87%, 

p < 0,05), так и с группой пациентов с HHV– 

опухолями (15±0,8, p < 0,05). При индивидуаль-

ном анализе частоты сдвигов от нормы у 25% 

пациентов с инфицированными опухолями 

абсолютное и относительное количество NK-

клеток также было снижено, тогда как в крови 

у пациентов с HHV– опухолями, наоборот, от-

мечалось повышение относительного (23,9%) 

и абсолютного (4,5%) содержания клеток ука-

занной популяции.

Обсуждение

По результатам нашего исследования ин-

фицированность опухолей увеального тракта 

составила 11,3%, при этом практически в 73% 

Рисунок. Частота случаев (%) сдвигов от нормы (здоровых доноров) в (суб)популяционном составе 

лимфоцитов крови (относительное и абсолютное количество) и клеточного соотношения CD4+/CD8+ 

у пациентов с HHV+ (А) и HHV– (Б) тканью УМ

Figure. Incidence of shifts from normal range (healthy donors) for blood lymphocyte population (sub) profile (relative 
and absolute numbers), CD4+/CD8+ cell ratio in patients with HHV+ (A) and HHV– (B) uveal melanoma tissue
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из них была обнаружена ДНК EBV. В течение 

жизни EBV сохраняется в эпителиальных клет-

ках и В-лимфоцитах, реализуя два основных 

сценария течения инфекции — латентную и ли-

тическую [11]. В-лимфоциты поддерживают 

вирус в латентной форме, экспрессируя шесть 

ядерных антигенов (EBNA) и два латентных 

мембранных белка (LMP), что обеспечивает 

его уклонение от системы иммунологического 

надзора. В латентно инфицированных ВЭБ-

положительных клетках вирус может реакти-

вироваться и перейти к продуктивной фазе 

жизнедеятельности, называемой литическим 

циклом. Во время литической репликации EBV 

поочередно экспрессирует до 80 генов, что при-

водит к образованию новых вирусных частиц, 

гибели инфицированной клетки и распростра-

нению вируса по организму [19].

В литературе описаны исследования, под-

тверждающие способность EBV инфицировать 

клетки эндотелия сосудов и активировать вну-

триклеточные белки-ингибиторы апоптоза [16, 

24]. Бесконтрольный рост сосудов опухоли, 

поддерживаемый в том числе EBV, способству-

ет ее питанию и росту, а также повышает риск 

метастазирования за счет увеличения проница-

емости сосудистой стенки. Роль EBV в развитии 

метастатической болезни при УМ еще предсто-

ит изучить, однако ряд уже проведенных иссле-

дований указывает на то, что вирус способству-

ет метастазированию других опухолей, напри-

мер, назофарингеальной карциномы [13, 21]. 

Два паттерна развития инфекции EBV обуслав-

ливают различные варианты взаимодействия 

между вирусом и клеткой, а также локальный 

и системный иммунный ответ. Ослабление кон-

троля со стороны иммунной системы приводит 

к трансформации зараженной клетки, в том 

числе онкогенного характера. Считается, что 

EBV является причиной 1% (до 200 000 случаев 

ежегодно) злокачественных новообразований 

человека [39]. По данным литературы, до 90% 

населения земного шара инфицировано EBV, 

однако развитие онкологического процесса, ас-

социированного с вирусом, наблюдается лишь 

в исключительных случаях [15]. Очевидным 

фактором, объясняющим столь редкое рас-

пространение онкологических заболеваний, 

вызванных EBV, у здоровых инфицированных 

людей, является наличие мощного иммунного 

ответа на вирус, в частности, опосредованного 

Т-клеточным звеном иммунитета.

Реакция иммунной системы на трансфор-

мированную клетку и своевременное ее унич-

тожение лежит в основе противоопухолевого 

иммунного ответа. Распознавание генетиче-

ски измененной клетки запускает сигнальный 

каскад в лимфоцитах, сопровождающийся вы-

работкой цитокинов, позволяющих избежать 

противоопухолевой толерантности иммунной 

системы. Дендритные клетки захватывают бел-

ки — продукты онкогенеза и предоставляют их 

Т-лимфоцитам на молекулах гистосовместимо-

сти MHC I и MHC II, активируя ответ эффек-

торных Т-клеток против канцер-специфичес-

ких антигенов [8]. В литературе описаны иссле-

дования, указывающие на способность клеток 

УМ блокировать активирующую функцию ден-

дритных клеток, в частности, продукцию ими 

цитокинов и активацию Т-лимфоцитов [23].

Онкологическая трансформация, запущен-

ная EBV, подавляет противоопухолевые меха-

низмы клетки, так как экспрессия латентных 

генов вируса сопряжена с перестройками в ма-

тричной РНК клетки-хозяина и препятству-

ет синтезу защитных белков (p53, p63, p73) [7]. 

В данных условиях адекватный системный 

противоопухолевый иммунный ответ в случае 

вирус-положительных опухолей становится 

практически единственным способом защи-

тить организм от бесконтрольного роста транс-

формированных клеток. В связи с этим изуче-

ние субпопуляционного состава лимфоцитов 

и их роли в элиминации опухолевых клеток ак-

туально для разных видов опухолей, особенно 

инфицированных различными возбудителями. 

В публикациях отечественных и зарубежных 

авторов описано повышение CD3+CD4+ лимфо-

цитов (Т-хелперов) у пациентов с различными 

видами опухолей [2, 37]. Т-хелперы/индукто-

ры играют важную роль в иммунной защите 

и борьбе с вирусными инфекциями и раком, 

они участвуют в передаче цитокиновых сигна-

лов и создании оптимальных условий для пра-

вильного функционирования других иммун-

ных клеток, таких как макрофаги, В-клетки 

и цитотоксические Т-лимфоциты. В нашем 

исследовании увеличение общего количества 

Т-лимфоцитов в 3 раза чаще встречалось у па-

циентов с HHV+ опухолью, при этом повыше-

ние средних значений общей популяции про-

исходило за счет увеличения CD3+CD4+ клеток. 

Известно, что активированные CD4+ клетки 

играют важную роль в контроле EBV, особенно 

в клетках с латентностью I типа, где вирус син-

тезирует белок EBNA1, обеспечивающий устой-

чивость вирусной эписомы в опухолевых клет-

ках [20, 26]. Более того, литическая активность 

EBNA1-специфичных CD4+ Т-клеток против 

трансформированных вирусом опухолевых кле-

ток наблюдалась при всех EBV-опосредованных 

злокачественных новообразованиях, включая 

лимфому Беркитта [30].

Анализ результатов исследования пока-

зал повышение количества средних значений 

«дубль-позитивных» Т-лимфоцитов в обеих 

группах. Ранее сдвиги в этой популяции были 

отмечены у пациентов с различными злокаче-
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ственными новообразованиями, в том числе 

с меланомой кожи [31]. Однако накопление ми-

норной популяции, в случае кожной меланомы, 

обнаруживали именно в инфильтрате опухоли, 

тогда как в периферической крови увеличение 

количества CD3+CD4+CD8+ не наблюдалось. 

Наши результаты согласуются также с ранее 

полученными данными при УМ больших раз-

меров [1]. Натуральные киллеры (NK-клетки, 

CD16+CD56+) относятся к эффекторным клет-

кам врожденного иммунитета и составляют 

от 5% до 15% от общей популяции циркулирую-

щих лимфоцитов. NK-лимфоциты выполняют 

множество биологических функций, обладают 

прямой цитотоксичностью в отношении ин-

фицированных вирусом и онкотрансформи-

рованных клеток [10]. Увеличение количества 

натуральных киллеров, как и их миграция 

в опухолевый инфильтрат, при онкологичес-

ком процессе закономерно и неоднократно 

описано [34]. В наше работе обнаружено сни-

жение относительного количества NK-клеток 

(CD16+CD56+) в периферической крови у паци-

ентов с HHV+ опухолями, тогда как у осталь-

ных пациентов отмечалось нормальное или 

увеличенное их количество. Известно, что про-

грессирование EBV инфекции связано, в том 

числе, с недостаточным количеством натураль-

ных киллеров или с угнетением их функции [9, 

29]. Более того, вирус, ограничивая экспрессию 

литических генов, защищает инфицированную 

клетку от NK-опосредованного уничтожения 

за счет повышенной устойчивости к апопто-

зу [22]. Не исключено, что снижение количества 

NK-клеток в периферической крови связано 

с их прямой цитотоксической функцией и миг-

рацией в очаг роста опухоли и локального раз-

множения бактерий и вирусов, в том числе EBV.

Заключение

Анализ результатов исследования показал, 

что в 70% случаев в инфицированном опухоле-

вом материале (HHV+) при УМ выявлялся ге-

ном EBV.

У пациентов с HHV+ опухолями обнаруже-

ны характерные качественные и количествен-

ные сдвиги в составе лимфоцитов перифери-

ческой крови, которые затрагивали преимуще-

ственно популяции Т- и NK-клеток:

а) повышение относительного содержа-

ния популяции CD3+ лимфоцитов, обеспе-

ченное, главным образом, увеличением доли 

Т-хелперов и закономерный рост соотношения 

CD4+/CD8+, указывают на тесные патогенети-

ческие взаимосвязи Т-клеточного звена имму-

нитета с функционированием вирус-ассоции-

рованной опухоли;

б) более частое выявление сниженного ко-

личества циркулирующих естественных кил-

леров не позволяет исключить миграцию CD16+ 

CD56+ лимфоцитов из кровяного русла в опухо-

левый очаг, содержащий вирус, а также прямое 

влияние EBV на данные клетки, являющиеся 

ключевыми элементами системы иммунного 

надзора за опухолями.
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МОЛЕКУЛЯРНО-ГЕНЕТИЧЕСКАЯ 

ХАРАКТЕРИСТИКА ИЗОЛЯТОВ ВИРУСА 

ЭПШТЕЙНА–БАРР У ВЗРОСЛЫХ ПАЦИЕНТОВ 

С ВИЧ-ИНФЕКЦИЕЙ В НИЖЕГОРОДСКОЙ ОБЛАСТИ

М.И. Попкова1, Е.Н. Филатова1, С.В. Минаева2, Н.А. Сахарнов1, О.В. Уткин1

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

И.Н. Блохиной Роспотребнадзора, г. Нижний Новгород, Россия
2 ФГБОУ ВО Приволжский исследовательский медицинский университет Минздрава России, г. Нижний Новгород, 

Россия

Резюме. Введение. По данным зарубежных исследований изоляты вируса Эпштейна–Барр (ВЭБ), выделенные 

от лиц, инфицированных вирусом иммунодефицита человека (ВИЧ), по сравнению с иммунокомпетентными 

лицами, имеют молекулярно-генетические особенности. В России исследования молекулярно-генетическо-

го разнообразия ВЭБ у пациентов с ВИЧ-инфекцией до сих пор не проводились. Цель исследования — оцен-

ка молекулярно-генетического разнообразия ВЭБ у взрослых ВИЧ-инфицированных лиц в Нижегородской 

области. Материалы и методы. Исследовали изоляты ВЭБ, выделенные из лейкоцитов крови 138 ВИЧ-

инфицированных пациентов в возрасте 20–69 лет (группа ВИЧ(+)) и 68 ВИЧ-неинфицированных лиц сопо-

ставимого пола и возраста без клинических признаков инфекционной патологии (группа ВИЧ(–)). Для диф-

ференциальной детекции типов ВЭБ-1 и ВЭБ-2 в работе применялся вариант ПЦР с электрофоретической 

детекцией продуктов амплификации в агарозном геле. Определение нуклеотидных последовательностей 

С-концевого фрагмента гена LMP-1 выполнено методом секвенирования по Сэнгеру. Филогенетический ана-

лиз данных проводили с помощью программного обеспечения MEGA X. Результаты. В типовой структуре 

нижегородских изолятов ВЭБ у взрослых в группе ВИЧ(–) был обнаружен только ВЭБ-1. В то время как в груп-

пе ВИЧ(+) частота выявления ВЭБ-1 составила 88,2±3,4%, ВЭБ-2 — 5,4±2,3%, ВЭБ-1+ВЭБ-2 — 6,4±2,6% слу-

чаев. В штаммовой структуре ВЭБ на основе классификации по R. Edwards и соавт. выявлено пять вариантов 

LMP-1, а именно B95-8, China 1, Med–, NC и Alaskan, среди которых доминировал B95-8. При этом их частота 

встречаемости между исследуемыми группами ВИЧ(+) и ВИЧ(–) не различалась. Как общая тенденция, при 

ВИЧ-инфекции отмечено появление рекомбинантных вариантов LMP-1 ВЭБ, более широкий спектр деле-

ций, выраженная вариабельность области тандемных повторов с присутствием модифицированных мотивов 

и точечными аминокислотными заменами в них, а также описаны 57 аминокислотных замен, которые ранее 

в нижегородских изолятах ВЭБ не выявлялись. Заключение. Впервые в России проведена оценка молекулярно-

генетического разнообразия ВЭБ у взрослых ВИЧ-инфицированных лиц. Полученные результаты лежат в ос-

нове перспективного изучения взаимосвязи клинико-лабораторных особенностей ВЭБ+ВИЧ-коинфекции 

и генетической гетерогенности популяции ВЭБ на уровне типов, вариантов и субвариантов вируса.

Ключевые слова: ВЭБ-1, ВЭБ-2, LMP-1, ВИЧ-инфекция, секвенирование, ПЦР.
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MOLECULAR AND GENETIC CHARACTERISTICS OF EPSTEIN-BARR VIRUS ISOLATES IN ADULT 

PATIENTS WITH HIV INFECTION IN NIZHNY NOVGOROD REGION

Popkova M.I.a, Filatova E.N.a, Minaeva S.V.b, Sakharnov N.A.a, Utkin O.V.a

a Academician I.N. Blokhina Nizhny Novgorod Scientific Research Institute of Epidemiology and Microbiology, Nizhny Novgorod, 

Russian Federation
b Privolzhskiy Research Medical University, Nizhny Novgorod, Russian Federation

Abstract. Introduction. According to foreing studies, the Epstein–Barr virus (EBV) isolates from individuals infected 

with the human immunodeficiency virus (HIV) are characterized by specific molecular genetic features compared 

to immunocompetent individuals. In Russia, no studies have yet been conducted to assessing EBV molecular genetic 

diversity in HIV-patients. The aim of the study is to assess EBV molecular genetic diversity in adult HIV-patients in the 

Nizhny Novgorod region. Materials and methods. EBV isolates derived from blood leukocytes of 138 HIV-infected patients 

aged 20–69 years (HIV(+) group) and 68 HIV-uninfected sex- and age-matched (HIV(–) group) individuals were studied. 

For differential detection of EBV-1/EBV-2, there were used PCR variant with electrophoretic detection of amplification 

products in agarose gel. Nucleotide sequences of the C-terminal fragment LMP-1 gene were determined by Sanger 

sequencing. Phylogenetic analysis was performed using MEGA X software. Results. In the typical structure of Nizhny 

Novgorod region EBV isolates in the adults HIV(–) group, only EBV-1 was detected. In the HIV(+) group detection 

rate of EBV-1 was 88.2±3.4%, EBV-2 — 5.4±2.3%, EBV-1+EBV-2 — 6.4±2.6% cases. In the EBV strain structure based 

on the classification by R. Edwards et al. five LMP-1 variants were identified: B95-8, China 1, Med–, NC and Alaskan, 

among which B95-8 was dominant. However, their frequency rate did not differ between the HIV(+) and HIV(–) groups. 

In general, in HIV infection, the appearance of recombinant EBV LMP-1 variants, a wider range of deletions, prominent 

variability in the tandem repeat region with the presence of modified motifs and point amino acid substitutions therein 

have been noted, and 57 amino acid substitutions have been described that were previously found in the Nizhny Novgorod 

region EBV isolates was not detected. Conclusion. For the first time in Russia, molecular genetic EBV diversity in adult 

HIV-patients was carried out. The results obtained build up the basis for a prospective study on a relationship between 

clinical and laboratory characteristics for EBV+HIV co-infection and genetic heterogeneity of EBV population at the level 

of virus types, variants and subvariants.

Key words: EBV-1, EBV-2, LMP-1, HIV infection, sequencing, PCR.

Введение

Вирус Эпштейна–Барр (ВЭБ) относится 

к семейству Herpesviridae, подсемейству Gamma-

herpesvirinae, роду Lymphocriptoviruses, виду 

Human gammaherpesvirus 4. Единой классифи-

кации ВЭБ до сих пор не существует. На про-

тяжении 40 лет с момента расшифровки первой 

полногеномной последовательности ВЭБ [14] 

предложено множество авторских классифи-

каций вируса, которые обобщены ранее в обзо-

ре [4]. При этом большинство из них были раз-

работаны на основе так называемого подхода 

«гена-кандидата», заключающегося в секвени-

ровании и последующей оценке молекулярно-

генетической вариабельности отдельных генов 

вируса (например, гена ядерного антигена 2 

(EBNA-2), гена латентного мембранного белка 1 

(LMP-1) и др.) или их фрагментов.

Первая и базовая классификация ВЭБ осно-

вана на вариабельности гена EBNA-2 и позволя-

ет разделить популяцию вируса на два основ-

ных типа — тип 1 (ВЭБ-1) и тип 2 (ВЭБ-2) [4]. 

Показано, что ВЭБ-1 является доминирующим 

типом, обнаруженным во всем мире. В то время 

как высокая распространенность ВЭБ-2 огра-

ничивается странами Африки к югу от Сахары 

и отдельными группами населения, включая 

лиц, живущих с вирусом иммунодефицита че-

ловека (ВИЧ) [21, 34, 37, 38, 40, 41, 49, 50]. К тому 

же в генотиповой структуре ВЭБ, выделенного 

от ВИЧ-инфицированных, чаще встречаются 

случаи коинфицирования обоими типами ви-

руса (ВЭБ-1+ВЭБ-2) или разными вирусами од-

ного типа [21, 40, 49, 50].

Как показал анализ литературных данных, 

для дальнейшего субтипирования ВЭБ исследо-

ватели применяли наиболее популярную и часто 

цитируемую классификацию по R. Edwards и со-

авт., основанную на структурно-функциональ-

ном полиморфизме самого вариабельного гена 

LMP-1 [4, 24]. Согласно этой классификации, 

выделяют 7 основных геновариантов: B95-8, 

China 1, China 2, China 3, Mediterranean (Med), North 

Carolina (NC), Alaskan [24]. Отметим, что до сих 

пор у ВИЧ-инфицированных лиц субтипирова-

ние ВЭБ проводилось крайне редко [13, 21, 23, 

27, 30, 51]. При этом исследователи ограничи-

лись поиском только делеции 10 аминокислот 

(а.к.) в онкобелке LMP-1, охватывающую кодо-

ны 346–355, известную также как САО-делеция 

и делетированный вариант LMP-1 [4, 21, 27, 51]. 

Полученные результаты противоречивы, по-

скольку по одним данным САО-делеция у паци-

ентов с ВИЧ-инфекцией встречалась чаще, чем 

в контрольной группе [21, 27], по другим — раз-

личия отсутствовали [51]. Первая и пока един-

ственная работа о распространенности при 
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ВИЧ-инфекции вариантов LMP-1 ВЭБ на ос-

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

появилась только в мае 2023 г. [46].

В России до сих пор не проводились иссле-

дования, направленные на оценку молекуляр-

но-генетического разнообразия ВЭБ у пациен-

тов с ВИЧ-инфекцией. В целом характеристика 

молекулярно-генетических особенностей ВЭБ 

у ВИЧ-инфицированных лежит в основе из-

учения патогенеза, целевой разработки стра-

тегий специфической профилактики, диа-

гностики и терапии ассоциированных с коин-

фицированием этими вирусами заболеваний, 

включая злокачественные новообразования, 

а также совершенствования системы эпиде-

миологического надзора за ВЭБ-инфекцией 

и ВИЧ-инфекцией.

Цель исследования — оценка молекулярно-

генетического разнообразия ВЭБ у взрослых 

ВИЧ-инфицированных лиц в Нижегородской 

области.

Материалы и методы

Характеристика групп исследования. В 2021–

2022 гг. обследовано 138 ВИЧ-инфицированных 

пациентов в возрасте 20–69 лет (группа ВИЧ(+)), 

которые находились на диспансерном наблю-

дении в ГБУЗНО «НОЦ СПИД» (г. Нижний 

Новгород), и 68 ВИЧ-неинфицированных лиц 

сопоставимого пола и возраста без клинических 

признаков инфекционной патологии (группа 

ВИЧ(–)), проходивших диспансеризацию в ООО 

«НИКА СПРИНГ НН» (г. Нижний Новгород). 

Работа выполнена с соблюдением этических 

требований. Информированное согласие паци-

ентов на проведение исследовательской работы 

в соответствии с положениями Хельсинкской 

декларации (2013) было получено лечащими 

врачами медицинских организаций. Работа 

получила одобрение на заседании локально-

го этического 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. 

Для получения фракции лейкоцитов крови 

использовали реагент «Гемолитик» (ФБУН 

ЦНИИЭ Роспотребнадзора, Россия) в соответ-

ствии с инструкцией производителя.

Определение ДНК ВЭБ. Выделение тоталь-

ной нуклеиновой кислоты проводили с помо-

щью комплекта реагентов для выделения РНК/

ДНК из клинического материала «РИБО-преп» 

(ФБУН ЦНИИЭ Роспотребнадзора, Россия). 

Выявление и количественное определение ДНК 

ВЭБ 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 про-

токол на всех этапах ПЦР-РВ соблюдали со-

гласно 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 [5].

ПЦР-анализ и секвенирование по Сэнгеру 

фрагмента гена LMP-1 ВЭБ. Положительные об-

разцы, содержащие ДНК ВЭБ (по результатам 

ПЦР-РВ), были использованы для амплифика-

ции С-концевого фрагмента гена LMP-1 вируса 

методом ПЦР в оптимизированном однораун-

довом варианте [5]. Лабораторный протокол по-

следующего секвенирования по Сэнгеру фраг-

мента гена LMP-1 ВЭБ описан ранее в [5].

Филогенетический анализ. Биоинформацион-

ный анализ данных проводился с помощью от-

крытого программного обеспечения MEGA X 

(Mega Software, США)1. Полученные исходные 

нуклеотидные последовательности вырав-

нивались по алгоритму ClustalW. В качестве 

референсных последовательностей служили 

полученные из базы данных GenBank2 полно-

геномные последовательности прототипного 

штамма B95-8 (V01555.1), а также нуклеотид-

ные последовательности гена LMP-1-штаммы 

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

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

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

(X58140.1) и AG876 (DQ279927.1). Нуклеотидные 

последовательности исследуемых изолятов ВЭБ 

и референсные последовательности транслиро-

вались в аминокислотные по стандартному ге-

нетическому коду. Координаты нуклеотидной 

последовательности анализируемого участка 

гена LMP-1 (168162–168763) соответствовали 

положению 187–386-й аминокислот в белке 

LMP-1.

Построение филогенетических деревьев 

выполнено на основе метода максималь-

ного правдоподобия (Maximum likelihood). 

Принадлежность исследуемых последователь-

ностей LMP-1 к определенным вариантам 

в рамках классификации R.H. Edwards и со-

авт. устанавливалась по наличию сигнатурных 

аминокислотных замен (согласно табл. 1 в [24]).

Рекомбинационный анализ. Предполагаемые 

рекомбинантные последовательности анализи-

1 URL: https://www.megasoftware.net
2 URL: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank
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ровали с помощью программного обеспечения 

3SEQ (BoniLab, Вьетнам–США). Использовали 

длину окна 200 п.н. и шаг 10 п.н. Статистическую 

значимость вероятных рекомбинационных со-

бытий оценивали с применением непараметри-

ческого мозаичного теста.

Полученные нуклеотидные последователь-

ности нижегородских изолятов ВЭБ депониро-

ваны в международную базу данных GenBank: 

номера доступа OR862230–OR862331 (присвое-

ны 12.12.2023).

В данной работе оценка молекулярно-гене-

тического разнообразия ВЭБ в нижегородских 

изолятах проводилась по нескольким направ-

лениям: 1) анализ типовой структуры ВЭБ; 

2) дифференциальный анализ вариантов LMP-1 

ВЭБ на основе классификации R. Edwards и со-

авт. [24]; 3) поиск делеций и вставок; 4) характе-

ристика тандемных повторов; 5) аминокислот-

ные замены.

Статистическая обработка данных. Статис-

тическая обработка данных проводилась с ис-

пользованием языка программирования R вер-

сия 2022.12.0+353 (The R Foundation for Statistical 

Computing, Inc.)3 и среды RStudio версия 

2022.12.0+353 (RStudio, PBC)4. Частоту показа-

теля (долю) описывали с указанием стандарт-

ного отклонения процентной доли (P±σp) в %. 

Оценку различий относительных показателей 

в анализируемых группах проводили с приме-

нением критерия χ2 (хи-квадрат) с поправкой 

Йетса и критерия Фишера. Различия считали 

статистически значимыми при р < 0,05.

Результаты

Типовая структура ВЭБ. Частота обнаруже-

ния ДНК ВЭБ в лейкоцитах крови ВИЧ(+) па-

циентов составила 70,3±3,9% (97/138), а среди 

ВИЧ(–) лиц — 48,5±6,1% (33/68) (p = 0,008). В ре-

зультате последующего типирования получен-

ных изолятов в группе ВИЧ(–) был идентифи-

цирован только ВЭБ-1 (33/33). В группе ВИЧ(+) 

тип вируса установлен для 93 из 97 изолятов. 

При этом доминирующим типом ВЭБ также яв-

лялся ВЭБ-1, который был выявлен в 88,2±3,4% 

(82/93) изолятов. ВЭБ-2 обнаружен в 5,4±2,3% 

(5/93), а коинфицирование двумя типами виру-

са (ВЭБ-1+ВЭБ-2) — в 6,4±2,6% (6/93) случаев.

Оценка молекулярно-генетического разно-

образия ВЭБ на основе метода секвенирования 

по Сэнгеру С-концевого фрагмента гена LMP-1. 

Дальнейшее субтипирование ВЭБ осуществле-

но на основе метода секвенирования по Сэнгеру 

самого вариабельного участка генома ВЭБ — 

фрагмента С-концевой области гена LMP-1. 

Всего получено и исследовано 102 нуклеотид-

ных последовательности, из них 82 изолята 

из лейкоцитов крови ВИЧ(+), а 20 — ВИЧ(–) 

лиц. По результатам филогенетического анали-

за сформировались 5 клад, которые представ-

ляют 5 из 7 известных штаммов вируса, а имен-

но B95-8, China 1, Med, NC и Alaskan (рис.).

Для подтверждения филогенетической 

группировки проверено наличие сигнатурных 

аминокислотных замен, определенных авто-

рами классификации в семи основных локусах 

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

338, 344. В результате анализа в одной из клад, 

соответствующей варианту LMP-1 China 1, 

нами были отмечены две последовательности 

(номера HIV+ 1836 и HIV+ 1808), в которых от-

сутствовала характерная для штамма China 1 

делеция в координатах аминокислот 346–355 

(10 а.к.) и сигнатурная замена Q322N. При этом 

в последовательности № HIV+ 1836 выявлено 

сочетание мутаций Q322E, H352R и L306Q, ко-

торые являются сигнатурными аминокислот-

ными заменами в вариантах LMP-1 Med– и NC 

соответственно. А в изоляте № HIV+ 1808 ами-

нокислотная последовательность несла при-

знаки как штамма AG876 (ВЭБ-2), в частности 

мутацию Q322D, так и варианта Med–.

Проведен рекомбинационный анализ. 

Последовательность LMP-1 № HIV+ 1836 те-

стировали в сравнении с референсными по-

следовательностями штаммов NС и Med–. 

Последовательность № HIV+ 1808 — с рефе-

ренсными последовательностями штаммов 

AG876 и Med–. Референсную последователь-

ность штамма China 1 использовали в качестве 

группы сравнения. Обнаружено, что последо-

вательность № HIV+ 1836 могла возникнуть 

как результат перекрестной рекомбинации 

между штаммами NC и Med– в участке гена 

LMP-1 920 — 930 н.о. (p = 0,007, соответствует 

координатам 306–310 а.к.). В последовательно-

сти № HIV+ 1808 выявлена возможная точка 

перекрестной рекомбинации штаммов AG876 

и Med– в участке 1010–1020 н.о. (p = 0,024, соот-

ветствует положению 336–340 а.к.).

Два охарактеризованных выше вариан-

та LMP-1 вне известной классификации ВЭБ 

были названы нами «другие варианты». Они 

принадлежали изолятам вируса из лейкоцитов 

крови ВИЧ-инфицированных. Их расположе-

ние на филогенетическом дереве относительно 

референсных и нижегородских штаммов LMP-1 

отмечено звездочкой (рис.).

Из данных табл. 1 следует, что на террито-

рии Нижегородской области в изолятах ВЭБ 

у взрослого населения доминирует вариант 

3 URL: https://www.R-project.org
4 URL: http://www.rstudio.com
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LMP-1 B95-8. Причем его распространенность 

в группах ВИЧ(+) и ВИЧ(–) была одинаковой 

(62,2±5,4% и 60,0±10,9% соответственно). Такие 

варианты LMP-1 как China 1, Med, NC и Alaskan 

выявлялись реже. Отметим, что вариант LMP-1 

Med был представлен исключительно Med– 

(не содержащий САО-подобную делецию 

30 п.н./10 а.к.), а Med+, China 2 и China 3 не были 

обнаружены ни в одном исследованном образ-

це. Статистически значимые различия частоты 

обнаружения вариантов LMP-1 между иссле-

дуемыми группами ВИЧ(+) и ВИЧ(–) выявле-

ны не были. Однако в их спектре наблюдались 

некоторые особенности. Так, только у ВИЧ(+) 

взрослых нижегородцев были выявлены изоля-

ты China 1 и «другие варианты» LMP-1 ВЭБ.

Проведен анализ распределения вариан-

тов LMP-1 ВЭБ относительно типов вируса. 

Выявлено, что в группе ВИЧ(+) основная часть 

изолятов ВЭБ имели молекулярно-генетичес-

кий профиль ВЭБ-1/B95-8 (56,1±5,5% всех изо-

лятов ВЭБ). Для сравнения ВЭБ-2/B95-8 выяв-

лен в 1,2±1,2% изолятов. По нашим наблюде-

ниям типы ВЭБ-1 и ВЭБ-2 характеризовались 

разным соотношением числа последовательно-

стей LMP-1 B95-8 к общему количеству других 

Рисунок. Филогенетическое дерево, построенное на основе сравнения аминокислотных 

последовательностей С-концевого участка LMP-1 102 нижегородских изолятов ВЭБ 

и 8 референсных последовательностей, полученных из базы данных GenBank (метод 

максимального правдоподобия)

Figure. Phylogenetic tree constructed based on comparison of amino acid sequences of the C-terminal region 
of LMP-1 of 102 Nizhny Novgorod region EBV isolates and 8 reference sequences obtained from the GenBank 
database (maximum likelihood method)
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выявленных вариантов LMP-1 (1,8:1 и 1:4 со-

ответственно). Отметим, что в группе ВИЧ(–) 

доля изолятов ВЭБ-1/B95-8 также преобладала 

(60,0±10,9%) и их соотношение с другими вари-

антами вируса составило 1,5:1.

При анализе аминокислотных последова-

тельностей С-концевой области LMP-1 были 

выявлены делеции. При этом как в группе 

ВИЧ(+), так и ВИЧ(–) делеции присутство-

вали в половине изолятов ВЭБ (48,8±5,5% 

и 40,0±10,9% соответственно, p = 0,581). Однако 

спектр делеций различался. В последователь-

ностях LMP-1 ВЭБ у здоровых взрослых встре-

чался только один вариант делеции 5 а.к. (а.к. 

276–280) в 40,0±10,9% изолятов. В то время как 

изоляты ВЭБ у ВИЧ(+) пациентов характери-

зовались разнообразием вариантов делеций: 

1 а.к. (а.к. 205), 4 а.к. (а.к. 209–212), 2 а.к. (а.к. 

211–212), 6 а.к. (а.к. 345–350) — по 1,2±1,2%, 

5 а.к. (а.к. 276–280) — 39,0±5,4%, 10 а.к. (а.к. 

346–355) — 4,9±2,4%. Два варианта делеций 

(30 н.о./10 а.к., охватывающая кодоны 346–355, 

и 15 н.о./5 а.к. в положении 276–280), наибо-

лее распространенные, являются известными 

САО-подобными делециями. Четыре другие де-

леции в координатах аминокислот 205, 209–212, 

211–212, 345–350 ранее не были описаны.

Все четыре последовательности ДНК ВЭБ 

с делецией 30 н.о./10 а.к. были ассоциированы 

исключительно с вариантом LMP-1 China 1. 

Делеция 15 н.о./5 а.к., расположенная в обла-

сти тандемных повторов LMP-1 (а.к. 253–306), 

обнаружена в половине полученных изолятов 

ВЭБ. Отметим, что данная делеция присут-

ствовала во всех последовательностях LMP-1 

China 1, Med–, NC, Alaskan и «другие варианты», 

независимо от их типовой принадлежности. 

Остальные выявленные нами четыре делеции 

встречались только в изолятах ВЭБ-1/B95-8.

Проведен анализ числа и аминокислотного 

состава повторяющихся элементов в С-концевой 

области LMP-1 (а.к. 253–306) в нижегородских 

изолятах ВЭБ у ВИЧ(+) и ВИЧ(–) взрослых. 

Установлено, что С-концевой участок LMP-1 со-

держит разное количество повторов из 11 а.к., ва-

риабелен по наличию и местоположению между 

ними элемента из 5 а.к., а также спектру амино-

кислотных замен в них. Результаты представле-

ны в табл. 2.

Показано, что количество повторов значи-

тельно варьировало (от 2 до 8 повторов). Однако 

основная часть изолятов имели размер этого 

участка 3–5 повторов (87,8±5,5% в группе ВИЧ(+) 

и 85,0±11,1% в группе ВИЧ(–)). В половине всех 

полученных последовательностей LMP-1, неза-

висимо от источника вируса, область тандем-

ных повторов была идентична прототипному 

варианту «4,5». При этом все они были ассоции-

рованы исключительно с вариантом B95-8. 

В свою очередь 15,7±5,1% изолятов B95-8 в груп-

пе ВИЧ(+) отличались вариабельным размером 

области тандемных повторов, присутствием мо-

дифицированных мотивов и точечными амино-

кислотными заменами в них. В изолятах China 1, 

NС, Med–, Alaskan и «другие варианты» LMP-1 

число пов торов варьировало в установленном 

диапазоне, при этом мотив PHDPL между повто-

рами из 11 а.к. во всех этих последовательностях 

отсутствовал. Данную делецию 5 а.к. также от-

носят к числу САО-подобных. Из данных табл. 2 

видно, что в области тандемных повторов ами-

нокислотные замены могут быть обнаружены 

в любом варианте LMP-1 и затрагивать разные 

повторяющиеся мотивы. Часть из них являют-

ся сигнатурными для определенного штамма. 

Например, в элементах PHDPL, завершающих 

повторяющийся мотив, штамм-характерными 

аминокислотными заменами в положении 306-й 

Таблица 1. Сравнение частоты выявления вариантов LMP-1 ВЭБ (по классификации R. Edwards 

и соавт. [24]) у ВИЧ(+) и ВИЧ(–) взрослых лиц, проживающих в Нижегородской области

Table 1. Comparison of the frequency of detection of EBV LMP-1 variants (according to the classification 
of R. Edwards et al. [24]) in HIV(+) and HIV(–) adults living in the Nizhny Novgorod region

Группа 
сравнения

Comparison 
group

Ед. 
измерения

Units

Вариант LMP-1 ВЭБ по классификации R. Edwards и соавт. [24]

EBV LMP-1 variant according to the classification of R. Edwards et al. [24]
Другие 

варианты 
LMP-1

Other LMP-1 
variants

B95-8 China 1 Med– NC Alaskan

ВИЧ(+) | HIV(+)
(n = 82)

абс.

abs.
51 4 10 13 2 2

P±σp, % 62,2±5,4 4,8±2,3 11,9±3,6 15,5±4,0 2,4±1,7 2,4±1,7

ВИЧ(–) | HIV(–)
(n = 20)

абс.

abs.
12 0 4 3 1 0

P±σp, % 60,0±10,9 0 20,0±8,9 15,0±7,9 5,0±4,9 0
Уровень 
значимости 
различий

p-value

р 1,000 1,000 0,464 1,000 0,477 0,847
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аминокислоты являются в варианте NC — 

L306Q (PHDPQ), в Alaskan — L306P (PHDPP). 

Модифицированные последовательности в ва-

рианте Med– характеризует  замена аспараги-

новой кислоты на глицин в третьем положении 

аминокислоты во втором — седьмом элемен-

те:  D266G, D282G, D293G. Мутации D282G, 

D293G были выявлены и в варианте LMP-1 

Alaskan. Остальные аминокислотные замены 

в повторяю щихся мотивах, как правило, встре-

чались спорадически. Продемонстрировано, что 

среди всех изолятов вариант LMP-1 Med– отли-

чается наибольшей вариабельностью тандемных 

повторов. Так, в 14 полученных изолятах Med– 

идентифицировано 8 субвариантов области по-

второв, которые различались за счет комбинации 

числа повторов и расположения относительно 

друг друга прототипных и модифицированных 

мотивов из 11 а.к. Отметим также, что в изоля-

тах B95-8 у двух ВИЧ-инфицированных выяв-

лены ранее не описанные модифицированные 

мотивы PHDPDDPDDPD, PHDHDGPDDPD, 

PQDHDDPDDPD и PHDHL.

Осуществлен поиск полного спектра ами-

нокислотных замен в пределах анализируе-

мого С-концевого участка белка LMP-1 с 187 

по 386 а.к.  Суммарно в нижегородских изолятах 

ВЭБ в группах ВИЧ(+) и ВИЧ(–) идентифици-

ровано 112 мутаций аминокислот в 74 локусах 

(относительно референсной последовательно-

сти B95-8). Наиболее «горячими» точками му-

таций стали аминокислоты в положениях 322 

(6 мутаций) и 331, 338, 359 (по 4 мутации).

Последовательность, аналогичная прото-

типному штамму, выявлена только в одном изо-

ляте (вариант B95-8), а наиболее дивергентная 

последовательность с 16 мутациями идентифи-

цирована в Alaskan. Для наглядного сравнения 

степени дивергенции между вариантами LMP-1 

проведен расчет индекса, характеризующего 

среднее число мутаций, приходящееся на одну 

последовательность. Анализ выполнен диф-

ференцировано в группах ВИЧ (+) и ВИЧ(–). 

Получены следующие значения индекса: 

B95-8 — 3,9 и 2,2; Med– — 10,9 и 9,3; NC — 11,0 

и 11,7; Alaskan — 15,5 и 15,0 соответственно. 

Относительный показатель аминокислотных 

замен в штаммах China 1 у ВИЧ(+) пациентов со-

ставил 6,9, в «других» вариантах LMP-1 — 10,5.

Все аминокислотные замены были сгруп-

пированы по принадлежности к определенно-

му варианту LMP-1 ВЭБ.  Такие аминокислот-

ные замены как G212S, D216H, S229T, D250N, 

G252A, T259S, D282G, D293G, L306Q, S309N, 

S313P, Q322D, Q322E, Q322T, L323M, E328Q, 

Q334R, L338P, L338S, H352R, G355C, H358P, 

S366T обнаруживали в двух и более вариантах 

LMP-1 независимо от ВИЧ-статуса.

Установлено, что наиболее распространен-

ными в популяции ВЭБ среди взрослого насе-

ления Нижегородской области являются 4 му-

тации:  G212S, S366T, E328Q и S309N. Замены 

G212S и S366T присутствовали во всех установ-

ленных вариантах LMP-1, их частота в груп-

пе ВИЧ(+) составила 86,6±3,8% и 89,0±3,5%, 

а в группе ВИЧ(–) —  по 100±0% соответствен-

но. Замена серина на аспарагин в 309 позиции 

(S309N) присутствовала в составе абсолют-

но всех анализируемых последовательностей 

China 1, NC, Med–, Alaskan и «другие». Мутация 

E328Q характеризовала 94,1±3,3% изолятов 

B95-8 в группе ВИЧ(+) и все изоляты B95-8 

в группе ВИЧ(–). Варианты комбинаций ами-

нокислотных замен G212S, E328Q и S366T в по-

следовательностях LMP-1 B95-8 представлены 

в табл. 3. В основной части их них присутство-

вало сочетание G212S+E328Q+S366T.

Отдельные аминокислотные замены встре-

чались с частотой 10–25% от общего числа 

изолятов. В их числе 10 сигнатурных амино-

кислотных замен в 6 основных локусах (S229T, 

L306Q, L306P, D312N, Q322E, Q322N, Q322T, 

Q334R, L338P, L338S), которые были нами ис-

пользованы при дифференциальной оценке ва-

риантов LMP-1 по классификации R. Edwards 

и соавт. [24]. А также дополнительные штамм-

характерные мутации для NC (D250N, S313P, 

G331Q, H352N, H358P) и Med– (H352R и замена 

Таблица 3. Комбинации аминокислотных замен G212S, E328Q и S366T в последовательностях LMP-1 

B95-8

Table 3. Combinations of amino acid substitutions G212S, E328Q and S366T in LMP-1 B95-8 sequences

Аминокислотные замены в С-концевом 
участке LMP-1 B95-8

Amino acid substitutions in the C-terminal 
region of LMP-1 B95-8

ВИЧ(+) | HIV(+)
(n = 51)

ВИЧ(–) | HIV(–)
(n = 12)

абс.

abs.
P±σp,%

абс.

abs.
P±σp,%

Без мутаций | No mutations
G212S, E328Q, S366T

1 2,0±1,9 0

G212S 2 3,9±2,7 0
G212S+E328Q 2 3,9±2,7 0
E328Q+S366T 3 5,9±3,3 1 8,3±8,3
G212S+E328Q+S366T 43 84,3±5,1 11 91,7±8,3
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аспарагиновой кислоты на глицин в третьем 

положении аминокислоты в повторяющемся 

элементе из 11 а.к.: D266G, D282G, D293G).

В результате проведенного анализа опреде-

лен широкий спектр аминокислотных замен, 

которые встречались спорадически (< 10%). 

При этом чаще других обнаруживали мутации 

D372N в изолятах B95-8 (4/51) и G335D в изо-

лятах NC (5/16). Описаны 64 аминокислотные 

замены, которые ранее в нижегородских изоля-

тах ВЭБ не выявлялись. Преимущественно они 

были сгенерированы в последовательностях 

LMP-1 ВЭБ из лейкоцитов крови ВИЧ(+) паци-

ентов (57 из 64 мутаций):

 – B95-8: D210S, R223K, C238S, N251H, 

T259S, Q281H, P283H, N285D, T286P (2), 

N289P, G290D, Q292H, P294H, N296G, 

N296D, T297P, N300P, G301A, G301D, P305H, 

L306V, S309I, A314V, N316S, Q322P, G343R, 

G345V, G353V, G355C, D356E, D356H, P357T, 

L359S, L359Y, S369P, D372N;

 – China 1: D210N, D261G, L338F, G355C;

 – Med–: N220D, G222D, T259S, N269D, 

D287H, N329H, N329S, H348D, D349A, L359I;

 – NС: H224Q, Q322K, L323M, E325K, G331E, 

L338T, M339K;

 – Alaskan: не выявлено;

 – Другие варианты LMP-1: A231T, G232E, 

D349A, D349E, G355C.

В группе ВИЧ(–) уникальные замены встреча-

лись в единичных изолятах B95-8 и Med–: D210S, 

L359F, D372H, G319D, L323M, N329H, G355C.

Сравнительный анализ с САО-подобными 

(GenBank: X58140.1) аминокислотными замена-

ми показал, что мутации G212S и S366T, как ра-

нее было отмечено, представлены практически 

во всех нижегородских изолятах ВЭБ; Q322N 

является уникальной мутацией для штамма 

China 1, а Q334R, L338S — сигнатурные замены, 

характеризующие штаммы China 1 и Med–. В то 

же время мутации Q189P, S192T, E328A в ана-

лизируемых последовательностях обнаружены 

не были.

Обсуждение

Впервые в России в рамках данной рабо-

ты выполнены исследования, направленные 

на оценку молекулярно-генетического разно-

образия ВЭБ у ВИЧ-инфицированных. Анализ 

литературных данных свидетельствует о высо-

ком генетическом разнообразии ВЭБ, циркули-

рующего во всем мире [4].

Типы ВЭБ. В России только в последние два 

года появились первые публикации, посвя-

щенные оценке распространенности основных 

типов вируса — ВЭБ-1 и ВЭБ-2 [2, 5, 11]. Пока 

эти исследования были ограничены контин-

гентами условно здоровых взрослых лиц опре-

деленной этнической принадлежности (славя-

не, татары, калмыки) и детей с активной или 

латентной ВЭБ-инфекцией [2, 5, 11]. В то вре-

мя как зарубежные публикации убедительно 

свидетельствуют об особенностях распростра-

ненности ВЭБ-1 и ВЭБ-2 в популяции ВИЧ-

инфицированных [21, 34, 37, 38, 40, 41, 49, 50].

В результате проведенного нами исследова-

ния лейкоцитов крови установлено доминиро-

вание ВЭБ-1 в структуре нижегородских изоля-

тов ВЭБ у взрослых. Преобладание типа ВЭБ-1 

ранее нами было выявлено и в детской популя-

ции Нижегородской области [5]. Однако в изо-

лятах ВЭБ у взрослых ВИЧ-инфицированных 

пациентов в данном исследовании идентифи-

цированы также ВЭБ-2 и коинфицирование 

обоими типами вируса. Такое распределение, 

в целом, соответствует предыдущим оценкам 

распространенности ВЭБ-1 и ВЭБ-2 у ВИЧ-

инфицированных, проживающих в разных 

регионах мира, по сравнению с иммунокомпе-

тентными лицами (табл. 4) [13, 21, 22, 27, 34, 35, 

37, 39, 41, 46, 50].

На основании данных табл. 4 хотелось бы ак-

центировать внимание на широкий спектр био-

субстратов и используемых лабораторных про-

токолов при проведении исследований разны-

ми научными группами, даже в пределах терри-

тории одной страны (например, Бразилии), что 

в сочетании с весьма разнородными контин-

гентами обследуемых и различным представле-

нием частоты обнаружения типов ВЭБ создает 

определенный информационный хаос [13, 34, 

39, 41].

Предполагается, что инфицирование ВЭБ-2 

может происходить в условиях хронической 

иммунной активации, например, в тех частях 

Африки, где много сопутствующих инфекций, 

включая малярию, или у иммунокомпромети-

рованных лиц [25, 43]. Известно, что распростра-

ненность штаммов ВЭБ-2 выше в когорте гомо-

сексуальных мужчин, инфицированных ВИЧ 

(превышает 30%), и среди них чаще выявляются 

случаи коинфекции ВЭБ-1+ВЭБ-2 или разных 

вирусов одного типа [37, 39, 49]. Отсутствие лече-

ния или позднее начало антирет ровирусной те-

рапии у ВИЧ-инфицированных детей и взрос-

лых повышает риск коинфекции ВЭБ-1+ВЭБ-2 

и развитие симптомов [33, 36].

В контексте фенотипических свойств из-

вестно, что ВЭБ-1 более эффективно трансфор-

мирует В-лимфоциты человека, чем ВЭБ-2 [41]. 

Кроме того, разные штаммы ВЭБ-1 in vitro 

продемонстрировали выраженные различия 

в трансформирующем потенциале и клеточном 

тропизме, возможно, предопределяя развитие 

разных типов опухолей [42]. Относительно не-

давно появились сообщения о том, что ВЭБ-2 

инфицирует Т-клетки in vitro и in vivo [19, 20]. 
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Описаны также различия в иммунологическом 

профиле ВИЧ-инфицированных в зависимости 

от инфицирующего типа ВЭБ. Так, ВЭБ-1 более 

часто выявляли среди пациентов с меньшим 

количеством CD4+ Т-лимфоцитов и высокой 

вирусной нагрузкой ВИЧ, в то время как ВЭБ-2 

преобладал в иммунных профилях, включаю-

щих CD4+ Т-лимфоциты > 500 клеток/мкл 

и низкую вирусную нагрузку ВИЧ [34, 39, 41].

Геноварианты LMP-1 ВЭБ. Многие десяти-

летия внимание как зарубежных, так и россий-

ских исследователей было сосредоточено на из-

учении основного онкогена ВЭБ — LMP-1 [1, 

3, 6, 7, 9, 10, 11, 16, 24, 40, 48]. В нашем иссле-

довании получены первые данные о распро-

страненности вариантов LMP-1 ВЭБ у ВИЧ-

инфицированных пациентов. В общем выявле-

но 5 из 7 известных вариантов LMP-1, а именно 

B95-8, China 1, Med–, NC и Alaskan. Результаты 

собственных исследований дополняют уже 

имеющиеся сведения о доминировании на тер-

ритории Европейской части России вариан-

та LMP-1 B95-8 [1, 3, 5, 6, 11]. Они отличаются 

от штаммового распределения, представленно-

го в работе ученых из Китая (China 1 — 73,8%, 

China 2 — 21,3%, Med+ — 3,8%), которое описы-

вает у ВИЧ-инфицированных характерное для 

географического места выделения изолятов 

преобладание варианта China 1 и сопряженные 

с ним CAO-подобные мутации (делеция 10 а.к. 

или больший размер области тандемных по-

второв) [46]. Статистически значимые различия 

частот обнаружения вариантов LMP-1 между 

исследуемыми группами ВИЧ(+) и ВИЧ(–) 

в нашем исследовании выявлены не были. 

