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НОВЫЙ ПРЕДСТАВИТЕЛЬ ПОРЯДКА 

RICKETTSIALES, ЭНДОСИМБИОНТ КЛЕЩЕЙ 

IXODES RICINUS

С.Н. Шпынов

ФГБУ Федеральный научно-исследовательский центр эпидемиологии и микробиологии им. Н.Ф. Гамалеи МЗ РФ, 

Москва, Россия

Резюме. Эндосимбионт иксодовых клещей Ixodes ricinus «Candidatus Midichloria mitochondrii» единственная 

из известных бактерий, которая может вторгаться и существовать внутри митохондрий животных. Ее хозя-

ин — иксодовый клещ I. ricinus, является переносчиком возбудителей важных природно-очаговых заболева-

ний человека. «Candidatus M. mitochondrii» обнаружена в межмембранном пространстве митохондрий и в ци-

топлазме овариальных клеток у 100% самок I. ricinus. При локализации в слюнных железах клещей бактерия 

содержит жгутик. «Candidatus M. mitochondrii» имеет две группы генов (cbb3 цитохром оксидазу и флагеллин) 

уникальных для представителей порядка Rickettsiales, что позволяет ей играть важную роль в эмбриогенезе 

клещей I. ricinus и вызывать сероконверсию у 58% пациентов с присасыванием этого вида клещей в анамнезе. 

Недавно в порядке Rickettsiales было предложено выделить семейство «Candidatus Midichloriaceae» и внутри 

него род «Candidatus Midichloria», получившие названия в честь «Candidatus M. mitochondrii». Эта бактерия 

вместе с генетически близкородственными микроорганизмами образовала группу MALOs (midichloria and 

like organisms), представители которой продемонстрировали связь с широким кругом хозяев: от членисто-

ногих до инфузорий, амеб, губок, рыб, различных животных и человека. В настоящее время отсутствуют 

данные о возможности репликации «Candidatus M. mitochondrii» в организме человека и патогенности этого 

микроорганизма. Несмотря на высокий процент серопозитивных проб, полученных от лиц с присасывани-

ем I. ricinus в анамнезе, эту бактерию пока нельзя рассматривать как ответственную за патологию челове-

ка по примеру известных патогенных представителей порядка Rickettsiales (риккетсии, анаплазмы и эрли-

хии). Требуется пересмотреть отношение к иммунному ответу к слюне I. ricinus с учетом потенциального 

воздействия «Candidatus M. mitochondrii». Следует рассматривать высокую возможность роли этой бактерии 

в иммунном ответе и иммуномодуляции у человека с присасыванием I. ricinus в анамнезе. ДНК «Candidatus 

M. mitochondrii» была впервые генотипирована в клещах I. ricinus на территории Европейской части Россий-

ской Федерации.

Ключевые слова: «Candidatus Midichloria mitochondrii», эндосимбионт, группа MALOs (midichloria and like organisms), 

порядок Rickettsiales, иксодовые клещи, Ixodes ricinus, митохондрия.
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«CANDIDATUS MIDICHLORIA MITOCHONDRII»: A NEW MEMBER OF ORDER RICKETTSIALES, 

ENDOSYMBIONT OF IXODES RICINUS TICK

Введение

Применение молекулярно-биологических 

методов в последние десятилетия привело 

к описанию новых видов риккетсий, включая 

патогенные для человека виды [27], а также 

некультивируемых в лабораторных условиях 

микроорганизмов из порядка Rickettsiales [6, 

14, 15, 22, 39, 44], которые в соответствии с ре-

комендациями ICSB (International Committee 

of Systematic Bacteriology) были классифици-

рованы как «Candidatus sp.» [24]. Эндосимби-

онт иксодовых клещей Ixodes ricinus «Candidatus 

Midichloria mitochondrii» требует особого вни-

мания со стороны исследователей, так как яв-

ляется единственной из известных в настоя-

щее время бактерий, которая была обнаружена 

внутри митохондрий животных [4, 34, 36]. Не-

смотря на высокий процент (58%) серопози-

тивных проб с ее рекомбинантным антигеном 

у лиц с присасыванием I. ricinus в анамнезе, 

этот микроорганизм пока нельзя рассматри-

вать ответственным за патологию человека 

по примеру известных патогенных предста-

вителей порядка Rickettsiales (риккетсии, ана-

плазмы и эрлихии). Но возможно потребуется 

пересмотреть отношение к иммунному ответу 

к слюне I. ricinus с учетом потенциального воз-

действия «Candidatus M. mitochondrii».

Цель обзора привлечь внимание исследо-

вателей и практикующих врачей (инфекцио-

нистов и других специалистов) к «Candidatus 

M. mitochondrii» для изучения ее распростра-

нения на территории Российской Федерации 

и возможной роли в патологии человека.

История изучения

Первая информация о наличии риккет-

сиоподобных микроорганизмов в ооплаз-

ме и митохондриях развивающихся ооцитов 

в яичниках самок иксодовых клещей I. ricinus 

(Linnaeus, 1758) была получена при ультра-

структурном изучении возбудителя клещевой 

лихорадки (tick-borne fever) [16].

Международной группой исследователей 

из лаборатории Средиземноморского уни-

верситета (Марсель, Франция), возглавляе-

мой профессором Д. Раулем, были проведе-

ны исследования клещей рода Ixodes, снятых 

с пациентов без симптомов какого-либо за-

болевания, в провинции Беллуно на севере 

Италии в период 1998–2001 гг. Помимо ДНК 

риккетсий, боррелий, эрлихий и анаплазм 

в клещах I. ricinus впервые был сиквенирован 

фрагмент гена 16S рРНК (1389 п.о.) некульти-

вируемого микроорганизма, отнесенного к по-

рядку Rickettsiales — Rickettsiales bacterium It86 

Shpynov S.N.

N.F. Gamaleya Federal Center of Epidemiology and Microbiology, Moscow, Russian Federation

Abstract. «Candidatus Midichloria mitochondrii» is the sheep tick Ixodes ricinus endosymbiont.  This unique bacte-

ria can occupy and persist within the mitochondria of animals. I. ricinus is an important vector of human pathogens 

in natural focal of infections. «Candidatus M. mitochondrii» found in the intermembrane space of mitochondria and 

in the cytoplasm of ovarian cells in 100% females of I. ricinus. The bacteria contain f lagella in the salivary glands 

of ticks. «Candidatus M. mitochondrii» has two groups of unique genes for the members of the order Rickettsiales (cbb3 

cytochrome oxidase and f lagellin), which allows it to play an important role in embryogenesis of the I. ricinus ticks and 

cause seroconversion in 58% of patients after ticks bloodsucking. This bacterium formed MALOs group (midichloria 

and like organisms) with genetically closely related organisms which demonstrated a association with a wide range 

of host from arthropods to ciliates, amoebae, sponges, fish and various animals and humans. Now there is no data 

about replication the «Candidatus M. mitochondrii» in humans and pathogenicity of this microorganism. Although 

a high percentage of seropositive samples obtained from patients after bloodsucking of I. ricinus in anamnesis, this 

bacterium cannot yet be regarded as responsible for the pathology as known human pathogenic from order Rickettsi-

ales (Rickettsia, Anaplasma and Ehrlichia spp.). Needed to reconsider the attitude to an immune response to the saliva 

of I. ricinus, taking into account the potential impact of «Candidatus M. mitochondrii». It is considered highly pos-

sible role of this bacterium in the immune response and immunomodulation in humans with bloodsucking of I. ricinus 

in anamnesis. DNA of «Candidatus M. mitochondrii» was the first time detected in I. ricinus ticks from European part 

of Russia.

Key words: «Candidatus Midichloria mitochondrii», endosymbiont, MALOs (midichloria and like organisms), order Rickettsiales, ticks, 

Ixodes ricinus, mitochondria.
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(GenBank number AF525482) [35]. Впоследствии 

на основании результатов филогенетическо-

го анализа генов 16S рРНК и gyrB, результатов 

электронно-микроскопических исследований 

и других данных эта бактерия была описана 

под названием «Candidatus M. mitochondrii» [4, 

34, 36].

Цикл научных работ, выполненных иссле-

дователями из разных стран в последующее де-

сятилетие, позволил описать генотипические 

и фенотипические характеристики «Candidatus 

M. mitochondrii», что представлено в обзоре.

Классификация и номенклатура

В соответствии с руководящими принци-

пами ICSB, бактерии было присвоено назва-

ние «Candidatus M. mitochondrii» в связи с тем, 

что некультивируемые микроорганизмы мо-

гут быть классифицированы только как кан-

дидаты в новый вид [24]. Родовое название 

Midichloria произошло от наименования мик-

роскопических симбионтов клеток живых су-

ществ — «midichlorians» из фантастического 

фильма «Звездные Войны» Джорджа Лука-

са, образованного от слияния двух терминов: 

«mitochondrion» и «chloroplast» [36]. Видовое 

название «mitochondrii» связано с уникальным 

внутримитохондриальным обитанием микро-

организма.

На основании результатов изучения после-

довательностей гена 16S рРНК филогенети-

ческая позиция «Candidatus M. mitochondrii» 

была установлена в порядке Rickettsiales клас-

са Alphaproteobacteria типа Proteobacteria [36]. 

Бактерии группы MALOs (midichloria and 

like organisms), филогенетически близкие 

с «Candidatus M. mitochondrii», продемонстриро-

вали связь с широким кругом хозяев: от члени-

стоногих (клещи, блохи, клопы и жуки) до ин-

фузорий, амеб, губок, рыб и различных живот-

ных, включая человека [1, 6, 10, 17, 19, 21, 23, 44]. 

При изучении последовательностей гена 16S 

рРНК группа MALOs образовала монофилети-

ческую группу, структурированную на отдель-

ные подгруппы (клады), которые могут пред-

ставлять новые рода, и заняла позицию на уров-

не описанных семейств из порядка Rickettsiales, 

что привело к предложению выделить новое 

семейство — «Candidatus Midichloriaceae» [23]. 

Геноварианты, штаммы и близкородственные 

«Candidatus M. mitochondrii» микроорганизмы 

выявлены в иксодовых клещах на разных кон-

тинентах [5, 9, 45].

В настоящее время в семействе «Candidatus 

Midichloriaceae» выделено несколько родов 

«Candidatus Midichloria», «Candidatus Lariskel la», 

«Candidatus Anadelfobacter», «Candidatus Def-

luviella» и недавно описанный вид «Candidatus 

Fokinia solitaria», претендующий на статус рода 

[42].

Морфология, внутриклеточная 
локализация и ультраструктура

С помощью электронной микроскопии ус-

тановлено, что «Candidatus M. mitochondrii» — 

бактерия овальной или кокковидной формы 

размером 0,45 мкм в диаметре и 1,2 мкм в дли-

ну [4]. Это единственный представитель по-

рядка Rickettsiales, имеющий жгутик [20].

«Candidatus M. mitochondrii» выявлена в меж-

мембранном пространстве митохондрий и в ци-

топлазме овариальных клеток (ооцитах) у 100% 

самок I. ricinus [4, 34, 36]. При исследовании 

самцов I. ricinus данный микроорганизм вы-

явлен в 44% случаев. Бактерии отсутствовали 

в митохондриях ооцитов самок I. holocyclus при 

исследовании в электронном микроскопе [5].

При детальном рассмотрении ооцитов 

в яичнике половозрелых самок I. ricinus с по-

мощью электронной микроскопии, «Candidatus 

M. mitochondrii» может находиться как в ци-

топлазме клеток-хозяина, так и внутри мито-

хондрий [4]. При локализации в цитоплазме 

с «Candidatus M. mitochondrii» окружены тре-

мя мембранами: наружной, представленной 

мембраной клетки хозяина, и двумя внутрен-

ними, типичными для грамотрицательных 

бактерий. Внутри митохондрий бактерии 

окружены митохондриальным матриксом, со-

держащим рибосомы, нити ДНК и дыхатель-

ные ферменты.

«Candidatus M. mitochondrii» выявлена с по-

мощью FISH-детекции в активно функциони-

рующих митохондриях I. ricinus, в отмерших 

органеллах и в митохондриях, функции кото-

рых ингибированы [8]. Количество «Candidatus 

M. mitochondrii» в митохондриях варьирует 

от 1 до 20 клеток и более [34]. Электронная 

микроскопия позволила установить факт про-

грессирующей деградации митохондриально-

го матрикса клетки-хозяина при размножении 

в ней «Candidatus M. mitochondrii». Митохон-

дрии, в которых содержится большое коли-

чество бактерий, выглядят раздутыми с кри-

тическим уменьшением митохондриального 

матрикса.

Применение антител к рекомбинантному 

жгутиковому флагеллину (FliD) «Candidatus 

M. mitochondrii» позволило установить на-

личие жгутика у бактерий при их локализа-

ции в слюнных железах I. ricinus [20]. Однако 
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электронная микроскопия не позволила об-

наружить доказательств наличия жгутика 

у «Candidatus M. mitochondrii» при ее нахожде-

нии в клетках яичников у самок I. ricinus, со-

бранных в природе [34, 46].

Применение полного протокола FISH-

детекции в клещах с использованием Cy3- 

и Cy5-меченых зондов позволило точно и се-

лективно определить локализацию эндо-

симбионта на всех этапах жизненного цикла 

клеща I. ricinus [8]. При нахождении «Candidatus 

M. mitochondrii» в митохондриях происходило 

наложение сигналов.

Жизненный цикл

Жизненный цикл «Candidatus M. mito-

chond rii» недостаточно изучен. Бактерия 

выявлена у самок I. ricinus в двух формах: 

со жгутиком и без жгутика. Эндосимби-

онт «Candidatus M. mitochondrii» содержится 

в яичниках самок I. ricinus, при этом возмож-

но принимает участие в оогенезе [38] и пере-

дается горизонтально. Жгутик при такой ло-

кализации отсутствует [34, 46]. Содержание 

«Candidatus M. mitochondrii» в митохондриях 

ооцитов не сказывается на нормальном раз-

витии последних, что предполагает транс-

овариальную передачу микроорганизма [34]. 

При выявлении «Candidatus M. mitochondrii» 

в слюнных железах I. ricinus бактерия содер-

жит жгутик и, возможно, вертикально пере-

дается позвоночным хозяевам [9]. Доказатель-

ством инокулятивной передачи бактерий рода 

Midichloria во время присасывания I. ricinus 

может являться детекция 16S рРНК близ-

кородственных «Candidatus M. mitochondrii» 

бактерий в крови позвоночных: косуль, ло-

шадей, крупного рогатого скота, овец и со-

бак [3, 41]. Выявление в ИФА (ELISA) антител 

к рекомбинантному жгутиковому флагелли-

ну (rFliD) «Candidatus M. mitochondrii» в сы-

воротках крови человека и собак указывает 

на его попадание в организм млекопитающих 

[3, 19]. Предполагается, что жгутик может 

играть активную роль в инвазии «Candidatus 

M. mitochondrii» в митохондрии клетки хо-

зяина и сбрасываться впоследствии бактери-

ей, внедрившейся в периплазму по аналогии 

с Bdellovibro bacteiovorus [30].

Установлено, что размножение и гибель 

«Candidatus M. mitochondrii» коррелируют 

с фазами кормления и голодания I. ricinus, 

сопровождающими метаморфозы хозяина. 

По данным метода ПЦР в реальном времени 

максимальное накопление бактерий (7,9 × 107) 

определено в период после кормления самок 

и кладки яиц, что связано с продукцией мета-

болитов для ооцитов хозяина, минимальное 

(2,48 × 104) — у личинок в период линьки [37]. 

Применение тетрациклина в эксперименте 

не позволяет избавить I. ricinus от симбионта 

«Candidatus M. mitochondrii», но снижает раз-

множение бактерий [25].

Таким образом, жгутик «Candidatus M. mito-

chondrii» не обнаруживается в овариальных 

клетках самок I. ricinus, выявляется только 

в клетках слюнных желез, а антитела к его ре-

комбинантному флагеллину определяются 

в сыворотке крови млекопитающих. Все это 

дает возможность предположить существо-

вание двух форм «Candidatus M. mitochondrii»: 

симбиотической, связанной с оогенезом хо-

зяина (горизонтальная передача), и паразити-

ческой, связанной с локализацией в слюнных 

железах клещей и возможной трансмиссией 

млекопитающим (вертикальная передача).

Экология и географическое 
распространение

«Candidatus M. mitochondrii» экологически 

связана с клещом I. ricinus, который является 

важнейшим переносчиком этиологичес ких 

агентов бактериальных, вирусных и протозой-

ных зоонозных инфекций в Европе. В I. ricinus 

выявлены вирус клещевого энцефалита, 

Anaplasma phagocytophilum, Babesia divergens, 

B. venatorum, B. microti, Bartonella henselae, Bor-

relia burgdorferi s.l., B. miyamotoi, «Candidatus 

Neoehrlichia mikurensis», Francisella tularensis, 

Rickettsia helvetica, R. monacensis [18, 28, 31, 32].

«Candidatus M. mitochondrii», наряду с близ-

кородственными ей бактериями, распростра-

нена в иксодовых клещах в Западной Европе, 

Северной Америке и Австралии. Выявле-

на генетическая гетерогенность «Candidatus 

M. mitochondrii» как среди различных видов 

разных родов иксодовых клещей, так и сре-

ди особей одного вида клещей. Микроор-

ганизмы, близкородственные «Candidatus 

M. mitochondrii», генотипированы у 8 видов 

клещей (Rhipicephalus turanicus, Rh. sanguineus, 

Haemaphysalis punctata, Hyalomma marginatum, 

H. truncatum, Amblyomma tuberculatum, I. uriae 

и I. frontalis) из 5 родов иксодовых клещей, за ис-

ключением представителей рода Dermacentor, 

собранных в Италии, Исландии, Испании, 

Израиле и США [9, 13, 26]. Три геноварианта 

«Candidatus M. mitochondrii» выявлены в кле-

щах A. americanum в восточной части США 

[45]. Два штамма «Candidatus M. mitochondrii» 
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генотипированы в клещах I. holocyclus, собран-

ных с человека, животных и растительности 

на восточном побережье Австралии [5].

При изучении микробиома половозре-

лых (♀, ♂) особей и нимф A. americanum, со-

бранных в Северной Каролине (США), среди 

представителей порядка Rickettsiales были ге-

нотипированы «Candidatus Rickettsia amblyom-

mii», «Candidatus M. mitochondrii», Ehrlichia 

chaffeensis, а также геноварианты «Candi datus 

Rickettsia amblyommii», «Candidatus M. mito-

chondrii» и Rickettsia massiliae [29]. Однако 

обильное содержание эндосимбионта «Candi-

datus M. mitochondrii» в членистоногом огра-

ничивает возможность детекции патоген-

ных микроорганизмов (B. burgdorferi, B. afzelii, 

B. duttonii, R. rickettsia, B. henselae, E. chaffeensis 

и A. phagocytophilum) с использованием универ-

сальных праймеров при изучении 16S профиля 

на основе полимеразной цепной реакции [11], 

что искажает представление о их присутствии 

в тканях хозяина. Эта бактерия доминировала 

над A. phagocytophilum, Borrelia spp. и Rickettsia 

spp. при исследовании I. ricinus в Норвегии [12]. 

«Candidatus M. mitochondrii» и A. phagocytophilum 

генотипированы в I. frontalis, снятом с крупно-

го рогатого скота в Испании [26].

Культивирование

В настоящее время «Candidatus M. mito-

chondrii» относится к некультивируемым (в ла-

бораторных условиях) формам бактерий. От-

сутствуют данные о ее культивировании на ис-

кусственных питательных средах, в культуре 

клеток, развивающихся куриных эмбрионах 

и в организме лабораторных животных.

Важным инструментом для моделирования 

фенотипических характеристик «Candidatus 

M. mitochondrii» как некультивируемого вида 

прокариот, обитающего внутри митохондрий, 

является биоинформационный анализ его 

полноразмерного генома.

Геном и генотипические 
характеристики

Полноразмерный геном «Candidatus M. mito-

chondrii» IricVA (GenBank: RefSeq NC_015722.1; 

INSDC CP002130.1) сиквенирован из тканей 

яичника самки I. ricinus (место сбора — Варез, 

Италия). Геном представлен одной кольцевой 

хромосомой размером 1183732 п.о., плазми-

ды отсутствуют, содержание G+C 36,6%, [38]. 

Геном содержит 1246 генов, кодирующих 1161 

белок, и включает 3 рРНК, 35 тРНК и 46 псев-

догенов (GenBank: RefSeq NC_015722.1).

Как и у риккетсий, геном «Candidatus M. mi-

tochondrii» имеет гены, кодирующие белки се-

креторной системы IV типа и Sec-независимой 

системы секреции белка, анкириновые белко-

вые повторы и различные мембранные белки, 

что позволяет симбионту проникать в мито-

хондрии клетки хозяина.

Важную роль в жизненном цикле «Candidatus 

M. mitochondrii» играют 2 группы генов, отсут-

ствующие у других представителей порядка 

Rickettsiales: гены кодирующие cbb3 цитохромок-

сидазу и кодирующие флагеллин [38]. Наличие 

cbb3 цитохромоксидазы позволяет «Candidatus 

M. mitochondrii» синтезировать АТФ при кон-

центрациях кислорода, субоптимальных для 

митохондрий. Предполагается, что эндосимби-

онт «Candidatus M. mitochondrii» служит допол-

нительным источником АТФ для овариальных 

клеток самки I. ricinus во время оогенеза. Пере-

дача АТФ хозяйской клетке может осущест-

вляться с помощью АТФ/АДФ-транслоказы 

бактерии, белки этого семейства имеют обра-

тимые функции, основанные на концентрации 

АТФ/АДФ и протонном градиенте [38].

Геном «Candidatus M. mitochondrii» содер-

жит группу из 26 генов, которые кодируют все 

компоненты жгутика, включая крючок, фила-

мент и базальное тело, чего нет в изученных 

геномах 20 других видов риккетсий. Отсут-

ствуют признаки, того что флагелярные гены 

являются псевдогенами или произошли с по-

мощью горизонтального переноса генов [38]. 

Считается, что они находились у общего пред-

ка Rickettsiales и митохондрий и были утрачены 

при переходе от свободноживущего состояния 

к внутриклеточному [43].

В настоящее время результаты изучения 

генома «Candidatus M. mitochondrii» не позво-

ляют получить ответ, принимает ли бактерия 

участие в мутуалистических или паразитичес-

ких взаимоотношениях со своим хозяином — 

иксодовым клещом I. ricinus.

Биохимические свойства

Биохимические свойства «Candidatus M. mito-

chondrii» смоделированы при анализе генома, 

который обладает относительным дефицитом 

генов, кодирующих пути биосинтеза аминокис-

лот и нуклеотидов, по сравнению с родственны-

ми свободноживущими α-протеобактериями. 

Он содержит набор генов для синтеза коэнзи-

ма A, биотина, липоевой кислоты, тетрагидро-

фолата, пантотената, гема, убихинона и мо-

жет поставлять клеткам хозяина эти основные 

кофакторы [38]. Микроорганизм имеет цикл 

Кребса, глюконеогенез, комплекс пируватдеги-
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дрогеназы и почти все ферменты, необходимые 

для гликолиза. «Candidatus M. mitochondrii» спо-

собна синтезировать АТФ и АТФ/АДФ-транс-

локазу, что дает возможность осуществлять 

импорт/экспорт АТФ по отношению к клетке-

хозяину.

Антигенные свойства

В свете имеющихся на сегодняшний день 

знаний о «Candidatus M. mitochondrii», бакте-

рию следует рассматривать как пакет анти-

генов, инокулированных в организм челове-

ка и животных, после присасывания клеща 

I. ricinus [3].

«Candidatus M. mitochondrii» имеет гены, ко-

дирующие поверхностные белки: фактор сбор-

ки белка наружной мембраны BamA, предше-

ственник поверхностного антигена; компо-

ненты жгутика, включая крючок, филамент 

и базальное тело [38]. Кроме того, имеется ген, 

кодирующий периплазматический протеин 

LptC, связанный с липополисахаридом (LPS).

Таким образом, в геноме «Candidatus M. mito-

chondrii» присутствуют гены, кодирующие бел-

ки, присущие трем основным видам бактери-

альных антигенов (соматические, жгутиковые 

и поверхностные).

Эпизоотологические 
и эпидемиологические особенности

В настоящее время отсутствует прямое 

подтверждение эпизоотологических и эпи-

демиологических проявлений связанных 

с «Candidatus M. mitochondrii».

Вертикальная передача «Candidatus M. mito-

chondrii» позвоночным хозяевам может быть 

обусловлена локализацией бактерии в слюн-

ных железах I. ricinus, где она присутствует 

в форме, содержащей жгутик [9, 19, 20].

Возможность трансмиссии клещами пред-

ставителей рода «Candidatus Midichloria» мле-

копитающим продемонстрирована секвени-

рованием семи вариантов последовательно-

сти гена 16S рРНК в 26 (16,66%) пробах при 

исследовании в ПЦР образцов цельной крови 

156 животных (лошадей, коров, овец и со-

бак) с высоким риском присасывания клещей 

из различных регионов Италии [3]. Связь этих 

генотипов с иксодовыми клещами подтверж-

дена их кластеризацией в филогенетическом 

древе с последовательностями изолятов, ранее 

генотипированных в иксодовых клещах. В об-

разцах крови 50 животных контрольной груп-

пы (коровы и собаки) с низким риском приса-

сывания клещей положительные ПЦР-пробы 

отсутствовали. Последовательность гена 16S 

«Candidatus M. mitochondrii» была амплифици-

рована при скрининге бактерий, передающих-

ся клещами, в крови косуль в Дании [41].

Инокуляция антигена «Candidatus M. mito-

chondrii» животным во время кровопитания 

I. ricinus подтверждена выявлением антител 

к рекомбинантному жгутиковому флагеллину 

FliD в ELISA в 26,6% случаев при исследовании 

218 собак из 16 мест содержания на юге Италии 

с высоким риском нападения I. ricinus [3].

Антитела к рекомбинантному жгутиковому 

флагеллину rFliD «Candidatus M. mitochondrii» 

были выявлены в ELISA в сыворотках крови 

у 58% людей с присасыванием I. ricinus в анам-

незе, и в 1–2% у интактных доноров [19].

Лабораторная диагностика

В настоящее время отсутствуют коммер-

ческие тест-системы для выявления ДНК 

«Candidatus M. mitochondrii» в объектах внеш-

ней среды (иксодовые клещи), в образцах кли-

нического материала от человека и в пробах 

материала от животных. Отсутствует сертифи-

цированные серологические тест-системы для 

выявления антител в сыворотках пациентов 

с присасыванием иксодовых клещей (I. ricinus) 

в анамнезе.

При выполнении исследований целесо-

образно провести генотипирование (ПЦР-

сиквенирование) «Candidatus M. mitochondrii» 

в иксодовых клещах, крови животных и че-

ловека в соответствии с дизайном праймеров 

и протоколами, рекомендованными исследо-

вателями [35, 36, 37, 41].

Применение рекомбинантного жгутико-

вого флагеллина в качестве антигена позво-

лило выявить в ELISA антитела к «Candidatus 

M. mitochondrii» у пациентов с присасыванием 

I. ricinus в анамнезе и интактных [19]. Спец-

ифичность рекомбинантного антигена «Can-

didatus M. mitochondrii» была обусловлена от-

сутствием жгутика у других представителей 

порядка Rickettsiales [7]. Для исключения воз-

можности перекрестных реакций с антигеном 

боррелий 80 сывороток были исследованы 

в Western-blot на наличие антител к Borrelia 

burgdorferi s.l. В 32 сыворотках (40%) были вы-

явлены антитела к боррелиям, при этом 11 сы-

вороток (13,75%) также содержали антитела 

к rFliD «Candidatus M. mitochondrii». Все 36 сы-

вороток (45%), положительных на наличие ан-

тител к «Candidatus M. mitochondrii», не содер-

жали специфических антител к B. burgdor feri s.l. 

Только в 21 сыворотке (26,25%) были выявле-

ны антитела исключительно к B. burgdorferi s.l. 
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12 сывороток (15%) были отрицательными 

на антитела в отношении обоих бактерий. 

В сыворотках 47 пациентов (58%) были выяв-

лены антитела к «Candidatus M. mitochondrii». 

Таким образом, большая часть сывороток па-

циентов, содержащих антитела к «Candi datus 

M. mitochondrii», не имела антител к B. burg-

dorferi s.l.

Диагностическая ценность этой тест-

системы может быть ограничена тем, что жгу-

тик не всегда является атрибутом микроорга-

низма. Необходима разработка тест-систем, 

основанных на выявлении антител к поверх-

ностным белкам (антигенам) бактерии, в пер-

вую очередь, к белку наружной мембраны 

BamA, имеющего важное значение при вза-

имодействии с рецепторами клетки хозяина 

и мембранами митохондрий.

Выявление «Candidatus M. mitochondrii» 
в клещах Ixodes ricinus в Российской 
Федерации

Весной 2015 года голодные имаго иксодовых 

клещей I. ricinus (11♂; 3♀) и I. persulcatus (10♂; 

10♀) были собраны с растительности на тер-

ритории Воронежской (51° 92’N; 39°69’E) и Ир-

кутской областей (51°53’40’’N; 104°50’21’’E) со-

ответственно. Клещи были идентифицирова-

ны на основании морфологических признаков 

[2]. Фрагменты ДНК, амплифицированные 

в ПЦР с праймерами к уникальной последо-

вательности фрагмента гена gyrB «Candidatus 

M. mitochondrii» [37] и специфичными для 

фрагмента гена цитратсинтазы (gltA) извест-

ных видов риккетсий CS409d — RP1258n [33], 

были сиквенированы на генетическом анали-

заторе ABI PRISM 3130.

Во всех трех пробах самок I. ricinus был 

амплифицирован фрагмент гена gyrB дли-

ной 105 п.о. имеющий 100% гомологии с нук-

леотидной последовательностью генома 

«Candidatus M. mitochondrii» IricVA (GenBank 

№ CP002130) по позициям нуклеотидов 

с 1030995 по 1031099. При этом все пробы 

I. ricinus были отрицательны в ПЦР с прай-

мерами к фрагменту гена gltA риккетсий. 

При исследовании I. persulcatus ни в одной 

из проб не была выявлена ДНК «Candidatus 

M. mitochondrii». При этом был сиквенирован 

фрагмент ДНК, имеющий 100% гомологии 

с геном цитратсинтазы «Candidatus Rickettsia 

tarasevichiae» (GenBank № AF503167). Раз-

личия в результатах, полученных при гено-

типировании двух представителей порядка 

Rickettsiales в клещах I. ricinus и I. persulcatus, 

согласуются с данными о различном про-

исхождении этих близкородственных видов 

клещей, связанном с геологическими собы-

тиями, приведшими к формированию конти-

нентов в меловой период [40].

Заключение

В настоящее время не установлена возмож-

ность репликации «Candidatus M. mitochondrii» 

в организме человека и патогенность этого 

мик роорганизма. Несмотря на высокий про-

цент серопозитивных проб, полученных от лиц 

с присасыванием I. ricinus в анамнезе, эту бак-

терию пока нельзя рассматривать как ответ-

ственную за патологию человека по примеру 

известных патогенных представителей поряд-

ка Rickettsiales.

Требуется пересмотреть отношение к им-

мунному ответу к слюне I. ricinus с учетом 

возможного воздействия «Candidatus M. mito-

chondrii». Следует рассматривать высокую 

возможность роли этой бактерии в иммунном 

ответе и иммуномодуляции у человека с при-

сасыванием I. ricinus в анамнезе. Это предпо-

ложение ограничивает подобное воздействие 

слюны клеща на организм человека, имею-

щей важное значение в процессе присасыва-

ния и трансмиссии микроорганизма. Другим 

аспектом реализации трансмиссии «Candidatus 

M. mitochondrii» и/или ее антигенов после при-

сасывания I. ricinus может стать развитие па-

тологического состояния, что также требует 

тщательного изучения.

Наличие любого из проявлений, обуслов-

ленных воздействием «Candidatus M. mito-

chondrii» и/или ее антигенов на иммунную си-

стему человека, индикатором которых служит 

сероконверсия, и связанных с переносчиком 

I. ricinus, предполагает наличие феномена при-

родной очаговости.
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ВЛИЯНИЕ КИШЕЧНОГО МИКРОБИОМА 

НА ПРОГРЕССИЮ ВИРУСНЫХ ГЕПАТИТОВ

Н.Н. Полищук, А.М. Камышный

Запорожский государственный медицинский университет, г. Запорожье, Украина

Резюме. В свете современных представлений, микробиом кишечника оказывает существенное влияние 

на функционирование организма в целом, в том числе иммунной системы, желудочно-кишечного тракта и пе-

чени. В данном обзоре отображены современные представления о влиянии кишечного микробиома на про-

грессирование хронических вирусных гепатитов, обусловленных HCV- и HВV-инфекцией, а также особенно-

сти изменений микробиоценоза кишечника в зависимости от длительности хронического процесса в печени. 

Обозначено, что прогрессирование хронического гепатита до стадии цирроза печени сопровождается сни-

жением количества Bifidobacterium и штаммов, продуцирующих молочную кислоту: Lactobacillus, Pediococcus, 

Leuconostoc, Weissella и избыточным ростом условно-патогенных видов Enterococcaceae, Veillonellaceae, 

Enterobacteriaceae, Candida spp., Clostridia spp. Последние обуславливают поступление в кровоток микробных 

патоген-ассоциированных молекулярных паттернов, в том числе различного рода токсинов, которые играют 

роль в прогрессировании иммуновоспалительных процессов в печени. При этом у пациентов с HBV и НСV-

инфекцией в крови и печени значительно повышается количество CD4+, CD25+, FOXP3+ Treg клеток, оказы-

вающих иммуносупрессивный эффект, а функция специфических CD8 лимфоцитов значительно снижена 

и недостаточна для нивелирования вируса. Микробный дисбаланс оказывает негативное действие на биосин-

тез желчных кислот и функционирование стеролбиома нашего организма вследствие изменения равновесия 

между Bacteroides/Firmicutes, разрастания патогенных и условно патогенных Enterobacteriaceae, Veillonellaceae, 

Alcaligeneaceae и Porphyromonadaceae, Clostridium кластера XIVa, а также Helicobacter spp. и Clostridium difficile. Об-

разование этими штаммами токсинов и различного рода канцерогенных метаболитов приводит к развитию 

воспалительных процессов в кишечнике, и, как следствие, к прогрессированию воспалительного процесса 

в печени. В свою очередь, снижение количества бактерий, продуцирующих короткоцепочечные жирные кис-

лоты способствует колонизации кишечника патогенными представителями Gracilicutes (Salmonella, Shigella, эн-

терогеморрагические E. coli) и Firmicutes (Clostridia), токсины которых оказывают прямое токсическое действие 

на печень. Рассматривается малоизученный вопрос возможного кофакторного влияния кишечных вирусов 

(ротавирусов, аденовирусов, полиовируса 1 типа, вирусов Коксаки, ЕСНО) и бактерий (Shigella, Salmonella, 

диареегенные E. coli, C. jejuni) на прогрессирование хронических гепатитов. В связи с вышеизложенным, не-

обходимо проведение дальнейшего детального изучение влияния микробиома кишечника на прогрессию 

хронических гепатитов HBV/HCV этиологии с целью разработки комплексного подхода к терапии и сниже-

нию рисков развития неблагоприятных исходов у больных.

Ключевые слова: хронический гепатит, цирроз печени, иммунитет, микробиом кишечника, короткоцепочечные жирные 

кислоты, желчные кислоты, метаболизм.
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EFFECT BY INTESTINAL MICROBIOM ON THE PROGRESSION OF VIRAL HEPATITIS

Polishchuk N.N., Kamyshny A.M.

Zaporozhye State Medical University, Zaporozhye, Ukraine

Abstract. According to the modern concepts an intestinal microbiome has a significant effect on the functioning of the 

whole body including the immune system, digestive tract and liver in particular. This review displays current under-

standing of the intestinal microbiome impacting on the progression of chronic viral hepatitis caused by HCV- and HBV-

infection, as well as changes in bowel microbiocenosis features depending on the duration of chronic process in the liver. 

It is indicated that chronic hepatitis to cirrhosis progression is accompanied by Bifidobacterium and strains of lactic acid 

(Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc, Weissella) number decreasing and overgrowth of opportunistic species such as 

Enterococcaceae, Veillonellaceae, Enterobactericeae, Candida spp., Clostridia spp. This phenomena caused by PAMPs entry 

into the bloodstream including various types of toxins playing a role in liver immune inflammation processes progression. 

Thus patients with HBV and HCV infection are increased the number of CD4+, CD25+ in the blood and liver significantly, 

FOXP3+ Treg cell providing an immunosuppressive effect, and the function of specific CD8 lymphocytes is reduced and 

insufficient leveling virus significantly. Microbial imbalance has a negative effect on the biosynthesis of bile acids and 

sterolbiom functioning of our body as a result of changes in the balance between Bacteroides/Firmicutes, overgrowth 

of pathogenic and opportunistic Enterobacteriaceae, Veillonellaceae, Alcaligeneaceae and Porphyromonadaceae, Clostridium 

cluster XIVa, Helicobacter spp. and Clostridium difficile. These toxins formation and various carcinogenic metabolites from 

these strains leads to the inflammation development in the intestines and as a consequence to the progression of the in-

flammatory process in the liver. In turn, the reduction in the bacteria number producing short-chain fatty acid contributes 

to intestinal colonization by pathogenic representatives Gracilicutes (Salmonella, Shigella, enterohaemorrhagic E. coli) and 

Firmicutes (Clostridia), the toxins having a direct toxic effect on the liver. It is examined a little-studied question about 

a possible cofactor effect of enteric viruses (rotavirus, adenovirus, poliovirus type 1, Coxsackie virus, ECHO) and bacteria 

(Shigella, Salmonella, diarrheagenic E. coli, C. jejuni) on the progression of chronic hepatitis. In view of the above, it is 

necessary to study in further detailed the influence of the intestinal microbiome on the progression of chronic hepatitis 

HBV/HCV etiology in order to develop a comprehensive approach to treatment and reduce the risk of adverse outcomes 

in patients.

Key words: chronic hepatitis, liver cirrhosis, immune system, intestinal microbiome, short chain fatty acids, bile acids, metabolism.

Хронические вирусные гепатиты (ХВГ) яв-

ляются одной из важнейших медико-соци-

альных и экономических проблем здравоох-

ранения во всем мире. Согласно данным Все-

мирной организации здравоохранения (ВОЗ) 

и результатов статистических исследований, 

серологические маркеры имеющейся или пере-

несенной HBV-инфекции определяются при-

мерно у 1/3 всего населения планеты, при этом 

350–400 млн человек являются хроническими 

носителями поверхностного HBsAg. В мире 

инфицировано HCV порядка 150 млн человек, 

из которых 85% — хронические носители виру-

са гепатита С. Ежегодно от терминальных по-

ражений печени или гепатоцеллюлярной кар-

циномы (ГЦК), обусловленных HBV, погибает 

1 млн человек и более 350 тыс. человек умирают 

от осложнений, обусловленных HCV [26, 29]. 

В Украине заболеваемость вирусными гепати-

тами ежегодно неуклонно растет. По данным 

ВОЗ и Центра мониторинга и контроля за за-

болеваемостью МОЗ Украины, более 3% людей 

в Украине инфицированы гепатитом С и по-

рядка 7% являются хроническими носителями 

вируса гепатита В [2, 3].

