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Рисунок 1. Группа микобактерий 
в интерстициальном пространстве легких
Figure 1. A group of mycobacteria in the interstitial 
space of the lungs
Примечание. Метод Фалька и соавт.  
Микроскоп: Люмам-6, увеличение ×1000.
Note. A staining technique by Falck et al.  
Microscope: Lumam-6, magnificaion ×1000.

Иллюстрации к статье «Уровень нейротрансмиттеров в нейроаминсодержащих структурах легких 
при разных формах туберкулеза» (авторы: Н.Е. Гималдинова, Л.А. Любовцева, Е.В. Любовцева) 
(с. 1067–1074)
Illustrations for the article “Neurotransmitter level in neuroamin-containing lung structures in different forms 
of tuberculosis” (authors: Gimaldinova N.E., Lybovtseva L.A., Lybovtseva E.V.) (pp. 1067–1074)

Рисунок 2. Интерстициальное пространство 
при остром кавернозном туберкулезе легких
Figure 2. The interstitial space in acute cavernous 
pulmonary tuberculosis
Примечание. 1 — ГЛК, содержащая КА и СТ.  
2 — альвеола. Метод Фалька и соавт.  
Микроскоп: Люмам-6, увеличение ×1000.
Note. 1 — GLC containing CA and ST. 2 — the alveolus. 
A staining technique by Falck et al. Microscope: Lumam-6, 
magnificaion ×1000.

Иллюстрации к статье «Особенности эффекторных субпопуляций лимфоцитов у пациентов 
с увеальной меланомой при активации и хроническом течении герпесвирусной инфекции»  
(авторы: Н.В. Балацкая, С.В. Саакян, Е.Б. Мякошина, И.Г. Куликова, Г.И. Кричевская) (с. 1123–1130)
Illustrations for the article “Features of effector lymphocyte subsets in patients with uveal melanoma in recurrent 
and chronic herpesvirus infection” (authors: Balatskaya N.V., Saakyan S.V., Myakoshina E.B., Kulikova I.G., 
Krichevskaya G.I.) (pp. 1123–1130)

Рисунок. Увеальная меланома малых (А), средних (Б) и больших (В) размеров
Figure. Uveal melanoma of small (A), medium (B) and large (C) sizes
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ОСОБЕННОСТИ ЦИРКУЛЯЦИИ РЕСПИРАТОРНЫХ 

ВИРУСОВ В ПРЕД- И ПАНДЕМИЧЕСКИЕ 

ПО ГРИППУ И COVID-19 ПЕРИОДЫ

И.В. Киселева1,2, Н.В. Ларионова1, Е.П. Григорьева1, А.Д. Ксенафонтов3, 

М. Аль Фаррух1, Л.Г. Руденко1

1 ФГБНУ Институт экспериментальной медицины, Санкт-Петербург, Россия
2 ФГБОУ ВО Санкт-Петербургский государственный университет, Санкт-Петербург, Россия
3 ФГБУ НИИ гриппа им. А.А. Смородинцева Минздрава России, Санкт-Петербург, Россия

Резюме. Широкое разнообразие зоонозных вирусов, способных преодолевать межвидовой барьер, ведет к по-

явлению в человеческой популяции новых, потенциально пандемических вирусов. Это часто сопровождается 

исчезновением существующих циркулирующих штаммов. Среди разнообразных причин данного явления — 

укрепление популяционного иммунитета за счет расширения иммунной прослойки населения и совершен-

ствования средств и методов медицинской помощи. Однако природа не терпит пустоты (Natura abhorret vacuum), 

и на смену исчезающим патогенам приходят новые. За последние десять лет человечество столкнулось с двумя 

пандемиями: гриппа свиного происхождения А(H1N1)pdm09 в 2009 г. и COVID-19 в 2019 г., что предоставило 

ученым уникальную возможность как можно больше узнать о взаимоотношениях респираторных вирусов и их 

патогенезе. Совместно с вирусами, имеющими пандемическое значение, циркулирует множество сезонных ре-

спираторных вирусов, которые вносят свой вклад в структуру заболеваемости людей, а сочетанные инфекции 

отягчают состояние заболевших. В условиях распространения новых вирусов с неизученными характеристи-