Однако в их спектре у ВИЧ-инфицированных 

Таблица 4. Распространенность ВЭБ-1 и ВЭБ-2 у взрослых ВИЧ-инфицированных в разных 

географических регионах

Table 4. Prevalence of EBV-1 and EBV-2 in HIV-infected adults in different geographic regions

Географическое место

Geographical location
Группа

Group
Материалы

Materials

Частота выявления типов ВЭБ, %

Frequency of detection of EBV types, %
Ссылка

Reference
ВЭБ-1 ВЭБ-2 ВЭБ-1+ВЭБ-2

Россия (Нижегородская 
область)

Russia (Nizhny Novgorod 
region)

ВИЧ(+)

HIV(+) лейкоциты 
крови

blood leukocytes

88,2 5,4 6,4
результаты 

данного 
исследования

results of this 
study

ВИЧ(–)

HIV(–)
100 – –

Пакистан

Pakistan

ВИЧ(+)

HIV(+) кровь

blood

40,0 15,0 5,0
[37]*

ВИЧ(–)

HIV(–)
90,0 – –

Китай (Шанхай)

China (Shanghai)

ВИЧ(+)

HIV(+) слюна

saliva

62,3 9,3 12,9
[46]**

ВИЧ(–)

HIV(–)
28,9 15,4 –

Аргентина

Argentina

ВИЧ(+)

HIV(+) МНПК

PBMC

48,6 18,8 32,6
[21]

ВИЧ(–)

HIV(–)
74,3 12,4 13,3

Бразилия (Рио-де-Жанейро)

Brazil (Rio de Janeiro)
ВИЧ(+)

HIV(+)

мазки 
из ротоглотки

oropharyngeal 
swabs

32,9 45,7 14,3 [39]

Бразилия (Рио-де-Жанейро)

Brazil (Rio de Janeiro)
ВИЧ(–)

HIV(–)
слюна

saliva
79,6 20,4 – [13]

Бразилия (Ботукату)

Brazil (Botucatu)
ВИЧ(+)

HIV(+)
МНПК

PBMC
75,8 9,5 14,7 [27]

Бразилия (регион Амазонки)

Brazil (Amazon region)
ВИЧ(+)

HIV(+)
кровь

blood
47,4 26,3 26,3 [34]

Бразилия (Буркина-Фасо)

Brazil (Burkina Faso)
ВИЧ(+)

HIV(+)
кровь

blood
3,9 4,6 2,1 [41]**

Италия

Italy
ВИЧ(+)

HIV(+)
МНПК

PBMC
97,4 2,6 – [35]

Примечание. ВИЧ(+) — лица, живущие с ВИЧ. ВИЧ(–) — здоровые доноры. МНПК — мононуклеарные клетки периферической крови. * — 40% 
и 10% изолятов ВЭБ у ВИЧ(+) и ВИЧ(–), соответственно, не типированы. ** — частота рассчитана исходя из общей численности выборки.
Note. HIV(+) — persons living with HIV. HIV(–) — healthy donors. PBMC — peripheral blood mononuclear cells. * — 40% and 10% of EBV isolates in HIV(+) 
and HIV(–), respectively, are not typed. ** — frequency calculated based on the total sample size.
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наблюдались некоторые особенности, вклю-

чая обнаружение «других вариантов» LMP-1 вне 

классификации.

К настоящему времени накоплены сравни-

тельные данные о биологических свойствах 

вариантов LMP-1. Так, варианты САО, Alaskan, 

China 1 и Med+ повышают активность транс-

крипционного фактора NF-κB по сравнению 

с иными вариантами [29, 43]. Для изучения фе-

нотипических характеристик вновь выявлен-

ных рекомбинантных вариантов LMP-1 необ-

ходимо в дальнейшем проведение эксперимен-

тальных исследований in vitro и in vivo.

Нами представлено детальное описание по-

лученных изолятов ВЭБ на уровне так называе-

мых субвариантов (тандемные повторы, деле-

ции и аминокислотные замены).

Делеции. В последовательностях LMP-1 ВЭБ 

у ВИЧ-инфицированных выявлен более ши-

рокий спектр делеций. Делеция 5 а.к. (276–

280 а.к.) в области тандемных повторов между 

повторяю щимися мотивами из 11 а.к. была об-

наружена во всех последовательностях LMP-1 

China 1, Med–, NC, Alaskan и «другие варианты», 

независимо от их источника и типовой при-

надлежности. Данная делеция из 5 а.к. явля-

ется частью функционального домена CTAR3 

(а.к. 275–330), который отвечает за активацию 

STAT3 посредством рекрутирования JAK3 [9, 

10]. Другая делеция в 30 н.о./10 а.к. (а.к. 346–355) 

широко известна как «делетированный вариант 

LMP-1» с установленной выраженной транфор-

мирующей активностью в фибробластах гры-

зунов или эпителиальных клетках, имплан-

тированных голым мышам [18, 28, 43], а также 

повышенным риском отдаленного метастази-

рования [31, 43]. Отметим, что на основе данных 

литературы и по результатам собственных на-

блюдений штаммы с этой делецией ассоцииро-

ваны только с определенными САО-подобными 

вариантами LMP-1, такими как China 1 

и Med+ [24]. Возможно, это объясняет контра-

стирующие данные литературы, когда у ВИЧ-

инфицированных из Бразилии и Аргентины 

(регионы с высоким распространением штам-

мов China 1 и Med+) делеция 30 п.н./10 а.к. встре-

чалась чаще [21, 27], а в Швейцарии (регион 

Европы, в котором доминирует штамм B95-8) 

различия отсутствовали [51].

Область тандемных повторов. Известно, 

что прототипный штамм ВЭБ в области тан-

демных повторов (а.к. 253–306) включает че-

тыре идеальных повтора, состоящих из 11 а.к. 

(PQDPDNTDDNG) с разрывом в 5 а.к. (PHDPL) 

между вторым или третьим повторами (так на-

зываемые «4,5 повтора»). Другой мотив из 5 а.к. 

PHDPL (а.к. 302–306) завершает область тан-

демных повторов. Анализируемые последова-

тельности ВЭБ у ВИЧ-инфицированных па-

циентов характеризовались выраженным раз-

нообразием области тандемных повторов. В то 

время как в изолятах LMP-1 B95-8 у ВИЧ(–) 

взрослых или в ранее проведенном нами иссле-

довании у детей [5] встречались, как правило, 

прототипные последовательности тандемных 

повторов, у 15,7±5,1% ВИЧ-инфицированных 

пациентов при этом были выявлены их мо-

дифицированные субварианты. Клинико-

эпидемиологическая оценка полиморфизма 

области тандемных повторов ограничивается 

единичными публикациями [16, 26, 46].

Аминокислотные замены. Выявлен широкий 

спектр аминокислотных замен в нижегород-

ских изолятах ВЭБ у взрослых. Несмотря на то 

что замена глицина на серин в 212 положе-

нии является штамм-характерной для China 1, 

China 2, China 3 и Alaskan, а замена серина 

на треонин в 366 кодоне присутствует в рефе-

ренсных штаммах LMP-1 China 1, Med–, Med+, 

NC и Alaskan [24], в нижегородских изолятах 

ВЭБ у взрослых они также были обнаружены 

практически во всех изолятах LMP-1 B95-8. 

Поскольку эти мутации относятся к САО-

подобным, их фенотипические характеристи-

ки были достаточно хорошо изучены как зару-

бежными, так и российскими исследователя-

ми. Мутация G212S приходится на первый сайт 

распознавания HOS-белков (одного из ком-

понентов E3-лигазы, участвующего в процес-

синге молекулы IκB — супрессора NF-κB) [8]. 

Замена S366T локализуется в одном из сайтов 

связывания белков SCFHOS/βATrCP и приво-

дит к тому, что мутантный белок теряет спо-

собность связываться с белками Е3-лигазного 

комплекса. В результате в клетке концентра-

ция LMP-1 повышается, пул белков SCFHOS/

βTrCP не истощается, и подавления сигналь-

ного пути NF-κB не происходит. Накопление 

же транскрипционного фактора NF-κB играет 

важную роль в процессе трансформации инфи-

цированных вирусом клеток [12]. По данным 

других исследователей любая из замен (G212S 

либо S366T) ассоциирована с усилением акти-

вации Erk и индукции экспрессии c-Fos [44], 

что влияет на процессы выживания, пролифе-

рации, дифференцировки и миграции клеток. 

Примечательно, что в основной части нижего-

родских изолятов ВЭБ у взрослых, и, как ранее 

нами было установлено, у детей присутство-

вала двойная замена G212S/S366T [5]. Данное 

сочетание функционально ассоциировано 

с повышением уровня активации сигнального 

пути NF-κB и протеинкиназы-В (PKB/Akt) [1, 

9]. По данным литературы у больных раком 

носоглотки (РНГ) из России довольно часто 

наблюдали замену S366А [6, 7], которая также 

была нами обнаружена в одном изоляте ВЭБ 

у взрослого ВИЧ-инфицированного пациен-
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та (вариант Med–), а ранее также у детей с ин-

фекционным мононуклеозом (варианты B95-8 

и China 1) [5].

В нижегородских изолятах ВЭБ мутация 

E328Q ассоциирована исключительно с вариан-

том LMP-1 B95-8 с частотой выявления близкой 

к 100%. Замена E328Q достаточно широко распро-

странена среди жителей России [2, 5, 11], а также 

была описана в изолятах ВЭБ от больных ин-

фекционным мононуклеозом и раком носоглот-

ки в Сербии [15, 16]. Замена E328Q расположена 

в координатах области CTAR3 и способствует ме-

таболизму глюкозы путем усиления экспрессии 

c-Myc посредством STAT3 [47]. Ее функциональ-

ную роль связывают со снижением цитотоксич-

ности и усилением трансформирующей актив-

ности белка LMP-1. Пред полагается, что обнару-

женные аминокислотные замены в 212, 328 и 366 

положениях LMP-1 придают этому онкобелку 

агрессивные характеристики и характерны для 

высокотуморогенных вариантов [8].

Остальная часть выявленных в настоящем ис-

следовании мутаций остаются фенотипически 

не охарактеризованными. Можно предположить, 

что они потенциально могут изменять профиль 

внутриклеточной активности ряда сигнальных 

путей и их биологические свойства [10]. Для вы-

яснения роли каждого из них необходимо прове-

дение экспериментальных работ in vitro и in vivo.

Таким образом, все перечисленные осо-

бенности изолятов ВЭБ у пациентов с ВИЧ-

инфекцией характеризуют эту группу лиц как 

резервуар генетической нестабильности ВЭБ 

и источник молекулярно-генетического разно-

образия циркулирующих штаммов вируса.

Заключение

Впервые в России проведена оценка мо-

лекулярно-генетического разнообразия ВЭБ 

у ВИЧ-инфицированных лиц. Расширены 

представления о типовой структуре изолятов 

ВЭБ в Нижегородской области. Установлено, 

что у взрослых ВИЧ-инфицированных преоб-

ладает тип ВЭБ-1, реже выявляются ВЭБ-2 и ко-

инфицирование обоими типами вируса. В от-

личие от ВИЧ(+) пациентов в группе ВИЧ(–) 

обнаружен исключительно ВЭБ-1.

Получены новые данные о распространен-

ности различных вариантов LMP-1 ВЭБ у ВИЧ-

инфицированных. Всего выявлено 5 вариантов 

LMP-1 по классификации R. Edwards и соавт.: 

B95-8, China 1, Med–, NC и Alaskan, среди кото-

рых доминировал геновариант B95-8. При этом 

их частота встречаемости между исследуемыми 

группами ВИЧ(+) и ВИЧ(–) не различалась.

Как общая тенденция, при ВИЧ-инфекции 

отмечено появление рекомбинантных вариан-

тов LMP-1 ВЭБ, более широкий спектр делеций, 

выраженная вариабельность области тандем-

ных повторов с присутствием модифицирован-

ных мотивов и точечными аминокислотными 

заменами в них, а также описаны 57 аминокис-

лотных замен, которые ранее в нижегородских 

изолятах ВЭБ не выявлялись.

Полученные результаты лежат в основе 

перспективного изучения взаимосвязи кли-

нико-лабораторных особенностей ВЭБ+ВИЧ-

коинфекции и генетической гетерогенности 

популяции ВЭБ на уровне типов, вариантов 

и субвариантов вируса.

Список литературы/References

1. Гончарова Е.В., Сенюта Н.Б., Смирнова К.В., Щербак Л.Н., Гурцевич В.Э. Вирус Эпштейна–Барр (ВЭБ) в России: 

инфицированность населения и анализ вариантов гена LMP1 у больных ВЭБ-ассоциированными патологиями 

и здоровых лиц // Вопросы вирусологии. 2015. Т. 60, № 2. С. 11–17. [Goncharova E.V., Senyuta N.B., Smirnova K.V., 

Shcherbak L.N., Gurtsevich V.E. Epstein–Barr virus (EBV) in Russia: infection of the population and analysis of the LMP1 gene 

variants in patients with EBV-associated pathologies and healthy individuals. Voprosy virusologii = Problems of Virology, 2015, 

vol. 60, no. 2, pp. 11–17. (In Russ.)]

2. Гурцевич В.Э., Лубенская А.К., Сенюта Н.Б., Душенькина Т.Е., Смирнова К.В. Вирус Эпштейна–Барр (Herpesviridae: 

Gammaherpesvirinae: Lymphocryptovirus: Human gammaherpesvirus 4) у калмыков и славян, проживающих 

на территории России: типы вируса, варианты онкогена LMP1 и злокачественные опухоли // Вопросы вирусологии. 

2022. Т. 67, № 3. С. 246–257. [Gurtsevitch V.E., Lubenskaya A.K., Senyuta N.B., Dushenkina T.E., Smirnova K.V. Epstein– 

Barr virus (Herpesviridae: Gammaherpesvirinae: Lymphocryptovirus: Human gammaherpesvirus 4) in Kalmyks and Slavs living 

in Russia: virus types, LMP1 oncogene variants, and malignancies. Voprosy virusologii = Problems of Virology, 2022, vol. 67, no. 3, 

pp. 246–257. (In Russ.)] doi: 10.36233/0507-4088-120

3. Гурцевич В.Э., Смирнова К.В., Ботезату И.В., Душенькина Т.Е., Лубенская А.К., Дубар Э., Сенюта Н.Б., 

Лихтенштейн А.В., Петров С.В. Полиморфизм онкогена LMP1 вируса Эпштейна–Барр в двух этнических группах 

россии, татар и славян, и его влияние на развитие некоторых злокачественных опухолей // Инфекция и иммунитет. 

2020. Т. 10, № 2. C. 347–358. [Gurtsevitch V.E., Smirnova K.V., Botezatu I.V., Dushenkina T.E., Lubenskaya A.K., Dubar E., 

Senyuta N.B., Lichtenstein A.V., Petrov S.V. Epstein–Barr virus LMP1 oncogene polymorphism in tatar and slavic populations 

in Russian Federation impacting on some malignant tumours. Infektsiya i immunitet = Russian Journal of Infection and Immunity, 

2020, vol. 10, no. 2, pp. 347–358. (In Russ.)] doi: 10.15789/2220-7619-EBV-1162

4. Попкова М.И., Уткин О.В. Генетическое разнообразие вируса Эпштейна–Барр: современный взгляд на проблему // 

Журнал микробиологии, эпидемиологии и иммунобиологии. 2022. Т. 99, № 1. C. 93–108. [Popkova M.I., Utkin O.V. 

Genetic diversity of the Epstein–Barr virus: a modern view of the problem. Zhurnal mikrobiologii, epidemiologii i immunobiologii = 

Journal of Microbiology, Epidemiology and Immunobiology, 2022, vol. 99, no. 1, pp. 93–108. (In Russ.)] doi: 10.36233/0372-9311-228



100

Инфекция и иммунитетМ.И. Попкова и др.

5. Попкова М.И., Уткин О.В., Брызгалова Д.А., Сахарнов Н.А., Соболева Е.А., Кулова Е.А. Молекулярно-генетическая 

характеристика нижегородских изолятов вируса Эпштейна–Барр у детей при инфекционном мононуклеозе 

и здоровом вирусоносительстве // Инфекция и иммунитет. 2023. Т. 13, № 2. C. 275–288. [Popkova M.I., Utkin O.V., 

Bryzgalova D.A., Sakharnov N.A., Soboleva E.A., Kulova E.A. Molecular and genetic characteristics of Nizhny Novgorod region 

Epstein–Barr virus isolates in children with infectious mononucleosis and healthy virus carriers. Infektsiya i immunitet = Russian 

Journal of Infection and Immunity, 2023, vol. 13, no. 2, pp. 275–288. (In Russ.)] doi: 10.15789/2220- 7619-MAG-2056

6. Сенюта Н.Б., Игнатова А.В., Ломая М.В., Гончарова Е.В., Щербак Л.Н., Душенькина Т.Е., Гугунов Д.В., Мудунов А.М., 

Гурцевич В.Э. Вирус Эпштейна–Барр у больных раком носоглотки и здоровых лиц в двух географически различных 

регионах России // Инфекция и иммунитет. 2017. Т. 7, № 1. С. 41–50. [Senyuta N.B., Ignatova A.V., Lomaya M.V., 

Goncharova E.V., Scherback L.N., Dushenkina T.E., Gugunov D.V., Mudunov A.M., Gurtsevitch V.E. Epstein–Barr virus in the 

population of two geographically different regions of Russia. Infektsiya i immunitet = Russian Journal of Infection and Immunity, 

2017, vol. 7, no. 1, pp. 41–50. (In Russ.)] doi: 10.15789/2220-7619-2017-1-41-50

7. Сенюта Н.Б., Смирнова К.В., Дидук С.В., Гончарова Е.В., Щербак Л.Н., Гурцевич В.Э. Структурно-функциональная 

характеристика онкогена LMP1 у больных с опухолями, ассоциированными и не ассоциированными с вирусом 

Эпштейна–Барр // Молекулярная генетика, микробиология и вирусология. 2016. Т. 31, № 2. С. 71–75. [Senyuta N.B., 

Smirnova K.V., Diduk S.V., Goncharova E.V., Shcherbak L.N., Gurtsevitch V.E. Structural and functional characteristics of the 

LMP1 oncogene in patients with tumors аssociated and not associated with the Epstein–Barr virus. Molekulyarnaya gene-

tika, mikrobiologiya i virusologiya = Molecular Genetics, Microbiology and Virology, 2016, vol. 31, no. 2, pp. 87–93. (In Russ.)] 

doi: 10.18821/0208-0613-2016-34-2-71-75

8. Смирнова К.В., Дидук С.В., Гурцевич В.Э. Полиморфизм онкогена LMP1 вируса Эпштейна–Барр у представителей 

коренного малочисленного народа Дальнего Востока России // Эпидемиология и инфекционные болезни. 2017. Т. 22, 

№ 5. С. 239–247. [Smirnova K.V., Diduk S.V., Gurtsevitch V.E. Polymorphism of Epstein–Barr virus LMP1 oncogene in nana-

ians, representatives of indigenous minority of the russian Far East. Epidemiologiya i infektsionnye bolezni = Epidemiology and 

Infectious Diseases, 2017, vol. 22, no. 5, pp. 239–247. (In Russ.)] doi: 10.18821/1560-9529-2017-22-5-239-247

9. Смирнова К.В., Дидук С.В., Сенюта Н.Б., Гурцевич В.Э. Молекулярно-биологические свойства гена lmp1 вируса 

Эпштейна–Барр: структура, функции и полиморфизм // Вопросы вирусологии. 2015. Т. 60, № 3. С. 5–13. [Smirnova K.V., 

Diduk S.V., Senyuta N.B., Gurtsevitch V.E. Molecular biological properties of the Epstein–Barr virus LMP1 gene: structure, 

function and polymorphism. Voprosy virusologii = Problems of Virology, 2015, vol. 60, no. 3, pp. 5–13. (In Russ.)]

10. Смирнова К.В., Сенюта Н.Б., Ботезату И.В., Душенькина Т.Е., Лубенская А.К., Фроловская А.А., Петров С.В., 

Лихтенштейн А.В., Гурцевич В.Э. Вирус Эпштейна–Барр у этнических татар: инфицированность и сиквенсные 

варианты онкогена LMP1 // Успехи молекулярной онкологии. 2018. Т. 5, № 3. С. 65–74. [Smirnova K.V., Senyuta N.B., 

Botezatu I.V., Dushenkina T.E., Lubenskaya A.K., Frolovskaya A.A., Petrov S.V., Lichtenstein A.V., Gurtsevitch V.E. Epstein– 

Barr virus in the ethnic Tatars population: the infection and sequence variants of LMP1 oncogene. Uspekhi molekulyarnoi 

onkologii = Advances in Molecular Oncology, 2018, vol. 5, no. 3, pp. 65–74. (In Russ.)] doi: 10.17650/2313-805X-2018-5-3-65-74

11. Смирнова К.В., Сенюта Н.Б., Лубенская А.К., Душенькина Т.Е., Гурцевич В.Э. Древние варианты вируса Эпштейна– 

Барр (Herpesviridae, Lymphocryptovirus, HHV-4): гипотезы и факты // Вопросы вирусологии. 2020. Т. 65, № 2. C. 77–86. 

[Smirnova K.V., Senyuta N.B., Lubenskaya A.K., Dushenkina T.E., Gurtsevich V.E. Ancient variants of the Epstein–Barr virus 

(Herpesviridae, Lymphocryptovirus, HHV-4): hypotheses and facts. Voprosy virusologii = Problems of Virology, 2020, vol. 65, 

no. 2, pp. 77–86. (In Russ.)] doi: 10.36233/0507-4088-2020-65-2-77-86

12. Яковлева Л.С., Сенюта Н.Б., Гончарова Е.В., Щербак Л.Н., Смирнова К.В., Павлиш О.А., Гурцевич В.Э. Варианты 

онкогена LMP1 вируса Эпштейна–Барр в клеточных линиях различного происхождения // Молекулярная биология. 

2015. Т. 49, № 5. С. 800–810. [Yakovleva L.S., Senyuta N.B., Goncharova E.V., Scherback L.N., Smirnova R.V., Pavlish O.A. 

Gurtsevitch V.E. Epstein–Barr Virus LMP1 oncogene variants in cell lines of different origin. Molekulyarnaya biologiya = 

Molecular Biology, 2015, vol. 49, no. 5, pp. 800–810. (In Russ.)] doi: 10.7868/S0026898415050213

13. Alves P., Larrate M., Garcia-Costa A., Rohan P., Gama B.E., Abdelhay E., Delatorre E., Hassan R. Spatial dispersal of Epstein–

Barr virus in South America reveals an african american variant in brazilian lymphomas. Viruses, 2022, vol. 14, no. 8: 1762. 

doi: 10.3390/v14081762

14. Baer R., Bankier A.T., Biggin M.D., Deininger P.L., Farrell P.J., Gibson T.G. DNA sequence and expression of the B95-8 

Epstein–Barr virus genome. Nature (London), 1984, vol. 310, pp. 207–211. doi: 10.1038/310207a0

15. Banko A.V., Lazarevic I.B., Folic M.M., Djukic V.B., Cirkovic A.M., Karalic D.Z., Cupic M.D., Jovanovic T.P. Characterization 

of the variability of Epstein–Barr virus genes in nasopharyngeal biopsies: potential predictors for carcinoma progression. PLoS 

One, 2016, vol. 11, no. 4: e0153498. doi: 10.1371/journal.pone.0153498

16. Banko A., Lazarevic I., Stevanovic G., Cirkovic A., Karalic D., Cupic M., Banko B., Milovanovic J., Jovanovic T. Analysis of the 

variability of Epstein–Barr virus genes in infectious mononucleosis: investigation of the potential correlation with biochemical 

parameters of hepatic involvement. J. Med. Biochem., 2016, vol. 35, no. 3, pp. 337–346. doi: 10.1515/jomb-2015-0021

17. Baroncelli S., Galluzzo C.M., Liotta G., Andreotti M., Orlando S., Ciccacci F., Mphwere R., Luhanga R., Sagno J.B., Amici R., 

Marazzi M.C., Giuliano M. HIV-exposed infants with EBV infection have a reduced persistence of the immune response to the 

HBV vaccine. AIDS Res. Ther., 2021, vol. 18, no. 1: 48. doi: 10.1186/s12981-021-00375-7

18. Bridges R., Correia S., Wegner F., Venturini C., Palser A., White R.E., Kellam P., Breuer J., Farrell P.J. Essential role of inverted 

repeat in Epstein–Barr virus IR-1 in B cell transformation; geographical variation of the viral genome. Philos. Trans. R. Soc. 

Lond. B Biol. Sci., 2019, vol. 374, no. 1773: 20180299. doi: 10.1098/rstb.2018.0299

19. Coleman C.B., Daud I.I., Ogolla S.O., Ritchie J.A., Smith N.A., Sumba P.O., Dent A.E., Rochford R. Epstein–Barr virus type 2 

infects T cells in healthy kenyan children. J. Infect. Dis., 2017, vol. 216, no. 6, pp. 670–677. doi: 10.1093/infdis/jix363

20. Coleman C.B., Lang J., Sweet L.A., Smith N.A., Freed B.M., Pan Z., Haverkos B., Pelanda R., Rochford R. Epstein–Barr 

virus type 2 infects T cells and induces B cell lymphomagenesis in humanized mice. J. Virol., 2018, vol. 92, no. 21: e00813-18. 

doi: 10.1128/JVI.00813-18



101

2025, Т. 15, № 1 Разнообразие ВЭБ

21. Correa R.M., Fellner M.D., Durand K., Redini L., Alonio V., Yampolsky C., Colobraro A., Sevlever G., Teyssié A., Benetucci J., 

Picconi M.A. Barr virus genotypes and LMP-1 variants in HIV-infected patients. J. Med. Virol., 2007, vol. 79, no. 4, pp. 401–407. 

doi: 10.1002/jmv.20782

22. Correia S., Palser A., Elgueta Karstegl C., Middeldorp J.M., Ramayanti O., Cohen J.I., Hildesheim A., Fellner M.D., Wiels J., 

White R.E., Kellam P., Farrell P.J. Natural variation of Epstein–Barr virus genes, proteins, and primary microRNA natural 

variation of Epstein–Barr virus genes, proteins, and primary microRNA. J. Virol., 2017, vol. 91, no. 15: e00375-17. doi: 10.1128/

JVI.00375-17

23. Dolcetti R., Zancai P., De Re V., Gloghini A., Bigoni B., Pivetta B., De Vita S., Carbone A., Boiocchi M. Epstein–Barr virus 

strains with latent membrane protein-1 deletions: prevalence in the Italian population and high association with human immuno-

deficiency virus-related Hodgkin’s disease. Blood, 1997, vol. 89, no. 5, pp. 1723–1731. 

24. Edwards R.H., Seillier-Moiseiwitsch F., Raab-Traub N. Signature amino acid changes in latent membrane protein 1 distinguish 

Epstein–Barr virus strains. Virology, 1999, vol. 261, pp. 79–95. doi: 10.1006/viro.1999.9855

25. Farrell P.J., White R.E. Do Epstein–Barr virus mutations and natural genome sequence variations contribute to disease? 

Biomolecules, 2022, vol. 12, no. 1: 17. doi: 10.3390/biom12010017

26. Gantuz M., Lorenzetti M.A., Chabay P.A., Preciado M.V. A novel recombinant variant of latent membrane protein 1 from Epstein 

Barr virus in Argentina denotes phylogeographical association. PLoS One, 2017, vol. 12, no. 3: e0174221. doi: 10.1371/journal.

pone.0174221

27. Giron L.B., Ramos da Silva S., Barbosa A.N., Monteiro de Barros Almeida R.A., Rosário de Souza Ld., Elgui de Oliveira D. 

Impact of Epstein–Barr virus load, virus genotype, and frequency of the 30 bp deletion in the viral BNLF-1 gene in patients har-

boring the human immunodeficiency virus. J. Med. Virol., 2013, vol. 85, no. 12, pp. 2110–2118. doi: 10.1002/jmv.23722

28. Hu L.F., Zabarovsky E.R., Chen F., Cao S.L., Ernberg I., Klein G., Winberg G. Isolation and sequencing of the Epstein–Barr 

virus BNLF-1 gene (LMP1) from a Chinese nasopharyngeal carcinoma. J. Gen. Virol., 1991, vol. 72, no. 1, pp. 2399–2409. 

doi: 10.1099/0022-1317-72-10-2399

29. Mainou B.A., Raab-Traub N. LMP1 strain variants: biological and molecular properties. J. Virol., 2006, vol. 80, no. 13, pp. 6458–

6468. doi: 10.1128/JVI.00135-06

30. Martini M., Capello D., Serraino D., Navarra A. Pierconti F., Cenci T., Gaidano G., Larocca L.M. Characterization of variants 

in the promoter of EBV gene BZLF1 in normal donors, HIV-positive patients and in AIDS-related lymphomas. J. Infect., 2007, 

vol. 54, no. 3, pp. 298–306. doi: 10.1016/j.jinf.2006.04.015

31. Pai P.C., Tseng C.K., Chuang C.C., Wei K.C., Hao S.P., Hsueh C., Chang K.P., Tsang N.M. Polymorphism of C-terminal activa-

tion region 2 of Epstein–Barr virus latent membrane protein 1 in predicting distant failure and post-metastatic survival in patients 

with nasopharyngeal carcinoma. Head Neck, 2007, vol. 29, pp. 109–119. doi: 10.1002/hed.20483

32. Pedneault L., Lapointe N., Alfieri C., Ghadirian P., Carpentier L., Samson J., Joncas J. Natural history of Epstein–Barr virus 

infection in a prospective pediatric cohort born to human immunodeficiency virus-infected mothers. J. Infect. Dis., 1998, vol. 177, 

no. 4, pp. 1087–1090. doi: 10.1086/517401

33. Pereira L.M.S., Dos Santos França E., Costa I.B., Lima I.T., Freire A.B.C., de Paula Ramos F.L., Monteiro T.A.F., Macedo O., 

Sousa R.C.M., Freitas F.B., Costa I.B., Vallinoto A.C.R. Epidemiological risk factors associated with primary infection by 

Epstein–Barr virus in HIV-1-positive subjects in the Brazilian Amazon region. Sci. Rep., 2021, vol. 11, no. 1: 18476. doi: 10.1038/

s41598-021-97707-4

34. Pereira L.M.S., França E.D.S., Costa I.B., Lima I.T., Freire A.B.C., Ramos F.L.P., Monteiro T.A.F., Macedo O., Sousa R.C.M., 

Freitas F.B., Brasil Costa I., Vallinoto A.C.R. Epstein–Barr virus (EBV) genotypes associated with the immunopathological pro-

file of people living with HIV-1: immunological aspects of primary EBV infection. Viruses, 2022, vol. 14, no. 2: 168. doi: 10.3390/

v1402016

35. Petrara M.R., Cattelan A.M., Zanchetta M., Sasset L., Freguja R., Gianesin K., Cecchetto M.G., Carmona F., De Rossi A. 

Epstein–Barr virus load and immune activation in human immunodeficiency virus type 1-infected patients. J. Clin. Virol., 2012, 

vol. 53, no. 3, pp. 195–200. doi: 10.1016/j.jcv.2011.12.013

36. Petrara M.R., Penazzato M., Massavon W., Nabachwa S., Nannyonga M., Mazza A., Gianesin K., Del Bianco P., Lundin R., 

Sumpter C., Zanchetta M. Giaquinto C., De Rossi A. Epstein–Barr virus load in children infected with human immunodefi-

ciency virus type 1 in Uganda. J. Infect. Dis., 2014, vol. 210, no. 3, pp. 392–399. doi: 10.1093/infdis/jiu099

37. Salahuddin S., Azhar J., Akhtar H., Khan J., Muhammad N. Epstein–Barr virus epidemiology in HIV infected transsexuals. 

J. Pak. Med. Assoc., 2021, vol. 71, no. 8, pp. 1984–1988. doi: 10.47391/JPMA.02-339

38. Samayoa-Reyes G., Ogolla S.O., Daud I.I., Jackson C., Sabourin K.R., Dent A., Rochford R. Maternal HIV Infection as 

a Risk Factor for Primary Epstein–Barr Virus Infection in Kenyan Infants. Front. Oncol., 2022, vol. 11: 805145. doi: 10.3389/

fonc.2021.805145

39. Santos L., Azevedo K., Silva L., Oliveira L. Epstein–Barr virus in oral mucosa from human immunodeficiency virus positive 

patients. Rev. Assoc. Med. Bras. (1992), 2014, vol. 60, no. 3, pp. 262–269. doi: 10.1590/1806-9282.60.03.016

40. Sitki-Green D., Edwards R.H., Webster-Cyriaque J., Raab-Traub N. Identification of Epstein–Barr virus strain variants 

in hairy leukoplakia and peripheral blood by use of a heteroduplex tracking assay. J. Virol., 2002, vol. 76, no. 19, pp. 9645–9656. 

doi: 10.1128/jvi.76.19.9645-9656.2002

41. Traore L., Nikiema O., Ouattara A.K., Compaore T.R., Soubeiga S.T., Diarra B., Obiri-Yeboah D., Sorgho P.A., Djigma F.W., 

Bisseye C., Yonli A.T., Simpore J. EBV and HHV-6 circulating subtypes in people living with HIV in Burkina Faso, impact on CD4 

T cell count and HIV viral load. Mediterr. J. Hematol. Infect. Dis., 2017, vol. 9, no. 1: e2017049. doi: 10.4084/MJHID.2017.049

42. Tsai M.H., Lin X., Shumilov A., Bernhardt K., Feederle R., Poirey R., Kopp-Schneider A., Pereira B., Almeida R., Delecluse H.J. 

The biological properties of different Epstein–Barr virus strains explain their association with various types of cancers. Oncotarget, 

2017, vol. 8, no. 6, pp. 10238–10254. doi: 10.18632/oncotarget.14380

43. Tzellos S., Farrell P.J. Epstein–Barr virus sequence variation-biology and disease. Pathogens, 2012, vol. 1, no. 2, pp. 156–174. 

doi: 10.3390/pathogens1020156



102

Инфекция и иммунитетМ.И. Попкова и др.

44. Vaysberg M., Hatton O., Lambert S.L., Snow A.L., Wong B., Krams S.M., Martinez O.M. Tumor-derived variants of Epstein–

Barr virus latent membrane protein 1 induce sustained Erk activation and c-Fos. J. Biol. Chem., 2008, vol. 283, no. 52, pp. 36573–

36585. doi: 10.1074/jbc.M802968200

45. Verdu-Bou M., Tapia G., Hernandez-Rodriguez A., Navarro J.T. Therapeutic Implications of Epstein–Barr Virus in HIV-Related 

Lymphomas. Cancers (Basel), 2021, vol. 13, no. 1: 5534. doi: 10.3390/cancers13215534

46. Wan Z., Chen Y., Hui J., Guo Y., Peng X., Wang M., Hu C., Xie Y., Su J., Huang Y., Xu X., Xu Y., Zhu B. Epstein–Barr virus vari-

ation in people living with human immunodeficiency virus in southeastern China. Virol. J., 2023, vol. 20, no. 1: 107. doi: 10.1186/

s12985-023-02078-z

47. Wang L., Ning S. New Look of EBV LMP1 Signaling Landscape. Cancers (Basel), 2021, vol. 13, no. 21: 5451. doi: 10.3390/can-

cers13215451

48. Xue W.Q., Wang T.M., Huang J.W., Zhang J.B., He Y.Q., Wu Z.Y., Liao Y., Yuan L.L., Mu J., Jia W.H. A comprehensive analysis 

of genetic diversity of EBV reveals potential high-risk subtypes associated with nasopharyngeal carcinoma in China. Virus Evol., 

2021, vol. 7, no. 1: veab010. doi: 10.1093/ve/veab010

49. Yao Q.Y., Tierney R.J., Croom-Carter D., Cooper G.M., Ellis C.J., Rowe M., Rickinson A.B. Isolation of intertypic recombinants 

of Epstein–Barr virus from T-cell-immunocompromised individuals. J. Virol., 1996, vol. 70, nо. 8, pp. 4895–4903. doi: 10.1128/

JVI.70.8.4895-4903.1996

50. Zealiyas K., Teshome S., Haile A.F., Weigel C., Alemu A. Amogne W., Yimer G., Abebe T., Berhe N., Ahmed E.H., Baiocchi R.A. 

Genotype characterization of Epstein–Barr virus among adults living with human immunodeficiency virus in Ethiopia. Front. 

Microbiol., 2023, vol. 14: 1270824. doi: 10.3389/fmicb.2023.1270824

51. Zuercher E., Butticaz C., Wyniger J., Martinez R., Battegay M., Boffi El Amari E., Dang T., Egger J.F., Fehr J., Mueller-

Garamvögyi E., Parini A., Schaefer S.C., Schoeni-Affolter F., Thurnheer C., Tinguely M., Telenti A., Rothenberger S. Swiss HIV 

Cohort Study. Genetic diversity of EBV-encoded LMP1 in the Swiss HIV Cohort Study and implication for NF-κB activation. 

PLoS One, 2012, vol. 7, no. 2: e32168. doi: 10.1371/journal.pone.0032168

Авторы:

Попкова М.И., к.м.н., ведущий научный сотрудник лаборатории 
молекулярной биологии и биотехнологии ФБУН Нижегородский 
НИИ эпидемиологии и микробиологии им. академика 
И.Н. Блохиной Роспотребнадзора, г. Нижний Новгород, Россия;
Филатова Е.Н., к.б.н., ведущий научный сотрудник 
лаборатории молекулярной биологии и биотехнологии 
ФБУН Нижегородский НИИ эпидемиологии и микробиологии 
им. академика И.Н. Блохиной Роспотребнадзора, г. Нижний 
Новгород, Россия;
Минаева С.В., к.м.н., доцент кафедры эпидемиологии, 
микробиологии и доказательной медицины ФГБОУ ВО 
Приволжский исследовательский медицинский университет 
Минздрава России, г. Нижний Новгород, Россия;
Сахарнов Н.А., к.б.н., старший научный сотрудник 
лаборатории молекулярной биологии и биотехнологии ФБУН 
Нижегородский НИИ эпидемиологии и микробиологии им. 
академика И.Н. Блохиной Роспотребнадзора, г. Нижний 
Новгород, Россия;
Уткин О.В., к.б.н., зав. лабораторией молекулярной биологии 
и биотехнологии ФБУН Нижегородский НИИ эпидемиологии 
и микробиологии им. академика И.Н. Блохиной 
Роспотребнадзора, г. Нижний Новгород, Россия.

Authors:

Popkova M.I., PhD (Medicine), Leading Researcher, Laboratory 
of Molecular Biology and Biotechnology, Academician I.N. Blokhina 
Nizhny Novgorod Scientific Research Institute of Epidemiology and 
Microbiology, Nizhny Novgorod, Russian Federation;
Filatova E.N., PhD (Biology), Leading Researcher, Laboratory 
of Molecular Biology and Biotechnology, Academician I.N. Blokhina 
Nizhny Novgorod Scientific Research Institute of Epidemiology and 
Microbiology, Nizhny Novgorod, Russian Federation;
Minaeva S.V., PhD (Мedicine), Associate Professor of the 
Epidemiology, Microbiology and Evidence-Based Medicine 
Department, Privolzhskiy Research Medical University, Nizhny 
Novgorod, Russian Federation;
Sakharnov N.A., PhD (Biology), Senior Researcher, Laboratory 
of Molecular Biology and Biotechnology, Academician I.N. Blokhina 
Nizhny Novgorod Scientific Research Institute of Epidemiology 
and Microbiology, Nizhny Novgorod, Russian Federation;
Utkin O.V., PhD (Biology), Head of the Laboratory of Molecular 
Biology and Biotechnology, Academician I.N. Blokhina Nizhny 
Novgorod Scientific Research Institute of Epidemiology and 
Microbiology, Nizhny Novgorod, Russian Federation.

Поступила в редакцию 22.12.2023
Принята к печати 21.12.2024

Received 22.12.2023
Accepted 21.12.2024



103Статья доступна по лицензии Creative Commons Attribution 4.0
The article can be used under the Creative Commons Attribution 4.0 License

Оригинальные статьиOriginal articles
Инфекция и иммунитет

2025, Т. 15, № 1, с. 103–111
Russian Journal of Infection and Immunity = Infektsiya i immunitet 
2025, vol. 15, no. 1, pp. 103–111

ФАГОЦИТАРНАЯ АКТИВНОСТЬ ЛЕЙКОЦИТОВ 

У БОЛЬНЫХ РЕВМАТОИДНЫМ АРТРИТОМ 

НА ФОНЕ ПНЕВМОКОККОВОЙ ВАКЦИНАЦИИ

М.П. Костинов1,2, Б.Ц. Батожаргалова1, И.В. Бишева1, Е.А. Курбатова1, А.Д. Шмитько1, 

Г.В. Лукина3,4, Д.А. Муртазалиева3, С.А. Сходова1, Д.А. Благовидов1

1 ФГБНУ Научно-исследовательский институт вакцин и сывороток им. И.И. Мечникова, Москва, Россия
2 ФГАОУ ВО Первый Московский государственный медицинский университет им. И.М. Сеченова Минздрава России 

(Сеченовский Университет), Москва, Россия
3 ГБУЗ Московский клинический научный центр им. А.С. Логинова ДЗМ, Москва, Россия
4 ФГБНУ Научно-исследовательский институт ревматологии им. В.А. Насоновой, Москва, Россия

Резюме. Ревматоидный артрит (РА) — аутоиммунное воспалительное заболевание суставов, характеризующееся 

системным деструктивным и прогрессирующим воспалительным синовитом, обусловленное продукцией ней-

трофилами и макрофагами хемокинов, активных форм кислорода, провоспалительных цитокинов в синови-

альной оболочке. Цель: исследование показателей фагоцитарной активности лейкоцитов и факторов кислород-

зависимой бактерицидности лейкоцитов у больных ревматоидным артритом, получающих метотрексат (МТ) 

и тофацитиниб (ТОФА), вакцинированных конъюгированной пневмококковой вакциной (ПКВ13). Материалы 

и методы. В исследование включен 151 пациент с РА (78,1% женщин и 21,9% мужчин в возрасте 26–69 лет). 

Вакцинацию ПКВ13 проводили однократно в дозе 0,5 мл внутримышечно на фоне продолжения приема ТОФА 

и МТ. Инициацию ТОФА проводили через 10–14 дней после вакцинации, группы сравнения получали одно-

именные препараты. На момент включения в исследование и во время контрольных визитов через 3 и 12 меся-

цев проводили исследование фагоцитарной активности лейкоцитов и НСТ-тест. Результаты. Перед началом 

исследования пациенты имели незначительные количественные и функциональные изменения фагоцитарной 

активности лейкоцитов, отмечалось снижение резервных возможностей кислородзависимой бактерицидности. 

У вакцинированных ПКВ13, продолжающих ТОФА (II группа), определено незначительное снижение фагоци-

тарной активности нейтрофильных гранулоцитов. У невакцинированных пациентов V группы, продолжающих 

терапию ТОФА, наблюдали усиление поглотительной активности моноцитов как через 3 месяца, так и через 12 

месяцев. У вакцинированных ПКВ13 пациентов РА II группы, продолжающих ТОФА, отмечали аналогичные 

изменения. Терапия метотрексатом у вакцинированных ПКВ13 и невакцинированных не оказывала влияния 

на фагоцитарную активность лейкоцитов. Заключение. ПКВ13 у больных РА вызывало незначительное сниже-

ние поглотительной способности нейтрофилов, восстановившееся через год после вакцинации, что сопрово-

ждалось усилением кислородзависимой бактерицидности лейкоцитов в виде продукции АФК, способствующей 

усилению иммунной защиты пациентов при встрече с потенциальными патогенами.

Ключевые слова: ревматоидный артрит, ПКВ13, метотрексат, тофацитиниб, фагоцитарная активность лейкоцитов, 

НСТ-тест.
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LEUKOCYTE PHAGOCYTIC ACTIVITY IN PATIENTS WITH RHEUMATOID ARTRITIS DURING 

VACCINATION WITH PNEUMOCOCCAL VACCINE

Kostinov M.P.a,b, Batozhargalova B.Ts.a, Bisheva I.V.a, Kurbatova E.A.a, Shmitko A.D.a, Lukina G.V.c,d, 

Murtazalieva D.A.c, Skhodova S.A.a, Blagovidov D.A.a

a I. Mechnikov Research Institute of Vaccines and Sera, Moscow, Russian Federation
b I.M. Sechenov First Moscow State Medical University (Sechenov University), Moscow, Russian Federation
c A.S. Loginov Moscow Clinical Scientific Center, Moscow, Russian Federation
d V.A. Nasonova Research Institute of Rheumatology, Moscow, Russian Federation

Abstract. Rheumatoid arthritis (RA) is an joint autoimmune inflammatory disease characterized by systemic destructive 

and progressive inflammatory synovitis caused by chemokines, reactive oxygen species, and proinflammatory cytokines 

produced by neutrophils and macrophages in the synovial membrane. The objective of the work was to study indicators 

of leukocyte phagocytic activity and factors of leukocyte oxygen-dependent bactericidal activity in patients with 

rheumatoid arthritis receiving methotrexate (MTX) and tofacitinib (TOFA), vaccinated with pneumococcal conjugate 

vaccine (PCV13). Materials and methods. The study included 151 patients with RA (78.1% women and 21.9% men aged 

26–69 years). PCV13 vaccination was carried out once in a dose of 0.5 ml intramuscularly in subjects receiving TOFA and 

MTX; TOFA was initiated 10–14 days after vaccination; those in comparison groups received same drugs. At the time 

of inclusion in the study, and during control visits 3 months and 12 months later, leukocyte phagocytic activity and NBT test 

were carried out. Results. Before the study, patients had minor quantitative and functional changes in leukocyte phagocytic 

activity and a decrease in the reserve capacity of oxygen-dependent bactericidal activity. In PCV13 vaccinated patients 

receiving TOFA (Group II), a minor decrease in the phagocytic activity of neutrophilic granulocytes was determined. 

In unvaccinated patients from group V receiving TOFA therapy, an increase in monocyte absorptive activity was observed 

both 3 months and 12 months later. In PCV13 vaccinated RA patients from group II receiving TOFA, similar changes were 

noted. Methotrexate therapy in PCV13 vaccinated and unvaccinated patients did not affect leukocyte phagocytic activity. 

Conclusion. In patients with RA, PCV13 caused a slight decrease in neutrophil absorptive capacity, which was restored 

one year post-vaccination accompanied by higher leukocyte oxygen-dependent bactericidal activity in the form of ROS 

production, which helps to strengthen immune defense in patients encountering potential pathogens.

Key words: rheumatoid arthritis, PCV13, methotrexate, tofacitinib, phagocytic activity of leukocytes, NBT test.

Введение

Ревматоидный артрит (РА) — аутоиммун-

ное воспалительное заболевание суставов, ха-

рактеризующееся системным деструктивным 

и прогрессирующим воспалительным сино-

витом требующее длительного лечения [19]. 

В иммунопатогенезе РА важная роль отво-

дится нейтрофилам, которые накапливаются 

в большом количестве в синовиальной жидко-

сти, индуцируя хронический воспалительный 

процесс за счет продукции цитокинов и хемо-

кинов и выработки активных форм кислоро-

да (АФК) [15, 25, 32]. Продукция АФК зависит 

от активности NADPH-оксидазы нейтрофилов 

(NOX2). Измерение количества АФК в цитозоле 

нейтрофилов с помощью теста восстановления 

нитросинего тетразолия (НСТ-теста) косвенно 

отражает содержание NOX2 и дает представле-

ние о корреляции между АФК и активностью 

заболевания при аутоимунных процессах [10]. 

Исследования фагоцитарной активности лей-

коцитов при РА немногочисленны и противо-

речивы [2, 4, 8, 9, 18, 24]. Нарушение эфферо-

цитоза — эффективного и быстрого фагоцитоза 

погибших клеток дендритными клетками и ма-

крофагами является универсальной особенно-

стью поврежденных тканей при аутоиммунных 

заболеваниях [16, 23, 26, 27].

Для снижения интенсивности воспале-

ния и коррекции иммунных нарушений при 

РА наиболее часто используют лекарственные 

средства, обладающие иммуносупрессивным 

действием. К ним относятся базисные противо-

воспалительные препараты (БПВП) — мето-

трексат (МТ); таргетные синтетические препа-

раты (тсБПВП) — тофацитиниб (ТОФА); глю-

кокортикоиды (ГК) и генно-инженерные био-

логические препараты (ГИБП) — этанерцепт, 

адалимумаб и др. [7, 21, 31].

Показано, что метотрексат (МТ) подавля-

ет продукцию цитокинов и хемокинов, сни-

жая воспалительный процесс в суставах [12]. 

Ингибиторы TNFα, такие как этанерцепт, 

адалимумаб, снижают продукцию провоспа-

лительных цитокинов и фагоцитарную актив-

ность макрофагов моноцитарного происхожде-

ния и уменьшают макрофагальную инфильтра-

цию синовиальной оболочки суставов [18].

На фоне иммуносупрессивной терапии па-

циенты с РА подвержены риску инвазивных 

пневмококковых инфекций. В связи с этим 

вакцинация против пневмококка имеет суще-

ственное значение [1, 11, 22]. Для профилакти-

ки пневмококковой инфекции у пациентов с РА 

в России используют полисахаридые и конъ-

югированные пневмококковые вакцины [3, 7]. 

До настоящего времени не проводили иссле-
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дований по оценке фагоцитарной активности 

лейкоцитов у больных РА вакцинированных 

пневмококковой вакциной и получающих в ка-

честве базисной терапии иммунодепрессанты.

Цель: исследование показателей фагоцитар-

ной активности лейкоцитов и кислородзави-

симых факторов бактерицидности лейкоцитов 

у больных РА, вакцинированных конъюгиро-

ванной пневмококковой вакциной ПКВ13.

Материалы и методы

Проспективное открытое лонгитудиналь-

ное исследование проведено на базе ревмато-

логического центра ГБУЗ МКНЦ имени А.С. 

Логинова ДЗМ (2018–2021 гг.) и ФГБНУ «НИИ 

вакцин и сывороток им. И.И. Мечникова». 

Исследование одобрено локальным этическим 

комитетом ГБУЗ МКНЦ имени А.С. Логинова 

ДЗМ (протокол № 9 от 17.11.2017 г.).