В свете современных представлений, микро-

биом кишечника оказывает существенное вли-

яние на функционирование организма в целом, 

пищеварительной системы и печени, в частнос-

ти (табл.). Кроме участия в процессах метабо-

лизма, микробиота имеет решающее значение 

в формировании иммунной системы и играет 

ключевую роль в развитии адаптивного иммун-

ного ответа в слизистой оболочке кишечника 

[14]. Так, представители Firmicutes — лакто-

бактерии и бифидобактерии — влияют на ин-

дукцию IgA, дифференцировку разных типов 

иммунных клеток (Th1, Th17, Foxp3+ регуля-

торные T клетки и др.), а также участвуют в ре-

ализации защиты организма от гепатотропных 

вирусов [19, 36, 37, 48, 62]. В частности, штаммы 

Lactobacillus casei Shirоta обладают свойством 

смещать баланс (Th) от Тh2 в сторону Th1, игра-

ющих роль в реакциях клеточного иммунитета 

и обеспечивающих противовирусный имму-

нитет. В свою очередь, Lactobacillus rhamnosus 

индуцируют субпопуляцию Th3, синтезиру-

ющих противовоспалительный IL-10, пере-

ключающий дифференцировку клеток с Th2 

на Th1 [18, 47]. Bifidobacterium adolescentis с по-

мощью интерферон-индуцируемых противо-

вирусных эффекторов, способен ингибировать 

HBV путем угнетения экспрессии ДНК, HBsAg 

HBV, тем самым снижая уровень внеклеточно-

го HBsAg и оказывая противовирусный эффект 

[40]. Колонизация кишечника грамотрицатель-
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ными Bacteroides fragilis увеличивает количе-

ство Т-супрессоров и индуцирует продукцию 

противовоспалительных цитокинов Foxp3+ 

Т-клетками в кишечнике [37, 44]. В свою оче-

редь, печень, обладая уникальной анатомичес-

кой архитектоникой, синтезирует огромное 

разнообразие белковых молекул (белки острой 

фазы — АРРs), обладающих бактерицидными 

свойствами и принимающих участие в реакци-

ях врожденного иммунитета. Так, продуциру-

емые печенью компоненты комплемента уча-

ствуют в активации системы комплемента как 

по классическому пути (C1R/с, C2, C4, C4bp), так 

и по альтернативному (C3, фактор В) и лекти-

новому пути (манноза-связывающий лектин — 

MBL, маннан-связывающие лектин-ассоции-

рованные сериновые протеазы — MASP1-3, 

MAp19). С-реактивный белок (CRP), являясь 

сильным опсонином для многих бактерий, гри-

бов и паразитов запускает классический путь 

комплемента, а также увеличивает экспрессию 

провоспалительных (IL-1, IL-6, IL-18, TNFα) 

и противовоспалительных цитокинов (IL-10, 

IL-1R). Сывороточный амилоидный протеин 

(SAA), обладая свойствами опсонина для гра-

мотрицательных бактерий, облегчает фаго-

цитоз таких микроорганизмов, как например 

E. coli и P. aeruginosa. Кроме того, гепатоциты 

играют важную роль в метаболизме некоторых 

железосвязывающих белков (трансферрина, 

липокалина-2, гемопексина, гепсидина), ока-

зывая, таким образом, ключевое бактерицид-

ное влияние.

По данным литературы, практически у всех 

пациентов с хроническими вирусными гепати-

тами при обследовании обнаруживаются дис-

биотические изменения в кишечнике [10, 24]. 

Нарушения микробного равновесия взаимосвя-

заны со степенью активности воспаления, мор-

фологическими изменениями в печени, а также 

коррелируют с характером течения и стадией 

заболевания [4, 5, 44, 45, 55, 56]. Синдром избы-

точного бактериального роста в тонкой и тол-

стой кишке диагностируется у 94,6% больных 

хроническим гепатитом С (ХГС) и у 87,5% па-

циентов с хроническим гепатитом В (ХГB) [9]. 

При этом, по данным Закирова (2002 г.), дисбиоз 

кишечника при ХГС в отличие от ХГВ характе-

ризуется высокой частотой дефицита лактозо-

позитивных эшерихий (53,5 против 38%), бифи-

добактерий (36 против 23,8%) и молочнокислых 

стрептококков (21,6 против 11%), а также ча-

стой ассоциацией с дрожжеподобными гриба-

ми (33,5 против 14%). При ХГВ наиболее часто 

выявляются ассоциации с протеем (38 против 

9%), клостридиями (33 против 12%) и другими 

ТАБЛИЦА. ИЗМЕНЕНИЕ СОСТАВА И ПРЕДПОЛАГАЕМАЯ РОЛЬ ПРЕДСТАВИТЕЛЕЙ КИШЕЧНОГО 

МИКРОБИОМА В ПРОГРЕССИРОВАНИИ ХРОНИЧЕСКИХ ГЕПАТИТОВ В И С 

Виды бактерий, 

количество которых 

снижается 

Основные функции, 

выполняемые в кишечнике

Виды бактерий, 

количество 

которых 

увеличивается 

Основные функции, 

выполняемые в кишечнике

Bifidobacterium
Участие в реакциях гуморального 
и клеточного иммунитета [38], 
защита от гепатотропных вирусов 
[59], противовоспалительный 
эффект [37], биосинтез 
же лчных кислот [33, 34], 
антихолестеринемический эффект 
[7], продукция КЦЖК [1, 15, 41]

Enterobacteriaceae, 
в т.ч. Salmonella, 
Shigella, EHEC, ETEC

Образование патоген-
ассоциированных молекулярных 
паттернов (бактериальные 
токсины, компоненты 
клеточной стенки, ДНК), 
оказывающих повреждающее 
действие на гепатоциты 
и вызывающих развитие 
каскада воспалительных 
иммунопатологических, 
в т.ч. аутоиммунных, процессов 
в печени [11, 30, 38, 47].
Образование канцерогенных 
метаболитов, запускающих 
каскад фибро- и онкогенеза [39].
Продукция метаболитов, 
оказыващих токсическое влияние 
на нервную систему и организм 
в целом [49]

Lactobacillus Veillonellaceae

Bacteroides

Участие в реакциях гуморального 
и клеточного иммунитета [38], 
защита от гепатотропных вирусов 
[59], дегидроксилирование желчных 
кислот [33]

Porphyromonadaceae

Clostridium cluster XIVa

Дегидроксилирование желчных 
кислот [33, 56], продукция КЦЖК 
(бутирата), противовоспалительный 
эффект [45, 49]

Alcaligeneaceae

Lachnospiraceae 
(Coprococcus, 
Pseudobutyrivibrio, 
Roseburia)

Дегидроксилирование желчных 
кислот [33], продукция КЦЖК [45]

Enterococcaceae

Ruminococcaceae 
(Faecalibacterium 
prausnitzii)

Продукция бутирата, 
противовоспалительный эффект 
[37, 45]

Staphylococcus spp., 
Candida spp., 
Helicobacter spp., 
Fusobacteria
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условно патогенными бактериями (38% против 

22%) [6]. Установлено, что прогрессирование 

хронического гепатита В до стадии цирроза пе-

чени (ЦП) сопровождается снижением количе-

ства Bifidobacterium (Bifidobacterium catenulatum, 

Bifidobacterium pseudocatenulatum, Bifidobacterium 

longum) и штаммов, продуцирующих молочную 

кислоту: Lactobacillus (Lactobacillus rhamnosus, 

Lactobacillus fermentus), Pediococcus, Leuconostoc, 

Weissella [43, 59, 61, 63].

Несмотря на то, что печень не находится 

в непосредственном контакте с живыми мик-

роорганизмами, населяющими желудочно-

кишечный тракт, безоговорочным является 

тот факт, что любые нарушения микробиоце-

ноза кишечника оказывают неизбежно отри-

цательное влияние на патофизиологическое 

и морфофункциональное состояние печени 

вследствие воздействия микробных патоген-

ассоциированных молекулярных паттернов 

(PAMPs) — эндотоксинов (липополисахаридов), 

бактериальных метаболитов, а также бактери-

альной ДНК и компонентов клеточной стенки 

[48]. Постоянное поступление PAMPs в крово-

ток вследствие избыточного роста условно-па-

тогенных видов Enterococcaceae, Veillonellaceae, 

Enterobactericeae, Candida spp., Clostridia spp. при-

водит к выделению провоспалительных цито-

кинов TNFα, IL-1, IL-6, IL-8 клетками Купфе-

ра и повышенному образованию секреторных 

иммуноглобулинов [11, 12, 25, 38]. Связываясь 

с Toll-подобными-4 рецепторами на поверхнос-

ти Купферовских и звездчатых клеток, PAMPs 

влияют на иммунные процессы в печени и игра-

ют важную роль в развитии воспаления и фиб-

роза печени при хроническом ее поражении [32, 

44, 64]. К сожалению, существующие у пациен-

тов с вирусными гепатитами дисбиотические 

изменения и, связанные с ними, иммунные 

нарушения значительно усугубляют течение 

иммунных процессов в печени, способствуя 

хронизации как HCV-, так и HBV-инфекции. 

При этом, у пациентов с HBV-инфекцией, 

в крови и печени значительно повышается ко-

личество Th17, вырабатывающих IL-17 и IL-22 

и, таким образом, обладающих потенциалом 

усугублять поражение печени. Прогрессирова-

ние инфекционного процесса сопровождается 

увеличением в периферической крови и пече-

ни HBV-специфических CD4+, CD25+, Foxp3+ 

Treg клеток, оказывающих иммуносупрессив-

ный эффект и подавляющих продукцию HBV-

опосредованного интерферона γ (IFNγ), а также 

пролиферацию аутологичных мононуклеарных 

клеток периферической крови. Необходимо 

отметить, что фундаментальную роль в эли-

минации вируса, а следовательно и в прогнозе 

HBV-инфекции играют HBV-специфические 

CD8 Т-клетки. Их активация, а также актива-

ция HBV-неспецифических врожденных имму-

ноцитов (макрофагов), приводит к увеличению 

продукции IFNγ и фактора некроза опухоли 

(TNFα), который, в свою очередь, нецитоли-

тически ингибирует репликацию HBV в инфи-

цированных гепатоцитах и приводит к элими-

нациии вируса. Возможно, механизм данного 

ингибирования связан с подавлением сборки 

прегеномных РНК-содержащих капсидов или 

ускорением их деградации, приводящей к пре-

дотвращению репликации HBV и протеасомо-

зависимой деградации вируса. После заверше-

ния острой фазы HBV-инфекции, некоторые 

из HBV-специфических CD8 Т-клеток диффе-

ренцируются в Т-клетки памяти с увеличени-

ем экспрессии CD127, предотвращающих HBV-

реинфекцию [20]. Но при хронической инфек-

ции HBV-специфические CD8 Т-лимфоциты 

функционально крайне истощены [22]. Кроме 

того, дисфункции T-лимфоцитов способствуют 

супрессорные клетки миелоидного происхож-

дения CD11b+ Gr-1+ (MDSCs), присутствующие 

в печени у пациентов с хроническим гепати-

том. Известно, что клетки Gr-1dim экспресси-

руют маркер миелоидных клеток CD11b и, как 

правило, представляют собой незрелые клетки 

(предшественники гранулоцитов, моноцитов, 

дендритных клеток), которые, образовываясь 

в больших количествах под воздействием воспа-

лительных факторов, подавляют Т-клеточный 

ответ и за счет этого вносят вклад в патогенез 

основного заболевания [31].

При острой HCV-инфекции в крови опре-

деляется большое количество HCV-специфи-

ческих CD4 Т-клеток, обладающих более вы-

сокой иммунной активностью и синтезиру-

ющих IL-2 , который имеет жизненно важное 

значение для CD4 и активации Т-клеток CD8. 

Утрата способности лимфоцитами CD4 сек-

ретировать IL-2 в связи с прогрессированием 

CHС приводит к нарушению пролиферации 

и продукции IFNγ клетками CD8. И хотя HCV-

специфические CD8 лимфоциты продолжают 

обладать способностью размножаться, прояв-

ляют цитотоксичность и секретируют IFNγ, их 

функциональная активность становится зна-

чительно сниженной и недостаточной для того, 

чтобы нивелировать вирус [57]. Изучая иммун-

ные процессы в печени, Kared et al. в своих ис-

следованиях показали, что у пациентов с острой 

HCV-инфекцией в крови содержится более 

высокое количество Т-клеток, секретирующих 

IL-21, по сравнению с пациентами с хроничес-

кой формой гепатита C. Такая повышенная 

продукция IL-21 способствует возрастанию ко-

личества HCV-специфических CD8 Т-клеток 

и предотвращает их гал-9-индуцированный 

апоптоз in vitro. Кроме того, при острой форме ге-

патита HCV-специфические CD4 Т-лимфоциты 
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способствуют созреванию CD8 Т-клеток памя-

ти, предотвращающих повторное инфицирова-

ние HCV. В противоположность этому, при хро-

нической форме гепатита С и развивающейся 

гепатокарциноме снижается количество CD4 

лимфоцитов, секретирующих IL-21 и увеличи-

вается количество CD4+CD25+, Foxp3+ Treg кле-

ток, которые в опытах in vitro могут непосред-

ственно подавлять HCV-специфические CD8 

Т-клетки [21, 33]. Таким образом, изменения ко-

личественного и качественного состава микро-

биома кишечника при HCV- и HВV-инфекциях 

являются одним из звеньев сложного патологи-

ческого процесса, взаимосвязанного не только 

с изменениями иммунитета печени, но и на-

рушениями функционирования иммунной си-

стемы всего организма.

Известно, что ферменты, вырабатываемые 

облигатной микрофлорой принимают участие 

в биосинтезе желчных кислот, оказывая анти-

холестеринемический эффект. Под воздействи-

ем бифидобактерий и лактобацилл образуются 

вторичные желчные кислоты (дезоксихолевая 

и литохолевая), а также происходит трансфор-

мация холестерина в копростанол, который 

не подвергается абсорбции в кишечнике и вы-

водится из организма с фекалиями [7, 41, 45, 

53]. Желчные кислоты, функциональная ак-

тивность которых реализуется через ядерные 

рецепторы (nuclear-farnesoid-X receptor, FXR), 

G-белок рецепторов плазматической мембраны 

макрофагов (GPCR, TGR5), являются гормоно-

подобными регуляторами собственного синте-

за, энергетического баланса, транспорта, угле-

водного и липидного обмена. Таким образом, 

применяемый в настоящее время термин «сте-

ролбиом» наиболее точно характеризует всю со-

вокупность кишечной микробиоты, представ-

ляющей из себя мощный эндокринный орган, 

который способен продуцировать различные 

классы ферментов (гидроксистероиддегидро-

геназы — HSDH и др.), участвующих в синтезе 

и метаболизме желчных кислот [41, 52, 53].

Известно, что образующаяся в ходе метабо-

лизма дезоксихолиевая кислота является са-

мым мощным антибактериальным агентом, 

участвующим в регуляции состава кишечной 

микрофлоры. Следовательно, количественный 

состав пула желчных кислот — основной регу-

лятор структуры микробиома, который явля-

ется важным регулятором размера пула желч-

ных кислот. Снижение пула желчных кислот 

приводит к увеличению количества микроор-

ганизмов, обладающих провоспалительными 

эффектами и продуцирующими токсические 

метаболиты, которые, в свою очередь, способ-

ствуют уменьшению синтеза желчных кислот 

в результате воспаления [52, 60]. В результате 

постоянного воспаления и прогрессирования 

цирроза печени подавляется синтез желчных 

кислот в печени, что формирует механизм об-

ратной положительной связи.

Уменьшение количества поступающих в ки-

шечник желчных кислот способствует измене-

нию равновесия между Bacteroides и Firmicutes, 

разрастанию патогенных и условнопатогенных 

микроорганизмов, включая Enterobacteriaceae, 

Veillonellaceae, Alcaligeneaceae и Porphyromonada-

ceae, а также снижению количества в толстой 

кишке представителей рода Clostridium кла-

стера XIVa [34, 35, 52]. Последние включают 

в себя дегидроксилирующие микроорганизмы, 

например, Clostridium sciendens, участвующие 

в образовании вторичных желчных кислот — 

дезоксихолиевой и литохолевой, и использу-

ющие желчные кислоты в качестве акцепто-

ров электронов для увеличения синтеза АТФ 

и роста. Нарушение образования вторичных 

желчных кислот вследствие микробного дис-

баланса приводит к стимуляции первичными 

желчными кислотами роста Clostridium difficile 

[53]. В свою очередь, воспаление в тонкой киш-

ке, обусловленное Clostridium difficile к приводит 

микробной транслокации, одним из механиз-

мов которой является ослабление антимикроб-

ной защиты клетками Панета в криптах тонкой 

кишки, и прогрессированию воспалительного 

заболевания печени вследствие массивного по-

ступления PAMPs [52, 56].

Ферментация углеводов микроорганизмами 

(Lactobacillales, Bifidobacteriales, Actinomycetales 

и др.), населяющими толстую кишку, приводит 

к образованию короткоцепочечных жирных 

кислот (КЦЖК), регулирующих клеточную 

пролиферацию и дифференцировку, липидный 

и углеводный обмен, оказывающих противоми-

кробное, противовоспалительное и иммуномо-

дулирующее действие [15, 42, 45]. Так, например, 

основными продуцентами бутирата, способ-

ствующего уменьшению концентрации про-

воспалительных цитокинов (IL-8, TNFα), яв-

ляются анаэробные бактерии видов Eubacterium 

rectale, Eubacterium ramulus, Eubacterium hallii, 

Roseburia cecicola, Roseburia faecis, Faecalibacterium 

prausnitzii и Coprococcus, а также фузобактерии 

и непатогенные виды клостридий кластера XIVa 

[15, 38, 46, 60]. При этом 45% бутиратпродуци-

рующих штаммов являются некультивируемы-

ми. Бактерии видов Bifidobacterium, Lactobacillus 

являются основными продуцентами ацетата, 

Veillonella, Propionibacterium, Arachnia, Anaerovibrio 

(polar flagella) — пропионата [1, 16]. Обладая 

антимикробной активностью, КЦЖК служат 

важным фактором в поддержании баланса ми-

кробной экосистемы, препятствуя колониза-

ции кишечника патогенными представителя-

ми Gracilicutes (Salmonella, Shigella, энтерогемор-

рагические E. coli) и Firmicutes (Clostridia) [49]. 
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Нарушение баланса КЦЖК вследствие из-

быточного бактериального роста при хрони-

ческих гепатитах приводит к повышенному 

образованию кишечной микрофлорой таких 

канцерогенных метаболитов, как ацетальдегид 

(продуцируется Bacteroides vulgatus, Eubacterium 

spp., Ruminococcus spp., Streptococcus hansenii, 

Bifidobacterium spp., Faecalibacterium prausnitzii), 

сероводород и супероксидные радикалы (про-

дуцируются Enterococcus faecalis, Fusobacterium, 

Deltaproteobacteria), аммиак. Последний произ-

водится уреаза-продуцирующими штаммами 

(Helicobacter, Klebsiella, Proteus и др.), обильно 

разрастающимися при повышении рН среды 

в кишечнике, и является прямым продуктом 

цикла метаболизма мочевины. Вследствие дли-

тельного воспалительного процесса в печени 

и нарушения барьерной функции печени, ам-

миак, поступая в кровь, оказывает токсическое 

влияние на нервную систему, а также усугубля-

ет воспалительный процесс в печени [51].

Согласно последним данным, немаловаж-

ную роль в повышения риска злокачественной 

трансформации хронических вирусных гепа-

титов в ЦП и ГЦК играют представители рода 

Helicobacter, в частности H. рylorі и внежелудоч-

ные — H. hepaticus, H. billis, H. canis, H. cinaedi, 

H. rappini, H. pullorum [8, 13, 27, 50].

Негативное влияние этих микроорганизмов 

подтверждается обнаружением их ДНК в био-

птатах печени. Кофакторное взаимодействие 

как между представителями Helicobacter, так 

и между ними и представителями других родов 

микробиома кишечника, обуславливает про-

грессирование хронических гепатитов [28, 30, 

39]. Для H. pylori хронический воспалительный 

процесс в печени, по всей видимости, является 

предрасполагающим фактором для инфициро-

вания слизистой желудка. При этом частота вы-

явления этого микроорганизма в желудочном 

содержимом повышается с увеличением про-

должительности течения ХВГ. Так, у больных 

с продолжительностью заболевания до 3 лет 

H. pylori обнаруживается в 68% случаев, а при 

продолжительности хронического процесса 

более 5 лет — в 92% [5, 6]. H. pylori, являясь мощ-

ным индуктором воспалительного процесса, 

усиливает каскад воспалительных реакций 

происходящих при вирусных гепатитах, при-

водя к более интенсивному поражению клеток 

печени [8, 39, 54]. Штаммы H. pylori, обладаю-

щие иммунодоминантным белком Cag А, ко-

дируемым геном Cag А островка патогеннос-

ти, способны активировать каскад реакций 

с участием митогенактивированного протеи-

на (МАП-киназы). Таким образом, активация 

онкогенов при ХВГ может представлять собой 

решающий шаг в неоплазии, индуцированной 

H. pylori [8].

Внежелудочные виды Helicobacter также мо-

гут играть роль в трансформации ХГС в ЦП 

и ГЦК, участвуя в запуске аутоиммунных реак-

ций и вырабатывая токсины, способные вызы-

вать гепатоцеллюлярное повреждение. Антите-

ла, образующиеся на поверхностные антигены 

H. hepaticus могут реагировать на собственные 

гапатоциты и клетки эпителия желчных ка-

нальцев. Выработка гранулирующего токсина 

H. hepaticus приводит к появлению цитоплаз-

матических гранул в пораженных гепатоцитах. 

В свою очередь, синтез компонента cdtВ — ци-

толетального расширяющего токсина — штам-

мами H. hepaticus, а также H. billis, H. canis, H. ci-

naedi, H. pullorum, и обладающего ДНКазной 

активностью, запускает каскад фибро- и онко-

генеза, вследствие остановки клеточного цик-

ла, аномального накопления актина в цитоске-

лете, прогрессирующего расширения клеток 

и их гибели [17, 39].

Следует упомянуть, что помимо бактерий 

в желудке и кишечнике обнаруживается около 

200 различных видов РНК- и ДНК-содержащих 

вирусов, принадлежащих к 12 семействам. 

Большая часть из них не вызывает клинической 

симптоматики, однако значение их в норме 

и роль в патологических процессах, происходя-

щих во всем организме, к кишечнике, и в пече-

ни, окончательно не выяснены. К сожалению, 

данных о влиянии смешанных вирусно-бакте-

риальных инфекций  на течение хронических 

гепатитов и их роль в развитии гепатоцеллю-

лярной карциномы и цирроза печени отсут-

ствуют. Согласно результатам исследований 

Victorian Infectious Diseases Reference Laboratory 

(Австралия), присутствие у пациентов в кишеч-

ном содержимом возбудителей бактериальных 

кишечных инфекций сопровождается высокой 

частотой обнаружения аденовирусов и ротави-

русов. Так, аденовирусы выявляются в 0,2% слу-

чаев в ассоциациях с энтеропатогенными эше-

рихиями (ЕРЕС), в 3,2% — с энтеротоксиген-

ными эшерихиями (ЕТЕС), в 0,03% — с Shigella, 

в 0,26% — с Salmonella, в 0,5% — с C. jejuni; часто-

та ассоциаций увеличивается при хронических 

вирусных гепатитах и гепатоцеллюлярной кар-

циноме. Ротавирусы обнаруживаются в 3% слу-

чаев в ассоциациях с ЕРЕС и в 7,1% — с ЕТЕС. 

В опытах in vitro показано, что в присутствии 

некоторых энтеровирусов (полиовируса 1 типа, 

вируса Коксаки В3, вируса ЕСНО 6) может 

усиливаться инвазивность таких патогенных 

микроорганизмов, как шигеллы, ЕTЕС, ЕIЕС 

(энтероинвазивные эшерихии). Инвазивность 

C. jejuni значительно увеличивается в клетках 

Нер-2 в присутствии вирусов ЕСНО 7, Коксаки 

В3. Вероятно, вирусная репликация способ-

ствуют появлению на клеточной мембране эн-

тероцитов рецепторов, облегчающих адгезию 
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и инвазию бактерий [23]. Такие вирусно-бакте-

риальные ассоциации при дисбиозах у больных 

с хроническими гепатитами могут иметь гораз-

до более серьезное влияние на течение заболе-

вания и его клинический исход, чем монобак-

териальные инфекции.

Необходимо заметить, что обсуждаемые в ли-

тературе результаты исследований касаются 

только тех микроорганизмов, культивирование 

которых не вызывает затруднений в обычной 

лабораторной практике. Большинство данных 

получены либо с использованием водородных 

тестов, либо с помощью рутинных бактерио-

логических методов исследований. Диапазон 

выделяемых при бактериологических исследо-

ваниях микроорганизмов достаточно узок и не 

может дать реального представления об участии 

всех представителей кишечного микробио-

ма в прогрессировании хронических гепатитов 

и развитии ГЦК и ЦП.

Таким образом, качественный и количе-

ственный состав микрофлоры кишечника мо-

жет оказывать существенное влияние на тече-

ние хронических вирусных гепатитов, обуслов-

ленных HBV и HCV. Микробный дисбаланс, 

приводящий к интенсивному поступлению па-

тоген-ассоциированных паттернов и микроб-

ных канцерогенов, оказывает отрицательное 

влияние на патофизиологические и иммунные 

процессы в печени. Нарушение образования 

желчных кислот и продукции короткоцепочеч-

ных жирных кислот усугубляет течение процес-

са и является одним из важных факторов, об-

уславливающих переход хронического гепатита 

в ЦП или ГЦК.

Полученные нами в ходе изучения литера-

туры данные свидетельствуют о необходимос-

ти дальнейшего и более детального изучения 

кофакторного влияния микробиома кишечни-

ка и HBV/HCV вирусов на гепатоциты с целью 

разработки комплексного подхода к терапии 

и снижению рисков развития неблагоприятных 

исходов у больных, страдающих хроническими 

формами гепатитов В и С.
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ОЦЕНКА ЭФФЕКТИВНОСТИ НОВОГО 

ИНГИБИТОРА МЕТАЛЛО-БЕТА-ЛАКТАМАЗЫ 

В УСЛОВИЯХ МОДЕЛЬНОЙ СИСТЕМЫ IN VITRO

А.Г. Афиногенова1,2, Т.М. Ворошилова3, Г.Е. Афиногенов2, Д.Ю. Мадай2

1 ФБУН НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера, Санкт-Петербург, Россия
2 Санкт-Петербургский государственный университет, Санкт-Петербург, Россия
3 ФГБУ Всероссийский центр экстренной и радиационной медицины им. А.М. Никифорова МЧС России, 

Санкт-Петербург, Россия

Резюме. Устойчивость к антибиотикам среди микроорганизмов семейства Enterobacteriaceae обусловлена ком-

бинацией нескольких механизмов, например, гиперпродукцией бета-лактамаз, снижением проницаемости 

внешней мембраны микробной клетки (обычно это связано с утратой пориновых белков), наличием системы 

эффлюкса. Особого внимания заслуживают металло-бета-лактамазы (МБЛ), наличие которых обуславлива-

ет устойчивость грамотрицательных микроорганизмов ко всем бета-лактамным антибиотикам (в некоторых 

случаях, кроме азтреонама). В настоящее время нет ингибиторов МБЛ карбапенемрезистентных микроор-

ганизмов, разрешенных для применения в клинике. Поиск эффективных ингибиторов МБЛ карбапенемре-

зистентных микроорганизмов, разрешенных к применению в клинике и усиливающих действие карбапене-

мов, послужил основанием для выполнения данного исследования. Работу проводили в 3 этапа: 1) создание 

модельной системы с использованием стандартного реактива фермента металло-бета-лактамазы P. aeruginosa 

рекомбинантной, экспрессированной в E. coli, для оценки повышения минимальных подавляющих кон-

центраций (МПК) карбапенемов в отношении ранее чувствительных к ним штаммов грамотрицательных 

микроорганизмов in vitro; 2) оценка эффективности перспективных ингибиторов МБЛ в присутствии того 

же стандартного реактива фермента; 3) оценка способности выявленных ингибиторов усиливать действие 

карбапенемов в отношении клинических изолятов грамотрицательных микроорганизмов, продуцирующих 

МБЛ, по показателям МПК и индекса фракционной ингибирующей концентрации (ФИК). Стандартный 

метод «шахматной доски» модифицировали для оценки сочетанного применения антибиотика из группы 

карбапенемов и потенциального ингибитора МБЛ — лекарственного препарата из группы бисфосфона-

тов — этидроновой кислоты. С использованием стандартного реактива фермента металло-бета-лактамазы 

P. aeruginosa рекомбинантной, экспрессированной в E. coli, создали модельную систему, которая позволяет 

оценить перспективность новых ингибиторов МБЛ грамотрицательных микроорганизмов. Выявлен дозоза-

висимый эффект повышения уровня МПК меропенема от количества реактива МБЛ в модельной системе 

в отношении ранее чувствительных к антибиотику референс-штаммов микроорганизмов. Отмечена инак-

тивация фермента МБЛ даже малыми дозами бисфосфоната, в исследованиях показана задержка появления 

логарифмичес кой фазы роста тест-культуры P. aeruginosa ATCC 27853 до 12 часов по сравнению с контролем. 

При этом максимальные дозы этидроновой кислоты 50 000–100 000 мкг/мл полностью ингибировали МБЛ, 

наблюдали отсутствие логарифмической фазы роста микроба за счет действия меропенема на уровне рефе-

рентного значения чувствительности (2 мкг/мл). Выявлено синергидное действие (индекс ФИК < 0,5) соче-
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танного применения меропенема с этидроновой кислотой в отношении клинических резистентных к карба-

пенемам изолятов грамотрицательных микроорганизмов, при этом показано усиление действия антибиотика 

в 8–512 раз по сравнению с исходным уровнем МПК.

Ключевые слова: металло-бета-лактамаза (МБЛ), карбапенемрезистентные грамотрицательные микроорганизмы, 

ингибиторы МБЛ, бисфосфонаты, этидроновая кислота, метод «шахматной доски».

THE NEW METALL-BETA-LACTAMASE’S INHIBITOR EFFICACY IN A MODEL SYSTEM IN VITRO

Afinogenova A.G.a,b, Voroshilova T.M.c, Afinogenov G.E.b, Maday D.Yu.b

a St. Petersburg Pasteur Institute, St. Petersburg, Russian Federation
b St. Petersburg State University, St. Petersburg, Russian Federation
c The Nikiforov All-Russian Center of Emergency and Radiation Medicine, St. Petersburg, Russian Federation

Abstract. The Enterobacteriaceae antibiotics resistance depends on a combination of several mechanisms, such as the be-

ta-lactamases overproduction, the microbial cell reduction outer membrane permeability (usually associated with loss 

of protein porin), the presence of efflux systems. Particularly noteworthy are the metallo-beta-lactamases (MBL) whose 

presence causes resistance of gram-negative microorganisms to all beta-lactam antibiotics (in some cases except aztreo-

nam). Currently there are no MBL inhibitors permitted for use in the clinic. The effective inhibitors search for carbape-

nem-resistant bacteria’ MBL authorized for use in the clinic and reinforcing effects of carbapenems, served as the basis 

for the present study. The work was carried out in three stages: 1) creating a model system using a standard enzyme reagent 

metallo-beta-lactamase P. aeruginosa recombinant expressed in E. coli, to evaluate the increasing of minimal inhibi-

tory concentrations (MIC) of carbapenems against previously sensitive Gram-negative microorganisms strains in vitro; 

2) evaluation of MBL promising inhibitors in the presence of the same standard enzyme reagent; 3) evaluation of the abil-

ity of the identified inhibitors increase the carbapenems effects against clinical isolates of Gram-negative microorganisms 

producing MBL, in terms of the their MIC and fractional inhibitory concentration index (FIC index). The checkerboard 

array was modified to evaluate the combined use of carbapenems and potential MBL inhibitor — a drug from the group 

of bisphosphonates — etidronic acid. Using a standard enzyme reagent metallo-beta-lactamase P. aeruginosa recombinant 

expressed in E. coli, we created a model system that allows to assess the prospects of new inhibitors MBL gram-negative 

microorganisms. A dose-dependent effect of increasing the meropenem level MIC from reagent MBL quantity in a model 

system against previously antibiotic sensitive reference strains of microorganisms was revealed. MBL enzyme inactiva-

tion was noted in the presence of even small doses of bisphosphonate, in the tests the appearance of logarithmic phase 

of P. aeru ginosa ATCC 27853 growth was shown delayed up to 12 hours compared to the control. In this case the maximum 

dose of etidronic acid 50 000–100 000 μg/ml completely inhibited the MBL, there was no a log phase microbe’s growth 

due to the effect of meropenem on the reference level of sensitivity (2 μg/ml). The synergistic effect (FIC index < 0.5) 

of combined meropenem with etidronic acid use was identified against clinical isolates Gram-negative microorganisms 

resistant to carbapenems and producing MBL, wherein the enhancing action of the antibiotic was more 8–512 times com-

pared with the initial MIC levels.

Key words: metall-β-lactamase (MβL), carbapenem-resistant Gram-negative bacteria, inhibitors of MβL, bisphosphonates, etidronic acid, 

checkerboard array.

Введение

Одной из причин развития внутрибольнич-

ных инфекций является рост числа антибио-

тикорезистентных возбудителей инфекции 

на фоне нерационального применения анти-

биотиков [2, 4, 5, 27]. Устойчивость к ним среди 

микроорганизмов семейства Enterobacteriaceae 

обусловлена комбинацией нескольких меха-

низмов, например, гиперпродукцией бета-лак-

тамаз, снижением проницаемости внешней 

мембраны микробной клетки (обычно это свя-

зано с утратой пориновых белков), наличием 

системы эффлюкса [13, 14, 34, 35, 38].

В результате мониторинга микробиоты от-

делений реанимации и интенсивной терапии 

(ОРИТ), отделений хирургического профиля 

в последние годы среди выявленных изоля-

тов грамотрицательных микроорганизмов на-

блюдают нарастание количества резистентных 

к карбапенемам (c 20 до 90%) [6, 7, 16, 17, 18, 20, 

24]. Особого внимания заслуживают металло-

бета-лактамазы (МБЛ), наличие которых об-

уславливает устойчивость грамотрицательных 

микроорганизмов ко всем бета-лактамным 

антибиотикам (в некоторых случаях, кроме аз-

треонама) [11, 19, 25].

В связи с возросшей частотой выделения изо-

лятов грамотрицательных микроорганизмов, 

резистентных к карбапенемам, актуальным 

остается поиск способов усиления действия 

антибиотиков этого класса [10, 12, 15, 30]. Од-

ним из возможных способов усиления действия 

карбапенемов является их комбинация с препа-

ратами — эффективными ингибиторами МБЛ 

[1, 8, 23]. К сожалению, в настоящее время ин-
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гибиторов МБЛ карбапенемрезистентных ми-

кроорганизмов, разрешенных для применения 

в клинике, нет. Лечение таких нозокомиальных 

инфекций традиционными схемами неэффек-

тивно; для терапии, как правило, подбирают 

комбинации антибиотиков из 2–3, а иногда 

и 4-х препаратов [22, 26, 29, 33, 36, 37].

Поиск эффективных ингибиторов МБЛ кар-

бапенемрезистентных микроорганизмов, раз-

решенных к применению в клинике и усилива-

ющих действие карбапенемов, послужил осно-

ванием для выполнения данного исследования. 

Работу проводили в 3 этапа: 1) создание модель-

ной системы с использованием стандартного 

реактива фермента металло-бета-лактамазы 

P. aeruginosa рекомбинантной, экспрессирован-

ной в E. coli, для оценки повышения МПК кар-

бапенемов в отношении ранее чувствительных 

к ним штаммов грамотрицательных микро-

организмов in vitro; 2) оценка эффективности 

перспективных ингибиторов МБЛ в присут-

ствии того же стандартного реактива фермента; 

3) оценка способности выявленных ингибито-

ров усиливать действие карбапенемов в отно-

шении клинических изолятов грамотрицатель-

ных микроорганизмов, продуцирующих МБЛ.

Материалы и методы

Для оценки повышения уровня МПК меро-

пенема использовали чувствительные к нему 

(МПК 2 мкг/мл) референс-штаммы P. aeruginosa 

ATCC 27853, A. baumannii ATCC ВАА-747. Для по-

лучения инокулюма тест-штаммов готовили ис-

ходную суспензию суточной культуры соответ-

ствующего микроба по стандарту 0,5 McFarland, 

далее суспензию разводили в 31 раз в бульоне 

Мюллера–Хинтон, при этом полученная взвесь 

содержала 5 × 106 КОЕ/мл. Конечная нагруз-

ка референс-штаммов составила 5 × 104 КОЕ 

в 200 мкл, экспозиция 24 ч.

Для определения активности фермента в от-

ношении меропенема (в дозах 2–512 мкг/мл) 

использовали микрометод перекрестного ти-

трования («шахматной доски»), который был 

предложен для тестирования чувствительности 

микроорганизмов к сочетанному действию двух 

антибиотиков [11, 28]. В наших исследованиях 

данный метод модифицирован для моделиро-

вания приобретения устойчивости микроорга-

низмами, а также для оценки эффективности 

сочетанного действия карбапенема и потенци-

ального ингибитора МБЛ. Каждая ячейка обо-

значена на пересечении номера ряда и соответ-

ствующей буквы. Стандартную упаковку реак-

тива фермента МБЛ, содержащую 1469 единиц 

активности, разводили в 13,12 мл стерильной 

дистиллированной воды, получая содержание 

112 единиц активности МБЛ в 1 мл раствора.

В качестве потенциального ингибитора МБЛ 

изучали лекарственное средство из группы бис-

фосфонатов: отечественный препарат «Ксиди-

фон» (этидроновая кислота, или (1-гидрокси-

этилиден)бис[фосфоновая] кислота) производ-

ства ООО «Мосхимфармпрепараты», который 

из исходного 20% концентрата титровали мето-

дом серийных разведений. Подавление фермента 

МБЛ бисфосфонатом и, как следствие, отсутствие 

роста тест-штаммов подтверждали в микроячей-

ках, а также на ридере ELx800 (Bio-Tek Instruments 

Inc., США). Измерение проводили при двух дли-

нах волн (490 и 630 нм) при экспозициях от 4 

до 24 часов; при бихроматическом измерении зна-

чение оптической плотности является разницей 

двух измерений, при этом значительно снижается 

погрешность результатов, вызванная царапинами 

или отпечатками пальцев на планшете.

Для оценки способности выявленного инги-

битора усиливать действие меропенема в отно-

шении грамотрицательных микроорганизмов, 

продуцирующих МБЛ, использовали клиничес-

кие резистентные изоляты P. aeruginosa 532/14 

(МПК меропенема 512 мкг/мл), у которого фе-

нотипически (методом Е-теста) и генотипичес-

ки (методом ПЦР) подтвердили наличие МБЛ 

генотипа VIM, а также A. baumannii 346/14 (МПК 

меропенема 128 мкг/мл), при генотипировании 

которого МБЛ не обнаружена, но подтверж-

дено ее наличие фенотипически с помощью 

Е-теста с ЭДТА [3]. МПК этидроновой кислоты 

составила 200 мг/мл. В опытах оставляли ячей-

ку К1 — контроль роста тест-штамма и ячейку 

К2 — контроль среды и отсутствие роста. Раз-

ведение в ячейке, содержимое которой было 

прозрачным, считали МПК препаратов после 

высева на плотную питательную среду и полу-

чения роста тест-штамма.

Все опыты проводили в 96-луночных микро-

планшетах одновременно в трех повторностях, 

результаты подвергали статистической обра-

ботке по Фишеру–Стьюденту с вычислением 

доверительного интервала.

Результаты

Для определения активности стандартного 

реактива фермента МБЛ в отношении карба-

пенемов в присутствии чувствительных рефе-

ренс-штаммов использовали титрование микро-

методом из начальной дозы 0,112 ед.акт. в 1 мкл. 

В опыты брали объем реактива МБЛ 5 мкл с дозой 

0,56 ед.акт., из которой в среде Мюллера–Хинтон 

раститровывали фермент до дозы 0,0022 ед.акт. 

Для модификации метода «шахматной доски» 

в ячейки, содержащие по 92,5 мкл разведения ме-

ропенема, вносили по 92,5 мкл среды Мюллера–

Хинтон, добавляли по 5 мкл разведения реактива 

МБЛ и по 10 мкл микробной взвеси.
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В таблице 1 представлены результаты инак-

тивации меропенема в присутствии реактива 

МБЛ в отношении тест-культуры P. aeruginosa 

ATCC 27853. Фермент в рядах 1–3 полностью 

инактивировал антибиотик, при этом наблю-

дали рост тест-штамма. Начиная с 4-го ряда, 

интенсивность инактивации ферментом сни-

жалась, и в 8-м ряду отмечали отсутствие роста 

тест-культуры до уровня референтного зна-

чения чувствительности по EUCAST-2016 — 

2 мкг/мл.

В таблице 2 представлены результаты инак-

тивации меропенема в присутствии реактива 

МБЛ в отношении тест-культуры A. baumannii 

ATCC ВАА-747. Показано, что фермент в рядах 

1–4 полностью инактивировал антибиотик в ко-

личестве от 1 до 512 мкг/мл, при этом в ячейках 

наблюдали рост тест-штамма. Начиная с 5-го 

ряда, интенсивность инактивации фермента 

снижалась, и в 8-м ряду отмечали отсутствие 

роста тест-культуры до уровня референтного 

значения чувствительности — 2 мкг/мл.

Результаты исследования показали дозо-

зависимый эффект повышения уровня МПК 

меропенема в отношении ранее чувствитель-

ных к нему штаммов грамотрицательных ми-

кроорганизмов в зависимости от количества 

стандартного реактива МБЛ в модельной си-

стеме. При этом в каждом опыте наблюдали 

разное количество реактива МБЛ, которое при-

водило к максимальным значениям уровня 

МПК меропенема: в отношении P. aeruginosa 

ATCC 27853 — 0,07 ед.акт., A. baumannii ATCC 

BAA-747 — 0,035 ед.акт. Можно предположить, 

что это связано со скоростью генерации этих 

бактерий в присутствии антибиотика.