ками при отсутствии средств профилактики и терапии особенно актуально предотвратить отягчение заболе-

ваемости за счет смешанных инфекций. В этом обзоре рассматривается взаимное участие в эпидемическом 

процессе пандемичес ких вирусов (вируса гриппа А(H1N1)pdm09 и коронавируса SARS-CoV-2) и сезонных ре-

спираторных вирусов, обсуждаются некоторые вопросы, связанные с их распространением, возможные соци-

альные и климатические причины, влияющие на распространение и тяжесть заболевания, а также приводятся 

факты, свидетельствующие о существовании сезонности и временных закономерностей начала и окончания 

циркуляции респираторных вирусов. Интересно, что начало циркуляции пандемического вируса гриппа 

А(H1N1)pdm09 привело к смещению сроков и интенсивности циркуляции одних респираторных вирусов, что, 

вероятно, вызвано существованием между ними «конфликтов репликации», и не затронуло другие респира-

торные вирусы. Довольно часто наблюдали сочетанное заражение SARS-CoV-2 и другими респираторными 

вирусами, особенно респираторно-синцитиальным вирусом и риновирусами. На сегодняшний день не уста-

новлено отягчающего влия ния гриппа на течение COVID-19 при смешанной инфекции. Еще не ясно, вызвано 

ли это мягким течением гриппозной инфекции в эпидсезоне 2020 г. или конкурентным воздействием SARS-

CoV-2 на вирусы гриппа. Специалисты пока занимаются накоплением фактов и работой над созданием средств 

эффективной профилактики и лечения новой коронавирусной инфекции.

Ключевые слова: эпидемии, межпандемический период, пандемии, пандемический период, острые респираторные вирусные 

инфекции, грипп, SARS-CoV-2, COVID-19.
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SALIENT FEATURES OF CIRCULATING RESPIRATORY VIRUSES IN THE PRE- AND PANDEMIC 

INFLUENZA AND COVID-19 SEASONS

Kiseleva I.V.a,b, Larionova N.V.a, Grigorieva E.P.a, Ksenafontov A.D.c, Al Farroukh M.a, Rudenko L.G.a

a Institute of Experimental Medicine, St. Petersburg, Russian Federation
b St. Petersburg State University, St. Petersburg, Russian Federation
c Smorodintsev Research Institute of Influenza, Saint Petersburg, Russian Federation

Abstract. A wide variety of zoonotic viruses that can cross the interspecies barrier promote the emergence of new, poten-

tially pandemic viruses in the human population that is often accompanied by the disappearance of existing circulating 

strains. Among the various reasons underlying this phenomenon is the strengthening of herd immunity by expanding 

the immune layer of population and improving means and methods of medical care. However, natura abhorret vacuum, 

and new pathogens come to replace disappearing ones. Over the past ten years, humanity has faced two pandemics: swine 

flu A(H1N1)pdm09 in 2009 and COVID-19 in 2019, providing scientists with a unique opportunity to learn more about 

a relationship between respiratory viruses and their pathogenesis. Together with viruses of pandemic significance, a large 

number of seasonal respiratory viruses circulate, which contribute to the structure of human morbidity, and coinfections 

aggravate the condition of the illness. In the conditions of the spread of new viruses with unexplored characteristics, 

in the absence of means of prevention and therapy, it is especially important to prevent the aggravation of morbidity due 

to mixed infections. Here we review the mutual involvement of pandemic influenza A(H1N1)pdm09 and SARS-CoV-2 

coronavirus and seasonal respiratory viruses in the epidemic process, discuss some issues related to their spread, potential 

causes affecting the spread and severity of the morbidity. The given facts testify to the existence of seasonality and temporal 

patterns of the beginning and end of respiratory viruses circulation. Interestingly, the beginning of circulation of the pan-

demic influenza A(H1N1)pdm09 virus led to a shift in the timing and intensity of circulation of some respiratory viruses, 

which is probably caused by existence of “replication conflicts” between them, and did not affect others. Coinfection with 

SARS-CoV-2-19 and other respiratory viruses, especially respiratory syncytial virus and rhinoviruses, was quite often 

observed. At the current stage, no aggravating effect of influenza on the course of COVID-19 in mixed infection has been 

established. Whether this is due to the mild course of influenza infection in the 2020 epidemic season, or the competitive 

impact of SARS-CoV-2 on influenza viruses is not yet clear. Experts are still at the stage of accumulating facts and work-

ing on creating means of effective prevention and treatment of the new coronavirus infection.