Для проведения исследования сформиро-

вано 6 групп пациентов с РА в соответствии 

с получаемой противовоспалительной терапи-

ей и проведенной вакцинацией против пнев-

мококковой инфекции вакциной Превенар13 

(ПКВ13). В I группу входили пациенты с РА (n = 

29), вакцинированные ПКВ13, ранее не полу-

чавшие лечение тофацитинибом (ТОФА), ко-

торым был назначен ТОФА в дозе 5 мг 2 раза 

в сутки; II группа — пациенты (n = 24), вакци-

нированные ПКВ13 и продолжающие терапию 

препаратом ТОФА 5 мг 2 раза в сутки (n = 24), 

III группа пациентов (n = 18) получала вакци-

нацию ПВК13 на фоне лечения метотрексатом 

15–25 мг/неделю. Невакцинированные пациен-

ты с РА, получавшие одноименные препараты 

со сходной дозировкой, были включены в три 

следующие группы: IV группа — пациенты 

(n = 26), ранее не получавшие препарат ТОФА; 

V группа — пациенты (n = 29), продолжающие 

терапию ТОФА; VI группа пациентов (n = 25) 

получала лечение препаратом МТ.

Критерии включения: пациенты в возрас-

те 26–69 лет, ранее не получавшие ранее ГИБП; 

установленный диагноз ревматоидного артрита; 

наличие письменного добровольного информи-

рованного согласия на проведение исследования.

Критерии исключения: отказ пациента 

от дальнейшего исследования, смена терапии, 

осложнения проводимой терапии. Из дальней-

шего исследования исключены через 3 месяца 17 

больных РА: в I группе 4 пациента (3 больных — 

отказ, у одного больного осложнение РА); в III 

группе 5 пациентов (4 пациента — отказ, у од-

ного пациента смена МТ из-за непереносимо-

сти); в IV группе один пациент; в V группе 2 па-

циента, в VI группе 5 пациентов.

Вакцинацию ПКВ13 проводили в дельтовид-

ную мышцу внутримышечно в объеме 0,5 мл.

Образцы гепаринизированной крови па-

циентов исследовали до начала исследования 

и через 3 и 12 месяцев.

Фагоцитарная активность лейкоцитов 

(ФАЛ). Поглотительную способность лейкоци-

тов проводили методом проточной лазерной 

цитофлюориметрии. В качестве объекта ис-

следования использовали инактивированные 

нагреванием микробные клетки Staphylococcus 

aureus, меченные флюоресцеинизотиоционатом 

(ФИТЦ). Смесь, состоящую из гепаринизиро-

ванной крови и ФИТЦ-меченного стафилокок-

ка, инкубировали при 37°С в течение 30 мин. 

Затем лизировали эритроциты, клетки трижды 

отмывали раствором Изотона. Полученный об-

разец анализировали на проточном цитофлуо-

риметре «FC-500» (Beckman Coulter) [6].

НСТ-тест. Для проведения спонтанно-

го НСТ-теста взвесь лейкоцитов, выделен-

ных из гепаринизированной крови, наносили 

на предметные стекла и инкубировали с 0,1% 

раствором НСТ и фосфатно-солевым буфером 

при 37°С 30 мин во влажной камере. При поста-

новке стимулированного НСТ-теста к лейко-

цитарной взвеси прибавляли частицы латекса 

размером 1,5 мкм и инкубировали как описано 

выше. Препараты фиксировали, окрашивали 

по Романовскому–Гимзе. Оценку результатов 

проводили методом световой микроскопии 

с иммерсионным объективом ×100 путем под-

счета клеток, содержащих темно-фиолетовые 

гранулы формазана (формазанпозитивные 

клетки) [5].

Работа выполнена с использованием серти-

фицированного оборудования Центра коллек-

тивного пользования ФГБНУ «НИИ вакцин 

и сывороток им. И.И. Мечникова».

Статистический анализ проводили с помо-

щью программы SPSS statistics 26 (IBM, США) 

с использованием непараметрических критери-

ев хи-квадрат, Манна–Уитни и Вилкоксона при 

сравнении визитов.

Результаты

В исследовании принимал участие 151 паци-

ент с РА, из них женщин 118 (78,1%). Средний 

возраст пациентов составил 53,3 года (табл. 1). 

Группы были сопоставимы по возрасту. 

Пациенты в группах I и IV, ранее не получавшие 

лечение ТОФА, характеризовались высокой ак-

тивностью заболевания. В остальных группах 

пациентов активность РА была средней.

Показатели фагоцитарной активности лей-

коцитов. Фагоцитарная активность грану-

лоцитов периферической крови больных РА 

до введения ПКВ13 в большинстве обследуе-

мых групп не отличалась от нормальных зна-

чений (95–99%) (табл. 2). Только у пациентов II 
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и IV групп выявлено незначительное снижение 

поглотительной способности гранулоцитов: 

во II группе (пациенты, продолжающие при-

ем ТОФА) — до 94,7% и в IV группе (пациенты, 

начинающие прием ТОФА) до 94,0%. Через 3 

месяца после проведения вакцинации ПКВ13 

и продолжения приема базисных препаратов 

в I, III, V и VI группах фагоцитарная активность 

оставалась в пределах нормальных значений, 

а во II и IV группах этот параметр продолжал 

оставаться сниженным, с тенденцией к сниже-

нию в группе больных, длительно получавших 

ТОФА. Спустя год после вакцинации и начала 

проведения противовоспалительной терапии 

медианное значение фагоцитарной активности 

гранулоцитов у пациентов I, III, V и VI групп 

оставалось без изменений (95–96%), а у боль-

ных из II группы, продолжающих прием ТОФА, 

наблюдали тенденция к увеличению данно-

го показателя до нормальных значений (p2,3 = 

0,057).

Фагоцитарная активность моноцитов до на-

чала исследования во всех группах пациентов 

была в пределах нормы (табл. 2). При этом на-

блюдали существенные различия между IV 

и V группами (р = 0,044). У пациентов, продол-

жающих прием ТОФА, поглотительная способ-

ность моноцитов была ниже 70,0 (63,8; 79,0), 

чем у лиц, только начинающих терапию этим 

препаратом. Через год от начала исследова-

ния у пациентов II группы после вакцинации 

ПКВ13, проведенной на фоне базисной тера-

пии, наблюдали достоверное увеличение фа-

гоцитарной активности моноцитов с 70,5 (64,5: 

80,75) до 79,0 (67,25; 89,23), p1,3 = 0,029. В V группе 

(не вакцинированные, продолжающие прием 

ТОФА) — фагоцитарная активность моноци-

тов имела тенденцию к увеличению с 70,0 (63,8; 

79,0) до 73,0 (68,0; 82,0), p1,3 = 0,067.

Анализ продукции активных форм кислорода 

нейтрофильными гранулоцитами. До начала ис-

следования, во всех группах пациентов процент 

формазан-позитивных клеток, а также средний 

цитохимический индекс в спонтанном НСТ-

тесте, отражающий кислородзависимую бак-

терицидность нейтрофильных гранулоцитов 

не отличались от нормальных значений (0,1–

0,32) (табл. 2). Спонтанная продукция АФК 

нейтрофильными гранулоцитами в группах 

вакцинируемых пациентов (I, II, III группы) 

не имела различий в динамике наблюдения. 

У невакцинированных пациентов в V группе, 

продолжающих прием ТОФА, отмечали сниже-

ние спонтанной продукции АФК лейкоцитами 

(p1,2 = 0,017) через 3 месяца от начала исследова-

ния, тогда как в IV группе, начинающей прием 

ТОФА, аналогичное уменьшение отмечали че-

рез 12 месяцев (p2,3 = 0,019).

Содержание формазан-позитивных клеток 

в стимулированном латексом НСТ-тесте у па-

циентов РА до начала вакцинации ПКВ13 было 

незначительно ниже нормы (38–39%). Через 

3 месяца и спустя год от начала исследования 

наблюдали нарастание продукции АФК лейко-

цитами, достоверное в I группе (p1,3 = 0,02) и тен-

денцию к увеличению в III группе, получающих 

МТ (p1,3 = 0,058). В группах невакцинированных 

пациентов с РА, увеличения содержания фор-

мазан-позитивных клеток (%) и среднего цито-

химического индекса не отмечали.

Индекс активации лейкоцитов в НСТ-тесте 

у 76–92% пациентов РА во всех группах был 

ниже нормы (� 3,0 у.е.) (табл. 2). Через 3 и 12 ме-

сяцев данный показатель увеличивался, но не 

достигал нормальных значений. Во II группе 

индекс активации достиг 2,43 (2,20; 9,95), p1,2 = 

0,029, через 3 месяца. Наиболее выраженным 

подъем индекса активации лейкоцитов отме-

чали в группах пациентов, вакцинированных 

ПКВ13, в I группе ТОФА до 2,8 (2,20; 3,25) (p1,3 = 

0,022) и II группе продолжающей ТОФА до 2,6 

(2,40; 3,05), p1,3 < 0,001,  через 12 месяцев. Тогда 

как в VI группе у невакцинированых больных 

на фоне терапии МТ выявлено снижение ин-

декса активации нейтрофилов до 2,35 (2,05; 

2,68) через 12 месяцев p2,3 = 0,036 (табл. 2).

Таблица 1. Демографическая характеристика исследуемых больных РА

Table 1. Demographic characteristics of the studied RA patients

Показатели

Indicators

Вакцинированные ПКВ13/группы

Vaccinated PCV13/groups
Невакцинированные/Группы

Unvaccinated/groups

I
(n = 29)

II
(n = 24)

III
(n = 18)

IV
(n = 26)

V
(n = 29)

IV
(n = 25)

Мужчины/Женщины, %

Men/Women, %
10,3/89,7 33,3/66,7* 22,2/77,8 26,9/73,1 10,3/89,7* 32,0/68,0

Возраст, Me (Q25%; Q75%)

Age, Me (Q25%; Q75%)
53,0 

(43,5; 58,0)
55,5 

(47,3; 62,8)
51,0 

(44,5; 59,3)
53,5 

(49,8; 58,3)
54,0 

(43,5; 65,5)
53,0 

(42,5; 59,0)

DAS28 (СОЭ)

DAS28 (ESR)
6,1 

(5,2; 6,8)
3,7 

(3,1; 4,4)
4,4 

(3,8; 4,8)
5,6 

(5,1; 6,1)
3,7 

(3,2; 4,3)
4,2 

(3,3; 4,8)

Примечание. Достоверные различия между одноименными группами у женщин (pII, V) = 0,04.
Note. Significant inter-group differences in women (PII, V) = 0.04.
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Обсуждение

При РА активированные фагоциты могут 

инициировать и пролонгировать повреждения 

синовиальной оболочки суставов, что в конеч-

ном итоге приводит к их деструкции. Появление 

аутоантител сопровождается более тяжелым те-

чением РА [29, 30].

По данным Arleevskaya M.I. и соавт. (2011), 

гранулоциты у больных с ранней клинической 

стадией рРA (продолжительность заболевания 

менее 6 месяцев) и поздней пРA (> 3 лет) пока-

зали нормальный уровень спонтанной и сти-

мулированной продукции активных форм кис-

лорода. Фагоцитарная активность лейкоцитов 

в отношении S. aureus была заметно снижена 

у пациентов с пРA [9].

По данным Лушпаевой Ю.А., Романовой С.Ю. 

(2009) в период манифестации РА наблюдали 

снижение фагоцитарной активности нейтрофи-

лов периферической крови, ассоциированное 

с гипероксидацией липидов клеточных мем-

бран и активностью воспалительного процесса. 

Показано угнетение фагоцитарной активности 

и снижение показателей спонтанного и стиму-

лированного НСТ-теста у пациентов с ранним 

РА. Нормальные показатели НСТ-теста, как 

спонтанного, так и стимулированного реги-

стрировали в среднем у 40% больных рРА, ниже 

нормы у 49% и выше — у 11%. Показатели фаго-

цитарной активности в пределах нормы наблю-

дали лишь у 4%, фагоцитарное число — у 97%, 

индекс завершенности фагоцитоза — более чем 

у половины обследованных. Выявлена прямая 

корреляционная взаимосвязь между показате-

лями фагоцитарной активности нейтрофилов 

и маркерами воспалительного процесса — су-

ставным индексом Ричи и содержанием СРБ [4]. 

С другой стороны, de Siqueira M.B. и соавт. (2015) 

показали, что фагоцитоз и продукция супер-

оксид-анионов не коррелировали ни с одним 

клиническим параметром при РА [18]. Однако 

у серопозитивных пациентов с РА с аутоантите-

лами нейтрофилы и моноциты обладали более 

высокой фагоцитарной активность и способно-

стью к выработке цитотоксических радикалов 

кислорода по сравнению в серонегативными 

пациентами и здоровым контролем [18].

Лушпаева Ю.А., Романова С.Ю. (2009) про-

вели исследование фагоцитарной активности 

лейкоцитов на фоне лечения метотрексатом, 

ифликсимабом и ритуксимабом. Через 12 меся-

цев терапии метотрексатом зарегистрировано 

снижение показателей фагоцитарной актив-

ности, фагоцитарного числа и индекса завер-

шенности фагоцитоза нейтрофилов перифе-

рической крови. Проведенный сравнительный 

анализ эффективности терапии метотрексатом 

у пациентов с рРА через 12 месяцев терапии про-
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демонстрировал значительный клинический 

противовоспалительный эффект. В динамике 

терапии метотрексатом отмечали инфекци-

онные осложнения (ОРВИ, ангина, гайморит, 

острый бронхит, пневмония) [4]. У пациентов 

РА, получающих ифликсимаб, отмечено сни-

жение фагоцитарной активности и индекса 

завершенности фагоцитоза, тогда как при те-

рапии ритуксимабом выявлено повышение по-

казателей стимулированного НСТ-теста через 

12 месяцев [4]. В течение 12 месяцев у пациен-

тов, получавших ифликсимаб, отмечали частые 

инфекционные осложнения, ассоциированные 

с интенсификацией перекисного окисления ли-

пидов в мембранах нейтрофилов и снижением 

фагоцитарной активности клеток. Применение 

ритуксимаба наряду с выраженным противо-

воспалительным действием не вызывало разви-

тия нежелательных побочных эффектов у боль-

ных РА [4].

По данным JančInová V и соавт. (2017) у па-

циентов РА наблюдали более выраженное спон-

танное внутриклеточное образование актив-

ных форм кислорода по сравнению со здоровым 

контролем. У пациентов с РА, получающих ген-

но-инженерные препараты (адалимумаб, го-

лимумаб, этернацепт, тоцилозумаб), фагоциты 

продуцировали значительно больше оксидан-

тов во внеклеточное пространство по сравне-

нию с контрольной группой и группой паци-

ентов, получающих метотрексат и сульфасала-

зин в комбинации глюкокортикостероидными 

препаратами [24].

Тофацитиниб продемонстрировал значитель-

ную эффективность при лечении РА путем бло-

кирования сигнальных путей активации синтеза 

провоспалительных цитокинов [13, 14, 28].

Исследования влияния вакцинации паци-

ентов с РА конъюгированной пневмококковой 

вакциной в зависимости от принимаемых им-

муносупрессивных фармакопрепаратов ранее 

не проводили.

У пациентов с РА до начала проведения вак-

цинации ПКВ13 не выявлено существенных из-

менений фагоцитарной активности лейкоцитов 

и резервных возможностей кислородзависимой 

бактерицидности. Это согласуется с данными 

Кабиловой А.В. и соавт. (2018), которые отмеча-

ли незначительное увеличение фагоцитарного 

индекса и фагоцитарной активности у пациен-

тов с РА [2].

Фагоцитарная активность лейкоцитов боль-

ных РА, включенных в данное исследование, по-

сле проведения вакцинации ПКВ13, характери-

зовалась усилением поглотительной способности 

моноцитов, участвующих не только в фагоцитар-

ных реакциях, но и выполняющих антигенпре-

зентирующую функцию. Активация моноцитов 

способствует запуску каскада иммунологических 

реакций, ведущих к синтезу специфических (по-

ствакцинальных) антител. Через 3 месяца и через 

1 год после вакцинации ПКВ13 наблюдали уси-

ление синтеза факторов кислородзависимой бак-

терицидности лейкоцитов, способствующей уси-

лению иммунной защиты пациентов при встрече 

с потенциальными патогенами.

Заключение

У вакцинированных ПКВ13 больных РА, 

продолжающих прием ТОФА, определена тен-

денция к незначительному снижению фагоци-

тарной активности нейтрофильных грануло-

цитов через 12 месяцев. У невакцинированных 

пациентов, продолжающих терапию ТОФА, 

наблюдали усиление поглотительной активно-

сти моноцитов, как через 3 месяца, так и через 

12 месяцев. У вакцинированных ПКВ13 паци-

ентов РА, продолжающих лечение ТОФА, отме-

чали аналогичные изменения. На фоне терапии 

метотрексатом у пациентов с РА, вакциниро-

ванных ПКВ13 и невакцинированных, суще-

ственных изменений фагоцитарной активности 

лейкоцитов не выявлено.
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Abstract. Background. Cytokines are key players in the immune system’s reaction to HIV and play a crucial role in HIV 

pathogenesis. Dysregulation of cytokines can contribute to the disease’s pathogenesis and associated complications, 

making a comprehensive understanding of their roles crucial for developing efficacious therapeutic interventions against 

HIV/AIDS. Therefore, the aim of this systematic review is to examine the role of cytokines in HIV associated neurological 

manifestations and related complications. Materials and methods. Databases  such as PubMed, Scopus, Web of Science, 

and Embase were explored for original English literature until September 10, 2022. Eligible articles for data extraction were 

screened and selected in two steps using some inclusion/ exclusion criteria. This study conforms to the PRISMA checklist 

and Newcastle-Ottawa Scale (NOS). Results. This review included a total of 15 studies. It was identified that cytokines were 

associated with sleep problems and numerous neurological manifestations. The most common neurological conditions 

include dementia, seizure, meningitis, cerebral toxoplasmosis, microcephalus, encephalitis, and gliosis. Commonly 

used cytokines detection methods included PCR, ELISA, Luminex xMAP multiplex platform, and PUREGene DNA 

Isolation System. Cytokine samples were mostly taken from blood and tissue. Conclusion. There is an interconnecting 

pathway of cytokines, neurological function (mainly dementia), and sleep habits in people living with HIV. Despite 

this, the mechanism of cytokines influencing sleep problems and neuropathological disorders remains unclear. Further 

research is warranted to determine the potential mechanisms and impact of cytokines associations in HIV progression.
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ЦИТОКИНЫ И ВИЧ-АССОЦИИРОВАННЫЕ НЕВРОЛОГИЧЕСКИЕ ПРОЯВЛЕНИЯ: 
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Резюме. Цитокины играют ключевую роль в реакции иммунной системы на ВИЧ и в патогенезе ВИЧ-

инфекции. Нарушение регуляции цитокинов сопровождает развитие заболевания и связанных с ним ослож-

нений, что делает решающим понимание их роли в патогенезе ВИЧ для разработки эффективных терапевти-

ческих вмешательств против ВИЧ/СПИДа. В этой связи целью настоящего систематического обзора является 

изучение роли цитокинов в развитии неврологических проявлений, связанных с ВИЧ-инфекцией, и ее ос-

ложнений. Материалы и методы. Для изучения оригинальной англоязычной литературы, опубликованной 

до 10 сентября 2022 г., были использованы базы данных PubMed, Scopus, Web of Science и Embase. Подходящие 

статьи для оценки данных были проверены и отобраны в два этапа с использованием некоторых критери-

ев включения/исключения, в соответствии с контрольным списком PRISMA и шкалой Ньюкасл–Оттава 

(NOS). Результаты. В обзор были включены 15 исследований. Было выявлено, что цитокины ассоциирова-

ны с нарушением сна и многочисленными неврологическими проявлениями. Наиболее распространенны-

ми неврологическими состоянияни являются деменция, судороги, менингит, церебральный токсоплазмоз, 

микроцефалия, энцефалит и глиоз. Обычно используемые методы обнаружения цитокинов включают ПЦР, 

ИФА, мультиплексную платформу Luminex xMAP и систему выделения ДНК PUREGene. Содержание цито-

кинов главным образом оценивалось в образцах крови и тканей. Заключение. Существует взаимосвязанная 

ассоциация между цитокинами, неврологической функцией (в основном деменции) и режимом сна у людей, 

живущих с ВИЧ. Несмотря на это, механизм влияния цитокинов на сон и развитие нейропатологических 

расстройств остается неясным. Необходимы дальнейшие исследования для определения потенциальных ме-

ханизмов и влияния ассоциаций цитокинов на прогрессирование ВИЧ-инфекции.

Ключевые слова: ВИЧ, СПИД, цитокины, инфекция, ВИЧ-инфекция, нейропатологическое расстройство.

Introduction

An estimated 38 million individuals worldwide 

are living with HIV, making it a major public health 

burden [24, 46]. The implementation of Highly Active 

Antiretroviral Therapy (HAART) has drastically im-

proved survival rates [26, 41], however, people living 

with HIV (PLHIV) face ongoing challenges includ-

ing immune system dysfunction, heightened vulner-

ability to opportunistic infections and malignancies, 

and complications involving both physical and men-

tal health [25, 39].

Understanding the complex interactions between 

HIV and the immune system is crucial for optimiz-

ing treatment strategies [42]. Cytokines, which are 

signaling molecules released by immune cells, play 

a central role in modulating immune responses 

and are key players in the pathogenesis of HIV in-

fection [30]. These cytokines mediate various im-

mune responses that are central to the host’s defense 

against HIV, including the activation and regulation 

of T cells. A disturbance in this regulation often leads 

to immune system dysfunction, driving HIV pro-

gression [18].

HIV infection gradually decreases the quan-

tity and ability of CD4+ T cells, which are essential 

for effectively responding to viral infections [27]. 

The dysregulation of cytokine production, including 

a reduction in Th1 cytokines (e.g., IFNγ and IL-2) 

and a rise in Th2 cytokines (e.g., IL-4 and IL-10), 

significantly contributes to the disease progression. 

Cytokine signaling aberrations contribute to chronic 

inflammation, tissue injury, and HIV-associated co-

morbidities [19]. Proinflammatory cytokines such as 

IL-6 and TNF further exacerbate immune dysfunc-

tion, contributing to chronic inflammation, tissue 

damage, and comorbid conditions like cardiovascu-

lar and neurocognitive disorders [51]. Moreover, even 

in the presence of ongoing antiretroviral therapy 

(ART), cytokine signaling abnormalities may sustain 

viral replication in lymphoid tissues, thereby preserv-

ing HIV reservoirs  .
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Given the crucial role of cytokines in modulating 

the immune response in PLHIV, recent research has 

focused on their potential to serve as therapeutic tar-

gets [41]. Cytokines such as IL-10 and TGF-β, which 

have anti-inflammatory properties, can mitigate 

HIV-related inflammation and viral replication [18]. 

However, excessive production of these cytokines can 

also inhibit the immune system’s ability to fight off 

the virus, thus allowing it to persist in the body de-

spite treatment [18].

In addition to their role in immune regulation, 

cytokines are also implicated in HIV-associated neu-

rological complications,  including mental health dis-

orders and neurocognitive decline [40]. HIV infection 

has been shown to affect cognitive function and men-

tal health, leading to complications such as demen-

tia, sleep disturbances, and other neurological deficits 

[48]. These issues arise in part from the interaction 

between proinflammatory cytokines and the central 

nervous system (CNS), as well as their contribution 

to chronic inflammation, which exacerbates neuro-

cognitive impairments  [40]. Despite recent attention 

to the role of cytokines on HIV, there is still a lack 

of a comprehensive study that thoroughly focuses 

on the interplay of cytokine systems and HIV-related 

neurological comorbidities in English or Russian. 

This systematic review, therefore, addresses this gap 

by exploring the linkage between cytokine dysregula-

tion and HIV-related neurological conditions.

This review aims to systematically assess the roles 

of various cytokines in the pathogenesis of HIV in-

fection, including their impact on immune function 

and mental health. By reviewing the available litera-

ture, this study aims to identify potential therapeutic 

targets for the management of HIV-related compli-

cations, with a focus on neurocognitive and mental 

health disorders.

Materials and methods

A thorough examination of the current literature 

regarding the roles of various cytokines in HIV infec-

tion was conducted. To ensure reliable and authentic 

results The Preferred Reporting Items for Systematic 

Reviews and Meta-Analyses (PRISMA) checklist 

was followed. Additionally, the Newcastle-Ottawa 

Scale (NOS) was used to assess risk of bias (Table 1).

Data sources. Four online databases were ex-

plored including  PubMed, Scopus, Web of Science, 

and Embase up until September 10, 2022 using key-

words and their combinations. The search strategy 

employed is as follows:

A. “Cytokines” OR “cytokine” OR 

“Cytokine” [Title/Abstract]

B.  “HIV” OR “Human immunodeficiency 

virus” [Title/Abstract]

C. [A] AND [B]

Study selection. Study screening and selection was 

completed through a two-step process. The initial 

step consisted of screening of articles based on title 

and abstract, which was complete by four research 

members. In the second step, five investigators re-

viewed and evaluated the full texts of the articles. 

 Inclusion criteria were original articles in English 

that investigated cytokines in PLHIV. Studies in-

volving non-human data (e.g., animals and/or in vitro 

investigations), unpublished, lacking accessible full 

texts, case series and reports, conference papers, and 

editorial letters were excluded.

Data extraction. Data extraction was conducted 

for studies that fulfilled the inclusion criteria. Five 

researchers extracted the essential data from the full 

texts. Other researchers checked duplications and oth-

er irrelevant data in the selected articles. Data extrac-

tion consisted of neurological manifestations associ-

ated with cytokines, detection methods and samples 

origin of cytokines, name of cytokine and cell source 

of cytokines production, and serum level of cytokines.

Quality assessment. The Newcastle–Ottawa Scale 

(NOS) was used to evaluate the selected studies’ risk 

of bias. This assessment tool consists of three aspects 

with the maximum possible scores of 4, 2, and 3 

for selection, comparability, and exposure/outcome, 

respectively. The maximum obtainable score for each 

study is 9.

Results

Study characteristics. The online database search 

retrieved 4441 articles. Following the screening of the 

obtained studies, 798 duplicates were eliminated. 

Subsequently, the titles and abstracts of the remained 

3643 articles were examined and 2853 records were 

Table 1. Risk of bias assessment for the included 

studies

R
e

fe
re

n
c

e

Selection
Out of 4

Comparability
Out of 2

Outcome
Out of 3

Total
Out of 9

[34] 3 1 2 6

[11] 4 1 2 7

[2] 3 2 3 8

[44] 3 2 3 8

[33] 3 0 3 6

[47] 3 2 2 7

[5] 3 2 3 8

[21] 3 2 2 7

[14] 2 2 3 7

[16] 3 2 3 8

[48] 4 1 3 8

[32] 4 0 2 6

[45] 3 2 2 7

[13] 4 1 3 8

[3] 4 1 3 8



115

2025, Т. 15, № 1 Cytokines in neurological manifestations

excluded. In the full-text evaluation of the 790 stud-

ies, 775 articles did not meet the inclusion criteria. 

Ultimately, 15 articles were included (Fig. 1).

Quality assessment. The details of the quality as-

sessment of the selected studies are shown in Table 1. 

All the included studies had scores ranging from 

6 to 9 in the NOS scale, demonstrating moderate 

to high quality of evidence.

The included studies were carried out in five 

countries, including the USA (n = 12), Germany (n = 

1), Switzerland (n = 1), and Italy (n = 1). The year 

of publication for the included studies ranged from 

1989 to 2018. The types of studies included were 

case-control (n = 5), cross-sectional (n = 5), cohort 

(n = 4), and interventional (n = 1).

This systematic review included studies regarding 

cytokine involvement in HIV-associated neurologi-

cal complications. The findings demonstrate the ma-

jor role of cytokines in neuroinflammation and HIV 

neuropathogenesis across varied populations and 

methodologies and serves cytokines as both diag-

nostic markers and therapeutic targets in addressing 

HIV-associated neurological complications.

Key neurological manifestations and cytokine as-

sociations. In the review of studies, it was found that 

cytokines are related to conditions such as sleep 

problems, dementia, seizures, meningitis, cerebral 

toxoplasmosis, microcephaly, encephalitis and glio-

sis, of which sleep problems are the most common. 

For example, Foster et al. demonstrated associations 

between higher levels of pro-inflammatory cytokines 

(e.g., IFNγ, IL-12, and TNFα) and altered sleep pat-

terns, such as increased sleep duration and efficiency, 

yet poorer neurocognitive test performance. Byun et 

al. and Lee et al. discussed SNPs in cytokine-relat-

ed genes e.g., IL1B, IL2, IL17A, IL1R2, and TNFα 

linked to sleep disturbances.

Neuroinflammatory cytokines, such as TNFα, 

iNOS, MIP-1α, and MIP-1β, were found to pre-

dominate in brain regions of individuals with HIV-

associated dementia, as reported by Nuovo et al. 

Elevated IL-6 and IL-16 levels, noted in Gongvatana 

et al., correlated with brain structural abnormalities. 

Other findings emphasized that cytokines (e.g., IL-8 

and MCP-1) remain elevated in monocyte cultures, 

even after cognitive improvement through cART.

Figure 1. PRISMA flow diagram of study retrieval process
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Recurrence of IL-1β, IL-6, and TNFα in blood, 

cerebrospinal fluid (CSF), and brain tissues linked 

these markers to disease severity. From other re-

sults obtained from the review of studies, basal gan-

glia movement control showed better performance 

in the presence of neuroprotective cytokines (CNTF 

and IL-4) and in the presence of inflammatory cy-

tokines Matrix metalloproteinase-2 (MMP-2) while 

ALCAM got worse. Slow psychomotor speed was 

also observed in the presence of MMP-2. Nolan et 

al. explored dopamine’s role in cytokine modulation, 

presenting pathways for chronic neuroinflammation 

management. Elevated CXCL10 signified HIV’s ef-

fects on neuronal functionality through inflamma-

tion exacerbation demonstrated by Williams et al.

Detection methods and sample sources. The most 

commonly used detection methods were PCR, 

ELISA, Luminex xMAP multiplex platforms, and 

the PUREGene DNA Isolation System. Cytokines 

were primarily detected in blood, cerebrospinal fluid 

(CSF), and brain tissues. In addition, specific cy-

tokines like CXCL10 were highly expressed in astro-

cytes in HIV dementia. Full details of the included 

studies are provided in Table 2.

Discussion

Since HIV-1 is a neurotropic virus, it can enter 

the CNS early in the infection process, resulting 

in neurologic disease as the only clinical manifes-

tation of infection. The major findings of this study 

were that expression of cytokines including IFNγ, 

IL-1, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, TNFα, and 

MMP-2 was correlated with HIV-related neurologi-

cal issues, particularly dementia and sleep duration 

problems. Viral activation, inflammation, and tissue 

damage were found to be modulated by cytokine pro-

duction in HIV pathophysiology.

1. First of all, the most imperative factor, 

Interleukin (IL), plays a vital role in the sleep pattern 

of PLHIV. Like other articles, this review confirmed 

that higher levels of the pro-inflammatory cytokines 

(IFNγ, IL-12, and TNFα) were linked to changes 

in sleep duration with a trend of higher total sleep time 

at night, daytime sleep, daytime napping, and sleep 

efficacy. For instance, Foster and colleagues reported 

a substantial direct and indirect connection between 

the production of intracellular cytokine and sleep du-

ration and efficiency in HIV infected children [11]. 

Sleep disturbance was mostly related with short sleep 

duration and sleep onset insomnia; in agreement with 

studies, such as Gutierrez et al., where 73% of patients 

reported suffering from poor sleep quality and more 

than half experienced insomnia diagnosis criteria [17].

2. This study also shows that cytokines were re-

sponsible for poorer performance of HIV-infected 

individuals on neurodevelopment and neurocogni-

tive tests. HIV-infected cases had worse working 

memory-mental (fatigue test scores) and had more 
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self-reported problems with socio-emotional, be-

havioral, and executive function; which was men-

tioned in other studies like, Cohen’s comparison be-

tween HIV-infected children versus healthy controls 

matched with socioeconomic status [7].

3. In addition, these cytokines played a crucial 

role in a number of brain infections, such as SAH and 

Meningitis, HIV encephalitis, cryptococcal meningitis 

(CM), cerebral toxoplasmosis (CT), aseptic meningitis 

(AM), progressive diffuse leukoencephalopathy, and 

microcephalus (Gallo et al., 1989). In a study by Wolf 

et al., the importance of IL-12 activity and its interac-

tion with other cytokines, such as IL-4 and IL-10, has 

illuminated to use for AIDS vaccine adjuvants to make 

direct immune response [22]. Moreover, other findings 

also recommend that IL-10 participates in different 

immunomodulatory roles in CNS diseases [37].

4. Additionally, the presence of cytokines may in-

duce the sequence of events resulting in brain injury. 

For example, glial activation with elevated expres-

sion of IL-1α and β-APP may be important in the 

neuropathogenesis of HIV-related dementia. A study 

by Mustafa et al. describes pathogenetic hypotheses 

for dementia in HIV patients [28]. Another study 

in the US, also proclaimed that higher levels of some 

cytokines lead to indirect mechanisms of brain dys-

function, such as HIV dementia [15].

Various inflammatory cytokines can cause or 

worsen HIV-related dementia. Massive viral rep-

lication in infected cells and cytokine secretion are 

the main causes of this phenomenon [34]. Also, it is 

mentioned that HIV-1 in collaboration with the cy-

tokines IFNγ and TNFα can synergistically pro-

mote CXCL10 in human astrocytes aggravating 

AIDS dementia [49]. On the other hand, dopamine 

treatment in healthy and cART-treated donors pro-

motes the production of inflammatory cytokines 

such as CXCL10 [32] which may worsen the situa-

tion. TNF is also associated with a series of events 

leading to brain injury in meningitis [40], and higher 

volumes of the putamen, amygdala, pallidum, GM, 

and WM [16]. Glial activation with elevated expres-

sion of IL1-α and β-APP may contribute to AIDS 

dementia [45]. The presence of neuroprotective cy-

tokines IL-4 and CNTF helped basal ganglia move-

ment, whereas slow contraction speed was observed 

in the presence of inflammatory cytokines ALCAM 

and MMP-2 [33]. Higher levels of the pro-inflamma-

tory cytokines (IFNγ, IL-12, and TNFα) were asso-

ciated with changes in sleep duration which itself was 

linked to poorer performance on neurodevelopment 

and neurocognitive tests in HIV-infected individu-

als [11]. Twelve SNPs from IFNG, IL1B, IL2, IL6, 

IL17A, NFKB1, and NFKB2 genes are related to long 

daytime napping [5]. Also, a positive feedback loop 

of NFKB2 production with IL-1β, IL-6, and TNFα 

may cause extended cytokine production by periph-

eral blood monocytes, human fetal astrocytes, and 

THP-1 and U373 cells [29]. SNPs in IL1R2, TNF, 

and IL2 are related to poor sleep maintenance and 

shifted WASO. Different TNF SNPs have unprinci-

pled influences on WASO [21]. OPN is released by 

infiltrating macrophages and resident astrocytes and 

rises with HAND intensity. A high level of INFG 

is directly related to changes in sleep duration and 

poor performance in neurocognitive tests [11], lower 

marks in digit-symbol decoding tests [33], higher vol-

umes of the putamen, pallidum, amygdala, gray mat-

ter, and white matter [3].

In addition to the contribution of cytokines to the 

neurological presentations of PLHIV, cytokine al-

teration patterns have also been observed in neuro-

logical complications associated with other RNA 

viruses. Several studies have suggested that cytokine 

storm is involved in the neurologic presentations 

of COVID-19, as higher levels of IL-2, IL-6, IL-8, 

IL-10, and IFNγ induced protein-10 (IP-10) have been 

identified in the CSF or serums of patients with virus-

related encephalopathy [4, 10]. In addition, Espíndola 

and colleagues revealed that IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, 

IL-12, chemokine (C-X-C motif) ligand 8 (CXCL8), 

and CXCL10 were elevated in COVID-19 patients 

wit h myelitis, encephalitis, meningoencephalitis, and 

acute disseminated encephalomyelitis (ADEM) [9] . 

Increased IL-6 levels have also been linked to dis-

turbances in memory, cognition, and spatial learning 

in individuals with chronic hepatitis C virus (HCV) 

[1]. Identifying the cytokine cascade involved in the 

pathophysiology of neurological manifestations of vi-

ral infections may provide new therapeutic targets not 

only for HIV but also for other viral infections and im-

prove patients’ outcomes.

The results of the present review should be tak-

en into account, with some limitations that must be 

considered. There was a modest number of included 

studies with relatively few participants and a lack 

of reporting of neurological changes in some studies.

Conclusio n

In summary, previous studies demonstrated that 

polymorphisms in IL1R2, IL2, and TNFα genes 

were associated with changes in WASO% and sleep 

duration and elevated plasma levels of IL-13 along 

with polymorphism in IL1B, IL6, IL13, NFKB1, 

and TNFα genes was detected in SOI. Thus, we sug-

gest that there is an interconnecting pathway of cy-

tokines, neurological function (mainly dementia), 

and sleep habits in PLHIV. Despite this, the mech-

anism of cytokines influencing sleep problems and 

neuropathological disorders remains unclear, and 

further research is needed into these potential mech-

anisms. Further research is also needed in this area 

to determine whether or how these associations can 

affect HIV progression. The prevention of pro-in-

flammatory cytokine production could be achieved 

through better adherence to antiretroviral therapy. 

Yet, anti-inflammatory medications may be thera-
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peutically effective for decreasing sleep onset latency 

or higher sleep duration among HIV-positive adults 

due to their association with cytokine polymor-

phisms and sleeping problems.
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SEROPREVALENCE, RISK ASSOCIATIONS, 

AND TESTING COST OF SCREENING FOR HCV, 

HBV, AND HIV INFECTIONS AMONG A GROUP 

OF PRE-OPERATIVE EGYPTIAN PATIENTS

H.W.Z. Hanna, R.M.H. Shahin, L.A. Samy

Cairo University, Cairo, Egypt

Abstract. Background. Routine pre-operative testing for Human Immunodeficiency Virus (HIV) and other blood-borne 

viruses, Hepatitis B Virus, Hepatitis C Virus (HBV, HCV) has been stated as a strategy to reduce the risk of healthcare 

workers’ infection by preventing and reducing their infection. However, the argument that screening is essential or not 

is strong. This study aims to determine the incidence of HBV, HCV, and HIV infections identified during pre-operative 

screening in a cohort of Egyptian individuals, along with the associated risk factors and the subsequent testing costs. 

Materials and methods. This study comprised 138 patients, with 92 (66.7%) males and 46 (33.3%) females. All patients 

scheduled for surgical procedures underwent testing for HCV Ab, HBsAg, and HIV Ag/Ab by chemiluminescent 

microparticle immunoassay conducted with the “ARCHITECT i2000SR Immunoassay” (Abbot Japan CO., Ltd, Tokyo, 

Japan). Among the participants, 23 out of 138 (16.7%) tested positive for HCV, while 5 out of 138 (3.3%) showed equivocal 

results for HCV, and 110 out of 138 (79.7%) tested negative for HCV. Additionally, 2 out of 138 (1.4%) were positive 

for HBsAg, while 136 out of 138 (98.6%) tested negative for HBsAg. Furthermore, 1 out of 138 (0.7%) was found to be 

HIV-positive, while 137 out of 138 (99.3%) tested negative for HIV. Results. The prevalence of each infection detected 

through pre-operative testing of HCV, HBV and HIV and a questionnaire was compared. Furthermore, we calculated 

the screening cost per confirmed infection by assessing the incidence of infections linked to different risk factors, ages, 

genders, and levels of HBV vaccination. Conclusions Age markedly impacted HCV and HBV rates. There was no link 

between viral infections and gender. The expenses associated with each affirmative result were 1763 LE for HCV, 5520 

LE for HBV, and 22 080 LE for HIV. While self-assessment through questionnaires can be partially efficacious, it lacks 

sufficient screening accuracy.

Key words: HCV, HBV, HIV, pre-operative testing, screening cost, viral infections.

СЕРОРАСПРОСТРАНЕННОСТЬ, АССОЦИАЦИИ РИСКА И СТОИМОСТЬ СКРИНИНГА 

НА ИНФЕКЦИИ ВГС, ВГВ И ВИЧ У ПРЕДОПЕРАЦИОННЫХ ПАЦИЕНТОВ В ЕГИПТЕ

Ханна Х.У.З., Шахин Р.М.Х., Сами Л.А.

Каирский университет, Каир, Египет

Резюме. Плановое предоперационное тестирование на вирус иммунодефицита человека (ВИЧ) и другие ви-

русы, передающиеся гематогенно, такие как вирус гепатита В, вирус гепатита С (ВГВ, ВГС), было предложено 

как стратегия снижения риска инфицирования работников здравоохранения путем профилактики и сни-

жения их инфицирования. Однако существенным остается вопрос о необходимости проведения подобно-
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го скрининга. Настоящее исследование направлено на определение заболеваемости инфекциями ВГВ, ВГС 

и ВИЧ, выявленными во время предоперационного скрининга в группе пациентов в Египте, а также связан-

ных с ними факторов риска и последующих затрат на тестирование. Материалы и методы. В исследование 

включены 138 пациентов, из которых 92 (66,7%) мужчины и 46 (33,3%) женщины. Все пациенты, которым 

были назначены хирургические манипуляции, прошли тестирование на антитела к вирусу гепатита С, HBsAg 

и антитела к ВИЧ Ag/Ab с помощью хемилюминесцентного иммуноанализа на микрочастицах, на приборе 

«ARCHITECT i2000SR» (Abbot Japan CO., Ltd, Токио, Япония). Среди участников 23 из 138 (16,7%) дали по-

ложительный результат на вирус гепатита С, в то время как 5 из 138 (3,3%) показали сомнительные результаты 

на вирус гепатита С, а 110 из 138 (79,7%) дали отрицательный результат на вирус гепатита С. Кроме того, 2 

из 138 (1,4%) дали положительный результат на HBsAg, в то время как 136 из 138 (98,6%) дали отрицатель-

ный результат на HBsAg. Кроме того, 1 из 138 (0,7%) оказался ВИЧ-положительным, в то время как 137 из 138 

(99,3%) дали отрицательный результат на ВИЧ. Результаты. Проведено сравнение распространенности каж-

дой инфекции, выявленной с помощью предоперационного тестирования на ВГС, ВГВ и ВИЧ и анкетиро-

вания. Кроме того, были рассчитаны стоимость скрининга на подтвержденную инфекцию, оценив частоту 

инфекций, связанных с различными факторами риска, возрастом, полом и охватом вакцинации против ВГВ. 

Выводы. Возраст заметно влиял на показатели распространенности ВГС и ВГВ инфекции. Связи между ви-

русными инфекциями и полом не установлено. Расходы, связанные с каждым положительным результатом, 

составили 1763, 5520 и 22 080 египетских фунтов для ВГС, ВГВ и ВИЧ соответственно. Хотя самооценка при 

анкетировании может быть частично эффективной, она не обеспечивает достаточной точности скрининга.

Ключевые слова: ВГС, ВГВ, ВИЧ, предоперационное тестирование, стоимость скрининга, вирусные инфекции.

Introduction

In recent years, Egypt has been estimated to be 

one of the countries with the highest HCV incidence 

globally. Anti-HCV testing revealed that 6% of indi-

viduals aged 1–59 years had a positive result, and 4% 

were determined to be suffering from an active in-

fection with higher prevalence in males among most 

age groups except in children [1, 13]. In past years, 

Egypt was considered one of the highest countries 

in HCV prevalence but starting 2018/2019, Egypt 

started applying screening, diagnosis and treating 

HCV patients to achieve HCV control and eliminat-

ing infection by 2030 [1, 26]. HBV infection in Egypt 

is a significant public health issue [8]. According 

to research, the estimated national prevalence was 

3.67% [95% CI: 3: 4.39). With a history of HBV im-

munization during infancy, children under 20 had 

the lowest prevalence (0.69%). Pregnant women, 

blood donors, and healthcare professionals had com-

bined prevalence rates of HBV infection of 2.95%, 

1.8%, and 1.1%, respectively. The largest prevalence 

was seen in patients with hemolytic anemia and he-

modialysis, cancer patients, patients with HCC, and 

patients with chronic liver disease (6.34%, 25.5%, 

18.6%, and 34%, respectively). Research compar-

ing the prevalence of HBV in urban and rural areas 

found that the rates were similar, at 2.43% and 2.15%, 

respectively [8].

 HIV prevalence rates in Egypt are estimat-

ed to be 0.1 percent in the general population. 

Nevertheless, United Nations agencies such as 

UNAIDS and UNICEF, along with stakehold-

ers within the Egyptian National AIDS Program 

(NAP), express concerns regarding a potentially sig-

nificant increase [10]. HIV-positive individuals have 

been identified in an increasing number of studies 

conducted globally [12, 33]. The prevalence of HIV 

among the general population remains low in Egypt. 

That is supported by data from HIV testing services 

(HTS) provided to pregnant women. However, Egypt 

continued to witness an increasing trend of HIV 

new infection and incidence rate, which is reflecting 

a rapidly evolving disease spread. The incidence rate 

has increased by five folds between 2010 and 2019. 

In 2019, men (mainly young men aged between 15 and 

24 years) had the highest HIV new infections com-

pared to women. There was a rapid increase in the 

estimated number of adults and children living with 

HIV in the country during the period 2015 and 2020. 

UNAIDS Estimated around 24 000 People Living 

with HIV by end of 2020 in Egypt. Programmatic 

data on HIV testing and surveillance continue to in-

dicate that specific population groups are increasing 

risks of new HIV infections. People who inject drugs 

(PWID) and other men who engage in sex with men 

(MSM) are at higher risk of HIV infection than other 

population groups. Despite the focus on PWIDs and 

MSM, data from HIV testing and assessments indi-

cate the significance of other population groups at 

risk of HIV infection due to specific risk factors [6].

 From the previous data, preventing and limiting 

viral infection spread and transmission is crucial, es-

pecially among medical health workers (HCW) and 

staff. According to estimates from the World Health 

Organization (WHO), over 3 million healthcare 

workers sustain injuries annually from contaminated 

edges with at least one form of HIV (~170 000 expo-

sures), hepatitis B (~2 000 000 exposures), or hepati-

tis C (~900 000 exposures). The only available method 

of prevention for HCV currently is the use of normal 

precautions along with rigorous attention to post-ex-

posure prophylactic measures. This is because there 

is currently no immunization against HCV [24].
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As for HBV infection, HCW are at increased risk 

of hepatitis B virus (HBV) infection because of their 

frequent exposure to blood and other body fluids. 

Once infected, HCW may transmit HBV to their pa-

tients [14, 19, 28].

Globally, Europe (0.6–1.2%) and several Asian 

nations (India, Iran, Turkey, and the United Arab 

Emirates, for example) were reported to have low 

rates of hepatitis B infection among HCW [3, 15, 21, 

27]. Nonetheless, some Asian nations (up to 9.85%) 

and African nations (2.3–11.8%) had significantly 

greater prevalence [16, 20]. Vietnam had the highest 

incidence in Asia.

In HCW in Cameroon, Mauritania, Sierra Leone, 

and Tanzania, an alarmingly high incidence rate 

of > 8.7% of HBsAg has been recorded.

In Egypt, a study showed that 0.4% of HCW were 

positive for HBsAg and 15.6 for anti-HBc [17].

 As for HCV infection, HCV infection prevalence 

among Egyptian HCW was estimated to be around 

8% [7, 25], another study reported that, out of 1000 

studied HCWs, 90 cases (9%) were positive for hepa-

titis C antibody (HCV Ab) and 53.70% of all HCW 

exposed to needle sticks injury (NSI) [6].

As for HIV, prevalence rates in Egypt are estimat-

ed to be 0.1 percent in the general population.

Pre-operative monitoring for HIV and the hepa-

titis virus is now pervasive in medical facilities. A sig-

nificant concern for the economy’s well-being and 

clinical management is the administration of non-

essential and irregular pre-operative blood tests be-

fore elective surgery.

However, the argument that screening is essential 

or not is strong. Routine pre-operative HIV and other 

blood-borne viruses (HCV and HBV) checking is de-

fined as an approach to reduce the risk of healthcare 

workers’ infection by preventing and reducing their 

infection. Moreover, after a sharp injury, the sur-

geon and healthcare workers would know whether 

to begin post-exposure prophylaxis immediately. 

Furthermore, it is critical to determine whether or 

not to increase the use of personal protective equip-

ment (PPE) as an additional precaution throughout 

operations. Additionally, it assists surgeons in or-

ganizing their surgery schedule and prioritizing pa-

tients in the correct order. However, this aids sur-

geons in determining the necessary environmental 

sterilization and apparatus to be utilized after each 

procedure [17].

Regarding patients, it has been proposed that reg-

ular pre-operative testing for HIV, HBV, and HCV 

could be advantageous by enabling the identifica-

tion of undetected cases and the timely management 

of those cases before manifesting liver cancer, cirrho-

sis, or AIDS [12, 29, 32].

Research has indicated that a significant portion 

of the concerns surrounding the spread of infec-

tions could be mitigated by implementing universal 

precautions instead of universal screening; this rep-

resents the primary critique of the universal screen-

ing approach. However, the maximum significance 

of universal precautions is preventing blood contact 

through barrier protection. However, the risk of gain-

ing infection is higher with needle stick injury (NSI), 

where barrier precautions are unavailing [2].

Despite specific precautions to prevent infection 

as wearing protective gloves, googles and cloth, pro-

viding sinks for hands washing, providing appropri-

ate treatment and prophylactic IVIgG and raising 

the awareness of HCW on how to deal after exposure, 

still the risk of gaining infection is higher with needle 

stick injury (NSI) and exposure to injury with sharp 

objects.

This research investigates the impact of pre-op-

erative screening on HIV, HCV, and HBV infection 

rates in Egyptian individuals, evaluating risk corre-

lations and checking costs, self-reported positivity 

rates, and hepatitis incidence by gender and age.