В дальнейшем в созданной модельной систе-

ме проводили оценку эффективности сочетан-

ного применения антибиотика и потенциаль-

ного ингибитора МБЛ из группы бисфосфона-

тов в отношении чувствительных к меропенему 

грамотрицательных микроорганизмов в при-

сутствии стандартного реактива МБЛ. В опыт 

брали максимальную дозу МБЛ 0,28 ед.акт., 

ТАБЛИЦА 1. ПОКАЗАТЕЛИ ИНАКТИВАЦИИ МЕРОПЕНЕМА В ПРИСУТСТВИИ РАЗНЫХ ДОЗ 

СТАНДАРТНОГО РЕАКТИВА МБЛ В ОТНОШЕНИИ ТЕСТ-КУЛЬТУРЫ P. AERUGINOSA ATCC 27853

№ ряда
Количество фермента МБЛ, 

ед.акт. в ячейке

Количество меропенема, мкг/мл

512 256 128 64 32 16 8 4 2 1

Наличие роста тест-культуры

(экспозиция 24 часа, 37°С; n = 3, P < 0,05)

1 0,28 Р Р Р Р Р Р Р Р Р Р

2 0,14 Р Р Р Р Р Р Р Р Р Р

3 0,07 Р Р Р Р Р Р Р Р Р Р

4 0,035 – – Р Р Р Р Р Р Р Р

5 0,0175 – – – Р Р Р Р Р Р Р

6 0,0088 – – – – Р Р Р Р Р Р

7 0,0044 – – – – – – Р Р Р Р

8 0,0022 – – – – – – – – – Р

А Б В Г Д Е Ж З И К

Примечание: «Р» — рост чувствительной к меропенему тест-культуры P. aeruginosa ATCC 27853; «–» — отсутствие роста.

ТАБЛИЦА 2. ПОКАЗАТЕЛИ ИНАКТИВАЦИИ МЕРОПЕНЕМА В ПРИСУТСТВИИ РАЗНЫХ ДОЗ 

СТАНДАРТНОГО РЕАКТИВА МБЛ В ОТНОШЕНИИ ТЕСТ-КУЛЬТУРЫ A. BAUMANNII ATCC ВАА-747

№ ряда
Количество фермента МБЛ, 

ед.акт. в ячейке

Количество меропенема, мкг/мл

512 256 128 64 32 16 8 4 2 1

Наличие роста тест-культуры

(экспозиция 24 часа, 37°С; n = 3, P < 0,05)

1 0,28 Р Р Р Р Р Р Р Р Р Р

2 0,14 Р Р Р Р Р Р Р Р Р Р

3 0,07 Р Р Р Р Р Р Р Р Р Р

4 0,035 Р Р Р Р Р Р Р Р Р Р

5 0,0175 – – – Р Р Р Р Р Р Р

6 0,0088 – – – – Р Р Р Р Р Р

7 0,0044 – – – – – – Р Р Р Р

8 0,0022 – – – – – – – – – Р

А Б В Г Д Е Ж З И К

Примечание: «Р» — рост чувствительной к меропенему тест-культуры A. baumannii ATCC ВАА-747; «–» — отсутствие роста.
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которая инактивирует максимальную тести-

руемую концентрацию антибиотика 512 мкг/

мл. В ячейки, содержащие по 92,5 мкл разведе-

ния антибиотика, вносили по 92,5 мкл разве-

дения этидроновой кислоты, затем добавляли 

по 5 мкл разведения реактива МБЛ 0,28 ед.акт. 

и по 10 мкл микробной взвеси.

В таблице 3 представлены результаты инги-

бирования МБЛ этидроновой кислотой в ком-

позиции с меропенемом в отношении тест-

культуры P. aeruginosa ATCC 27853. В ячейках, 

где отсутствовал бисфосфонат, выявляли рост 

тест-штамма за счет инактивации антибио-

тика ферментом МБЛ (ячейка А1 — контроль 

культуры). Начиная с 3-го ряда наблюдали от-

сутствие роста тест-штамма в тех ячейках, где 

выявлен эффект ингибирования МБЛ этидро-

новой кислотой, что позволило меропенему 

проявить свой эффект.

В таблице 4 представлены результаты инги-

бирования МБЛ этидроновой кислотой в ком-

бинации с меропенемом в отношении тест-

культуры A. baumannii ATCC ВАА-747. В ячейках 

без этидроновой кислоты отмечали рост тест-

штамма за счет инактивации антибиотика фер-

ментом МБЛ. Эффект ингибитора был отме-

чен со 2-го ряда, где его содержание составило 

1563 мкг/мл. В ряду 8 выявлен эффект полной 

инактивации МБЛ этидроновой кислотой и от-

сутствие роста тест-культуры с дозами анти-

биотика до уровня референтного значения чув-

ствительного тест-штамма — 2 мкг/мл.

На рисунке представлены кривые роста 

P. aeruginosa ATCC 27853 в присутствии реакти-

ва МБЛ (0,28 ед.акт.) при воздействии меропе-

нема (2 мкг/мл) в сочетании с разными дозами 

этидроновой кислоты. Каждые 4 ч инкубации 

планшетов снимали показания оптической 

плотности микробной взвеси на ридере (n = 3, 

P < 0,05). Контролем служила смесь антибио-

тика, МБЛ и инокулята, в котором фермент 

подавлял активность меропенема, и при этом 

ТАБЛИЦА 3. РЕЗУЛЬТАТЫ ИНГИБИРОВАНИЯ МБЛ ЭТИДРОНОВОЙ КИСЛОТОЙ В КОМПОЗИЦИИ 

С МЕРОПЕНЕМОМ В ОТНОШЕНИИ ТЕСТ-КУЛЬТУРЫ P. AERUGINOSA ATCC 27853

№ ряда
Количество этидроновой 

кислоты, мкг/мл

Количество меропенема, мкг/мл

0 512 256 128 64 32 16 8 4 2

Наличие роста тест-культуры в присутствии МБЛ 

(экспозиция 24 часа, 37°С; n = 3, P < 0,05)

1 0 Р Р Р Р Р Р Р Р Р Р

2 1563 Р Р Р Р Р Р Р Р Р Р

3 3125 Р – – – – Р Р Р Р Р

4 6250 Р – – – – – Р Р Р Р

5 12 500 Р – – – – – Р Р Р Р

6 25 000 Р – – – – – – – Р Р

7 50 000 Р – – – – – – – – Р

8 100 000 Р – – – – – – – – –

А Б В Г Д Е Ж З И К

Примечание: «Р» — рост чувствительной к меропенему тест-культуры P. aeruginosa ATCC 27853 в присутствии субстрата 
МБЛ; «–» — отсутствие роста.

ТАБЛИЦА 4. РЕЗУЛЬТАТЫ ИНГИБИРОВАНИЯ МБЛ ЭТИДРОНОВОЙ КИСЛОТОЙ В КОМБИНАЦИИ 

С МЕРОПЕНЕМОМ В ОТНОШЕНИИ ТЕСТ-КУЛЬТУРЫ A. BAUMANNII ATCC ВАА-747

№ ряда
Количество этидроновой 

кислоты, мкг/мл

Количество меропенема, мкг/мл

0 512 256 128 64 32 16 8 4 2

Наличие роста тест-культуры в присутствии МБЛ 

(экспозиция 24 часа, 37°С; n = 3, P < 0,05)

1 0 Р Р Р Р Р Р Р Р Р Р

2 1563 Р – – Р Р Р Р Р Р Р

3 3125 Р – – – Р Р Р P P Р

4 6250 Р – – – Р Р Р Р Р Р

5 12 500 Р – – – – Р Р Р Р Р

6 25 000 Р – – – – – – Р Р Р

7 50 000 Р – – – – – – – – Р

8 100 000 Р – – – – – – – – –

А Б В Г Д Е Ж З И К

Примечание: «Р» — рост чувствительной к меропенему тест-культуры A. baumannii ATCC ВАА-747 в присутствии субстрата 
МБЛ; «–» — отсутствие роста.
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наблюдали появление логарифмической фазы 

роста тест-штамма с начала эксперимента. Вы-

явлена инактивация фермента МБЛ даже ма-

лыми дозами бисфосфоната, показана задержка 

появления логарифмической фазы роста тест-

культуры до 12 часов по сравнению с контро-

лем. При этом максимальные дозы этидроно-

вой кислоты 50 000–100 000 мкг/мл полностью 

ингибировали МБЛ; наблюдали отсутствие 

логарифмической фазы роста микроба за счет 

действия меропенема на уровне референтного 

значения чувствительности.

При обосновании заключения об усилении 

действия меропенема в отношении резистент-

ных клинических штаммов грамотрицательных 

микроорганизмов в присутствии этидроновой 

кислоты методом «шахматной доски» оценива-

ли индекс фракционной ингибирующей кон-

центрации (ФИК) по формуле:

 

,

где МПКас — минимальная концентрация 

антибиотика (в мкг/мл), взятого в сочетании 

с бисфосонатом;

МПКа — минимальная подавляющая концен-

трация антибиотика, взятого как монопрепарат 

(в мкг/мл);

МПКбс — минимальная концентрация бисфос-

фоната (в мкг/мл), взятого в сочетании с анти-

биотиком;

МПКб — минимальная подавляющая концен-

трация бисфосфоната, взятого как монопрепа-

рат (в мкг/мл).

Авторами метода [28] предложена следую-

щая трактовка индекса:

 – синергизм — индекс до 0,5;

 – индифферентность — индекс от 0,51 до 4;

 – антагонизм — индекс более 4.

При использовании сочетаний этидроно-

вой кислоты с меропенемом в отношении рези-

стентного клинического изолята P. aeruginosa 

532/14 выявлены следующие закономерности 

(табл. 5). В ячейке Д3 выявлено минималь-

ное увеличение чувствительности P. aeruginosa 

ТАБЛИЦА 5. ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТЬ УСТОЙЧИВОГО ШТАММА P. AERUGINOSA 532/14 (МПК 

МЕРОПЕНЕМА 512 мкг/мл) К СОЧЕТАННОМУ ДЕЙСТВИЮ МЕРОПЕНЕМА И ЭТИДРОНОВОЙ КИСЛОТЫ

Этидроновая 

кислота, мкг/мл

Меропенем, мкг/мл

0 512 256 128 64 32 16 8 4 2 1

1 0 К1 – Р Р Р Р Р Р Р Р Р

2 781 Р – Р Р Р Р Р Р Р Р Р

3 1563 Р – – – – Р Р Р Р Р Р

4 3125 Р – – – – Р Р Р Р Р Р

5 6250 Р – – – – Р Р Р Р Р Р

6 12 500 Р – – – – Р Р Р Р Р Р

7 25 000 Р – – – – – – – – – –

8 50 000 Р – – – – – – – – – –

9 100 000 Р – – – – – – – – – К2

А Б В Г Д Е Ж З И К Л

Примечание: «Р» — рост тест-культуры P. aeruginosa 532/14; «–» — отсутствие роста; К1 — контроль культуры, рост есть; 
К2 — контроль питательной среды, роста нет.

Рисунок. Динамика роста P. aeruginosa 

ATCC 27853 в присутствии реактива МБЛ 

(0,28 ед.акт.) при воздействии сочетаний 

меропенема (2 мкг/мл) с разными 

концентрациями этидроновой кислоты

Примечания. Выявлена инактивация фермента МБЛ 
даже малыми дозами бисфосфоната, показана задержка 
появления логарифмической фазы роста тест-культуры 
до 12 часов по сравнению с контролем. При этом 
максимальные дозы этидроновой кислоты 50 000–
100 000 мкг/мл полностью ингибировали МБЛ, наблюдали 
отсутствие логарифмической фазы роста микроба за счет 
действия меропенема на уровне референтного значения 
чувствительности.
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532/14 к меропенему в 8 раз при сочетании с до-

зой этидроновой кислоты равной 1/128 МПК. 

Индекс ФИК составил 0,12, синергидный эф-

фект. Необходимо отметить увеличение чув-

ствительности тест-культуры к меропенему 

в 512 раз при сочетании с дозой бисфосфоната 

равной 1/8 МПК (ячейка Л7). Индекс ФИК при 

этом составил 0,12 (синергидный эффект).

В другой группе опытов изучали сочетанное 

действие бисфосфоната и меропенема в отно-

шении тест-штамма A. baumannii 346/14 (табл. 6). 

Наблюдали усиление действия меропенема 

в 8 раз при сочетании с этидроновой кислотой 

в дозе 1/256 МПК (ячейка Д2). Индекс ФИК 

составил 0,13 (синергидный эффект). При со-

четанном использовании препарата в дозе 1/8 

МПК получили усиление действия меропенема 

в 512 раз (ячейка Л7), при этом индекс ФИК ра-

вен 0,13 (синергидный эффект).

Таким образом, выявлено синергидное дей-

ствие бисфосфоната — этидроновой кислоты 

и меропенема в отношении резистентных штам-

мов P. aeruginosa 532/14 и A. baumannii 346/14, 

продуцирующих МБЛ. Результаты 3 этапа на-

ших исследований демонстрируют снижение 

высокого уровня резистентности к карбапене-

мам клинических штаммов P. aeruginosa 532/14 

и A. baumannii 346/14 в присутствии этидроно-

вой кислоты в 8–512 раз (синергидный эффект).

Обсуждение и выводы

Во многом гидролитическая инактивация 

карбапенемов зависит от активности и коли-

чества МБЛ, образуемого микробом. Известны 

следующие ингибиторы МБЛ: этилендиами-

нотетраацетат [23], пиколиновая и малеино-

вая кислоты и их производные [8, 9]. В насто-

ящее время не существует ингибиторов МБЛ 

из числа лекарственных средств, применяемых 

в клинике. В наших ранних работах изучена 

возможность ингибирования МБЛ карбапе-

немрезистентных грамотрицательных микро-

организмов лекарственным средством из груп-

пы бисфосфонатов — клодроновой (дихлорме-

тиленбисфосфоновой) кислотой, в дальнейшем 

изучали отечественный препарат — этидроно-

вую кислоту.

Наиболее признанным, чаще применяемым 

способом определения чувствительности мик-

роорганизмов к сочетанному действию двух ан-

тибиотиков является метод «шахматной дос ки», 

или перекрестного титрования. Кроме того, есть 

ряд работ по оценке наличия синергизма или 

антагонизма антибиотика и антимик робных 

агентов из групп четвертичных аммониевых со-

единений, ЭДТА [21, 31, 32, 39].

Мы модифицировали методику для оценки 

эффективности сочетанного применения анти-

биотика из группы карбапенемов и потенци-

ального ингибитора МБЛ грамотрицательных 

бактерий.

На первом этапе данного исследования изу-

чено повышение уровня МПК карбапенема в от-

ношении ранее чувствительных к нему грамо-

трицательных бактерий в зависимости от дозы 

стандартного реактива МБЛ P. aeruginosa.

Полученные результаты позволили в даль-

нейшем в разработанной модельной системе 

изучить возможность потенциального ингиби-

тора МБЛ — этидроновой кислоты, инактиви-

ровать стандартный реактив фермента и повы-

шать эффективность меропенема в отношении 

ранее чувствительных к антибиотику грамо-

трицательных микробов. Выявлена инактива-

ция фермента МБЛ даже малыми дозами бис-

фосфоната. На ридере ELx800 показана задерж-

ка логарифмической фазы роста тест-культуры 

P. aeruginosa ATCC 27853 до 12 часов по сравне-

нию с контролем. При этом максимальные дозы 

этидроновой кислоты 50 000–100 000 мкг/мл 

полностью ингибировали стандартный реак-

ТАБЛИЦА 6. ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТЬ A. BAUMANNII 346/14 (МПК МЕРОПЕНЕМА 512 мкг/мл) 

К СОЧЕТАННОМУ ДЕЙСТВИЮ МЕРОПЕНЕМА И ЭТИДРОНОВОЙ КИСЛОТЫ

Этидроновая 

кислота, мкг/мл

Меропенем, мкг/мл

0 512 256 128 64 32 16 8 4 2 1

1 0 К1 – Р Р Р Р Р Р Р Р Р

2 781 Р – – – – Р Р Р Р Р Р

3 1563 Р – – – – – Р Р Р Р Р

4 3125 Р – – – – – Р Р Р Р Р

5 6250 Р – – – – – Р Р Р Р Р

6 12 500 Р – – – – – – – Р Р Р

7 25 000 Р – – – – – – – – – –

8 50 000 Р – – – – – – – – – –

9 100 000 Р – – – – – – – – – К2

А Б В Г Д Е Ж З И К Л

Примечание: «Р» — рост тест-культуры A. baumannii 346/14; «-» — отсутствие роста, К1 — контроль культуры, рост есть, 
К2 — контроль питательной среды, роста нет.
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тив фермента МБЛ на протяжении 24 часов, что 

позволило меропенему проявить свою актив-

ность в отношении тест-штамма P. aeruginosa 

ATCC 27853 на уровне референтного значения 

чувствительности.

Результаты 3 этапа исследований демон-

стрируют синергидный эффект сочетанного 

применения этидроновой кислоты и меро-

пенема в отношении клинических изолятов 

P. aeruginosa 532/14 и A. baumannii 346/14, про-

дуцирующих МБЛ, с высоким уровнем резис-

тентности к карбапенемам. При этом показано 

усиление действия меропенема по показателям 

его МПК в 8–512 раз, поэтому можно считать 

доказанным, что этидроновая кислота способ-

на ингибировать МБЛ резистентных грамотри-

цательных микроорганизмов.

Таким образом, метод «шахматной доски» 

использован для создания модельной системы 

с применением стандартного реактива фер-

мента металло-бета-лактамазы P. aeruginosa 

рекомбинантной, экспрессированной в E. coli, 

для оценки эффективности потенциальных 

ингибиторов МБЛ. На разработанной модели 

показана способность отечественного лекар-

ственного препарата этидроновой кислоты ин-

гибировать МБЛ клинических изолятов грамо-

трицательных микроорганизмов, снижая при 

этом уровень МПК меропенема до референтно-

го значения чувствительности.
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СОЗДАНИЕ ИММУНОГЕНА ПРОТИВ ВИРУСА 

ПАПИЛЛОМЫ ЧЕЛОВЕКА НА ОСНОВЕ 

ХИМЕРНОГО РЕКОМБИНАНТНОГО БЕЛКА L2E7

И.С. Малахов, Р.И. Аль-Шехадат, И.В. Духовлинов, А.С. Симбирцев

ФГУП Государственный  НИИ особо чистых биопрепаратов ФМБА России, Санкт-Петербург, Россия

Резюме. Рак шейки матки является одним из наиболее распространенных видов новообразований, занимая 

7 место в мире среди всех злокачественных опухолей, и вторым по распространенности онкологическим за-

болеванием у женщин. Необходимым условием развития рака шейки матки является наличие в клетке ДНК 

вируса папилломы человека (ВПЧ): ДНК ВПЧ найдено в 99,7% случаев заболевания. Помимо рака шейки матки, 

ДНК ВПЧ обнаружено в 85% случаев рака прямой кишки, 50% рака вульвы, вагины и пениса, 20% ротогло-

точного рака и 10% гортани и рака пищевода. В России количество женщин, вновь заболевших раком шейки 

матки в 2009 г., составляет 14 000 человек. По сравнению с 1999 г. рост заболеваемости населения составил 19%. 

Наиболее эффективной мерой в профилактике практически любой инфекции признана вакцинация. В настоя-

щее время в России доступны две вакцины (Церварикс и Гардасил) против вируса папилломы человека, произ-

водимые в Бельгии и Нидерландах соотвественно. Церварикс представляет собой бивалентную вакцину, со-

стоящую из вирусоподобных частиц, образуемых при самосборке капсидного вирусного белка L1 ВПЧ типа 16 

и 18 (онкогенные штаммы вируса, найденные примерно у 70% больных раком шейки матки). В этом препарате 

белок L1 ВПЧ экспрессируется в рекомбинантном бакуловирусном векторе; вируспоподобные частицы каж-

дого вирусного штамма производятся отдельно и затем объединяются в один препарат. Гардасил аналогичен 

Цервариксу, однако в качестве продуцентов используются дрожжи S. cerevisiae, и в препарат добавлены вирусо-

подобные частицы вирусов папилломы человека неонкогенных типов 6 и 11. Таким образом Гардасил является 

квадривалентной ВПЧ-6/11/16/18 вакциной. Эти вакцины весьма эффективны в предотвращении инфициро-

вания вирусом и не имеют значимых побочных эффектов, однако они обладают и рядом минусов. В первую 

очередь это высокая стоимость из-за необходимости их экспрессии в эукариотических клетках. Во-вторых, это 

их штаммоспецифичность, из-за которой вакцины полностью эффективны только против штаммов вируса, 

представленных в вакцине. В-третьих, это отсутствие терапевтической (лечение уже установившейся инфек-

ции) ценности данных вакцин. В литературе показано, что N-конец вирусного белка L2 способен генериро-

вать нештаммоспецифичные нейтрализующие антитела, блокирующие проникновение вируса в клетку. Белок 

Е7 является вирусным онкогеном, отвечающим за неконтролируемую пролиферацию зараженных клеток, что 

в хронических случаях приводит к опухолевой трансформации. Этот белок по причине своей незаменимости, 

как для жизненного цикла вируса, так и для поддержания опухолевого фенотипа раковых клеток, является при-

влекательной целью терапевтической вакцины. Таким образом, недостатков Гардасила и Церварикса была бы 

лишена вакцина на основе белков L2 и E7 вируса папилломы человека. Создан штамм-продуцент белка на ос-

нове клеток E. coli, белок очищен в восстановительных денатурирующих условиях металлоаффинной хромато-

графией и рефолдирован путем последовательного удаления мочевины и меркаптоэтанола.

Ключевые слова: вакцина ВПЧ, папиллома, вирус папилломы человека, белок L2, белок E7, фолдинг.
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HUMAN PAPILLOMA VIRUS IMMUNOGEN CREATION ON THE BASE OF CHIMERIC RECOMBINANT 

PROTEIN L2E7

Malakhov I.S., Al-Shehadat R.I., Duckhovlinov I.V., Simbirtsev A.S.

Institute of Highly Pure Biopreparations, St. Petersburg, Russia

Abstract. The cervical cancer is one of the most common diseases in world. This malignancy is the seventh highest preva-

lence oncological disease worldwide and the second highest prevalence oncological disease of women in the world. Mean-

while women need to be infected by human papilloma virus (HPV) is absolutely necessary for it further evolution, HPV 

DNA was found in 99.97% cases of disease. Except cervical cancer, HPV cause 85% of rectal cancer, 50% of the vulva, 

vagina and penis cancers, 20% of oropharyngeal cancer and 10% of larynx and esophagus cancers. In 2009, 14 000 women 

were diagnosed with cervical cancer in Russia. The growth in morbidity was 19% (in comparison with 1999). The most 

effective recognised measure for almost each infection prophylaxis is a vaccination. Two human papilloma virus vaccines 

are available in Russia nowadays — Gardasil and Cervarix, produced in Belgium and the Netherlands respectively. Cer-

varix is a bivalent vaccine based on virus-like particles (VLP) of two types. Recombinant major capsid proteins L1 HPV 16 

and HPV 18 express in baculovirus expression system and self-assembled into virus-like particles (about 70 percent of cer-

vical cancers are caused by HPV 16 and HPV 18). VLP of each strain produced in different baculovirus vectors and then 

combined in single drug. Gardasil is like Cervarix with few exceptions. Producing organisms are fungi S. cerevisiae in this 

case, and this vaccine contains low-risk HPV 6 and HPV 11 VLP. Thus, Gardasil is quadrivalent HPV-6/11/16/18 vaccine. 

These vaccines are very effective in averting infection of disease and don’t have significant side-effects, however they have 

some disadvantages. Firstly, they have a high price because of necessity of their expression in eukaryotic cells. Secondly, 

they are strain-specific, so vaccines are completely effective only for virus’s strains which are represented in the vaccine. 

Thirdly, it̀ s the absence of therapeutic (treatment of established infection) value of stated vaccines. According to infor-

mation from literature, N-terminus of the L2 protein can induce non strain-specific neutralizing antibody that protects 

organism from papillomavirus challenge. E7 protein is a virus oncogene, its function is unlimited proliferation of infected 

cells that cause malignization in chronic course of disease. This protein is a very attractive target for therapeutic vaccines 

because of its necessity both for virus life cycle and sustenance of malignant phenotype in cancer cells. So, in this research 

the design of immunogen on the base of proteins HPV L2 and E7 is selected, vaccine on the base of which will avoid 

the disadvantages of Gardasil and Cervarix listed above. The stain-producer of protein on the base of cells E. coli was crea-

ted. The protein was purified in denaturing reducing conditions by metal-affine chromatography and refold by sequential 

remove of urea and 2-mercaptoethanol.

Key words: HPV vaccine, papilloma, human papillomavirus, L2 protein, E7 protein, folding.

Введение

Вирус папилломы человека (ВПЧ) представ-

ляет собой безоболочечный вирус, содержащий 

двуцепочечную кольцевую ДНК размером при-

мерно 8 тысяч пар оснований. По различным 

исследованиям, зараженность ВПЧ у женщин 

по всему миру составляет от 2 до 20% [4], а чис-

ло женщин, когда-либо в своей жизни имевших 

контакт с ВПЧ, составляет более 50% [3] от чис-

ла сексуально активных женщин. Персистиру-

ющая инфекция ВПЧ является наиболее важ-

ным этиологическим фактором в развитии рака 

шейки матки. На сегодняшний день открыто 

198 штаммов вируса папилломы человека; об-

щее их число по оценкам достигает четырехсот 

и более [5]. Примерно полсотни штаммов ин-

фицирует половой тракт, и 13 из них являются 

онкогенными [18].

Наиболее эффективной мерой в профилак-

тике практически любой инфекции признана 

вакцинация. Вакцины против вируса папилло-

мы человека можно разделить на профилакти-

ческие и терапевтические. Профилактические 

вакцины предотвращают заражение челове-

ка вирусом и основаны на каком-либо белке 

капсида — L1 и/или L2. К вакцинам на основе 

белка L1 относятся Гардасил компании Merck 

и Церварикс компании GlaxoSmithKline. Эти 

вакцины прошли все фазы клинических ис-

пытаний и лицензированны с 2006 г. [36]. Цер-

варикс состоит из вирусоподобных частиц, об-

разуемых при самосборке капсидного белка 

L1 ВПЧ типа 16 и 18, онкогенных типов виру-

са, найденных примерно у 70% больных раком 

шейки матки. L1 экспрессируется с помощью 

бакуловирусного вектора; вирусопоподобные 

частицы каждого штамма вируса производят-

ся отдельно и затем объединяются в один пре-

парат [29]. Гардасил аналогичен Цервариксу, 

однако в качестве продуцентов используются 

4 штамма дрожжей S. cerevisiae. В препарат до-

бавлены вирусоподобные частицы из белка L1 

вирусов папилломы человека неонкогенных 

типов 6 и 11, то есть препарат является квадри-

валентной ВПЧ-6/11/16/18 вакциной [16]. Гарда-

сил и Церварикс высокоэффективны в предот-

вращении заражения человека онкогенными 

типами 16 и 18 ВПЧ, а также филогенетически 

наиболее близкими к ним штаммами. Однако, 
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как показано еще на различных штаммах ви-

руса папилломы быков [23], вакцины на основе 

вирусоподобных L1 частиц эффективны только 

против штаммов вируса, из которых был взят 

ген L1. К примеру, Гардасил и Церварикс час-

тично эффективны в предотвращении зараже-

ния ВПЧ-31 и ВПЧ-45, и практически неэффек-

тивны в отношении ВПЧ-58 [28]. Помимо этого, 

из-за использования двух (Гардасил) или даже 

четырех (Церварикс) эукариотических штам-

мов для производства вирусоподобных частиц 

данные вакцины довольно дороги.

Альтернативной целью для профилакти-

ческой ВПЧ вакцины является минорный бе-

лок капсида L2. Кролики, вакцинированные 

N-концом белка L2 вируса папилломы человека 

типа 16, приобретали иммунитет против виру-

са папилломы рта кроликов [15]. Исследования, 

посвященные локализации консервативных 

нейтрализующих антител, показали их распо-

ложение на N-конце молекулы, приблизитель-

но в районе аминокислотных остатков 13–120. 

Это соотносится с данными о том, что именно 

этот район в один из этапов заражения находит-

ся на поверхности вируса. К примеру, антитела 

против N-концевых 88 аминокислотных остат-

ков белка L2 вируса папилломы быков 1 актив-

ны против других штаммов вируса, в то время 

как другие домены этого белка не вызывают 

образования подобных антител [31]. Однако 

проблемой использования белка L2 в качестве 

вакцины является его малая иммуногенность. 

У невакцинированных зараженных животных 

уровень антител к L2 ниже уровня детекции 

[6]. Уровень антител при вакцинации рекомби-

нантным L2 несравненно ниже вызванного вак-

цинацией L1-вирусоподобными частицами. Та-

ким образом, при создании вакцины на основе 

L2 необходимо повысить его иммуногенность. 

Одним из методов решения этой задачи являет-

ся конкатомеризация N-концов L2 различных 

штаммов ВПЧ [20, 21, 22, 24]. Повышение имму-

ногенности в этом случае объясняется наличием 

в одном белке множества одинаковых эпитопов, 

что вызывает интернализацию B-клеточных 

рецепторов на поверхности B-клетки и индук-

цию ее пролиферации [1]. Использование дан-

ного метода позволяет повысить отношение не-

штаммоспецифичных нейтрализующих анти-

тел к штаммоспецифичным, так как происходит 

амплификация идентичных консервативных 

эпитопов в пределах одной молекулы (в то вре-

мя как количество идентичных штаммоспеци-

фичных эпитопов остается прежним). Данный 

подход безопасен, так как не использует потен-

циально опасных компонентов, и дешев — кон-

катомеры экспрессируются в E. coli.

Что касается лицезированных терапевтичес-

ких вакцин от ВПЧ, то в настоящее время их 

не существует. В виду того, что в малигнизиро-

ванных клетках из всех вирусных белков экс-

прессируются только вирусные онкогены Е6 

и Е7 [13], именно они и являются наиболее при-

влекательной целью иммунотерапии. На осно-

ве Е7 в настоящее время создается множество 

терапевтических вакцин [10, 11, 26, 40, 41]

Целью работы было создание белка-имму-

ногена против онкогенных вирусов папилломы 

человека, потенциально объединяющего в себе 

терапевтические и профилактические свой-

ства. В результате был смоделирован химерный 

белок L2E7, содержащий N-концевые эпито-

пы вирусных белков L2 (наиболее распростра-

ненных у больных раком шейки матки в Рос-

сии [34]) штаммов ВПЧ-16, ВПЧ-18 и ВПЧ-45), 

а также две полноразмерные копии белков Е7 

вирусов папилломы человека типа 16 и 18. До-

мены белка соединены гибкими неиммуноген-

ными пептидными мостиками.

Материалы и методы

Синтез и клонирование гена, кодирующего ги-

бридный рекомбинантный белок L2E7. Синтез 

последовательностей гена l2e7 осуществляли 

методом ПЦР с использованием перекрываю-

щихся олигонуклеотидов [42]. В общей слож-

ности для синтеза гибридного гена l2e7 длиной 

1550 п.н. использовали 42 олигонуклеотида. По-

лученный ген клонировали в векторе pGEM-T 

Easy, с последующим клонированием в экс-

прессионной плазмиде pET28a(+) по рестрик-

ционным сайтам NdeI и XhoI. Для амплифика-

ции вектора pET28a(+)-l2e7 трансформировали 

им клетки E. coli штамма DH10B/R (GibkoBRL, 

США) с генотипом F-mcrA Δ(mrr-hsdRMS-

mcrBC) φ80dlacZΔM 15 ΔlacX74 deoR recA1 endA1 

araD139 Δ(ara, leu)769 galUgalKλ-rpsLnupG мето-

дом электропорации. Клетки E. coli проверяли 

на наличие плазмиды на селективной среде, 

содержащей LB-агар и 100 мкг/мл канамицина. 

Полученные колонии E. coli использовали для 

амплификации плазмидной ДНК, содержащей 

гибридный ген. Очищенную плазмидную ДНК 

проверяли с помощью рестрикционного анали-

за и секвенирования.

В ходе работы был отобран клон, содержа-

щий фрагмент ДНК требуемого размера в со-

ставе плазмиды. Из полученного штамма была 

выделена плазмида для создания штамма E. coli, 

используемого для дальнейшей экспрессии це-

левого гена.

Создание штамма-продуцента, кодирующего 

гибридный рекомбинантный белок L2E7. Для экс-

прессии гена, кодирующего L2E7, использо-

вали клетки E. coli штамма BL21 Star (DE3) 

(Invitrogen,США), с генотипом F-ompThsdSB 

(rB-mB-) galdcm rne131 (DE3), содержащие в ге-
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номе λDe3 лизоген и мутацию rne131. Мутиро-

ванный ген rne (rne131) кодирует усеченную фор-

му РНКазы Е, что уменьшает внутриклеточное 

разрушение мРНК, приводя к увеличению ее 

стабильности. lon- и оmpТ-мутации по генам 

протеаз уменьшают протеолитическую дегра-

дацию белков. Трансформацию компетентных 

клеток плазмидой pET28a(+)-l2e7 осуществля-

ли методом электропорации.

Индукция экспрессии гибридного гена l2e7. 

Осуществляли подбор оптимального прото-

кола индукции экспрессии гена, кодирующе-

го гибридный рекомбинантный белок L2E7. 

Для этого производили индукцию экспрессии 

гибридного гена двумя способами — с помо-

щью изопропил-β-D-1-тиогалактопиранозида 

(ИПТГ) в концентрации 1 мМ и 0,2% лактозы 

по Штудиеру [37]. Индукцию экспрессии гена 

l2e7 1 мМ ИПТГ осуществляли следующим об-

разом: инкубировали клетки при +37°С в тер-

мостатированном шейкере роторного типа 

при 250 об./мин в течение ночи в LB среде (1% 

триптон, 1% дрожжевой экстракт и 1% натрий 

хлорис тый), содержащей канамицин в концен-

трации 25 мкг/мл. Разводили культуру свежей 

LB средой в 50 раз и выращивали в термостати-

рованном шейкере роторного типа при 250 об./

мин +37°С до достижения культурой клеток оп-

тической плотности 0,6–0,8 оптических единиц 

при длине волны 600 нм. После этого осущест-

вляли индукцию экспрессии рекомбинантного 

гена с помощью добавления ИПТГ к культуре 

до конечной концентраци 1 мМ. Оставляли 

на 8 часов для определения оптимального уров-

ня экспрессии белка, после чего клетки кон-

центрировали с помощью центрифугирования.

Индукцию экспрессии гена l2e7 0,2% лак-

тозой (по Штудиеру) осуществляли следую-

щим образом: в среду PYP-5052, содержащую 

1% пептон (Gibco, США), 0,5% дрожжевой экс-

тракт (Gibco, США), 50 мМ Na2HPO4, 50 мМ 

K2HPO4, 25 мМ (NH4)2SO4, 2 мМ MgSO4, 0,5% 

глицерол, 0,05% глюкозу и 0,2% лактозу, кана-

мицин в концентрации 25 мкг/мл, инокулиро-

вали единичную колонию штамма-продуцен-

та. После ферментировали культуру при 37°С 

в термостатированном шейкере роторного типа 

при 250 об./мин в течение 16–20 ч до отсутствия 

существенного изменения ОП600 за 1 ч. Далее 

отбирали аликвоту клеток на анализ. Контроль 

экспрессии осуществляли с помощью диск-

электрофореза аликвот клеток после индукции. 

Электрофорез клеточных лизатов проводили 

в 12,5%-ном полиакриламидном геле в денату-

рирующих условиях в неоднородной (ступен-

чатой) буферной системе (диск-электрофорез) 

с использованием на стадии концентрирования 

образца механизма изотахофореза по Леммли 

[27].

Очистка гибридного рекомбинантного белка 

L2E7. Очистку гибридного рекомбинантного 

белка L2E7 проводили с использованием мето-

да иммобилизованной металлоаффинной хро-

матографии с использованием сорбента Ni-НТУ 

сефарозы [19]. Связывание с данным сорбентом 

происходит за счет 6 остатков гистидина, имею-

щихся на N-конце полученного рекомбинантно-

го белка. Индуцированные клетки-продуценты 

лизировали с помощью 28 циклов соникации 

по 15 с с перерывом в 45 с на льду. Тельца вклю-

чения очищались центрифугированием лизата 

клеток при 20 000g в течении 20 мин. Затем про-

водили разрушение телец включения путем их 

инкубации с лизирующим буфером (20 мМ нат-

рий-фосфатный буфер, рН 8,0, 6 М гуанидин 

гидрохлорид, 500 мМ хлористый натрий, 20 мМ 

имидазол, 15 мМ β-меркаптоэтанол) в тече-

ние часа. Связывание с колонкой происходило 

в течение ночи. Далее колонку инкубировали 

10 мин при осторожном покачивании (100 об./

мин) и комнатной температуре с двумя объема-

ми (относительно объема сорбента) буфера для 

нанесения (20 мМ натрий-фосфатный буфер, 

8 М мочевина, 500 мМ хлористый натрий, 15 мМ 

β-меркаптоэтанол, рН 7,8). После этого проце-

дуру последовательно повторили с буфером для 

промывки, pH 6,0 (20 мМ натрий-фосфатный 

буфер, 8 М мочевина, 500 мМ хлористый натрий, 

15 мМ β-меркаптоэтанол, рН 6,0) и буфером для 

промывки, pH 5,0. Элюи ровали белок инкуба-

цией сорбента в течении 60 мин при осторожном 

покачивании (100 об./мин) и комнатной темпе-

ратуре с двумя объемами (относительно объема 

сорбента) буфера для элюции (20 мМ натрий-

фосфатный буфер, 8 М мочевина, 500 мМ хлори-

стый натрий, 15 мМ β-меркаптоэтанол, pH 3,8). 

Собирали фракции по 1 мл, концентрацию бел-

ка в них определяли анализом с использованием 

бицинхониновой кислоты. Далее материал ана-

лизировали диск-электрофорезом по Леммли.

Рефолдинг гибридного рекомбинантного бел-

ка L2E7. После очистки белка L2E7 на Ni-НТА 

сорбенте белок находился в денатурированном 

состоянии в буфере для элюции (8 М мочевина, 

15 мМ меркаптоэтанол, 20 мМ натрий фосфат-

ный буфер, 500 мМ хлористый натрий, рН 3,8; 

рис. 1, дорожка 3). При очистке белка в невос-

станавливающих условиях образуются высоко-

молекулярные агрегаты (рис. 1, дорожка 1).

Для рефолдинга белок диализом перенесли 

в буфер для рефолдинга-1 (2 М мочевина, 0,4 М 

L-аргинин, 15 мМ меркаптоэтанол, 100 мМ 

PBS, 125 мМ хлористый натрий, рН 7,5), после 

этого центрифугированием в течение 20 мин, 

20 000g удалили несфолдированную часть бел-

ка, образовавшую агрегаты. После этого белок 

диализом перенесли в буфер для рефолдинга-2 

(1 М мочевина, 100 мМ PBS, рН 7,5); после вто-
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рого диализа центрифугированием в течение 

20 мин, 20 000g удалили несфолдированную 

часть белка, образовавшую агрегаты.

Указанный протокол выбрали из других ис-

пытанных нами методов (таких как очистка и ре-

фолдинг без применения 2-меркаптоэтанола, 

замена меркаптоэтанола парой окисленный/

восстановленный глутатион, понижение концен-

трации мочевины и удаление меркаптоэтанола 

за один сеанс диализа, рефолдинг без L-аргинина, 

замена L-аргинина сахарозой, использование са-

харозы совместно с L-аргинином, рефолдинг при 

различных значениях рН) по наибольшему выхо-

ду сфолдированного белка.

Результаты

Смоделирован гибридный белок — L2E7, со-

держащий N-концы белков L2 вирусов папил-

ломы человека типа 16, 18 и 45, а также 2 полно-

размерные копии белков Е7 вирусов папилломы 

человека типа 16 и 18. После встраивания гена 

L2E7 в вектор pet28a (+) по сайтам рестрикции 

NdeI и XhoI белковой продукт получил поли-

гистидиновую метку. Анализ полученной по-

следовательности в программе UniPro UGENE 

v.1.16.2 показал, что химерный белок имеет 

размер 480 аминокислот, молекулярную массу 

50,8 kDa и pI 6,18.

Создан штамм-продуцент на основе клеток 

E. coli штамма BL21 (DE3), трансформирован-

ных вектором pet28a (+) l2e7. Изучили экспрес-

сию гибридного гена l2e7 при использвании 

в качестве индуктора 1 мМ ИПТГ и 0,2% лак-

тозой по Штудиеру. Подобрали оптимальный 

прокол индукции экспрессии L2E7 — метод ав-

тоиндукции, который является оптимальным 

по выходу белка и затратам на его осуществле-

ние. Получен высокоочищенный гибридный 

рекомбинантный белок L2E7 металлоаффин-

ной хроматографией с Ni-НТУ сефарозой. Раз-

работан протокол рефолдинга белка L2E7.