Key words: epidemics, interpandemic period, pandemics, pandemic period, acute respiratory viral infections, influenza, SARS-CoV-2, 

COVID-19.

Введение

При большом разнообразии зоонозных ви-

русов, которые могут преодолевать ограниче-

ния круга хозяев и приобретать способность 

распространяться в иммунологически наивной 

популяции, всегда существует возможность по-

явления нового потенциально пандемического 

вируса [12]. 

Чтобы штамм вируса гриппа приобрел панде-

мическое распространение в человеческой попу-

ляции, он должен соответствовать трем важным 

условиям: быть 1) антигенно новым для иммун-

ной системы; 2) вирулентным; 3) способным 

к повсеместной передаче от человека к челове-

ку [43]. В отдельности каждая из этих предпосы-

лок необходима, но недостаточна для того, что-

бы вирус превратился в пандемический штамм. 

Только сочетание всех трех компонентов обеспе-

чивает вирусу гриппа пандемическую силу.

Все это в полной мере относится к любым пан-

демическим вирусам разного происхождения. 

На протяжении долгого времени термин «панде-

мия» ассоциировался у вирусологов с гриппом. 

В 2009 г. началась очередная и пока последняя 

пандемия гриппа, которая, по модельным рас-

четам, только за первые 12 месяцев унесла около 

284 440 человеческих жизней [22]. Однако, как 

показала трагическая история последних меся-

цев, не только вирус гриппа, но и другие, более 

опасные вирусы также могут обладать пандеми-

ческим потенциалом. В конце 2019 г. Китай со-

общил о появлении инфекционного заболева-

ния неизвестной этиологии в городе Ухань про-

винции Хубэй. Вскоре после этого китайские 

ученые определили новый бета-коронавирус, 

SARS-CoV-2, как наиболее вероятный возбуди-

тель этого заболевания (COVID-19) [13]. Свойства 

SARS-CoV-2 полностью удовлетворяют трем ос-

новным требованиям, которые позволяют штам-

му стать пандемическим: он нов для иммунной 

системы человека, очень вирулентен для инфи-

цированных людей и имеет высокую степень 

трансмиссивности (вирус даже более заразен, чем 

возбудитель гриппа). С 31 декабря 2019 г. по 29 де-

кабря 2020 г. в мире, по данным Всемирной ор-

ганизации здравоохранения (ВОЗ), было зареги-

стрировано 79 673 754 подтвержденных случаев 

COVID-19, включая 1 761 381 смертельных случа-

ев, в России — 3 105 037 случаев, из которых 55 827 

смертельных [69].

В глобальном масштабе это уже превысило 

трехлетнюю смертность от азиатского гриппа 

H2N2 пандемии 1957–1959 гг., которая составила 

около 1,5 млн человек [67]. Если же сравнивать 

уровень летальности во время двух последних 
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пандемий, то на сегодняшний день он составля-

ет около 2,5–3,0% для COVID-19 при 0,03–0,2% 

для пандемического гриппа А(H1N1)pdm09.

Экологическая ниша для вирусных инфекций 

человека

В природе каждый вид и каждый живой объ-

ект, от высших млекопитающих до микроорга-

низмов, занимает свою экологическую нишу. 

Пустующая или освободившаяся экологичес-

кая ниша обязательно заполняется другим ви-

дом, способным выполнять те же функции, что 

и исчезнувший вид. В конце XX в. значительно 

сократилась заболеваемость такими острыми 

инфекциями, как оспа, полиомиелит или бу-

бонная чума, унесшими в прошлом сотни ты-

сяч человеческих жизней. После победы над 

этими инфекциями освободилась большая 

экологическая ниша. Однако природа не тер-

пит пустоты (Natura abhorret vacuum). Поэтому 

освободившую ся нишу начали заполнять дру-

гие, пока не побежденные вирусы, в том числе 

вирус гриппа и другие гриппоподобные респи-

раторные вирусы (рис.). Разумеется, респиратор-

ные вирусы, включая вирус гриппа, циркулиро-

вали среди людей еще задолго до ликвидации 

оспы или полиомиелита.