Materials and methods

The Faculty of Medicine Ethics Committee at 

Cairo University has approved the research (#N-280-

2023). The study corresponded with the principles 

of the Declaration of Helsinki. All participants pro-

vided informed consent before enrollment.

 The study was conducted on 138 patients undergoing 

elective operation in King Fahd Unit Al-Kasr Al-ainy 

Hospitals, Cairo University. Immunocompromised 

patients and patients under corticosteroids or immuno-

suppressant medications were excluded.

Patients were subjected to a questionnaire discuss-

ing their entire history, kind of upcoming elective 

operation, job, HBV vaccination state, risk factors 

including previous operation, drugs, blood transfu-

sion, organ transplantation, previous endoscopy or 

catheter, tooth manipulation, professional risk, and 

sharing personal tools. Clinicians in the King Fahd 

unit in Cairo University hospitals performed clinical 

examinations of patients, data of the patients are dis-

cussed in Table 1 in [29].

A peripheral venous blood sample was collected 

to detect HCV antibodies, HBsAg and HIV antigen/

antibody using a chemiluminescent microparticle 

immunoassay conducted with the “ARCHITECT 

i2000SR Immunoassay” (Abbott Japan CO., 

Ltd, Tokyo, Japan), kits used for HCV ab are 

ARCHITECT, Lot (57289BE00), for HBsAg Lot 

(59411FZ00) and for HIV antigen/antibody Lot 

(60457BE00).

All patients whose findings for HIV Ag/Ab > 1.0 

S/CO, HBsAg > 1.0 S/CO) was reported as positive 

for HIV and HBV, respectively.

For HCV Ab, patients whose findings were < 1.0 

S/CO was reported as negative and from 1 to 5 S/CO 

was reported equivocal and positive > 5 S/CO.

Statistical methods. Data analysis was conducted 

using SPSS version 21. Qualitative data were present-
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ed using numbers and percentages, while quantita-

tive data were presented using means and standard 

deviations. Significance testing included parametric 

and non-parametric tests: chi-square with Fisher’s 

exact test for qualitative data, Student’s t-test and 

ANOVA for parametric normally distributed data, 

and the Bonferroni test for post hoc analysis. The sig-

nificance level was set at a p-value � 0.05.

Cost analysis. In the context of testing cost analy-

sis, the cost associated with identifying patients with 

cleared or active viral loads was determined by mul-

tiplying the test cost by the number of patients and 

then dividing the result by the number of positive 

cases. This process enabled the computation of the 

testing expense.

Results

A total of 138 patients participated in this study, 

comprising 92 (66.7%) males and 46 (33.3%) females. 

The mean age was 50.20, with a standard deviation 

of 17.05 (with 10 years old minimum age and 87 years 

old maximum age). Data regarding previous HBV 

vaccinations, upcoming operations, occupations, 

and infection risk factors are presented in Table 1.

Viral screening test counts and positivity rates. All 

patients scheduled for upcoming surgical procedures 

underwent testing for HCV, HBV, and HIV. Among 

the 138 patients, 23 (16.7%) tested positive for HCV, 

while 5 (3.3%) showed equivocal results for HCV, and 

110 (79.7%) tested negative for HCV. Additionally, 2 

(1.4%) tested positive for HBsAg, while 136 (98.6%) 

tested negative. Furthermore, 1 (0.7%) patient was 

found to be HIV-positive, while 137 (99.3%) were 

negative for HIV. These findings are summarized 

in Table 2.

Investigating self-reported positivity rate of patients. 

All HCV cases known to be infected tested seroposi-

tive, whereas 12.9% of cases known not to be infected 

tested seropositive and 3.7% tested equivocal, with 

a significance level of p-value < 0.001, as shown 

in Table 3.

 Regarding HBV infection, 75% of known infec-

tions tested negative for HBsAg, while 0.7% of cases 

known not to be infected tested positive for HBsAg, 

with a significance level of p-value < 0.001, as illus-

trated in Table 4.

As for HIV infection, no statistically significant 

difference was detected (Table 5).

Association between age, gender, HBV vaccination 

state, and different risk factors for HCV infection. A sta-

tistically significant difference was observed regard-

ing HCV infection status and age, with a higher prev-

alence noted in older age groups (p-value = 0.018), as 

indicated in Table 6.

Statistically significant difference between posi-

tive cases in young age and negative cases in older age 

by P value 0.035. No statistically significant differ-

ence between age and HIV infection.

A statistically significant difference was ob-

served between HCV-positive cases vaccinated with 

the HBV vaccine (36.4%) compared to those not vac-

cinated (12.9%), with a p-value of 0.008. However, 

no statistically significant differences were detected 

between gender, occupation, various risk factors, and 

HCV infection.

Association between age, gender, HBV vaccination 

state, and different risk factors with HBV infection. A sta-

tistically significant difference was found regarding 

HBV infection status and age, with a higher prevalence 

observed in younger age groups (p-value = 0.035). 

Additionally, a statistically significant difference was 

detected between positive HBsAg cases and previous 

blood transfusions (p-value = 0.026). However, no 

other statistically significant differences were observed 

between gender, occupation, HBV vaccination status, 

or any other listed risk factors, as shown in Table 7.

Association between age, gender, HBV vaccination 

state, and different risk factors for HIV infection. No 

statistically significant differences were detected be-

tween HIV infection state and age, gender, job, HBV 

vaccination state, and other risk factors.

Cost analysis. All screening tests for HBV, HCV 

and HIV cost: 56 442 LE, as for HBV cost was 16 560 

LE; HCV cost was17 802 LE and HIV cost was 22 080 

LE. A total of 138 patients were screened, cases with 

positive results for all viral infections cost was: 4132 

LE. HBV positive cases cost 360 LE; HCV posi-

tive cases cost 2967 and 645 LE for equivocal while 

For HIV positive cases the cost was 160 LE.

Cost analysis for all screening test was 56 442/ 

27 positive cases =2090.4 LE (with equivocal HCV 

results = 56 442/32 = 1763 LE) for HBV = 16 560/3 

positive cases =5520 LE/positive case. For HCV= 

17 802/23 positive cases = 774 LE/ positive cases 

(HCV with equivocal 17 802/28 = 635.8 LE per 

non-negative case) and for HIV = 22 080/1 = 22 080 

LE per positive case.  So, HCV is the most efficient 

screening among all, followed by HBV.

Discussion

 In this study, the prevalence of HBV, HCV, and 

HIV in a group of Egyptian patients scheduled to un-

dergo operations at King Fahd Unit Cairo University 

was investigated. The respective prevalence rates 

for HCV, HBV, and HIV were 16.7%, 1.4%, and 0.7%. 

Age was a crucial determinant influencing HCV and 

HBV exclusively; gender had no discernible effect 

on HCV, HBV, or HIV. The self-reported positivity 

rates of HCV are 100%, as all known infections are 

seropositive, but 12.9% of those known not to be in-

fected are seropositive, and 3.7% are equivocal. In the 

case of HBV, 75% of individuals known to be infected 

are HBsAg negative. For patients with a history of in-

fection, HBsAg negative cases should undergo inves-

tigation for HB core total and HBsAb to assess their 

HBV infection status. However, for screening purpos-
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Table 1. Demographic characteristics of the patients

Frequency (N) Percent (%)

Gender
male 92 66.7

female 46 33.3

HB vaccine
no 116 84.1

yes 22 15.9

Job

no or housewife 45 32.6

employee 14 10.1

skillful worker 17 12.3

worker 20 14.5

retired 22 15.9

student 10 7.2

farmer 8 5.8

health care worker 2 1.4

Total 138 100.0

Upcoming operation

stones 36 26.1

endoscopy 68 49.3

stint 6 4.3

biopsy 1 .7

open surgery 26 18.8

renal donation 1 .7

Total 138 100.0

Risk factors for infection

Drugs

no 113 81.9

smoking 21 15.2

cannabinoids 2 1.4

tramadol 1 .7

past history 1 .7

Previous operation yes 107 77.5

Blood transfusion yes 24 17.4

Organ transplantation no 138 100.0

Previous endoscopy 
catheter

yes 59 42.8

Tooth manipulation yes 106 76.8

Professional risk yes 106 76.8

Sharing personal tools yes 10 7.2

Total 138 100.0

Table 2. HCV Ab, HBsAg and HIV Ag/Ab results

HCV Ab (n = 138) HBsAg (n = 138) HIV Ag/Ab (n = 138)

Positive 23 16.7 2 1.4 1 0.7

Negative 110 79.7 136 98.6 137 99.3

Equivocal 5 3.3 – – – –

Table 3. Investigating self-reported positivity rate of patients (HCV)

HCV Ab result
Total P value

Negative Positive Equivocal

Known HCV

no
Count 110 17 5 132

0.001

% within HCV Ab 83.3% 12.9% 3.7% 100.0%

yes
Count 0 6 0 6

% within HCV Ab 0.0% 100.0% 0.0% 100.0%

Total
Count 110 23 5 138

% within HCV Ab 79.7% 16.7% 3.6% 100.0%
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es, a positive history is sufficient to warrant precau-

tions. 0.7% of known not to be HBV-infected cases are 

HBsAg positive, and for HIV, the only positive case 

did not know about the presence of infection. Despite 

the small number of HIV-positive cases, it is essential 

to know the patient’s condition before entering the op-

eration to protect the surgeons and medical staff from 

the danger of virus transmission because of the threat 

it poses to their lives and the future of medical staff.

 The corresponding prevalence rates for HCV, 

HBV, and HIV were 16.7%, 1.4%, and 0.7%. Ahmed 

A Dahab et al. [11] reported concordant rates for HCV, 

HBV (12.4%) (0.2%), respectively with higher HCV 

rates. As for HIV, Amgad Ali et al. [5] reported a rate 

of (0.15%), these results support higher HCV rate 

of infection compared to HBV rate of infection and 

lower HIV rates in Egypt. Takata et al. reported lower 

rates of HCV infections (5.8%) and higher HBV rates 

(2.1%) in Japan compared to the current study [22]. 

Another study by Shintaro Sukegawa et al. [30] 

in Japan demonstrated lower rates for HCV (0.76%), 

HBV (0.39%), and HIV (0.07%) compared to the 

current findings. Another study in India by Manjul 

Mohan et al. [23] reported rates of HBV infections 

(2.09%), Hepatitis C virus infection rate (1.77%) with 

higher HBV rates compared to our results, HIV se-

ro-positivity was found to be (0.25%) which is con-

cordant with our study. Moreover, Akhtar Khan and 

Taranum Siddiqui [18] reported in Pakistan 1.8% 

subjects were found to be Hepatitis B positive, 1.2% 

subjects were found to be Hepatitis C positive with 

higher HBV rates compared to our results. 

The outcomes of this work exhibit that gender 

does not have a significant impact on HBV, HCV, or 

Table 4. Investigating self-reported positivity rate of patients (HBV)

HBsAg results
Total P value

Negative Positive

Known HBV

no
Count 133 1 134

0.001

% within HBsAg 99.3% 0.7% 100.0%

yes
Count 3 1 4

% within HBsAg 75.0% 25.0% 100.0%

Total
Count 136 2 138

% within HBsAg 98.6% 1.4% 100.0%

Table 5. Investigating self-reported positivity rate of patients (HIV)

HIV Ag/Ab result
Total P value

Negative Positive

Known HIV no
Count 137 1 138

Cannot be 
calculated

% within HIVAg/Ab 100.0% 100.0% 100.0%

Total
Count 137 1 138

% within HIVAg/Ab 100.0% 100.0% 100.0%

Note. Odds ratio and p value can’t be calculated.

Table 6. Association between age and HCV infection state

N Mean
Std. 

Deviation
Std. Error

95% Confidence 
Interval for Mean

Minimum Maximum P value
Lower 
Bound

Upper 
Bound

Negative 110 48.109 16.2827 1.5525 45.032 51.186 10.0 87.0 0.015

Positive 23 58.783 17.7839 3.7082 51.092 66.473 19.0 80.0

Equivocal 5 56.800 19.8671 8.8848 32.132 81.468 22.0 70.0

Total 138 50.203 17.0504 1.4514 47.333 53.073 10.0 87.0

 Table 7. Association between age and both HBV and HIV infection state

HBsAg result N Mean Std. Deviation P value

Positive 2 25.000 8.4853 0.035

Negative 136 50.574 16.8802

HIV Ag/Ab result N Mean Std. Deviation P value

Positive 1 59.000 0.606

Negative 137 50.139 17.0963
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HIV. However, these results contradict Amgad Ali 

et al. [5] reporting a higher HIV prevalence among 

males in Egypt. Moreover, Shintaro Sukegawa et 

al. [30], Tanaka et al. [31] and Manjul Mohan et 

al. [23] demonstrated that gender and age do have 

a significant influence on hepatitis, with younger 

men being more susceptible, these results contradict 

the current study results. These researchers attrib-

uted this to the higher prevalence of sexual activity 

among youth compared to older adults. Akhtar Khan 

and Taranum Siddiqui reported that Hepatitis B pos-

itive cases 61.5% were males and 38.4% were females 

with higher male rates contradicting our study while 

1.2% subjects were found to be Hepatitis C positive, 

out of these 50% were males and 50% were females, 

this result agree with the current study result [18].

 In the current work, a statistically substantial dif-

ference was detected regarding the HBV state of in-

fection and age being higher in younger ages with 

a p-value of 0.035. This finding aligns with the results 

of Shintaro Sukegawa et al. [30], Tanaka et al. and 

Manjul Mohan et al. [12, 23].

 For HCV, a statistically significant difference was 

detected regarding the state of infection and age being 

higher in older age with a p-value of 0.018. However, 

this result contrasts with Shintaro Sukegawa et al. and 

Tanaka et al. [12], as infection was more prevalent at 

a younger age. This difference may be related to the 

Egyptian government’s effort and plan to eliminate 

the transmission of the virus, and this plan started 

years ago. As for HIV, there is no statistically signifi-

cant difference between age and infection rate, these 

results contradict Amgad Ali et al. who reported high 

HIV prevalence among young persons and males, 

with high HIV prevalence among unemployed per-

sons, manual workers and single persons [5].

This study detected a relationship between 

HBsAg-positive cases and previous blood transfu-

sions, which are major risk factors for transmission. 

However, this agrees with the survey conducted by 

Candotti and Pierre [4].

Binkaa et al. [9] mentioned intravenous drug ad-

diction as a significant risk factor for HBV, HCV, and 

HIV infection, but in the current study, there were 

no statistically significant differences between drug 

addiction and infections. However, this is due to the 

restriction of the type of addiction to oral tramadol 

and cannabinoids.

All screening tests incurred a cost of 56 442 LE. 

Specifically, HBV screening costs 16 560 LE, HCV 

screening costs 17 802 LE, and HIV screening costs 

22 080 LE.

In this study, the cost analysis showed that out 

of 138 screened patients, the total cost for cases with 

positive results for all viral infections was 4132 LE.

 HBV-positive cases cost 360 LE; HCV-positive 

cases cost 2967 LE and 645 LE for equivocal, while 

for HIV-positive cases, the cost was 160 LE. Cost 

analysis for all screening tests was 56 442/27 positive 

cases = 2090.4 LE (with equivocal HCV results = 

56 442/32 = 1763 LE) for HBV = 16 560/3 positive 

cases = 5520 LE/positive case. HCV = 17 802/23 

positive cases = 774 LE/ positive case (HCV with 

equivocal 17 802/28 = 635.8 LE per non-negative 

case), HIV = 22 080/1 = 22 080 LE per positive case. 

However, this data indicates that HCV is the most ef-

ficient screening, followed by HBV.

Sukegawa et al [30] determined that the aggre-

gate expenditure for HCV, HBV, and HIV screening 

amounted to 16 630 950 yen ($138 591.3), 13 904 960 

yen ($116 174.7), and 14 274 400 yen ($118 953.3), cor-

respondingly. Screenings were conducted on 15 839, 

15 842, and 12 745 cases, respectively, with HCV, 

HBV, and HIV infections. The cost per positive out-

come for HBV (total HBV testing expense: 13 940 960 

yen/62 positive cases), HCV (total HCV testing ex-

pense: 16 630 950 yen/153 positive cases), and HIV 

(HIV screening total expense: 14 274 400 yen/10 posi-

tive cases) was 224 854.2 yen ($1873.8), 108 699.0 yen 

($905.8), and 1 427 440 yen ($11 895.3), respectively. 

This result is in substantial agreement with the current 

findings, as it suggests that while the expense per posi-

tive outcome was beneficial for hepatitis, it was com-

paratively less effective for HIV.

Conclusion

In conclusion, our study investigated the preva-

lence of HBV, HCV, and HIV in patients scheduled 

for surgical operation in King Fahd unit Al-Kasr 

Al-ainy hospital Cairo University. The prevalence 

of HBV, HCV, and HIV was 1.4, 16.7, and 0.7%, re-

spectively. Patients-assessment using questionnaires 

may be effective to some extent, but the screening ac-

curacy was inadequate. Age was a significant factor 

affecting HBV and HCV, while gender does not af-

fect infection state. The cost per positive result was 

useful for hepatitis, but less useful for HIV.

The current study should be expanded to include 

a larger sample size. Additionally, it is advisable to com-

pare the cost per test with the cost of universal precau-

tions. However, the current study did not include this 

comparison due to challenges in collecting data and 

determining the exact cost of these precautions.
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Резюме. Вакцинация является стратегически обоснованным способом защиты от управляемых инфекций, спо-

собствуя не только предотвращению развития заболевания и тяжелых осложнений, но также снижая экономиче-

ские потери государства, траты на более дорогостоящее лечение и реабилитацию больных. Целью исследования 

была оценка эпидемиологической эффективности отечественных вакцин против гриппа и COVID-19 в эпидеми-

ческие сезоны 2020–2021, 2021–2022 и 2022–2023 гг. в Новосибирске. Материалы и методы. Эпидемиологическая 

эффективность отечественных вакцин от против гриппа и COVID-19 была изучена в проспективных когортных 

исследованиях. Для участия в исследовании всего отобрано 9000 человек мужского и женского пола в соответ-

ствии с критериями включения в исследование, с дальнейшим взятием носоглоточных образцов для верифи-

кации возбудителя инфекций. Вакцинацию проводили в предэпидемические периоды в течение трех сезонов: 

с сентября по декабрь в 2020, 2021 и 2022 гг. Результаты. В первый период исследования (сезон 2020–2021 гг.) 

в НСО не было зарегистрировано ни одного случая заболевания, вызванного вирусом гриппа. В с вязи с этим 

не представлялось возможным провести сравнительную оценку эпидемиологического эффекта противогрип-

позных вакцин. Во второй период исследования (сезон 2021–2022 гг.) заболеваемость гриппом среди невакцини-

рованных составила 2,6%, среди привитых случаев гриппа не выявлено, что также не позволило провести оценку 

профилактического эффекта вакцинации. За исследуемый период заболеваемость среди невакцинированных 

от COVID-19 составила 21,9%, среди привитых — 3,1%. При оценке эффективности отечественных вакцин 

от COVID-19 в указанный период было показано, что ИЭ составил 7,06, КЭ = 85,8%. В третий период исследо-

вания (сезон 2022–2023 гг.),  заболеваемость гриппом составила 8,8% среди невакцинированных исследуемых, 

и 0,3% среди привитых. ИЭ составил 29,3, КЭ = 96,6%. Заболеваемость COVID-19 среди невакцинированных 

от COVID-19 составила 3,6%, среди привитых — 0,25. ИЭ составил 14,4, КЭ = 93,1%. Выводы. При анализе эпи-

демиологической эффективности вакцин от COVID-19 было выявлено, что в сезоны 2021–2022 и 2022–2023 гг. 

вакцинированные против COVID-19 взрослые люди болели в 7,1–14,4 раз реже непривитых, показатель защи-

щенности составил от 85,8% до 93,1%. В ходе исследования обнаружены значительные изменения этиологической 
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структуры ОРВИ у заболевших во время пандемии COVID-19. Полученные результаты могут свидетельствовать 

об утрате доминирующей роли SARS-CoV-2 в структуре ОРВИ в 2023 г. и постепенном возвращении в активную 

циркуляцию вирусов гриппа и других возбудителей ОРВИ.

Ключевые слова: вакцинация, эпидемиологическая эффективность вакцин, индекс эффективности, коэффициент 

эффективности, грипп, SARS-CoV-2, проспективное когортное исследование.

ASSESSMENT OF INFLUENZA AND COVID-19 VACCINE EPIDEMIOLOGIC EFFICACY 

IN THE 2020–2021, 2021–2022, 2022–2023 SEASONS IN NOVOSIBIRSK
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Abstract. Vaccination prevents the development of disease and severe complications, as well as reducing economic losses 

and expenditure on costly treatments and rehabilitation. Goal. The goal of this study is to assess the epidemiological 

effectiveness of domestic influenza and COVID-19 vaccines during the epidemic seasons 2020–2021, 2021–2022, and 

2022–2023 in Novosibirsk. Materials and methods. We conducted prospective cohort studies to evaluate the effectiveness 

of domestic influenza and COVID-19 vaccines. A total of 9000 men and women were selected to participate in the study 

based on inclusion criteria. Nasopharyngeal samples were collected to verify the presence of relevant causative agents. 

Vaccines were administered during pre-epidemic seasons from September to December in 2020, 2021, and 2022. Results. 

During the first period (2020–2021), no cases of influenza disease were reported in the Novosibirsk district, so it was 

impossible to compare the effectiveness of influenza vaccines. However, during the second period (2021–2022), influenza 

incidence among unvaccinated individuals was 2.6%. No cases were detected among vaccinated individuals, which also 

not allowed to assess vaccination preventive effect. During the study period, COVID-19 incidence was 21.9% and 3.1% 

among unvaccinated vs. vaccinated people, respectively. When evaluating the effectiveness of domestic COVID-19 

vaccines during this period, the incidence of infection (IE) was 7.06 and the clinical effectiveness (CE) was 85.8%. 

In the third period of the study (the 2022–2023 season), influenza incidence was 8.8% among unvaccinated subjects and 

0.3% among vaccinated subjects. The incidence of COVID-19 infection among unvaccinated and vaccinated subjects was 

3.6% and 0.25%, respectively. Conclusion. When analyzing the epidemiological effectiveness of COVID-19 vaccines, it was 

found that adults vaccinated against COVID-19 in the 2021–2022 and 2022–2023 seasons were 7.1–14.4 times less likely 

to become infected. The protection rate ranged from 85.8% to 93.1%, indicating the effectiveness of the vaccines. The study 

also revealed significant changes in the etiological pattern of acute respiratory viral infections during the COVID-19 

pandemic. These results may indicate a loss of the dominant role for SARS-CoV-2 in acute respiratory infections in 2023 

and a gradual return to the active circulation of other viruses, such as influenza and other pathogens.

Key words: vaccination, epidemiologic efficacy of vaccines, efficacy index, efficacy ratio, influenza, SARS-CoV-2, prospective cohort study.

Введение

Грипп и острые респираторные вирусные ин-

фекции (ОРВИ) занимают лидирующее место 

по частоте и количеству заболеваний. Во время 

эпидемических вспышек гриппа в мире еже-

годно регистрируют до 5млн тяжелых случаев 

заболевания и до 500 000 летальных исходов [4]. 

Появление нового варианта коронавируса 

SARS-CоV-2 в декабре 2019 г. и его быстрое рас-

пространение привело к катастрофическим по-

следствиям — развитию пандемии. По состоя-

нию на 31 марта 2024 г. зарегистрировано более 

774 млн случаев заболевания по всему миру; 

подтверждено более 7 млн летальных исхо-

дов [13], что характеризует пандемию COVID-19 

как одну из самых смертоносных в истории 

человечества [11].

Вакцинация является стратегически обосно-

ванным способом защиты от вирусных и бакте-

риальных инфекций, способствуя предотвра-

щению развития заболевания и тяжелых ослож-

нений как у детей, так и у взрослых, включая 

пожилых людей и другие группы риска с сопут-

ствующей хронической патологией.

Эффективность вакцинопрофилактики грип-

па подтверждена многочисленными исследова-

ниями по таким критериям, как снижение забо-

леваемости, доли госпитализированных пациен-

тов и смертности [3, 6]. В обеспечении адекватной 

защиты от гриппа наиболее важным фактором 

является совпадение штаммового состава вакци-

ны с циркулирующими в эпидемическом сезоне 

вирусами, что позволяет снизить заболеваемость 

гриппом на 90%, в целом ОРВИ на 56% и на 45% — 

число госпитализаций, связанных с осложнени-

ями после перенесенного заболевания [1, 2, 6, 7]. 

В настоящее время в России зарегистрирова-

ны и применяются отечественные трех- и четы-

рехвалентные инактивированные гриппозные 

вакцины (ИГВ): расщепленные (сплит) вакци-

ны (Ультрикс, Ультрикс Квадри, ФлюМ, ФлюМ 

тет ра) и субъединичные (Гриппол, Гриппол 

Плюс, Гриппол Квадривалент, Совигрипп) [2, 3]. 
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Многочисленными исследованиями подтверж-

дена хорошая переносимость, низкая реактоген-

ность и высокий профиль безопасности как рас-

щепленных, так и субъединичных вакцин [2, 6].

В Российской Федерации для вакцинации 

против COVID-19 взрослых лиц зарегистриро-

ваны следующие типы вакцин: инактивирован-

ная цельновирионная вакцина КовиВак, вакци-

ны на основе аденовекторов (Гам-КОВИД-Вак — 

Спутник V) Спутник Лайт), рекомбинантная 

белковая вакцина ЭпиВакКорона. Быстрая раз-

работка и внедрение отечественных вакцин про-

тив COVID-19 позволили в короткие сроки со-

кратить заболеваемость, число тяжелых случаев 

заболевания и смертельных исходов, связанных 

с COVID-19 [8, 12].

Вместе с тем многие аспекты массовой вакци-

нации населения в условиях сочетанной цирку-

ляции вирусов гриппа и SARS-CoV-2, обладаю-

щих высоким потенциалом генетичес кой измен-

чивости, требуют ежегодной оценки эффектив-

ности вакцинации против данных возбудителей.

Цель — оценка эпидемиологической эффек-

тивности отечественных вакцин против гриппа 

и COVID-19 в эпидемические сезоны 2020–2021, 

2021–2022 и 2022–2023 гг. в Новосибирске.

Материалы и методы

Эпидемиологическая эффективность отече-

ственных вакцин от против гриппа и COVID-19 

была изучена в проспективных когортных ис-

следованиях на базе ФГБНУ «ФИЦ ФТМ» в рам-

ках выполнения Государственного задания 

ФГБУ «НИИ гриппа им. А.А. Смородинцева» 

Минздрава России «Долгосрочная оценка кол-

лективного иммунитета и эффективности 

специ фической профилактики населения в ус-

ловиях динамической циркуляции возбудителей 

 COVID-19 и гриппа в Российской Федерации». 

Проведение исследований одобрено Комитетом 

по биомедицинской этике при ФИЦ ФТМ (про-

токол № 4-2019, № 8-2020, № 10-2021, № 8-2022).

Отбор пациентов. Клиническими базами для 

проведения исследования явились две меди-

цинских организации Новосибирской области 

(НСО): ГБУЗ НСО «ГКП № 14», клиника ФИЦ 

ФТМ. В исследовании приняли участие 9000 че-

ловек. Критериями включения участников в ис-

следования являлись:

1. Здоровые люди мужского и женского пола 

в возрасте от 18 лет и старше.

2. Наличие подписанного добровольного 

инфор мированного согласия на участие в ис-

следовании.

Вакцинацию проводили в предэпидемичес-

кие периоды в течение трех сезонов: с сентября 

по декабрь 2020, 2021 и 2022 гг. В сезон 2020–

2021 гг. исследуемые были привиты вакцинами 

«Ультрикс Квадри», «Совигрипп» и «Гриппол 

Плюс» в рамках Национального календаря про-

филактических прививок. В сезоны 2021–2022 

и 2022–2023 гг. исследуемые привиты вакцина-

ми от COVID-19: «ЭпиВакКорона», «КовиВак», 

«Спутник Лайт» и «Гам-КОВИД-Вак» и проти-

вогриппозной вакциной «Ультрикс Квадри».

В период наблюдения осуществляли сбор 

данных о заболеваемости участников острыми 

респираторными вирусными инфекциями, ин-

формацию о которых вносили в индивидуаль-

ные регистрационные карты (ИРК).

Взятие образцов. С целью этиологической 

верификации возбудителя гриппоподобного 

заболевания проводили забор биологических 

образцов у всех участников исследования, об-

ратившихся за помощью в медицинские орга-

низации по поводу респираторных заболеваний. 

Биологический материал из верхних дыхатель-

ных путей (мазки из полости носа, носоглотки) 

использовали для проведения ПЦР-диагностики 

на грипп, COVID-19 и ОРВИ на базе ФИЦ ФТМ. 

Взятие образцов осуществляли не ранее 12 ча-

сов и не позднее 4 суток от начала заболевания 

в случае острой инфекции верхних дыхательных 

путей или не позднее 7 суток — в случае острой 

инфекции нижних дыхательных путей. За весь 

период наблюдения было взято и исследовано 

870 носоглоточных мазков.

При заборе носоглоточного мазка заполняли 

направление на исследование, где отражалась 

следующая информация: дата забора, номер 

ИРК, возраст, пол, сведения о вакцинации про-

тив гриппа и COVID-19, дата начала заболева-

ния, тяжесть заболевания, клинический диа-

гноз, эпидемический анамнез, противовирусная 

терапия, наличие сопутствующих хронических 

заболеваний.

Полимеразная цепная реакция в режиме реаль-

ного времени. ПЦР для выявления генетическо-

го материала вируса гриппа типа А (в том числе 

субтипа A(H1N1)pdm09) и В, а также нового ко-

ронавируса SARS-CoV-2 проводили с помощью 

набора реагентов «АмплиПрайм SARS-CoV-2/

Flu(A/B/H1pdm09)» («НекстБио», Россия) с по-

следующим субтипированием вируса грип-

па А с помощью набора реагентов «АмплиСенс 

Influenza virus A-тип-FL» (ИнтерЛабСервис, 

Россия). Выявление генетического материала 

вирусов, вызывающих острые респираторные 

заболевания (респираторно-синцитиальный 

вирус, риновирусы, метапневмовирус, вирусы 

парагриппа 1, 2, 3 и 4 типов, коронавирусы, аде-

новирусы групп В, С и Е, бокавирус) проводили 

с использованием набора реагентов «АмплиСенс 

ОРВИ-скрин-FL» (ИнтерЛабСервис, Россия).

Оценка эффективности вакцин. Для оценки 

эпидемиологической эффективности вакцина-

ции проводили активное наблюдение за вакци-

нированными и невакцинированными участ-

никами исследования с целью выявления случа-

ев гриппоподобных заболеваний и заболеваний, 

вызванных SARS-CoV-2, в период эпидемичес-
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кого подъема заболеваемости ОРВИ и гриппом. 

Профилактическую эффективность определяли 

по двум показателям — индекс эффективности 

(ИЭ) и коэффициент эффективности (КЭ):

ИЭ = b/a (1), КЭ = 100% × (b — а)/b(2), 

где а – заболеваемость среди вакцинированных, 

b — заболеваемость среди невакцинированных.

Статистический анализ. Для создания базы 

данных и графической обработки результатов 

применена программа MS Excel 2016. Статисти-

ческий анализ выполнен с помощью программ-

ного обеспечения Statistica 10.0 и программного 

модуля «Анализ данных» программы MS Excel 

2016. Средние выборочные значения количе-

ственных признаков представлены в виде M±m, 

где M — среднее арифметическое, а m – стан-

дартное отклонение. Для статистической обра-

ботки полученных данных использованы пара-

метрические и непараметрические методы ста-

тистики, выбор которых обусловлен характером 

распределения изучаемых признаков и видом 

анализируемых материалов: для количествен-

ных — критерий Стьюдента или дисперсионный 

анализ; для качественных и порядковых — кри-

терии Манна–Уитни и Хи-квадрат. Различия 

считали статистически значимыми при p < 0,05.

Результаты

В эпидемический сезон 2020–2021 гг. под на-

блюдением находились 3000 человек мужского 

и женского пола, которые были распределены 

на 4 группы (табл. 1); в сезоны 2021–2022, 2022–

2023 гг. — 6000 человек, которые были распреде-

лены на 6 групп (табл. 2).

Вакцинацию проводили в соответствии 

с инструкциями по применению исследуемых 

вакцин.

Оценка профилактической эффективности 

вакцин против гриппа и COVID-19

Сезон 2020–2021 гг.  За исследуемый период 

заболеваемость ОРВИ негриппозной этиологии 

среди невакцинированных участников исследо-

вания составила 83,4%, в группе вакцинирован-

ных — 19,3%. Оценка полученных результатов 

наблюдения показала, что заболеваемость ОРВИ 

в группе привитых была в 4,32 раза ниже  по срав-

нению с невакцинированными лицами (p < 0,05, 

χ2 = 4,03). ИЭ составил 4,32; КЭ — 76,85%. Случаев 

заболеваний гриппом в сезон 2020–2021 г. отме-

чено не было.

Сезон 2021–2022 гг. Заболеваемость гриппом 

у невакцинированных участников исследова-

ния составила 2,6%; среди  вакцинированных 

случаев гриппа выявлено не было.

 За исследуемый период заболеваемость 

COVID-19 среди невакцинированных лиц со-

ставила 21,9%, в группе вакцинированных — 

3,1%. ИЭ составил 7,06; КЭ — 85,8%.   Оценка по-

лученных результатов наблюдения показала, что 

заболеваемость COVID-19 в группе привитых 

была в 7,06 раз ниже по сравнению с вакциниро-

ванными лицами (p < 0,05, χ2 = 10,63). Значимых 

различий между группами в отношении заболе-

ваемости ОРВИ обнаружено не было (табл. 4).

Сезон 2022–2023 гг.  Заболеваемость грип-

пом среди невакцинированных участников ис-

следования составила 8,8%; среди вакциниро-

ванных — 0,3%.  ИЭ составил 29,3; КЭ — 96,6%. 

  Оценка полученных результатов наблюдения 

показала, что заболеваемость гриппом в группе 

привитых была 29,3 раз ниже по сравнению с не-

вакцинированными лицами ( p < 0,05; χ2 = 3,92).

За исследуемый период заболевае-

мость COVID-19 среди невакцинированных 

от COVID-19 составила 3,6%, среди вакциниро-

ванных — 0,25%. ИЭ составил 14,4; КЭ — 93,1%. 

Значимых различий между группами по заболе-

ваемости ОРВИ и COVID-19 обнаружено не было 

(табл. 5).

Этиологическая структура заболеваемости

Все полученные образцы были исследованы 

на наличие генетического материала вирусов 

гриппа типа А и В, респираторно-синцитиаль-

ного вируса, риновируса, метапневмовируса, ви-

руса парагриппа 1, 2, 3 и 4 типов, сезонных коро-

навирусов штаммов OC 43, HKU-1, NL-63, 229E, 

аденовируса групп В, С и Е, бокавируса, нового 

коронавируса SARS-CoV-2.

Сезон 2020–2021 гг. В период предполагаемого 

эпидемического подъема заболеваемости грип-

пом и ОРВИ на территории НСО, с 28.10.2020 

по 30.04.2021, у заболевших участников иссле-

дования были взяты носоглоточные мазки для 

этио логической расшифровки заболевания. 

Таблица 1. Характеристика исследуемых групп в эпидемический сезон 2020–2021 гг.

Table 1. Characteristics of the study groups during the epidemic season of 2020–2021

Группа

Group

Количество 
исследуемых (n)

The number 
of subjects studied (n)

Вакцины

Vaccines
Наименование

Name
Производитель

Manufacturer
1 700 Ультрикс® Квадри/Ultrix® Quadri ООО «ФОРТ», Россия/FORT, Russia
2 700 Совигрипп®/Sovigripp® АО «НПО «Микроген», Россия/NPO Microgen, Russia

3 600 Гриппол® Плюс/Grippol® Plus «НПО Петровакс Фарм», Россия/NPO Petrovax 
Pharm, Russia

4 1000 Непривитые/Unvaccinated –



138

Инфекция и иммунитетТ.А. Сароян и др.

Всего в исследуемый период были взяты мазки 

у 181 заболевшего, находящегося под наблюде-

нием: 35 мазков от вакцинированных и 146 — 

от непривитых лиц.

Возрастной диапазон пациентов составил 

18–74 года, причем от пожилых людей в возрас-

те старше 60 лет было получено 3 образца, что 

составило 1,7% (3/181) от общего количества 

проб. 58/181 (32,0%) образцов было получено 

от мужчин и 123/181 (68,0%) образцов — от жен-

щин. Среди всех исследованных образцов 45,3% 

(80/181) оказались положительными на наличие 

генетического материала хотя бы одного респи-

раторного вируса.

У наблюдаемых участников исследова-

ния в период с октября 2020 г. по апрель 2021 г. 

не было выявлено ни одного случая заболевания, 

вызванного вирусом гриппа.  Среди возбудите-

лей ОРВИ негриппозной этиологии чаще всего 

выявляли риновирус — в 21,0% (38/181) случаев 

и вирус SARS-CoV-2 — в 12,7% (23/181) случаев. 

Следующими по частоте встречаемости были 

метапневмовирус и сезонные коронавирусы, со-

ставив 6,6% (12/181) и 4,9% (9/181) случаев соот-

ветственно. Процент детекции заболеваний, вы-

званных вирусами парагриппа и аденовирусами, 

составил 3,3% (6/181) и 0,6% (1/181) соответствен-

но. Случаев инфекции, вызванной респиратор-

но-синцитиальным вирусом и бокавирусом, за-

регистрировано не было.

Среди невакцинированных пациентов (n = 

146) доля проб, ПЦР-положительных хотя бы 

на один вирус, составила 42,5% (62/146), доля 

ПЦР-отрицательных проб — 57,5% (84/146). 

Среди вакцинированных от гриппа паци-

ентов (n = 35) 51,4% (18/35) проб были ПЦР-

положительными хотя бы на один вирус, 49,6% 

(17/35) не были верифицированы.

Частота выявления случаев коинфекции со-

ставила 6,1% (11/181): от невакцинированных 

пациентов была выявлена в 6,2% (9/146) случаев, 

среди вакцинированных — в 5,7% (2/35) случаев. 

Наиболее часто встречались комбинации из сле-

дующих вирусов: HMPV+HRV+HCoV — 5 раз, 

HMPV+HPIV+HCoV — 3 раза, HMPV+HCoV+

HBoV — 2 раза и SARS-CoV-2+HRV — 1 раз.

Сезон 2021–2022 гг. В период предполагае мого 

эпидемического подъема заболеваемости грип-

пом и ОРВИ на территории НСО, с 24.11.2021 

по 01.05.2022 у заболевших участников исследова-

ния были взяты носоглоточные мазки для этио-

логической расшифровки заболевания. Всего 

в исследуемый период было взято 399 мазков: 208 

мазков были получены от невакцинированных 

участников исследования и 191 мазок — от при-

витых лиц, из них 59 человек были вакцинирова-

ны от гриппа, 40 человек от гриппа и COVID-19, 

92 человека вакцинированы от COVID-19. 

Таблица 2. Характеристика исследуемых групп в эпидемические сезоны 2021–2022, 2022–2023 гг.

Table 2. Characteristics of the studied groups in the epidemic seasons 2021–2022, 2022–2023

Группа

Group

Количество 
исследуемых (n)

The number of subjects 
studied (n)

Вакцины

Vaccines
Наименование

Name
Производитель

Manufacturer

1 1563
Ультрикс® Квадри

Ultrix® Quadri
ООО «ФОРТ», Россия

FORT, Russia

2 548
ЭпиВакКорона

EpiVacCorona
ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор» Роспотребнадзора, Россия

State Research Center of Virology and Biotechnology “Vector”, Russia

3 850
КовиВак

CoviVac

ФГБНУ «ФНЦИРИП им. М.П. Чумакова РАН», Россия

Chumakov Federal Scientific Center for Research and Development 
of Immune-and-Biological Products, Russia

4 910
Спутник Лайт

Sputnik Light

ФГБУ «НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи» Минздрава России

N.F. Gamaleya Federal Research Center for Epidemiology 
and Microbiology, Russia

5 987
Гам-КОВИД-Вак

Gam-COVID-Vac

ФГБУ «НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи» Минздрава России

N.F. Gamaleya Federal Research Center for Epidemiology 
and Microbiology, Russia

6 1142
Непривитые

Unvaccinated
–

Таблица 3.  Заболеваемость среди 

вакцинированных и невакцинированных 

участников исследования в сезон 2020–2021 гг.

Table 3. Comparison of morbidity rates between 
vaccinated and unvaccinated participants in the 2020–
2021 season

Привитые 
от гриппа

Vaccinated 
against 

influenza

Непривитые

Unvaccinated

Заболеваемость гриппом*

The incidence of influenza*
– –

Заболеваемость ОРВИ*

The incidence of SARS*
19,3** 83,4**

Заболеваемость COVID-19*

The incidence of COVID-19*
5,5 7,2

Примечание. * — % от числа обследованных пациентов; 
** — достоверные различия (p < 0,05).
Note. * — % of the number of examined patients; 
** — significant differences (p < 0.05).
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Возрастной диапазон пациентов составил 18–

90 лет; от пожилых людей в возрасте старше 

60 лет было получено 69 образцов, что состави-

ло 17,3% (69/399) от общего количества образцов; 

165/399 (41,3%) образцов было получено от муж-

чин и 234/399 (58,6%) образцов — от женщин.

47,6% (190/399) образцов были ПЦР-негатив-

ны на наличие генетического материала респи-

раторных вирусов и 52,4% (209/399) являлись 

положительными.

Среди возбудителей ОРВИ чаще всего выяв-

ляли новый коронавирус SARS-CoV-2 — в 40,6% 

(162/399) случаев и вирусы гриппа — в 3,5% 

(14/399) случаев. Следующим по частоте встре-

чаемости стал риновирус, составив 3,0% (12/399) 

случаев. Процент детекции заболеваний, вы-

званных сезонными коронавирусами и респи-

раторно-синцитиальным вирусом составил 1,7% 

(7/399) каждый, вирусами парагриппа и бокави-

русом — 1,2% (5/399) и 0,5% (2/399), соответствен-

но. Случаев инфекции, вызванной аденовируса-

ми и метапневмовирусом, не было зарегистриро-

вано. При этом среди невакцинированных паци-

ентов (n = 208) доля проб, ПЦР-положительных 

хотя бы на один вирус ОРВИ, составила 58,2% 

(121/208), доля ПЦР-отрицательных проб — 

41,8% (109/208). 46,1% (88/191) проб пациен-

тов, вакцинированных от гриппа и COVID-19 

(n = 191), были ПЦР-положительными хотя бы 

на один вирус ОРВИ, а 53,9% (81/191) были отри-

цательны. Частота выявления случаев коинфек-

ции составила 2,0% (8/399): от невакцинирован-

ных пациентов в 2,4% (5/208) случаев, от вакци-

нированных — в 1,6% (3/191) случаев. Наиболее 

часто встречались комбинации из следующих 

вирусов: SARS-CoV-2+HCoV — 2 раза,  SARS-

CoV-2+HRSV — 3 раза, SARS-CoV-2+HInfV — 

2 раза и SARS-CoV-2+HRSV+HRV — 1 раз.

Сезон 2022–2023 гг. В период предполагаемого 

эпидемического подъема заболеваемости грип-

пом и ОРВИ на территории НСО, с 30.11.2021 

по 01.05.2022 у заболевших участников иссле-

дования были взяты носоглоточные мазки для 

этиологической расшифровки. Всего в исследуе-

мый период было взято 290 мазков, 173 образца 

у невакцинированных участников исследова-

ния и 117 мазков у вакцинированных участни-

ков исследования, из них 30 человек были вак-

цинированы от гриппа, 22 человека — от грип-

па и COVID-19, 65 человек — от COVID-19. 

Возрастной диапазон пациентов составил 

18–77 лет, от пожилых людей в возрасте старше 

60 лет было получено 37 образцов, что составило 

12,7% (37/290) от общего количества проб. 88/399 

(30,4%) образцов было получено от мужчин 

и 202/290 (69,6%) образцов — от женщин.

52,1% (151/290) образцов были отрицательны-

ми на генетический материал респираторных 

вирусов и 47,9% (139/290) — положительными.

В исследуемый период вирусы гриппа яв-

лялись доминирующим этиологическим аген-

том и составили 21,3% (62/290) случаев. Среди 

возбудителей ОРВИ негриппозной этиологии 

чаще всего выявляли новый коронавирус SARS-

CoV-2 — в 8,9% (26/290) случаев. Следующим 

по частоте встречаемости стал риновирус, со-

Таблица 4. Заболеваемость среди вакцинированных и невакцинированных участников 

исследования в сезон 2021–2022 гг.

Table 4. Comparison of morbidity rates between vaccinated and unvaccinated participants in the 2021–2022 season

Привитые от гриппа

Vaccinated against influenza
Непривитые

Unvaccinated
Привитые от SARS-CoV-2

Vaccinated against SARS-CoV-2
Непривитые

Unvaccinated
Заболеваемость гриппом*

The incidence of influenza*
– 2,6 1,5 2

Заболеваемость ОРВИ*

The incidence of SARS*
3,2 5,0 3,5 4,7

Заболеваемость COVID-19*

The incidence of COVID-19*
21,3 19,3 3,1** 21,9**

Примечание. * — % от числа обследованных пациентов; ** — достоверные различия (p < 0,05).
Note. * — % of the number of examined patients; ** — significant differences (p < 0.05).

Таблица 5. Заболеваемость среди вакцинированных и невакцинированных участников 

исследования в сезон 2022–2023 гг.

Table 5. Comparison of morbidity rates between vaccinated and unvaccinated participants in the 2022–2023 season

Привитые от гриппа

Vaccinated against influenza
Непривитые

Unvaccinated
Привитые от SARS-CoV-2

Vaccinated against SARS-CoV-2
Непривитые

Unvaccinated
Заболеваемость гриппом*

The incidence of influenza*
0,3* 8,8* 8,2 13,1

Заболеваемость ОРВИ*

The incidence of SARS*
2,4 6,5 1,7 7,2

Заболеваемость COVID-19*

The incidence of COVID-19*
3,1 5,8 0,25 3,6

Примечание. * — % от числа обследованных пациентов; ** — достоверные различия (p < 0,05).
Note. * — % of the number of examined patients; ** — significant differences (p < 0.05).
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ставив 5,8% (17/290). Процент детекции заболе-

ваний, вызванных сезонными коронавируса-

ми и респираторно-синцитиальным вирусом, 

составил 4,5% (13/290) и 3,1% (9/290) соответ-

ственно; метапневмовирусом и вирусами па-

рагриппа — 2,7% (8/290) и 1,1% (3/290) случаев 

соответственно. Случаев инфекции, вызван-

ной аденовирусами и бокавирусом, не было за-

регистрировано. При этом среди невакцини-

рованных пациентов (n = 173) доля проб, ПЦР-

положительных хотя бы на один вирус ОРВИ, со-

ставила 63% (109/173), доля ПЦР-отрицательных 

проб — 37% (64/173). Среди вакцинированных 

от гриппа и COVID-19 пациентов (n = 117) 25,6% 

(30/117) проб были ПЦР-положительным хотя бы 

на один вирус ОРВИ, а 74,4% (87/117) дали ПЦР-

отрицательный результат. Частота выявления 

случаев коинфекции составила 5,2% (15/290): 

от невакцинированных пациентов в 6,3% 

(11/173) случаев, от вакцинированных — в 3,4% 

(4/117) случаев. Наиболее часто встречались 

комбинации из следующих вирусов: SARS-CoV-

2+HRV — 5 раз, SARS-CoV-2+HINFV — 6 раз, 

HINFV+HPiV+HRV — 3 раза и HМРV+HRV — 

1 раз. Этиологическая структура респиратор-

ных вирусов у исследуемых пациентов (сезоны 

2020–2023 гг.) представлена на рисунке.

Обсуждение

В эпидемический сезон 2020–2021 гг. случаев 

заболеваемости гриппом не отмечено, что согла-

суется с данными литературы и, вероятно, яви-

лось следствием соблюдения санитарно-профи-

лактических мер, предпринятых в связи с панде-

мией COVID-19 [5, 10]. Также ни в одной из групп 

исследования не были зарегистрированы случаи 

заболеваний, вызванных респираторно-синци-

тиальным вирусом и бокавирусом.

Сезонное распространение респираторных 

вирусов может зависеть от многих факторов, что 

определяет необходимость дальнейшего изуче-

ния особенностей их циркуляции и возникнове-

ния заболеваний, вызванных респираторными 

вирусами с целью прогнозирования возможных 

эпидемий. При сравнительном анализе заболе-

ваемости ОРВИ негриппозной этиологии было 

выявлено, что заболеваемость среди участников 

исследования составила 19,3% в группе вакци-

нированных, 83,4% в группе невакцинирован-

ных. Оценка полученных результатов показала, 

что заболеваемость ОРВИ среди вакцинирован-

ных участников исследования была в 4,32 раза 

ниже по сравнению с контрольной группой (p < 

0,05, χ2 = 4,03). Индекс эпидемиологической эф-

фективности (ИЭ) составил 4,32; коэффициент 

эффективности (КЭ) — 76,85%.

В сезон 2021–2022 гг. заболеваемость гриппом 

в группе невакцинированных составила 2,6, сре-

ди вакцинированных случаев гриппа выявлено 

не было. Такой низкий показатель заболевае-

мости также согласуется с литературными ис-

точниками, и вероятно связан с превентивными 

мерами, направленными на профилактику забо-

леваемости COVID-19 [9].

За исследуемый период заболеваемость 

COVID-19 среди невакцинированных составила 

21,9, среди вакцинированных — 3,1. При оценке 

эффективности отечественных вакцин против 

COVID-19 в указанный период было показа-

но, что ИЭ составил 7,06; КЭ — 85,8%. Оценка 

полученных результатов показала, что заболе-

ваемость COVID-19 среди вакцинированных 

участников исследования была в 7,06 раз ниже 

по сравнению с контролем (p < 0,05, χ2 = 10,63). 