Обсуждение

L2E7 содержит в себе N-концевые части бел-

ка L2 трех наиболее высокоонкогенных штам-

мов вируса, распространенных в России. В ходе 

естественно протекающей инфекции слабый 

иммунитет развивается только против белка 

L1 [8, 31]. В то же время белок L2 большую часть 

времени скрыт внутри капсида, при этом его 

количество в самом капсиде составляет макси-

мум 72 копии против 360 копий молекулы L1. 

Вследствие низкой иммуногенности белка L2 

в естественно протекающей инфекции анти-

тел против него не возникает вовсе [6]. Однако 

N-конец белка L2 содержит консервативные 

эпитопы, к которым возможно образование 

нейтрализующих антител [14, 20, 33]. В литера-

туре описаны успешные попытки повышения 

иммуногенности N-конца молекулы L2 путем 

слияния в одном белке N-концов белка L2 сразу 

нескольких штаммов [20, 21, 22, 24].

Вакцины на основе капсидных белков ви-

руса папилломы человека могут предотвратить 

заражение вирусом, но не могут элиминировать 

уже установившуюся инфекцию. Для терапев-

тической активности кандидатного иммуно-

гена в него были введены копии белка Е7 двух 

наиболее высокоонкогенных штаммов вируса, 

распространенных в России. Вирусный прото-

онкоген Е7 индуцирует трансформацию кле-

ток хозяина взаимодействием со множеством 

клеточных белков-мишеней, основным из ко-

торых является pRb. Инактивация этого белка 

является главной функцией Е7; эффектиность 

трансформации клетки напрямую коррелирует 

с аффинностью Е7 к pRb [17]. К разрабатывае-

мым вакцинам, имеющим в своем составе Е7, 

входят Пентарикс [41], TA-CIN [10], SGN-00101 

[40] и другие.

Для облегчения рефолдинга независимые 

домены в рекомбинантном белке отделены друг 

от друга гибкими неиммуногенными пептид-

ными мостиками. Высокая вероятность пра-

вильного рефолдинга L2E7 подтверждается 

Рисунок 1. Электрофореграммы, полученные 

при очистке белка L2E7 металлоаффинной 

хроматографией. Метод SDS-электрофореза 

по Лэммли в невосстанавливающих условиях

При пробоподготовке в пробы не был добавлен 
восстанавливающий агент.
1 — L2E7 после очистки на Ni-НТУ сорбенте 
в невосстанавливающих условиях (белок в 8 М мочевине 
и 20 мМ натрий фосфатном буфере). Скобкой отмечены 
предположительно высокомолекулярные агрегаты L2E7.
2, 4 — маркеры молекулярного веса Page Ruler Prestained 
Protein Ladder (Fermentas).
3 — L2E7 после очистки на Ni-НТУ сорбенте 
в восстанавливающих условиях (белок в 8 М мочевине, 
20 мМ натрий фосфатном буфере, 
15 мМ β-меркаптоэтаноле).
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моделированием третичной структуры имму-

ногена, выполенным на основе первичной по-

следовательности белка алгоритмом I-Tasser [35, 

43, 44] (рис. 2, III обложка).

При очистке и рефолдинге химерного белка 

L2E7 было обнаружено, что уже в элюирующем 

буфере в денатурированном белке начинается 

образование дисульфидных связей. Для пре-

дотвращения окисления белка в элюирующие 

буферы был добавлен 15 мМ β-меркаптоэтанол. 

Концентрация меркаптоэтанола выбиралась 

исходя из того, что максимально допустимая 

его концентрация при работе с Ni-NTA сорбен-

том составляет 20 мМ [32].

Проблематичное рефолдирование кандидат-

ного иммуногена L2E7 по всей видимости связа-

но с образованием некорректных дисульфидных 

связей между остатками цистеина в N-концевых 

фрагментов L2 и цинк-связывающих сайтов E7. 

Всего в одной молекуле L2E7 20 остатков цистеи-

на, которые потенциально могут образовывать 

дисульфидные связи — по 2 остатка цистеина 

на каждый фрагмент L2 и по 7 остатков в каждой 

копии Е7. В естественных условиях E7 не обра-

зует дисульфидные связи [30], так как, помимо 

того, что белок находится в цитоплазме клетки 

(где преобладают восстанавливающие условия), 

остатки цистеина в правильно свернутой моле-

куле пространственно разобщены друг от дру-

га. По одной дисульфидной связи в естествен-

ных условиях должно образовываться в каждом 

фрагменте N-конца L2 [7]. Некорректное взаи-

модействие между остатками цистеина фрагмен-

тов L2 и остатками цистеина Е7 предполагается, 

исходя из-за анализа литературы. Рекомбинант-

ный белок, состоящий из пяти слитых N-концов 

белков L2 различных штаммов вируса, успешно 

ренатурировался одноступенчатым диализом 

против PBS [20], то же самое относится и к Пен-

тариксу, молекуле, состоящей из 5 слитых вместе 

копий Е7 различных штаммов вируса папилло-

мы человека [41]. Однако в случае слитых вме-

сте белков L2 и E7 (например, рекомбинантного 

белка L2E6E7 [12], вакцины Ta-CIN, состоящей 

из слитых L2, E6 и E7 ВПЧ-16 [25], а также реком-

бинантного белка, состоящего из L2 и E7 ВПЧ-6 

[38]), в работах упоминается очистка белка в вос-

станавливающих условиях. Это, очевидно, гово-

рит о проблеме корректного образования дис-

ульфидных связей при рефолдинге данных бел-

ков. При этом в упомянутых статьях экспрессия 

белков, состоящих из фрагментов L2 и/или E7, 

в E. coli, приводит к образованию телец включе-

ния, что говорит о неспособности данных бел-

ков правильно фолдироваться в условиях цито-

плазмы E. coli.

Метод рефолдирования белка, потенциально 

образующего дисульфидные связи, был предло-

жен Анфинсеном в 1961 г. [2]. В его эксперименте 

по рефолдированию денатурированной в 8 М мо-

чевине и восстановительных условиях РНКазы А 

90% активной формы данного фермента было 

получено при снижении концентрации мочеви-

ны с дальнейшим удалением меркаптоэтанола. 

При одновременном снижении концентраций 

мочевины и β-меркаптоэтанола, а также при 

удалении сначала β-меркаптоэтанола, а затем 

мочевины, выход активной РНКазы А колебался 

в районе 1%. Предположительно, при снижении 

концентрации мочевины происходит сворачи-

вание восстановленного белка с пространствен-

ным сближением тех остатков цистеина, кото-

рые в нативной форме образуют дисульфидную 

связь. При последующем удалении восстанав-

ливающего агента происходит образование кор-

ректных дисульфидных связей. Для рефолдинга 

молекулы химерного рекомбинантного белка 

L2E7 концентрация мочевины снижалась с 8 М 

до 2 М с сохранением концентрации меркапто-

этанола. Именно при 2 М концентрации мочеви-

ны начинается связывание мочевины с молеку-

лой белка [39] и образование денатурированных 

молекул белка [9]. Видимо при таком содержа-

нии мочевины в растворе белок находиться в по-

граничном состоянии между «расплавленной 

глобулой» и полностью фолдированным белком. 

Исходя из этого, для окончательного фолдиро-

вания L2E7, образования дисульфидных связей, 

а также нивелирования возможного влияния 

L-аргинина и повышенной концентрации моче-

вины на процесс иммунизации (планируемый 

в дальнейшем), пробу белка диализовали еще раз 

для удалением β-меркаптоэтанола и понижения 

концентрации мочевины до 1 М. Таким образом, 

растворимость белка в фосфатном буфере без до-

бавления меркаптоэтанола, а также отсутствие 

высокомолекулярных полос при электрофорезе 

в невосстанавливающих условиях, позволяют 

предположить корректное сворачивание белка 

L2E7 при выбранной схеме рефолдинга.

Список литературы/References

1. Ярилин А.А. Иммунология. ГЭОТАР Медиа, 2010. 752 с. [Yarilin A.A. Immunologiya [Immunology]. Мoscow: GEOTAR-

Media, 2010, 752 p.]

2. Anfinsen C.B., Haber E., Sela M., White F.H. The kinetics of formation of native ribonuclease during oxidation of the reduced 

polypeptide chain. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1961, vol. 47, no. 9, p. 1309. doi: 10.1073/pnas.47.9.1309

3. Baseman J.G., Koutsky L.A. The epidemiology of human papillomavirus infections. J. Clin. Virol., 2005, vol. 32, pp. 16–24. 

doi: 10.1016/j.jcv.2004.12.008



351

2016, Т. 6, № 4 Иммуноген против вируса папилломы

4. Bosch F.X., De Sanjosé S. Human papillomavirus and cervical cancer — burden and assessment of causality. J. Natl. Cancer Inst., 

2003, vol. 2003, no. 31, pp. 3–13. doi: 10.1093/oxfordjournals.jncimonographs.a003479

5. Bzhalava D., Eklund C., Dillner J. International standardization and classification of human papillomavirus types. Virology, 2015, 

vol. 476, pp. 341–344. doi: 10.1016/j.virol.2014.12.028

6. Campo M.S., Grindlay G.J., O’Neil B.W., Chandrachud L.M., McGarvie G.M., Jarrett W.F. Prophylactic and therapeutic vac-

cination against a mucosal papillomavirus. J. Gen. Virol., 1993, vol. 74, pp. 945–953. doi: 10.1099/0022-1317-74-6-945

7. Campos S.K., Ozbun M.A. Two highly conserved cysteine residues in HPV16 L2 form an intramolecular disulfide bond and are 

critical for infectivity in human keratinocytes. PLoS One, 2009, vol. 4, no. 2, e4463. doi: 10.1371/journal.pone.0004463

8. Christensen N.D., Cladel N.M., Reed C.A., Budgeon L.R., Embers M.E., Skulsky D.M., McClements W.L., Ludmerer S.W., 

Jansen K.U. Hybrid papillomavirus L1 molecules assemble into virus-like particles that reconstitute conformational epitopes and 

induce neutralizing antibodies to distinct HPV types. Virology, 2001, vol. 291, no. 2, pp. 324–334. doi: 10.1006/viro.2001.1220

9. Creighton T.E. Kinetic study of protein unfolding and refolding using urea gradient electrophoresis. J. Mol. Biol., 1980, vol. 137, 

no. 1. pp. 61–80. doi: 10.1016/0022-2836(80)90157-6

10. Daayana S., Elkord E., Winters U., Pawlita M., Roden R., Stern P.L., Kitchener H.C. Phase II trial of imiquimod and HPV thera-

peutic vaccination in patients with vulval intraepithelial neoplasia. Br. J. Cancer, 2010, vol. 102, no. 7, pp. 1129–1136. doi: 10.1038/

sj.bjc.6605611

11. Demurtas O.C., Massa S., Ferrante P., Venuti A., Franconi R., Giuliano G.A. Chlamydomonas-derived Human Papillomavirus 

16 E7 vaccine induces specific tumor protection. PLoS One, 2013, vol. 8, no. 4, pp. E61473. doi: 10.1371/journal.pone.0061473

12. Fang-Cheng Z., Gang C., Jie W., Su-Feng J., Yun-Shui J., Men G., Jian-Buo L., Li Z., Zian M., Houwen T. Evaluation of pre-

clinical efficacy to HPV16 L2E6E7 vaccine and HPV16 E6E7 adenovirus-5 vector vaccine with different dosages and prime-

booster regiments in mouse model. J. Vaccines Vaccin., 2013, vol. 4, pp. 1–4. doi: 10.4172/2157-7560.1000189

13. Frazer I.H. Prevention of cervical cancer through papillomavirus vaccination. Nat. Rev. Immunol., 2004, vol. 4, no. 1, pp. 46–55. 

doi: 10.1038/nri1260

14. Gambhira R., Karanam B., Jagu S., Roberts J.N., Buck C.B., Bossis I., Alphs H., Culp T., Neil D., Christensen N.D., Roden R.B. 

A protective and broadly cross-neutralizing epitope of human papillomavirus L2. J. Virol., 2007, vol. 81, no. 24, pp. 13927–13931. 

doi: 10.1128/JVI.00936-07

15. Gambhira R., Jagu S., Karanam B., Gravitt P.E., Culp T.D., Christensen N.D., Roden R.B. Protection of rabbits against chal-

lenge with rabbit papillomaviruses by immunization with the N terminus of human papillomavirus type 16 minor capsid antigen 

L2. J. Virol., 2007, vol. 81, no. 21, pp. 11585–11592. doi: 10.1128/JVI.01577-07

16. Govan V.A. A novel vaccine for cervical cancer: quadrivalent human papillomavirus (types 6, 11, 16 and 18) recombinant vaccine 

(Gardasil®). Ther. Clin. Risk Manag., 2008, vol. 4, no. 1, p. 65. doi: 10.2147/TCRM.S856

17. Heck D.V., Yee C.L., Howley P.M., Münger K. Efficiency of binding the retinoblastoma protein correlates with the transforming 

capacity of the E7 oncoproteins of the human papillomaviruses. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1992, vol. 89, no. 10, pp. 4442–4446. 

doi: 10.1073/pnas.89.10.4442

18. International Agency for Research on Cancer, IARC Working group on the evaluation of carcinogenic risks to humans. IARC 

monographs on the evaluation of carcinogenic risks to humans. IARC, 2012, vol. 100B. doi: 10.1016/s0378-8741(03)00216-2

19. Invitrogen. Ni-NTA purification system. User manual. Catalog nos. K950-01, K951-01, K952-01, K953-01, K954-01, R901-01, 

R901-10, R 901-15. Version C. 25-0496, 2006, 32 p.

20. Jagu S., Karanam B., Gambhira R., Chivukula S.V., Chaganti R.J., Lowy D.R., Schiller J.T., Roden R.B. Concatenated multi-

type L2 fusion proteins as candidate prophylactic panhuman papillomavirus vaccines. J. Natl. Cancer Inst., 2009, vol. 101, no. 11, 

pp. 782–792. doi: 10.1093/jnci/djp106

21. Jagu S., Kwak K., Karanam B., Huh W. K., Damotharan V., Chivukula S.V., Roden R.B. Optimization of multimeric human 

papillomavirus L2 vaccines. PLoS One, 2013, vol. 8, no. 1, e55538. doi: 10.1371/journal.pone.0055538

22. Jagu S., Kwak K., Garcea R.L., Roden R.B. Vaccination with multimeric L2 fusion protein and L1 VLP or capsomeres to broaden 

protection against HPV infection. Vaccine, 2010, vol. 28, no. 28, pp. 4478–4486. doi: 10.1016/j.vaccine.2010.04.039

23. Jarrett W.F., O’Neil B.W., Gaukroger J.M., Smith K.T., Laird H.M., Campo M.S. Studies on vaccination against papillomaviru-

ses: the immunity after infection and vaccination with bovine papillomaviruses of different types. Vet. Rec., 1990, vol. 126, no. 19, 

pp. 473–475. doi: 10.1136/vr.126.19.473

24. Kalnin K., Tibbitts T., Yan Y., Stegalkina S., Shen L., Costa V., Sabharwal R., Anderson S.F., Day P.M., Christensen N., Schil-

ler J.T., Jagu S., Roden R.B., Almond J., Kleanthous H. Low doses of flagellin-L2 multimer vaccines protect against challenge 

with diverse papillomavirus genotypes. Vaccine, 2014, vol. 32, no. 28, pp. 3540–3547. doi: 10.1016/j.vaccine.2014.04.032

25. Karanam B., Gambhira R., Peng S., Jagu S., Kim D.J., Ketner G.W., Stern P.L., Adams R.J., Roden R.B. Vaccination with HPV16 

L2E6E7 fusion protein in GPI-0100 adjuvant elicits protective humoral and cell-mediated immunity. Vaccine, 2009, vol. 27, no. 7, 

pp. 1040–1049. doi: 10.1016/j.vaccine.2008.11.099

26. Kawana K., Adachi K., Kojima S., Taguchi A., Tomio K., Yamashita A., Nishida H., Nagasaka K., Arimoto T., Yokoyama T., 

Wada-Hiraike O., Oda K., Sewaki T., Osuga Y., Fujii, T. Oral vaccination against HPV E7 for treatment of cervical intraepithe-

lial neoplasia grade 3 (CIN3) elicits E7-specific mucosal immunity in the cervix of CIN3 patients. Vaccine, 2014, vol. 32, no. 47, 

pp. 6233–6239. doi: 10.1016/j.vaccine.2014.09.020

27. Laemmli U.K. Cleavage of structural proteins during the assembly of the head of bacteriophage T4. Nature, 1970, vol. 227, 

pp. 680–685. doi: 10.1016/0022-2836(73)90198-8

28. Malagón T., Drolet M., Boily M.C., Franco E. L., Jit M., Brisson J., Brisson M. Cross-protective efficacy of two human papil-

lomavirus vaccines: a systematic review and meta-analysis. Lancet Infect. Dis., 2012, vol. 12, no. 10, pp. 781–789. doi: 10.1016/

S1473-3099(12)70187-1

29. Monie A., Hung C.F., Roden R., Wu T.C. Cervarix™: a vaccine for the prevention of HPV 16, 18-associated cervical cancer. 

Biologics., 2008, vol. 2, no. 1, pp. 107. doi: 10.2147/BTT.S1877



352

Инфекция и иммунитетИ.С. Малахов и др.

30. Ohlenschläger O., Seiboth T., Zengerling H., Briese L., Marchanka A., Ramachandran R., Baum M., Korbas M., Meyer-

Klaucke W., Dürst M., Görlach M. Solution structure of the partially folded high-risk human papilloma virus 45 oncoprotein E7. 

Oncogene, 2006, vol. 25, no. 44, pp. 5953–5959. doi: 10.1038/sj.onc.1209584

31. Pastrana D.V., Buck C.B., Pang Y.S., Thompson C.D., Castle P.E., Fitzgerald P.C., Kjaerd S.K., Lowyand D.R., Schiller J.T. 

Reactivity of human sera in a sensitive, high-throughput pseudovirus-based papillomavirus neutralization assay for HPV16 and 

HPV18. Virology, 2004, vol. 321, no. 2, pp. 205–216. doi: 10.1016/j.virol.2003.12.027

32. QIAGEN. Compatibility of reagents with Ni-NTA. QIAGEN, 2006.

33. Roden R.B., Yutzy W.H., Fallon R., Inglis S., Lowy D.R., Schiller J.T. Minor capsid protein of human genital papillomaviruses 

contains subdominant, cross-neutralizing epitopes. Virology, 2000, vol. 270, no. 2, pp. 254–257. doi: 10.1006/viro.2000.0272

34. Rogovskaya S.I., Shabalova I.P., Mikheeva I.V., Minkina G.N., Podzolkova N.M., Shipulina O.Y., Sultanov S.N., Kosenko I.A., 

Brotons M., Buttmann N., Dartell M., Arbyn M., Syrjänen S., Poljak M. Human papillomavirus prevalence and type-distribu-

tion, cervical cancer screening practices and current status of vaccination implementation in Russian Federation, the Western 

Countries of the former Soviet Union, Caucasus Region and Central Asia. Vaccine, 2013, vol. 31, pp. H46–H58. doi: 10.1016/

j.vaccine.2013.06.043

35. Roy A., Kucukural A., Zhang Y. I-TASSER: a unified platform for automated protein structure and function prediction. Nat. 

Protoc., 2010, vol. 5, no. 4, pp. 725–738. doi: 10.1038/nprot.2010.5

36. Schiller J.T., Castellsagué X., Villa L.L., Hildesheim A. An update of prophylactic human papillomavirus L1 virus-like particle 

vaccine clinical trial results. Vaccine, 2008, vol. 26, pp. K53–K61. doi: 10.1016/j.vaccine.2008.06.002

37. Studier F.W. Protein production by auto-induction in high density shaking cultures. Protein Expr. Purif., 2005, vol. 41, no. 1, 

pp. 207–234. doi: 10.1016/j.pep.2005.01.016

38. Thompson H.S.G., Davies M.L., Watts M.J., Mann A.E., Holding F.P., O’Neill T., Beech J.T., Thompson S.J., Leesman G.D., 

Ulrich J.T. Enhanced immunogenicity of a recombinant genital warts vaccine adjuvanted with monophosphoryl lipid A. Vaccine, 

1998, vol. 16, no. 20, pp. 1993–1999. doi: 10.1016/S0264-410X(98)00088-7

39. Tsumoto K., Ejima D., Kumagai I., Arakawa T. Practical considerations in refolding proteins from inclusion bodies. Protein Expr. 

Purif., 2003, vol. 28, no. 1, pp. 1–8. doi: 10.1016/S1046-5928(02)00641-1

40. Van Doorslaer K., Reimers L.L., Studentsov Y.Y., Einstein M.H., Burk R.D. Serological response to an HPV16 E7 based thera-

peutic vaccine in women with high-grade cervical dysplasia. Gynecol. Oncol., 2010, vol. 116, no. 2, pp. 208–212. doi: 10.1016/

j.ygyno.2009.05.044

41. Wick D.A., Webb J.R. A novel, broad spectrum therapeutic HPV vaccine targeting the E7 proteins of HPV16, 18, 31, 45 and 52 that 

elicits potent E7-specific CD8T cell immunity and regression of large, established, E7-expressing TC-1 tumors. Vaccine, 2011, 

vol. 29, no. 44, pp. 7857–7866. doi: 10.1016/j.vaccine.2011.07.090

42. Xiong A.S., Yao Q.H., Peng R.H., Li X., Fan H.Q., Cheng Z.M., Li Y. A simple, rapid, high-fidelity and cost-effective PCR-based 

two-step DNA synthesis method for long gene sequences. Nucleic Acids Res., 2004, vol. 32, no. 12, pp. e98–e98. doi: 10.1093/nar/

gnh094

43. Yang J., Yan R., Roy A., Xu D., Poisson J., Zhang Y. The I-TASSER Suite: protein structure and function prediction. Nat. Methods, 

2015, vol. 12, no. 1, pp. 7–8. doi: 10.1038/nmeth.3213

44. Zhang Y. I-TASSER server for protein 3D structure prediction. BMC bioinformatics, 2008, vol. 9, no. 1, p. 40. doi: 10.1186/1471-

2105-9-40

Авторы:

Малахов И.С., магистр биологии, инженер 1 категории 
лаборатории генетической инженерии вакцин ФГУП ГосНИИ 
ОЧБ ФМБА России, Санкт-Петербург, Россия;
Аль-Шехадат Р.И., к.б.н., зам. зав. лабораторией генетической 
инженерии вакцин ФГУП ГосНИИ ОЧБ ФМБА России, 
Санкт-Петербург, Россия;
Духовлинов И.В., к.б.н., зав. лабораторией генетической 
инженерии вакцин ФГУП ГосНИИ ОЧБ ФМБА России, 
Санкт-Петербург, Россия;
Симбирцев А.С., член-корреспондент РАН, д.б.н., профессор, 
директор ФГУП ГосНИИ ОЧБ ФМБА России, Санкт-Петербург, 
Россия.

Authors:

Malakhov I.S., Master (Biology), Engineer, Genetic Engineering 
Vaccine Laboratory, State Research Institute of Highly Pure 
Biopreparations, St. Petersburg, Russian Federation;
Al-Shehadat R.I., PhD (Biology), Deputy of Head of the Genetic 
Engineering Vaccine Laboratory, State Research Institute of Highly 
Pure Biopreparations, St. Petersburg, Russian Federation;
Dukhovlinov I.V., PhD (Biology), Head of the Genetic Engineering 
Vaccine Laboratory, State Research Institute of Highly Pure 
Biopreparations, St. Petersburg, Russian Federation;
Simbirtsev A.S., RAS Corresponding Member, PhD, MD (Biology), 
Professor, Director of State Research Institute of Highly Pure 
Biopreparations, St. Petersburg, Russian Federation.

Поступила в редакцию 31.08.2016
Отправлена на доработку 05.10.2016
Принята к печати 20.10.2016

Received 31.08.2016
Revision received 05.10.2016
Accepted 20.10.2016



353

Инфекция и иммунитет
2016, Т. 6, № 4, с. 353–358

Russian Journal of Infection and Immunity = Infektsiya i immunitet 
2016, vol. 6, no. 4, pp. 353–358

Оригинальные статьиOriginal articles

ИЗУЧЕНИЕ УРОВНЯ ИММУНИТЕТА К ВИРУСУ 

КОРИ В ОТДЕЛЬНЫХ ГРУППАХ НАСЕЛЕНИЯ 

ГВИНЕЙСКОЙ РЕСПУБЛИКИ В РАМКАХ 

ГЛОБАЛЬНОЙ ПРОГРАММЫ ЭЛИМИНАЦИИ 

КОРИ. СООБЩЕНИЕ 1

А.Ю. Попова1, М.А. Бичурина2, И.Н. Лаврентьева2, Н.В. Железнова2, 

А.Ю. Антипова2, С.А. Щербакова3, М.Й. Буаро4, Арег А. Тотолян2

1 Федеральная служба по надзору в сфере защиты прав потребителей и благополучия человека, Москва, Россия
2 ФБУН НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера, Санкт-Петербург, Россия
3 ФКУЗ Российский научно-исследовательский противочумный институт «Микроб» Роспотребнадзора, 

г. Саратов, Россия
4 НИИ прикладной биологии Гвинеи, г. Кинди, Гвинейская Республика

Резюме. Корь остается одной из основных причин детской смертности в развивающихся странах и периоди-

чески приводит к возникновению крупных вспышек в разных странах. Эта проблема стала особенно акту-

альна после принятия ВОЗ стратегического плана по борьбе с корью. Согласно плану поставлена цель сниже-

ния кори в глобальном масштабе. В 2010–2011 гг. крупные вспышки кори регистрировались на Африканском 

континенте: в Демократической Республике Конго, на юге Африки, в Нигерии и в ряде других африканских 

стран. В Гвинейской Республике вакцинация против кори проводится однократно детям в возрасте 9 меся-

цев. В 2014–2015 гг. отмечен рост заболеваемости корью. Материалы и методы. В ИФА исследованы 22 сы-

воротки крови здоровых взрослых гвинейцев в возрасте от 24 до 71 года и 136 сывороток крови, полученных 

от детей и взрослых — пациентов госпиталя г. Кинди (Гвинейская Республика). Клинические образцы были 

получены в 2015–2016 гг. Использованы тест-системы производства Euroimmun Medizinische Labordiagnostika 

AG (Германия): «Anti-Measles Virus ELISA (IgМ)», «Anti-Measles Virus ELISA (IgG)»; «Аvidity: Anti-Measles Virus 

ELISA (IgG)», а также ИФА тест-система «Вектор-Бест IgM-корь» (Россия). Результаты и обсуждение. Только 

у одного из 22 обследованных не были выявлены IgG-антитела к вирусу кори. Количественное определение 

титров IgG-антител, а также их авидности у остальных обследованных (21 человек) свидетельствуют о пере-

несенном в недавнем или отдаленном прошлом заболевании корью. При исследовании 116 сывороток крови 

пациентов госпиталя г. Кинди на IgM-корь-антитела, ретроспективно выявлен случай кори у ребенка 2,5 лет. 

При исследовании 130 сывороток крови на наличие IgG-антител к вирусу кори, выявлены 12,3% серонегатив-

ных к кори лиц. Все обследованные в возрасте 23 года и старше были серопозитивны к вирусу кори, причем 

60% из них имели высокие титры антител. Антитела к вирусу кори отсутствовали или определялись в низких 

титрах у 76,2% лиц в возрасте до 22 лет, что может свидетельствовать о нарушениях плановой вакцинации 
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детей из-за вспышки лихорадки Эбола. Для снижения риска возникновения крупных вспышек кори в райо-

нах, свободных от передачи вируса Эбола, ВОЗ рекомендует проводить кампании массовой противокоревой 

вакцинации.

Ключевые слова: корь, Гвинейская Республика, заболеваемость, уровень IgG-антител, программа элиминации, 

лихорадка Эбола.

MEASLES VIRUS IMMUNITY LEVEL STUDY IN PARTICULAR POPULATION GROUPS 

OF THE REPUBLIC OF GUINEA WITHIN THE FRAMEWORK OF GLOBAL MEASLES 

ELIMINATION PROGRAM. REPORT 1

Popova A.Yu.a, Bichurina M.A.b, Lavrentyeva I.N.b, Zheleznova N.V.b, Antipova A.Yu.b, Shcherbakova S.A.c, 

Boiro M.Y.d, Totolian Areg A.b

a Russian Federal Service for Surveillance on Consumer Rights Protection and Human Wellbeing (Rospotrebnadzor), Mosсow, 

Russian Federation
b St. Petersburg Pasteur Institute, St. Petersburg, Russian Federation
c Russian Scientific and Research Antiplague Insititute “Mikrob”, Saratov, Russian Federation
d Institute of Applied Biology in Guinea, Kindia, Republic of Guinea

Abstract. Measles remains one of the main reasons for child mortality in developing countries and periodically leads to the 

emergence of large outbreaks in different countries. This problem became especially urgent after WHO accepted the stra-

tegic plan to fight against measles. The plan has set the goal to decrease measles on a global scale. In 2010–2011 the large 

outbreaks of measles were registered on the African continent: in the Democratic Republic of Congo in the south of Af-

rica, in Nigeria and in some other African countries. In the Republic of Guinea vaccination against measles is carried out 

singly to children aged 9 months. In 2014–2015 the increase of measles incidence was noted. Materials and methods. Using 

ELISA 22 blood serum samples of healthy adult Guineans aged 24–71 and 136 blood serum samples received from children 

and adults — the patients of hospital in the town of Kindi (Republic of Guinea) have been examined. The clinical samples 

were received in 2015–2016. The following test systems were used: the test systems produced by Euroimmun Medizinische 

Labordiagnostika AG (Germany): «Anti-Measles Virus ELISA (IGM)», «Anti-Measles Virus ELISA (IgG)»; «Avidity: 

Anti-Measles Virus ELISA (IgG)», and also ELISA Vector-Best IgM-measles test system (Russia). Results and discus-

sion. Only one out of 22 examined healthy individuals hasn’t revealed IgG-antibodies to measles virus. The quantitative 

titre test of IgG-antibodies, and also their avidity among other 21 individuals testify experiencing measles in the recent 

or remote past. Having examined 116 blood serum samples of hospital patients in Kindi for IgM-measles-antibodies, 

the measles case with a 2.5-year-old child has been retrospectively revealed. Having examined 130 blood serum samples 

for IgG-antibodies to measles virus, 12.3% of seronegative to measles individuals have been revealed. All examined in-

dividuals aged 23 and older were seropositive to measles virus, and 60% of them had high antibody titres. The antibodies 

to measles virus were absent or were defined in low titres among 76.2% of people under 22, which can demonstrate viola-

tions of planned child vaccination due to the Ebola outbreak. In order to decrease the risk of emergence of large measles 

outbreaks in the areas, free from Ebola virus transmission, WHO recommends to conduct mass anti-measles vaccination 

campaigns.

Key words: measles, Republic of Guinea, disease incidence, IgG-antibodies titres, elimination programme, Ebola fever.

Введение

Несмотря на наличие доступных высоко-

иммуногенных вакцин, корь остается одной 

из основных причин детской смертности в раз-

вивающихся странах и периодически приводит 

к возникновению крупных вспышек в инду-

стриально развитых странах [10]. Эта пробле-

ма приобрела особую актуальность после при-

нятия ВОЗ стратегического плана по борьбе 

с корью, в соответствии с которым поставлена 

цель снижения кори в глобальном масштабе 

и элиминации инфекции в отдельных регио-

нах мира, в том числе в Европейском регионе 

к 2010 г. [6].

В 2000–2010 гг. число зарегистрированных 

случаев кори в мире сократилось на 65%, а рас-

четное число смертей — на 70%. Эти показате-

ли — результат постоянного повышения гло-

бального уровня охвата детей первичной вак-

цинацией против кори, который за этот период 

увеличился на 13%. Кроме того, постоянно рас-

тет количество привитых двумя дозами вакци-

ны. В целом, за период с 2000 по 2010 гг. против 

кори привито около 1 млрд детей.

Несмотря на успехи в борьбе с корью, 

в мире по-прежнему возникают эпидемичес-

кие вспышки этого заболевания [2, 8]. В 2010–

2011 гг. крупные вспышки кори регистриро-

вались на Африканском континенте: в Демо-

кратической Республике Конго (более 121 тыс. 

случаев), на юге Африки (176 тыс. случаев), 

в Нигерии (около 30 тыс. случаев) и в ряде дру-

гих африканских стран [7].
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В связи с подъемом заболеваемости, в мире 

был принят новый стратегический план, кото-

рый предусматривал другие сроки элиминации 

кори в отдельных регионах ВОЗ. В Американ-

ском регионе показатель заболеваемости корью 

менее 1 случая на миллион населения был до-

стигнут к 2010 г. В это время регистрировали, 

в основном, импортированные случаи заболе-

вания [7, 9]. Элиминация кори в Западно-Ти-

хоокеанском регионе ВОЗ предусматривалась 

к 2012 г.; в Европейском и Восточно-Средизем-

номорском регионах — к 2015 г.; в Африкан-

ском — к 2020 г. В регионе Юго-Восточной Азии 

ставилась задача снижения смертности от кори 

к 2015 г. Однако сроки реализации глобальной 

программы элиминации кори и краснухи вновь 

перенесены.

В Гвинейской Республике проживает более 

12 млн человек, из них детей в возрасте до 5 лет 

около 2 млн человек, детей до 15 лет около 5 млн 

человек. Вакцинация против кори проводится 

однократно детям в возрасте девяти месяцев. 

По данным ВОЗ, в период с 1980 по 2001 гг. за-

болеваемость корью была высокой, в отдельные 

годы регистрировали до 15–18 тыс. больных 

в год (рис. 1).

В 2002 г. число случаев кори снизилось в 3,4 раза 

по сравнению с 2001 г. и в 8,4 раза по сравнению 

с 1999 г. В последующие годы регистрировали еди-

ничные случаи кори. Однако в 2014–2015 гг. отме-

чен рост заболеваемости корью.

По мнению экспертов ВОЗ [10], подъем за-

болеваемости корью может быть связан со сни-

жением уровня охвата вакцинацией против 

этой инфекции в Гвинейской Республике из-

за вспышки лихорадки Эбола.

Цель исследования — определение уровня 

иммунитета к кори в разных возрастных груп-

пах населения Гвинейской Республики.

Материалы и методы

Исследованы 22 сыворотки крови здоровых 

взрослых гвинейцев в возрасте от 24 до 71 года 

и 136 сывороток крови, полученных от детей 

и взрослых, находившихся на стационарном ле-

чении в госпитале г. Кинди (Гвинейская Респу-

блика). Клинические образцы были получены 

в 2015–2016 гг.

Сыворотки крови исследовали в ИФА 

на наличие IgM-антител к вирусу кори с тест-

системой «Anti-Measles Virus ELISA (IgМ)»; 

на наличие IgG-антител к вирусу кори с тест-

системой «Anti-Measles Virus ELISA (IgG)»; 

авидность IgG-антител определяли с тест-

системой «Аvidity: Anti-Measles Virus ELISA 

(IgG)». Перечисленные тест-системы производ-

ства Euroimmun Medizinische Labordiagnostika 

AG (Германия) использовали в соответствии 

с инструкцией по применению. Часть сыворо-

ток исследована на наличие IgM-анител к ви-

русу кори в ИФА с тест-системой «Вектор-Бест 

IgM-корь» (Россия).

Статистическая обработка данных проводи-

лась методом параметрической статистики с ис-

пользованием t-критерия Стьюдента для опреде-

ления значимости различий между явлениями. 

Различия считали значимыми при p < 0,05.

Рисунок 1. Число случаев кори в Гвинейской Республике в период 1980–2015 гг. (WHO/IVB, 2016)
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Результаты

При исследовании сывороток крови, полу-

ченных от 22 взрослых (5 женщин и 17 мужчин) 

IgM-корь-антитела не были выявлены ни в од-

ном случае. Данные о наличии IgG-антител 

к вирусу кори, их титре и авидности представ-

лены в таблице 1 и на рисунке 2.

Только у одного обследованного в возрасте 

30 лет не были обнаружены IgG-антитела к ви-

русу кори.

У большинства обследованных (15 из 22 че-

ловек) определяли IgG-антитела в высоких 

титрах, равных или превышающих показатель 

1000 IU/L, что не может быть следствием при-

вивки, проводимой в этой стране детям в воз-

расте 9 месяцев, а свидетельствует о перенесен-

ном ранее заболевании. Это подтверждается 

высокой авидностью антител у этих лиц (от 81 

до 100%). Была выявлена небольшая группа лиц 

с низким титром антител (до 500 IU/ L) низкой 

авидности (61,6–67,7%), что документирует не-

давно перенесенное заболевание.

При исследовании 116 сывороток крови 

от пациентов госпиталя г. Кинди, с помощью 

тест-системы «Вектор-Бест IgM-корь» ретро-

спективно были выявлены IgM-корь антитела 

в клиническом образце одного больного (оп-

тическая плотность 0,685 при положительном 

контроле 0,321 и более). При этом IgG антите-

ла у пациента отсутствовали, следовательно, 

он не был привит. В стационаре диагноз «корь» 

не был установлен. Полученные данные свиде-

тельствуют о невыявленном случае кори.

При исследовании 130 сывороток крови 

больных, находившихся на стационарном ле-

чении в госпитале г. Кинди, на наличие IgG-

антител к вирусу кори, были выявлены 16 

(12,3%) серонегативных к кори лиц: шестеро де-

тей (37,5%) и шестеро лиц в возрасте 18–22 года 

(37,5%). Возраст еще четырех серонегативных 

к кори пациентов не установлен.

Все пациенты старше 23 лет имели антитела 

к вирусу кори (табл. 2).

Высокие титры IgG-антител регистрирова-

ли у 10 человек в возрасте до 22 лет (22,7±6,4%). 

В то же время, в группе лиц 23 года и старше 

аналогичные показатели определяли у досто-

верно большего числа пациентов, а именно 

у 33 человек (60±6,7%) (p < 0,05). Установленные 

значения титров антител являются, очевидно, 

показателем перенесенной в прошлом кори.

Высокие титры IgG-антител против кори 

выявлены и у двух детей в возрасте 2 г. 7 мес. 

(1600,0 и 3200,0 IU/L), что свидетельствует о не-

давно перенесенном заболевании. Вероятно, 

эти дети не были привиты.

Из 30 серопозитивных пациентов в возрасте 

до 22 лет, у большинства (66,7%) были обнару-

ТАБЛИЦА 1. УРОВЕНЬ IgG-АНТИТЕЛ К ВИРУСУ 

КОРИ У ПРАКТИЧЕСКИ ЗДОРОВЫХ ВЗРОСЛЫХ

№
Возраст, 

лет

IgG корь

Качест-

венная*
Титр, IU/L**

Авидность, 

%***

1 47 + 2794 81,7

2 24 + 1632 82,6

3 28 + 941 81,6

4 27 + 382 61,6

5 26 + 544 65,8

6 30 – 176 –

7 39 + 3500 88,5

8 35 + 500 67,7

9 39 + 1412 71,7

10 58 + 1250 81,9

11 29 + 2000 85,8

12 37 + 4000 91,9

13 34 + больше 5000 100,0

14 33 + больше 5000 94,4

15 32 + больше 5000 99,6

16 31 + больше 5000 88,4

17 37 + 750 74,3

18 44 + больше 5000 91,7

19 60 + 3000 85,0

20 60 + 2100 81,3

21 65 + 441 80,6

22 71 + 4048 88,6

Примечания. * Качественное определение: «+» — наличие 
IgG-антител к вирусу кори; «–» — отсутствие IgG-антител 
к вирусу кори. ** Количественное определение (в IU/L): 
< 200 IU/ L — отрицательный результат; ≥ 200 < 275 IU/L — 
сомнительный результат; ≥ 275 IU/ L — положительный 
результат. *** Авидность (%): < 40% — низкая авидность; 
≥ 40–60% — серая зона; ≥ 60% — высокая авидность.

Рисунок 2. Зависимость содержания 

противокоревых IgG-антител и их авидности 

(R = 0,871176)
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жены антитела в титре до 1000 IU/L и это, ве-

роятно, поствакцинальные антитела, сформи-

ровавшиеся после однократной иммунизации 

в возрасте 9 месяцев.

Изучение напряженности иммунитета к ви-

русу кори в Гвинейской Республике у лиц раз-

ного возраста показало, что все обследованные 

в возрасте 23 лет и старше были серопозитивны 

к вирусу кори, причем 60% из них имели вы-

сокие титры антител. Антитела к вирусу кори 

отсутствовали или определялись в низких ти-

трах у 76,2% лиц в возрасте до 22 лет, что мо-

жет свидетельствовать о нарушениях плановой 

вакцинации детей. Накопление когорты вос-

приимчивых детей может привести к повыше-

нию заболеваемости корью вплоть до развития 

эпидемических вспышек кори в Гвинейской 

Республике.

Многолетний международный опыт гло-

бальной борьбы с корью убедительно дока-

зывает эпидемиологическую эффективность 

вакцинопрофилактики кори при достижении 

и поддержании высокого (95% и более) уровня 

охвата прививками подлежащих вакцинации 

контингентов.