Появление новых пандемических вирусов 

гриппа часто сопровождалось исчезновением 

циркулирующих сезонных гриппозных штам-

мов. Этот феномен вытеснения ранее циркули-

ровавших штаммов из занимаемой ими ниши 

хорошо известен и описан в литературе. Palese P. 

и Wang T.T. [57] полагают, что устранение сезон-

ных штаммов во время гриппозных пандемий 

является процессом, опосредованным суще-

ствующим коллективным иммунитетом в чело-

веческой популяции.

Ситуация с COVID-19 несколько иная. 

Возбудитель возник неожиданно и быстро внед-

рился в нишу, занятую другими респираторны-

ми вирусами. Можно предположить два возмож-

ных сценария развития последующих событий. 

SARS-CoV-2 начнет вытеснять другие, более без-

вредные штаммы как более агрессивный вирус, 

или они будут сосуществовать (рис.).

Глобальные стрессы и инфекции

Человечество воюет на протяжении многих 

веков; столетиями эпидемии инфекционных 

заболеваний во время войн подрывали боевую 

мощь армий и значительно сокращали граждан-

ское население. До ХХ в. смертность от болезней 

регулярно превышала смертность от военных 

действий. ХХ в. ознаменовался улучшением во-

енной гигиены и борьбы с болезнями и закрепле-

нием устойчивой тенденции, при которой боль-

ше солдат погибало в боях, чем от инфекционных 

заболеваний [59]. Тем не менее в глобальном мас-

штабе войны, революции и перевороты обычно 

сопровождались выраженным увеличением чис-

ла инфекционных заболеваний. Один из самых 

ярких примеров — пандемия испанского гриппа. 

В результате военной мобилизации и массового 

перемещения людей в связи с Первой мировой 

войной вирус стремительно распространился 

по всему миру (1918–1919 гг.) [7, 28].

Интересный факт был замечен во время 

Великой Отечественной войны (1941–1945 гг.). 

Помимо смертей в боях и от ранений, почти 

2 млн людей скончалось от голода, сердечных 

приступов и различных болезней. Тем не ме-

нее острые респираторные вирусные инфек-

ции (ОРВИ) в военное время были очень редки. 

Люди, которые много болели в мирное время, 

в военное время, как правило, не простужались. 

Рисунок. Природа не терпит пустоты

Figure. Natura abhorret vacuum
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За период жестокой блокады Ленинграда имел 

место целый ряд вспышек инфекционных забо-

леваний, с которыми успешно и без трагических 

последствий справилась эпидемиологическая 

служба города. В качестве примера можно при-

вести вспышки кори (октябрь–ноябрь 1941 г.), 

дизентерии (лето 1941–1942 гг.), дифтерии (осень 

1941–1943 гг.), желтухи (ноябрь 1942 г.), гриппа 

(декабрь 1944 г.) [1].

Службы здравоохранения прилагали суще-

ственные усилия для нераспространения инфек-

ционных заболеваний в тылу и на фронтах, одна-

ко отмечены также факты, свидетельствую щие 

о том, что во время стресса военного времени че-

ловеческий организм не был подвержен многим 

инфекциям. Существует теория, согласно кото-

рой вирусные заболевания могут быть связаны 

с психикой человека [19], поэтому в момент силь-

ного стресса мозг «запрещает» телу заболеть и мо-

билизуется для защитных действий (так называе-

мая реакция «бей или беги» — fight-or-flight) [23]. 

Во время боевых действий солдатам приходилось 

часами находиться в холодной или даже ледяной 

воде, сидеть в окопах, но они не простужались.

Разумеется, войны нарушают хрупкое равно-

весие во взаимоотношениях «хозяин–патоген». 

Тем не менее не только войны, но и пандемии 

являются существенным стрессом для обще-

ства. Что же происходит с другими вирусными 

заболеваниями во время таких глобальных бед-

ствий? Мы рассмотрим этот вопрос на приме-

ре двух последних пандемий, произошедших 

с разницей в 10 лет, — пандемии гриппа A(H1N1)

pdm09 и пандемии COVID-19.