В сезон 2022–2023 гг. доминирую щими инфек-

ционными агентами стали вирус гриппа и SARS-

CоV-2, что сопоставимо с данными за сезон 

2019–2020 гг., полученными нами ранее в других 

исследованиях [10]. Показатель заболеваемости 

гриппом составил 8,8 среди невакцинирован-

ных исследуемых и 0,3 среди привитых (ИЭ 29,3; 

КЭ — 96,6%). Оценка полученных результатов 

наблюдения показала, что вакцинация приво-

Рисунок. Этиологическая структура респираторных вирусов у исследуемых пациентов (сезоны 

2020–2021, 2021–2022, 2022–2023)

Figure. The etiological pattern of respiratory viruses in the patients during the seasons 2020–2021, 2021–2022, 
and 2022–2023
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дит к достоверному снижению заболеваемостью 

гриппом (в 29,3 раз) (p < 0,05; χ2 = 3,92).

За исследуемый период заболеваемость 

COVID-19 среди привитых от COVID-19 со-

ставила 3,6, среди вакцинированных этот по-

казатель составил 0,25 (ИЭ 14,4; КЭ — 93,1%). 

Разницы между группами в заболеваемости 

ОРВИ и COVID-19 обнаружено не было.

Заключение

Проведенное исследование по оценке эпиде-

миологической эффективности отечественных 

вакцин при иммунизации взрослого населения 

в течение трех эпидемических сезонов подтвер-

дило высокую эффективность специ фической 

профилактики в предупреждении случаев за-

болевания гриппом и COVID-19. Вакцинация 

против гриппа привела к снижению заболевае-

мости среди привитых в сезон 2022–2023 гг. 

в 29,3 раза по сравнению с участниками иссле-

дования, не получившими вакцину. При анали-

зе эпидемиологической эффективности вакцин 

от COVID-19 было выявлено, что в сезоны 2021–

2022 и 2022–2023 гг. вакцинированные против 

COVID-19 взрослые люди болели в 7,1–14,4 раз 

реже непривитых, показатель защищенности 

составил от 85,8% до 93,1%. В ходе исследования 

обнаружены значительные изменения этиологи-

ческой структуры ОРВИ у заболевших во время 

пандемии COVID-19. Доминирующим виру-

сом в сезон 2020–2021 гг., помимо SARS-CoV-2, 

был риновирус; вирусы гриппа и РС вирусы 

не были обнаружены. В сезон 2021–2022 гг. от-

мечено существенное преобладание в структуре 

ОРВИ вируса SARS-CoV-2, однако в циркуляции 

в 3,5% были обнаружены и вирусы гриппа. В се-

зон 2022–2023 гг. вирусы гриппа преобладали 

и были детектированы в 21,3% случаев, следую-

щим по частоте встречаемости был вирус SARS-

CoV-2 — в 8,9% случаев. Процент детекции забо-

леваний, вызванных риновирусом, сезонными 

коронавирусами, респираторно-синцитиаль-

ным вирусом, метапневмовирусом и вирусами 

парагриппа составил от 1,1% до 5,8% случаев. 

Полученные результаты могут свидетельство-

вать об утрате доминирующей роли SARS-CoV-2 

в структуре ОРВИ в 2023 г. и постепенном воз-

вращении в активную циркуляцию вирусов 

гриппа и других возбудителей ОРВИ.
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Резюме.  Цель исследования — определить ведущее звено реагирования местной иммунной и нейроэндокрин-

ной систем в легких, пораженных туберкулемой. Материалы и методы. Исследовано 60 случаев туберкулем 

стабильного и прогрессирующего течения. Исследование проводили в 2 зонах: капсуле туберкулемы и при-

лежащих к ней областях. Группой сравнения служили резецированные участки верхних долей правого лег-

кого, взятые у 10 мужчин, погибших в ДТП, не болевших туберкулезом. Эта группа была названа «условно 

здоровые». Для оценки иммунного ответа использовали иммуногистохимический метод с использованием 

моноклональных антител к CD8 и CD4. Содержание катехоламинов в структурах легких определяли люми-

несцентно-гистохимическим методом Фалька–Хилларпа. Результаты. При оценке локализации экспрессии 

изучаемых маркеров в легких в группе «условно здоровые» число CD4+- и CD8+-клеток определялось преиму-

щественно в интерстициальном пространстве. Число CD4+-клеток в данной исследуемой группе преобладало 

над CD8+-клетками. В стабильной туберкулеме было выявлено большее число лимфоцитов в капсуле с пре-

обладанием Т-киллеров над Т-хелперами. В перифокальной зоне стабильной туберкулемы число иммунных 

клеток было уменьшенным по сравнению с группой «условно здоровые», но при этом определялись зоны, где 

CD4+-лимфоциты образовывали контакты с интерстициальными макрофагами. В капсуле прогрессирующей 

туберкулемы число CD4+- и CD8+-клеток было увеличено, но Т-киллеров было больше, чем Т-хелперов. В пе-

рифокальной зоне отмечалось снижение числа CD4+ Т-лимфоцитов при одновременном увеличении CD8+-

клеток. Отмечено увеличение количества внутриальвеолярных и интерстициальных макрофагов, которые 

местами образовывали контакты с CD4+-лимфоцитами. Цитотоксические лимфоциты часто концентриро-

вались вокруг кровеносных сосудов. При изучении содержания катехоламинов было выявлено повышение 

их в тучных клетках во всех исследуемых зонах туберкулем стабильного и прогрессирующего течения. В ма-

крофагах уровень катехоламинов при стабильном течении заболевания снижался, а при прогрессирующем — 

резко увеличивался. Заключение. Регулирование фаз течения туберкулезного воспаления осуществлялось 

разными клеточными взаимодействиями, и, очевидно, зависело от концентрации микобактерий в легочной 

ткани и содержания катехоламинов в макрофагах.

Ключевые слова: катехоламины, туберкулема, CD4-лимфоциты, CD8-лимфоциты, иммунорегуляторный индекс, 

макрофаги, тучные клетки, микобактерии.
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COMPARATIVE MORPHOLOGICAL CHARACTERISTICS FOR STABLE AND PROGRESSIVE 

PULMONARY TUBERCULOMA
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a Chuvash State University named after I.N. Ulyanov, Cheboksary, Russian Federation
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Abstract. The objective of the study was to identify a leading link in local and lung neuroendocrine immune during 

tuberculoma. Materials and methods. 60 cases of stable and progressive tuberculoma were studied. The study was conducted 

in 2 anatomical zones: tuberculoma capsule and adjacent areas. A comparison (apparently healthy) group contained resected 

samples of the upper lobes in the right lung collected from 10 men died in an accident lacking tuberculosis over lifespan. 

An immunohistochemistry with monoclonal antibodies against CD8 and CD4 markers was used to assess local immune 

response. Lung catecholamine level was analyzed by the Falk–Hillarp luminescent histochemical method. Results. When 

assessing localized lung expression of the studied markers in “apparently healthy” group, the number of CD4+ and CD8+ 

cells was observed mainly in the interstitial space: the former prevailed over the latter. In stable tuberculoma, higher 

lymphocyte number in the capsule was revealed that dominated by T-killers vs T-helpers. In the perifocal zone of stable 

tuberculoma vs apparently healthy group, the number of immune cells decreased, but at the same time zones where 

CD4+ lymphocytes form contacts with interstitial macrophages were detected. In the capsule of progressive tuberculoma, 

the number of CD4+ and CD8+ cells increased, containing more T-killers than T-helpers. In the perifocal zone, there 

is a decrease in CD4+ T lymphocyte number paralleled with increase in CD8+ cells. The number of intraalveolar and 

interstitial macrophages sometimes contacting CD4+ lymphocytes increases. Cytotoxic lymphocytes concentrate around 

blood vessels. When studying catecholamine level, it was found to increase in mast cells in all studied areas during stable 

and progressive tuberculoma. In macrophages, the catecholamine level decreases in stable disease, and increases sharply 

in progressive progressive course. Conclusion. The regulation of the phases of tuberculous inflammation course is carried 

out by various cellular interactions, depends on mycobacteria load in lung tissue and macrophage catecholamine level.

Key words: catecholamines, tuberculosis, CD4 lymphocytes, CD8 lymphocytes, immuno-regulatory index, macrophages, mast cells, 

mycobacteria.

Введение

Как известно, туберкулез до сих пор является 

заболеванием, требующим особого подхода к ле-

чению [11]. Туберкулема — это одна из клиничес-

ких форм вторичного туберкулеза, которая пред-

ставляет собой продуктивный очаг казеозного 

некроза, диаметром более 1 см, ограниченный 

от окружающей легочной ткани соединитель-

нотканной капсулой. Из литературных данных 

известно, что большинство туберкулем легкого 

образуются в результате эволюции таких форм 

туберкулеза, как инфильтративная, очаговая, 

диссеминированная, кавернозная [8]. Но иногда 

она может формироваться из первичного тубер-

кулезного комплекса. Несмотря на то что основ-

ные вопросы патогенеза, клиники и диагностики 

туберкулем на сегодняшний день изучены до-

вольно подробно, в последнее время отмечается 

рост показателей заболеваемости данной формой 

туберкулеза. Так, по статистике от общего числа 

больных туберкулезом органов дыхания пациен-

ты с туберкулемами составляют до 10%. Являясь 

формой хронического специфического воспале-

ния, туберкулемы в своем развитии могут иметь 

как стадии прогрессирования, так и заживле-

ния. В морфологическом аспекте различают два 

пути прогрессирования этой формы туберкулеза. 

К первому относится перифокальное обострение 

в виде аппозиционного роста, развитие дочерних 

бронхолобулярных очагов у границ казеоз ного 

некроза в результате лимфогенного, лимфоброн-

хогенного, бронхогенного попадания инфекции 

в легочную дольку. Второй и основной путь про-

грессирования туберкулем, помимо перифокаль-

ной вспышки, — это размягчение, расплавление 

казеоза с кавернизацией и истинная бронхогенная 

диссеминация. Активность специфического про-

цесса в туберкулемах можно определить по интер-

претации состояния ее капсулы, которая имеет 

два слоя: наружный, состоящий из коллагеновых 

волокон, и внутренний, образованный грануля-

ционной тканью с макрофагами, эпителиоидны-

ми клетками и клетками Пирогова–Лангханса [2]. 

Если преобладает наружный слой, образованный 

из компактно уложенных коллагеновых воло-

кон, скудно инфильтрированных лимфоцита-

ми, на фоне уменьшения грануляционного слоя 

или даже с его полным исчезновением в туберку-

лемах без деструкции казеоза, можно говорить 

о заживлении инфекционного процесса. Однако 

преобладание грануляционного слоя в капсуле, 

отсутствие волокон коллагена либо их хаотичное 

расположение на фоне выраженной лимфоидной 

инфильтрации свидетельствует о высокой актив-

ности туберкулеза и возможности дальнейшего 

прогрессирования заболевания [7, 9].

Процессы заживления несомненно связаны 

с состоянием иммунной и нейроэндокринной 

систем организма. Механизмы иммунологичес-

кой защиты легких обеспечиваются нескольки-

ми различными типами иммунокомпетентных 
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клеток. Среди них наиболее важными являются 

лимфоциты, альвеолярные макрофаги и ней-

трофилы [10, 13]. На мембранах иммунокомпе-

тентных клеток присутствуют дофаминовые 

и адренорецепторы, посредством которых ней-

ротрансмиттеры, например, катехоламины (КА), 

участвуют в регуляции иммунных реакций, воз-

действуя на пролиферацию и дифференцировку 

лимфоцитов и макрофагов, изменяют их реак-

тивность, а также модулируют продукцию лим-

фокинов и цитокинов [1]. Однако данные, пред-

ставленные в литературе, до сих пор достаточно 

противоречивы, так как действие моноаминов 

(КА) зависит от их концентрации в момент вос-

приятия антигенной информации.

Таким образом, изучение клеточного соста-

ва в капсуле туберкулемы и участках легкого без 

признаков специфического воспаления с целью 

определения ведущего звена реагирования мест-

ной иммунной и нейроэндокринной систем яв-

ляется актуальной проблемой для прогнозтро-

вания течения и курабельности болезни. В связи 

с этим целью данного исследования стало опре-

деление ведущего звена реагирования местной 

иммунной и нейроэндокринной систем в аутоп-

сийном материале легких, пораженных туберку-

лемой. Задачами исследования были:

1. Определение локализации, числа и соот-

ношения CD4 и CD8 в структурах туберкулем.

2. Выявление локализации и содержания мо-

ноаминов в структурах разных видов туберкулем.

3. Выявление предполагаемой корреляци-

онной связи между численностью иммуноком-

петентных клеток и содержанием моноаминов 

при стабильном и прогрессирующем течении 

туберкулем.

Материалы и методы

Исследование проведено на базе БУ «Бюро 

судебно-медицинской экспертизы» Минздрава 

ЧР. Изучали аутопсийный материал верхних 

долей правого легкого, взятый у 60 мужчин, 

больных туберкулемой со стабильным (30 слу-

чаев) и прогрессирующим (30 случаев) течени-

ем. Отбор случаев осуществлялся на основе из-

учения сопроводительной медицинской доку-

ментации с целью определения локализации, 

степени выраженности и активности туберку-

лезного процесса, анализа заключений рентге-

нологического исследования органов грудной 

клетки, а также результатов бактериологичес-

кого исследования мокроты. Исследование 

проводили в 2 зонах: капсуле туберкулемы 

и прилежащих к ней областях. Группой сравне-

ния служили резецированные участки верхних 

долей правого легкого, взятые у 10 мужчин, по-

гибших в ДТП, не болевших туберкулезом. Это 

группа была названа «условно здоровые».

Исследование проведено согласно норматив-

но-правовым документам (Федеральный закон 

№ 323 от 21.11.2011 г. «Об основах охраны здоровья 

граждан в РФ») и одобрено Этическим комитетом 

медицинского факультета Чувашского государ-

ственного университета имени И.Н.  Ульянова 

(протокол № 3/4 от 31.01.17).

Методы исследования:

1. Общая окраска гематоксилин-эозином 

применялась для выявления морфологических 

изменений в ткани легких и дифференцировки 

участков пораженных и непораженных мико-

бактериями туберкулеза [12].

2. Для оценки иммунного ответа использовали 

иммуногистохимический метод с использованием 

моноклональных антител к CD8 и CD4 в готовом 

разведении (RTU) (Leica, Германия). Cрезы докра-

шивались железным гематоксилином. Число CD8+- 

и CD4+-клеток подсчитывали с использованием 

светового микроскопа «Сarl Zeiss Primo Star» в 10 

полях зрения при увеличении ×400.

3. Вычисление иммунорегуляторного индекса 

(ИРИ) применяли для оценки состояния клеточ-

ного иммунитета. ИРИ вычисляется как отноше-

ние CD4+/CD8+. Показатель ИРИ оценивали сле-

дующим образом: значение 1,5–2,1 — нормальный 

иммунный ответ, более 2,2 — избыточный иммун-

ный ответ, менее 1,0 — иммунодефицит [4, 5, 6].

4. Для избирательного выявления аминосо-

держащих структур легких и адренергических 

нервных волокон применялся люминесцент-

но-гистохимический метод Фалька–Хилларпа 

в модификации Е.М. Крохиной [14].

5. Количественно концентрацию КА в ами-

носодержащих структурах легких в условных 

единицах (у.е.) цитоспектрофлуориметрией 

с помощью прибора ФМЭЛ 1(А).

Статистическую обработку данных проводи-

ли с использованием программного обеспечения 

Statistica 10.0, Microsoft Excel 2010. Взаимосвязи 

между макрофагами и тучными клетками по ко-

личественному содержанию катехоламинов оце-

нивались с применением непараметрического 

рангового корреляционного анализа Спирмена. 

Достоверными считали отличия при р < 0,05. 

В работе приводятся следую щие показатели: 

М — средняя арифметическая величина; m — 

средняя ошибка средней арифметической вели-

чины. Статистическую достоверность определя-

ли критерием Манна–Уитни (t).

Результаты и обсуждение

При окрашивании гематоксилином-эози-

ном препаратов группы со стабильной тубер-

кулемой выявлялись очаги казеозного некроза, 

окруженные соединительнотканной капсулой 

и без признаков перифокального воспаления, 

среднего диаметра 15±1,3 мкм (рис. 1А).
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При исследовании аутопсийного материала 

в группе больных прогрессирующей туберкуле-

мой вокруг зоны казеозного некроза определя-

лась соединительнотканная капсула, окружен-

ная перифокальным воспалением в виде сероз-

ного экссудата в альвеолах, с очагами отсевов 

в виде воспалительных клеточных инфильтра-

тов (рис. 1Б).

При оценке локализации экспрессии из-

учаемых маркеров в легких в группе «условно 

здоровые» основная масса CD4+-и CD8+-клеток 

определялась преимущественно в интерсти-

циальном пространстве, и единичные — около 

кровеносных сосудов и в собственной пластин-

ке слизистой оболочки бронхов. В данной ис-

следуемой группе CD4+-клетки количественно 

преобладали над CD8+-клетками (табл. 1).

При изучении CD4+- и CD8+-клеток в ста-

бильной туберкулеме было выявлено увеличение 

их числа в капсуле с преобладанием Т-киллеров 

в 1,7 раза над Т-хелперами (рис. 2А, 2В). При этом 

показатель ИРИ был снижен в 1,9 раза по срав-

нению с нормой (табл. 1). В перифокальной зоне 

число CD4+ и CD8+ Т-лимфоцитов было мень-

шим, чем в группе «условно здоровые», при этом 

количество Т-хелперов в 1,7 раза превышало со-

держание Т-киллеров (рис. 2Б, 2Г). Кроме того, 

следует отметить, что определялись зоны, где 

CD4+-лимфоциты образовывали контакты с ин-

терстициальными макрофагами (ИМ) (рис. 2Б). 

Значение ИРИ соответствовало нормальному 

иммунному ответу (табл. 1).

В капсуле прогрессирующей туберкулемы 

определялись сходные со стабильной туберку-

лемой проявления, то есть число CD4+- и CD8+-

клеток также было увеличено по сравнению 

с группой «условно здоровые». При этом ко-

личество Т-киллеров  было в 2 раза больше, 

чем Т-хелперов (рис. 3А, 4А). В перифокаль-

ной зоне отмечалось снижение числа CD4+ 

Т-лимфоцитов, при одновременном увеличе-

нии CD8+-клеток в 1,3 раза по сравнению с ус-

ловной нормой и в 1,2 раза по сравнению с ко-

личеством Т-хелперов (табл. 1, рис. 4Б). Кроме 

того, увеличивалось число внутриальвеоляр-

ных и интерстициальных макрофагов, кото-

рые местами образовывали контакты с CD4+-

лимфоцитами (рис. 3Б, 3В). Также следует от-

метить скопление CD8 лимфоцитов вокруг 

кровеносных сосудов до 20±0,3 в поле зрения 

(рис. 4В). Значение ИРИ во всех исследуемых 

зонах прогрессирующей туберкулемы соответ-

ствовало иммунодефициту.

Методом Фалька–Хилларпа в группе «услов-

но здоровые» нами были выявлены катехола-

мин-содержащие тучные клетки, альвеолярные 

и интерстициальные макрофаги. Так, внутри-

альвеолярные макрофаги (ВАМ) присутствова-

ли в просвете альвеол и бронхов в виде отдельных 

клеток или их скоплений. ВАМ содержали чет-

кие гранулы с желтой люминесценцией и имели 

размеры от 15 до 23 мкм (рис. 5А). Содержание 

КА в них составило 15,3±0,5 у.е. (табл. 2).

Интерстициальные макрофаги располага-

лись в интерстициальной ткани легких в виде 

скоплений  (рис. 5А). При спектральном анализе 

в их гранулах также определялись моноамины 

до 17,6±0,6 у.е. В полостях альвеол легких груп-

пы «условно-здоровые» свободные моноамины 

не определялись. В группе сравнения в интер-

стициальной ткани были определены от 2 до 3 ТК 

в поле зрения с содержанием КА до 18,6±0,1 у.е.

При исследовании туберкулем легких опре-

деляли содержание КА непосредственно в зоне 

капсулы и перифокальных участках.

Так, при окрашивании прогрессирующих 

туберкулем по методу Фалька на КА наи-

большая люминесценция выявлялась в фоно-

вом свечении в области капсулы и составляла 

57,2±0,12 у.е. Наиболее отчетливые сдвиги в со-

держании КА определялись во всех исследу-

емых зонах и клеточных структурах легкого. 

Так, в капсуле туберкулемы содержание КА 

в ТК преобладало над таковым в макрофагах, 

а в перифокальной зоне отмечалась обратная 

тенденция (рис. 5Б). Кроме того, в этой зоне вы-

явлено увеличение в 1,5 раза числа ИМ и ВАМ 

по сравнению с группой «условно здоровые». 

Вероятнее всего данная реакция была связана 

с локализацией возбудителя туберкулеза как 

в капсуле, так и за ее пределами. Следует отме-

тить, что у 60% больных из этой группы отме-

Таблица 1. ИРИ и число CD4+- и CD8+-клеток в разных исследуемых зонах легких

Table 1. IRI and the number of CD4+ and CD8+ cells in different studied lung areas

Условно 
здоровые

Apparently 
healthy

Стабильная туберкулема

Stable tuberculoma
Прогрессирующая туберкулема

Progressive tuberculoma
капсула

tuberculoma capsule
вне капсулы

outside tuberculoma capsule
капсула

tuberculoma capsule
вне капсулы

outside tuberculoma capsule
CD4+ 9,15±0,45 21±0,02 6±0,08 17,6±0,03 6±0,06
CD8+ 5,72±0,46 35±0,06 3,5±0,06 34,6±0,02 7,3±0,01

ИРИ/IRI 1,16 0,6 1,7 0,5 0,8

Примечание. Курсивом обозначено понижение числа клеток по сравнению с группой «условно здоровые», жирным — повышение. Материал 
представлен как M±σ. Различия статистически значимы при p < 0,05.
Note. Decrease and increase in cell number compared to “apparently healthy” group depicted in italic and bold respectively. The data are presented as 
M±σ. The significance level is set at p < 0,05.



147

2025, Т. 15, № 1 Морфологическая характеристика туберкулем легких

чалось появление инфильтративной дорожки 

из люминесцирующих лимфоцитов. Данный 

факт подтверждал активность течения туберку-

лезного воспаления [3].

В стабильной туберкулеме содержание КА 

увеличивалось в ТК при одновременном сниже-

нии их в макрофагах. В ТК капсулы туберкуле-

мы свечение данного нейроамина было в 1,5 раза 

выше, чем в ТК перифокальной зоны (табл. 2).

Таким образом, в прогрессирующей тубер-

кулеме содержание КА увеличивалось во всех 

исследуемых структурах, как в капсуле, так 

и в перифокальной зоне. Напротив, в туберку-

леме стабильного течения содержание изучае-

мого нейроамина был повышено только в ТК.

При изучении корреляционных взаимо-

действий между КА-содержащими структура-

ми в группе «условно здоровые» определялись 

Рисунок 1. Микроскопическая картина туберкулемы легких

Figure 1. Microscopic picture of pulmonary tuberculoma
Примечание. А — стабильная туберкулема легких: 1) очаг казеозного некроза; 2) соединительнотканная капсула; 
Б — прогрессирующая туберкулема легких: 1) очаг казеозного некроза; 2) соединительнотканная капсула; 3) серозный 
экссудат в альвеолах. Окраска гематоксилин-эозин. Микроскоп Сarl Zeiss Primo Star. Увеличение ×400.
Note. A — Stable pulmonary tuberculoma (1 — focus of caseous necrosis, 2 — capsule connective tissue); B — Progressive 
pulmonary tuberculoma (1 — focus of caseous necrosis, 2 — capsule connective tissue, 3 — alveolar serous exudate). 
Hematoxylin — eosin staining. The Carl Zeiss Primo Star microscope. Magnification ×400.

А (A) Б (B)

Рисунок 2. Иммуногистохимическое исследование CD4+- и CD8+-клеток в стабильной туберкулеме

Figure 2. Immunohistochemical study of CD4+ and CD8+ cells in stable tuberculoma
Примечание. А — образование групповых очагов скопления CD4+-клеток в капсуле стабильной туберкулемы. 
Б — CD4+-клетки в перифокальной зоне стабильной туберкулемы. В — локализация компактных групп CD8+-клеток 
вокруг зоны казеозного некроза в стабильной туберкулеме. Г — единичные CD8+-клетки в перифокальной зоне 
стабильной туберкулемы. Микроскоп Сarl Zeiss Primo Star. Увеличение ×400.
Note. A — formation of CD4+ cell clusters in tuberculoma capsule during stable tuberculoma. B — perifocal zone CD4+ cells 
in stable tuberculoma. C — compact CD8+ cell clusters around the zone of caseous necrosis in stable tuberculoma. D — single 
CD8+ cells in the perifocal zone of stable tuberculoma. Carl Zeiss Primo Star microscope. Magnification ×400.

А (A) Б (B)

В (C) Г (D)
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Рисунок 3. Иммуногистохимическое исследование CD4+-клеток в прогрессирующей туберкулеме

Figure 3. Immunohistochemical examination of CD4+ cells in progressive tuberculoma
Примечание. А — образование групповых очагов скопления CD4+ клеток в капсуле прогрессирующей туберкулемы. 
Б — увеличение числа внутриальвеолярных макрофагов. Увеличение ×400 (1 — макрофаги, 2 — лимфоциты). 
В — увеличение числа интерстициальных макрофагов. Микроскоп Сarl Zeiss Primo Star. Увеличение ×400.
Note. A — formation of CD4+ cell clusters in tuberculoma capsule during progressive tuberculoma. B — increased intra-alveolar 
macrophages. Magnification ×400 (1 — macrophages, 2 — lymphocytes). C — increased number of interstitial macrophages. 
Carl Zeiss Primo Star microscope. Magnification ×400.

А (A) Б (B) В (C)

Рисунок 4. Иммуногистохимическое исследование CD8+-клеток в прогрессирующей туберкулеме

Figure 4. Immunohistochemical study of CD8+-cells in progressive tuberculoma
Примечание. А — образование групповых очагов скопления CD8+ клеток в капсуле. Б — CD8+ клетки в перифокальной 
зоне. В — увеличение числа лимфоцитов вокруг кровеносного сосуда (1 — лимфоциты, 2 — сосуд). Микроскоп Сarl Zeiss 
Primo Star. Увеличение ×400.
Note. A — formation of CD8+ cell clusters in tuberculoma capsule. B — CD8+ cells in perifocal zone. C — increased perivascular 
lymphocyte number (1 — lymphocytes, 2 — vessel). Carl Zeiss Primo Star microscope. Magnification ×400.

А (A) Б (B) В (C)

Рисунок 5. Катехоламин-содержащие макрофаги и тучные клетки в легких

Figure 5. Catecholamine-containing lung macrophages and mast cells
Примечание. А — наличие моноаминов в структурах здоровой части легких: 1 — альвеола, 2 — тучные клетки; 
3 — интерстициальные макрофаги, 4 — внутриальвеолярные макрофаги, 5 — адренергические нервные волокна. 
Б — наличие моноаминов в прогрессирующих туберкулемах: 1 — альвеола, 2 — интерстициальное пространство, 
3 — интерстициальные макрофаги, 4 — тучная клетка, Метод Фалька с соавт. Микроскоп: Люмам 6. Увеличение ×100.
Note. A — catecholamines in healthy lung structures: 1 — alveoli, 2 — mast cells, 3 — interstitial macrophages, 4 — intra-alveolar 
macrophages, 5 — adrenergic nerve fibers. В — catecholamines in progressive tuberculomas: 1 — alveolus, 2 — interstitial 
space, 3 — interstitial macrophages, 4 — mast cell. Falk's et al. method. Lumam 6 microscope. Magnification ×100.

А (A) Б (B)
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сильные положительные связи между ВАМ 

и ИМ, а также между макрофагами и ТК по со-

держанию в них КА (табл. 3).

В капсуле и перифокальной зоне стабильной 

туберкулемы корреляционные связи по коли-

чественному содержанию КА между ТК и ма-

крофагами ослабевали, а между перифокаль-

ными ВАМ и ИМ становились отрицательны-

ми. Можно предположить, что ослабление или 

разрыв корреляционных связей между содер-

жанием изучаемых веществ в этих клетках сви-

детельствовали о наступлении фазы ремиссии.

В соединительнотканной капсуле прогрес-

сирующей туберкулемы сильная положитель-

ная связь определялась между макрофагами 

и ТК. В перифокальной области она сохраня-

лась только между макрофагами.

Возможно, что появление сильных связей меж-

ду разными катехоламин-содержащими клетка-

ми в активную фазу воспаления может зависеть 

от концентрации микобактерий в изучаемых 

зонах. В участках легких с повышенным числом 

микобактерий воспалительная реакция связана 

как с ТК, так и макрофагами. В зонах с меньшей 

концентрацией возбудителя экссудативная фаза 

регулируется преимущественно макрофагами.

Из литературных данных известно, что ту-

беркулез относится к гранулематозным болез-

ням [9]. В основе данной группы заболеваний 

лежит гранулема — ассоциация клеточных 

элементов, возникающая в ответ на инфекци-

онное вторжение микобактерий. Численная 

популяция клеточных элементов гранулемы, 

их соотношение, процессы образования колла-

гена фибробластами могут свидетельствовать 

либо о прогрессировании специфического про-

цесса, либо его остановке — заживлении [9]. 

Существование такой формы туберкулезного 

процесса как туберкулема, возможность гисто-

логического изучения ее клеточного состава, 

позволяет рассматривать эту форму туберкуле-

за как очаг латентной инфекции с возможно-

стью к прогрессированию и с развитием в даль-

нейшем более тяжелой формы туберкулеза [3]. 

Различные типы иммунокомпетентных клеток, 

включая Т-лимфоциты, альвеолярные и интер-

стициальные макрофаги, а также тучные клетки 

принимают участие в развитии и регулировании 

адаптивного иммунного ответа. С одной сторо-

ны, CD4+ Т-лимфоциты секретируют цитоки-

ны, активируют цитотоксические Т-лимфоциты 

и макрофаги, образуя прямые контакты с клет-

ками-мишенями. CD8+ Т-клетки в процессе 

иммунного ответа функционируют как единая 

субпопуляция, осуществляющая антигенспеци-

фическое, FAS- или гранзим-, перфорин- и гра-

нулизин-опосредованное уничтожение инфици-

рованных клеток. С другой стороны, известно, 

что КА оказывают выраженное влияние на раз-

ные этапы иммунного ответа путем увеличения 

лимфопролиферативных реакций, стимулиру-

ют дифференцировку Т-хелперов и цитотокси-

ческих лимфоцитов, регулируют цитокиновые 

реакции (повышая уровень провоспалительных 

и снижая содержание противовоспалительных 

цитокинов), тем самым воздействуя на степень 

активности воспаления [5, 10, 13].

При изучении туберкулем стабильного и про-

грессирующего течения нами были обнаружены 

разные вариации клеточных взаимодействий 

в капсуле и перифокальной зоне. Так, в капсуле 

стабильной туберкулемы определялось увеличе-

ние числа CD4+ и CD8+ Т-лимфоцитов с преобла-

данием последних. При этом повышение содержа-

ние КА определялось только в ТК, а в альвеоляр-

ных и интерстициальных макрофагах свечение 

этого биогенного амина было снижено в 1,5 раза 

по сравнению с нормой. Корреляционные связи 

между тучными клетками и макрофагами были 

резко ослаблены. Возможно, в этой зоне нарушен 

синтез и захват КА макрофагами вследствие их 

поражения микобактериями [4].

Таблица 2. Содержание катехоламинов в биоаминсодержащих структурах легких

Table 2. The content of catecholamines in bioamine-containing structures of the lungs

Структуры

Structures

Условно 
здоровые

Apparently healthy

Стабильная туберкулема

Stable tuberculoma
Прогрессирующая туберкулема

Progressive tuberculoma
капсула

tuberculoma 
capsule

вне капсулы

outside tuberculoma 
capsule

капсула

tuberculoma 
capsule

вне капсулы

outside tuberculoma 
capsule

ВАМ/IAM 15,3±0,5 11,3±0,05 35,7±0,02

ИМ/IM 17,6±0,6 9,2±0,01 36,5±0,05

ВКМ/ICM 11,7±0,03 48,8±0,01
ТК/Mast cells 18,6±0,1 56,7±0,02 36,8±0,02 51,1±0,02 27,8±0,05

Фон/Background 7,9±0,4 6,8±0,01 – 57,2±0,01 –

Примечание. Цифровые данные приведены в условных единицах. Курсивом обозначено понижение числа клеток по сравнению с группой 
«условно здоровые», жирным — повышение. Материал представлен как M±σ. Различия статистически значимы при p < 0,05. ВАМ — внутри 
альвеолярный макрофаг, ИМ — интерстециальный макрофаг, ВКМ — внутри капсулярный макрофаг, ТК — тучные клетки.
Note. The numerical data are presented in arbitrary units. Decrease and increase in cell number compared to “apparently healthy” group depicted 
in italic and bold respectively. The data are presented as M±σ. The significance level is set at p < 0.05. IAM — intra-alveolar macrophage, IM — interstitial 
macrophage, ICM — intra-capsular macrophage, MC — mast cells.
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В капсуле туберкулемы прогрессирующего 

течения число изучаемых иммунных клеток, 

так же как и в капсуле стабильной туберкулемы, 

был больше показателей нормы. Но при этом 

повышенное содержание катехоламинов опре-

делялось во всех изучаемых клетках в несколь-

ко раз, с максимальными значениями фонового 

свечения. Сохранение корреляционных связей 

между тучными клетками и макрофагами, уве-

личение числа лимфоцитов, указывает на ак-

тивность специфического туберкулезного про-

цесса в этой зоне, и целенаправленное действие 

клеток на уничтожение возбудителя.

Таким образом, несмотря на сходную им-

мунологическую реакцию со стороны CD4- 

и CD8-лимфоцитов в капсулах двух изучаемых 

видов туберкулем, механизмы регуляции тубер-

кулезного воспаления будут связаны с разным 

содержанием КА в макрофагах и концентраци-

ей возбудителя в легочной ткани.

В перифокальных зонах туберкулем стабиль-

ного течения было выявлено снижение чис-

ла изучаемых лимфоцитов, с преобладанием 

Т-хелперов. Появление контактов между ними 

и интерстициальными макрофагами, возмож-

но, является одним из звеньев в механизме ре-

гуляции фазы ремиссии специфического тубер-

кулезного воспаления. Напротив, в легочной 

ткани вокруг капсулы прогрессирующей тубер-

кулемы, отмечалось увеличение CD8+ лимфо-

цитов и повышенное содержание КА в макро-

фагах. Более того, в этой зоне обнаруживались 

сильные корреляционные межмакрофагаль-

ные связи, контактное взаимодействие ВАМ 

и ИМ с CD4+-лимфоцитами и увеличение числа 

Т-киллеров вокруг кровеносных сосудов.

Исходя из полученных нами данных, мож-

но предположить, что регулирование фаз тече-

ния туберкулезного воспаления осуществля-

ется разными клеточными взаимодействиями. 

Наступление фазы ремиссии может быть связа-

но с ослаблением или полным разрывом связей 

между всеми описанными структурами, и преи-

мущественным влиянием интерстициальных 

макрофагов. В свою очередь, одновременное 

повышение содержания нейроамина и образо-

вание сильных связей между разными катехола-

мин-содержащими клетками в активную фазу 

воспаления может зависеть от концентрации 

микобактерий в изучаемых зонах. В участках 

легких с повышенным числом микобактерий 

воспалительная реакция, возможно, связана 

как с ТК, так и макрофагами. В зонах с меньшей 

концентрацией возбудителя экссудативная фаза 

регулируется преимущественно макрофагами.

Таким образом, можно предположить, что 

иммунно-клеточный механизм регуляции ту-

беркулезного воспаления при стабильном те-

чении больше зависит от числа хелперов (CD4), 

а при прогрессирующем — одновременно от хел-

перов и киллеров. При прогрессирующем тече-

ние туберкулемы отмечается увеличение кате-

холамин-содержащих макрофагов, образую щих 

контакты с Т-лимфоцитами хелперами.

Таблица 3. Корреляционные сопряжения между биоаминсодержащими структурами легких 

по содержанию КА при туберкулемах легких

Table 3. Correlations between CA-containing lung areas in pulmonary tuberculoma

Структуры

Lung structures

Условно 
здоровые

Apparently 
healthy

Стабильная туберкулема

Stable tuberculoma

Прогрессирующая 
туберкулема

Progressive tuberculoma

капсула

tuberculoma 
capsule

вне капсулы

outside 
tuberculoma 

capsule

капсула

tuberculoma 
capsule

вне капсулы

outside 
tuberculoma 

capsule
ВАМ/ИМ | IAM/IM 0,86 – –0,8 – 0,9

ВАМ/ТК | IAM/mast cells 0,82
0,2

0,3
0,9

–0,7
ИМ/ТК | IM/mast cells 0,94 0,3 –0,7
МФ/туберкулема | MF/tuberculoma –0,5 – 0,8 –
ТК/туберкулема | Mast cells/tuberculoma –0,1 – 0,8 –

Примечание. ВАМ — внутриальвеолярный макрофаг. ИМ — интерстициальный макрофаг. МФ — макрофаги. ТК — тучные клетки. Жирным 
начертанием отмечены сильные положительные корреляционные связи, курсивом — сильные отрицательные.
Note. IAM — intra-alveolar macrophage. IM — interstitial macrophage. MF — macrophages. MC — mast cells. Strong positive and negative correlations 
are depicted in bold and italic, respectively.
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Abstract. Introduction. Thrombocytopenia is considered as one of the signs of sepsis but, Changes in number, morphology 

and volume of platelets is not widely researched upon in this matter. Therefore, the current study is aiming to analyze 

the changes in number, morphology and volume of platelets during neonatal sepsis. Materials and methods. This 

cross-sectional study has been carried out on 807 premature neonates suspected to have infection in Ghaem hospital 

Mashhad from 2015–2023 by using available sampling method. The data collection tool, researcher-made checklist 

included laboratory evaluations by which platelet indicators [Platelet count, Platelet distribution width (PDW) and 

mean platelet volume (MPV)] were measured and compared before, during infection and after recovery. Afterwards, 

platelet characteristics in septic neonates (Case group) were compared to neonates without definite signs of infection 

(Control group). Results. Two hundred ninety-five neonates (35.5%) had definitive sepsis. In the case group the number 

of platelets was less and the amount of MPV and PDW were higher than control group. The number of platelets decreases 

during infection, but this numbers increase after recovery. PDW increases during infection and after recovery. Fifty 

four percent of infected neonates had thrombocytopenia. Thrombocytopenia in 78% of neonates with sepsis caused by 

Klebsiella pneumoniae and in 58% of the cases caused Enterobacter aerogenes was seen. The optimal cutoff value of platelet 

to differentiate case from those of control group was lower than 100 000/mcL, with a sensitivity of 73%, specificity 12.2% 

(AUC = 0.427), MPV more than 9.8(fl), with a sensitivity of 80%, specificity 47% (AUC = 0.618), PDW more than 11.2(fl), 

with a sensitivity of 90%, specificity 28.4% (AUC = 0.763). Conclusion. During infection the number of platelets decreases, 

but MPV and PDW increase. Thrombocytopenia was seen more in gram-negative bacteria rather than gram-positive. 

During infection the number of platelets decreases but after recovery the number of platelets, MPV and PDW increases. 

Platelet indices have good sensitivity but low specificity in diagnosing definitive infection.

Key words: neonates, sepsis, platelets, platelet distribution width (PDW), mean platelet volume (MPV), bacteria.
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Резюме. Введение. Тромбоцитопения считается одним из признаков сепсиса, однако изменения количества, 

морфологии и объема тромбоцитов при этом изучены недостаточно. В этой связи настоящее исследование 
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было посвящено анализу указанных изменений тромбоцитов при неонатальном сепсисе. Материалы и мето-

ды. Проведено поперечное исследование на 807 недоношенных новорожденных с подозрением на инфекцию 

в больнице Гаем в Мешхеде с 2015 по 2023 гг. с использованием доступного метода отбора проб. Форма учета 

результатов, составленная исследователями, содержала результаты лабораторных анализов, а именно пока-

затели тромбоцитов [количество тромбоцитов, ширина распределения тромбоцитов (PDW) и средний объем 

тромбоцитов (MPV)] до, во время инфекции и после выздоровления. После этого характеристики тромбо-

цитов у новорожденных с сепсисом (основная группа) сравнивались с новорожденными без определенных 

признаков инфекции (контрольная группа). Результаты. У 295 новорожденных (35,5%) был диагностирован 

сепсис. В основной группе количество тромбоцитов было меньше, а уровень MPV и PDW был выше, чем в кон-

трольной группе. Количество тромбоцитов уменьшается во время инфекции, но увеличивается после выздо-

ровления. PDW увеличивается во время инфекции и после выздоровления. У 54% инфицированных новорож-

денных отмечена тромбоцитопения, при этом у 78% новорожденных сепсис был вызван Klebsiella pneumoniae, 

а в 58% случаев — Enterobacter aerogenes. Оптимальное пороговое значение тромбоцитов для различий между 

основной и контрольной группами было ниже 100 000/мкл, с чувствительностью 73%, специфичностью 12,2% 

(AUC = 0,427), MPV более 9,8 (fl), с чувствительностью 80%, специфичностью 47% (AUC = 0,618), PDW более 

11,2 (fl), с чувствительностью 90%, специфичностью 28,4% (AUC = 0,763). Заключение. Во время неонатального 

сепсиса количество тромбоцитов уменьшается, но уровни MPV и PDW увеличиваются. Тромбоцитопения 

чаще наблюдалась при патологии, вызванной грамотрицательными чем грамположительными бактериями. 

Во время инфекции количество тромбоцитов уменьшается, однако после выздоровления количество тромбо-

цитов, MPV и PDW увеличивается. При диагностике типичной инфекции индексы тромбоцитов показали 

хорошую чувствительность, но низкую специфичность.

Ключевые слова: новорожденные, сепсис, тромбоциты, ширина распределения тромбоцитов по объему (PDW), средний 

объем тромбоцитов (MPV), бактерии.

Introduction

Sepsis is one of the most common infectious dis-

eases in neonates which most often appears in pre-

mature and low birth weight neonates [47] and in de-

veloping countries it is considered as one of the main 

reasons for neonatal death [34]. In general, sepsis 

is described as a systemic inflammatory reaction 

against infections [1]. Mostly, positive blood culture 

with the addition of clinical and laboratory signs 

of infection is considered as definitive sepsis [18]. 

Early diagnosis and treatment of sepsis is a neces-

sity to reduce morbidity and mortality due to in-

fection [10]. Therefore, different parameters must 

be used. Due to the fact that blood culture is time-

consuming and needs at least 48 to 72 hours, in or-

der to diagnose and treat sepsis on time, we can rely 

on hematologic findings such as platelet indicators 

{the number of platelets,

Platelet distribution width (PDW) and mean 

platelet volume (MPV) [2, 6, 27]. Since platelet in-

dicators are biomarkers of platelet activation, during 

sepsis, these indicators also change [9].

Platelets are one of the blood components and are 

involved in different physiological and pathological 

processes such as homeostasis, thrombosis, bleeding, 

inflammation and immune regulation.

The number of platelets is considered as a nonspe-

cific biomarker in diagnosing sepsis or other diseases. 

Platelet count is quite important and thrombocyto-

penia is one of the initial findings in neonatal sepsis. 

In Oh et al. study, platelet count of less than 80 000/

μl in 40% of patients with severe sepsis was report-

ed [38]. Thrombocytopenia happens when the num-

ber of platelets is less than 150 000/μl [23]. In septic 

patients, thrombocytopenia mostly follows with ir-

regular responses from the host [52]. The pathogen-

esis of thrombocytopenia in neonatal sepsis is not 

fully understood yet. It is plausible that during neo-

natal sepsis, endothelial damage activates platelet 

harvesting by the reticuloendothelial system (RES), 

and possibly, platelet production decreases relative 

to its consumption during infection [32].

MPV in physiologic situations has an opposite re-

lation with the number of platelets [40]. MPV is used 

in diagnosing, predicting and monitoring the severity 

of neonatal sepsis [39]. Increase in MPV levels is an 

indicator of increase in platelet production in bone 

marrow which happens in conditions such as septice-

mia, thrombosis or inflammations [28]. Significant 

increase in MPV levels compared to base amounts 

in neonatal sepsis was reported by Guida et al. 

A combination of increase in platelet destruction and 

insufficient platelet production during thrombocyto-

penia caused by sepsis in neonates can cause the re-

lease of immature platelets into the bloodstream. 

The increase in immature platelet levels in blood can 

raise MPV levels [20].

PDW is an indicator of changes in platelet volume 

in size and shows heterogeneity in platelet morphol-

ogy. In case of platelet anisocytosis, PDW increases. 

PDW reference value ranges from 8.3% to 56.6%. 

Under physiologic circumstances, there is a direct 

link between MPV and PDW and they both usu-

ally change in one direction [9]. Tayman et al. have 

reported higher levels of PDW followed by an in-
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crease in MPV levels during sepsis in consecutive 

days among premature neonates which ultimately 

died [50].

As noted in limited studies, the size and the mor-

phology of a platelet changes during the infection. 

However, the studies have been carried out, using low 

sample sizes and they occasionally had inconsistent 

outcomes. Considering the fact that the number and 

morphology of platelets is easily accessible for the 

physician, if these factors help evaluate the possibility 

of infection, early treatment would be started for the 

neonate which can lead to improve patient’s survival. 

Therefore, the current study is done aiming to ana-

lyze the changes in number, morphology and volume 

of platelets before, during infection and after recover-

ing from neonatal sepsis and comparing it with neo-

nates without infection.

Materials and methods

This cross-sectional study has been performed 

on 807 premature neonates suspected to have infec-

tion in Ghaem hospital, Mashhad, from 2015 to 2023 

by using available sampling method. This study 

was approved by the ethics committee of Mashhad 

University of Medical Sciences (IR.MUMS.

fm.REC.1401.658) and samples were taken after ob-

taining the consent of parents. A sample containing 

1 cc of blood was collected in order to evaluate PLT, 

MPV and PDW. Inclusion criteria were as follows: 

having at least one of the symptoms such as poor 

feeding, listlessness and lethargy, hypotonia, respira-

tory distress, hypo- or hyperthermia, apnea, seizure, 

direct jaundice, diarrhea and vomiting, loss of con-

sciousness, bradycardia, showing signs of local infec-

tions, abdominal distension [11]. Laboratory symp-

toms confirming sepsis included leukocytosis (WBC 

more than 15 000) and leukopenia (WBC less than 

5000), thrombocytopenia (PLT � 150 000) and CRP 

positive (more or equal to 6 mg per deciliters).

Neonates with positive blood culture in addition 

to having at least one of the clinical signs of infec-

tion and one of the laboratory signs of infection were 

considered to have definitive sepsis (Case group). 

Neonates with positive blood culture during the first 

three days of hospitalization were considered to have 

early onset sepsis (EOS) and neonates who showed 

signs of infection after 3 days were considered to have 

late onset sepsis (LOS). Neonates without definite 

signs of infection and negative blood culture were 

considered as the control group. Neonates with con-

genital infections and congenital anomaly were ex-

cluded from the study.

After obtaining the blood culture results, under-

study units were deliberated in terms of the number 

of platelets, PDW and MPV and a comparison was 

made between case and control group. Also, the num-

ber of platelets, PDW, and MPV were compared be-

fore, during, and after infection recovery. Data col-

lection tool was researcher made checklist including 

the neonates’ laboratory specifications (PLT, MPV 

and PDW).

After collecting and coding the data, they were 

analyzed using SPSS (version 26). In the data analy-

sis stage, first a general description of data was ob-

tained with statistical tables and charts, and then, 

by using the T-test, we compared platelet indices 

in non-infected and infected neonates. The ROC 

curve analyses have been performed to evaluate if 

platelet count could be a biomarker for distinguish-

ing definitive infection from those without infection. 

The significance level in all cases is p � 0.05.

Results

807 neonates suspected of infection have been 

enrolled in this study. 512 neonates (66%) did not 

have infection and 295 neonates (35.5%) had infec-

tion. The number of platelets, MPV and PDW in two 

groups had statistically significant difference. In the 

group with definitive infection, the number of plate-

lets was lower and the amount of MPV and RDW 

were higher (Table 1).

The results of the study depicted that the number 

of platelets decreases during infection, but this num-

ber increases after recovery (Fig. 1).

PDW increases during infection and after recov-

ery (Fig. 2).

In this study, 54.5% of infected neonates and 

32.7% non-infected neonates had thrombocytope-

nia. Forty percent of neonates with EOS and 57% 

Table 1. Comparing the mean amount of laboratory variables of neonates in two groups of neonates 

without infection and those with infection

Variable
Case group

N = 295 (34%)
Control group
N = 512 (66%)

P-value (T-Test)

PLT 164.00±129.00 204.00±116.00 0.005
MPV 11.88±5.05 9.31±1.28 0.000
PDW 13.00±2.00 12.62±2.05 0.000

Figure 1. Changes of platelet before, during 

infection and after treatment
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of neonates with LOS, had thrombocytopenia (p = 

0.000). Thrombocytopenia in LOS was 1.5 times 

more than EOS. Thrombocytopenia can be observed 

in more than 50% of neonates with sepsis Klebsiella 

pneumoniae and Enterobacter aerogenes (Fig. 3).

As can be seen in Table 2, PDW higher than 

11.5 fl is observed in 88.2% of neonates with defini-

tive infection.

As seen in Table 3, MPW higher than 11 fl is ob-

served in 47% of neonates with infection, while it is 

reported in less than 8% of non-infected neonates.