Так, на территории Российской Федера-

ции реализация программы элиминации кори 

к 2010 г. [3, 4], разработанная в соответствии 

с резолюцией ВОЗ, способствовала существен-

ному снижению заболеваемости корью, укре-

плению национальной системы иммунизации 

против этой инфекции, совершенствованию 

эпидемиологического надзора за корью и дру-

гими экзантемными заболеваниями. В России 

более 95% детей привито двумя дозами живой 

коревой вакцины [1, 5].

В 2015 г. в Российской Федерации зарегистри-

ровано 843 случая кори, показатель составил 5,8 

на 1 млн человек; на территориях, курируемых 

Санкт-Петербургским региональным центром 

по надзору за корью и краснухой (11 территорий 

Северо-Запада России), было выявлено 5 случа-

ев кори, показатель — 0,37 на 1 млн человек.

Всемирная организация здравоохранения 

отмечает, что «любые перебои в области ока-

зания услуг по иммунизации, даже кратковре-

менные, приводят к росту числа людей, воспри-

имчивых к инфекции, и повышают вероятность 

возникновения вспышек болезней, предотвра-

тимых с помощью вакцин» [10]. Для снижения 

риска возникновения крупных вспышек кори 

в районах, свободных от передачи вируса Эбо-

ла, ВОЗ рекомендует проводить кампании мас-

совой противокоревой вакцинации.

ТАБЛИЦА 2. РАСПРЕДЕЛЕНИЕ СЫВОРОТОК ПАЦИЕНТОВ ПО ВОЗРАСТУ И ТИТРУ IgG-КОРЬ АНТИТЕЛ

Оптическая плотность, IU/L
Возраст, лет

До 16 18–22 23–40 41 и старше Всего

Менее 200,0 6 6 – – 12 12,4%

201,0–1000,0 10 10 6 16 42

87,6%1001,0–3000,0 3 2 6 7 18

> 3000,0 3 2 6 14 25

Всего 22 20 18 37 97 100%
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ГЕНЕТИЧЕСКИЕ ВАРИАНТЫ ВИРУСА 

ГЕПАТИТА B У ПЕРВИЧНЫХ ДОНОРОВ 

В Г. АСТАНА, КАЗАХСТАН

Ю.В. Останкова1, А.В. Семенов1,2,3, Ж.К. Буркитбаев4, Т.Н. Савчук4, 

Арег А. Тотолян1,2

1 ФБУН НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера, Санкт-Петербург, Россия
2 ГБОУ ВПО Первый Санкт-Петербургский государственный медицинский университет имени академика 

И.П. Павлова МЗ РФ, Санкт-Петербург, Россия
3 ГБОУ ВПО Северо-Западный государственный медицинский университет имени И.И. Мечникова МЗ РФ, 

Санкт-Петербург, Россия
4 Научно-производственный центр трансфузиологии, Астана, Казахстан

Резюме. Широкая распространенность одного из гепатотропных вирусов, вируса гепатита В (ВГВ), остает-

ся серьезнейшей проблемой мирового здравоохранения. Так как ВГВ передается при контакте с кровью или 

иными жидкостями организма инфицированного человека, безопасность крови является одним из главных 

вопросов здравоохранения в регионах с высоким уровнем распространенности вируса. Наблюдаемая в по-

следние годы тенденция к смещению распространенности тех или иных генотипов ВГВ в различных гео-

графических ареалах за счет иммиграции из регионов мира с высокой частотой встречаемости гепатотроп-

ных вирусов, заставляет врачей и эпидемиологов обращать пристальное внимание на эпидемиологическую 

ситуацию в соседних странах. Целью нашей работы было изучение особенностей генетической структуры 

ВГВ у первичных доноров в г. Астана, Казахстан. Обследовано 30 образцов плазмы донорской крови с впер-

вые выявленным вирусным гепатитом В (HBsAg+) из г. Астана. ДНК ВГВ была обнаружена в 27 образцах 

из представленных 30. На основании филогенетического анализа 27 изолятов показано, что в обследованной 

группе был выявлен преимущественно генотип D, являющийся наиболее распространенным генотипом ВГВ 

в Центральной Азии. При этом преобладал ВГВ субтипа D1 (85,2%) по сравнению с ВГВ субтипа D2 (3,7%) 

и субтипа D3 (7,4%), в одном образце был выявлен ВГВ генотипа А субтипа А1 (3,7%). Высокое сходство вы-

явленных изолятов с ранее описанными в Иране, Судане, Монголии, Тунисе позволяет предположить много-

численные независимые, возможно обоюдные, завозы вируса в страну, в том числе в ходе крупных миграци-

онных волн, несмотря на наличие изолятов, свидетельствующих о независимой гомологичной эволюции ВГВ 

в регионе. Впервые обнаруженный на территории Казахстана ВГВ субтипа A1, нехарактерного для данного 

региона, а также субтипы D2 и D3, имеющие высокое сходство нуклеотидных последовательностей с ВГВ 

в РФ, свидетельствуют о случаях завоза вируса из других стран. Выявление особенностей распространения 

и роль «завозных» генотипов ВГВ в циркуляции вируса могут иметь существенное значение для регионов, где 

распространенность гепатотропных вирусов высока, а структура генома и пути их распространения недоста-

точно изучены.

Ключевые слова: гепатит В, молекулярная эпидемиология, секвенирование, доноры крови, безопасность крови, 

HBsAg-положительные доноры, Казахстан.
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GENETIC VARIANTS OF HEPATITIS B VIRUS IN PRIMARY DONORS IN ASTANA, KAZAKHSTAN
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b Pavlov First Saint Petersburg State Medical University, St. Petersburg, Russian Federation
c North-West State Medical University named after I.I. Mechnikov, St. Petersburg, Russian Federation
d Research-Production Center of Transfusiology, Astana, Kazakhstan

Abstract. The prevalence of one of the hepatotropic virus, hepatitis B virus (HBV) remains a serious global health prob-

lem. Since hepatitis B is transmitted through contact with blood or other fluids of an infected person, blood safety is one 

of the major public health issues in regions with high virus prevalence. Observed in recent years the trend to a shift in the 

prevalence of various genotypes of HBV in different geographical areas due to immigration from regions of the world with 

a high incidence of hepatotropic viruses, makes doctors and epidemiologists to pay close attention to the epidemiologi-

cal situation in neighboring countries. The aim of our work was to study the characteristics of the genetic structure of the 

HBV in primary donors in Astana, Kazakhstan. A total of 30 blood plasma samples from newly diagnosed hepatitis B 

(HBsAg+) of Astana. HBV DNA was detected in 27 samples out of 30. Based on the phylogenetic analysis of the isolates 

showed that among patients examined HBV identified mainly D genotype, which is the most common genotype of HBV 

in Central Asia. Thus HBV subtype predominant D1 (85,2%) compared to the HBV subtype D2 (3,7%) and subtype D3 

(7,4%), in a single sample was detected HBV genotypes A subtype A1. High similarities identified isolates previously de-

scribed in Iran, Sudan, Mongolia, Tunisia suggest numerous independent, perhaps mutual, the importation of the virus 

in the country, including in the major migration waves. First detected at the territory of Kazakhstan HBV subtype A1, 

uncharacteristic for the region, as well as subtypes D2 and D3, which have a high similarity with the nucleotide sequences 

of HBV in Russia, show cases of importation of the virus from other countries. Identification of the propagation and the 

role of «imported» genotypes of HBV virus in circulation may be essential for regions where the prevalence of hepatotropic 

viruses is high, and the genome structure and the way of their distribution sufficiently studied.

Key words: hepatitis B, molecular epidemiology, DNA HBV, blood donors, blood safety, HBsAg-positive donor, Kazakhstan.

Введение

Широкая распространенность одного из ге-

патотропных вирусов, вируса гепатита В (ВГВ), 

остается серьезнейшей проблемой мирового 

здравоохранения. Согласно данным ВОЗ, ко-

личество инфицированных вирусом гепати-

та В в мире составляет почти 2 млрд человек. 

При этом хронический вирусный гепатит В 

(ХВГВ), являющийся одной из причин таких тя-

желых заболеваний печени как цирроз и гепато-

целлюлярная карцинома, развивается более чем 

у 240 млн человек [21]. Различные регионы мира 

демонстрируют высокую распространенность 

ВГВ (> 8%) — страны Африки и Азии, и низкую 

распространенность вирус (< 2%) — страны Ев-

ропы и Северной Америки. Наиболее широко 

вирус распространен в странах Азии, Африки, 

Южной Европы и Латинской Америки.

Инфицирование ВГВ в зрелом возрасте при-

водит к развитию хронического гепатита менее 

чем в 5% случаев, однако при инфицировании 

в детском возрасте вероятность хронизации 

возрастает, достигая 25–50% случаев при зара-

жении до 6 лет и 90% случаев при инфицирова-

нии в пре- и неонатальном периоде.

Клинические проявления ХВГВ многооб-

разны и зависят от многих факторов, в том чис-

ле от биологических свойств вируса, длитель-

ности заболевания, уровня вирусной нагрузки, 

мутаций вируса, экологических и генетических 

факторов. ВГВ свойственна высокая степень 

генетической гетерогенности, приводящая 

к тому, что в настоящий момент ВГВ подразде-

ляют на десять генотипов, отличающихся друг 

от друга по составу нуклеотидных последова-

тельностей более чем на 8% и на 34 субтипа, 

отличающихся на 4–7,5% и распространенных 

в различных географических регионах мира.

Так как ВГВ передается при контакте с кро-

вью или иными жидкостями организма ин-

фицированного человека, безопасность крови 

является одним из главных вопросов здравоох-

ранения в регионах с высоким уровнем распро-

страненности вируса. Несмотря на постоянное 

усиление мер по повышению безопасности пе-

реливания компонентов и продуктов крови, по-

явление инфекционных агентов, которые могут 

быть переданы при трансфузиологических ма-

нипуляциях, остается серьезной проблемой для 

трансфузионной медицины, так как в настоя-

щее время нет универсального способа, кото-

рый может применяться ко всем компонентам 

крови и быть одинаково эффективным против 

всех вирусов.

Согласно литературным данным, существует 

целый ряд обстоятельств, по которым больные 

ХВГВ могут не знать о своем заболевании и ста-

новиться донорами крови и ее компонентов. 

Так, к обстоятельствам общественного здраво-

охранения, относят низкий уровень контроля 

за обеззараживанием инструментов в частных 

косметологических и стоматологических са-

лонах и кабинетах, а также отсутствие доступа 
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к медицинскому обслуживанию и специфичес-

кой медицинской помощи в некоторых регио-

нах, а к индивидуальным обстоятельствам — 

низкую информированность, общее хорошее 

самочувствие пациентов [16]. Еще два значимых 

индивидуальных фактора — недоверие к меди-

цине и страх инвазивных вмешательств также 

имеют место, но не характерны для доноров 

крови. Кроме того, нередки случаи, когда для 

донорства крови в медицинские центры прихо-

дят люди, знающие или подозревающие о своем 

инфекционном статусе, например, для получе-

ния бесплатного обследования [7, 12].

Хотя введение в клиническую практику эф-

фективной вакцины против ВГВ значитель-

но снизило циркуляцию вируса, наблюдаемая 

в последние годы тенденция к смещению рас-

пространенности тех или иных генотипов ВГВ 

в различных географических ареалах за счет 

иммиграции из регионов мира с высокой ча-

стотой встречаемости гепатотропных вирусов, 

заставляет врачей и эпидемиологов обращать 

пристальное внимание на эпидемиологичес-

кую ситуацию в соседних странах [9]. Особен-

но актуальным это становится в свете актив-

ной «трудовой миграции» в другие государства 

и, в том числе, в Российскую Федерацию жите-

лей стран Средней Азии, вошедших в десятку 

стран с наибольшей смертностью от цирроза, 

вызванного вирусными гепатитами [15]. И здесь 

снова необходимо вернуться к «низкой инфор-

мированности населения» как к одному из уже 

упоминавшихся выше факторов, способствую-

щих распространению вируса. В большинстве 

случаев трудовые мигранты из Средней Азии 

не знают о своих заболеваниях и избегают ме-

дицинского обследования на социально значи-

мые инфекции, так как опасаются депортации, 

причем более 46,4% приезжих вообще не слы-

шали о ВГВ [1].

Несмотря на то, что уже многие годы ведут-

ся исследовательские работы по генотипирова-

нию гепатотропных вирусов на территории РФ 

и в сопредельных государствах, все еще нет пол-

ного генотипического картирования изолятов 

ВГВ, выделяемых на территории СНГ и стран 

бывшего СССР.

Целью нашей работы было изучение особен-

ностей генетической структуры ВГВ у первич-

ных доноров в г. Астана, Казахстан.

Материалы и методы

В работе были использованы образцы плаз-

мы донорской крови 30 больных с впервые 

выявленным вирусным гепатитом В (положи-

тельный результат обследования на наличие 

поверхностного антигена ВГВ, HBsAg) без ко-

инфекций с вирусом иммунодефицита челове-

ка (ВИЧ) и вирусом гепатита C (ВГC), получен-

ные в 2012 г. от жителей Казахстана, г. Астана. 

Образец крови от каждой донации обследова-

ли на маркеры четырех гемотрансмиссивных 

инфекций: ВИЧ (антиген р24 ВИЧ-1 и анти-

тела к ВИЧ-1/2), ВГВ (поверхностный антиген 

ВГВ, HBsAg), ВГC (антитела к ВГС); сифилис 

(антитела класса М и G к бледной трепонеме). 

Первично реактивные образцы тестировали 

повторно в двух постановках тем же методом, 

подтверждающее исследование инфекции при 

HBsAg+ выполняли с использованием диагнос-

тикума «Вектогеп В-HBsAg» [5].

Исследование было одобрено комитетом 

по этике ФБУН НИИ эпидемиологии и микро-

биологии имени Пастера (Санкт-Петербург). 

Все пациенты дали письменное информиро-

ванное согласие на участие в исследовании.

Для первичного выявления ВГВ из плазмы 

крови выделяли нуклеиновые кислоты (НК) 

с использованием коммерческого набора «Амп-

лиПрайм Рибо-преп» (ФБУН ЦНИИЭ, Моск-

ва). Для всех образцов проводили предвари-

тельное концентрирование вируса ультрацен-

трифугированием плазмы крови в течение 1 ч 

при 24 000g, +4°С.

Для ПЦР с последующим секвенированием 

использовали перекрывающиеся пары прайме-

ров, совместно фланкирующие фрагмент про-

тяженностью 1475 пар оснований (п.о.), включа-

ющий рекомендованный для генотипирования 

ВГВ регион Pre-S1/Pre-S2/S протяженностью 

1169 п.о., область 2848–3182...1–835 нт, согласно 

представленному в международной базе данных 

GenBank изоляту Mart-B47 (HE974377.1) [10].

Для ПЦР в общем виде использовали следу-

ющий состав амплификационной смеси: 15 пM 

каждого олигопраймера, 1,0 мМ каждого нук-

леозидтрифосфата, 6,7 мМ MgCl2, 1 ед. реком-

бинантной Taq ДНК-полимеразы (Fermentas), 

буфер для Taq ДНК-полимеразы (750 мМ Трис-

HCl, (рН 8,8), 200 мМ (NH4)2SO4, 0,1% (v/v) 

твин 20), 10% DMSO, 1 мкг матрицы, вода без 

нуклеаз до конечного объема 25 мкл. Амплифи-

кацию в общем виде проводили при следующих 

условиях: после денатурации при 95°С в течение 

5 мин устанавливали 30–40 циклов амплифи-

кации в режиме: 95°С — 20–40 с, 55–65°С — 20–

30 с, 72°С — 30–90 с; затем финальная элонгация 

при 72°С — 5 мин. Качество ПЦР определяли 

визуально в 2% агарозном геле (120 В, 40 мин; 1 x 

TBE), окрашенном бромис тым этидием.

Для амплификации, секвенирования и де-

текции продукта использовали специфические 

праймеры (Синтол, Россия), последователь-

ность которых брали из литературных источни-

ков, а также подбирали с помощью программы 

NCBI/Primer-BLAST согласно общепринятым 

рекомендациям.
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Секвенирующую реакцию проводили соглас-

но инструкции к набору GenomeLabTMDTCS — 

Quick Start Kit (Beckman Coulter Inc., США), в трех 

повторах, на прямых и обратных праймерах. Ре-

акционная смесь для секвенирующей реакции 

включала: DTCS Quick Start Master Mix (8 мкл), 

прямой или обратный праймер (1,6 мкМ), очи-

щенный продукт амплификации (объем зави-

сел от концентрации), воду до конечного объ-

ема 20 мкл Постановку реакции осуществляли 

на термоциклере BIO-RAD CFX384 в режиме: 

25 циклов амплификации 96°С — 20 с; 50°С — 

20 с; 60°С — 4 мин.

Продукты первичной амплификации и сек-

венирующей реакции очищали по следующей 

методике: смесь из 2 мкл 3М ацетата натрия, 

2 мкл 0,125М EDTA и 1 мкл гликогена вносили 

в 20 мкл продукта амплификации и инкубиро-

вали при комнатной температуре в присутствии 

охлажденного 96% этилового спирта 15 мин. 

Центрифугировали при 14 000 об./мин, 4°С, 

15 мин. Супернатант удаляли и дважды промы-

вали осадок охлажденным 70% этиловым спир-

том, повторяя процедуру центрифугирования 

на холоду. Промытый осадок сушили.

Для контроля качества очищения продук-

тов амплификации осадок растворяли в 30 мкл 

воды и проводили оценку в 1,5% агарозном геле 

с добавлением раствора бромистого этидия 

(0,5 мкг/мл), визуализировали в ультрафиоле-

товом свете на трансиллюминаторе. Очищен-

ный фрагмент достаточной концентрации ис-

пользовали для постановки секвенирующих 

реакций.

Для анализа продукта секвенирующей ре-

акции очищенный осадок растворяли в SLS-

буфере, содержащем формамид, и помещали 

в генетический анализатор GenomeLab GXp 

(Beckman Coulter).

Первичный анализ полученных в ходе секве-

нирования фрагментов проводили с помощью 

программы NCBI Blast в сравнении с нуклео-

тидными последовательностями, представлен-

ными в международной базе данных GenBank. 

Выравнивание нуклеотидных последователь-

ностей проводили в программе MEGA, вер-

сия 5, используя алгоритм ClustalW [11]. По-

скольку для всех выбранных для секвениро-

вания регионов вирусных гепатитов показана 

высокая скорость эволюции, для построения 

филогенетических деревьев и последующе-

го филогенетического анализа рассматривали 

расстояния между последовательностями ме-

тодом присоединения соседей, позволяющим 

оптимизировать дерево в соответствии с крите-

рием «сбалансированной минимальной эволю-

ции» (Neighbor-joining), для оценки достовер-

ности построенных деревьев проведен бутстреп 

(bootstrap) анализ для 500 повторов [18].

Результаты и обсуждение

Ранее было показано, что в 2012 г. в г. Аста-

на были обследованы 28 248 доноров, сделав-

ших 41 990 донаций крови и ее компонентов, 

повторные доноры выполнили 24 378 донаций, 

средняя частота донаций составила 2,29 раза 

в год. При этом HBsAg+ выявлен у 383 первич-

ных и 36 повторных доноров [5]. Таким образом, 

представленные в нашей работе 30 пациентов 

с HBsAg+ составили 7,2% от общего количества 

доноров крови с выявленным поверхностным 

антигеном ВГВ в 2012 г. в г. Астана, что говорит 

о репрезентативности выборки.

ДНК ВГВ была обнаружена в 27 образцах 

из представленных 30. Для всех выявленных об-

разцов была получена нуклеотидная последова-

тельность Pre-S1/Pre-S2/S региона удовлетвори-

тельного качества, пригодная для дальнейшего 

анализа. Для всех образцов были определены 

генотип и субтип вируса. На основании филоге-

нетического анализа 27 изолятов показано, что 

в обследованной группе был выявлен преиму-

щественно генотип D, являющийся наиболее 

распространенным генотипом ВГВ в Централь-

ной Азии. При этом преобладал ВГВ субтипа D1 

(85,2%) по сравнению с ВГВ субтипа D2 (3,7%) 

и субтипа D3 (7,4%), в одном образце был выяв-

лен ВГВ генотипа А субтипа А1 (3,7%) (рис.).

Несмотря на то, что, согласно литератур-

ным данным, в Средней Азии ранее выявляли 

также генотипы А и С, а не только ВГВ геноти-

па D, распространенность генотипов ВГВ в от-

дельных странах и регионах этого ареала недо-

статочно изучена. Генотипирование и глубокое 

субтипирование изолятов ВГВ в Казахстане 

проведено впервые в данной работе.

В представленной группе преобладают 

мужчины по сравнению с женщинами (81,48 

и 18,52% соответственно), несмотря на актив-

ное участие женщин Казахстана в донорских 

программах, лишь немногим меньшее, чем 

участие мужчин. Следует также отметить, что 

только у мужчин обнаружен ВГВ субтипов D2, 

D3, A1, что, по всей видимости, может быть свя-

зано с культурными традициями Казахстана 

и меньшей мобильностью женщин по сравне-

нию с мужчинами.

Все пациенты обследованной группы про-

живали в г. Астана, в связи с чем выявленное 

нами разнообразие субтипов ВГВ свидетель-

ствует об отсутствии связи генотипа вируса 

и данного географического региона Казахстана.

Известно, что на большей части территории 

бывшего СССР и в странах Балтийского реги-

она преобладает ВГВ субтипа D2, показаны 

субтипы А2 и D3 [20], в то время как для стран 

Средней Азии распределение субтипов ВГВ 

смещается в сторону преобладания субтипа D1. 
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Так, ранее мы показывали высокую распро-

страненность ВГВ субтипа D1 в соседствующих 

с Казахстаном Узбекистане и Кыргызстане, где 

частота встречаемости данного субтипа соста-

вила 84,38 и 73,34% соответственно, в то время 

как распространенность субтипа D2 не превы-

шала 3,5% [2, 4]. Таким образом, высокая встре-

чаемость субтипа D1 и, фактически, единич-

ный случай выявления ВГВ субтипа D2 полно-

стью соответствуют ранее полученным нами 

данным по молекулярно-генетической харак-

теристике ВГВ в Средней Азии.

Как известно для ВГВ описаны как половой, 

так и парентеральный пути передачи, в том чис-

ле с половым путем связывают ВГВ субтипа D1, 

а для субтипа D3 показано преимущественное 

распространение с инъекционными наркотика-

ми [19]. Однако, в связи с тем, что все пациенты 

обследованной нами группы являются донора-

ми крови, вероятнее всего, все они были инфи-

цированы половым путем. Преимущественное 

распространение в группе генотипа D связано, 

по всей видимости, с горизонтальным путем 

передачи вируса и отсутствием прививок против 

ВГВ у данных пациентов, так как описано разде-

ление путей передачи вируса и его генотипов по-

сле введения вакцинации в Средней Азии, в том 

числе с горизонтальным распространением ВГВ 

генотипа D у не привитых людей [6].

Согласно представленной дендрограмме, 

выделяются три кластера происхождения виру-

са генотипа D.

При анализе последовательностей общей 

группы изолятов субтипа D1, выявленных в на-

шей работе и характерных для Средней Азии, 

процент идентичности нуклеотидной последо-

вательности составил 98,5±0,7%. При сравни-

тельном филогенетическом анализе изолятов 

ВГВ субтипа D1, и изолятов, представленных 

в международной базе данных GenBank, стано-

вится очевидным, что среди изолятов D1 про-

исходит разделение на подгруппы. Процент 

идентичности был выше, а количество нукле-

отидных модификаций меньше при изолиро-

ванной оценке идентичности подкластеров 

D1. При этом ВГВ субгенотипа D1, очевидно 

имеет несколько независимых источников ин-

фицирования. Так, выделяются подкластеры 

изолятов, имеющих высокое сходство с ВГВ, 

ранее описанном в Иране, Судане, Монголии, 

Тунисе. Высокое сходство изолятов с описан-

ными в международной базе данных образцами 

из разных стран является, по всей видимости, 

подтверждением многочисленных независи-

мых завозов вируса в страну, в том числе в ходе 

крупных миграционных волн. Однако также 

обнаруживаются небольшие подкластеры, име-

ющие значительно меньшее сходство с ранее де-

понированными в базу данных изолятами, что, 

вероятно, свидетельствует о независимой гомо-

логичной эволюции ВГВ в регионе.

Единственный обнаруженный в группе изо-

лят ВГВ субтипа D2 был получен от пациента 

восточно-европейского происхождения, то есть 

из региона с высокой встречаемостью именно 

этого субтипа вируса. Как и в ранее описан-

ных нами единичных случаях выявления ВГВ 

D2 в Средней Азии, учитывая высокие частоты 

распространяемости гепатотропных вирусов 

в ходе миграций, мы, вероятно, имеем дело с за-

возом штамма с европейской части территории 

бывшего СССР, а также не можем исключать 

возможность «опосредованного» завоза. Под-

тверждает наше предположение тот факт, что 

ранее схожие изоляты были описаны в Эсто-

нии, а также обнаружены нами в Якутии [3].

Несмотря на низкую вероятность употре-

бления инъекционных наркотических веществ 

представленными в группе пациентами, высо-

кое сходство нуклеотидных последовательно-

стей двух обнаруженных изолятов ВГВ субтипа 

D3, составившее более 99%, не позволяет нам 

полностью игнорировать возможность суще-

ствования данного пути передачи в случае со-

крытия его потенциальными донорами. Одна-

ко также мы не можем исключить и иные пути 

Рисунок. Дендрограмма, характеризующая 

филогенетические отношения изолятов ВГВ, 

выделенных от пациентов из Казахстана, 

в сравнении с изолятами, представленными 

в международной базе данных GenBank



364

Инфекция и иммунитетЮ.В. Останкова и др.

передачи вируса. Следует отметить, что ВГВ 

с высокой схожестью нуклеотидных последо-

вательностей с подобными D3-изолятами ра-

нее обнаруживали в разных странах мира, в том 

числе в Бразилии и в различных регионах РФ.

Данные, полученные в настоящем исследо-

вании, могут помочь в понимании филогенеза 

и путей распространения ВГВ генотипа D, в той 

или иной степени встречающегося во всем мире, 

но чье происхождение все еще обсуждается. Не-

смотря на предположительно изначальное воз-

никновение ВГВ из Африки, именно Централь-

ную Азию некоторые исследователи считают 

наиболее вероятным регионом происхождения 

общего предка ВГВ субтипов D1-D3 [22].

Обращает на себя внимание изолят ВГВ суб-

типа A1, являющегося доминирующим субти-

пом на африканском континенте, при этом рас-

пространение данного субтипа за пределами 

Африки связывают с историческими миграци-

онными волнами в IX–XIX вв. в Индию и Ла-

тинскую Америку [13]. Широкое распростране-

ние ВГВ субтипа A1 описано также в Бразилии, 

что, по всей видимости, является следствием бо-

лее поздней «миграционной» волны, так как вы-

является преимущественно у чернокожих и му-

латов [8], подтверждая предположение о завозе 

вируса с пленниками, вывезенными из Юго-

Восточной Аф рики в середине XIX в. [14].

Для обнаруженного нами ВГВ субтипа A1 

наиболее близким по нуклеотидной последова-

тельности штаммом, представленным в между-

народной базе данных GenBank, оказался изо-

лят JN604248.1, выявленный среди первичных 

доноров на северо-востоке США [17]. По всей 

видимости, ВГВ субтипа А1, как и изолят ВГВ 

субтипа D2, представляет собой «случайный» 

завоз вируса на территорию республики и тре-

бует более пристального внимания.

Заключение

Характер частоты распределения генотипов 

ВГВ в Республике Казахстан сходен с частотой 

распределения генотипов ВГВ, описанной для 

Средней Азии в целом. Так, остается общим 

преобладание ВГВ субтипа D1, подтверждается 

предположение о независимых заносах вируса 

в регион. Впервые обнаружен на территории 

Казахстана ВГВ субтипа A1, нехарактерного 

для данного региона, а также вирусы субтипов 

D2 и D3, имеющие высокое сходство нуклео-

тидных последовательностей с ВГВ в РФ, что 

свидетельствует о случаях завоза вируса из дру-

гих стран. В связи с вышесказанным считаем 

необходимым предлагать возвращающимся 

в регион «трудовым мигрантам» и туристам 

пройти диагностику на ВГВ.

Выявление особенностей распространения 

и роль «завозных» генотипов ВГВ в циркуляции 

вируса могут иметь существенное значение для 

регионов, где распространенность гепатотроп-

ных вирусов высока, а структура генома и пути 

их распространения недостаточно изучены.
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КОЛИЧЕСТВЕННЫЙ И КАЧЕСТВЕННЫЙ СОСТАВ 

МИКРОФЛОРЫ СЛИЗИСТОЙ ОБОЛОЧКИ НОСА 

ПРИ ПОЛИПОЗНОМ РИНОСИНУСИТЕ

О.А. Коленчукова, С.В. Смирнова, А.М. Лаптева

ФГБНУ НИИ медицинских проблем Севера, г. Красноярск, Россия

Резюме. Проведено исследование микробиоценоза слизистой оболочки носа у больных полипозным риноси-

нуситом. Обследованы больные полипозным риносинуситом (ПРС, n = 58) в возрасте от 18 до 64 лет и груп-

па контроля (n = 156), сопоставимые по полу и возрасту. Для оценки микрофлоры слизистой оболочки носа 

во время обострения заболевания проводили посев микроорганизмов на питательные дифференциально-

диагностические среды (КА, ЖСА, Эндо, энтерококк-агар). При изучении микрофлоры, полученной со сли-

зистой оболочки носа, было выявлено 407 культур микроорганизмов при ПРС. В группе контроля выявлено 

174 культуры микроорганизмов. Среди изолятов установлено 9 видов 6 родов бактерий при ПРС против 8 ви-

дов 6 родов в группе контроля. При исследовании количественного состава микрофлоры слизистой оболочки 

носа при ПРС относительно контрольной группы было обнаружено значительное преобладание микроор-

ганизмов, принадлежащих к родам Staphylococcus и Streptococcus, а также к семейству Enterobacteriaceae. Так-

же обнаружено повышение КОЕ S. pneumoniae. При определении видовой принадлежности микроорганиз-

мов, относящихся к роду Staphylococcus, в группе ПРС относительно контроля было установлено увеличение 

общей численности штаммов S. aureus, относящихся к коагулазопозитивным и S. haemolyticus, S. epidermidis 

относящихся к коагулазонегативным стафилококкам. Также выявлено большое разнообразие коагулазо-

негативных стафилококков: S. epidermidis, S. haemolyticus, S. hominis, S. cohnii, S. capitis, S. hyicius и S. xylosus. 

В контрольной группе таких видов как S. capitis и S. hyicius не обнаружено. Таким образом при полипозном 

риносинусите на слизистой оболочке носа имеет место выраженный дисбактериоз. Анализ частоты встречае-

мости микроорганизмов, принадлежащих к разным родам, показал, что в группе ПРС чаще по сравнению 

с контрольной группой выделялись бактерии рода Streptococcus и семейства Nesseria, а также S. pneumoniae, 

S. pyogenes и M. сatarha lis, относительно контроля. Анализ частоты встречаемости бактерий, относящихся 

к роду Staphylococcus, выделенных со слизистой оболочки носа показал высокий процент обнаружения как 

коагулазоположительных стафилококков, к которым относится золотистый стафилококк, так и коагулазо-

отрицательных, таких как S. epidermidis, S. haemolyticus, S. hominis, S. cohnii, S. capitis, S. hyicius и S. xylosus в груп-

пе ПРС относительно контроля. Проведенный анализ вирулентных и персистентных свойств стафилококков 

выявил особенности ферментативного аппарата, определяющего клиническое течение заболевания: стафи-

лококки, длительно вегетирующие на слизистой оболочке носа изменяют свои свойства в сторону повыше-

ния устойчивости к бактерицидному воздействию естественной резистентности, что, вероятно, сообщает им 

дополнительные селективные преимущества при развитии воспалительного процесса.

Ключевые слова: микробиоценоз, вирулентность, персистенция, видовая принадлежность, резистентность, полипозный 

риносинусит.
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NASAL MUCOUS MEMBRANE MICROFLORA IN PATIENTS WITH POLYPOUS RHINOSINUSITIS

Kolenchukova O.A., Smirnova S.V., Lapteva A.M.

Scientific Research Institute of medical problems of the North, Krasnoyarsk, Russian Federation

Abstract. Nasal mucous membrane microbiocenosis Research amongst patients with polypous rhinosinusitis is conducted. 

Patients with polypous rhinosinusitis (PRS, n = 58) aged from 18 till 64 years and group of control (n = 156). For an mic-

roflora assessment of nasal mucous membrane during an exacerbation of a disease carried out crops of microorga nisms 

on nutrient differential and diagnostic agars. When studying the microflora received from nasal mucous membrane 

407 cultures of microorganisms at PRS were revealed. In control group of 174 microorganisms cultures are revealed. 

Among isolates were established 6 genera of 9 species of bacteria at PRS against 6 genera and 8 species in group of con-

trol. Microflora quantitative structure research of nasal mucous membrane at PRS of rather control group considerable 

prevalence of the microorganisms belonging to the sorts Staphylococcus and Streptococcus, and also to Enterobacteriaceae 

was revealed. It is also revealed increase S. pneumoniae. When determining specific accessory of the microorganisms rela-

ting to the Staphylococcus genera in PRS group concerning control the increase in total number of the strains of S. aureus 

relating to coagulase-positive and S. haemolyticus, S. epidermidis relating to coagulase-negative staphylococcus was estab-

lished. A big variety the coagulase-negative of Staphylococcus is also revealed: S. epidermidis, S. haemolyticus, S. hominis, 

S. cohnii, S. capitis, S. hyicius and S. xylosus. In control group of such types as S. capitis and S. hyicius it isn’t revealed. Thus 

at a polypous rhinosinusitis nasal mucous membrane the expressed dysbacteriosis takes place. The analysis of frequency 

of occurrence of the microorganisms belonging to different childbirth showed that in PRS group bacteria of the sort Strep-

tococcus and this Nesseria, and also S. pneumoniae, S. pyogenes were most often allocated concerning control. The fre-

quency prevalence analysis of the gene ra Staphylococcus related bacteria, allocated from nasal mucous membrane showed 

high detection percent as the coagulase-positive of Staphylococcus which to treat golden staphylococcus, and the coagu-

lase-negative staphylococcus, such as S. epidermidis, S. haemolyticus, S. hominis, S. cohnii, S. capitis, S. hyicius and S. xy-

losus in PRS group concerning control. The carried-out analysis virulent and the persistent of properties of Staphylococcus 

revealed features of the enzymatic device defining the clinical course of a disease: staphylococcus, it is long vegetative 

on a mucous membrane of a nose change the properties towards increase of resistance to bactericidal influence of natural 

resistance that probably tells them additional selective benefits at development of inflammatory process.

Key words: microbiocenosis, virulence, persistence, species affinity, resistance, polypous rhinosinusitis.

Очевидно, что дисбиоз и вторичные иммун-

ные нарушения — состояния неразделимые. 

Ключевая роль нормального микробиоценоза 

в адаптации (или дезадаптации при дисбиозе), 

подтверждает тезис И.И. Мечникова об осново-

полагающей роли дисбактериоза в развитии па-

тологических процессов [2, 5, 8]. Сопоставления 

показателей микробиоценоза с особенностя-

ми течения воспалительного заболевания по-

казало, что тяжесть патологичес кого процесса 

зависит от степени негативных изменений ми-

кробиологических показателей, что по нашему 

мнению диктует необходимость исследования 

микробиоценозов при различных заболеваниях 

и необходимости коррекции дисбиозов в ком-

плексной терапии заболевания. Дисбиоз можно 

рассматривать как фактор этио логии, либо как 

фактор, предрасполагающий к развитию пато-

логического процесса [1, 4, 9, 13].

Возникновение полипозных изменений сли-

зистой оболочки с формированием в последую-

щем полипов носа и околоносовых пазух мож-

но рассматривать как продолжение развития 

продуктивного процесса вследствие иммуно-

патологических изменений, в основе которых 

могут лежать нарушения микробной колони-

зации. Рядом исследователей у 27,3% больных 

полипозным риносинуситом (ПРС) были вы-

явлены положительные кожные пробы к одно-

му, а у 54,2% пациентов — к нескольким бакте-

риальным антигенам. Чаще у этих пациентов 

наблюдалась сенсибилизация стафилококком 

и стрептококком [3, 10, 11, 12].

Таким образом целью исследования явля-

лось определение микробиоценоза слизистой 

оболочки носа у больных ПРС.

Материалы и методы

Обследованы больные ПРС (n = 58) в возрас-

те от 18 до 64 лет. Группу контроля составля-

ли практически здоровые доноры крови ГБУЗ 

«Красноярского краевого центра крови № 1» 

(n = 156), сопоставимые по полу и возрасту. Диа-

гностика аллергического риносинусита осно-

вывалась на комплексном обследовании боль-

ных оториноларингологом и аллергологом-

иммунологом. При постановке диагноза ПРС 

использованы стандартные общеклинические 

методы с учетом дифференциальной диагнос-

тики атопических заболеваний и ринитов.

Для оценки микрофлоры слизистой оболоч-

ки носа во время обострения заболевания про-

водили посев микроорганизмов на питатель-

ные дифференциально-диагностические среды 

(КА, ЖСА, Эндо, энтерококк-агар). Для взятия 



368

Инфекция и иммунитетО.А. Коленчукова, С.В. Смирнова, А.М. Лаптева

образцов патологического материала со сли-

зистой оболочки носа и транспортировки для 

дальнейших исследований использовались сте-

рильные тупферы с коммерческой транспорт-

ной средой Эймса. Посев проводили сектор-

ным методом. Инкубировали в термостате при 

температуре 37°С в течении 24 часов. Подсчет 

микроорганизмов проводили по расчетной та-

блице.

Статистическую обработку результатов 

осуществляли с помощью пакета приклад-

ных программ Statistica 7.0 (StatSoft, Inc., 2004). 

Описание выборки производили с помощью 

подсчета медианы (Ме) и интерквартильного 

размаха в виде 25 и 75 перцентилей (С25 и С75). 

Нормальность распределения проверялась ме-

тодом Колмогорова–Смирнова. Достоверность 

различий между показателями независимых 

выборок оценивали по непараметрическому 

критерию Манна–Уитни. Критический уро-

вень значимости при проверке статистических 

гипотез в данном исследовании принимался 

равным 0,05.

Результаты

При исследовании количественного со-

става микрофлоры слизистой оболочки носа 

при ПРС относительно контрольной группы 

было обнаружено значительное преобладание 

микроорганизмов, принадлежащих к родам 

Staphylococcus и Streptococcus, а также к семейству 

Enterobacteriaceae. Также обнаружено повыше-

ние КОЕ S. pneumoniae (табл. 1). При этом в груп-

пе больных ПРС по сравнению с контрольной 

группой не обнаружено некоторых представи-

телей условно-патогенной микрофлоры (эн-

терококки и гемофильная палочка) которые, 

по данным различных исследований, выявля-

ются на слизистой оболочке носа довольно час-

то [7]. Обращает на себя внимание, что коли-

чественный состав грамотрицательной микро-

флоры слизистой оболочки носа при ПРС имеет 

тенденцию к увеличению. Появление несвой-

ственных для этого биотопа микроорганизмов 

позволяет предположить дисбиотические из-

менения. Не совсем обычная локализация этих 

бактерий может приводить к развитию воспа-

лительного процесса, а согласно данным ли-

тературы эти бактерии обладают выраженной 

сенсибилизирующей активностью [9].