Взаимовлияние пандемий гриппа 
и сезонных респираторных вирусных 
инфекций

Сезонность ОРВИ

Согласно эпидемиологическим исследовани-

ям, проведенным в регионах с умеренным клима-

том, большинство респираторных вирусных ин-

фекций характеризуется сезонными вспышками. 

Так, в зимние месяцы в циркуляции преобладают 

вирусы гриппа, респираторно-синцитиальный 

вирус (RSV), сезонные коронавирусы человека. 

Вирусы парагриппа также демонстрируют специ-

фическую для данного типа сезонную циркуля-

цию, охватывающую весну, начало и конец лета 

и осенний период. Для некоторых энтеровирусов 

характерно увеличение частоты заболеваемости 

летом. Такие же вирусы человека, как аденовирус, 

бокавирус, метапневмовирус и риновирус, вы-

зывают заболевания на протяжении всего года. 

При этом, хотя уровень риновирусной инфекции 

достигает пиковых значений весной и осенью, зи-

мой тяжесть заболевания возрастает [48].

Исследования подчеркивают роль факто-

ров окружающей среды, таких как темпера-

тура и влажность внутри и вне помещений, 

на устойчивость вирусов и скорость их переда-

чи. Сезонные изменения окружающей среды, 

экологические факторы, поведенческая актив-

ность, витаминный статус человека также влия-

ют на врожденные и адаптивные иммунные 

реакции, возникающие в ответ на вирусные ин-

фекции дыхательных путей [48].

«Доминантой» зимнего эпидемического се-

зона является вирус гриппа, с которым связаны 

варьирующие по тяжести сезонные эпидемии 

и периодические непредсказуемые пандемии. 

Возбудители других ОРВИ рассматриваются как 

сопутствующие гриппу: либо предшествую щие 

ему, либо следующие за ним. При этом измене-

ния в структуре заболеваний ОРВИ за последние 

годы таковы, что менее четверти из них прихо-

дится на грипп, а до 85% составляют респиратор-

ные инфекции негриппозной этиологии [6].

Существует взаимное влияние респиратор-

ных патогенов друг на друга. Инфицирование 

одним вирусным агентом вызывает в клетках 

продукцию интерферонов и других цитокинов, 

сходных с теми, которые вырабатываются в от-

вет на другой респираторный вирус. Такая им-

мунная реакция приводит рецепторные клетки 

в «антивирусное состояние» [31].

Много исследований связано с интерференци-

ей возбудителя пандемии гриппа А(H1N1)pdm09 

с сопутствующими сезонными ОРВИ [6, 41, 44, 

58]. Отмечалось влияние вируса гриппа A(H1N1)

pdm09 на циркуляцию RSV, приводящее к сме-

щению пиков или интенсивности циркуляции 

последних, а также взаимодействие риновируса 

и вируса гриппа A(H1N1)pdm09. Конфликты ре-

пликации среди разных респираторных вирусов 

могут способствовать тому, что пики вызванной 

ими заболеваемости не будут перекрещиваться 

друг с другом [9]. Например, в Санкт-Петербурге 

в эпидемичес кие сезоны 2012–2016 гг. увеличе-

ние уровня заболеваемости инфекцией, вызван-

ной RSV, происходило на 2–3 недели позже, чем 

развитие эпидемии гриппа А. Пик циркуляции 

вирусов парагриппа наблюдался за 2–3 месяца 

до сезонных эпидемий гриппа. Росту циркуля-

ции вирусов гриппа А сопутствовало снижение 

циркуляции риновирусов. Аденовирусы цирку-

лировали в Санкт-Петербурге и Ленинградской 

области с тенденцией роста заболеваемости до на-

чала сезонных эпидемий гриппа [6].

Эпидемиологическими наблюдениями было 

установлено, что пики заболеваний, вызван-

ных вирусами гриппа и RSV, не перекрещива-

ются, хотя и те и другие преобладают зимой [9]. 