Platelet count less than 100 000 per microliter has 

a sensitivity of 73% and a specificity of 12.2% in di-

agnosis of neonatal sepsis (AUC = 0.427). MPV more 

than 9.8 fl has 80% sensitivity and 47% specificity 

in neonatal sepsis diagnosis (AUC = 0.618). PDW 

Table 3. Comparing the PDW of neonates in two groups of neonates without infection and those with infection

Variable: PDW Control group (%) Case group (%) P-value (chi-square)

Normal (7.5–11) 32.2 11.8
0.001

Abnormal (> 11.5) 64.8 88.2

Table 4. Comparing the MPV of neonates in two groups of neonates without infection and those with infection

Variable: MPV Without infection (%) Definitive infection (%)
The significance level* 

(chi-square)

Normal (< 11) 92.3 52.6
0.001

Abnormal (> 11) 7.7 47.4

Note. *P-value of less than 0.05 was regarded as statistically significant.

Table 5. Comparing the mean amount of laboratory variables of neonates in two groups of gram-negative 

and gram-positive micro-organisms

Variable
Gram negative

Mean±SD
Gram positive

Mean±SD
The significance level* 

(T-Test)

PLT 153.58±113.93 188.71±162.15 0.001
MPV 11.92±3.04 10.80±2.33 0.047
PDW 13.98±2.47 13.54±2.97 0.490

Note. *P-value of less than 0.05 was regarded as statistically significant.

Figure 2. Changes in PDW before, during and after 

treatment

Figure 3. The percentage of thrombocytopenia 

in neonates with infection

Figure 4. Sensitivity and specificity of PLT, PDW 

and MPV in diagnosis of neonatal sepsis
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greater than 11.2 fl has a sensitivity of 90.1% and 

a specificity of 28.4% in diagnosis of neonatal sepsis 

(AUC = 0.763) (Fig. 4).

The comparison of platelet indices between 

gram-positive and gram-negative bacteria shows that 

the number of platelets decreases more and MPV 

significantly increases in sepsis caused by gram-

negative bacteria compared to gram-positive bacteria 

(Table 4).

The highest amount of platelets was reported 

in sepsis with Enterobacter agent and the least amount 

of platelets, in sepsis with Enterococcus agent (Fig. 5).

Discussion

According to the results of this study, in infants 

with definite infection compared to infants without 

definite infection the number of platelets is reduced, 

and this decrease is seen more in infections caused 

by gram-negative bacteria. Although the reduction 

of platelets has an acceptable sensitivity for diagno-

sis of definitive infection, it has very little specificity. 

In this study, Thrombocytopenia in the group with 

infection was 1.5 times more than the group without 

infection (54% compared to 34%). The incidence 

of thrombocytopenia in sepsis has been reported to be 

20 to 81% [5, 35, 36, 43]. Ahmad et al. introduced 

thrombocytopenia as a predictor of neonatal sepsis. 

They observed a higher mortality rate in infants with 

thrombocytopenia [2]. Thrombocytopenia in septic 

neonates is multi factorial and can be divided into 

several general categories such as increased platelet 

destruction, reduce in platelet production, various 

reasons and unknown reasons [4]. Physicians, who 

are faced with this homeostatic disorder or signifi-

cant decrease in the number of platelets, should ac-

tively identify the underlying causes and try to rectify 

it. Detailed patient history and precise physical exam 

are the keys to a correct diagnosis, which should be 

approved by laboratory test results along with data 

analysis in clinical context [53]. Thrombocytes have 

a complicated role in sepsis. During sepsis and stim-

ulation of pathogens, coagulation cascades, inflam-

matory responses along with endothelial tissue dam-

age continuously cause activation of platelets [14] 

and platelets’ surface proteins can connect to bacte-

ria [21]. Platelet consumption by platelet activation 

with intermediate thrombose is the most common 

mechanism. In severe sepsis diffuse intravascular co-

agulation can happen which can lead to intravascular 

fibrin formation and thrombotic vascular occlusion. 

Consumption of platelets and its subsequent throm-

bocytopenia and reduction of coagulation factors si-

multaneously, caused by continues coagulation, can 

cause excessive bleeding [53]. According to the fact 

that thrombocytopenia occurs in half of the neonates 

with sepsis, we can use it as a marker for neonatal sep-

sis diagnosis, since this blood marker can be quickly 

accessed by the physician.

The probable pathophysiology is neonatal sep-

sis-induced endothelial damage and the formation 

of microthrombi, which can lead to the consumption 

of platelets. The imbalance between the production 

from the bone marrow and consumption leads to low 

platelet count in neonatal sepsis [42].

In this study thrombocytopenia in LOS was 1.5 

times more than EOS (57% compared to 40%). 

In Khasswanhe et al. study, higher rates of throm-

bocytopenia in neonates with LOS was reported, 

approximately three times higher than EOS (59.3% 

compared to 24%) [26]. In Sangsari et al. study, 

33.3% of neonates with EOS, 40% of neonates with 

LOS and 50% of neonates with clinical infections 

had thrombocytopenia [35]. In Mittal and Guida 

studies, prevalence of thrombocytopenia in LOS was 

significantly higher than EOS [20, 36].

According to our study the number of platelets 

decreases more and MPV significantly increases 

in gram-negative bacteria caused infection compared 

to infections caused by gram-positive. In Guida et 

al. study the duration of thrombocytopenia related 

to sepsis was different depending on the microor-

ganisms causing it. Gram-negative and fungal infec-

tions had a longer period of thrombocytopenia com-

pared to the gram-positive infections [20]. According 

to studies, platelet levels in sepsis cases caused by 

gram-negative microorganisms in comparison with 

gram positive cases was less [3, 5, 8, 29].

In 69% of the cases with sepsis Klebsiella pneumo-

niae and 57% with Enterobacter aerogenes agent 

thrombocytopenia was observed. Although throm-

bocytopenia can be seen in various microbial causes 

of neonatal infection, but according to Ghanghoriya 

study, in infections caused by gram-negative microbes 

specially in Klebsiella [17] and according to Torkaman 

study, in infections caused by Enterobacter it was 

more common [51]. In Karne study, Pseudomonas 

aeruginosa was the most common organism causing 

neonatal sepsis accompanying severe thrombocy-

topenia (64.7%) than mild or moderate thrombo-

cytopenia [25]. This may be due to more endotoxin 

produced by the gram-negative bacteria. Bacterial 

Figure 5. Mean amount of platelet in sepsis 

common germs among neonates with infection
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endotoxin inhibits platelet production by obstructing 

the bone marrow megakaryocytes in patients [16]. 

Whereas, In Sangsari et al. study, thrombocytopenia 

was observed in 28.5% of neonatal sepsis with gram-

positive and 16.6% with gram-negative [35]. In Shane 

et al. study, thrombocytopenia was diagnosed in 25% 

of neonates with sepsis, but there wasn’t a significant 

difference between gram-positive and gram-negative 

caused infections [48]. Since the outbreak of throm-

bocytopenia in cases of sepsis due to gram-negative 

microorganisms is more common, therefore in cas-

es of thrombocytopenia in neonatal sepsis, initially 

a suitable treatment for gram negatives should be 

considered.

In our study, moderate thrombocytopenia 

(PLT < 100 000/μl) has a sensitivity of 73% and 

a specificity of 12.2% in diagnosis of neonatal sepsis 

(AUC = 0.427). Thrombocytopenia (platelet count < 

150 000/μl) had the highest sensitivity to detect sep-

sis (87.91%) followed by MPV and PDW with a sen-

sitivity of 84.9% and 79.12%, respectively (Majumdar 

et al., 2021). The sensitivity and specificity of throm-

bocytopenia in detecting neonatal sepsis was found 

to be 83.08% and 20.33%, respectively [2].

According to the results of this study, MPV in-

creases in infants with definitive infection compared 

to those without infection and this increase is signifi-

cantly higher in gram-negative bacteria caused sep-

sis. In neonates with definitive infection high MPV 

(more than 11 fl) has been reported 6 times more 

than uninfected neonates. Choudhary et al. reported 

that high levels of MPV and PDW, and thrombo-

cytopenia is more common in LOS than EOS [13]. 

In Mittal study, a significantly higher MPV in the 

LOS group was reported [36]. MPV, due to its sensi-

tivity can be used as a marker for platelet morphology. 

Any rise in MPV level indicates a raise in platelet pro-

duction by the bone marrow as a reciprocation to its 

destruction or consumption elsewhere. In general, 

platelets reduce in size due to aging, as a result MPV 

decreases. Moreover, it is depicted that platelets that 

have increased volume are more active, hypersensi-

tive, and have a faster respond during the aggregation 

process while demanding minimum stimulus. These 

platelets are more adhesive in nature and in order 

to aid blood stasis they become more inert. These 

traits are believed to be due to the presence of excess 

of dense granules and thromboxane in the cytoplasm 

of larger platelets [7]. MPV is used as a potential 

marker for early diagnosis of severe sepsis and pre-

dicting the outcomes [24, 25]. The results of Cai et al. 

study depicted that MPV can be an independent pre-

dictor of neonatal sepsis prognosis, and can help pre-

dict the prognosis of premature neonates with LOS 

in early stages [12]. In Mittal study, MPV increased 

in 70.7% of neonatal sepsis [36]. The difference be-

tween baseline MPV level of neonates with culture-

proven sepsis was comparatively higher than control 

group and this difference was found to be statistically 

significant. Hence, MPV can be used as a simple, 

economical, and specific factor to predict neonatal 

sepsis [22]. In Sangsari et al. study, increase in MPV 

levels in 25.6% of septic neonates was observed [45]. 

According to the results of Cai et al. study, increase 

in MPV levels in premature neonates can be caused 

by increase in blood coagulation, increased inflam-

matory response and oxidative stress. Which amongst 

all these reasons, the most common cause of relation 

between MPV and mortality is inflammatory re-

sponses [12]. Elevated MPV may indicate endothelial 

damage as well as platelet activation, and is an easily 

accessible hematological parameter [49]. According 

to results of Shaaban study MPV levels on third day 

after birth can be used as an alternate marker for pre-

dicting EOS and mortality related to it in premature 

neonates [46]. Therefore, given that the MPV in-

creases during inflammation, it can be considered 

as a predicting marker in premature neonates with 

sepsis. However, the exact pathophysiologic mecha-

nisms are still unknown [54].

In our study, increase in MPV greater than 9.8 fl 

has a sensitivity of 80% and a specificity of 47% in di-

agnosing the infection. In Tayman study, the MPV 

value of 10.35 fl was considered as the cut off value 

in patients probably resulting in sepsis with a sen-

sitivity of 97.8% and specificity of 78.7% (AUC = 

0.949; p < 0.001) [50]. In Milas study, MPV levels 

in infected neonates were found significantly higher 

compared to healthy neonates. In sepsis diagnosis, 

sensitivity and specificity of MPV was proven to be 

0.675 (95% CI: 0.536–0.790) and 0.733 (95% CI: 

0.589–0.840), respectively, at an optimal cut-off 

point of 9.28fL [35]. In Sagheb study, there were sta-

tistically significant differences between MPV (Mean 

Difference: 0.56, 95% CI: 0.25 to 0.86, p < 0.001) 

in neonatal sepsis compared to healthy neonates. 

Diagnostic cut-off levels with sensitivity of (80.56%) 

and specificity of (52%) were found to be MPV > 9.2 

fl [44]. The sensitivity and specificity values of MPV 

(cut-off > 9 fl) were 63.40% and 53.8% respectively. 

The area under the curve (AUC) values for MPV, 

in the ROC analysis were 0.641 [42]. In Pamudji 

study, MPV with a cut-off point of 7.44 fl can be 

used for neonatal sepsis diagnosis with a sensitivity 

of 80% and 84.2% specificity [41]. The mechanism 

of changing platelet function in sepsis is still unclear. 

During activation, platelet morphology changes from 

discoid to spherical with pseudopodia. MPV reflects 

the average size of platelets. Old platelets are smaller 

in size in comparison with young platelets. An in-

crease in number of young platelets indicates a raise 

in platelet production due to overconsumption in-

duced by inflammation. Larger platelets are believed 

to be metabolically, functionally, and enzymatically 

more active than smaller platelets.

According to the results of this study, PDW has 

a definitive increase in neonates with infection com-

pared to those without infection, which this increase 
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is insignificantly higher in gram-negative bacteria 

caused sepsis. Increase in PDW greater than 11.2 has 

a sensitivity of 90% and a specificity of 28% for the 

diagnosis of definitive infection. In Sangsari et al. 

study, increase in PDW levels was observed in 24.3% 

of septic neonates [45]. In 67% of cases (n = 188) PDW 

was found to increase compared to the control group 

(36.2%) (p < 0.0001) [36]. Guclu et al. reported that 

septic patients with PDW levels higher than 18%, had 

worse outcomes [19]. The results of Meabed study de-

picted that the average amount of platelets and PDW 

among septic neonates was less than the control group. 

Meanwhile, PDW level in septic patients was signifi-

cantly higher than control group. PDW increases 

during infection [33]. In Karne study, platelet indices, 

MPV and PDW values were increased in newborns 

with sepsis. 43.69% of proven and probable sepsis 

showed increased PDW value [25]. Therefore, plate-

let function can be an important diagnostic marker 

in neonatal sepsis [33]. In Tayman et al. study, there 

were no statistically significant difference in PDW 

levels between the group of neonates with sepsis and 

the control group [50]. Catal et al. study reported 

higher levels of PDW along with higher MPV levels 

during sepsis episodes on consecutive days among 

non-survivors [50]. According to Choudhar study, 

65.81% of the neonates in case group and 34.69% 

in control group had PDW higher than 19.1 FL and 

which this difference between the two groups was 

statistically significant (p = 0.0001) [36]. PDW is an 

indicator of volume variability in platelets size and 

depicts the heterogeneity in platelet morphology [15]. 

It increases when there is platelet anisocytosis. Under 

physiological conditions, there is a direct connection 

between MPV and PDW; both usually change in the 

same direction [9]. A high PDW may result from 

platelet swelling in the circulation and platelet imma-

turity, which can indicate platelet heterogeneity [31]. 

In order to predict outcomes in pediatric and neona-

tal sepsis, metrics such as PDW, which is an indicator 

of platelet size, have been used. Changes in these pa-

rameters during sepsis can help us gain a plain insight 

into the multiple roles played by platelets in sepsis 

pathophysiology [37].

The main limitation of our study is its retrospec-

tive nature. Therefore, it is recommended to carry 

out detailed prospective studies on this subject.

Conclusion

Sepsis in premature neonates can lead to throm-

bocytopenia and changes in platelet indicators 

(PDW, MPV and PLT) and all these indicators are 

easily accessible and cost-effective and can be ob-

tained during usual blood count. During infection 

the number of platelets decreases, but MPV and 

PDW increase. Before and during infection the num-

ber of platelets and MPV decrease but after recovery 

the number of platelets, MPV and PDW increase. 

Thrombocytopenia in LOS was 1.5 times more than 

EOS, and thrombocytopenia in sepsis caused by 

gram-negative microorganisms was more common 

than gram-positive. Increase MPV and PDW in sep-

sis caused by gram-negative microorganisms was 

more common than gram-positive. Platelet indices 

have good sensitivity but low specificity in diagnos-

ing definitive infection
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A PRELIMINARY STUDY: FIRSTLY OPTIMISATION 

OF THE IN VITRO BIOFILM FORMATION METHOD 

IN TRICHOSPORON ASAHII STRAINS ISOLATED 

FROM PATIENTS IN TÜRKIYE

A. Sinema,b, E. Sevgib

a Haliç University, Istanbul, Türkiye
b Istanbul University — Cerrahpaşa, Istanbul, Türkiye

Abstract. Trichosporon asahii, a fungus found in nature and human microbiota, has recently emerged as the most common 

cause of disseminated and deep-seated trichosporonosis, particularly in immunocompromised patients. Biofilm formation, 

one of the important virulence factors of T. asahii, facilitates its colonisation and proliferation, providing the fungus with 

antifungal and environmental stress’s resistance. In this study, we aimed to develop a reproducible T. asahii biofilm model 

for our future research by optimising the inoculum concentration, adhesion-time, biofilm maturation-time, static and 

shaking parameters. Materials and methods. We included two clinical isolates obtained from urine samples and a reference 

strain in the study. For each strain, we applied 36 different experimental parameters, including, 105, 106 and 107 CFU/

mL inoculum consentrations, 60-, 90-, and 120-minutes adhesion-times, 48- and 72-hours maturation-times, and static 

versus shaking. We determined the biofilm formation of fungus using the most commonly used crystal violet method. 

We determined standard deviation values with three replicates within each experiment, and we compared all the graphs 

obtained by repeating these experiments twice. Results. After applying 36 different experimental parameter combinations, 

we determined the most optimised and reproducible parameters as 107 CFU/mL inoculum concentration, 120-minute 

adhesion-time, 72-hour maturation-time and static. Conclusion. In optimisation studies conducted worldwide on this 

subject, it has been reported that biofilms formation varies in terms of quantity and duration across different countries, but 

there isn’t any optimisation study in Turkey. We believe that the optimisation conditions we have firstly identified in our 

country will shed light on our future research and other studies to be conducted in the future.

Key words: Trichosporon asahii, invasive fungal infections, biofilm, optimization, fungi, Türkiye.

ПРЕДВАРИТЕЛЬНОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ: ПЕРВИЧНАЯ ОПТИМИЗАЦИЯ МЕТОДА 

ФОРМИРОВАНИЯ БИОПЛЕНКИ IN VITRO У ШТАММА TRICHOSPORON ASAHII, 

ВЫДЕЛЕННОГО ОТ ПАЦИЕНТОВ В ТУРЦИИ

Синем А.1,2, Севги Э.2

1 Университет Халич, Стамбул, Турция
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Резюме. Trichosporon asahii — грибок, встречающийся в природе и микробиоте человека, недавно стал наи-

более распространенной причиной диссеминированного глубокого трихоспороноза, особенно у пациентов 
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с ослабленным иммунитетом. Образование биопленки, один из важных факторов вирулентности T. asahii, 

облегчает его колонизацию и распространение, обеспечивая грибку устойчивость к противогрибковым 

препаратам и внешнему стрессу. В настоящем исследовании мы попытались разработать воспроизводимую 

модель биопленки T. asahii для последующих исследований путем оптимизации концентрации инокуля-

та, времени адгезии, времени созревания биопленки, статических параметров и параметров встряхивания. 

Материалы и методы. В исследование были включены два клинических изолята, полученных из образцов 

мочи, и эталонный штамм. Для каждого штамма применялись 36 различных экспериментальных пара-

метра, включая концентрации инокулята 105, 106 и 107 КОЕ/мл, время адгезии 60, 90 и 120 минут, время 

созревания 48 и 72 часа и статику против встряхивания. Мы определили образование биопленки грибка, 

используя наиболее часто используемый метод окраски кристаллическим фиолетовым. Были определены 

значения стандартного отклонения с тремя повторами каждого эксперимента со сравнением всех графи-

ков, полученных при двухкратном повторе проведенных экспериментов. Результаты. После применения 

36 различных комбинаций экспериментальных параметров были определены наиболее оптимизированные 

и воспроизводимые из них, такие как концентрация инокулята 107 КОЕ/мл, время адгезии 120 минут, вре-

мя созревания 72 часа и статика. Заключение. В исследованиях по оптимизации, описанных в литературе, 

сообщалось, что образование биопленок различается по количеству и продолжительности в разных зару-

бежных лабораториях, но в Турции подобных исследований по оптимизации не описано. Мы считаем, что 

условия оптимизации, которые мы впервые определили в нашей стране, будут востребованы для последу-

ющих исследований.

Ключевые слова: Trichosporon asahii, инвазивные грибковые инфекции, биопленка, оптимизация, грибы, Турция.

Introduction

Trichosporon species are yeast-like, anamorphic, 

and basidiomycetous; can be isolated from decay-

ing materials, water, soil, cheese, insects, birds, 

bats and cattle feces; and can colonize and multi-

ply in the gastrointestinal tract, vagina, skin, nails 

and upper respiratory tract of humans. These fungal 

species have a wide geographical distribution and 

are more common in warm and tropical regions [1, 

2, 3, 5, 8, 10, 15]. Although the genus Trichosporon 

is usually associated with easily treatable superfi-

cial infections of the skin, especially white piedra, 

it has gained importance as a cause of opportunistic 

systemic infections since the first case of brain in-

vasive trichosporonosis was reported in 1970 [3, 8, 

10, 14, 15]. It is becoming increasingly common, es-

pecially in patients with underlying haematological 

malignancies, aplastic anaemia, organ transplanta-

tion, extensive burns, AIDS and solid tumours, and 

can cause systemic infections such as pneumonia 

and endocarditis, accounting for approximately 10% 

of cases of disseminated fungal infections [3, 5, 7]. 

Trichosporon infections associated with sinusitis, 

ophthalmological surgery and prosthetic device in-

fections, intravenous drug abuse and peritoneal dia-

lysis are also observed in nonimmunocompromised 

patients [2, 7].

Among Trichosporon species, especially Tricho-

sporon asahii is the most common cause of dissemi-

nated or deep-seated trichosporonosis [3, 7, 8, 9, 

10, 12, 15]. Among the clinical materials obtained 

from patients, T. asahii is the most frequently iso-

lated species from blood and urine samples [16]. 

Clinical isolates are estimated to have greater path-

ogenicity than environmental isolates [9]. T. asahii 

is capable of biofilm formation, phenotypic and 

genotypic variation and the production of proteo-

lytic enzymes such as esterase, hemolysin, phos-

pholipase, protease, coagulase and DNAase, but 

the role of these virulence traits in infection is not 

clear [3, 5, 6, 9, 14, 15]. The most studied virulence 

factor among these virulence factors is adhesion 

and biofilm formation, especially in medical de-

vices [13]. Although most reported cases of haema-

togenous T. asahii infection occur during the neu-

tropenic phase in patients with leukaemia, another 

predisposing factor for infection is associated with 

biofilm formation on invasive devices such as in-

travenous or urinary catheters, endoscopic forceps 

and arteriovenous grafts [3, 7, 12, 15]. A biofilm 

is a three-dimensional structure formed by microbi-

al communities embedded in a polymeric extracel-

lular matrix consisting of polysaccharide, protein 

and extracellular DNA produced by cells adhering 

to a biotic or abiotic surface. It facilitates the colo-

nization, growth and proliferation of yeast [3, 7, 15]. 

Biofilms formed by yeast can produce proteases, 

and biofilm formation provides resistance to antibi-

otics and environmental stress [3, 4, 7, 15]. Biofilm 

formation in T. asahii occurs at four different de-

velopmental stages. These stages include the ini-

tial adhesion of yeast cells between 0 and 2 hours, 

germination and microcolony formation between 2 

and 4 hours, filamentation between 4 and 6 hours 

and proliferation and maturation between 24 and 

72 hours [7]. It is thought that prosthetic devices 

may serve as substrates for the postadhesion growth 

of biofilms, which are microbial communities em-

bedded in an extracellular polymeric substance [7]. 

T. asahii biofilm formation may confer markedly 

increased resistance to antimicrobial agents and 
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protection from host defense [3, 7]. Although an-

tifungal drugs are used to treat trichosporonosis, 

the infection is usually persistent, may recur soon 

after treatment and is associated with high mortal-

ity ranging from 50–80% [2, 3, 7, 12, 14]. Although 

newer azoles, such as voriconazole and posacona-

zole, which are used against T. asahii infections, 

are more effective antifungals than amphotericin B 

and f luconazole, biofilm formation in T. asahii has 

been associated with up to 16 000-fold increased 

resistance to voriconazole, particularly compared 

to that in planktonic cells [1, 7, 11, 14]. When there 

is a high level of antifungal resistance, treatment 

usually requires surgical removal of the infected de-

vice, which has a negative impact on the patient [2, 

12]. Therefore, serious infections can be seen with 

T. asahii strains that are deeply localized and do not 

respond to treatment.

The aim of this study was to develop and op-

timize a reproducible biofilm model to monitor 

the biofilm formation of T. asahii in clinical sam-

ples. For this purpose, we evaluated the inoculum 

amount, adhesion time, biofilm maturation time, 

staticity and shaking parameters during biofilm for-

mation. We are also considering applying the data 

we will obtain from this preliminary study to our 

experiments in another study in which we investi-

gated the critical role of enzymes synthesized by 

T. asahii, whose importance we emphasize in clini-

cal samples, in biofilm formation on polystyrene 

surfaces.

Materials and methods

Strains used and growth conditions. In this retro-

spective study, two T. asahii strains isolated from urine 

samples of patients admitted to İstanbul University — 

Cerrahpaşa, Cerrahpaşa Medical Faculty, Medical 

Microbiology Laboratory in 2017 and 2019, iden-

tified by MALDI-ToF MS method in those years 

and stored at –80°C were included. T. asahii var. 

asahii CBS 2479 was used as the reference strain. 

The strains were inoculated on Sabouraud dextrose 

agar (SDA), incubated at 37°C for 48 hours and then 

stored in Sabouraud dextrose medium (SDB) sup-

plemented with 15% glycerol at –80°C for reuse. 

The 48-hour SDA cultures obtained were used in the 

later stages of the study.

Establishment of biofilm formation by the strains. 

While investigating the biofilms formed by 

the strains, different parameters in the study of Itur-

rieta-González, Padovan [10] were combined and 

applied. For this purpose,  inoculum amounts of 105, 

106 and 107 CFU/mL; adhesion times of 60, 90 and 

120 minutes; biofilm maturation times of 48 and 

72 hours; and static and 100 rpm shaking parameters 

were used, and 36 different parameters were applied 

for each strain. These applications were performed 

both in two patient strains and in the reference strain.

Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 

medium (containing L-glutamine and phenol red 

without sodium bicarbonate) was prepared with 

MOPS according to the CLSI M27A3 guidelines 

(pH 7.0) according to the CLSI M27A3 guide-

lines, sterilized by filtration and stored at +4°C 

until use. A few colonies were taken from the 48-

hour culture produced in SDA with a sterile core, 

inoculated into rpmI 1640 medium and incubated 

at 37°C and 100 rpm overnight. The cells were cen-

trifuged at 3000 rpm for 5 minutes, the superna-

tant was discarded, and the pellet was washed twice 

with PBS. Cell suspensions prepared with rpmI 

medium for each origin were prepared at concen-

trations of 105, 106 and 107 CFU/mL according 

to their absorbance at 530 nm. In a f lat-bottomed, 

96-well polystyrene microplate, 100 μl of cell sus-

pension was added to each well. Three replicates 

were performed for each isolate. The mixture was 

incubated at 37°C for 60, 90 or 120 min under static 

shaking conditions at 100 rpm. The supernatant 

was removed, and the cells were washed with 150 μl 

of PBS. Thus, cells that did not adhere to the surface 

were removed. Then, 150 μl of RPMI medium was 

added to each well and incubated at 37°C for 48 and 

72 hours under static shaking conditions at 100 rpm. 

Thus, biofilm formation was allowed. The superna-

tant was changed every 24 hours, and each experi-

ment was repeated 2 times.

Determination of biofilm formation in strains by 

the crystal violet method. After biofilm formation, 

the supernatant was aspirated, and the cells were 

washed 2 times with 200 μl of PBS and dried at room 

temperature for 45 min. Then, 110 μl of each sam-

ple was stained with 0.4% crystal violet for 45 min. 

Afterwards, the cells were washed 4 times with 200 μl 

of sterile distilled water. Two hundred microliters 

were incubated with 95% ethanol for 45 min, 100 μl 

was transferred to another microplate, and the ab-

sorbance values were measured at a wavelength 

of 570 nm with a spectrophotometer.

Statistical analysis. Three repetitions were made 

in each experiment for 36 parameters applied to the 

three strains included in the study, and the mean 

absorbance values and standard deviations were de-

termined with these repetitions. Each experiment 

was repeated twice. To determine the reproduci-

bility of the experiment, the means and standard 

deviations in these two experiments were com-

pared by applying the independent samples t test 

in MedCalc Software (https://www.medcalc.org/

calc/comparison_of_means.php (Version 22.023; 

accessed May 17, 2024).

Results

Assessment of biofilm formation by the crystal violet 

method. An inoculum amount of 105, 106 or 107 CFU/

mL; an adhesion time of 60, 90 or 120 minutes; a bi-
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ofilm maturation time of 48 or 72 hours; and static 

shaking at 100 rpm were applied to the two patient 

strains and reference strains.

The mean absorbance values and standard devia-

tion values were determined by repeating the same 

experiment three times for 36 different parameters 

applied, and graphs were created with these values. 

All graphs were compared for reproducibility of the 

experiment. The statistically significant difference 

between the two experiments for 36 parameters ap-

plied at three origins showed that the experiment 

could not be reproduced. The P value shown in Table 

was less than 0.05, indicating that there was a sig-

nificant difference between the two experiments and 

that the experiment could not be repeated. When 

the P value was greater than 0.05, there was no sig-

nificant difference between the two experiments, and 

the results were reproducible (Table).

From the graphs created for the strain of 2017, 

the parameters with the least difference between 

the 1st and 2nd experiments were analysed. The pa-

rameters with the least differences between the 1st and 

2nd experiments were 105 CFU/mL, static, 120 min 

adhesion time and 48 h result; 105 CFU/mL, shaking, 

120 min adhesion time and 48 h result; 106 CFU/mL, 

shaking, 90 and 120 min adhesion time and 48 h re-

sult; and 107 CFU/mL, static, 120 min adhesion time 

and 72 h result, for a total of 5 parameters (Table).

From the graphs created for the 2019 strain, the pa-

rameters with the least differences between the 1st and 

2nd experiments were 107 CFU/mL, static, 60 and 

120 minutes of adhesion time and 48 hours result, 

106 CFU/mL, shaking, 120 minutes of adhesion time 

and 48 hours result, 106 CFU/mL, static, 60 minutes 

of adhesion time and 72 hours result, and 107 CFU/

mL, static, 60 and 120 minutes of adhesion time and 

72 hours result, a total of 6 parameters (Table).

The parameters with the least difference between 

the 1st and 2nd experiments from the graphs gener-

ated for the reference strain T. asahii var. asahii CBS 

2479 were 107 CFU/mL, shaking, 90 min adhesion 

time and 48 h result and 107 CFU/mL, static, 60 and 

120 min adhesion time and 72 h result, for a total of 3 

parameters (Table).

Statistical analysis was performed to verify that 

the parameters with the least difference between ex-

periments 1 and 2 of the three included strains were 

reproducible. Since the P value of these parameters 

was greater than 0.05, there was no significant dif-

ference between the two experiments, indicating that 

the experiment was repeatable (Table).

Among the 36 parameters applied for all three 

strains, the common parameters that can be repeat-

ed is 107 CFU/mL, static conditions, a 120-minute 

adhesion time and 72 hours result. This result can be 

seen in the “reproducibility” column in Table. This 

parameter is the optimized result, and the graphs 

with these results for the three strains are shown 

in Figure.T
a

b
le

. 
R

e
p

ro
d

u
c

ib
le

 p
a

ra
m

e
te

rs
 o

f 
th

e
 t

h
re

e
 s

tr
a

in
s

 u
s

e
d

 a
n

d
 c

o
m

p
a

ri
s

o
n

 o
f 

th
e

s
e

 p
a

ra
m

e
te

rs

P
a

ra
m

e
te

rs

S
tr

a
in

s

2
0

1
7

2
0

1
9

C
B

S
 2

4
7

9

1
s

t 
e

x
p

.
2

n
d

 e
x

p
.

P
 v

a
lu

e
R

e
p

.
1

s
t 

e
x

p
.

2
n

d
 e

x
p

.
P

 v
a

lu
e

R
e

p
.

1
s

t 
e

x
p

.
2

n
d

 e
x

p
.

P
 v

a
lu

e
R

e
p

.

1
0

5
, 

4
8

h
, 

S
t,

 1
2

0
m

1.
19

±0
.1

9
1.

11
±0

.0
9

0.
56

*
X

1.
85

±0
.5

8
0.

48
±0

.0
7

0.
02

**
 

0.
77

±0
.1

4
0.

27
±0

.0
1

0.
00

3*
*

 
1

0
7
, 

4
8

h
, 

S
t,

 6
0

m
2.

95
±0

.0
8

1.
71

±0
.1

1
<

 0
.0

01
**

 
1.

98
±0

.0
5

1.
89

±0
.2

2
0.

52
*

X
0.

69
±0

.0
3

0.
48

±0
.0

4
0.

00
2*

*
 

1
0

7
, 

4
8

h
, 

S
t,

 1
2

0
m

2.
81

±0
.2

7
1.

46
±0

.1
5

0.
00

2*
*

 
2.

26
±0

.0
7

2.
39

±0
.0

5
0.

07
*

X
0.

71
±0

.0
2

0.
29

±0
.0

2
<

 0
.0

01
**

 
1

0
5
, 

4
8

h
, 

S
h

, 
1

2
0

m
0.

55
±0

.1
1

0.
50

±0
.0

5
0.

52
*

X
1.

16
±0

.1
3

1.
69

±0
.0

4
0.

00
3*

*
 

0.
59

±0
.1

9
0.

23
±0

.0
1

0.
03

**
 

1
0

6
, 

4
8

h
, 

S
h

, 
9

0
m

1.
57

±0
.1

0
1.

64
±0

.0
3

0.
30

*
X

1.
99

±0
.0

6
1.

29
±0

.0
7

<
 0

.0
01

**
 

0.
55

±0
.0

7
0.

31
±0

.0
2

0.
00

5*
*

 
1

0
6
, 

4
8

h
, 

S
h

, 
1

2
0

m
1.

16
±0

.0
1

1.
29

±0
.1

6
0.

22
*

X
2.

06
±0

.2
4

1.
91

±0
.0

1
0.

36
*

X
0.

78
±0

.2
9

0.
23

±0
.0

1
0.

03
**

 
1

0
7
, 

4
8

h
, 

S
h

, 
9

0
m

2.
69

±0
.0

6
1.

01
±0

.2
9

<
 0

.0
01

**
 

2.
72

±0
.1

3
1.

73
±0

.3
2

0.
00

8*
*

 
0.

69
±0

.1
7

0.
56

±0
.0

1
0.

26
*

X
1

0
6
, 

7
2

h
, 

S
t,

 6
0

m
2.

31
±0

.1
3

1.
35

±0
.0

6
<

 0
.0

01
**

 
2.

39
±0

.1
1

2.
40

±0
.3

2
0.

98
*

X
0.

78
±0

.1
1

0.
33

±0
.0

3
0.

00
3*

*
 

1
0

7
, 

7
2

h
, 

S
t,

 6
0

m
2.

31
±0

.2
0

1.
60

±0
.0

8
0.

00
5*

*
 

2.
95

±0
.0

3
2.

81
±0

.0
8

0.
06

*
X

1.
04

±0
.3

2
0.

59
±0

.0
3

0.
07

*
X

1
0

7
, 

7
2

h
, 

S
t,

 1
2

0
m

2.
26

±0
.2

5
2.

47
±0

.3
7

0.
46

*
X

3.
46

±0
.0

1
3.

59
±0

.0
9

0.
06

*
X

0.
48

±0
.0

5
0.

54
±0

.0
3

0.
20

*
X

T
o

ta
l

5
6

 
3

N
o

te
. 1

05 , 1
06 , 1

07 : A
m

ou
nt

s 
of

 in
oc

ul
um

 u
se

d 
(C

FU
/m

L)
, 4

8h
: 4

8h
ou

r, 
72

h:
 7

2h
ou

r, 
S

t: 
st

at
ic

, S
h:

 s
ha

ki
ng

, 6
0m

: 6
0 

m
in

ut
es

 a
dh

es
io

n 
tim

e,
 9

0m
: 9

0 
m

in
ut

es
 a

dh
es

io
n 

tim
e,

 1
20

m
: 1

20
 m

in
ut

es
 a

dh
es

io
n 

tim
e,

 1
st

 e
xp

.: 
fir

st
 

ex
pe

rim
en

t r
es

ul
ts

 (M
ea

n±
S

ta
nd

ar
d 

D
ev

ia
tio

n)
, 2

nd
 e

xp
.: 

se
co

nd
 e

xp
er

im
en

t r
es

ul
ts

 (M
ea

n±
S

ta
nd

ar
d 

D
ev

ia
tio

n)
. *

p 
>

 0
.0

5,
 T

he
re

 is
 n

o 
st

at
is

tic
al

ly
 s

ig
ni

fic
an

t d
iff

er
en

ce
 b

et
w

ee
n 

th
e 

2 
ex

pe
rim

en
ts

 a
nd

 th
e 

ex
pe

rim
en

t 
is

 re
pr

od
uc

ib
le

. *
*p

 <
  0

.0
5,

 T
he

re
 is

 s
ta

tis
tic

al
ly

 s
ig

ni
fic

an
t d

iff
er

en
ce

 b
et

w
ee

n 
th

e 
2 

ex
pe

rim
en

ts
 a

nd
 th

e 
ex

pe
rim

en
t i

s 
no

 re
pr

od
uc

ib
le

. R
ep

.: 
R

ep
ro

du
ci

bi
lit

y.
 X

: T
he

 e
xp

er
im

en
t i

s 
re

pr
od

uc
ib

le
.



165

2025, Т. 15, № 1 Optimisation of biofilm formation method in T. asahii

Discussion

Trichosporon asahii is the most common trichos-

poronosis agent that can cause invasive infections 

with a high mortality rate, especially in immuno-

compromised patients, and can be a source of infec-

tion through biofilm formation on invasive devic-

es. [3, 7, 9, 10, 12, 14, 15]. Therefore, it is important 

to investigate biofilm formation in this fungus. In this 

study, a reproducible T. asahii biofilm formation 

model was optimized by evaluating the ability of two 

T. asahii strains isolated from patients in Türkiye and 

the reference strain to form biofilms on polystyrene 

surfaces.

Determining the adhesion process, which is the first 

step in biofilm formation, is also important because 

it is the beginning of infection [9]. During biofilm for-

mation, after the initial adhesion of the yeast to the sur-

face, the mature phase begins with filamentation [12].

Di Bonaventura et al. [7] applied inoculum 

amounts of 104, 105 and 106 CFU/mL; adhesion 

times of 30, 60 and 120 minutes; and biofilm matura-

tion times of 24, 48 and 72 hours and reported that 

T. asahii cells could adhere to polystyrene surfaces 

after only 30 minutes of incubation. They stated that 

the adherent cells were organized as microcolonies 

representing the early microbial adaptive response 

in the first 4 hours despite the low metabolic profile, 

and then the formation of mature biofilms increased 

from 6 hours to 72 hours. They determined the most 

optimal experimental setup as 105 CFU/mL, 60 min 

adhesion time and 72 hours biofilm formation time.

Iturrieta-González et al. [10], based on differ-

ent protocols in their study, used inoculum amounts 

of 105, 106 and 107 CFU/mL; adhesion times of 60, 90 

and 120 minutes; biofilm maturation times of 48 and 

72 hours; shaking at 75 rpm; and static environment 

parameters for optimisation experiments. As a re-

sult, 107 CFU/mL, 90 min of adhesion time, shaking 

and 48 hours of biofilm maturation were determined 

to be optimal.

In another optimisation study, 107 CFU/mL in-

oculum was used, and adhesion times of 1, 2, 4, 6 and 

8 hours were compared. In contrast to other studies, 

1 and 2 hours of adhesion were judged to be insuf-

ficient, and significantly greater biofilm production 

was observed between 2 and 4 hours. They concluded 

that if the exposure time increases when there is suf-

ficient surface area, it can lead to high virulence and 

ultimately persistence of infection [14].

According to optimisation studies carried out 

around the world, T. asahii biofilm production is car-

ried out in different ways, and biofilms are formed 

in different countries, in different amounts and 

for different periods in each study.

As far as we could examine, we could not find any 

research in our country where optimization studies 

were carried out on T. asahii biofilm production. 

In this preliminary study before our study, for this 

purpose, we determined the optimal parameters 

for T. asahii biofilm production. In our research, we 

applied 36 different parameters to all three strains 

included in the study by crossing inoculum amounts 

of 105, 106 and 107 CFU/mL; adhesion times of 60, 

90 and 120 minutes; biofilm maturation times of 48 

and 72 hours; and static and 100 rpm shaking pa-

rameters. We applied these parameters twice to each 

strain. We statistically compared the absorbance 

results between these two experiments by including 

the means and standard deviations that we deter-

mined from three repetitions within the experiment. 

A P value between the two experiments was greater 

than 0.05 indicated that there was no statistically 

significant difference between the two experiments 

and that the experiment was reproducible. It was 

observed that the common parameters for reproduc-

ible results in all three strains were 107 CFU/mL, 

static conditions, 120 minutes of adhesion time and 

Figure. Results of two experiments with 107 CFU/

mL, 60, 90 and 120 min adhesion time, 72 h 

incubation and static conditions of the patient 

strain isolated in 2017 (A), 2019 (B), and of the 

reference strain T. asahii var. asahii CBS 2479 (C)
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72 hours result. We concluded that this result is the 

most optimized result.

The results obtained in our study are compatible 

with the 72 hours given as the most optimised biofilm 

maturation time in the optimisation study performed 

by Di Bonaventura et al. [7], but the adhesion times 

of 107 CFU/mL and 120 minutes in our study are not 

compatible with the optimised inoculum amount 

of 105 CFU/mL and the adhesion time of 60 minutes 

in their study.

When we compared our study with the study 

of Iturrieta-González et al. [10], it was found to be 

compatible with the inoculum amount of 107 CFU/

mL in the study of Di Bonaventura et al. [7]. The most 

optimised conditions determined by this study, such 

as an incubation time of 90 minutes, a biofilm matu-

ration time of 48 hours and the fact that the experi-

ment was carried out in a shaking apparatus, are not 

compatible with the values in our study. In addition, 

the shaking speed in this study was 75 rpm, while 

the shaking speed we used was 100 rpm.

Montoya et al. [14] maintained a constant con-

centration of 107 CFU/mL in their optimisation stud-

ies and compared the adhesion times and found that 

2–4 hours was optimal. In our study, we determined 

120 minutes to be the most optimised adhesion time 

and observed that it was compatible with this study.

Conclusion

As far as we could examine in our country, we 

observed that there was no optimization phase in the 

studies investigating the biofilm formation process 

of T. asahii. We will use the most optimized results 

we obtained after this optimization study in our study 

with the comprehensive clinical samples we men-

tioned. We believe that the optimization conditions 

we have determined will lead studies to be carried 

out on this subject in our country and raise aware-

ness. However, we think that the results may dif-

fer depending on the laboratory conditions studied, 

the strains, and the type of clinical sample. For this 

reason, we believe that optimization and standardi-

zation should be ensured to determine the suitability 

of the conditions under study before starting to work 

on each study.

We believe that T. asahii, which, unfortunately, 

has not been studied extensively, even though it caus-

es serious infections worldwide and, in our country, 

is important for examining the biofilm formation 

process and investigating infection treatment pro-

cesses. We predict that the parameters we have deter-

mined as a result of this optimization study will lead 

to the development of different strategies to examine 

these factors in more comprehensive and different 

types of clinical samples in different studies. In this 

way, we hope that studies will be conducted to reveal 

the unknown aspects of the fungal biofilm formation 

mechanism in more detail.
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TIME SERIES ANALYSIS FOR MODELING 

AND PREDICTING CONFIRMED CASES 

OF INFLUENZA A IN ALGERIA

D. Sebaa, N. Benaklefb, K. Belaideb

a Higher School of Informatics, Sidi Bel Abbes, Algeria
b University of Bejaia, Bejaia, Algeria

Abstract. Influenza A is a subtype of the influenza virus that primarily infects birds and mammals, causing respiratory 

illness. It is characterized by its ability to mutate rapidly, leading to various strains and occasional pandemics. Objective. 

This paper is dedicated to studying the distribution behavior and predicting confirmed cases of Influenza A within 

the Algerian context, a highly infectious dis- ease that causes widespread illness and deaths both in Algeria and globally. 

Materials and methods. To predict confirmed cases of Influenza A, we implemented several statistical models, including 

ARIMA, Seasonal ARIMA (SARIMA), ETS, BATS, and the machine learning technique RNN, which is widely 

recognized in the literature. We then conducted a comparative study using performance measures to evaluate these 

models. Results. We used RMSE to determine the best-performing model. Our findings indicate that RNN outperformed 

the others due to its ability to handle complex patterns, including seasonal components and memory. SARIMA and 

BATS also performed well, thanks to their capacity to manage seasonal patterns. In contrast, ARIMA and ETS showed 

the poorest performance. Conclusion. This study employed a comprehensive approach to develop a model for predicting 

confirmed cases of Influenza A in Algeria. The results enhance our understanding of the potential future behavior of this 

disease and contribute to effective risk management strategies.

Key words: influeza A, prediction, risk management, time series, BATS, Algeria.

АНАЛИЗ ВРЕМЕННЫХ РЯДОВ ДЛЯ МОДЕЛИРОВАНИЯ И ПРОГНОЗИРОВАНИЯ 

ПОДТВЕРЖДЕННЫХ СЛУЧАЕВ ГРИППА А В АЛЖИРЕ

Себа Д.1, Бенаклеф Н.2, Белаиде К.2

1 Высшая школа информатики, г. Сиди-Бель-Аббес, Алжир
2 Университет Беджаи, г. Беджая, Алжир

Резюме. Грипп А является подтипом вируса гриппа, который в первую очередь поражает птиц и млекопитаю-

щих, вызывая респираторные заболевания, и характеризуется способностью быстро мутировать, что приводит 

к появлению разнообразия штаммов и периодическим пандемиям. Настоящая статья посвящена изучению 

в Алжире распространения и прогнозированию подтвержденных случаев гриппа А, высокоинфекционного 

заболевания, которое вызывает широко распространенные заболевания и смертность как в Алжире, так и во 

всем мире. Материалы и методы. Для прогнозирования подтвержденных случаев гриппа А были применены 

несколько статистических моделей, включая ARIMA, Seasonal ARIMA (SARIMA), ETS, BATS и широко при-

знанный метод машинного обучения RNN. Далее мы провели сравнительное исследование с использовани-

ем показателей производительности для оценки указанных моделей. Результаты. Для определения наиболее 
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эффективной модели проводилась оценка среднеквадратической ошибки. Наши результаты показывают, что 

RNN превзошел другие модели благодаря своей способности обрабатывать сложные шаблоны, включая се-

зонные компоненты и наличию памяти. SARIMA и BATS также показали хорошие результаты благодаря сво-

ей способности управлять сезонными закономерностями. Напротив, ARIMA и ETS показали самые плохие 

результаты. Вывод. В приводимом исследовании использовался комплексный подход для разработки модели 

прогнозирования подтвержденных случаев гриппа A в Алжире. Полученные результаты расширяют наше 

понимание потенциального будущего распространения данного заболевания и способствуют эффективным 

стратегиям управления рисками.

Ключевые слова: грипп A, прогнозирование, управление рисками, временные ряды, BATS, Алжир.

Inroduction

Influenza A is a viral infection that affects the res-

piratory system. It is one of the four types of influ-

enza viruses and can cause symptoms such as cough, 

body aches, and sore throat. Highly contagious, 

Influenza A spreads through tiny droplets of bodily 

fluid released during coughing, sneezing, or talking. 

Symptoms often include fever, chills, fatigue, and 

other related discomforts.

In the early 20th century, scientific knowledge was 

advanced enough to predict the recurrence of influ-

enza, which had twice reached pandemic levels in the 

late 19th century. However, it was largely ineffective 

in mitigating the devastating impact of the 1918 pan-

demic. Since then, humanity has made significant 

strides against the disease, developing the capability 

to design and produce vaccines and antiviral drugs 

to prevent or lessen infections.

The World Health Organization (WHO) esti-

mates that globally there are 3–5 million cases of se-

vere illness and 290 000–650 000 deaths annually 

due to influenza-related respiratory conditions.

Nowadays, predicting Influenza A helps mini-

mize the health, economic, and social impacts of the 

virus by enabling proactive and well-coordinated re-

sponses. The debate on forecasting Influenza A in-

volves researchers from various disciplines who use 

a range of methodologies, including statistical, ma-

chine learning, and deep learning techniques, refer-

encing various studies such as Goldstein et al.[7], Xu 

et al.[14], Zheng et al. [16], Kandula et al. [8], Khan et 

al. [9], Cheng et al. [4], Wolk et al. [13], Xue et al. [15], 

Boostani et al. [3], Al-Qaness et al. [2], Seba et al. [12].

This topic has been treated in the Algerian con-

text by several works such as [6] and [11]. The objec-

tive of our work is to predict the behavior of new cases 

in Algeria using time series analysis. We employ two 

widely recognized approaches from the literature: 

statistical methods and machine learning techniques 

for time series analysis.

Methods and Materials

Descriptive Data

The epidemiology of seasonal influenza is well 

defined in many parts of the world, especially in de-

veloped countries. However, in other regions, much 

less is known about the epidemiology of Influenza A, 

notably in Algeria (Fig. 1).

We collect data from: Our world in data-Influen-

za. We observed that Influenza A exhibits a seasonal 

winter pattern because the cold, dry air of winter 

provides ideal conditions for the virus’s prolonged 

survival. The reduced humidity during this season 

enhances the likelihood of infection. The significant 

decrease in Influenza cases from 2020 to 2022 can be 

attributed to several factors related to the COVID-19 

pandemic: Implementing public health strategies, in-

cluding mask wearing, hand hygiene, social distanc-

ing, and lockdowns on a large scale, substantially de-

creased the spread of respiratory infections, includ-

ing Influenza A.

Changes in the individual’s awareness of safe-

ty amid the COVID-19 outbreak [10]. Analyzing 

monthly confirmed cases involves treating the data 

as a time series. Throughout the literature, various 

approaches such as statistical, machine learning 

methods have commonly been employed.

Preprocessing data analysis

Our data does not contain any missing values but 

contains seasonal patterns.

We employ the Augmented Dickey-Fuller (ADF) 

test to assess the stationarity of the present time se-

ries. A p-value of 0.01, which is smaller than the sig-

nificance level of 0.05, indicates that the time series 

is stationary.