При определении видовой принадлежно-

сти микроорганизмов, относящихся к роду 

Staphylococcus, в группе ПРС относительно 

контроля было установлено увеличение общей 

численности штаммов S. aureus, относящих-

ся к коагулазопозитивным и S. haemolyticus, 

S. epidermidis относящихся к коагулазонегатив-

ным стафилококкам. Коагулазопозитивные 

стафилококки являются высоковирулентными 

бактериями, которые при ослаблении иммун-

ной системы могут вызывать различные вос-

палительные заболевания носа и околоносовых 

пазух. Согласно данным литературы, S. aureus 

является патогенной флорой и обладает выра-

женным сенсибилизирующим свойством. Так-

же известно, что токсины, полученные из зо-

лотистого и эпидермального стафилококков, 

угнетают двигательную активность мерцатель-

ного эпителия и затрудняет транспорт секрета; 

кроме того при воздействии золотистого ста-

филококка наблюдается гемолиз эритроцитов 

[16]. Выявлено большое разнообразие коагу-

лазонегативных стафилококков: S. epidermidis, 

S. haemolyticus, S. hominis, S. cohnii, S. capitis, 

S. hyicius и S. xylosus. В контрольной группе 

ТАБЛИЦА 1. ПОКАЗАТЕЛИ КОЛИЧЕСТВЕННОГО СОСТАВА МИКРОФЛОРЫ СЛИЗИСТОЙ ОБОЛОЧКИ 

НОСА У БОЛЬНЫХ ПОЛИПОЗНЫМ РИНОСИНУСИТОМ

Показатели, КОЕ/мл
Ме (С25–С75)

Контроль, n = 156 ПРС, n = 58 Р

Staphylococcus spp. 5550 (100–105 050) 900 000 (2100–1 020 000) = 0,040

Streptococcus spp. 1000 (100–1000) 8 500 000 (500 000–9 000 000) = 0,029

Enterobacteriaceae spp. 5500 (55–10 000) 100 000 (100 000–100 000) = 0,032

Micrococcus spp. 1000 (550–1000) 50 500 (1000–100 000)

Nesseria spp. 1000 (1000–1000) 5000 (5000–5000)

S. pyogenes 0 10 000 (1000–15 000)

M. catarhalis 1000 (0–1000) 15 000 (1000–42 000)

S. aureus 200 (0–200) 52 550 (100–500 000)

S. epidermidis 1000 (100–100 000) 5000 (1000–100 000) = 0,021

S. haemolyticus 100 (10–100) 55 000 (7500–2 550 000) = 0,023

S. hominis 5505 (100–11 000) 750 000 (500 000–1 000 000) = 0,029

S. cohnii 10 000 (10 000–10 000) 0

S. capitis 0 1000 (1000–1000)

S. xylosus 2 500 150 (300–5 000 000) 10 000 (10 000–10 000)
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штаммов таких видов как S. capitis и S. hyicius 

не обнаружено. По современным данным воз-

растание численности коагулазонегативных 

стафилококков также может быть причинной 

осложнения различных заболеваний, этиоло-

гическими факторами которых не всегда явля-

ются бактериальные агенты [6].

Повышение концентрации условно-патоген-

ных бактерий говорит о снижении как неспеци-

фического иммунитета, так и общей иммунной 

резистентности организма, что документиру-

ется наличием отрицательных корреляцион-

ных взаимосвязей между представителями ус-

ловно-патогенной микрофлоры и клеточным 

и гуморальным звеньями иммунной системы. 

В группе ПРС обнаружены положительные 

корреляции Т-клеточного и отрицательные 

В-клеточного звена иммунитета с бактерия-

ми рода Neisseria. Так, при увеличении уровня 

В-лимфоцитов у больных в исследуемой группе 

снижается количество грамотрицательных кок-

ков, входящих в состав нормофлоры. При этом 

концентрация иммуноглобулина IgG, ЦИК 

и показателя относительного уровня синтеза 

IgA возрастает при увеличении концентрации 

золотистого и гемолитического стафилококков, 

что является вполне логичным и доказывает их 

роль в антибактериальной защите. Концентра-

ции IL-6, IL-8, IL-1β в сыворотке крови и на-

зальном секрете возрастают при увеличении 

концентрации золотистого, эпидермального 

и гемолитического стафилококков. Также об-

наружена отрицательная корреляция между 

уровнем выработки активных форм кислорода 

нейтрофильными гранулоцитами и количе-

ственным составом микроорганизмов, отно-

сящихся к грамположительной микрофлоре 

(стрептококки и стафилококки).

Подводя итоги, можно сказать, что при по-

липозном риносинусите на слизистой оболочке 

носа имеет место выраженный дисбиоз. Полу-

ченные результаты работы расценены нами как 

явления нарушения микробиоценоза, насту-

пившего вследствие снижения местного и си-

стемного иммунитета из-за трофических рас-

стройств слизистой оболочки носовых ходов. 

Микробный пейзаж слизистой оболочки носа 

беднее, чем зева, поэтому любые, даже мини-

мальные отклонения могут быть индикаторами 

дисбиотических нарушений.

При изучении микрофлоры, полученной 

со слизистой оболочки носа, было выявлено 

407 культур микроорганизмов при ПРС. В груп-

пе контроля выявлено 174 культуры микроор-

ганизмов. Среди изолятов установлено 6 ро-

дов 9 видов бактерий при ПРС против 6 родов 

и 8 видов в группе контроля.

Анализ частоты встречаемости микроорга-

низмов, принадлежащих к разным родам, пока-

зал, что в группе ПРС чаще всего, по сравнению 

с группой контроля, выделялись бактерии рода 

Streptococcus и семейства Neisseria. Анализ про-

центного состава бактерий в группе больных 

ПРС обнаружил достоверно высокую часто-

ту встречаемости таких микроорганизмов как 

S. pneumoniae, S. pyogenes и M. catarhalis, относи-

тельно контроля (табл. 2).

Среди бактерий, относящихся к роду Staphy-

lococcus, выделенных со слизистой оболочки носа, 

в группе ПРС отмечен более высокий процент 

ТАБЛИЦА 2. ЧАСТОТА ВСТРЕЧАЕМОСТИ БАКТЕРИЙ НА СЛИЗИСТОЙ ОБОЛОЧКЕ НОСА У БОЛЬНЫХ 

ПОЛИПОЗНЫМ РИНОСИНУСИТОМ

Показатели, %
Ме (С25–С75)

Контроль, n = 156 ПРС, n = 58 Р

Staphylococcus spp. 35,76 54,10 < 0,001

Streptococcus spp. 34,12 73,77 < 0,001

Enterobacteriaceae spp. 27,06 52,46 < 0,001

Micrococcus spp. 14,71 57,38 < 0,001

Nesseria spp. 12,94 68,57 < 0,001

S. pneumoniae 13,5 47,54 < 0,001

S. pyogenes 0 49,18 < 0,001

M. catarhalis 16,47 55,74 < 0,001

S. aureus 14,71 54,10 < 0,001

S. epidermidis 33,53 55,74 < 0,001

S. haemolyticus 17,62 52,46 < 0,001

S. hominis 11,81 55,74 < 0,001

S. cohnii 29,01 0

S. capitis 0 50,82 < 0,001

S. xylosus 11,81 67,21 < 0,001
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обнаружения как коагулазоположительных ста-

филококков, к которым относится золотистый 

стафилококк, так и коа гулазоотрицательных, 

таких как S. epidermidis, S. haemolyticus, S. hominis, 

S. cohnii, S. capitis, S. hyicius и S. xylosus  по сравне-

нию с контролем.

Сравнительное изучение микробного пей-

зажа показало, что только в 25% при ПРС 

были выделены монокультуры стафилокок-

ков (S. aureus), в остальных случаях микроор-

ганизмы формировали ассоциации. При ПРС 

установлены поликомпонентные ассоциации 

(от 2 до 5 микроорганизмов), с преобладанием 

2- и 3-компонентных — 32% (S. aureus, S. epi-

dermidis) и 18% (S. epidermidis, S. haemolyticus, 

S. hominis). Анализ распределения видов внут-

ри ассоциаций показал, что ведущими среди 

Staphylococcus являлись S. aureus, S. epidermidis, 

S. haemolyticus и S. hominis. Обнаружение дру-

гих стафилококков (S. xylosus, S. cohnii, S. capitis, 

S. hyicus) находилось в зависимости от соотно-

шения основных видов.

Ведется поиск информативных биологичес-

ких характеристик микроорганизмов, опреде-

ляющих их длительное персистирование в ор-

ганизме человека. В этом плане перспективным 

представляется подход, основанный на регист-

рации и анализе у изолируемых штаммов ком-

плекса биологических свойств, направленных 

на инактивацию факторов естественной про-

тивоинфекционной защиты макроорганизма 

и обозначаемые как маркеры бактериальной 

персистенции. К факторам патогенности ста-

филококков относят продуцируемые ими фер-

менты и токсины [14, 15]. В работе были изучены 

такие биохимические свойства, как гемолитиче-

ская, лецитиназная, липазная, фибринолитиче-

ская активность и способность продуцировать 

коллагеназу. При изучении способности проду-

цировать ферменты патогенности среди стафи-

лококков в группе больных ПРС и контрольной 

группе получены следующие результаты: коагу-

лазоположительных штаммов обнаружено 22,8% 

при ПРС и 20% в контрольной группе; гемолити-

ческую активность проявляли 30% стафилокок-

ков при ПРС, в контроле — 12%. При этом диа-

метр зоны лизиса эритроцитов в группе ПРС — 

8,0±0,7 мм и в группе контроля — 3,4±0,4 мм. 

Лецитиназная активность была отмечена у 27,5% 

стафилококков при ПРС, в контрольной груп-

пе — 18%. Диаметр зоны действия фермента ле-

цитиназы при ПРС — 2,3±1,6 мм и в группе кон-

троля 1,4±0,1 мм. Фермент липаза присутствовал 

у 28% штаммов стафилококков при ПРС и 15% 

в контроле. Диаметр зоны липазной активности 

в группах больных ПРС и контроля составил со-

ответственно 4,7±0,9 и 2,4±0,2 мм. При изуче-

нии фибринолитической активности в группе 

ПРС 60% штаммов золотистого стафилококка 

продуцировали данный фермент (коагулазоо-

трицательные виды стафилококков такой спо-

собностью не обладали) в контрольной группе 

количество штаммов способных продуцировать 

фибрин соответствовало 9%. Высокую протео-

литическую активность при ПРС проявили ста-

филококки (46,6%) при этом в контрольной груп-

пе процент стафилококков способных разжижать 

желатину соответствовал 27%.

Критериями персистенции служат часто-

та хронизации инфекционного процесса или 

формирование бактерионосительства. Биоло-

гические свойства микроорганизмов, обеспе-

чивающих длительное сохранение патогена 

в организме хозяина, обозначают как факторы 

персистенции, которые обеспечивают, в част-

ности стафилококкам, устойчивость к бактери-

цидным системам хозяина [8]. Изучение перси-

стентных свойств стафилококков, выделенных 

со слизистой оболочки носа при ПРС, показало, 

что антилизоцимная активность присутствова-

ла у 36% штаммов бактерий рода Staphylococcus, 

диаметр зоны лизиса при этом соответствовал 

9,8±1,6 мм. Количество штаммов, обладающих 

антиинтерфероновой активностью, соответ-

ствовало 50%. Диаметр зоны просветления со-

ставил 7,5±0,7 мм. В контрольной группе вы-

деленные стафилококки не обладали антиин-

терфероновой и антилизоцимной активностью. 

В группе ПРС наблюдалась положительная 

взаимосвязь между плазмокоагулазной, леци-

тиназной и липазной активностью (r = 0,61, P < 

0,001; r = 0,35, P < 0,001) и антилизоцимной ак-

тивностью стафилококков (r = 0,41, P < 0,001). 

При этом наблюдалась отрицательная взаимос-

вязь между способностью разрушать эритро-

циты и липазной активностью (r = –0,31, P = 

0,030) а также прямая зависимость с протеоли-

тической активностью (r = 0,49, P < 0,001). Леци-

тиназная активность положительно взаимосвя-

зана с липазой и антилизоцимной активностью 

(r = 0,59, P < 0,001; r = 0,29, P = 0,014).

На основании полученных данных можно 

сделать вывод, что коагулазоположительные 

и коагулазоотрицательные стафилококки, вы-

деленные в группе ПРС, проявляют агрессив-

ные свойства, продуцируя ферменты, которые 

расцениваются как факторы патогенности. 

Это может свидетельствовать об их роли в раз-

витии воспалительного процесса на слизистой 

оболочке носа. Активизация аутофлоры про-

исходит при разнообразных повреждающих 

воздействиях на организм человека, но сни-

жение антимикробной резистентности яв-

ляется не единственной причиной развития 

эндогенной инфекции. Угнетение факторов 

естественного иммунитета вызывает глубокие 

нарушения сложившихся ассоциативных свя-

зей в микробиоценозах, что, в конечном счете, 
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приводит к дисбактериозам и изменению био-

логических свойств микробов аутофлоры. О на-

рушениях, происходящих на этапах развития 

дисбиозов, можно судить по однотипным ре-

акциям, которые возникают при воздействии 

различных патологических агентов. Согласно 

данным литературы, сначала наблюдается зна-

чительное количественное увеличение нор-

мальных симбионтов. Следствием возрастания 

количества микроорганизмов является уси-

ление процессов конкуренции и интерферен-

ции между ними, что приводит в последующем 

к исчезновению некоторых симбионтов [2, 13]. 

Так, в группе больных ПРС наблюдается высо-

кая обсемененность золотистым стафилокок-

ком при снижении частоты обнаружения или 

отсутствия некоторых других представителей. 

Подобная экологическая ситуация свидетель-

ствует о формировании дисбиоза, когда один 

или несколько видов бактерий занимают до-

минирующее положение в микробном пейзаже 

носа, а нормальная микрофлора подавляет-

ся. Золотистый стафилококк часто сочетается 

со стрептококками и пневмококками, являясь 

обычно выражением смешанной инфекции. 

Полученные нами положительные корреляци-

онные взаимосвязи между этими представите-

лями это подтверждают [14].

Формирование новых микробных сообществ 

может изменять среду обитания и характер взаи-

моотношений между ассоциантами. Многие ис-

следователи считают, что в таких условиях проис-

ходит отбор микропопуляций аутофлоры с повы-

шенными вирулентными свойствами [1, 5, 8].

Проведенный анализ выявил особенности 

биологических свойств стафилококков, опре-

деляющих клиническое течение заболева-

ния: стафилококки, длительно вегетирующие 

на слизистой оболочке носа изменяют свои 

свойства в сторону повышения устойчивости 

к факторам естественной резистентности, что, 

вероятно, сообщает им дополнительные селек-

тивные преимущества при развитии воспали-

тельного процесса.
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ОПЫТ ПРИМЕНЕНИЯ МИКРОБИОЛОГИЧЕСКИХ 

МЕТОДОВ ИССЛЕДОВАНИЙ 

ПРИ ИНФЕКЦИОННЫХ ОСЛОЖНЕНИЯХ 

ТЯЖЕЛЫХ ТРАВМ

С.А. Свистунов, А.А. Кузин, Т.Н. Суборова, Д.А. Жарков

ФГБВОУ ВПО Военно-медицинская академия им. С.М. Кирова Минобороны России, Санкт-Петербург, Россия

Резюме. Современной проблемой клинической медицины и в большей степени хирургии являются инфек-

ции, связанные с оказанием медицинской помощи. За последнее время в хирургии достигнут значительный 

прогресс, связанный с новыми организационными подходами и медицинскими технологиями специализи-

рованной медицинской помощи раненым и пострадавшим. Однако эти достижения нивелируются высокой 

частотой инфекционных осложнений, требующих поиска эффективных мер диагностики и профилактики. 

У пациентов с тяжелыми травмами часто развиваются внутрибольничные инфекции, что во многом опре-

деляется влиянием клинико-патогенетических факторов риска. Такие инфекционные осложнения требу-

ют всесторонней оценки, в том числе с проведением микробиологических исследований. Основными воз-

будителями инфекционных осложнений в хирургических стационарах являются S. aureus, K. pneumoniae, 

P. aeruginosa, Acinetobacter spp., которые способны вызывать инфекции кровотока, мягких тканей, дыхатель-

ных и мочевыводящих путей, особенно у ослабленных и иммунокомпрометированных пациентов, а также 

пациентов, находящихся в отделениях интенсивной терапии. Эти микроорганизмы представляют угрозу 

для пациентов и медицинского персонала, поскольку способны длительно сохраняться в больничной сре-

де, а также распространяться от пациента к пациенту при нарушении изоляционно-ограничительных ме-

роприятий и требований к гигиене рук медицинских работников. Клинические закономерности развития 

инфекций, связанных с оказанием медицинской помощи при тяжелых травмах, заключаются в возможнос-

ти последовательного и параллельного развития как в разные, так и в одинаковые сроки местных, висце-

ральных и генерализованных инфекционных осложнений с преобладанием сочетанных форм у пациентов 

хирургического стационара с высоким риском внутрибольничного инфицирования на фоне действия фак-

торов лечебно-диагностического процесса и госпитальной среды, заноса возбудителей. Ранняя постановка 

этиологического диагноза позволяет своевременно назначить эмпирическую этиотропную терапию и про-

вести мероприятия инфекционного контроля, направленные на предотвращение распространения микро-

организмов в стационаре. Использование хромогенных (флюорогенных) сред при исследовании проб кли-

нического материала на этапе первичного посева делает возможным получение ускоренного ответа (через 

18–24 ч). Микробиологический мониторинг в диагностике инфекционных осложнений у пациентов с тя-

желыми травмами и эпидемиологическом надзоре за инфекциями, связанными с оказанием медицинской 

помощи позволяет выявлять возбудителей, способных становиться ведущими патогенами, образовывать 
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устойчивые внутри- и межгрупповые ассоциации и изменять характер инфицирования по типу персистен-

ции, суперинфекции и реинфекции, а также особенности многолетних и внутригодовых изменений частоты 

выделения патогенов.

Ключевые слова: микробиологическая диагностика и мониторинг, инфекционные осложнения, раненые и пострадавшие, 

хирургический стационар, ассоциации возбудителей, хромогенные среды.

MICROBIOLOGICAL METHODS APPLICATION  EXPERIENCE IN THE SEVERE INJURIES 

INFECTIOUS COMPLICATIONS

Svistunov S.A., Kuzin A.A., Suborova T.N., Zharkov D.A.

Military Medical Academy named after S.M. Kirov, St. Petersburg, Russian Federation

Abstract. Modern clinical medicine and surgery problems are associated with infections complications after medical 

care. In recent years, surgery has made substantial progress related to the new organizational approaches and medical 

technology specialized medical care to the wounded and injured. However, these gains are offset by a high rate of in-

fectious complications that require finding effective measures emerging infectious complications timely diagnosis and 

their prevention. Clinical manifestations are often nosocomial in patients with severe injuries and are largely deter-

mined by the influence of clinical and pathogenetic risk factors. Such infectious complications require a comprehen-

sive assessment, including microbiological testing. The main causative agents of infectious complications in surgical 

hospitals are S. aureus, K. pneumoniae, P. aeruginosa, Acinetobacter spp., which can cause bloodstream infections, soft 

tissue, respiratory and urinary tract infections, especially in debilitated and immunocompromised patients and pa-

tients in intensive care units. These micro organisms are dangerous to patients and medical staff, as they can survive for 

a long time in the hospital environment, as well as to spread from patient to patient in violation of isolation restrictive 

measures and requirements for hygiene of medical workers hands. Clinical patterns of infection associated with medical 

care for severe injuries are to the possibility of serial and parallel development, both in different and in the same time 

frame of local, visceral and generalized infection with prevalence of combined forms of patients surgical hospital with 

a high risk of nosocomial infection against the background of factors, diagnostic and treatment process and hospital 

environment, introduction of the agent. Early etiological diagnosis allows timely assign empirical causal treatment and 

arrange for infection control to prevent the spread of microorganisms in the hospital. The use of chromogenic (f luoro-

genic) environments in the study samples of clinical material at the stage of primary seeding makes it possible to obtain 

rapid response (18–24 h). Microbiological monitoring in the diagnosis of infectious complications in patients with 

severe injuries and epidemiological surveillance for infections associated with medical care can detect agents capable 

of becoming the leading pathogens, form stable intra  and inter group associations and change the nature of the infection 

on persistence type superinfection and reinfection, as well as the features of the multi year and intra change frequency 

allocation pathogens.

Key words: microbiological diagnosis and monitoring, infectious complications, wounded and injured, surgical hospital, agents association, 

chromogenic medium.

Введение

Одной из актуальных проблем современного 

здравоохранения является профилактика ин-

фекций, связанных с оказанием медицинской 

помощи (ИСМП) [2]. Несмотря на проводимую 

работу в данном направлении сохраняются пред-

посылки для возникновения ИСМП, что может 

быть связано с созданием крупных больничных 

комплексов; наличием в стационарах большого 

числа источников инфекции; возрастанием роли 

артифициального и активизацией естественных 

механизмов передачи инфекции; нерациональ-

ным применением антибиотиков; увеличением 

групп риска (пожилые люди, больные с хрони-

ческими заболеваниями) и др. [4, 6, 9, 12, 13]. 

Неотъемлемой частью организации профилак-

тики ИСМП является микробиологический 

мониторинг, позволяющий следить за циркуля-

цией возбудителей в стационаре, динамикой их 

структуры и биологических свойств, тенденция-

ми развития устойчивости к антимикробным 

препаратам (АМП) [5, 7, 10, 11]. Проведение мик-

робиологических исследований в медицинс-

ких организациях регламентировано СанПиН 

2.1.3.2630-10 «Санитарно-эпидемиологические 

требования к организациям, осуществляющим 

медицинскую деятельность». Однако бактерио-

логические лаборатории имеются в штате не всех 

медицинских организаций. Количество и объем 

проводимых ими исследований весьма ограни-

чены, что связано с неукомплектованностью 

специалистами, нехваткой реактивов и оборудо-

вания, а также несоответствием штата лаборато-

рии объему возложенных задач [1]. При этом ме-

роприятия производственного контроля часто 

сведены только к контролю стерильности меди-

цинского инструментария [8]. Единичные слу-
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чаи регистрации ИСМП в стационарах связаны 

не с систематическим активным выявлением 

больных, а по большей части с возникновением 

нештатных ситуаций [3].

Материалы и методы

В ходе работы проводили исследование проб 

клинического материала, полученных от паци-

ентов специализированного стационара по лече-

нию тяжелых ранений и травм. Взятие материала 

и транспортировку в лабораторию осуществляли 

в соответствии с МУ 4.2.2039-05 «Техника сбора 

и транспортирования биоматериалов в микро-

биологические лаборатории», утвержденными 

Главным государственным санитарным врачом 

РФ 23 декабря 2005 г. Организация микробио-

логических исследований соответствовала тре-

бованиям руководства по санитарной микро-

биологии (2006) и методических рекомендаций 

по микробиологической диагностике раневых 

инфекций в лечебно-диагностических учрежде-

ниях армии и флота (1999). Отбор образцов кли-

нического материала для бактериологического 

исследования проводили при строгом соблюде-

нии правил асептики в соответствии с норма-

тивными документами. Для получения пред-

варительных (ускоренных) результатов иденти-

фикации дополнительно производили посевы 

на хромогенные среды «Uriselect 4» (Bio-Rad, 

Франция) и «Хай Хром селективный агар для 

грибов Candida» (HiMedia, Индия).

Результаты и обсуждение

Установлено, что лечение раненых и по-

страдавших с тяжелыми травмами, а также па-

циентов с тяжелой хирургической патологией 

характеризуется этапностью, что предполагает 

их перемещение внутри разных подразделений 

стационара и влияет на частоту их бактериоло-

гического обследования. Наиболее часто эти 

исследования в рамках микробиологического 

мониторинга проводились пациентам отде-

ления интенсивной терапии (ОИТ), в других 

подразделениях они назначались лечащими 

врачами при подозрении на инфекционное ос-

ложнение или для оценки эффективности анти-

бактериальной терапии. Основным принципом 

формирования системы микробиологическо-

го мониторинга является зависимость объема 

бактериологических исследований от тяжести 

и распространенности инфекционного процес-

са, при этом уровень сопровождения опреде-

ляется клиническим диагнозом у конкретного 

пациента.

Общее число обследованных составило 1296 

человек, у 1087 (83,9%) из них были обнаруже-

ны возбудители ИСМП во время лечения в раз-

ных отделениях. При этом у 126 (11,6%) человек 

была отмечена смена возбудителя. Более 70,0% 

пациентов лечились в отделениях интенсивной 

терапии (всего 907 человек). Доля пациентов 

ОИТ, у которых в клиническом материале были 

выделены госпитальные микроорганизмы, со-

ставила 71,4% (раненые и пострадавшие с тяже-

лыми травмами — 64,4%), что свидетельствует 

о существенной пораженности ИСМП данной 

категории пациентов. По результатам прове-

денного исследования частота выделения воз-

будителей у пациентов с тяжелыми травмами 

в несколько раз превышала показатель для па-

циентов хирургического профиля, однако в от-

делении раневой инфекции и специализиро-

ванных хирургических отделениях это соотно-

шение было незначительным. Установлено, что 

микробный пейзаж отделений формировался 

преи мущественно возбудителями, выделенны-

ми от пациентов с развившимися инфекцион-

ными осложнениями. Ведущими возбудителя-

ми, которые доминировали в микробном пейза-

же были P. aeruginosa, K. pneumoniae, Acinetobacter 

spp., S. aureus. Данные возбудители преобладали 

в спектре выделенных микроорганизмов, при 

этом их совокупная доля у лиц с ИОХВ составила 

63%, ИДП — 72%, ИМВП — 30%, при бактери-

емии — 54,4% (табл. 1).

В ходе проведения исследования так же было 

установлено, что в 21,8% случаев ИСМП имели 

полимикробную этиологию. Данные о составе 

наиболее часто выделяемых микробных ассоци-

аций представлены в таблице 2. Чаще всего вы-

делялись ассоциации K. pneumonia с Enterococcus 

spp. (41,9%), K. pneumonia с Acinetobacter spp. 

(32,3%), Candida spp. с Enterococcus spp. (32,3%), 

реже P. aeruginosa с Enterococcus spp. и P. aeru-

ТАБЛИЦА 1. ЧАСТОТА ВЫДЕЛЕНИЯ ОСНОВНЫХ ВОЗБУДИТЕЛЕЙ ИНФЕКЦИОННЫХ ОСЛОЖНЕНИЙ 

В СПЕЦИАЛИЗИРОВАННОМ СТАЦИОНАРЕ С УЧЕТОМ ИХ ПОВТОРНОГО ВЫЯВЛЕНИЯ

Возбудители ИОХВ ИДП ИМВП Бактериемия

S. aureus, % 19 16 1 37

P. aeruginosa, % 14 18 10 –

K. pneumoniae, % 15 18 13 13

Acinetobacter spp., % 15 20 7 5

Прочие, % 37 28 70 45,6
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ginosa с Acinetobacter spp. (29,0%), а также ас-

социации S. aureus с Enterococcus spp. (25,8%), 

S. aureus с Acinetobacter spp. (25,8%) и K. pneumonia 

с P. aeruginosa (19,4%) (табл. 2).

Основные возбудители ИСМП также раз-

личались по частоте выявления в зависимости 

от характера клинического материала. Так, 

было установлено, что в отделяемом нижних 

дыхательных путей чаще обнаруживаются 

Acinetobacter spp. (16,7%) и P. aeruginosa (16,7%), 

в моче — Candida spp. (19,9%) и Enterococcus spp. 

(14,7%), в отделяемом верхних дыхательных 

путей — Acinetobacter spp. (19%) и K. pneumonia 

(19%), в крови чаще обнаруживался S. aureus 

(8,3%), в ликворе — Enterococcus spp. (15,8%), 

в раневом отделяемом и синовиальной жид-

кости — S. aureus (14,1 и 25% соответственно). 

Кроме этого в микробном пейзаже выделены 

и другие микроорганизмы, частота выделения 

которых зависела от профиля отделения.

Для первичного посева проб клинического 

материала дополнительно использовали хро-

могенный неселективный агар «Uriselect 4» 

(Bio-Rad, Франция) и «Хай Хром селективный 

агар для грибов Candida» (HiMedia, Индия), по-

зволяющие проводить одноэтапное выделение 

и идентификацию наиболее распространен-

ных возбудителей: Staphylococcus sрр. (включая 

S. aureus), энтеробактерии (E. coli, K. pneumoniae, 

Enterobacter spp., Proteus spp., Citrobacter spp. и др.), 

неферментирующие грамотрицательные бакте-

рии (P. aeruginosa, A. baumanii), Enterococcus spp., 

Candida spp. и др. Несмотря на то, что подобные 

среды разрабатывались, прежде всего, для ис-

следования проб мочи, во многих лабораториях 

в настоящее время их все шире используют для 

посева другого клинического материала. Ана-

лиз результатов посева проб клинического ма-

териала показал, что в 53,6% проб микроорга-

низмы присутствуют в монокультуре, а в 46,4% 

проб — в ассоциации. При этом монокульту-

ры были выделены из 95,7% проб крови, 29,2% 

проб отделяемого нижних дыхательных путей 

и 58,9% мочи, 60,3% проб раневого отделяемого. 

Использование для первичного посева хромо-

генной среды позволило уже через 24 ч не толь-

ко выделить чистую культуру возбудителей, 

но и определить видовой состав микробных ас-

социаций. Они состояли из 2–4 различных ви-

дов возбудителей, колонии которых четко диф-

ференцировались на хромогенной среде. Чаще 

встречались пробы, содержащие два вида воз-

будителей (26,3% проб), в 13,9% проб ассоциа-

ции включали три вида, в 6,2% проб — четыре 

вида (табл. 3.).

Необходимо отметить, что проведение мик-

робиологического мониторинга подразумевает 

решение ряда важных задач, что позволяет обо-

сновать меры профилактики ИСМП. К их чис-

лу относятся:

 – этиологическая расшифровка инфекци-

онных осложнений у пациентов, выявление 

госпитальных штаммов микроорганизмов 

и разработка стратегии и тактики борьбы 

с ними;

 – динамическая оценка и корректировка 

проводимой антимикробной терапии на ос-

нове организации рационального взаимодей-

ствия между лечащими врачами и сотрудни-

ками микробиологической лаборатории;

ТАБЛИЦА 2. ВИДОВОЙ СОСТАВ МИКРОБНЫХ 

АССОЦИАЦИЙ, ВЫДЕЛЕННЫХ ИЗ ОБРАЗЦОВ 

КЛИНИЧЕСКОГО МАТЕРИАЛА ПОСТРАДАВШИХ 

С ТЯЖЕЛЫМИ ТРАВМАМИ

Ассоциации 

возбудителей

Частота 

выделения, %

K. pneumoniae + Enterococcus spp. 41,9

Acinetobacter spp. + K. pneumoniae 32,3

Candida spp. + Enterococcus spp. 32,3

P. aeruginosa + Enterococcus spp. 29,0

Acinetobacter spp. + P. aeruginosa 29,0
Acinetobacter spp. + S. aureus 25,8
S. aureus + Enterococcus spp. 25,8

K. pneumoniae + P. aeruginosa 19,4

ТАБЛИЦА 3. РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ КЛИНИЧЕСКОГО МАТЕРИАЛА С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ 

ХРОМОГЕННОЙ СРЕДЫ «URISELECT 4»

Клинический 

материал

Пробы с наличием роста микроорганизмов

Монокультура
Ассоциации микроорганизмов

Всего
2 вида 3 вида 4 вида всего

абс. % абс. % абс. % абс. % абс. % абс. %

Отделяемое 
дыхательных путей

57 29,2 69 35,4 42 21,5 27 13,8 138 70,8 195 100

Моча 146 58,9 66 26,6 27 10,9 9 3,6 102 41,1 248 100

Раневое отделяемое 178 60,3 68 23,1 39 13,2 10 3,4 117 39,7 295 100

Кровь 22 95,7 1 4,3 0,0 0,0 1 4,3 23 100

Другой материал 19 73,1 3 11,5 1 3,8 3 11,5 7 26,9 26 100

Итого 422 53,6 207 26,3 109 13,9 49 6,2 365 46,4 787 100
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 – выявление носителей возбудителей ИСМП 

и факторов передачи возбудителя в ходе 

лечебно-диагностического процесса, микро-

био логическая оценка качества проводимых 

сани тарно-противоэпидемических (профи-

лактических) мероприятий на основе органи-

зации взаимодействия между госпитальными 

эпидемиологами и сотрудниками микробио-

логической лаборатории;

 – своевременная коррекция лекарственного 

формуляра на основе организации взаимо-

действия между клиническими фармаколо-

гами и сотрудниками микробиологической 

лаборатории;

 – раннее активное выявление пациентов, 

подвергшихся риску инфицирования и за-

болевания ИСМП.

Выводы

Микробиологический мониторинг составля-

ет основу этиологической диагностики инфек-

ционных осложнений и является важнейшим 

инструментом эпидемиологического надзора 

за ИСМП, позволяющим определять «проблем-

ные» микроорганизмы и своевременно обосновы-

вать направления совершенствования лечебно-

профилактических мероприятий. Для расшиф-

ровки этиологии ИСМП необходимо проводить 

микробиологическое исследование полученного 

от пациента клинического материа ла с иденти-

фикацией выделенных микроорганиз мов и их 

внутривидовой дифференциацией, а также опре-

деление спектра чувствительности выделенных 

штаммов к антибиотикам.

Использование хромогенных сред с допол-

нительными селективными добавками при по-

севе клинического материала позволяет в один 

этап проводить не только выделение и иденти-

фикацию микроорганизма, но и (в зависимости 

от селективной добавки) обнаружить штаммы, 

устойчивые к бета-лактамам (MRSA, БЛРС-

продуцирующие и карбапенем-резистентные 

энтеробактерии и ГОНБ) и гликопептидам 

(VRE). При этом срок исследования сокраща-

ется до 18–24 ч. Кроме того, такие среды по-

зволяют заметить «гетерогенность» популяции 

возбудителя по чувствительности к антимик-

робным препаратам, и выявить те колонии, 

которые характеризуются устойчивостью. Со-

здание базы данных штаммов, полученных 

в мик робиологической лаборатории, обеспечит 

проведение полноценного эпидемиологическо-

го анализа.
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ЭТАПНЫЙ АНАЛИЗ РЕЗУЛЬТАТОВ ВЫЯВЛЕНИЯ 

ВОЗБУДИТЕЛЕЙ ОСТРЫХ ДИАРЕЙ 

ДЛЯ ВЕРИФИКАЦИИ ДИАГНОЗА 

У ВЗРОСЛЫХ ПАЦИЕНТОВ

Е.А. Кожухова1, Н.В. Андреева2, В.Д. Иващенко1

1 Первый Санкт-Петербургский Государственный медицинский университет им. И.П. Павлова, Санкт-Петербург, Россия
2 СПб ФГБУЗ Клиническая инфекционная больница им. С.П. Боткина, Санкт-Петербург, Россия

Резюме. У 264 взрослых больных, госпитализированных с острой диареей в форме средней тяжести, проведено 

сопоставление клинической симптоматики с результатами выявления энтеропатогенов различными метода-

ми диагностики. В период эпидемиологического неблагополучия по дизентерии (2002–2004 гг.) для детекции 

энтеропатогенов у 91 пациента использовали: культуральный метод (клинический материал — фекалии) и ме-

тод выявления специфических сывороточных антител (для детекции Shigella spp. и Salmonella spp.); метод ИФА 

(для детекции ротавирусного антигена в фекалиях). В период эпидемиологического благополучия по дизенте-

рии (2009–2011 гг.) исследование клинического материала 173 больных, у которых в симптоматике ОКИ был 

документирован синдром колита (по результатам копроцитоскопического и/или ректороманоскопического 

исследования), проводили выше названными методами и дополнительно методом ПЦР (клинический мате-

риал — фекалии) набором «Амплисенс® ОКИ скрин-FL» (Интерлабсервис, Россия). Выявили, что у пациентов, 

у которых в период эпидемиологического неблагополучия по дизентерии обнаруживали только ротавирусный 

антиген (РВА), и тех, у кого наряду с РВА выявляли Shigella spp. культуральным методом, отсутствовали су-

щественные отличия клинически значимых количественных и частотных показателей (в том числе частота 

наличия синдрома колита). Это позволило предположить возможную гиподиагностику микст-ОКИ при не-

выявленном использованными методами бактериальном возбудителе. Дополнительное использование ПЦР-

метода позволило выявить Campylobacter spp. и диагносцировать протекавший по типу острой диареи кампи-

лобактериоз, расцененный как основное заболевание и преимущественно в виде моноинфекции — у каждого 

пятого больного (20,8%), а как сопутствующее при микст-ОКИ — у 4% больных. При наличии в симптоматике 

синдрома колита использование ПЦР-метода позволило выявить Salmonella spp., Campylobacter spp. у каждо-

го третьего больного, а Shigella spp. и ассоциации энтеропатогенов — у каждого 5-го пациента. Прицельный 

анализ выявленных энтеропатогенов у обследованных в период эпидемиологического благополучия по дизен-

терии 15 больных с положительным результатом на ротавирус показал, что у 6 из них (40% пациентов) име-

ла место детекция ассоциации ротавируса с маркерами других, в подавляющем большинстве бактериальных 

(у 5 из 6 человек), патогенов. Таким образом, у взрослых больных острой диареей с синдромом колита целесо-

образно комплексное (с включением ПЦР-метода) обследование для расширения возможности детектировать 

не только вирусные, но и бактериальные способные вызывать колит, энтеропатогены.

Ключевые слова: острая диарея, ассоциация энтеропатогенов, культуральный метод, иммуноферментный анализ, 

полимеразная цепная реакция.
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OPEN ENDED RESULTS OF ACUTE DIARRHEA AGENT DETECTION TO VERIFY DIAGNOSIS 

IN ADULT CASES

Kozhukhova E.A.a, Andreeva N.V.b, Ivaschenko V.D.a

a Pavlov First St. Petersburg State Medical University, St. Petersburg, Russian Federation
b Hospital named after S.P. Botkin for Infectious Diseases in Adults, St. Petersburg, Russian Federation

Abstract. In 264 adult acute diarrhea cases with moderate course it was analyzed both symptoms and agents detected 

by different methods: in 91 cases (examined in the period of shigellosis high incidence level) — by culture and serologic 

(specific antibodies detection) methods to detect Shigella spp. and Salmonella spp. plus ELISA method to detect rotavirus 

antigen in feces; in 173 cases (examined in the period of shigellosis low incidence level) — by above mentioned methods 

plus PCR based method. Data obtained in the period of shigellosis high incidence level have shown that there has been no 

significant difference in clinical scores (including colitis frequency) between cases positive only for rotavirus antigen and 

those positive both for rotavirus antigen and Shigella spp. culture. That let suspect that acute diarrhea had been likely to be 

caused by association of rotavirus with any bacterial agent undetected by the methods used. PCR-based diagnostic method 

additionally used (in the period of shigellosis low incidence level) resulted in detection of Campylobacter spp. accounted 

for campilobacteriosis as mono infection in 20,8% cases and as mixed infection (in association with other enteropatho-

gens) — in 4% cases. In cases with colitis the additional usage of PCR-based diagnostic method resulted in Salmonella spp. 

and Campylobacter spp. detection in every third case, Shigella spp. and agent association detection — in every fifth case. 

The target analysis of enteropathogens detected in 15 cases positive for rotavirus (examined in the period of shigellosis low 

incidence level) has shown that in 6 of them there has been detected association of rotavirus with other agents predomi-

nantly bacterial ones (in 5 of 6 cases). So, the PCR method might be quite useful to broaden the spectrum of detected 

enteropathogens in adult acute diarrhea cases especially in those with colitis syndrome available.

Key words: acute diarrhea, enteropathogen association, culture method, ELISA method, PCR-based method.

Введение

Острые кишечные инфекции (ОКИ) оста-

ются серьезной проблемой здравоохранения: 

они повсеместно распространены, достаточно 

высококонтагиозны, полиэтиологичны и труд-

но контролируемы [2]. На фоне развивающихся 

возможностей лабораторной верификации диа-

гноза все еще весомой остается доля нерасшиф-

рованных ОКИ, имеют место колебания забо-

леваемости острыми диареями (ОД) различной 

этиологии, непрогнозируемая смена ведущих 

сероваров возбудителей, иногда с увеличением 

частоты тяжелых форм заболевания. Широкое 

в последнее время использование молекулярно-

биологических диагностических методов для 

детекции возбудителей ОД [4, 6] привело к за-

метному увеличению частоты регистрации ОКИ 

вирусной этиологии. Это обстоятельство требу-

ет пристального внимания, особенно в случаях, 

когда в клинической симптоматике у больных 

документируют проявления, не свойственные 

вирусным диареям, патогенетически протекаю-

щим по типу гастроэнтерита [7, 8]. В этой связи 

особую значимость приобретает необходимость 

корректной интерпретации результатов выяв-

ления энтеропатогенов, влияющей на тактику 

ведения больных и на представление о текущей 

эпидситуации [1, 9].

Цель исследования — сопоставить симпто-

матику острой диареи у взрослых больных с ре-

зультатами выявления энтеропатогенов раз-

личными используемыми для верификации 

диагноза методами.

Материалы и методы

С учетом клинической симптоматики ана-

лизировали результаты детекции энтеропато-

генов у 264 взрослых больных формой средней 

тяжести ОКИ. В период эпидемиологического 

неблагополучия по дизентерии (2002–2004 гг.) 

при использования культурального мето-

да (с применением сред Плоскирева, Левина, 

Мюллера, Кауфмана) и метода определения 

специфических антител в сыворотке крови 

(с комплексным дизентерийным и сальмонел-

лезным антигенами), а также иммунофермент-

ного метода (для детекции ротавирусного 

антигена (РВА) в фекалиях больного), сравни-

вали клинически значимые показатели отоб-

ранных методом случайной выборки 59 боль-

ных, у которых удалось обнаружить только 

РВА, и 32 пациентов, у которых наряду с РВА 

выявляли рост шигелл (у 71,9% больных — 

S. flexneri, у 21,9% — S. sonnei, у 3,1% — ассоциа-

цию S. flexneri и S. sonnei, у 3,1% — S. boydii). 