Однако подобные исследования у детей до трех 

лет, проведенные в Ленинграде в 1965–1967 гг., 

свидетельствовали, что пики волнообразной 

заболеваемости, вызванной RSV-инфекцией, 

лишь слегка опережали пики эпидемий гриппа 

того периода, вызванных вирусами А(Н2N2) и В, 

хотя все же заболеваемость была на подъеме при 

совместной циркуляции [5].
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Активность сезонных респираторных вирусов 

до и во время пандемии А(H1N1)pdm09

Пандемия гриппа A(H1N1)pdm09 оказала 

радикальное влияние на активность сезонных 

респираторных вирусов [44]. Так, в Сингапуре, 

стране с экваториальным климатом, наблюдал-

ся несезонный характер активности респира-

торных вирусов в первые месяцы после начала 

пандемии A(H1N1)pdm09: смещение летнего 

пика гриппа на сентябрь 2010 г. и самая низкая 

активность гриппа в июне–июле 2011 г., ис-

чезновение вируса сезонного гриппа A(H1N1) 

с ноября 2009 г., рост выявления аденовирусов 

в июне–июле 2011 г., рост выявления вирусов па-

рагриппа в мае–июне 2011 г., отсутствие летнего 

пика RSV-инфекции в 2009 и 2010 гг. и рост ак-

тивности RSV зимой 2010 г., который сохранялся 

до июля 2011 г.

Таким образом, пандемические вирусы грип-

па A(H1N1)pdm09, когда они впервые появились, 

оказали явное влияние на циркуляцию других 

респираторных вирусов.

Имеются также данные о том, что взаимо-

влияние вирусов может сказаться на эпидемио-

логии гриппа. Недавнее исследование показало 

сильное негативное взаимодействие между ви-

русом сезонного гриппа А и риновирусом как 

на популяционном, так и на индивидуальном 

уровне. Считается даже, что активная циркуля-

ция риновирусов затормозила начавшееся рас-

пространение пандемического гриппа А(H1N1)

pdm09 во Франции, Швеции и других европей-

ских странах [18, 41]. Напротив, сопутствующая 

пандемии гриппа эпидемическая волна RSV 

в 2009–2010 гг. была такой же, как и в предыду-

щие сезоны. Показатели обнаружения других 

респираторных вирусов, а именно метапневмо-

вируса человека, аденовируса или вируса пара-

гриппа и др., на фоне пандемии гриппа были на-

много ниже [49].

Циркуляция сезонных вирусов гриппа 

до и во время пандемии гриппа А(H1N1)pdm09

Появление нового пандемического вируса 

А(H1N1)pdm09 ознаменовалось исчезновением 

из циркуляции сезонного вируса А(H1N1), а ин-

фекции сезонного гриппа практически не вы-

являлись (B — 2,0%, A(H3N2) — 0,3%). Вирус 

A(H1N1)pdm09 утратил доминирующие позиции 

в зимний период 2010–2011 гг. В это время он по-

влиял только на частоту инфекций, спровоциро-

ванных RSV и вирусом сезонного гриппа, кото-

рая снизилась; циркуляция других респиратор-

ных патогенов при этом сохранилась. Процент 

инфицированных аденовирусом и метапневмо-

вирусом увеличился. Из-за отсроченной цирку-

ляции RSV пациенты очень редко были инфи-

цированы более чем одним вирусом [47].

Частота выявления вирусов гриппа в эпиде-

мические сезоны до 2009 г. всегда была значи-

тельно ниже, чем RSV. Пандемия 2009 г. суще-

ственно изменила соотношение респираторных 

вирусов, сделав вирусы гриппа основными ре-

спираторными патогенами во всем мире [49]. 

При этом другие респираторные вирусы продол-

жали совместную циркуляцию. В Испании, на-

пример, помимо вирусов гриппа A(H1N1)pdm09, 

у 39,9% пациентов были обнаружены другие ре-

спираторные вирусы. Наивысшие показатели 

выявления отмечались для риновируса и RSV 

(43,7 и 31,4% положительных образцов соответ-

ственно). Совместное инфицирование двумя 

и более респираторными вирусами наблюдалось 

примерно в 15% случаев [49].