Figure 1. Monthly confirmed cases of influenza A
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For data to be considered stationary, the statisti-

cal characteristics of the system must remain con-

stant over time. This does not mean that the values 

of each data point must be identical; rather, the over-

all behavior of the data should remain consistent.

We introduce the Partial Autocorrelation Function 

(PACF) and the Autocorrelation Function (ACF) 

to measure the memory of the most effective mod-

el from the ACF and PACF plots, we observe that 

the autocorrelation decays exponentially, indicating 

that the data has short memory. Additionally, we note 

the presence of seasonal components (Fig. 2).

Methodology

Various time series analysis models and techniques 

are employed to determine the most efficient method 

for handling validated cases of influenza A, utilizing 

both statistical and machine learning models.

We take our data as a time series and split it into two 

separate sets: the training set and the test set. The test 

set, comprising 15% of the data, is used to validate 

the best model, while the training set consists of the 

remaining 85%. We evaluate a model’s performance 

using the Root Mean Square Error (RMSE).

(1)

Results

Predictive models

ARIMA and ARFIMA model

Autoregressive integrated moving average 

(ARIMA) models predict future values based on past 

values, it gauges the strength of one dependent vari-

able relative to other changing variables.

A stochastic process (Xt)t�0 is said to be an 

ARIMA(p, d, q) an integrated mixture autoregres-

sive moving average model if it satisfies the following 

equation:

(2)

where d ∈ N, L is lag operator, εt ∼ N (0, σ 2) i.i.d. er-

rors, with σ 2 < �.

Seasonal ARIMA, is an extension of ARIMA 

that explicitly supports univariate time series data 

with a seasonal component.

There are four seasonal elements that are not 

part of ARIMA that must be configured; they are: 

P: Seasonal autoregressive order, D: Seasonal dif-

ference order, Q: Seasonal moving average order, m: 

The number of time steps for a single seasonal period 

SARIMA(p,d,q)(P,D,Q)m

(3)

ETS model

The ETS models are time series models with an 

underlying state space model consisting of a level 

component, a trend component (T), a seasonal com-

ponent (S), and an error term (E). This method pro-

duces forecasts that are weighted averages of past 

observations where the weights of older observations 

exponentially decrease.

BATS model

The BATS (Exponential smoothing state space mod-

el with Box-Cox transformation, ARMA errors, Trend 

and Seasonal components) model is a time series fore-

casting model that was proposed by De Livera et al. [5].

Figure 2. ACF and PACF plots
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Box-Cox Transformation component is used 

to transform the data to achieve normality and sta-

bilize the variance. The ARMA (Autoregressive 

Moving Average) Errors component is used to model 

the residuals of the time series data, which are as-

sumed to be independent and identically distributed. 

Finally, the Seasonal component is used to model 

the seasonal patterns in the data.

Recurrent Neural Network RNN model

A Recurrent Neural Network (RNN) model 

for regression is a type of neural network designed 

to process sequential data by maintaining a memory 

of previous inputs.

Sequential Data Handling: RNNs are ideal 

for tasks where data points are dependent on previ-

ous ones, due to their ability to maintain information 

over sequences.

Memory: RNNs have internal memory (hidden 

states) that captures information from previous time 

steps, allowing them to learn patterns and dependen-

cies over time.

Structure: An RNN consists of layers of neurons 

where each neuron receives inputs not only from the cur-

rent time step but also from its own previous output.

Backpropagation Through Time (BPTT): 

The training of RNNs involves a variation of back-

propagation (BPTT), which updates weights by con-

sidering the entire sequence of data.

Empirical Results

Here, we illustrate the predicted results graphi-

cally using several models “Statistical and machine 

learning models” (Fig. 3).

We show numerical results using this measure 

such as RMSE, a smaller RMSE and MAE indicates 

better performance (Tabl.).

Discussion

We have applied statistical models: ARIMA, 

SARIMA, BATS, and ETS, as well as a machine 

learning model, RNN.

ARIMA is not suitable for modeling and predict-

ing this data due to the lack of seasonal patterns. 

Therefore, we opted for SARIMA, which can handle 

seasonal patterns. SARIMA performed well in fore-

casting the confirmed cases in winter 2023 but exhib-

it poor performance for the winter of 2024 due to its 

short persistence.

ETS had the worst performance. We applied sim-

ple exponential smoothing but could not use multi-

plicative errors and seasonal components due to neg-

ative values. Similarly, the additive case also resulted 

in negative values.

BATS performed well due to its ability to handle 

seasonal components and its treatment of errors as 

ARMA, meaning they are autocorrelated (depend-

ent), which is more realistic compared to the inde-

pendent errors assumed by ARIMA and SARIMA. 

To improve the results, we replaced negative values 

with zeroes.

The RNN model performed the best due to its 

capacity to handle complex patterns, including non-

linear and periodic trends, and its ability to over-

come the problem of memory. However, it had prob-

lems modeling the rest of the year except for the 

wintertime.

Suggestions for reducing the number of confirmed 

cases of Influenza A

A combination of public health initiatives, per-

sonal efforts, and preventative measures are needed 

to decrease the number of confirmed cases of influ-

enza A. The following are some crucial procedures:

Vaccination: Boost the use of yearly influenza 

vaccinations, which aim to protect people against 

the most prevalent strains that emerge each season.

Public Health Campaigns: Organize awareness 

programs to inform people about the value of immu-

nizations, good hand cleanliness, and proper respira-

tory protocol.

Social Distancing: Take steps to avoid close 

proximity in crowded regions, particularly during 

the prime time of the flu season. This can involve 

advising people to stay away from crowded places, 

work from home, and keep a safe distance from other 

people.

Surveillance and Early Detection: Implement 

robust surveillance systems to: Monitor Influenza 

Activity: Track the spread and evolution of influen-

za strains in real-time. Identify Outbreaks: Quickly 

detect and respond to outbreaks to contain their 

spread.

Data Sharing: Collaborate with international 

health organizations for data sharing and coordinat-

ed response efforts.

Figure 3. Predicting confirmed cases of Influenza A 

in Algeria

Table. Measure of performance

Models ARIMA SARIMA ETS BATS RNN

RMSE 78.319 75.176 80.353 74.088 71.335
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Conclusion

To summarize, this work examined the behavior 

of confirmed Influenza A cases in Algeria and ap-

plied various statistical and machine learning mod-

els to predict the future behavior of this phenom-

enon. This approach enhances our understanding 

of the disease’s future trends. Based on our find-

ings, we have suggested recommendations to help 

reduce the number of confirmed Influenza A cases.
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РЕТРОСПЕКТИВНАЯ ОЦЕНКА 

ГУМОРАЛЬНОГО ОТВЕТА ПРИ МЕЛИОИДОЗЕ 

ЖИВОТНЫХ С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ 

МНОГОЛЕТНИХ ДАННЫХ

И.Б. Захарова1, Д.Л. Терешко1, П.Р. Чирсков1, Л.А.Т. Буй2, Ш. Томсон3, И.В. Новицкая1

1 ФКУЗ Волгоградский научно-исследовательский противочумный институт Роспотребнадзора , г. Волгоград, Россия
2 Российско-Вьетнамский Тропический научно-исследовательский и технологический центр, г. Ханой, Вьетнам
3 Вьетнамский центр спасения медведей, Национальный парк Там Дао, Вьетнам

Резюме. Мелиоидоз — инфекция с высокой летальностью, вызываемая грамотрицательной бактерией 

Burkholderia pseudomallei. Возбудитель мелиоидоза по своей природе является сапрофитом и обладает зна-

чительным адаптационным потенциалом, позволяющим занимать самые разнообразные экологические 

ниши — от почвы до человека. Бактерия является факультативным внутриклеточным патогеном и способ-

на инфицировать практически все классы позвоночных животных, за исключением амфибий. В силу разно-

образия клинических проявлений мелиоидоза этот диагноз устанавливается на основании лабораторных ис-

следований; золотым стандартом считается выделение культуры возбудителя. Тем не менее РНГА остается 

востребованным методом быстрой диагностики мелиоидоза и показатель нарастания титра антител в парных 

сыворотках является важным критерием для установления диагноза. В связи с этим целью настоящей работы 

был ретроспективный анализ длительной динамики антительного ответа у погибших от мелиоидоза и кон-

тактных животных из Вьетнамского центра спасения медведей (VBRC) и молекулярно-генетический анализ 

выделенных штаммов B. pseudomallei. От погибших животных были выделены бактериальные культуры, один 

штамм (VP069) идентифицирован на «Vitek 2» как Burkholderia cepacia, 3 штамма (VP044, VP161 и VP200) — как 

B. pseudomallei. Методом мультиплексной ПЦР показано, что все 4 штамма являются возбудителем мелиои-

доза. Мультилокусное сиквенс-типирование показало, что штаммы VP069 и VP044 имели одинаковый и до 

настоящего времени не описанный сиквенс-тип, обозначенный STnew, штаммы VP161 и VP200 также име-

ли общий ST541, распространенный среди штаммов, выделенных на севере Вьетнама. Идентичность внутри 

пар штаммов с одинаковыми ST подтверждена типированием 4221 локусов основного генома. Полученные 

данные позволили установить неклональный характер вспышки мелиоидоза с двумя разными источниками 

инфекции. Проведен ретроспективный анализ 546 образцов сывороток от 226 медведей. Все погибшие от ме-

лиоидоза животные были серопозитивными в отношении B. pseudomallei, среди исследованных здоровых мед-

ведей серопозитивных оказалось 24%. Обнаружено, что у людей и медведей прослеживается общая тенденция 

динамики антительного ответа. Так же, как у людей у медведей при бактериологически подтвержденном ме-

лиоидозе наблюдалось как повышение и снижение титра сывороток, так и неизменный и достаточно высо-

кий титр, что показывает диагностическую неэффективность показателя нарастания титра антител в парных 

сыворотках при мелиоидозе.

Ключевые слова: мелиоидоз, Burkholderia pseudomallei, антитела, РНГА, типирование на основе WGS, геномный надзор.
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A RETROSPECTIVE LONG-TERM ASSESSMENT OF ANTIBODY RESPONSE IN MELIOIDOSIS ANIMALS

Zakharova I.B.a, Tereshko D.L.a, Chirskov P.R.a, Bui T.L.A.b, Thomson S.c, Novitskaya I.V.a

a Volgograd Plague Control Research Institute, Federal Service for Surveillance on Consumers Rights Protection and Human 

Wellbeing, Volgograd, Russian Federation
b Russian-Vietnamese Tropical Research and Technology Center, Hanoi, Vietnam
c Vietnam Bear Rescue Centre, Tam Dao National Park, Vietnam

Abstract. Melioidosis is an extremely fatal infection disease caused by the gram-negative bacterium Burkholderia 

pseudomallei. The causative agent of melioidosis is an environmental saprophyte and has significant adaptive potential 

allowing it to undergo rapid adaptation to a wide variety of ecological niches. The bacterium is a facultative intracellular 

pathogen that can infect many animal species as well as humans. B. pseudomallei has no pronounced tropism for certain 

tissues of the infected organism, which explains the diversity and non-specificity of clinical manifestations, the most 

common of which are pneumonia with or without bacteremia and sepsis. Тhis diagnosis is established on the basis 

of laboratory test data; cultured pathogen isolation is considered the gold standard. The indirect hemagglutination test 

remains a popular method for rapid melioidosis diagnostics, and increased paired serum antibody titer is an important 

criterion for making a diagnosis. The purpose of this work was to conduct a retrospective analysis of the long-term 

dynamic antibody response in Asiatic black bears that died from melioidosis and contact animals from the Vietnam Bear 

Rescue Center as well as molecular genetic analysis of isolated B. pseudomallei strains. Bacterial cultures were isolated 

from dead animals and identified by PCR as B. pseudomallei. Multilocus sequence typing showed that strains VP069 

and VP044 had the same and hitherto undescribed sequence type (STnew), and strains VP161 and VP200 shared ST541. 

The pairwise strain identity with the same ST was confirmed by a core genome multilocus sequence typing. A retrospective 

analysis of 546 serum samples from 226 bears was carried out. All animals that died from melioidosis were seropositive 

for B. pseudomallei. Among the healthy bears studied, 24% were seropositive. It was found that in humans and bears there 

is a general trend in the dynamics of the antibody response. Similar to humans, bears with bacteriologically confirmed 

melioidosis were observed to have both higher and lower serum antibody titer, as well as a constant and fairly high titer, 

which shows the diagnostic ineffectiveness elevated paired serum antibody titer in melioidosis.

Key words: melioidosis, Burkholderia pseudomallei, antibodies, IHA, WGS-based typing, molecular surveillance.

Введение

Мелиоидоз — инфекция с высокой леталь-

ностью, вызываемая грамотрицательной бак-

терией  B. pseudomallei. Возбудитель мелиоидоза 

по своей природе является сапрофитом и об-

ладает значительным адаптационным потен-

циалом, позволяющем занимать самые разно-

образные экологические ниши — от почвы 

до человека. Бактерия является факультатив-

ным внутриклеточным патогеном и способна 

инфицировать практически все классы позво-

ночных животных. Возбудитель мелиоидоза 

не обладает выраженным тропизмом к опре-

деленным тканям макроорганизма, чем обу-

словлена разнообразность и неспецифичность 

клинических проявлений, наиболее частыми 

из которых являются пневмония с бактериеми-

ей (или без нее) и сепсис.

В естественных условиях B. pseudomallei рас-

пространена в тропических и субтропических 

поясах всех континентов и ее ареал постоянно 

расширяется. Так, за последние 5 лет список 

эндемичных по мелиоидозу стран пополнился 

12 новыми странами Африки, Азии, Океании 

и Северной Америки [1]. Подавляющее боль-

шинство эндемичных по мелиоидозу стран яв-

ляются популярными для туризма, что, наряду 

с экспортом товаров и животных, является при-

чиной регулярных заносов инфекции на неэн-

демичные территории. В России зарегистриро-

ван единственный завозной случай мелиоидоза 

из Таиланда, что, учитывая статистику россий-

ского туризма и данные о заносах мелиоидоза 

в другие страны, не соответствует реальности, 

поскольку мелиоидоз в нашей стране малоиз-

вестен и не рассматривается при диагностике 

лихорадок неясной этиологии.

В силу разнообразия клинических прояв-

лений мелиоидоза этот диагноз во всем мире 

устанавливается на основании лабораторных 

исследований, в обязательный перечень кото-

рых входят бактериологический, молекулярно-

генетический и иммунологический анализ.

Роль антител в формировании функциональ-

ного иммунитета к мелиоидозу неоднозначна, 

поскольку даже при наличии высоких уровней 

антител возможно повторное заражение другим 

штаммом. Кроме того, при мелиоидозе остает-

ся неясным период сероконверсии. Около 30% 

пациентов с культурально подтвержденным 

мелиоидозом в течении 2 недель после госпи-

тализации остаются серонегативными и у зна-

чительной части сероконверсии не происходит 

и в более поздние сроки [2]. Тем не менее РНГА 

остается востребованным методом быстрой ди-

агностики мелиоидоза и показатель нарастания 

титра антител в парных сыворотках является 

важным критерием для установления диагноза. 

В связи с этим целью настоящей работы был ре-
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троспективный анализ длительной динамики 

антительного ответа у погибших от мелиоидоза 

и контактных животных из Вьетнамского цен-

тра спасения медведей (VBRC) и молекуляр-

но-генетический анализ выделенных штаммов 

B. pseudomallei.

Животные, спасенные с нелегальных ферм 

по получению медвежьей желчи, содержатся 

в VBRC в полуестественных открытых вольерах 

(общей площадью около 30 000 м2). Медведям 

созданы оптимальные условия, соответствую-

щие международным этическим нормам, и обе-

спечен пожизненный уход, в том числе ветери-

нарный (https://www.animalsasia.org/intl/our-

work/bear-sanctuaries/vietnam-bear-sanctuary/

vietnam-bear-sanctuary.html).

 Проведен ретроспективный анализ 546 об-

разцов сывороток от 226 медведей, отобранных 

при проведении планового контроля здоровья 

животных в период с 2008 по 2023 гг., хранивших-

ся в лаборатории центра при –80°С. Реакцию 

непрямой гемагглютинации (РНГА) ставили 

в микроварианте с применением эритроцитар-

ного антигенного мелиоидозного диагностику-

ма, как описано ранее [3]. Идентификацию вы-

деленных бактериальных культур проводили 

на биохимическом анализаторе «Vitek 2» с ис-

пользованием карт для идентификации клини-

чески значимых грамотрицательных палочек 

VITEK® 2 GN (bioMerieux, Франция) и методом 

ПЦР, описанном ранее [4]. Выделенные штам-

мы типировали по схемам MLST (7 консер-

вативных локусов) [5, 6] и cgMLST (4221 локус 

основного генома) [7] с использованием ин-

струментария базы данных PubMLST (https://

pubmlst.org).

В течение двух месяцев 2020 г. в VBRC с при-

знаками бактериального сепсиса погибли 4 чер-

ных азиатских медведя (учетные номера V069, 

 V044,  V161 и V200). Животные к моменту мани-

фестации инфекции находились в центре от 2 

до 10 лет, возраст к моменту гибели животных 

составлял 17–19 лет, то есть у всех присутство-

вал возрастной фактор, являющийся для людей 

предрасполагающим к развитию мелиоидоза. 

Патоморфологическая картина у всех погиб-

ших медведей была сходной — множественные 

абсцессы печени, селезенки, гнойный перикар-

дит, легочное кровотечение, что характерно для 

мелиоидоза.

 От погибших животных были выделены бак-

териальные культуры — штамм VP069 идентифи-

цирован на «Vitek 2» как Burkholderia cepacia, штам-

мы VP044, VP161 и VP200 — как B. pseudomallei. 

Методом мультиплексной ПЦР показано, что 

все 4 штамма являются B. pseudomallei. Для вну-

тривидового типирования использовали шотган 

полногеномные последовательности, депони-

рованные ранее в GenBank NCBI (номера до-

ступа — JAOZIV000000000, JAOZIU000000000, 

JAOZIT000000000, JAOZIS000000000). Мульти-

локусное сиквенс типирование (MLST) пока-

зало, что штаммы VP069 и VP044 имели одина-

ковый, ранее не описанный сиквенс-тип (ST), 

штаммы VP161 и VP200 также имели общий 

ST541. То есть две пары медведей были инфи-

цированы разными штаммами. Идентичность 

внутри пар штаммов VP044/VP069 и VP044/

VP069 была подтверждена cgMLST — штаммы 

 VP044 и VP069 отличались всего по 4 локусам 

из 4221 (BPSEU00110, BPSEU03110, BPSEU25620, 

BPSEU25835) штаммы VP161 и VP200 — по 5 

(BPSEU08565, BPSEU28315, BPSEU25620, 

BPSEU22515, BPSEU19005). Полученные данные 

позволили установить неклональный характер 

вспышки мелиоидоза с двумя разными источ-

никами инфекции.

На наличие антител к возбудителю мелио-

идоза исследовали парные сыворотки от 215 

животных без клинических признаков инфек-

ции и 11 погибших, в том числе 4-х с бактерио-

логически подтвержденным мелиоидозом и 7-и 

с патоморфологическими характеристиками, 

позволяющими заподозрить мелиоидоз (бакте-

риологическое исследование не проводилось, 

пригодный для анализа в ПЦР материал отсут-

ствовал). Среди здоровых животных серопози-

тивных (с титром сывороток 1:320 и выше) ока-

залось 55 особей (24%).

Все погибшие от мелиоидоза животные 

были серопозитивными — титры последних 

отобранных сывороток варьировали от 1:320 

до 1:5120. Причем у двух из них в долгосрочной 

динамике (2–10 лет) отмечено повышение ти-

тра, у одного титр оставался неизменным, еще 

у одного наблюдали транзиторную сероревер-

сию (рис. 1, A). Среди животных с подозрени-

ем на мелиоидоз титры последних отобранных 

сывороток варьировали от 1:640 до 1:5120, с те-

чением времени в 5 случаях наблюдалось повы-

шение титра, в двух — снижение (рис. 1, Б).

Серопозитивных в отношении B. pseudomallei 

среди исследованных здоровых медведей ока-

залось 24%, что выше, чем у диких макак (14%) 

в Таиланде [8]. Возможно, это отражает различ-

ную видовую восприимчивость к мелиоидо-

зу. Также нельзя исключать территориальный 

фактор, поскольку у здорового населения энде-

мичных по мелиоидозу стран уровень серопо-

зитивности также отличается — 30% на севере 

Вьетнама, 20% в Индии и 38% в Таиланде [2, 3, 

9]. Вопрос, является ли серопозитивность про-

тив  B. pseudomallei как у здоровых людей, так 

и у животных показателем латентной инфек-

ции или иммунитета после перенесенного за-

болевания, остается открытым [2].

Изучение длительной динамики антитель-

ного ответа при мелиоидозе у людей затруд-
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нительно, максимальный срок наблюдения 

за выжившими пациентами составлял 52 неде-

ли. Сыворотки от медведей отбирали в течение 

2–10 лет, что позволило ретроспективно оце-

нить динамику уровня антител к B. pseudomallei 

в течение длительного времени. Обнаружено, 

что у людей и медведей прослеживается об-

щая тенденция динамики антительного отве-

та. В обоих случаях реакция макроорганизма 

на B. pseudomallei индивидуальна и, вероятно, 

непредсказуема. Так же, как у людей [2] у мед-

ведей при бактериологически подтвержденном 

мелиоидозе обнаружено как повышение и сни-

жение титра сывороток, так и неизменный и до-

статочно высокий титр, что показывает диагно-

стическую неэффективность показателя нарас-

тания титра антител в парных сыворотках при 

мелиоидозе.

Рисунок. Динамика антительного ответа у погибших животных: А — с бактериологически 

подтвержденным мелиоидозом, Б — с подозрением на мелиоидоз

Figure. Dynamics of the antibody response in dead animals: A — with bacteriologically confirmed melioidosis, 
B — with suspected melioidosis
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ПРОДУКЦИЯ ПРОВОСПАЛИТЕЛЬНЫХ 

ЦИТОКИНОВ В ОТВЕТ НА СТИМУЛЯЦИЮ 

АДГЕЗИРУЮЩИХСЯ КЛЕТОК 

ДОНОРСКОЙ КРОВИ РАСТВОРИМЫМ ЛПС 

И ФАГОЦИТИРУЕМЫМИ БАКТЕРИЯМИ

Е.В. Лысакова, С.А. Рыбцов, В.Ю. Тощаков

АНО ВО Научно-технологический университет «Сириус», Федеральная территория «Сириус», Краснодарский край, Россия

Резюме. Моделирование воспалительных процессов посредством специфической стимуляции рецепторов си-

стемы врожденного иммунитета широко используется как в исследованиях фундаментальных механизмов 

воспаления, так и при разработке противовоспалительных препаратов. Рецепторы врожденного иммуните-

та разделяют на две группы. Первую группу образуют рецепторы, располагающиеся на плазматической мем-

бране клетки и на мембранах эндосом. К таким рецепторам относят Toll-подобные рецепторы (TLRs, Toll-like 

receptors) и лектиновые рецепторы С-типа. Вторую группу представляют цитоплазматические рецепторы, 

играющие особую роль при распознавании присутствия патогенов (или их продуктов) внутри цитоплазмы кле-

ток. К цитоплазматическим рецепторам относят NOD-подобные рецепторы (NOD-like receptors, NLRs), RIG-

I-подобные рецепторы (RIG-I-like receptors, RLRs), цитозольный ДНК-сенсор cGAS, а также рецептор Aim2 

(absent in melanoma 2). Наиболее часто используемым способом индукции воспалительных процессов в различ-

ных экспериментальных моделях является стимуляция иммунного ответа путем введения очищенных бакте-

риальных липополисахаридов (ЛПС) или других микробных молекул. В настоящей работе сравнивался ответ 

лейкоцитов периферической крови доноров на стимуляцию растворимым высокоочищенным ЛПС грамотри-

цательных бактерий с ответом, индуцированным фиксированными бактериями E. coli. Исследования показали, 

что ЛПС и бактерии индуцируют сходные уровни продукции провоспалительных цитокинов, таких как TNF 

и IL-6, в то время как ни ЛПС, ни цельные бактерии не вызывали измеримой продукции IFNγ адгезирован-

ными лейкоцитами. Продукция цитокинов в ответ на ЛПС и бактерии резко различалась в чувствительности 

к TLR-ингибитору широкого спектра действия, пептиду 5R667. ЛПС-стимулированная продукция цитокинов, 

как и ожидалось, была высокочувствительна к ингибированию пептидом, тогда как продукция, стимулирован-
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ная корпускулярными бактериями, не ингибировалась. Анализ фагоцитарной активности клеток крови с по-

мощью метода проточной цитометрии показал, что TLR-блокирующий пептид не влиял на способность лейко-

цитов крови фагоцитировать E. coli. Поскольку известно, что пептид 5R667 блокирует ряд TLRs, активируемых 

при бактериальных инфекциях, включая TLR4, TLR5 и TLR9, полученные данные, а также анализ литературы 

указывают на существенный вклад цитоплазматических рецепторов системы врожденного иммунитета (в част-

ности рецепторов NOD1 и NOD2) в индукцию продукции провоспалительных цитокинов фагоцитами при бак-

териальных инфекциях. Полученные результаты указывают на существенные различия механизмов индукции 

цитокинов при стимуляции растворимым ЛПС и корпускулярными бактериями, а также позволяют предло-

жить способ моделирования воспалительных процессов с использованием цельных фиксированных бактерий 

в качестве дополнения к моделям, использующим растворимые бактериальные продукты, для более полного 

отражения механизмов иммунного ответа на бактериальные инфекции.

Ключевые слова: фагоцитоз, бактерии, ЛПС, детекция патогенов, продукция цитокинов, ингибиторы Toll-подобных 

рецепторов.

PROINFLAMMATORY CYTOKINE PRODUCTION BY ADHERENT DONOR BLOOD CELLS 

STIMULATED BY SOLUBLE LPS AND PHAGOCYTED BACTERIA

Lysakova E.V., Rybtsov S.A., Toshchakov V.Yu.

Sirius University of Science and Technology, Sirius Federal Territory, Krasnodar Region, Russian Federation

Abstract. Specific stimulation of receptors of the innate immune system by their purified ligands is commonly used in basic 

studies of inflammation and in the development of anti-inflammatory drugs. Based on location, receptors of the innate immunity 

can be classified into two groups: i) cell plasma membrane and on membranes of endosomes (Toll-like receptors (TLRs) and 

C-type lectin receptors), and recognizing the presence of pathogens in the extracellular space; ii) cytoplasmic sensors playing 

a special role in the recognition of intracellular pathogens (NOD-like receptors (NLRs), RIG-I-like receptors (RLRs), 

bacterial DNA sensor cGAS, and Aim2 (absent in melanoma 2). Many experimental models of inflammation use bacterial 

lipopolysaccharides (LPSs) or other purified microbial molecules to simulate the innate immune response to microbes. In the 

present study, the response of human blood leukocytes to stimulation with soluble, highly purified LPS from gram-negative 

bacteria was compared with that induced by formalin-fixed, corpuscular E. coli. The data obtained demonstrate that LPS and 

bacteria induce similar levels of TNF and IL-6 by plastic-adherent leukocytes, whereas neither LPS nor whole bacteria induce 

a measurable IFNγ production. The LPS- and bacteria-induced cytokine production, however, drastically differed in the 

sensitivity to a broad-spectrum TLR inhibitor, peptide 5R667. The LPS-stimulated human leukocyte cytokine production, 

as expected, was highly sensitive to inhibition by the peptide, whereas production stimulated by corpuscular bacteria was not. 

The TLR-blocking peptide did not affect the ability of blood leukocytes to phagocytose E. coli as shown by flow cytometry data 

obtained using FITC-stained fixed bacteria. Because peptide 5R667 blocks several TLRs, including TLR4, TLR5, and TLR9, 

the differential sensitivity of LPS- and bacteria-induced cytokine production to 5R667 suggests that the intracellular pathogen 

sensors, most likely NOD1 and/or NOD2, essentially contribute to the bacteria-induced cytokine induction. These results 

show that LPS and phagocyted bacteria induce cytokine production via different mechanisms and also suggest that the models 

with corpuscular bacteria for simulating bacterially induced inflammation complement the models that using soluble TLR 

ligands; therefore, both models should be applied to properly reflect anti-bacterial immune response.

Key words: phagocytosis, bacteria, LPS, pathogen sensing, cytokine production, TLR inhibitors.

Введение

Система врожденного иммунитета распознает 

присутствие патогенных микроорганизмов по-

средством широкого набора рецепторов, каждый 

из которых активируется определенным классом 

микробных молекул [3]. Структурные мотивы, 

характерные для микробных молекул, распозна-

ваемых рецепторами врожденного иммунитета, 

называют патоген-ассоциированными молеку-

лярными структурами (ПАМС) (от английского 

термина «pathogen-associated molecular patterns»). 

Рецепторы врожденного иммунитета разделя-

ют на две группы на основании их локализации. 

Рецепторы, располагающиеся на плазматичес-

кой мембране клетки, а также на мембранах 

эндосом, образуют первую группу. Эта группа 

включает в себя семейства Toll-подобных рецеп-

торов (TLR) и лектиновых рецепторов С-типа. 

Рецепторы этих семейств активируются ПАМС, 

располагающимися во внеклеточном простран-

стве, а также эндосомально располагающимися 

нуклеиновыми кислотами бактериального или 

вирусного происхождения [5]. Вторая группа 

микробных сенсоров образована цитоплазма-

тическими рецепторами различных белковых 

семейств и включает в себя NOD-подобные ре-

цепторы (NLRs), RIG-I-подобные рецепто-

ры (RLRs), цитозольный ДНК-сенсор cGAS, 

а также рецептор Aim2 (absent in melanoma 2) [8]. 

Основная функция рецепторов цитоплазма-

тической группы заключается в обнаружении 
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ПАМС в цитозоле клеток. RLRs активируются 

вирусными нуклеиновыми кислотами, Aim2 ак-

тивируется бактериальной и вирусной ДНК [8]. 

Эффекторные механизмы, запускаемые цито-

плазматическими рецепторами, разнообразны 

и включают в себя активацию противовирусного 

иммунитета посредством активации продукции 

интерферонов, протеолитическое созревание 

интерлейкинов IL-1 и IL-18 в их зрелые, секре-

тируемые формы, индукцию различных форм 

программируемой клеточной смерти посред-

ством активации каспаз, а также другие, более 

специализированные функции [1, 5]. Некоторые 

NLRs, например NOD1 и NOD2, выполняют 

функции аналогичные функциям TLRs, так как 

эти рецепторы активируют транскрипционные 

факторы семейства NF-κB и митоген-активиру-

емые протеин киназы (МАПК), тем самым ин-

дуцируя продукцию цитокинов клеткой-хозяи-

ном [1]. NOD1 и NOD2 распознают молекулярные 

мотивы пептидогликанов клеточной стенки как 

грамположительных, так и грамотрицательных 

бактерий, играя важную роль в формировании 

иммунного ответа на оба эти класса бактериаль-

ных патогенов [1]. Пептидогликаны не являются 

единственным классом ПАМС, способных ак-

тивировать NOD1 и NOD2, эти рецепторы также 

могут активироваться бактериальными эффек-

торами белковой природы, а также эндогенны-

ми молекулами [6]. NOD1 и NOD2 присутству-

ют в клетках различных типов [10], в частности, 

NOD2 особенно обильно экспрессируется моно-

цитами периферической крови [9].

Цитоплазматические рецепторы врожденной 

иммунной системы играют важную роль в рас-

познавании патогенных вирусов и бактерий, ре-

пликационный цикл которых протекает в цито-

плазме эукариотических клеток [8]. Кроме того, 

цитоплазматические сенсоры патогенов важны 

и для распознавания бактерий, не способных 

к выходу из фагосом, но в значительной мере 

элиминирующихся посредством фагоцитоза [1, 

15]. Механизмы, посредством которых ПАМС 

фагоцитируемых бактерий попадают из фаго-

сом в цитоплазму, остаются предметом изуче-

ния. В литературе рассматривается как простая 

трансмембранная утечка ПАМС из фагосом, так 

и участие бактериальных транспортных систем 

в таком переносе [1]. В настоящее время рас-

пространено представление о кооперативности 

участия мембранных и цитоплазматических 

рецепторов в формировании иммунного ответа 

на фагоцитируемые бактерии [15], а также рас-

тет понимание различий в последствиях акти-

вации клеток иммунной системы растворимы-

ми ПАМС и корпускулярными, фагоцитируе-

мыми бактериями [2].

Передача сигнала активированными Toll-

подобными рецепторами происходит за счет 

белок-белковых взаимодействий, осущест-

вляемых TIR-доменами, присутствующими 

как во всех TLRs, так и в адаптерных белках, 

рекрутируемых к TLRs при активации [5, 14]. 

Блокировка взаимодействий TIR-доменов пеп-

тидами, происходящими из сайтов, осущест-

вляющих сигнал-зависимые белковые взаимо-

действия, является эффективной стратегией 

разработки ингибиторов TLR [11, 12]. Пептид, 

соответствующий третьему спиральному участ-

ку TIR-домена TLR5 и синтезированный вместе 

с пептидным вектором, обеспечивающим про-

никновение всей конструкции в клетку (пептид 

5R667), является мультиспецифичным инги-

битором TLR, способным ингибировать TLR5, 

TLR4, TLR2, и TLR9, но не TLR7 или TLR8 [4].

В настоящем исследовании было изучено 

влияние пептида 5R667 на фагоцитарную спо-

собность гранулоцитов и моноцитов перифери-

ческой крови доноров. Сравнивали лейкоцитар-

ную продукцию цитокинов, индуцированную 

высокоочищенным ЛПС, с таковой, индуциро-

ванной фагоцитируемыми, фиксированными 

грамотрицательными бактериями, а также эф-

фекты TLR-блокирующего пептида на продук-

цию цитокинов при стимуляции как ЛПС, так 

и фагоцитируемыми бактериями. Полученные 

результаты указывают на существенные разли-

чия в механизмах реакции лейкоцитов на ЛПС 

и на фагоцитируемые бактерии, что выявляет 

неполноту моделирования ответа иммунной 

системы на бактериальные инфекции исключи-

тельно высокоочищенными TLR-агонистами.

Материалы и методы

Получение проб донорской крови. Забор образ-

цов периферической крови производился с по-

мощью системы для вакуумного взятия ве-

нозной крови условно здоровых добровольцев 

в гепаринизированные пробирки вакутейнеры 

(Химмедснаб, Россия) в медпункте Университета 

«Сириус» квалифицированным персоналом. 

Непосредственно после забора производился 

цитологический анализ крови на гемоцитометре 

«Celltac MEK-7300K» (Nihon Kohden, Япония).

Определение фагоцитарной активности лей-

коцитов. Для определения фагоцитарной актив-

ности лейкоцитов к 100 мкл цельной крови, кон-

трольной или предобработанной пептидом 5R667 

в конечной концентрации 10, 20 или 40 мкМ 

в течение 30 мин, добавляли фиксированные, 

конъюгированные с флуоресцеином (FITC) 

бактерии E. coli (штамм DH5a) в соотноше-

нии лейкоциты:бактерии 1:20. Фиксированные 

и конъюгированные бактерии были приготовле-

ны согласно ранее опубликованной методике [7]. 

После добавления бактерий аликвоты крови ин-

кубировали в течение часа в атмосфере 5% СО2 
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при 37°С. По окончании инкубации эритроци-

ты лизировали BD Pharm Lyse буфером по про-

токолу производителя (BD Biosciences, США). 

Анализ на фагоцитарную активность лейкоци-

тов проводили на проточном цитофлуориметре 

BD LSRFortessa как описано ранее [7].

Определение продукции провоспалительных ци-

токинов. Образцы крови распределяли по 250 мкл 

на лунку в 48-луночные культуральные планшеты 

(NEST, Китай) и инкубировали в течение 2 ч в ат-

мосфере 5% СО2 при 37°С. По окончании инку-

бации кровь аспирировали, и адгезировавшиеся 

клетки дважды промывали фосфатно-солевым 

буфером. После промывки добавляли культураль-

ную среду RPMI 1640, содержащую 10% телячьей 

сыворотки, глютамин и HEPES. Блокирующий 

пептид 5R667, имеющий последовательность 

-RQIKIWFQNRRMKWKKWCLEAFSYAQGR-, 

добавлялся в культуральную среду в концентра-

ции 10 или 20 мкМ [4] (Genscript, США). После 

30-минутной инкубации в присутствии пептида, 

стимулировали продукцию цитокинов либо очи-

щенным E. coli ЛПС (100 нг/мл) (Sigma-Aldrich, 

США), либо фиксированными бактериями, до-

бавленными в соотношении лейкоциты:бактерии 

1:20. Клеточные супернатанты собирали через 

22 ч после стимуляции, очищали центрифуги-

рованием и замораживали. Анализ содержания 

TNF и IFNγ в супернатантах проводили методом 

иммуноферментного анализа (ИФА) при помо-

щи наборов компании «Вектор-Бест» (Россия). 

Содержание IL-6 анализировалось при помощи 

ИФА наборов компании «BioLegend» (США).

Статистический анализ. Статистическую 

достоверность различий средних оценивали 

при помощи однофакторного дисперсионного 

анализа с использованием программного обес-

печения GraphPad Prism. Различия считали ста-

тистически значимыми при p < 0,05.

Результаты и обсуждение

Целью первой серии экспериментов было 

определение влияния TLR-блокирующего 

пептида 5R667 на фагоцитоз бактерий лей-

коцитами периферической крови. Для этого 

к образцам крови здоровых доноров добавлял-

ся 5R667 до конечной концентрации 40, 20, 10, 

или 0 мкМ, и пробы инкубировались в течение 

30 мин в СО2-инкубаторе. Затем добавлялись 

меченные флуоресцеином бактерии в количе-

стве ~20 бактерий на лейкоцит. Фагоцитарная 

способность лейкоцитов оценивалась мето-

дом проточной цитометрии отдельно для по-

пуляций моно- и гранулоцитов, выделяемых 

по размеру и гранулярности клеток (рис. 1А). 

Фагоцитарная активность оценивалась по ин-

тенсивности флуоресценции клеток в канале 

FITC (рис. 1А).

Анализ полученных данных показал, что ин-

кубация крови с проникающим в клетки пепти-

дом не вызывала значимых изменений фагоци-

тарной способности лейкоцитов периферичес-

кой крови (рис. 1В). В случае добавления 40 μM 

пептида можно было отметить тенденцию к не-

которому снижению фагоцитарной активности 

моноцитов. Такой тенденции, однако, не на-

блюдалось в популяции гранулоцитов (рис. 1В). 

Отсутствие значимого эффекта пептида на фа-

гоцитарную активность лейкоцитов крови также 

подтверждалось визуальным анализом погло-

щения FITC-меченных E. coli адгезированными 

на пластик лейкоцитами методом флуоресцент-

ной микроскопии (не показано). Результаты, 

представленные на рис. 1, показывают, что об-

работка лейкоцитов TLR-блокирующим пепти-

дом не отражается существенным образом на их 

фагоцитарной активности.

В следующей серии экспериментов сравни-

вали лейкоцитарный цитокиновый ответ, инду-

цированный растворимым ЛПС, с ответом, ин-

дуцированным корпускулярными фагоцитиру-

емыми бактериями. Оценивалось содержание 

TNF, IL-6 и IFNγ в супернатантах, собранных 

через 22 ч после стимуляции лейкоцитов бак-

териальными продуктами. Стимуляция лей-

коцитов как ЛПС, так и цельными бактерия ми 

активировала продукцию цитокинов сходным 

образом (рис. 2). Следует отметить, однако, что 

ни ЛПС, ни цельные бактерии не вызывали 

продукции IFNγ (не показано). Это наблюдение 

указывает на отличие спектра цитокинов, про-

дуцируемых адгезирующимися клетками крови 

от такового, продуцируемого перитониальными 

макрофагами. Так, ранее сообщалось, что сти-

муляция первичной культуры перитониальных 

макрофагов ЛПС вызывает TLR4-зависимую, 

MyD88-независимую активацию продукции 

IFNγ [13]. Эти различия могут быть объяснены 

сниженной экспрессией компонентов TRIF-

зависимого сигнального пути адгезирующими-

ся лейкоцитами периферической крови.

Установив, что корпускулярные фагоцитируе-

мые бактерии вызывают продукцию провоспали-

тельных цитокинов, количественно сравнимую 

с продукцией, вызываемой растворимым ЛПС, 

было оценено влияние мультиспецифического 

ингибитора TLRs пептида 5R667 на индуциро-

ванную продукцию TNF и IL-6. Эксперименты 

показали значительные различия в чувствитель-

ности цитокиновой продукции к ингибирова-

нию TLRs. Пептид 5R667 вызывал значительное, 

статистически достоверное снижение продукции 

обоих цитокинов, индуцированной раствори-

мым ЛПС, но не влиял на продукцию, индуциро-

ванную корпускулярными бактериями (рис. 2). 

Данные, представленные на рис. 2, также под-

тверждают ранее сделанный вывод о вероятном 
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отсутствии видовой специфичности ингибитор-

ного действия пептида 5R667 [4], что подтверж-

дается эффективным блокированием пептидом 

ЛПС-индуцированной продукции цитокинов 

в лейкоцитах человека (рис. 2).

Отсутствие эффекта пептида на продукцию 

цитокинов не может быть объяснено участием 

дополнительных TLRs при стимуляции бакте-

риальными частицами, содержащими ПАМС 

различных классов, поскольку пептид 5R667 ин-

гибирует множественные TLRs [4]. Так, помимо 

TLR4, активируемого ЛПС грамотрицательных 

бактерий, 5R667 ингибировал TLRs, активи-

руемые и другими ПАМС грамотрицательных 

бактерий: TLR5, агонистом которого является 

флагеллин (белок, формирующий бактериаль-

ные жгутики); а также TLR9, активируемый 

бактериальной, неметилированной ДНК [4]. 

Несмотря на то что TLR7 не ингибировался пеп-

тидом 5R667, вклад TLR7 и TLR8 в индукцию 

продукции цитокинов бактериями можно ис-

ключить на основании того, что эти рецепторы 

активируются вирусной одноцепочечной РНК, 

а не бактериальными ПАМС [5]. Наиболее веро-

ятными индукторами, ответственными за TLR-

независимую продукцию провоспалительных 

цитокинов, являются члены семейства NOD-

подобных рецепторов — NOD1 и NOD2. Эти ре-

Рисунок 1. Влияние TLR-блокирующего пептида 5R667 на фагоцитоз бактерий E. coli моноцитами 

и гранулоцитами периферической крови

Figure 1. Effect of dose-dependent effect from TLR-blocking peptide 5R667 on phagocytosis of E. coli bacteria 
by peripheral blood monocytes and granulocytes
Примечание. (A) Cтратегия гейтирования популяций лейкоцитов периферической крови. Популяции гранулоцитов 
и моноцитов выделяли среди одиночных клеток (singlets) по размеру и гранулярности клеток. Фагоцитирующие 
клетки характеризовались наличием флуоресценции в канале FITC в связи с добавлением меченных FITC бактерий, 
как показано на правых панелях рисунка. (Б) Пептид 5R667 не вызывает значимых изменений фагоцитарной 
активности лейкоцитов периферической крови. Цельную гепаринизированную кровь инкубировали в присутствии 
различных концентраций пептида 5R667 в течении 30 мин, после чего добавляли меченные флуоресцеином бактерии. 
Долю фагоцитирующих клеток оценивали методом проточной цитометрии через 1 ч после добавления бактерий. 
Статистический анализ выполнен с помощью U-критерия Манна–Уитни.
Note. (A) Gating strategy for peripheral blood leukocyte populations. Granulocyte and monocyte populations were distinguished 
from singlets based on cell size and granularity. Phagocytic cells were characterized by fluorescence in the FITC channel due 
to the addition of FITC-labeled bacteria, as shown in the right panels of the figure. (B) Peptide 5R667 does not significantly 
affect the phagocytic activity of peripheral blood leukocytes. Heparinized blood was incubated in the presence of various 
concentrations of peptide 5R667 for 30 min, then the fluorescein-labeled bacteria were added. The proportion of phagocytic 
cells was assessed by flow cytometry 1 h after the addition of bacteria. Statistical analysis was performed using the Mann–
Whitney U-test.
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цепторы активируются различными фрагмен-

тами пептидогликанов, присутствующих в бак-

териальной стенке как грамположительных, так 

и грамотрицательных бактерий [6]. Оба рецеп-

тора активируют транскрипционные факторы, 

стимулирующие транскрипцию провоспали-

тельных цитокинов (транскрипционные факто-

ры семейства NF-κB, а также МАПК)) [1]. Эти 

рецепторы экспрессируются лейкоцитами пе-

риферической крови, в частности NOD2 обиль-

но экспрессируется в моноцитах [9].

Заключение

Настоящее исследование выявило суще-

ственные различия механизмов индукции ци-

токинов растворимым очищенным ЛПС и кор-

пускулярными бактериями. Эти различия об-

условлены не только более широким спектром 

ПАМС, активирующих дополнительные TLR 

рецепторы при стимуляции цельными бактери-

ями, но и задействованием цитоплазматических 

рецепторов, предположительно NOD1 и NOD2, 

распознающих бактериальное присутствие, 

за счет интернализации бактериальных продук-

тов посредством фагоцитоза. Наше исследование 

также указывает на неполноту моделирования 

бактериальных инфекций с использованием 

растворимого ЛПС (или иных высокоочищен-

ных бактериальных продуктов). Использование 

корпускулярных, содержащих ПАМС фагоци-

тируемых частиц, таких как фиксированные 

бактерии, может повысить корректность моде-

лирования иммунного ответа на бактериальные 

инфекции. В будущем мы планируем более де-

тально изучить механизмы активации продук-

ции цитокинов цельными бактериями, а также 

использовать фиксированные бактерии в экспе-

риментальном моделировании иммунного отве-

та на бактериальные инфекции.
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Рисунок 2. Продукция провоспалительных цитокинов адгезирующимися лейкоцитами крови 

человека при стимуляции растворимым ЛПС и фагоцитируемыми бактериями

Figure 2. Proinflammatory cytokine production by adherent human blood leukocytes stimulated with soluble LPS and 
phagocytosed bacteria
Примечание. Адгезировавшиеся к пластику клетки крови отмывали от эритроцитов, преинкубировали с различными 
концентрациями пептида 5R667 в течение 30 мин и стимулировали либо высокоочищенным, растворимым ЛПС в дозе 
100 нг/мл, либо фиксированными бактериями в количестве ~20 бактерий на лейкоцит. Супернатанты для измерения 
содержания цитокинов собирали через 22 ч после стимуляции клеток. (A) Продукция TNF. (Б) Продукция IL-6. 
Статистический анализ выполнялся методом однофакторного дисперсионного анализа. * — p < 0.05. Проанализированы 
пробы крови, полученные от 12 доноров.
Note. Plastic-adherent blood cells were washed from erythrocytes, preincubated with different concentrations of peptide 5R667 
for 30 min and stimulated with either highly purified, soluble LPS (100 ng/ml) or formalin-fixed bacteria at ~20 bacteria per leukocyte. 
Supernatants for cytokine measurement were collected 22 h after cell stimulation. (A) TNF production. (B) IL-6 production. 
Statistical analysis was performed by one-way analysis of variance. * — p < 0.05. Blood samples from 12 donors were analyzed.
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Дополнительная информация

Соблюдение этических норм. Все процеду-

ры, выполненные в исследовании с образцами 

добровольцев на анонимной основе, соответ-

ствуют национальным этическим стандартам, 

Хельсинкской декларации 1964 г. и ее последу-

ющим изменениям и были од обрены комитетом 

по биоэтике Университета «Сириус» (протокол 

от 06.03.2023 г.). Информированное доброволь-

ное согласие получено от всех участников ис-

следования до отбора образцов крови.
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РОЛЬ ПОЛИМОРФИЗМОВ TOLL-ПОДОБНЫХ 

РЕЦЕПТОРОВ В РАЗВИТИИ КРАЙНЕ 

ТЯЖЕЛОГО СОСТОЯНИЯ ПРИ COVID-19

Л.А. Ащина1, Н.И. Баранова1, О.А. Кулиева1, А.И. Болгова1,2

1 Пензенский институт усовершенствования врачей — филиал ГБОУ ДПО «Российская медицинская академия 

непрерывного профессионального образования» Минздрава РФ, г. Пенза, Россия
2 ГБУЗ Пензенский областной клинический центр специализированных видов медицинской помощи, г. Пенза, Россия

Резюме. COVID-19 — это респираторное заболевание, вызванное вирусом SARS-CoV-2, которое может про-

грессировать до острого респираторного дистресс-синдрома (ОРДС) и запускать иммунопатологические ме-

ханизмы, приводящие к чрезмерному воспалению. Toll-подобные рецепторы, как рецепторы распознавания 

образов, выполняют незаменимую функцию при идентификации вируса и активируют врожденную им-

мунную систему, что может приводить к секреции провоспалительных цитокинов, таких IL-1, IL-6, TNFα 

и IFNγ. Противовирусные Toll-подобные рецепторы, включающие TLR3, TLR7 и TLR9 способны активиро-

вать TRIF-зависимый путь, индуцировать продукцию провоспалительных цитокинов, хемокинов и интер-

феронов типа I и типа III, участвовать в распознавании dsRNA, а также участвовать в обнаружении немети-

лированной CpG-ДНК. Кроме того, показана немаловажная роль TLR2 при COVID-19, который распознает 

пептидогликаны поверхности грамположительных бактерий и TLR4, который распознает липополисахарид 

грамотрицательных бактерий и играет роль в гипервоспалении у пациентов с COVID-19. Доказано, что TLR 

могут быть вовлечены как в первоначальный срыв клиренса вируса, так и в последующее развитии тяжелых 

клинических проявлений COVID-19, в основном острого респираторного дистресс-синдрома (ОРДС) с фа-

тальной дыхательной недостаточностью. Целью данной работы явилось изучение полиморфизмов TLR3 

(rs3775291), TLR9 (rs352140), TLR7 (rs3853839), TLR4 (rs4986790), TLR4 (rs4986791), TLR2 (rs574708) у пациентов 

с COVID-19 в зависимости от исхода заболевания. В исследование вошли 187 пациентов, из которых выздоро-

вевшие составили 157 человек, со смертельным исходом — 30. Генетический анализ на полиморфизмы генов 

TLR3 (rs3775291), TLR9 (rs352140), TLR7 (rs3853839), TLR4 (rs4986790), TLR4 (rs4986791), TLR2 (rs574708) был 

проведен методом ПЦР с детекцией результатов в режиме «реального времени». Статистическую обработ-

ку полученных результатов проводили при помощи программ Statistica 12.0 (США). Различие групп счита-

ли статистически значимым при р < 0,05. Силу ассоциаций оценивали в значениях показателя отношения 

шансов оdds ratio (OR) и 95% доверительному интервалу. Отмечено, что генотипы GС TLR7 (rs3853839), АG 

TLR2 (rs574708), GG TLR4 (rs4986790), ТТ TLR4 (rs4986791) могут является предикторами летального исхо-

да COVID-19. Напротив, генотипы GG TLR7 (rs3853839), АА TLR2 (rs574708), АА TLR4 (rs4986790), СС TLR4 

(rs4986791) могут является протективными и способствовать выздоровлению пациентов.