В период эпидемиологического благополучия 

по дизентерии (2009–2011 гг.) анализ резуль-

татов выявления энтеропатогенов проводили 

у 173 больных острой диареей, у которых диа-

гносцировали синдром колита. Для детекции 

возбудителей ОКИ в клиническом материале 

больных этой группы дополнительно к выше-

перечисленным методам использовали метод 

ПЦР-диагностики набором «Амплисенс® ОКИ 

скрин-FL» (Интерлабсервис, Россия).

Анализ проводили непараметрическими ме-

тодами (пакет программ SPSS, 12 версия; пакет 
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программ SAS) с использованием таблиц со-

пряженности (для частотных характеристик) 

и точного критерия Фишера, а также критерия 

Манна–Уитни для оценки значимости раз-

личий медианных значений количественных 

переменных.

Результаты и обсуждение

Частотные характеристики основных по-

казателей (социальный статус, пол, наличие 

сопутствующей патологии, симптоматика, 

реакция лейкоцитов периферической крови) 

пациентов, у которых в период эпидемиологи-

ческого неблагополучия по дизентерии обнару-

живали только РВА, и тех, у кого наряду с РВА 

выявляли рост шигелл, не имели значимых от-

личий. В том числе отсутствовала существен-

ная разница и в частоте диагностики синдрома 

колита (табл. 1).

При сопоставлении количественных харак-

теристик (длительность лихорадки, патологи-

ческого стула, день болезни при поступлении, 

показатели клинического анализа перифери-

ческой крови, уровень креатинина, тест ЛИИ) 

разницу получили только в относительном со-

держании палочкоядерных лейкоцитов [Me 

(25%,75%): 13,0 (10,0; 16,0)% и 17,0 (12,0; 24,0)%, 

р < 0, 05] и эозинофилов [Me (25%,75%): 1,0 (0,0; 

2,0)% и 0,0 (0,0; 1,0)%, р < 0, 05] у больных с по-

зитивной реакцией на РВА и у больных с вы-

явленными и РВА, и шигеллой соответствен-

но. Таким образом, отсутствие в сравниваемых 

группах заболевших существенных отличий 

практически по всем клинически значимым 

показателям позволило предположить у боль-

ных, у которых по результатам стандартного 

комплексного обследования удалось обна-

ружить только РВА в фекалиях, вероятность 

микст вирусно-бактериальной инфекции при 

не выявленном использованными методами 

бактериальном возбудителе. В соответствии 

с основными принципами микстинфекто-

логии состояние латенции и персистенции, 

свойственное облигатным внутриклеточным 

паразитам (к которым относится большинство 

энтеропатогенов), — это путь к возникновению 

ассоциированных состояний с образованием 

так называемого двойного патогена, который 

может изменять, в том числе в сторону утяже-

ления, форму и структуру инфекционного про-

цесса [3]. Вероятно у больных ОД, у которых 

обнаруживают только РВА в фекалиях методом 

ИФА, не дающим 100%-ной возможности диа-

гносцировать текущую ротавирусную инфек-

цию, при выявлении синдрома колита следует 

максимально расширять режим обследования 

на маркеры возбудителей ОКИ, патогенетичес-

ки способных его вызывать.

Дополнительное использование ПЦР мето-

да в период эпидемиологического благополу-

чия по дизентерии позволило выявить у боль-

ных с диагносцированным синдромом колита 

достаточно широкий спектр энтеропатогенов 

(табл. 2).

В этой группе пациентов именно метод ПЦР-

диагностики позволил выявить Campylobacter 

spp. и диагносцировать протекавший по типу 

ОД кампилобактериоз, который расценили 

как основное заболевание и преимущественно 

в виде моноинфекции у каждого пятого боль-

ного (20,8%), а как сопутствующее при микст-

ОКИ — у 4% больных.

ТАБЛИЦА 1. ЧАСТОТА СИНДРОМА КОЛИТА 

В ГРУППАХ БОЛЬНЫХ, СРАВНИВАЕМЫХ 

ПО РЕЗУЛЬТАТУ ДЕТЕКЦИИ ВОЗБУДИТЕЛЕЙ ОКИ 

(2002–2004 гг.)

Группы больных 

по результату 

детекции 

возбудителей ОКИ

П
о

к
а

з
а

т
е

л
и Наличие 

колита

Всего

Есть Нет

РВА(+) в ИФА + рост 
Shigella spp.

N 30 1 31*

% 96,8 3,2 100,0

РВА(+) в ИФА
N 52 7 59

% 88,1 11,9 100,0

Всего
N 82 8 90

% 91,1 8,9 100,0

р = 0,2

Примечание. * У одного пациента этой группы 
отсутствовали результаты копрограммы 
и ректороманоскопии.

ТАБЛИЦА 2. СПЕКТР ВЫЯВЛЕННЫХ 

ЭНТЕРОПАТОГЕНОВ У БОЛЬНЫХ 

С ДИАГНОСЦИРОВАННЫМ СИНДРОМОМ КОЛИТА 

ПРИ ДОПОЛНИТЕЛЬНОМ ИСПОЛЬЗОВАНИИ 

ПЦР-МЕТОДА ДИАГНОСТИКИ (2009–2011 гг.)

Энтеропатоген N %

Шигелла 19 11,0 

Кампилобактер 36 20,8 

Сальмонелла 31 17,9 

Эшерихия 8 4,6 

Ротавирус 9 5,2 

Астровирус 2 1,2 

Норовирус 30 17,3 

Бактериальная ассоциация 24 13,9 

Бактериально-вирусная ассоциация 9 5,2 

Вирусная ассоциация 1 0,6 

Не выявлено 4 2,3

Всего больных 173 100
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Из вирусных патогенов наряду с ротавиру-

сом наиболее часто имела место детекция но-

ровируса: как основное заболевание острую 

норовирусную моноинфекцию диагносци-

ровали у 17,3% больных, как сопутствующую 

при микст-ОКИ — у 8,1% пациентов. Ассо-

циации различных энтеропатогенов в кли-

ническом материале больных этой группы 

выявляли практически у каждого пятого па-

циента (19,7%). Иллюстрацией трудностей, 

с которыми сталкиваются врачи при трактовке 

результатов расширенного лабораторного об-

следования, является разнообразие вариантов 

формулирования окончательного диагноза. 

Часть вариантов формулирования, обуслов-

ленных симптоматикой и детекцией маркеров 

только вирусных патогенов (например, «Но-

ровирусный энтероколит», «Астровирусный 

ГЭК», «Ротавирусная инфекция по типу ГЭК», 

«Ротавирусный ГЭК, сопутствующая норо-

вирусная инфекция»), входит в определенное 

противоречие с представлениями об ОКИ ви-

русной этиологии [5]. Прицельный анализ слу-

чаев ОД с положительным результатом на ви-

русный энтеропатоген (54 человека), показал, 

что у каждого пятого больного этой группы 

(20,4%) имела место детекция ассоциа ции 

вирусно-бактериальных возбудителей ОКИ 

(табл. 3).

В группе 15 больных с положительным ре-

зультатом на ротавирус у 6 из них имела место 

детекция ассоциации ротавируса с маркерами 

других, в подавляющем большинстве бактери-

альных (у 5 из 6 человек), энтеропатогенов.

Выводы

У взрослых больных острой диареей с коли-

тическим синдромом, у которых при рутинном 

обследовании обнаруживают только маркеры 

вирусных энтеропатогенов, следует считать це-

лесообразным дополнительный настойчивый 

поиск маркеров бактериальных возбудителей, 

патогенетически способных вызывать колит.

Комплексное (с включением ПЦР-метода) 

специфическое лабораторное обследование 

взрослых больных ОКИ позволяет расширить 

возможности детекции маркеров как вирусных, 

так и бактериальных энтеропатогенов, но тре-

бует патогенетически корректной (с учетом 

клинической симптоматики) интерпретации 

результатов для обоснованной тактики ведения 

пациентов.

ТАБЛИЦА 3. СПЕКТР ВЫЯВЛЕННЫХ 

ВИРУСНЫХ ВОЗБУДИТЕЛЕЙ ОКИ У БОЛЬНЫХ 

С ДИАГНОСЦИРОВАННЫМ СИНДРОМОМ 

КОЛИТА (2009–2011 гг.)

Выявленный возбудитель ОКИ N %

Бактериально-вирусная ассоциация
S. flexneri 2 + ротавирус 2 18,2

S. Enteritidis 4 + ротавирус (ПЦР) 1 9,1

S. Typhimurium 4 + норовирус 1 9,1

S. flexneri 1 + ротавирус (ПЦР) 1 9,1

Shigella spp.3 + астровирус 1 9,1

Campilobacter spp.3 + астровирус 1 9,1

S.flexneri 4 + Campylobacter spp.3 + 
ротавирус ИФА

1 9,1

Campylobacter spp.3 + норовирус 3 27,3

Всего 11 100,0

Только вирусный возбудитель ОКИ
ротавируc 9 20,9

ротавирус + норовирус 1 2,3

астровирус 3 7,0

норовирус 30 69,8

Всего 43 100,0

Примечание. Методы выявления: 1 культуральный; 
2 выявление специфических АТ в сыворотке крови; 3 ПЦР; 
4 культуральный и ПЦР.
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ВЛИЯНИЕ ПАТОГЕНЕТИЧЕСКОЙ ТЕРАПИИ 

НА СОДЕРЖАНИЕ ЦИТОКИНОВ У БОЛЬНЫХ 

ОСТРЫМ БРУЦЕЛЛЕЗОМ

Н.И. Ковалевич1, Н.С. Саркисян1, Е.Л. Ракитина1, В.А. Галяс1, И.В. Санникова2, 

О.В. Махиня2

1 ФКУЗ Ставропольский научно-исследовательский противочумный институт Роспотребнадзора, г. Ставрополь, 

Россия
2 ГБОУ ВПО Ставропольский государственный медицинский университет МЗ РФ, г. Ставрополь, Россия

 Резюме. Цель исследования состояла в определении уровня провоспалительных цитокинов: IL-12, IL-8 

и IFNγ, неоптерина и липополисахарид-связывающего белка в сыворотке крови больных острым бруцел-

лезом до и после проведения антибактериальной терапии. Объектом исследования послужил клинический 

материал от 32 пациентов с лабораторно подтвержденным диагнозом «Острый бруцеллез», поступивших в от-

деление по диагностике, лечению и экспертизе профпатологии бруцеллеза ГБУЗ СК «Городская клиническая 

больница № 2» г. Ставрополя. Концентрации цитокинов IL-12, IL-8, IFNγ и острофазных белков определяли 

в сыворотке крови методом твердофазного иммуноферментного анализа. В острую фазу бруцеллезной ин-

фекции (до лечения) отмечался высокий уровень провоспалительных цитокинов IL-8 и IFNγ, но несмотря 

на проведенный курс антибиотикотерапии в сыворотке крови больных сохранился высокий уровень IL-8, 

свидетельствующий о активном воспалении при отсутствии клинических проявлений. Уровень IL-12, клю-

чевого цитокина в инициации лимфоцит-зависимого иммунного ответа, был ниже, чем в контрольной груп-

пе. Оценка цитокинового статуса (IL-8, IL-12, IL-18) и белков острой фазы воспаления (неоптерина и липо-

полисахарид-связывающего белка) позволила получить ценную информацию для мониторинга эффекта 

фармакотерапии острого бруцеллеза. Показатели уровня липополисахарид-связывающего белка и неоптери-

на в сыворотке больных бруцеллезом следует рассматривать как маркер активности воспалительного процес-

са и как предиктор исходов острого бруцеллеза.

Ключевые слова: бруцеллез, цитокины, белки острой фазы воспаления, иммунный ответ, диагностика, иммунопатогенез.

THE INFLUENCE OF PATHOGENETIC THERAPY ON THE LEVER OF CYTOKINES IN PATIENTS WITH 

ACUTE BRUCELLOSIS

Kovalevich N.I.a, Sarkisyan N.S.a, Rakitina E.L.a, Galyas V.A.a, Sannikova I.V.b, Makhinya O.V.b

a Federal Governmental Health Agency Stavropol anti Plague Institute of Rospotrebnadzor, Stavropol, Russian Federation
b Stavropol State Medical University, Stavropol, Russian Federation

Abstract. The purpose of the study was to determine the level of proinflammatory cytokines: IL-12, IL-8 and IFNγ, 

neopterin and lipopolysaccharide-binding protein in the serum of patients with acute brucellosis before and after anti-

biotic therapy. The clinical data from 32 patients with laboratory-confirmed diagnosis — “acute brucellosis” admitted 
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to the diagnosis, treatment and examination of occupational diseases brucellosis GBUZ SC “City Clinical Hospital 

No. 2”, the city of Stavropol were used in the study. The concentrations IL-12, IL-8, IFNγ cytokines and acute-

phase proteins in serum was determined by ELISA. In the acute phase of brucellosis infection (before treatment) 

had high levels of pro-inflammatory cytokines IL-8 and IFNγ, but despite holding a course of antibiotic treatment 

in the serum of patients with preserved high levels of IL-8, indicative of active inflammation in the absence of clini-

cal manifestations. IL-12 level, a key cytokine in the initiation of lymphocyte-dependent immune response was lower 

than in the control group. Evaluation of the cytokine status (IL-8, IL-12, IL-18) and proteins of acute inflammation 

phase (neopterin and lipopolysaccharide-binding protein) will provide valuable information for monitoring the effect 

of pharmacotherapy of acute brucellosis. Indicators of lipopolysaccharide-binding protein and neopterin in the serum 

of patients with brucellosis should be considered as a marker of inf lammatory activity and as a predictor of outcome 

of acute brucellosis.

Key words: brucellosis, cytokines, acute phase proteins of inflammation, immune responses, diagnostics, immunopathogenesis.

В Северо-Кавказском и Южном федераль-

ных округах наблюдается напряженная эпиде-

мическая ситуация по бруцеллезу [3]. Бруцеллез 

является широко распространенным инфекци-

онно-аллергическим заболеванием с длитель-

ной персистенцией возбудителя и стертой кли-

нической картиной. Существующие методы 

диагностики и прогноза течения заболевания 

имеют ряд недостатков, поэтому актуальной 

задачей является поиск надежных, малоинва-

зивных методов выявления биомаркеров крови. 

В качестве биомаркеров могут выступать цито-

кины — медиаторы хронического воспаления, 

непосредственно участвующие в иммунопато-

генезе бруцеллеза.

Патогенетической основой практически 

закономерной трансформации острой ста-

дии инфекции в хроническую является не-

состоятельность врожденного и адаптивного 

иммунитета в отношении бруцелл с создани-

ем условий для незавершенного фагоцитоза 

и долгосрочного внутриклеточного паразити-

рования [2, 3, 5, 6, 7, 10]. Известно, что в комби-

нированном иммунодефиците при бруцеллезе 

ключевая роль принадлежит клеточному им-

мунитету и дисбалансу Th1, про- и противо-

воспалительных цитокинов, а также интерфе-

ронов (IFN), преж де всего IFNγ, необходимых 

для элиминации возбудителя [1, 8]. Адекват-

ный клеточный иммунный ответ (Th1) имеет 

решающее значение для обезвреживания бру-

целл. Элиминация возбудителя обусловлена 

продукцией цитокинов Th1. Установлено, что 

при бруцеллезной инфекции ключевым ци-

токином в формировании ответной воспали-

тельной реакции IFNγ, продуцентами которо-

го являются активированные Т-лимфоциты 

и естественные киллеры, а индуктором син-

теза является интерлейкин-12 (IL-12). Дисба-

ланс субпопуляций Th1 и цитокинов, проду-

цируемых ими, ассоциируется с длительной 

персистенцией бруцелл в организме челове-

ка и исходом инфекции (выздоровление или 

рецидив).

Изучение уровня специфических острофа-

зовых показателей неоптерина и липополиса-

харид-связывающего белок (ЛПС-белок) в кор-

реляции с комплексом провоспалительных 

цитокинов (IL-8, IL-12, IL-18) в сыворотке кро-

ви позволит расширить представления о пато-

генезе бруцеллеза.

Так, ЛПС-белок относится к белкам острой 

фазы и синтезируется в клетках печени, лег-

ких и энтероцитах под действием IL-1, IL-6 

[1]. Этот белок играет центральную роль в от-

вет на попадание липополисахарида (ЛПС) 

грамотрицательных бактерий путем прочно-

го их связывания. ЛПС-белок катализирует 

перенос ЛПС грамотрицательных бактерий 

на CD14-рецептор белок экспрессированный 

на поверхности макрофагов и распознаю-

щий ЛПС. В результате чего происходит за-

пуск кас када реакций, приводящих в конеч-

ном итоге к активации основных клеточных 

функций, связанных с развитием фагоцитоза 

и синтезом провоспалительных цитокинов 

IL-12, IL-18 [10].

Одним их серологических маркеров акти-

вации Th1-типа иммунного ответа является 

неоптерин, представляющий собой метаболит 

нуклеиновых оснований, схожий по структу-

ре с молекулой фолиевой кислоты [4]. Он об-

разуется в активированных моноцитах и мак-

рофагах из гуанозинтрифосфата. Основным 

индуктором его синтеза является IFNγ, при 

этом другие Th1 провоспалительные цито-

кины (TNFα и IL-2) резко усиливают стиму-

лированную IFNγ выработку неоптерина [9]. 

Это дает основание рассматривать неоптерин 

в качестве интегрального показателя цито-

кинзависимой активации моноцитов/макро-

фагов [6].

Целью исследования явилось определение 

уровня провоспалительных цитокинов: IL-12, 

IL-8 и IFNγ, неоптерина и липополисахарид-

связывающего белка в сыворотке крови боль-

ных острым бруцеллезом до и после проведения 

антибактериальной терапии.
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Материалы и методы

Объектом исследования послужил клини-

ческий материал от 32 пациентов с лабораторно 

подтвержденным диагнозом «Острый бруцел-

лез», поступивших в отделение по диагностике, 

лечению и экспертизе профпатологии бруцел-

леза ГБУЗ СК «Городская клиническая боль-

ница № 2», г. Ставрополя. Диагноз бруцеллез 

устанавливался на основании данных эпиде-

миологических, клинических и лабораторных 

исследований. Группу сравнения составили 

здоровые люди (n = 20), сопоставимые по полу 

и возрасту с больными бруцеллезом, не болев-

шие бруцеллезом и не вакцинированные про-

тив этой инфекции.

Методом твердофазного иммуноферментно-

го анализа было проведено определение уровня 

IL-12, IL-8 в сыворотке крови с использованием 

тест-систем Flow Cytomix Simplex Kit («Bender 

MedSystems GmbH», Австрия). IFNγ в сыворот-

ке крови исследовали с помощью тест-системы 

А-8752 «гамма-Интерферон-ИФА-БЕСТ», Рос-

сия. Определение уровня неоптерина выпол-

няли с использованием тест-систем Neopterin 

ELISA «IBL, Hamburg». Липополисахарид-свя-

зывающий белок определяли тест-системой 

Human LBP, ELISA. Определение изучаемых 

показателей проводили до и после проведения 

курса антибиотикотерапии. Терапия проводи-

лась в течение 6 недель, в схеме доксициклин 

и рифампициин.

Обеззараживание исследуемого материала 

осуществляли в соответствии СП 1.3.3118-13 

«Безопасность работы с микроорганизмами I–

II групп патогенности (опасности)».

Для статистического анализа использовали 

Т-критерий Уилкоксона (до и после лечения) 

и t-критерий Стьюдента для несвязанных со-

вокупностей (сравнение с группой здоровых). 

Уровень достоверности принимали равным p < 

0,05. В качестве критериев активности воспа-

ления использовали рутинные лабораторные 

тесты: уровень лейкоцитов, скорость оседания 

эритроцитов (СОЭ), острофазный белок — 

С-реактивный белок (СРБ).

Результаты и обсуждение

В ходе проведенного исследования уста-

новлено, что у больных острым бруцеллезом 

до приема антибиотикотерапии уровень IL-12 

составил 25,66±0,72 пг/мл, что ниже (p < 

0,05) показателя в группе здоровых людей 

(31,75±0,72 пг/мл). После лечения уровень IL-12 

не изменился (25,87±0,89 пг/мл; р >  0,05). Уро-

вень IL-8 до лечения значительно (p < 0,05) 

превысил показатель в контрольной группе 

(4,33±0,8 пг/мл) и составил 8,66±0,59 пг/мл. 

Пос ле лечения антибиотиками уровень IL-8 

оставался высоким (8,76±0,96 пг/мл), не от-

личаясь от исходного (р > 0,05). Показатели 

IFNγ в сыворотке крови больных до проведе-

ния терапии значительно превышали пока-

затели в контрольной группе (3,35±0,6 пг/мл), 

составляя 18,22±5,03 пг/мл (p < 0,05). После за-

вершения курса антибактериальной терапии 

значения были в пределах референсных (допу-

стимых значений) (7,19±3,03 пг/мл; р > 0,05).

У больных острым бруцеллезом до лечения 

антибиотиками показатель липополисахарид-

связывающего белка составил 52,2±0,77 пг/мл, 

Рисунок. Сравнительные значения провоспалительных цитокинов и острофазовых показателей 

воспалительного процесса при остром бруцеллезе
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(p < 0,05), а после курса антибиотикотерапии — 

50,79±0,78 пг/мл. Уровень неоптерина в сыворот-

ке крови больных бруцеллезом до начала спец-

ифической терапии составил 21,01±3,6 нмоль/л, 

что значительно выше в сравнении с группой 

контроля (5,7±0,54 нмоль/л; p < 0,05). После 

окончания курса антибиотикотерапии уровень 

неоптерина снизился до 13,69±3,39 нмоль/л, 

что ниже в сравнении с его уровнем до лечения 

(p < 0,05), но выше чем у здоровых людей (p < 

0,05). Общее количество лейкоцитов в пери-

ферической крови оставалось в пределах нор-

мальных значений (4,0–9,0 × 109/л) независимо 

от лечения. Уровень СОЭ до лечения составил 

20,91±1,94 мм/ч, что выше в сравнении со значе-

ниями в контрольной группе (p < 0,05), а пос ле 

антибактериальной терапии показатели были 

в пределах нормы (11,66±1,75 мм/ч). Уровень 

С-реактивного белка в сыворотке крови только 

у части больных (12,5%) до лечения превышал 

нормальные значения, средний уровень со-

ставил 15,63±3,05, что не превышало значения 

нормы. Данные о провоспалительных цитоки-

нах и острофазовых показателях представлены 

на рисунке.

В острую фазу бруцеллезной инфекции 

(до лечения) отмечается высокий уровень про-

воспалительных цитокинов IL-8 и IFNγ (рис.). 

Несмотря на проведенный курс антибиотико-

терапии, в сыворотке крови больных сохраня-

ется высокий уровень IL-8, свидетельствующий 

об активном воспалении при отсутствии клини-

ческих проявлений. В сыворотке крови больных 

острым бруцеллезом уровень IL-12 — ключевого 

цитокина в инициации лимфоцит-зависимого 

иммунного ответа — был ниже, чем в контроль-

ной группе. Селективная ингибиция синтеза 

IL-12 при сохранении продукции других провос-

палительных цитокинов (IL-8, IFNγ), вероятно, 

является одним из факторов длительной перси-

стенции бруцелл в организме хозяина. Показате-

ли уровня ЛПС-белка и нео птерина в сыворотке 

больных бруцеллезом следует рассматривать как 

маркер активности воспалительного процесса 

и как предиктор исходов острого бруцеллеза.

Таким образом, в развитии и течении бру-

целлеза важная роль принадлежит цитокинам. 

С их помощью реализуется широкое взаи-

модействие на субклеточном, клеточном, ор-

ганном, системном уровнях, формирование 

комплексной защитной реакции, направлен-

ной на нейтрализацию патогенных агентов, 

их разрушение, элиминацию из организма, со-

хранение его структурной и функциональной 

целостности. В организме цитокины тесно взаи-

модействуют между собой, образуют универ-

сальную коммуникационную биологическую 

сеть, запускающую и регулирующую целый кас-

кад воспалительных, иммунных, метаболичес-

ких процессов. Провоспалительные цито кины 

усиливают воспаление, явления альтерации, 

деструкции, стимулируют синтез острофазных 

белков. Продолжительный, повышенный син-

тез цитокинов может стать, фактором прогрес-

сирования патологического процесса, оказы-

вая прямое повреждающее действие на клетки 

и ткани, индуцируя альтерацию, нарушение це-

лостности сосудистой стенки, усиление и хро-

низацию воспалительного процесса.

Комплексная оценка цитокинового статуса 

(IL-8, IL-12, IL-18) и белков острой фазы воспа-

ления (неоптерина и ЛПС-белка) позволяет по-

лучить ценную информацию для мониторинга 

эффекта терапии острого бруцеллеза.
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СРАВНИТЕЛЬНАЯ ОЦЕНКА ПИТАТЕЛЬНЫХ 

СРЕД ДЛЯ ВЫДЕЛЕНИЯ ВОЗБУДИТЕЛЕЙ 

ГНОЙНЫХ БАКТЕРИАЛЬНЫХ МЕНИНГИТОВ

Я.В. Подкопаев1, Л.В. Домотенко1, А.Н. Круглов2, И.В. Рябченко2, К.В. Детушев1, 

Т.П. Морозова1, А.П. Шепелин1

1 ФБУН Государственный научный центр прикладной микробиологии и биотехнологии Роспотребнадзора, п. Оболенск, 

Московская область, Россия
2 Национальное агентство клинической фармакологии и фармации, Москва, Россия

Резюме. В Государственном научном центре прикладной микробиологии и биотехнологии разработаны две 

питательные среды для выделения возбудителей гнойных бактериальных менингитов: Шоколадный агар 

и ГБМ-агар. Ранее в ходе лабораторных исследований с использованием музейных штаммов микроорганизмов 

было показано, что эти питательные среды обладают высокой чувствительностью и обеспечивают рост штам-

мов Neisseria meningitidis, Streptococcus pneumoniae и Haemophilus influenzae при посеве микробных суспензий, со-

держащих единичные клетки. Использование в обеих средах селективных добавок для выделения гемофиль-

ной палочки, менингококка или пневмококка позволяет избирательно выделять искомые микроорганизмы, 

подавляя рост сопутствующей микрофлоры. В настоящем исследовании проводилась оценка эффективности 

разработанных питательных сред при бактериологическом исследовании клинических образцов из верхних 

и нижних дыхательных путей. При бактериологическом посеве 90 образцов мазков из зева, взятых от детей 

и взрослых в возрасте от 0 до 66 лет с заболеваниями верхних дыхательных путей, на Шоколадный агар, ГБМ-

агар и контрольную питательную среду без использования селективных добавок выделено одинаковое число 

культур микроорганизмов. Из 154 выделенных культур микроорганизмов две принадлежали к виду Neisseria 

meningitidis, 23 — к виду Streptococcus pneumoniae и 9 культур идентифицировано как Haemophilus influenzae. 

Бактериологический посев 10 образцов мазков из зева, взятых от здоровых людей в возрасте от 30 до 55 лет, 

на испытуемые и контрольные среды с селективными добавками позволил без количественных потерь изби-

рательно выделить культуры Haemophilus influenzae и Streptococcus pneumoniae и подавить рост сопутствующей 

микрофлоры. В ходе исследования Шоколадный агар и ГБМ-агар не уступали по ростовым свойствам конт-

рольным средам, используемым в клинической практике для выделения основных возбудителей гнойных 

бактериальных менингитов.

Ключевые слова: Шоколадный агар, ГБМ-агар, селективные добавки, питательные среды, Neisseria meningitidis, Streptococcus 

pneumoniae, Haemophilus influenzae.
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COMPARATIVE EVALUATION OF CULTURE MEDIA FOR PATHOGEN ISOLATION OF PURULENT 

BACTERIAL MENINGITIS

Podkopaev Ya.V.a, Domotenko L.V.a, Kruglov A.N.b, Ryabchenko I.V.b, Detushev K.V.a, Morozova T.P.a, 

Shepelin A.P.a

a State Research Center for Applied Microbiology and Biotechnology, Rospotrebnadzor
b National Agency for Clinical Pharmacology and Pharmacy

Abstract. The State Research Center for Applied Microbiology and Biotechnology has designed two nutrient media — 

chocolate agar and PBM-agar to isolate pathogens of purulent bacterial meningitis (PBM). In our previous research using 

collected microbial strains the media were shown to be highly susceptible and to provide the growth of Neisseria meningiti-

dis, Streptococcus pneumoniae and Haemophilus influenzae strains, when inoculated with microbial suspensions containing 

single cells. When isolating Haemophilus influenzae, meningococci, and pneumococci the use of selective additives in both 

media assures selective isolation of required microorganisms, inhibiting contaminants. The objective of this research 

was to assess the media in bacteriological tests of clinical samples collected from the upper and lower respiratory tract in 

humans. The bacteriological plating of throat smear specimens (n = 90) from children and adults at the age of 0 to 66 with 

disorder of the upper respiratory tract on chocolate agar, PBM-agar and on a control medium in the absence of selective 

additives resulted in the equal amount of microbial cultures isolated. Of 154 isolated cultures 2, 23 and 9 were attributed 

to Neisseria meningitidis, Streptococcus pneumoniae and Haemophilus influenzae, respectively. The plating of throat smears 

(n = 10) from healthy people at the age of 30 to 55 on the analyzable and control media in the presence of additives allowed 

us to selectively isolate Haemophilus influenzae and Streptococcus pneumoniae cultures without a quantitative loss, with con-

taminants inhibited. By their growth characteristics chocolate agar and PBM-agar were highly competitive with reference 

media being used in clinical practice for isolating main causative agents of purulent bacterial meningitis.

Key words: Chocolate agar, Haemophilus agar, PBM-agar, selective supplements, culture medium, Neisseria meningitidis, Streptococcus 

pneumoniae, Haemophilus influenzae.

Введение

Среди патогенов человека Neisseria meningi-

tidis, Streptococcus pneumoniae и Ha emophilus influ-

enzae играют ведущую роль в качестве возбу-

дителей гнойных бактериальных менингитов 

(ГБМ) [4]. При этом немаловажное значение эти 

микроорганизмы занимают и в этиологической 

структуре респираторных инфекций верхних 

дыхательных путей. H. influenzae и S. pneumoniae 

вызывают бронхит, острый средний отит, 

острый бактериальный синусит, пневмонию 

[2, 3, 6]. N. meningitidis вызывает острый менин-

гококковый назофарингит, который может 

перерасти в генерализованную форму менин-

гококковой инфекции (менингит, менинго-

коккцемию) [1].

Особенности питательных потребностей 

этих микроорганизмов не позволяют приме-

нять при их выделении простые питательные 

среды. В клинической практике для всех трех 

возбудителей обычно используют шоколад-

ный или кровяной агары. Для избирательно-

го выделения H. influenzae применяют шоко-

ладный агар с добавлением бацитрацина, для 

S. pneumoniae — кровяной агар с гентамицином, 

для N. meningitidis — сывороточный агар с лин-

комицином [2, 3, 4, 7].

В ФБУН ГНЦ прикладной микробиоло-

гии и биотехнологии (ФБУН ГНЦ ПМБ) раз-

работаны две питательные среды для выде-

ления возбудителей гнойных бактериальных 

менингитов: Шоколадный агар и ГБМ-агар. 

Шоколадный агар — готовая к применению 

питательная среда, которая выпускается в виде 

набора, состоящего из разлитой во флаконы ос-

новы, лиофильно высушенных ростовой добав-

ки и трех селективных добавок: для выделения 

гемофильной палочки (СД-Г), для выделения 

пневмококка (СД-П) и для выделения менин-

гококка (СД-М). ГБМ-агар — сухая питатель-

ная среда, которая состоит из основы, ростовой 

добавки и может быть использована совместно 

с СД-Г, СД-П или СД-М. Ранее нами опублико-

ваны результаты лабораторных исследований 

разработанных сред с использованием музей-

ных штаммов микроорганизмов [5]. Показано, 

что они обладают высокой чувствительностью 

и обеспечивают рост штаммов H. influenzae, 

S. pneumoniae и N. meningitidis при посеве мик-

робных суспензий, содержащих единичные 

клетки. Использование селективных вариантов 

обеих сред для выделения гемофильной палоч-

ки (с добавлением СД-Г) полностью подавляло 

рост грамположительных микроорганизмов 

и некоторых грамотрицательных микроорга-

низмов. Добавление СД-М в Шоколадный агар 

и ГБМ-агар не влияло на рост N. meningitidis 

и полностью ингибировало рост большинства 

исследованных грамотрицательных и грам-

положительных микроорганизмов, включая 

H. influenzae и S. pneumoniae. При добавлении 

СД-П к обеим питательным средам наблюда-

лось полное подавление роста всех исследован-
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ных штаммов грамотрицательных микроорга-

низмов, включая H. influenzae и N. meningitidis. 

На всех селективных вариантах полностью по-

давлялся рост музейных штаммов дрожжепо-

добных грибов [5].

Целью настоящего исследования являет-

ся оценка эффективности Шоколадного ага-

ра и ГБМ-агара при бактериологическом ис-

следовании клинических образцов из верхних 

и нижних дыхательных путей.

Материалы и методы

Исследование состояло из двух этапов. 

На первом этапе проводили бактериологичес-

кий посев мазков из зева на Шоколадный агар 

и ГБМ-агар без использования селективных 

добавок. На втором этапе осуществляли выде-

ление H. influenzae, S. pneumoniae, N. meningitidis 

на селективных вариантах Шоколадного ага-

ра и ГБМ-агара с использованием СД-Г, СД-П 

и СД-М.

В ходе выполнения первого этапа исследо-

вания проводили бактериологический посев 

из 90 клинических образцов от детей и взрослых 

в возрасте от 0 до 66 лет с заболеваниями верх-

них дыхательных путей, поступивших на иссле-

дование в Национальное агентство клинической 

фармакологии и фармации из лечебно-профи-

лактических учреждений города Москвы и Мос-

ковской области. Клинические образцы посту-

пали на тампонах, помещенных в транспортную 

систему Эймса с углем (Hiculture Transport Swabs 

with Amies Transport Medium with Charcoal, 

HiMedia, кат. № MS651). Посев исследуемого ма-

териала производили методом трехсегментного 

истощающегося мазка.

В ходе выполнения второго этапа исследуе-

мым материалом служили 10 образцов мазков 

из зева, взятых от здоровых людей в возрасте 

от 30 до 55 лет. Для взятия материала использо-

вали стерильные одноразовые ватные тампоны 

(Aptaca, кат. № 5100/SG/CS). Тампоны с мазка-

ми сразу после взятия помещали в 1,5 мл сте-

рильного 0,9% раствора натрия хлорида и су-

спензировали на встряхивателе для пробирок 

Vortex со скоростью 1500 об./мин в течение 15 с. 

По 0,1 мл каждой полученной суспензии высе-

вали на чашки Петри с исследуемыми и конт-

рольными средами.

В работе использовали питательную среду 

для культивирования и выделения возбудите-

лей гнойных бактериальных менингитов, го-

товую к применению (Шоколадный агар, реги-

страционное удостоверение № ФСР 2012/13081) 

и питательную среду для культивирования 

и выделения возбудителей гнойных бактери-

альных менингитов, сухую (ГБМ-агар, по ТУ 

9385-203-78095326-2013).

В качестве контрольной среды на первом 

этапе использовали кровяной агар, приго-

товленный из колумбийского агара (Columbia 

blood agar base, Oxoid) с добавлением 5% крови. 

Дополнительно для выделения и дифферен-

циации энтеробактерий, нефементирующих 

грамотрицательных микроорганизмов, стафи-

лококков и грибов использовали агары Эндо, 

маннитол-солевой и Сабуро.

На втором этапе при сравнительном иссле-

довании питательных сред для выделения гемо-

фильной палочки в качестве контроля исполь-

зовали гонококковый агар (GC Medium Base, GC 

Medium Base, Becton Dickinson, кат. № 211275) 

с добавлением 1% гемоглобина (Hemoglobin 

Bovine, Freeze-Dried, Becton Dickinson, кат. 

№ 212392), смеси факторов роста IsoVitalex 

(Becton Dickinson, кат. № 211875) и бацитрацина 

(500 мг/л); для выделения пневмококка — кро-

вяной агар на основе питательной среды № 1 

ГРМ (ФБУН ГНЦ ПМБ) с добавлением 5% ба-

раньей крови и гентамицина (5 мг/л); для вы-

деления менингококка — сывороточный агар 

на основе питательной среды № 1 ГРМ (ФБУН 

ГНЦ ПМБ) с добавлением 20% сыворотки бы-

чьей (Sterile Adult Bovine Serum, Bovogen, кат. 

№ SABS) и линкомицина (5 мг/л).

Чувствительность к полимиксину и лин-

комицину выделенных представителей рода 

Neisseria определяли диско-диффузионным 

методом на среде Мюллера–Хинтон (Mueller 

Hinton II Agar, Becton Dickinson) с использова-

нием дисков индикаторных с полимиксином 

300 ЕД и линкомицином 15 мкг (НИЦФ).

Посевы инкубировали 24–48 ч при темпера-

туре 37°C в атмосфере 5–10% CO2. Первичную 

дифференциацию выросших колоний микро-

организмов проводили по морфологическим 

признакам. Для дальнейшей идентифика-

ции колонии пересевали на Шоколадный агар 

(ФБУН ГНЦ ПМБ) и через 18–24 ч инкубиро-

вания исследовали методом времяпролетной 

масс-спектрометрии с матрично-активирован-

ной лазерной десорбцией/ионизацией (MALDI-

TOF MS) на MALDI Biotyper 3.0 Microflex 

(Bruker). Для дифференциации S. pneumoniae 

от других стрептококков проводили оптохино-

вый тест на кровяном агаре без гентамицина, 

используя диски с оптохином (HiMedia, кат. 

№ DD009R).

Результаты и обсуждение

При исследовании клинического материа-

ла от больных на неселективных вариантах 

сред учитывали и отбирали для дальнейшей 

идентификации только колонии микроорга-

низмов, подозрительные на колонии этиоло-

гических агентов заболевания. В первую оче-
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редь колонии, похожие на H. influenzae (серые 

слизистые блестящие колонии), N. meningitidis 

(полупрозрачные блестящие колонии серо-

ватого цвета с идеально ровными краями), 

S. pneumoniae (мелкие полупрозрачные четко 

очерченные, не склонные к слиянию колонии, 

в зоне рос та которых на кровяном агаре на-

блюдался α-гемолиз, на ГБМ-агаре — обесцве-

чивание питательной среды, на Шоколадном 

агаре — изменение цвета среды с коричневого 

на зеленый).

Всего из 90 образцов было выделено 154 

культуры микроорганизмов, представленных 

10 родами (табл. 1). Как видно из таблицы, наи-

большее количество выделенных на испытуе-

мых и контрольной средах микроорганизмов 

принадлежит к роду Streptococcus, представите-

ли которого в высоких концентрациях обнару-

жены практически во всех исследованных об-

разцах. При этом искомый вид стрептококков, 

S. pneumoniae, обнаружен в 23 образцах клини-

ческого материала — как на обеих испытуемых 

средах, так и на кровяном агаре.

Представители рода Haemophilus выделены 

на ГБМ-агаре, Шоколадном и кровяном агарах 

из 15 образцов, среди них на долю H. influenzae 

приходится 9 случаев обнаружения на каждой 

из питательных сред.

Колонии N. meningitidis обнаружены на испы-

туемых и контрольной средах при посеве только 

двух образцов.

Остальные выделенные и идентифициро-

ванные микроорганизмы относились к видам 

Staphylococcus aureus, Candida albicans, Entero-

bacter cloacae, Escherichia coli, Klebsiella pneumo niae, 

Pseudomonas aeruginosa, а так же к роду Acineto-

bacter. Практически во всех образцах обнаружен 

рост сапрофитных нейссерий, но в связи с низ-

кой диагностической значимостью они не вклю-

чены в результаты исследования и не отражены 

в таблице 1.

Таким образом, количество выделенных 

микроорганизмов на обеих испытуемых средах 

и контрольной среде было одинаково, причем 

все они выделены из одних и тех же образцов. 

Колонии выделенных культур микроорганиз-

мов на каждой испытуемой питательной среде 

не отличались от выросших на контрольной 

среде. Исключение составляли такие гемо-

литические микроорганизмы, как S. aureus, 

P. aeruginosa, H. parahaemolyticus и некоторые 

виды стрептококков, которые в процессе рос-

та не изменяли цвет ГБМ-агара и Шоколад-

ного агара. Это с одной стороны, затрудняло 

предварительную дифференциацию данных 

микроорганизмов, но с другой стороны, об-

легчало выделение зеленящих стрептококков, 

в первую очередь S. pneumoniae. Вокруг коло-

ний S. pneumoniae на ГБМ-агаре наблюдалось 

заметное обесцвечивание, а на Шоколадном 

агаре — появление зеленого окрашивания сре-

ды. Отмечено также, что выделение H. influenzae 

на кровяном агаре было обусловлено способно-

стью к сателлитному росту данного вида в при-

сутствии других микроорганизмов, вызыва-

ющих β-гемолиз, в то время как испытуемые 

среды обеспечивают его рост и в монокультуре.

На втором этапе исследования при анали-

зе клинического материала от здоровых людей 

на селективных вариантах питательных сред 

учитывали и отбирали для дальнейшего изуче-

ния все выросшие колонии микроорганизмов. 

Как видно из табл. 2, в результате исследова-

ния выделено и идентифицировано 14 видов 

микроорганизмов, относящихся к 6 родам. Ис-

пользование селективных вариантов испытуе-

мых питательных сред позволило подавить рост 

значительного количества микроорганизмов 

и легко обнаружить колонии искомых микро-

организмов.

Как и на первом этапе, наибольшее количе-

ство выделенных культур принадлежало к роду 

ТАБЛИЦА 1. РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

КЛИНИЧЕСКИХ ОБРАЗЦОВ ПРИ ПОСЕВЕ 

НА СРЕДЫ БЕЗ СЕЛЕКТИВНЫХ ДОБАВОК

Выделенные 

микроорганизмы

Количество 

образцов, из которых 

выделены 

микроорганизмы 

на питательных 

средах

Ш
о

к
о

л
а

д
н

ы
й

 

а
га

р

Г
Б

М
-а

га
р

К
р

о
в

я
н

о
й

 а
га

р

Acinetobacter baumannii 3 3 3

Acinetobacter johnsonii 1 1 1

Acinetobacter junii 1 1 1

Candida albicans 10 10 10

Enterobacter cloacae 3 3 3

Escherichia coli 3 3 3

Haemophilus influenzae 9 9 9

Haemophilus parahaemolyticus 3 3 3

Haemophilus parainfluenzae 3 3 3

Klebsiella pneumoniae 1 1 1

Neisseria meningitidis 2 2 2

Pseudomonas aeruginosa 1 1 1

Staphylococcus aureus 23 23 23

Streptococcus anginosus 3 3 3

Streptococcus mitis group 36 36 36

Streptococcus oryzihabitans 1 1 1

Streptococcus pneumoniae 23 23 23

Streptococcus pyogenes 1 1 1

Streptococcus salivarius group 27 27 27
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Streptococcus, включая S. pneumoniae (в 4 образ-

цах), S. mitis (в 6 образцах) и S. salivarius (в 8 об-

разцах). Все они были выделены на ГБМ-агаре 

и Шоколадном агаре, как с использованием 

СД-П, так без селективной добавки. На кровя-

ном агаре не удалось найти культуру S. salivarius 

в двух образцах.

В ходе исследования обнаружено 13 культур 

Haemophilus spp., включая, H. influenzae (в одном 

образце), H. parainfluenzae (в девяти образцах) 

и H. parahaemolyticus (в трех образцах). Причем, 

все идентифицированные штаммы были выде-

лены на селективных вариантах обеих испытуе-

мых средах, содержащих СД-Г. На контрольном 

GC агаре найдено только 11 культур гемофилл. 

И, что особенно важно, культура H. influenzae 

выделена только на испытуемых средах. На не-

селективном варианте испытуемых сред дан-

ная культура не была обнаружена среди боль-

шого количества колоний сопутствующих 

микроорганизмов. На GC агаре рост колоний 

H. influenzae отсутствовал.

Ни в одном из исследованных клинических 

образцов не был обнаружен менингококк. Его 

не удалось обнаружить ни на одной питатель-

ной среде. Нейссерии других видов (Neisseria 

flavescens, Neisseria lactamica, Neisseria macacae 

и Neisseria mucosa) обнаружены на испытуе-

мых средах без селективных добавок и на сы-

вороточном агаре. На селективных вариантах 

испытуемых средах с добавлением СД-М вы-

делена культура Neisseria perflava, которая при 

дополнительном исследовании ее антибио-

тикочувствительности оказалась устойчивой 

к полимиксину, входящему в состав СД-М. 

Помимо Neisseria perflava на вариантах с СД-М 

выделена устойчивая к полимиксину культура 

Kingella denitrificans, которая была чувствитель-

ной к линкомицину и не росла на сывороточ-

ном агаре с линкомицином.

В ходе исследования отмечены также хоро-

шие ингибирующие свойства селективных ва-

риантов испытуемых сред. На средах с внесе-

нием СД-П помимо стрептококков ожидаемо 

обнаружен рост колоний S. aureus. К тому же 

ингибирующему эффекту приводит добавление 

гентамицина к кровяному агару: помимо стреп-

тококков на среде выделена одна культура золо-

тистого стафилококка.

Таким образом, в ходе проведения исследова-

ний клинического материала с использованием 

Шоколадного агара, ГБМ-агара и конт рольной 

питательной среды без селективных добавок 

выделено одинаковое число культур, предста-

вителей 10 родов микроорганизмов. Исполь-

зование испытуемых сред с селективными до-

бавками позволило без количественных потерь 

избирательно выделить культуры H. influenzae 

и S. pneumoniae и подавить рост значительного 

числа микроорганизмов. Испытуемые среды 

не уступали по ростовым свойствам контроль-

ным средам, используемым в клинической 

практике для выделения основных возбудите-

лей гнойных бактериальных менингитов.

ТАБЛИЦА 2. РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ КЛИНИЧЕСКИХ ОБРАЗЦОВ ПРИ ПОСЕВЕ НА СРЕДЫ 

С СЕЛЕКТИВНЫМИ ДОБАВКАМИ

Выделенные микроорганизмы
Всего 

выделено

Количество образцов, из которых выделены 

микроорганизмы на питательных средах*

СД-Г GC СД-П КА СД-М СА БСД

Haemophilus influenzae 1 1 –** – – – – –

Haemophilus parainfluenzae 9 9 8 – – – – 7

Haemophilus parahaemolyticus 3 3 3 – – – – 2

Klebsiella oxytoca 1 – – – – – – 1

Staphylococcus aureus 1 – – 1 1 – – 1

Streptococcus mitis 6 – – 6 6 – – 6

Streptococcus pneumoniae 4 – – 4 4 – – 4

Streptococcus salivarius 8 – – 8 6 – – 8

Kingella denitrificans 2 – – – – 2 – 1

Neisseria flavescens 3 – – – – – 3 3

Neisseria lactamica 1 – – – – – 1 1

Neisseria macacae 4 – – – – – 4 4

Neisseria mucosa 1 – – – – – 1 –

Neisseria perflava 2 – – – – 2 2 2

Примечания. * Питательные среды: СД-Г — Шоколадный агар и ГБМ-агар с селективной добавкой СД-Г; 
GC — гонококковый агар с бацитрацином; СД-П — Шоколадный агар и ГБМ-агар с селективной добавкой СД-П; 
КА — кровяной агар с гентамицином; СД-М — Шоколадный агар и ГБМ-агар с селективной добавкой СД-М; 
СА — сывороточный агар с линкомицином; БСД –Шоколадный агар и ГБМ-агар без селективных добавок; 
** «–» — рост не обнаружен.
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БЫСТРЫЙ СКРИНИНГ МОЧИ НА БАКТЕРИУРИЮ 

У ДЕТЕЙ С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ 

МИКРОБИОЛОГИЧЕСКОГО АНАЛИЗАТОРА, 

СОВМЕЩАЮЩЕГО В СЕБЕ МЕТОДЫ 

ФОТОМЕТРИИ И КОГЕРЕНТНОЙ 

ФЛУКТУАЦИОННОЙ НЕФЕЛОМЕТРИИ
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Резюме. Одним из самых распространенных микробиологических исследований в клинической практике яв-

ляется посев мочи на бактериурию, причем до 80% образцов мочи оказываются отрицательными. В настоя-

щей работе показана применимость метода когерентной флуктуационной нефелометрии (КФН) для быстрого 

скрининга мочи у детей и выявления отрицательных образцов с целью уменьшения нагрузки на микробио-

логическую лабораторию. Было исследовано 205 образцов детской мочи параллельно при помощи посева 

и КФН-анализатора. В сравнении с посевом чувствительность метода КФН — 94,5%, специфичность — 85,3%, 

негативное прогностическое значение — 97,7%, позитивное прогностическое значение — 70,3%. В проведен-

ном исследовании метод КФН позволил выявить 85,3% отрицательных образцов мочи (63,9% всех исследован-

ных образцов) за 4 часа, сохранив 94,5% положительных образцов для дальнейшего посева. При этом ни один 

образец мочи с обсемененностью ≥ 104 КОЕ/мл не был пропущен.

Ключевые слова: когерентная флуктуационная нефелометрия, бактериурия, скрининг, моча, дети, микробиологический 

анализатор.
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Abstract. One of the most widespread microbiological analyses in clinical practice is urine culture, and up to 80% of urine 

samples turn out to be negative. In this study we demonstrate applicability of coherent fluctuating nephelometry (CFN) 
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method for rapid urine screening and negative samples identification for the purpose of reducing the workload of micro-

biological laboratory. 205 urine samples were tested by conventional culture method (CCM) and using CFN-analyzer. 

The agreement between CCM and CFN was 87.8%. Compared to CCM, CFN demonstrated sensitivity — 94.5%, speci-

ficity — 85.3%, negative predictive value — 97.7%, positive predictive value — 70.3%. In this study CFN-analyzer allowed 

to identify 85.3% of negative urine samples (63.9% of all tested samples) within 4 hours, and 94.5% of positive samples were 

retained for later CCM. Moreover none of samples with count ≥ 104 CFU/ml was omitted.

Key words: coherent fluctuation nephelometry, bacteriuria, screening, urine, children, microbiology analyzer.

Введение

Инфекции мочевых путей (ИМП) — одни 

из самых распространенных инфекционных за-

болеваний в медицинской практике. Среди всех 

заболеваний инфекционной этиологии у детей 

ИМП занимают второе место после ОРВИ. По-

сев мочи на плотную среду является наиболее 

распространенным методом лабораторной диа-

гностики ИМП. Поскольку при скрининговых 

исследованиях 70–80% образцов мочи по ре-

зультатам посева отрицательны, быстрый скри-

нинговый метод, обеспечивающий выявление 

отрицательных образцов, может значительно 

сократить временные и материальные затраты 

на бактериологические посевы [1, 2].

Из-за низкой распространенности автома-

тизированных микробиологических анали-

заторов в микробиологической лабораторной 

практике, разработка надежного, простого, 

недорогого микробиологического анализатора 

является актуальной задачей.

В большинстве анализаторов, в основу ко-

торых положена регистрация кривой роста 

микроорганизмов, используется оптический 

метод фотометрии (например, Vitek 2 [4]). В по-

следние годы в клинической микробиологии 

все шире начинает применяться оптический 

метод нефелометрии, обладающий преимуще-

ством в чувствительности перед широко при-

меняемой фотометрией [2]. Используемый 

в настоящей работе метод когерентной флукту-

ационной нефелометрии (КФН) имеет ряд пре-

имуществ перед традиционной нефеломет рией. 

Он прост в исполнении, нечувствителен к опти-

ческим засветкам и качеству кювет. КФН позво-

ляет надежно регистрировать бактериальный 

рост, начиная с концентрации 103–104 КОЕ/мл, 

и проводить измерение низких мутнос тей даже 

при невысоком качестве кювет. Метод КФН 

применен для скрининга мочи на бактериурию 

у взрослых людей [1].

Цель данной работы — показать примени-

мость КФН в клинической лабораторной прак-

тике для быстрого скрининга мочи на бакте-

риурию у детей путем анализа кривых роста 

микрофлоры мочи. Задача скрининга — вы-

явление и исключение отрицательных образ-

цов мочи для уменьшения количества посевов 

в микробиологических лабораториях.

Материалы и методы

В исследовании использовались 12-каналь-

ные анализаторы «КФН-Ф-12» (разработаны 

и предоставлены ООО «Медтехнопарк»). Ана-

лизаторы «КФН-Ф-12» рассчитаны на одновре-

менное измерение мутности в 12-ти кюветах. 

Для каждой кюветы осуществляется одновре-

менная регистрация флуктуаций интенсивнос-

ти рассеянного под малым углом света (КФН) 

и фотометрическая регистрация интенсивности 

прошедшего света (Ф). Совмещение двух мето-

дов позволяет расширить диапазон измеряемых 

концентраций бактерий до 103–109 КОЕ/мл, при 

этом КФН обеспечивает измерение низких кон-

центраций бактерий, а фотометрия — высоких. 

Кюветы в анализаторах подвергаются несим-

метричному нагреву до 37°С, таким образом, 

чтобы обеспечить эффективное конвективное 

перемешивание жидкости в кюветах, необхо-

димое для реализации метода КФН.

В настоящей работе использовались стан-

дартные одноразовые фотометрические полу-

микрокюветы объемом 1 мл, которые герметич-

но укупоривались одноразовыми ПЭ пробками 

(«LP ITALIANA SPA», Италия).

В ходе работы были исследованы 214 образ-

цов мочи в микробиологической лаборатории 

детской городской клинической больницы № 5 

им. Н.Ф. Филатова (Санкт-Петербург).

При помощи анализатора «КФН-Ф-12» ре-

гистрировали кривые роста микрофлоры мочи, 

при этом анализируемым параметром выступа-

ло время задержки микробного роста. Известно 

[1], что в положительных (по результатам посе-

ва) образцах мочи рост будет наблюдаться рань-

ше, а в отрицательных — позже, вследствие чего 

можно выбрать временной порог, позволяющий 

выявлять отрицательные образцы мочи, при 

этом, не идентифицировав ошибочно положи-

тельные образцы.

Результаты, полученные на анализаторе, 

сравнивали с результатами микробиологичес-

кого посева тех же образцов мочи.

Определить точные численные показатели 

значимой бактериурии у детей, которые можно 

было бы применять во всех ситуациях, не пред-

ставляется возможным; в качестве оценочного 

критерия истинной бактериурии используется 

показатель ≥ 104 КОЕ/мл [3].
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Для оценки прогностической значимости ме-

тода скрининга мочи на анализаторе «КФН-Ф-12» 

использовали следующие показатели: чувстви-

тельность (доля положительных образцов, со-

храненных для дальнейшего микробиологи-

ческого исследования); специфичность (доля 

выявленных на КФН отрицательных образцов); 

ППЗ — позитивное прогностическое значение 

(вероятность того, что образец, положительный 

по результатам измерения методом КФН, ока-

жется положительным по результатам посева); 

НПЗ — негативное прогностическое значение 

(вероятность того, что образец, отрицательный 

по результатам измерения методом КФН, ока-

жется отрицательным по результатам посева).

В исследовании использовали мочу, собран-

ную не ранее чем за 2 часа до анализа. 5 мл мочи 

помещали в стерильную пробирку и центрифуги-

ровали для осаждения крупных оптических при-

месей (клетки, слизь, соли), вносящих неспеци-

фическую мутность. Режим центрифугирования 

(1700g, 60 с) был выбран так, чтобы крупные рас-

сеивающие частицы оседали на дно пробирки, 

а микроорганизмы оставались в надосадочной 

жидкости. Затем из пробирок отбирали 0,7 мл на-

досадка. В первую кювету помещали 0,5 мл надо-

садка центрифугированной мочи и 0,5 мл сахар-

ного мясопептонного бульона и регистрировали 

время задержки микробного роста. Во вторую кю-

вету помещали 0,15 мл надосадка мочи и 0,85 мл 

бульона для оценки ингибирующего действия 

остаточных АБ или других примесей в моче (если 

при большем разведении мочи рост микрофлоры 

фиксируется значительно раньше, то это свиде-

тельствует о наличии АБ или других ингибирую-

щих рост примесей в образце мочи). Обе кюветы 

помещали в анализатор и регистрировали кривые 

роста микроорганизмов в течение 5–7 часов.

Результаты

В 9 из 214 исследованных образцов мочи за-

регистрировано ингибирующее действие АБ 

или других примесей, эти образцы исключены 

из статистики. Из оставшихся 205 образцов мочи 

по результатам микробиологического посева 55 

(26,8%) были положительными (14 сильнополо-

жительных — 105 КОЕ/мл, 22 слабоположитель-

ных — 104 КОЕ/мл, 19 сомнительных — 103 КОЕ/

мл) и 150 (73,2%) — отрицательными (59 — веро-

ятная контаминация (< 103 КОЕ/мл; ≤ 104 КОЕ/

мл для лактобактерий), 91 — нет роста). Резуль-

таты типирования культур в положительных 

образцах: Enterococcus spp. — 32, колиморф-

ные — 17, Staphylococcus spp. — 7, Corynebacterium 

spp. — 6, Candida spp. — 2, Pseudomonas spp. — 1, 

Proteus spp. — 1.

По результатам регистрации микробного рос-

та на анализаторе «КФН-Ф-12» анализировали 

параметр задержки роста от момента смешения 

бульона и надосадка центрифугированной мочи.

Для достижения наилучшей статистической 

корреляции результатов микробиологического 

посева и регистрации микробного роста на ана-

лизаторе «КФН-Ф-12» было выбрано значение 

порога времени равное 4 часам. В соответствии 

с выбранным порогом по результату измере-

ния задержки роста (T) каждой пробы ей при-

сваивали метку «наличие роста» (T ≤ 4 часа) 

или «отсутствие роста» (T > 4 часа). Результаты 

микробиологического посева (отрицательный/

положительный) сравнивали с результатами 

измерения задержки микробного роста на ана-

лизаторе («наличие роста»/«отсутствие роста») 

(табл. 1). По результатам сравнения были вычис-

лены прогностические значения метода скри-

нинга мочи на КФН (табл. 2).

ТАБЛИЦА 1. РАСПРЕДЕЛЕНИЕ ПОЛОЖИТЕЛЬНЫХ И ОТРИЦАТЕЛЬНЫХ (ПО РЕЗУЛЬТАТАМ ПОСЕВА) 

ОБРАЗЦОВ ПО ВРЕМЕНИ ЗАДЕРЖКИ МИКРОБНОГО РОСТА (НА АНАЛИЗАТОРЕ «КФН-Ф-12»)

Распределение образцов мочи 

по результатам посева

Группы образцов 

мочи

Распределение образов мочи по задержке 

микробного роста на «КФН-Ф-12»

T > 4 ч T ≤ 4 ч

Нет роста — 91 шт. А 89 (97,8%) 2 (2,2%)

Контаминация — 59 шт. Б 39 (66,1%) 20 (33,9%)

Сомнительные (103 КОЕ/мл) — 19 шт. В 3 (15,8%) 16 (84,2%)

Слабоположительные (104 КОЕ/мл) — 22 шт. Г 0 (0%) 22 (100%)

Сильноположительные (105 КОЕ/мл) — 14 шт. Д 0 (0%) 14 (100%)

Всего — 205 шт. А+Б+В+Г+Д 131 (63,9%) 74 (36,1%)

Отрицательные — 150 шт. А+Б 128 (85,3%) 22 (14,7%)

Положительные (≥ 103 КОЕ/мл) — 55 шт. В+Г+Д 3 (5,5%) 52 (94,5%)

ТАБЛИЦА 2. ПРОГНОСТИЧЕСКИЕ ПОКАЗАТЕЛИ 

МЕТОДА СКРИНИНГА МОЧИ НА АНАЛИЗАТОРЕ 

«КФН-Ф-12»

Согласие 87,8%
Чувствительность 94,5%
Специфичность 85,3%
ППЗ 70,3%
НПЗ 97,7%
Доля образцов, исключенных из потока 
материала на посев

63,9%
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Обсуждение

Результаты проведенного исследования 

демонстрируют применимость анализатора 

на основе КФН для скрининга мочи на бакте-

риурию у детей. Результаты, полученные при 

помощи КФН-анализатора и посева, совпада-

ли на 87,8%. При помощи КФН возможно в те-

чение 4 часов выявить и исключить 85,3% от-

рицательных образцов мочи, сохранив 94,5% 

положительных образцов для дальнейшего 

исследования при помощи посева, при этом 

ни один случай значимой бактериурии (обсе-

мененность ≥ 104 КОЕ/мл) не пропущен. Из об-

щего количества образцов мочи, поступающих 

на посев в микробиологичес кую лабораторию, 

метод позволяет изъять 63,9% образцов.

Простой, надежный, многоканальный ком-

бинированный КФН-фотометрический анали-

затор позволяет значительно снизить количе-

ство посевов и получить отрицательный резуль-

тат в день поступления мочи на исследование, 

что позволяет уменьшить нагрузку на бактерио-

логическую лабораторию путем исключения 

отрицательных образцов мочи. Это позволяет 

сократить трудовые и временные затраты, что 

имеет значимый экономический эффект, по-

скольку бактериологическое исследование мочи 

является одним из самых широко применяемых 

в рутинной лабораторной практике.
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К 75-ЛЕТИЮ ГАЛИНЫ ЯКОВЛЕВНЫ ЦЕНЕВОЙ

Галина Яковлевна Ценева родилась в городе Тайшет Иркутской области в 1941 г. Пример старшей 

сестры, Александры, повлиял на выбор специальности Галиной Яковлевной: после успешного окон-

чания школы она стала студенткой Иркутского медицинского института. После окончания института 

Г.Я. Ценева была направлена на кафедру эпидемиологии к профессору В.А. Башенину. Ее научным ру-

ководителем стал заведующий кафедрой профессор Д.В. Виноградов-Волжинский. Именно он напра-

вил Галину Яковлевну в Ленинградский НИИ эпидемиологии и мик робиологии имени Пастера и по-

знакомил с уже известным научным сотрудником А.Б. Дайтером, возглавлявшим изучение проблем 

риккетсиозов в нашей стране. Для сбора материала по теме исследования Галина Яковлевна отправ-

ляется в Алтайский край и Сибирь в составе научных экспедиций Института географии и Иркутского 

ИЭМ. Удача расшифровать природный очаг Ку-лихорадки пришла лишь на втором году экспедиции: 

был изолирован возбудитель, установлены его резервуары — грызуны-аборигены. Результатом аспи-

рантской работы в 1970 г. стала кандидатская диссертация на тему: «Изучение взаимоотношений между 

риккетсиями Бернета и клещем D. nuttali как возможным переносчиком лихорадки Ку».

С 1969 по 1976 гг. Г.Я. Ценева работает в Иркутском государственном медицинском институте 

в качестве ассистента кафедры эпидемиологии и паразитологии и преподает эпидемиологию сту-

дентам-медикам.

В 1976 г. по приглашению на тот момент уже заведующего отделом природноочаговых и пара-

зитарных инфекций профессора А.Б. Дайтера Галина Яковлевна возвращается в Ленинградский 

НИИ эпидемиологии и мик робиологии имени Пастера, поступает на должность младшего научно-

го сотрудника и переезжает с семьей в Ленинград. В этот период были начаты первые работы по из-

учению патогенных свойств иерсиний псевдотуберкулеза, клебсиелл, риккетсий и вызываемых 

ими патологических процессов, а также возбудителей паразитарных болезней, моделированию 

инфекционных процессов, разработке и созданию новых средств диагностики псевдотуберкулеза. 

В 1988 г. Галина Яковлевна успешно защищает докторскую диссертацию на тему «Биология возбу-

дителя, вопросы патогенеза и иммунодиагностика псевдотуберкулеза».

В апреле 1993 г. по инициативе заместителя директора института профессора Ф.С. Носкова при 

институте создается лаборатория бактериальных капельных инфекций, руководителем которой 

становится Галина Яковлевна Ценева. В 1994 г. Г.Я. Ценевой присуждено ученое звание профес-

сора по специальности «микробиология». В этом же году она становится действительным членом 

Петровской академии наук и искусств по специальности «микробиология».
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В связи с возникшей в эти годы масштабной эпидемией дифтерии, важным направлением работы 

Галины Яковлевны и ее учеников явилось изучение биологических свойств возбудителя дифтерии, 

иммунитета к инфекции, эпидемических особенностей ее распространения и совершенствование 

методов мониторинга за дифтерией. В последнее десятилетие в структуре заболеваемости детей ин-

фекциями, управляемыми вакцинопрофилактикой, ведущее место стал занимать коклюш. В этой 

связи встал вопрос о необходимости изучения возможных генетических мутаций и, как следствие, 

изменения биологических свойств возбудителя, что могло явиться причиной снижения эффектив-

ности вакцинопрофилактики. Актуальным также являлся поиск путей повышения эффективнос-

ти диагностики. Решение указанных задач стало еще одним направлением научно-практичес кой 

деятельности Г.Я. Ценевой и возглавляемой ею лаборатории.

Приоритетным для Г.Я. Ценевой являлась разработка комплексного подхода к оценке вирулент-

ности возбудителей ряда инфекций, основанного на применении набора адекватных эксперимен-

тальных моделей, тестов, критериев. Этими фундаментальными исследованиями внесен суще-

ственный вклад в теорию о вирулентности бактерий и научно обоснован перевод ряда представи-

телей бактерий из IV в III группу патогенности. Методологическая основа нового подхода к оценке 

вирулентности бактерий представлена в главах учебника «Частная эпидемиология» (СПб., 1993), 

в монографии «Иерсиниозы» (М., 2003).

Галиной Яковлевной и ее учениками исследован ряд вопросов патогенеза псевдотуберкулеза 

и иерсиниоза, клебсиеллеза и других инфекций; вскрыты механизмы хронического и рецидивиру-

ющего их течения, обоснована разработка иммунологического направления в диагностике иерси-

ниозов.

Впервые в России получены новые молекулярно-генетические характеристики бордетелл, кори-

небактерий, иерсиний псевдотуберкулеза, усовершенствованы методы их индикации и идентифи-

кации; определены рибо- и патотипы иерсиний, в том числе специфичные для России, и уточнена 

их роль в патогенезе псевдотуберкулеза. Установлена связь доминантной циркуляции новых ДНК-

типов бордетелл с заболеваниями коклюшем привитых детей, усовершенствована тактика контро-

ля иммунитета к дифтерии и коклюшу, обоснована определяющая роль в поствакцинальном им-

мунитете высокоавидных антител.

На основе иммунологических и генетических подходов созданы новые диагностические препа-

раты, а также питательные среды, схемы индикации и идентификации ряда возбудителей инфек-

ции, разработаны диагностические препараты (12 диагностических препаратов и среды 42 наиме-

нований, утверждено 6 технологий производства).

Научная продукция Г.Я. Ценевой значительна: она представлена в различных изданиях, на меж-

дународных конференциях в 20 странах мира. Ею опубликовано более 370 научных работ, в том 

числе четверть из них – за рубежом, издано 36 научно-методических трудов, в том числе 6 моно-

графий.

Г.Я. Ценева являлась руководителем 24-х диссертационных работ, в том числе 5 докторских. 

Галина Яковлевна с 2008 по 2015 гг. возглавляла Референс-центром по мониторингу за иерсиниоза-

ми, оказывала методическую помощь специалистам всех субъектов Российской Федерации по дан-

ной проблеме, трижды организовывала Всероссийские конференции с международным участи-

ем по иерсиниозам. С 2011 по 2015 гг. Г.Я. Ценева входила в состав редакционного совета журнала 

«Инфекция и иммунитет».

Г.Я. Ценева отмечена рядом наград и званий. Она — отличник здравоохранения (1998); заслу-

женный деятель науки Российской Федерации (2006); награждена юбилейными медалями Санкт-

Петербурга и золотой медалью Всероссийского общества эпидемиологов, микробиологов и па-

разитологов «За практический вклад в укрепление здоровья нации» (2008), нагрудным знаком 

«Почетный работник Роспотребнадзора» (2015).

Сотрудники Санкт-Петербургского НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера, 

коллектив лаборатории медицинской бактериологии Института, а также редколлегия журнала 

«Инфекция и иммунитет» поздравляют Галину Яковлевну Ценеву со знаменательной датой и же-

лают здоровья и благополучия.
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ды; 3) результаты исследований; 4) обсуждение результатов; 5) благодарности.

 • Введение содержит обоснование цели и задач проведенного исследования.

 • Материалы и методы могут излагаться в виде отдельных фрагментов с короткими подзаголовками.

 • Все нетрадиционные модификации методов должны быть описаны с достаточной степенью под-

робности. Для всех используемых в работе реактивов, животных, клеточных культур и т.д. необ-

ходимо точно указывать производителей и/или источники получения (с названиями страны, фир-

мы, института).

 • Результаты описываются в логической последовательности в виде отдельных фрагментов, разде-

ленных подзаголовками, без элементов обсуждения, без повторения методических подробностей, 

без дублирования цифровых данных, приведенных в таблицах и рисунках.

 • В обсуждении проводится детальный анализ полученных данных в сопоставлении с данными ли-

тературы, что служит обоснованием выводов и заключений авторов.

 • Раздел «Благодарности» не является обязательным, но крайне желателен. В этом разделе авторы мо-

гут выразить признательность организации, субсидировавшей проведение исследований, колле-

гам, консультировавшим работу в процессе ее выполнения и/или написания, а также техническому 

персоналу за помощь в выполнении исследований. Благодарности за предоставление специфичес-

ких реактивов или оборудования, как правило, помещаются в разделе «Материалы и методы».

Краткие сообщения

Журнал публикует небольшие по объему статьи, которые имеют безусловную новизну и значимость. Эти 

статьи проходят ускоренное рецензирование и публикуются в короткие сроки. Общий объем краткого сооб-

щения ограничен 8 машинописными страницами, количество рисунков и/или таблиц не может быть более 3, 

а список использованных литературных источников не должен превышать 15. Титульный лист оформляется, 

как описано ниже (см. «Подготовка статей»). Разделы краткого сообщения аналогичны вышеописанным раз-

делам оригинальной статьи, но не выделяются заголовками и подзаголовками, результаты могут быть изло-

жены вместе с обсуждением.

Обзорные статьи и лекции

Обзорные статьи и лекции в основном заказываются редакцией или могут быть рекомендованы одним из чле-

нов редколлегии. Более подробную информацию о правилах оформления этих статей можно узнать в редакции.

Библиографические стандарты описания цитируемых публикаций

Описание статьи из журнала:

Салина Т.Ю., Морозова Т.И. Иммунологические методы в дифференциальной диагностике // Туберкулез и болезни легких. 

2011. Т. 88, № 11. C. 50–53.

Salina T.Yu., Morozova T.I. Immunological methods in differential diagnostics. Tuberculosis and Lung Diseases, 2011, vol. 88, no. 11, pp. 50–53.

Описание статьи из книги (монографии):

Шурыгина И.А., Чеснокова М.В., Климов В.Т. Псевдотуберкулез. Новосибирск: Наука, 2003. 320 с.

Shurygina I.A., Chesnokova M.V., Klimov V.T. Рseudotuberculosis. Novosibirsk: Nauka, 2003. 320 p.

Примеры правильного оформления англоязычных ссылок:

Turenne C.Y., Wallace R., Behr M.A. Mycobacterium avium in the postgenomic era. Clin. Microb. Rev., 2007, vol. 20, no. 2, pp. 205–229.

Goodman J.W., Parslow T.G. Immunoglobulin proteins. Basic and Clinical Immunology. Ed. Stites D.P., Terr A.I., Parslow T.G. Appletion & 

Lange, 1994, pp. 66–79.

Ссылки на литературные источники в тексте статьи, в рисунках и таблицах обозначаются арабскими циф-

рами в квадратных скобках [1, 2, 3,...]. Не допускаются ссылки на диссертации, авторефераты диссертаций, 

публикации в сборниках, методические документы местного уровня. Количество источников не ограничено. 

В каждой ссылке приводятся все авторы работы. Неопубликованные статьи в список не включаются.

Обозначения, сокращения и единицы измерения

Для сложных терминов или названий, наиболее часто используемых в тексте статьи, можно ввести (в кру-

глых скобках после первого упоминания полного названия термина) не более 3–5 нетрадиционных сокра-

щений. Узаконенные международными номенклатурами сокращения используются в соответствующей 

транскрипции. Например, для термина «интерлейкин» используется сокращение «IL», а не русскоязычный 

вариант «ИЛ»; аналогично этому используются сокращения: «TNF», а не «ТНФ» или «ФНО»; «CD», а не «СД». 

Названия микроорганизмов приводятся в оригинальной транскрипции с использованием курсива (E. coli, 

Streptococcus pyogenes). Единицы измерения приводятся без точки после их сокращенного обозначения, регла-

ментированного международными правилами (с, ч, см, мл, мг, kDa и т.д.).
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Оформление иллюстративного материала

Иллюстративный материал должен быть оригинальным, т.е. ранее нигде не опубликованным. Общее ко-

личество иллюстраций (таблиц и рисунков) не должно превышать восьми. При большем количестве иллю-

страций их публикация оплачивается автором. Публикация цветных иллюстраций (независимо от их коли-

чества) также оплачивается автором.

Размеры иллюстраций:

• максимальная высота — 210 мм

• максимальная ширина для 1 столбца — 82 мм, для 2 столбцов — 170 мм

Таблицы. Каждая таблица предоставляется отдельным файлом. Таблицы нумеруются арабскими цифра-

ми отдельно от нумерации рисунков (графиков и фотографий). Название печатается над таблицей. Весь текст 

на русском языке, содержащийся в таблице, включая единицы измерения, должен быть переведен на ан-

глийский язык; при этом перевод следует помещать в ячейку с соответствующим русским текстом отдельной 

строкой. Название таблицы и текст примечания к ней также должны быть переведены на английский язык 

и приведены под русским текстом с новой строки. Для пометок в таблицах следует использовать одну или 

несколько (*). Пояснения печатаются после соответствующего количества (*) под таблицей. Единицы изме-

рения, при необходимости, включаются в заголовки строк или столбцов.

Рисунки (графики и фотографии). В тексте статьи названия рисунков (графиков, фотографий) и таблиц раз-

мещаются сразу после абзаца, где на них дается первая ссылка. Все рисунки нумеруются последовательно араб-

скими цифрами по мере их включения в текст статьи. Названия рисунков и подписи к ним выносятся в виде 

списка в отдельный файл. В списке указываются: номер рисунка, название (с большой буквы), текст примеча-

ний (для микрофотографий должно быть указано увеличение). Подписи к рисункам даются краткие, но доста-

точно информативные. Названия рисунков и примечаний к ним, нарисуночные подписи, текст легенды долж-

ны быть переведены на английский язык и размещены под соответствующим текстом с новой строки. Рисунки 

могут быть представлены в графических форматах с расширением .tif (разрешение не менее 300 dpi при 100% 

масштабе), .eps или .ai. Изображения, встроенные в документы Word, не принимаются. Графики и диаграммы 

предоставляются вместе с таблицами, на основе которых они были созданы, или с численными обозначения-

ми показателей, отображаемых соответствующими графическими элементами (столбиками, секторами и т.п.) 

в виде файлов с расширениями .doc или, предпочтительнее, .xls.

Плата за публикацию статей

При соблюдении правил публикация статей в журнале «Инфекция и иммунитет» является бесплатной 

для авторов и учреждений, в которых они работают. Редакция может потребовать оплату в следующих случа-

ях: 1) за публикацию цветных иллюстраций; 2) при большом количестве иллюстративного материала (свыше 

8 иллюстраций).

Подготовка статей

При предоставлении статьи авторы должны руководствоваться требованиями, приведенными в нижесле-

дующих пунктах. Статья может быть отклонена, если она им не соответствует.

1. Направляя статью в журнал, авторы гарантируют, что поданные материалы не были ранее опубликованы 

полностью или по частям, в любой форме, в любом месте или на любом языке. Так же авторы гарантиру-

ют, что статья не представлена для рассмотрения и публикации в другом журнале. С момента принятия 

статьи к печати в журнале «Инфекция и иммунитет» приведенный в ней материал не может быть опу-

бликован авторами полностью или по частям в любой форме, в любом месте и на любом языке без согла-

сования с руководством журнала. Исключением может являться: 1) предварительная или последующая 

публикация материалов статьи в виде тезисов или короткого резюме; 2) использование материалов статьи 

как части лекции или обзора; 3) использование автором представленных в журнал материалов при напи-

сании диссертации или книги. Воспроизведение всего издания или части любым способом запрещается 

без письменного разрешения издателей. Нарушение закона будет преследоваться в судебном порядке. Ох-

раняется Законом РФ № 5351-1 «Об авторском праве и смежных правах» от 09.07.93 г.

2. Файл отправляемой статьи представлен в формате .doc, .docx, .rtf.

3. Помимо файла со статьей, предоставлены следующие файлы:

1) Файл с метаданными (при загрузке в систему ему присваивается имя «Метаданные»):

 • фамилия, имя, отчество, ученая степень, ученое звание, должность автора, ответственного 

за дальнейшую переписку с редакцией (на русском и английском языках);

 • название учреждения, где работает ответственный автор (в русском и официально принятом 

английском вариантах);

 • почтовый адрес для переписки с указанием почтового индекса (на русском и английском языках);

 • телефон, факс (с указанием кода страны и города), e-mail;

 • фамилия и инициалы остальных соавторов, их ученые степени, ученые звания, должности;

 • полное название статьи, направляемой в редакцию;

 • количество страниц текста, количество рисунков, количество таблиц;

 • раздела журнала, для которого предназначена данная работа: «Лекции», «Обзоры», «Ориги-

нальные статьи», «Краткие сообщения», «В помощь практическому врачу»;

 • дата отправления работы.

2) Отсканированная копия файла с метаданными подписанная всеми авторами (при загрузке в систе-

му ему присваивается имя «Подписи авторов»).
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3) Титульный лист (при загрузке в систему ему присваивается имя «Титульный лист»), по форме:

 • название статьи (без использования каких-либо сокращений, на русском и английском языках);

 • фамилия, имя, отчество, ученая степень, ученое звание, должность каждого из соавторов статьи 

(полностью, на русском и английском языках);

 • подразделение и учреждение, в котором выполнялась работа; в случае, если авторами статьи 

являются сотрудники разных учреждений, то последние нумеруются по порядку, начиная 

с единицы, и соответствующая цифра размещается после фамилии автора, представляющего 

данное учреждение; для маркировки авторов в англоязычной части статьи вместо цифр ис-

пользуются латинские буквы (a, b, c, d и т.д.);

 • сокращенное название статьи для верхнего колонтитула (не более 35 символов, включая про-

белы и знаки препинания, на русском и английском языках);

 • не менее 6 ключевых слов на русском и английском языках;

 • адрес для переписки с указанием номера телефона, факса и адреса e-mail.

4) Резюме (при загрузке в систему ему присваивается имя «Резюме»). Предоставляется в виде одного аб-

заца без ссылок и специфических сокращений. Объем — не менее 300 слов. Резюме в полном объеме 

представляется также в переводе на английский язык. В отдельных случаях, по решению редакцион-

ной коллегии, может быть затребован развернутый вариант резюме на английском языке.

5) Рисунки, если они есть — каждый отдельным файлом (при загрузке в систему каждому рисунку при-

сваивается имя «Рисунок_Порядковый номер рисунка. Название рисунка»).

6) Файл в формате .doc, .docx, .rtf со списком, в котором указываются: номер рисунка, название (с боль-

шой буквы), текст примечаний (для микрофотографий должно быть указано увеличение). Подписи 

к рисункам даются краткие, но достаточно информативные.

7) Таблицы, если они есть — каждая отдельным файлом (название каждой таблицы должно быть при-

ведены заголовком в файле с самой таблицей).

8) Файл с цитируемой литературой (при загрузке в систему ему присваивается имя «Литература») в виде 

таблицы из четырех столбцов (альбомная ориентация), где:

Порядковый 

номер ссылки

Авторы, название публикации 

и источника, где она 

опубликована, выходные данные

Ф.И.О., название публикации и источника 

на английском языке

Полный интернет-адрес 

(URL) цитируемой статьи 

и/или ее DOI

Размещаются 

в таблице 

в алфавитном 

порядке, вначале 

русскоязычные, 

затем на языках 

с латинской 

графикой

Указывать 

по библиографическому 

стандарту, представленному 

выше

Официальное англоязычное название 

публикации и источника, где она 

опубликована — для русскоязычных статей. 

В редких случаях, когда не существует 

официальных англоязычных названий, 

редакция просит предоставлять их перевод, 

обозначая его красным цветом шрифта. 

Для англоязычных публикаций и источников 

в этом столбце ставится прочерк

В том случае, если 

информация о статье 

не размещена 

на официальном сайте 

издания, допустимо 

использовать URL статьи 

со сторонних сайтов, 

в т.ч. системы 

www.e-library.ru. 

DOI статьи приводится 

в квадратных скобках 

после URL-адреса

4. Текст должен быть набран с одинарным межстрочным интервалом; используется кегль шрифта в 14 пунк-

тов; для выделения используется курсив, а не подчеркивание; все ссылки на иллюстрации, графики и таб-

лицы расположены в соответствующих местах в тексте, а не в конце документа.

5. Текст соответствует стилистическим и библиографическим требованиям.

6. Если вы отправляете статью в рецензируемый раздел журнала, то вы согласны с требованиями слепого 

рецензирования, подробнее о котором можно узнать на сайте журнала (http://iimmun.ru) в рубрике «Ре-

цензирование» раздела «О журнале».

Вы можете оформить подписку на журнал 

«Инфекция и иммунитет» через отделения связи:

Каталог «Роспечать» – индекс 95001; 

Объединенный каталог «Пресса России» и электронный каталог «Российская периодика» 

в сети Internet на сайте www.arpk.org – индекс 41392.

Цена свободная.

Подписка на электронную версию журнала

на сайте www.elibrary.ru
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