Ключевые слова: COVID-19, выздоровление, смертельный исход, ПЦР, полиморфизмы, Toll-подобные рецепторы.
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ROLE OF TOLL-LIKE RECEPTORS POLYMORPHISMS IN THE DEVELOPMENT OF EXTREMELY 

SEVERE COVID-19

Ashchina L.A.a, Baranova N.I.a, Kulieva O.A.a, Bolgova A.I.a,b

a Penza Institute for Further Training of Physicians – Branch of the “Russian Medical Academy of Continuing Professional 

Education” of the Ministry of Healthcare of the Russian Federation, Penza, Russian Federation
b Penza Regional Clinical Center of Specialized Types of Medical Care, Penza, Russian Federation

Abstract. COVID-19 is a respiratory disease caused by the SARS-CoV-2 virus that can proceed to acute respiratory distress 

syndrome (ARDS) and trigger immunopathological mechanisms that lead to excessive inflammation. Toll-like receptors, 

as pattern recognition receptors, play an indispensable role in virus identification and activate the innate immune system, 

which can lead to the secretion of proinflammatory cytokines such as IL-1, IL-6, TNFα, and type I IFN. Antiviral toll-

like receptors, including TLR3, TLR7, and TLR9, can activate the TRIF-dependent pathway, induce the production 

of proinflammatory cytokines, chemokines, and type I and type III interferons, participate in recognition of dsRNA and 

detection of unmethylated CpG DNA. In addition, an important role of TLR2 in COVID-19, which recognizes peptide 

glycans on the surface of gram-positive bacteria, and TLR4, which recognizes gram-negative bacteria lipopolysaccharide 

and plays a role in hyperinflammation in COVID-19, has been shown. It was confirmed that TLRs can be involved both 

in the initial failure of virus clearance and in the subsequent development of severe COVID-19 clinical manifestations 

mainly acute respiratory distress syndrome (ARDS) with fatal respiratory failure. The aim of this work was to study 

the polymorphisms of TLR3 (rs3775291), TLR9 (rs352140), TLR7 (rs3853839), TLR4 (rs4986790), TLR4 (rs4986791), 

TLR2 (rs574708) in patients with COVID-19 depending on disease outcome. The study included 187 patients, of whom 

157 recovered and 30 deceased. Genetic analysis for polymorphisms of the TLR3 (rs3775291), TLR9 (rs352140), TLR7 

(rs3853839), TLR4 (rs4986790), TLR4 (rs4986791), TLR2 (rs574708) genes was performed by real-time PCR. Statistical 

processing of the obtained results was performed using Statistica 12.0 (USA) software. The inter-group difference was 

considered statistically significant at p < 0.05. The strength of associations was estimated and presented as odds ratio (OR) 

and 95% confidence interval. It was noted that the genotypes GC TLR7 (rs3853839), AG TLR2 (rs574708), GG TLR4 

(rs4986790), TT TLR4 (rs4986791) can be predictors of a fatal COVID-19 outcome. On the contrary, the genotypes GG 

TLR7 (rs3853839), AA TLR2 (rs574708), AA TLR4 (rs4986790), CC TLR4 (rs4986791) can be protective and contribute 

to the recovery of patients.

Key words: COVID-19, convalescence, mortality, PCR, polymorphisms, Toll-like receptors.

Введение

Вспышка вирусной инфекции COVID-19 

возникла в Ухане в 2019 г. и быстро распростра-

нилась по всему миру, превратившись в панде-

мию. В настоящее время патогенез COVID-19 

до конца не выяснен. Однако было показано, 

что взаимодействие вируса SARS-CoV-2 с орга-

низмом человека может вызывать чрезмерный 

иммунный ответ, что ведет к повреждению 

органов, особенно у пациентов в тяжелом со-

стоянии [3]. Toll-подобные рецепты (TLR) как 

компонент врожденного иммунитета игра-

ют ключевую роль в распознавании вирусных 

частиц и активации иммунной системы [1]. 

Противовирусные TLR включают TLR3, кото-

рый распознает dsRNA, TLR7 и TLR8, которые 

задействуют одноцепочечную РНК (ssRNA), 

в то время как TLR9 обнаруживает неметилиро-

ванную CpG-ДНК. Вовлечение TLR3 вирусной 

дцРНК активирует TRIF-зависимый путь и ин-

дуцирует провоспалительные цитокины, хемо-

кины и интерфероны типа I и типа III через NF-

κB и IRF3 [7]. TLR2 опознает пептидогликаны 

поверхности грамположительных бактерий, ли-

поарабиноманнан (гликолипид, характерный 

для представителей рода микобактерий), липо-

протеины, липопептиды [2]. TLR4 распознает 

липополисахарид (LPS) грамотрицательных 

бактерий и была показана роль TLR4 в гипер-

воспалении у пациентов с COVID-19 [4]. Таким 

образом, TLR могут быть вовлечены как в пер-

воначальный срыв клиренса вируса, так и в по-

следующее развитии тяжелых клинических 

проявлений COVID-19, в основном острого ре-

спираторного дистресс-синдрома (ОРДС) с фа-

тальной дыхательной недостаточностью. Целью 

данной работы явилось изучение полиморфиз-

мов TLR3 (rs3775291), TLR9 (rs352140), TLR7 

(rs3853839), TLR4 (rs4986790), TLR4 (rs4986791), 

TLR2 (rs574708) у пациентов с COVID-19 в зави-

симости от исхода заболевания.

Материалы и методы

Проведено обследование 187 пациентов 

с COVID-19 в возрасте от 20 до 60 лет, находя-

щихся на лечении в ГБУЗ «Пензенский област-

ной клинический центр специализированных 

видов медицинской помощи». Диагноз уста-

навливался согласно действующим рекоменда-

циям «Профилактика, диагностика и лечение 

новой коронавирусной инфекции (COVID-19)» 

(версия 15 от 22.02.2022 г.) и выявления РНК 

SARS-CoV-2 в мазках из носа и зева методом 

ПЦР. Пациенты были разделены на 2 группы 
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в зависимости от исхода заболевания. В груп-

пу выздоровевших пациентов вошло 157 чело-

век, а в группу со смертельным исходом — 30. 

Генетический анализ на полиморфизмы ге-

нов TLR3 (rs3775291), TLR9 (rs352140), TLR7 

(rs3853839), TLR4 (rs4986790), TLR4 (rs4986791), 

TLR2 (rs574708) был проведен на базе лабора-

тории молекулярной и персонализированной 

медицины ПИУВ — филиала ФГБОУ ДПО 

РМАНПО Минздрава России. Выделение 

ДНК проводили из цельной венозной крови 

наборами «Проба-рапид-генетика» согласно 

прилагаемой инструкции (ДНК-Технология, 

Россия). Полученные препараты ДНК хранили 

при температуре –18°...–22°С в течение одного 

года. Типирование полиморфных вариантов 

генов TLR3 (rs3775291), TLR9 (rs352140), TLR7 

(rs3853839), TLR4 (rs4986790), TLR4 (rs4986791), 

TLR2 (rs574708) осуществляли методом поли-

меразной цепной реакции с детекцией резуль-

татов в режиме «реального времени» на ам-

плификаторе «ДТ-лайт» (ДНК-Технология, 

Россия) с использованием реагентов, синтези-

рованных компанией «ДНК-синтез» (Москва). 

Статистическую обработку полученных ре-

зультатов проводили при помощи программ 

Statistica 12.0 (США). Различие групп считали 

статистически значимым при р < 0,05. Силу ас-

социаций оценивали в значениях показателя 

отношения шансов оdds ratio (OR) и 95% дове-

рительному интервалу.

Результаты и обсуждение

Результаты проведенного исследования отра-

жены в таблице. Анализ частоты встречаемости 

генотипов TLR3 (rs3775291) показал, что в груп-

пе выздоровевших пациентов наиболее часто 

встречающимся генотипом был СС (48,4%), 

а в группе умерших пациентов — СТ (53,3%). 

Оценка частоты встречаемости генотипов TLR9 

(rs352140) выявила, что в группах выздоро-

вевших и умерших пациентов наиболее часто 

встречался генотип СТ (64,3% и 66,7% соответ-

ственно). Однако сравнительный анализ по ча-

стоте встречаемости генотипов TLR3 (rs3775291) 

и TLR9 (rs352140) в группах с благоприятным 

и летальным исходами не выявил достоверно 

значимых различий. Изучение полиморфизма 

гена TLR7 (rs3853839) обнаружило, что наибо-

лее часто встречался генотип СС, как в группе 

выздоровевших, так и в группе с летальным ис-

Таблица. Распределение и сравнение генотипов полиморфных вариантов генов TLR3 (rs3775291), 

TLR9 (rs352140), TLR7 (rs3853839), TLR4 (rs4986790), TLR4 (rs4986791), TLR2 (rs574708) у больных 

COVID-19 в зависимости от исхода

Table. Distribution and comparison of genotypes of polymorphic variants of TLR3 (rs3775291), TLR9 (rs352140), 
TLR7 (rs3853839), TLR4 (rs4986790), TLR4 (rs4986791), TLR2 (rs574708) genes in COVID-19 patients depending 
on outcome

Полиморфизм

Polymorphism
Генотип

Genotype

Пациенты с COVID-19 
выздоровевшие

COVID-19 patients 
recovered

n (%)

Умершие пациенты

Deceased patients
n (%)

ОR (95%ДИ) p

TLR3 (rs3775291)

СС 76 (48,4%) 10 (33,4%) 1,88 (1,06–3,3) 0,09

СТ 66 (42,0%) 16 (53,3%) 0,64 (0,36–1,12) 0,09

ТТ 15 (9,6%) 4 (13,3%) 0,66 (0,27–1,63) 0,09

TLR9 (rs352140)

СС 32 (20,4%) 6 (20%) 1,0 (0,50–2,00) 0,92

СТ 101 (64,3%) 20 (66,7%) 0,91 (0,51–1,64) 0,92

ТТ 24 (15,3%) 4 (13,3%) 1,18 (0,53–2,63) 0,92

TLR7 (rs3853839)

GG 19 (12,2%) 0 (0%) 28,71 (1,68–492,08)* 0,04

GC 20 (12,7%) 6 (20,0%) 0,55 (0,25–1,2)* 0,04

CC 118 (75,1%) 24 (80,0%) 0,78 (0,4–1,53) 0,54

TLR4 (rs4986790)

GG 34 (21,7%) 24 (80,0%) 0,07 (0,03–0,14)* 0,001

GA 32 (20,4%) 6 (20,0%) 1,03 (0,51–2,05) 0,62

AA 91 (57,9%) 0 (0%) 278,49 (16,81–4613,18)* 0,001

TLR4 (rs4986791)

TT 24 (15,6%) 10 (33,3%) 0,36 (0,18–0,71)* 0,002

TC 87 (55,2%) 16 (53,3%) 1,08 (0,62–1,9) 0,84

CC 46 (29,2%) 4 (13,4%) 2,74 (1,33–5,67)* 0,002

TLR2 (rs574708)

AA 11 (7,0%) 0 (0%) 16,3 (0,92–289,36)* 0,004

AG 15 (9,5%) 6 (20,0%) 0,4 (0,17–0,93)* 0,004

GG 131 (83,5%) 24 (80,0%) 1,3 (0,63–2,68) 0,78

Примечание. * — статистически значимое различие показателей в группах больных COVID-19 (p < 0,05).
Note. * — statistically significant difference of indicators in groups of COVID-19 patients (p < 0.05).
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ходом (75,1% и 80,0% соответственно). Однако 

достоверно значимые различия были выявлены 

по генотипам GG и GC. В группе умерших паци-

ентов частота встречаемости генотипа GC была 

достоверно выше (р = 0,04), а генотип GG не был 

представлен. В работе El-Hefnawy S. и соавт. 

было обнаружено, что генотип GG также значи-

тельно чаще встречается у пациентов в тяжелом 

и критическом состоянии, а уровни экспрессии 

мРНК TLR7 были значительно выше у паци-

ентов с COVID-19 по сравнению со здоровыми 

людьми. Предполагается, что генотип GG одно-

нуклеотидного полиморфизма TLR7 (rs3853839) 

может быть генетическим фактором риска за-

ражения COVID-19, тяжелого течения болезни 

и неблагоприятного клинического исхода [12]. 

Изучение гена TLR4 проводилось по двум одно-

нуклеотидным полиморфизмам — rs4986790 

и rs4986791. В группе пациентов COVID-19 c бла-

гоприятным исходом была показана достоверно 

более высокая частота встречаемости геноти-

па AA гена TLR4 (rs4986790) (р = 0,001) и более 

низкая частота встречаемости генотипа GG (р = 

0,001) по сравнению с больными с летальным 

исходом. В одной из работ было показано, что 

генотип GG TLR4 rs4986790 был связан с риском 

развития COVID-19 и острого респираторного 

дистресс-синдрома [10], что согласуется с полу-

ченными данными. Кроме того, известно, что 

rs4986790 в гене TLR4 расположен за пределами 

лиганд-связывающего домена и поэтому не пре-

пятствует связыванию полисахарида, однако 

вызывает локальное изменение конформации, 

которое влияет на сворачивание, уровень экс-

прессии на поверхности клетки, стабильность 

белка и взаимодействие с нижестоящими сиг-

нальными белками, что приводит к снижению 

функциональной активности TLR4 [13].

Наиболее часто встречающимся генотипом 

TLR4 (rs4986791) в обоих группах больных отме-

чен TC, однако достоверно значимые различия 

по частоте встречаемости выявлены по геноти-

пам ТТ и СС. У больных с летальным исходом 

отмечена более высокая частота встречаемости 

генотипа ТТ (в 2 раза) (р = 0,002) и достоверно 

более низкая частота встречаемости генотипа 

СС (р = 0,002). Доказано, что выработка про-

воспалительных цитокинов и интерферонов 

имеет решающее значение в борьбе с вирусны-

ми инфекциями, при этом TLR4 играет ключе-

вую роль в связывании с S-белком SARS-CoV-2 

и регуляции последующих воспалительных ре-

акций [8]. В научной литературе имеются дан-

ные о том, что у лиц, имеющих полиморфизмы 

TLR2 (rs5743708) или TLR4 (rs4986791), вероят-

ность развития пневмонии и более тяжелого 

течения заболевания была, соответственно, 

в 3,6 и 2,5 раза выше  [6]. Анализ полиморфиз-

ма TLR2 (rs574708) выявил, что наибольший 

процент встречаемости в исследуемых груп-

пах имел генотип GG. Сравнительный ана-

лиз показал, что у выздоровевших пациентов 

с COVID-19 отмечалась достоверно более вы-

сокая частота встречаемости генотипа АА (р = 

0,04) и более низкая частота встречаемости ге-

нотипа AG (р = 0,04) по сравнению с умершими 

пациентами. Отмечено, что генотип AG TLR2 

(rs5743708) был значительно связан с более вы-

соким риском заражения COVID-19, представ-

ляя собой значительный фактор риска тяжести 

течения COVID-19 [5], что также согласуется 

с нашими данными. Полученные результаты 

подтверждают идею о том, что генетические 

особенности могут существенно влиять на ис-

ход COVID-19, а также предполагается, что по-

лиморфизмы TLR7 (rs3853839), TLR2 (rs574708), 

TLR4 (rs4986790), TLR4 (rs4986791) могут ис-

пользоваться в качестве молекулярных предик-

торов исхода COVID-19. Отмечено, что геноти-

пы GС TLR7 (rs3853839), АG TLR2 (rs574708), 

GG TLR4 (rs4986790), ТТ TLR4 (rs4986791) мо-

гут быть предикторов более тяжелого тече-

ния и неблагоприятного прогноза клиничес-

кого исхода COVID-19. Напротив, генотипы 

GG TLR7 (rs3853839), АА TLR2 (rs574708), АА 

TLR4 (rs4986790), СС TLR4 (rs4986791) могут 

являться протективными и способствовать 

выздоровлению.
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Краткие сообщения Short communications

ЦИТОКИНОВЫЙ ПРОФИЛЬ ПЛАЗМЫ 

ИММУННОЙ АНТИ-COVID-19 И ЕГО СВЯЗЬ 

С ИСХОДОМ ЗАБОЛЕВАНИЯ ПАЦИЕНТОВ 

ПРИ ЛЕЧЕНИИ ИММУННОЙ ПЛАЗМОЙ

М.П. Потапнев, А.В. Максимович, И.А. Дунаев, Л.М. Гущина, Ф.Н. Карпенко

Республиканский научно-практический центр трансфузиологии и медицинских биотехнологий, Минск, 

Республика Беларусь

Резюме. Плазма иммунная анти-COVID-19 (ССР) рассматривается как важный элемент терапии пациентов 

на начальных стадиях заболевания. Терапевтическое действие ССР связывают с наличием специфических про-

тивовирусных антител. Дополнительно в качестве терапевтического рассматривается иммуномодулирую щее 

действие ССР, где цитокины считаются одними из основных факторов. Цель исследования — оценить значение 

цитокинов и балансов цитокинов перелитой ССР для исхода заболевания у пациентов, получавших ее при прове-

дении стационарного лечения COVID-19. Материалы и методы. В исследование включены данные 111 пациентов 

с COVID-19, получавших ССР. Содержание цитокинов в ССР измерялось методом иммуноферментного анализа. 

Результаты. Установлено, что повышенный уровень интерлейкина-6 (IL-6) и интерферона- гамма (IFNγ), но не 

IL-1β, IL-8, IL-10, IL-15, IP-10/CXCL10, MCP-1/ССL2 был выявлен в ССР, перелитой преимущественно пациен-

там, имевшим неблагоприятный (смертельный) исход заболевания. В этих сериях ССР достоверно повышены 

значения балансов цитокинов IFNγ/IL-10, IFNγ/IP-10, IFNγ/MCP-1, IL-6/IL-8, IL-6/IL-10, IL-6/IP-10, IL-6/IL-

15 по сравнению с образцами ССР, перелитой пациентам группы выздоровевших. Низкий уровень IL-6 и IFNγ, 

сниженные значениями баланса IL-6/IP-10, IL-6/IL-15, IFNγ/MCP-1, IFNγ/IP-10, IFNγ/IL-15 были характерны 

для ССР, которую переливали пациентам, впоследствии выздоровевшим. Уровень IL-6 в образцах ССР, перели-

той пациентам группы выздоровевших, имел сильную прямую корреляционную связь (r = 0,9) с балансами ци-

токинов IL-6/IL-10 и IL-6/IP-10, в то время как в группе умерших сильной связи не наблюдалось (r = 0,6). Уровни 

IFNγ в ССР проявляли сильную прямую корреляционную связь со значениями всех проанализированных ба-

лансов цитокинов (IFNγ/IL-10 (r = 0,9), IFNγ/IP-10 (r = 0,9), IFNγ/MCP-1 (r = 0,9)). IFNγ в ССР, перелитой паци-

ентам группы выздоровевших, имел положительную корреляционную связь с значениями балансов IFNγ/IL-10 

(r = 0,78), IFNγ/IP-10 (r = 0,9), IFNγ/MCP-1 (r = 0,75). Уровень IFNγ в ССР, перелитой пациентам группы умерших, 

имел более высокие значения положительной корреляционной связи с IFNγ/IL-10 (r = 0,96), IFNγ/IP-10 (r = 0,92), 

IFNγ/MCP-1 (r = 0,92). Заключение. Уровень цитокинов IL-6 и IFNγ, баланс цитокинов на их основе в ССР могут 

влиять на исход COVID-19 у пациентов, получавших лечение с использованием ССР.

Ключевые слова: COVID-19, пациенты, плазма иммунная анти-COVID-19, цитокины, балансы цитокинов, исход заболевания.
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CYTOKINE PROFILE OF COVID-19 CONVALESCENT PLASMA AND ITS RELATIONSHIP 

TO OUTCOME OF TREATED PATIENTS

Potapnev M.P., Maksimovich A.V., Dunayeu I.A., Hushchina L.M., Karpenko F.N.

Republican Scientific and Practical Center for Transfusiology and Medical Biotechnologies, Minsk, Republic of Belarus

Abstract. COVID-19 convalescent plasma (CCP) is considered as an important element of therapy for patients in the 

initial stages of the disease.The main therapeutic effect of CCP is associated with the presence of specific antiviral 

antibodies. Additionally, the immunomodulatory effect of CCP is considered as therapeutic where cytokines represented 

one of the main factors. The aim of the study was to evaluate the importance of cytokines and cytokine ratio of transfused 

CCP for the outcome of the disease in patients who received it during inpatient treatment of COVID-19. Materials and 

methods. The study included data from 111 patients with COVID-19 who received CCP. The cytokine content in the CCP 

was measured by enzyme immunoassay Results. It was found that elevated levels of interleukin-6 (IL-6) and interferon-

gamma (IFNγ), but not IL-1β, IL-8, IL-10, IL-15, IP-10/CXCL10, MCP-1/CCL2 were detected in CCP transfused 

mainly to patients who had an unfavorable (fatal) outcome of the disease. Values of cytokine ratios of IFNγ/IL-10, IFNγ/

IP-10, IFNγ/MCP-1, IL-6/IL-8, IL-6/IL-10, IL-6/IP-10, IL-6/IL-15 were also significantly increased in these CCP 

series as compared to CCP samples transfused to patients of the recovered group. Low levels of IL-6 and IFNγ, reduced 

level of cytokine ratios of IL-6/IP-10, IL-6/IL-15, IFNγ/MCP-1, IFNγ/IP-10, IFNγ/IL-15 were characteristic of CCP, 

which was transfused to patients, subsequently recovered. The level of IL-6 in the CCP samples transfused to the patients 

of the recovered group had a strong direct correlation (r = 0.9) with the cytokine ratios of IL-6/IL-10 and IL-6/IP-10, 

while in the group of the deceased patients there was no strong association (r = 0.6). IFNγ levels in the CCP showed a strong 

direct correlation with the values of all analyzed cytokine ratios (IFNγ/IL-10 (r = 0.9), IFNγ/IP-10 (r = 0.9), IFNγ/MCP-

1 (r = 0.9)). The level of INF-γ in the CCP transfused to patients of the recovered group had a positive correlation with 

the cytokine ratios of IFNγ/IL-10 (r = 0.78), IFNγ/IP-10 (r = 0.9), IFNγ/MCP-1 (r = 0.75). The level of INFγ in the CCP 

transfused to patients of the deceased group had higher values of positive correlation with ratios of IFNγ/IL-10 (r = 0.96), 

IFNγ/IP-10 (r = 0.92), IFNγ/MCP-1 (r = 0.92). Conclusion. The level of cytokines IL-6 and IFNγ, the cytokine ratios 

based on them in the CCP may affect the outcome of COVID-19 in patients treated with CCP.

Key words: COVID-19, patients, COVID-19 convalescent plasma, cytokines, cytokine ratio, disease outcome.

Введение

Использование реконвалесцентной плаз-

мы, полученной от пациентов, переболевших 

COVID-19 (плазмы иммунной анти-COVID-19, 

англ. Coronavirus disease 2019 convalescent plasma 

[CCP]), для лечения пациентов с инфекцией, 

вызванной SARS-CoV-2, имеет неоднозначную 

оценку. С одной стороны, ее терапевтичес-

кое применение рекомендуется для пациентов 

с COVID-19 средней тяжести и в ранние сроки 

инфекции [8, 11]. С другой стороны, примене-

ние CCP не оказывало существенного влияния 

на уровень смертности пациентов с COVID-19, 

особенно требовавших искусственной венти-

ляции легких [5, 10, 15]. ССР рассматривают как 

источник нейтрализующих антител к SARS-

CoV-2, в то же время роль остальных компо-

нентов иммунного ответа остается малоизучен-

ной [7, 9]. Цитокины в составе ССР рассматри-

ваваются как действенные компоненты ССР, 

оказывающие при переливании иммуномоду-

лирующее действие на пациента и участвующие 

в процессе выздоровления [6, 9, 14].

Цель исследования — оценить значение ци-

токинов и баланса цитокинов перелитой ССР 

для исхода заболевания у пациентов, получав-

ших ее при проведении стационарного лечения 

COVID-19.

Материалы и методы

Был проведен ретроспективный анализ 

историй болезни 111 пациентов с COVID-19, 

получавших стационарное лечение в учрежде-

нии здравоохранения (УЗ) «Солигорская цен-

тральная районная больница», УЗ «Витебская 

областная клиническая инфекционная боль-

ница», УЗ «Витебский областной клинический 

специализированный центр», УЗ «Лиозненская 

центральная районная больница», государ-

ственного учреждения (ГУ) «Республиканский 

научно-практический центр (РНПЦ) пульмо-

нологии и фтизиатрии», ГУ «РНПЦ невроло-

гии и нейрохирургии». Пациенты с COVID-19 

были обследованы и получали терапию в соот-

ветствии с рекомендациями, утвержденными 

Министерством здравоохранения Республики 

Беларусь (приказ № 255 от 06.03.2020 в редак-

ции приказа № 430 от 13.04.2020). Она вклю-

чала длительное пребывание в прон-позиции 

15–24–36 часов подряд, гидратационно-ин-

фузионную терапию, препараты ремдесиви-

ра, ингибиторов IL-6 по показаниям; профи-

лактику и лечение тромбозов, коагулопатий 

и ДВС-синдрома, включая антиагрегантную 

терапию, антикоагуляционную терапию пре-

паратами низкомолекулярного или нефрак-

ционированного гепарина по показаниям, 
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препараты системных глюкокортикоидных 

гормонов. Пациентам, нуждающимся в респи-

раторной поддержке, проводилась интенсив-

ная терапия острой дыхательной недостаточ-

ности. Антибактериальная терапия проводи-

лась строго по показаниям, исключительно для 

лечения бактериальных осложнений. Плазму 

иммунную анти-COVID-19 (ССР) получа-

ли все пациенты в дозе от 190 до 750 мл (1–3 

дозы), заготовленную в ГУ «РНПЦ трансфу-

зиологии и медицинских биотехнологий» (ГУ 

РНПЦ ТиМБ) и предоставленную пациентам 

после предварительной консультации с вра-

чом-трансфузиологом ГУ РНПЦ ТиМБ. Сбор  

и анализ клинических данных пациентов, по-

лучавших плазму иммунную, осуществляли 

во исполнение приказа Министерства здраво-

охранения Республики Беларусь «Об оказании 

медицинской помощи пациентам с инфекцией 

COVID-19» от 05.06.2020 г. № 615.

Материалом исследования также были об-

разцы ССР, приготовленной в ГУ РНПЦ ТиМБ 

методом автоматического плазмафереза в 2020–

2022 гг. на основании приказа Министерства 

здравоохранения Республики Беларусь «О до-

полнительных мерах по обеспечению беспе-

ребойной работы субъектов службы крови» 

от 03.04.2020 г., № 379, и прошедшей патогенре-

дукцию с использованием систем «Терафлекс», 

«Интерсепт», «Мирасол» на основании инструк-

ций фирм — производителей систем патогенре-

дукции. Получение компонента  крови «плазма 

иммунная анти-COVID-19» (ССР) осуществля-

ли на основании положительных результатов 

тестирования с целью обнаружения антител 

к SARS-CoV-2 при отрицательных результатах 

тестирования на вирус SARS-CoV-2 и отсут-

ствии признаков заболевания не менее 2 недель 

после перенесенного заболевания. Определение 

титра антител производили с использованием 

тест-системы «ichroma™ COVID-19 Ab» (Boditech 

Med Inc., Корея). Эффективными титрами счи-

тали превышающие уровень cut off (� 1.1) уста-

новленный производителем тест-систем.

В качестве контроля использовали анало-

гичные образцы плазмы, полученной от до-

норов крови, не болевших COVID-19, и под-

вергнутой аналогичной патогенредукции. 

Забор крови и ее компонентов от доноров крови 

в количестве 2–4 мл проводили на основании 

решения Комитета по этике ГУ РНПЦ ТиМБ 

от 10.04.2020 г. (заседание № 1) и на основании 

подписанного информированного согласия до-

нора крови.

В контрольных образцах плазмы лиц, не бо-

левших COVID-19, антител в диагностически 

значимом уровне не выявлено (хотя они и опре-

делялись как следствие специфической вакцина-

ции или латентно перенесенного заболевания).

Определение цитокинов в образцах плаз-

мы проводили методом иммуноферментного 

анализа (ИФА) в соответствии с инструкция-

ми производителей для IFNγ, IL-1β, IL-6, IL-8, 

IL-10 (АО «Вектор-Бест», Россия), CXCL10/

IP-10, CCL2/MСP-1 (Cloud-Clone Corp., Китай), 

TGF-β (BT Lab, Китай), IL-15 (Wuhan Fine 

Biotech Co., Китай). Исследуемые образцы 

плазмы лиц-реконвалесцентов и здоровых лиц 

вносили в лунки микропланшета для опреде-

ления уровней цитокинов. Для каждого ци-

токина по результатам ИФА были построены 

калибровочные кривые на основании данных 

титрования внутренних стандартов и получены 

расчетные значения концентрации цитокинов 

в исследуемых образцах плазмы в соответствии 

с рекомендациями фирм-производителей.

Статистическая обработка результатов экс-

периментов проводили с использованием паке-

та Statistica 10.0. Рассчитаны средние значения 

и ошибка средних значений вариационных ря-

дов изученных показателей. Данные представ-

лены как M±SD. Для установления различий 

между двумя исследуемыми группами исполь-

зовали t-критерий Стьюдента для сравнения 

независимых выборок, статистический уровень 

значимости р < 0,05. Сравнение групп пациентов 

с различным исходом заболевания проводили 

на основе корреляционного анализа с использо-

ванием критерия χ2 Пирсона. Дальнейший ана-

лиз полученных данных проводили с исполь-

зованием программного обеспечения MedCalc 

22.009 и программного пакета R 4.3.1. С исполь-

зованием ROC-анализа определялись чувстви-

тельность, специфичность, прогностическая 

ценность положительного и отрицательного ре-

зультатов анализируе мых данных.

Результаты и обсуждение

Анализ когорты пациентов, получавших 

терапию с использованием ССР, показал, что 

большинство из них выздоровели (n = 84), 

а у остальных был зафиксирован смертель-

ный исход (n = 27), связанный с прогрессией 

COVID-19. Сравнение этих подгрупп пациен-

тов с различным исходом заболевания показал, 

что они достоверно не различались по возрасту 

(59,9 и 67,5 лет соответственно), распределению 

по полу (35/49 и 14/13 мужчин и женщин), ин-

дексу массы тела (32,8 и 33,32 соответственно). 

Сравниваемые подгруппы пациентов характе-

ризовались одинаковыми исходными показате-

лями течения заболевания (длительность амбу-

латорного этапа лечения, длительность заболе-

вания, показатели поражения легочной ткани, 

потребность в кислороде. Основное отличие 

касалось необходимости искусственной венти-

ляции легких, которая потребовалась 3 (3,57%) 
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пациентам подгруппы выздоровевших пациен-

тов и 10 (37%) пациентам подгруппы умерших 

(χ2 = 22,1; p << 0,001).

Ранее нами и другими авторами [1, 7] были 

отмечены различия цитокинового профи-

ля ССР и плазмы здоровых лиц, не болев-

ших COVID-19, связанные с увеличением со-

держания в ССР интерферона-гамма (IFNγ). 

Bonny T.S. c соавт. [7] также отметили повышение 

в ССР уровня интерлейкина-10 (IL-10), IL-15, 

IL-21, макрофагального воспалительного про-

теина (MIP-1α), а также уменьшение уровня ан-

тагониста рецептора IL-1 (IL-1RA), IL-8, IL-16, 

васкулярного эндотелиального фактора ро-

ста А (VEGF-A).

Проведенное нами сравнение выявило не-

которые различия в уровнях и балансах цито-

кинов в ССР, перелитой пациентам с COVID-19 

с различным исходом заболевания. Как показа-

но в табл. 1, содержание IL-6 и IFNγ оказалось 

достоверно выше в сериях ССР, перелитой па-

циентам, впоследствии умершим. Содержание 

IL-1-β, IL-8, IL-10, IL-15, TGF-β, IP-10/CXCL10, 

MCP-1/ССL2 достоверно не различалось в под-

группах пациентов, впоследствие выживших 

или умерших.

Для цитокинов IL-6 и IFNγ построены гра-

фики распределения их содержания в ССР, пере-

литой пациентам подгрупп выздоровевших или 

умерших. Как видно из рисунка, для IL-6 четко 

выделяются два отдельных непересекающих-

ся пика соответствующих низкому содержа-

нию IL-6 (0–4 пг/мл), что характерно для ССР, 

перелитой пациентам, впоследствии выздоро-

вевшим, и более высокому содержанию IL-6 

(4–7 пг/мл), что характерно для ССР, перелитой 

пациентам, впоследствии умершим. Для IFNγ 

картина распределения несколько отличается. 

Уровень IFNγ в ССР, перелитой выздоровев-

шим пациентам, преимущественно формируют 

единый пик (2–10 пг/мл). В сериях ССР, пере-

литой пациентам, впоследствии умершим, на-

блюдались два пика содержания IFNγ, один 

из которых совпадает со значениями (2–10 пг/

мл), характерными для ССР, перелитой паци-

ентам, впоследствии выздоровевшим. Второй 

пик содержания IFNγ в ССР (24–32 пг/мл) на-

блюдался только у пациентов, впоследствии 

умерших. Такие распределения IL-6 и IFNγ 

в ССР свидетельствуют о роли цитокинов как 

прогностических факторов неблагоприятного 

исхода COVID-19 у пациентов, получавших ле-

чение с использованием ССР.

Хорошо известно, что прогрессирование 

COVID-19 связано с вовлечением цитокинов, 

особенно при развитии системного воспали-

тельного ответа [3, 4, 6, 13]. Активность и тя-

жесть заболевания проявляется совместным 

действием цитокинов с изменением их баланса 

на разных этапах патологического процесса. 

Поэтому мы оценили в ССР не только уровни, 

но и балансы отдельных цитокинов, их воз-

можную связь с исходом заболевания у пациен-

тов, пролеченных ССР. Как нами показано ра-

нее, ССР по сравнению с контрольной плазмой 

здоровых лиц имеет выраженный дисбаланс 

цитокинов, связанный с повышением уровня 

IFNγ, IL-6, IL-8, IL-10 [1]. Как видно из табл. 2, 

баланс цитокинов первой, второй, третьей 

волны в ССР, использованной для терапии 

пациентов с COVID-19, является важным для 

развития и исхода заболевания [3, 4]. Прежде 

всего отмечают баланс IL-6/IL-10, повышение 

которого в крови пациентов связывают с пло-

хим прогнозом заболевания. При этом IL-10 

рассматривается как цитокин, снижающий 

иммуноопосредованное воспаление, а IL-6 ас-

социируется с тяжелым течением и летальны-

Таблица 1. Уровень цитокинов в плазме иммунной анти-COVID-19, использованной для лечения 

пациентов с различными исходами заболевания

Table 1. Cytokine level in COVID-19 convalescent plasma used for therapy of patients with different disease outcome.

Цитокины

Cytokines

Уровень цитокинов (пг/мл) в плазме иммунной анти-СOVID-19, использованной 
для лечения пациентов

Cytokine level (pg/ml) in ССР, used for therapy of patients
p

выздоровевших

recovered
умерших

deceased
n М±SD n M±SD

IL-6 38 3,22±1,67 12 5,23±0,45 0,0002

IFNγ 33 7,40±2,72 16 15,83±9,67 0,00002
IL-10 43 11,39±2,89 13 12,14±2,14 0,3943
IL-15 30 7,34±1,87 11 7,99±2,43 0,3714

TGF-β 43 1,065±0,55 15 0,96±0,45 0,5055
IP-10/CXCL10 40 22,93±6,20 14 23,90±6,38 0,6215
MCP-1/ССL2 24 8,04±2,95 8 8,34±2,09 0,7921
IL-8 43 3,24±1,98 14 3,12±2,07 0,8461

IL-1β 42 9,47±3,81 13 9,26±3,01 0,8536
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ми осложнениями при заболевании [4]. IL-6 

и IFNγ не связаны прямо с вирусной нагрузкой 

у пациентов с тяжелым течением COVID-19, 

но отражают системное воспаление в организ-

ме пациентов, особенно при развитии острого 

респираторного дистресс-синдрома. Цитокин-

опосредованный эффект благоприятного тера-

певтического эффекта ССР не связан c уровнем 

антител к S-антигену SARS-CoV-2 или нор-

мальных антител [6]. Это указывает на само-

стоятельный иммуномодулирующий эффект 

цитокинов при переливании ССР пациентам 

с COVID-19 [6, 12, 14].

Для пациентов с COVID-19 с различным ис-

ходом заболевания мы оценили в использо-

ванной для их лечения ССР баланс цитокинов 

с участием IFNγ и IL-6. IL-6 в когорте всех ис-

следованных образцов ССР и использованных 

в группе выживших пациентов имел сильную 

прямую корреляционную связь (r = 0,8 и r = 0,9) 

Рисунок. Распределение содержания IL-6 и IFNγ (пг/мл) в плазме иммунной, анти-COVID-19, 

перелитой пациентам групп выздоровевших (сплошная линия) или умерших (пунктирная линия)

Figure. Distribution of the level of IL-6 and IFNγ (pg/ml) in the COVID-19 convalescent plasma (CCP) transfused 
to patients of the groups recovered (solid line) or deceased (dotted line)
Примечание. По оси абсцисс — содержание цитокина в ССР, по оси ординат — частота встречаемости (Density).
Note. On the abscissa axis is the cytokine content in the CCP, on the ordinate axis is the frequency of occurrence (Density).

Таблица 2. Сравнительная характеристика балансов цитокинов в плазме иммунной анти-COVID-19, 

перелитой выжившим и умершим пациентам

Table 2. Comparison of cytokine ratios in COVID-19 convalescent plasma, transfused to patients with different 
disease outcome

Баланс цитокинов

Cytokine ratio

Значение показателей в ССР, использованной для лечения пациентов

Value of cytokine ratio in COVID-19 convalescent plasma, used for therapy of patients
pвыздоровевших

recovered
умерших

deceased
n М±SD n M±SD

IL-6/IL-10 37 0,29±0,12 10 0,4±0,04 0,0058

IL-6/IL-1β 36 0,37±0,14 9 0,52±0,13 0,0075
IL-6/IL-8 37 1,38±0,93 10 2,38±1,14 0,0058
IL-6/IP-10 36 0,14±0,09 10 0,23±0,07 0,0058
IL-6/IL-15 28 0,48±0,3 8 0,79±0,36 0,0181

IFNγ/IL-10 32 0,74±0,27 13 1,26±0,76 0,0014

IFNγ/IL-1β 31 1,05±0,51 13 1,55±0,71 0,0126

IFNγ/IL-8 32 3,45±1,9 14 5,57±4,16 0,0209

IFNγ/IP-10 31 0,34±0,18 14 0,73±0,63 0,0023

IFNγ/TGF-β 32 0,01±0,01 15 0,02±0,02 0,0008

IFNγ/IL-15 25 1,1±0,69 11 2,08±2,15 0,0444

IFNγ/MCP-1 15 1,14±0,69 8 2,44±1,16 0,0029



195

2025, Т. 15, № 1 Цитокины плазмы иммунной анти-COVID-19

с балансами IL-6/IL-10 и IL-6/IP-10, в то вре-

мя как в группе умерших таковой связи не на-

блюдалось (r = 0,6 и r = 0,6 соответственно), что 

может быть связано с повышением уровней IL-6 

также в ССР, использованной для пациентов 

группы выживших. В ССР наблюдалась силь-

ная прямая корреляционна связь уровней IFNγ 

со значениями всех проанализированных балан-

сов цитокинов (IFNγ/IL-10 (r = 0,9), IFNγ/IP-10 

(r = 0,9), IFNγ/TGF-β (r = 0,8), IFNγ/MCP-1 (r = 

0,9)). При этом наблюдались различия в значе-

ниях баланса цитокинов в ССР, использованной 

для лечения пациентов групп умерших и вы-

здоровевших. Так, в ССР, использованной для 

лечения группы выздоровевших, были сниже-

ны значения балансов IFNγ/IL-10, IFNγ/MCP-1 

по сравнению с ССР, использованной для лече-

ния пациентов группы умерших. В ССР, пере-

литой пациентам группы выживших, было 

также снижено значение баланса IFNγ/TGF-β 

относительно содержания в ССР, перелитой паци-

ентам группы умерших. Полученные данные сви-

детельствуют о том, что балансовые соотношения 

цитокинов в ССР наряду с уровнем цитокинов 

имеют значение для исхода заболевания у пациен-

тов, получавших терапию с использованием ССР. 

Баланс цитокинов IL-6/IFNγ, характеризую-

щийся высокими значениями в крови пациентов 

с тяжелым COVID-19, в ССР имел невысокие зна-

чения (0,39±0,158, n = 31 для группы выздоровев-

ших и 0,45±0,366, n = 12 для группы умерших па-

циентов, r = — 0,15; p = 0,38), что связано с забором 

плазмы по прошествии 2–3 недель после исхода 

заболевания и общим снижением уровня цитоки-

нов к этому сроку [2, 4].

Выводы

Таким образом, ССР, использованная для 

лечения пациентов с COVID-19, характеризу-

ется дисбалансом цитокинов, которые способ-

ны оказывать влияние на исход заболевания. 

Неблагоприятный исход заболевания пациен-

тов с COVID-19, получавших терапию с исполь-

зованием плазмы иммунной анти-COVID-19, 

ассоциируется с наличием в ССР повышенного 

содержания IL-6 и IFNγ, повышенными значе-

ниями баланса IFNγ/IL-10, IFNγ/IP-10, IFNγ/

TGF-β, IFNγ/MCP-1, IL-6/IL-8, IL-6/IL-10, 

IL-6/IP-10, IL-6/IL-15. Низкий уровень IL-6 

и IFNγ, сниженные значения балансов IL-6/IP-

10, IL-6/IL-15, IFNγ/MCP-1, IFNγ/IP-10, IFNγ/

TGF-β IFNγ/IL-15 были характерны для ССР, 

которую перелили пациентам, впоследствии 

выздоровевшим.
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Рисунок 1. Иммунные реакции, индуцированные антигенами Candida. Адаптировано из [36]
Figure 1. Immune responses induced by Candida antigens. Adapted from [36]
Комментарий. Первая линия защиты от Candida представлена эпителиальным барьером. Эпителиальные клетки 
продуцируют антимикробные пептиды, которые ограничивают рост Candida. Количество продуцирующихся 
антимикробных пептидов зависит от IL-17 и IL-22, которые производятся Т-хелперами 17 (TH17). В случае повреждения 
эпителиального барьера происходит взаимодействие антигенов (PAMP) грибов с PRR (TLR, дектинов, галектина-3, 
маннозных рецепторов, DC-SIGN и Mincle) дендритных клеток, что приводит к созреванию ДК. Зрелые ДК презентируют 
антигены наивным CD4+ Т-клеткам с помощью молекул MHC II класса при костимуляции через CD40-CD40 L (CD154). 
ДК вырабатывают цитокины, которые определяют формирование определенных субпопуляций Т-клеток. Например,  
IL-23, IL-6 и TGF-β запускают формирование Th17, которые продуцируют IL-17 и IL-21, и являются основными участниками 
воспалительной реакции. Актированные CD4+ Т-клетки взаимодействуют с В-клетками, которые реагирует на белковые 
антигены в процессе Т-зависимого иммунного ответа. В результате Т-зависимого ответа В-клетки продуцируют 
антитела различных изотипов, обладающие высокой аффинностью и длительным периодом полураспада. Ответ 
В-клеток на небелковые антигены (полисахариды, липиды, гликолипиды, нуклеиновые кислоты) происходит без 
участия Т-клеток (Т-независимый ответ), в ходе которого не формируется иммунологическая память, нет вторичного 
ответа и вырабатываются антитела только изотипа IgM с низкой аффинностью и коротким периодом полураспада. 
Исследования по разработке вакцин к Candida (субъединичных и конъюгированных) направлены на развитие 
Т-зависимого иммунного ответа за счет связывания полисахаридов грибов с различными белками-носителями.
Comments. Epithelial barrier builds up the first line defense against Candida. Epithelial cells produce antimicrobial peptides 
restraining Candida growth. The level of antimicrobial peptide production depends on T helper 17 (TH17) cell-released IL-17 
and IL-22. When the epithelial barrier becomes damaged, fungal antigens (PAMPs) interact with dendritic cell (DC) PRRs (TLRs, 
dectins, galectin-3, mannose receptors, DC-SIGN and Mincle) followed by DC maturation promoting antigen presentation 
to activate naive CD4+ T cells via MHC class II molecules and costimulatory CD40-CD40L (CD154). DCs produce cytokines 
that control formation of specific T cell subsets. For example, IL-23, IL-6, and TGF-β skew towards Th17 (signature cytokines: 
IL-17 and IL-21) mainly involved in inflammatory response. Activated CD4+ T cells interact with B cells to elicit production 
of antibodies of various isotypes with high affinity and long half-life. B cell response to non-protein antigens (polysaccharides, 
lipids, glycolipids, nucleic acids) occurs without T cell help (T-independent response) not resulting in emerging immunological 
memory and, subsequently, no secondary response, featured solely with low affinity short half-life IgM antibodies. Research into 
development of Candida (subunit and conjugate) vaccines is aimed at developing a T-dependent immune response by binding 
fungal polysaccharides to various carrier proteins.

Иллюстрация к статье «Иммунотерапия инфекций, вызванных Candida spp.: миф или реальность?» 
(авторы: С.Н. Хостелиди, Н.Б. Серебряная) (с. 27–36)
Illustration for the article “Immunotherapy of Candida spp.-caused infections: myth or reality?” 
(authors: Khostelidi S.N., Serebryanaya N.B.) (pp. 27–36)



Иллюстрации к статье «Оценка медико-биологических параметров у беременных мышей 
при пероральном приеме коммерческих препаратов наносеребра» (авторы: М.Н. Гапон, 
Е.А. Иванова, Т.И. Твердохлебова, А.В. Кантария, З.Т. Тагиров, И.А. Логинов, Э.А. Гапон) (с. 37–45)
Illustrations for the article “Biomedical parameters assessed in pregnant mice receiving oral commercial nanosilver 
preparations” (authors: Gapon M.N., Ivanova E.A., Tverdokhlebova T.I., Kantaria А.V., Tagirov Z.T., Loginov I.A., 
Gapon E.A.) (pp. 37–45)

Рисунок 5. Препарат ткани печени молоди мышей до (А) и после приема препаратов «Витаргол» (В) 
и «Аджента» (С)
Figure 5. Liver histology in female in mouse offspring before (a) and after “Vitargol” (B) and “Adzhenta” (C) intake
Примечание. Микроскоп «LEICA DFC 295» (Окуляр НС Plan ×10/20. Объектив  HI-Plan ×10 /0,25).
Note. Microscope “LEICA DFC 295” (Ocular НС Plan ×10/20. Objective  HI-Plan ×10 /0.25).

А (A) Б (B) В (C)

Рисунок 4. Препарат ткани почки самок мышей до (А) и после приема препаратов «Витаргол» (Б) 
и «Аджента» (В)
Figure 4. Kidney histology in female mice before (a) and after “Vitargol” (B) and “Adzhenta” (C) intake
Примечание. Микроскоп «LEICA DFC 295» (Окуляр НС Plan ×10/20. Объектив  HI-Plan ×10 /0,25).
Note. Microscope “LEICA DFC 295” (Ocular НС Plan ×10/20. Objective  HI-Plan ×10 /0.25).

А (A) Б (B) В (C)

Рисунок 3. Препарат ткани печени самок мышей до (А) и после приема препаратов «Витаргол» (Б) 
и «Аджента» (В)
Figure 3. Liver histology in female mice before (a) and after “Vitargol” (B) and “Adzhenta” (C) intake
Примечание. Микроскоп «LEICA DFC 295» (Окуляр НС Plan ×10/20. Объектив  HI-Plan ×10 /0,25).
Note. Microscope “LEICA DFC 295” (Ocular НС Plan ×10/20. Objective  HI-Plan ×10 /0.25).

А (A) Б (B) В (C)

Рисунок 2. Препарат ткани мозга самок мышей до (А) и после приема препаратов «Витаргол» (Б) 
и «Аджента» (В)
Figure 2. Вrain histology in female mice before (a) and after “Vitargol” (B) and “Adzhenta” (C) intake
Примечание. Микроскоп «LEICA DFC 295» (Окуляр НС Plan ×10/20. Объектив  HI-Plan ×10/0,25).
Note. Microscope “LEICA DFC 295” (Ocular НС Plan ×10/20. Objective  HI-Plan ×10/0.25).

А (A) Б (B) В (C)
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