Роль смешанных инфекций в этиологии 
респираторных заболеваний

В природе, как правило, одновременно цир-

кулируют несколько респираторных вирусов, 

соотношение которых в разных климатических 

зонах и в разные годы может меняться. В регио-

нах с умеренным климатом циркулирующие 

респираторные вирусы человека подразделяют-

ся на три группы в соответствии с их сезонно-

стью [48]. Первая группа — это так называемые 

зимние вирусы, пик которых наблюдается в хо-

лодный период года (вирус гриппа, коронавирус 

и RSV). Такие вирусы, как аденовирус, бокави-

рус, вирус парагриппа, метапневмовирус и ри-

новирус обнаруживаются в течение всего года 

и составляют вторую группу — группу кругло-

годичных вирусов). Третья группа — это летние 

вирусы (представители рода энтеровирусов, не 

относящиеся к риновирусам).

Сама же инфекция, а именно инфицирова-

ние одного хозяина, может быть представлена 

различными вариантами взаимодействия цир-

кулирующих патогенов [35]. Следует учиты-

вать, что дыхательные пути человека являются 

своеобразной нишей для различных респира-

торных патогенов, вступающих в межвидовые 

взаимодействия [16, 42, 50]. Это может быть 

1) единичная инфекция, или моноинфекция 

(один патоген, один хозяин) [46, 49]; 2) сме-

шанная инфекция (коинфекция), когда два 

или более антигенно различных патогена за-

ражают одного хозяина [52, 54, 55, 61, 62, 66]; 

3) реассортация антигенно родственных ви-

русов в одном хозяине, инфицированном дву-

мя или более представителями того же типа, 

например вирусами гриппа A, что приводит 

к формированию реассортантного потомства; 

реассортация по сути является следствием од-

ного из вариантов смешанной инфекции [36, 

45, 65]. Совместное заражение одного хозяи-

на более чем одним патогеном — достаточно 

распространенное явление для всех вирусов 

и встречается в природе чаще, чем можно было 

бы ожидать [8, 24]. Как правило, смешанные 

инфекции характеризуются более тяжелым те-

чением, чем моноинфекции.
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Примером взаимодействия между вирусами 

и бактериями является взаимосвязь между виру-

сом гриппа и пневмококком, приводящая к при-

мерно 100-кратному увеличению восприимчи-

вости человека к пневмококковой пневмонии 

после инфицирования гриппом [64]. Другой при-

мер — это вирус-вирусные взаимодействия меж-

ду сезонными вирусами гриппа [51]. Во время се-

зонного подъема заболеваемости, как правило, 

циркулируют несколько антигенно различных 

вирусов гриппа, соотношение которых ежегодно 

меняется. Например, в 2007–2008 гг. в европей-

ских странах основными этиологическими аген-

тами, вызывавшими эпидемичес кие подъемы, 

были вирусы гриппа H1N1 и В, а вирусы гриппа 

H3N2 выявляли в единичных случаях. В то же 

время в Азии циркулировали все три варианта 

вируса гриппа — H1N1, H3N2 и В, а в Африке 

подъем заболеваемости был связан с высокой ак-

тивностью вирусов гриппа В [2]. В эпидемичес-

ком сезоне 2015–2016 гг. среди циркулирующих 

вирусов гриппа в большинстве стран Северного 

полушария и России доминировали (более 

90%) штаммы вируса гриппа А(H1N1)pdm09 [4], 

а в эпидемическом сезоне 2017–2018 гг. этиоло-

гию эпидемических подъемов заболеваемости 

в России и странах Северного полушария опре-

деляли все три вируса гриппа — А(H1N1)pdm09, 

А(H3N2) и В — циркуляция которых была или 

одновременной, или последовательной [3].

Моноинфекции и смешанные 
респираторные инфекции в пандемию 
COVID-19

Люди постоянно заражаются различными 

микроорганизмами, обитающими в дыхатель-

ных путях [11]. Особенно опасны смешанные 

инфекции, которые, как правило, утяжеляют 

течение заболевания и препятствуют эффектив-

ному контролю за респираторными инфекция-

ми. В контексте SARS-CoV-2 во время пандемии 

COVID-19 люди могут быть коинфицированы 

1) вирусом гриппа; 2) вирусом, вызывающим 

ОРВИ; 3) другими, не респираторными, патоге-

нами (бактериями, грибами и микоплазмами). 

Каждый из этих вариантов может осложнить те-

чение и лечение COVID-19. Возникает важный 

вопрос: следует ли в ближайшее время ожидать 

увеличения или уменьшения числа коинфекций 

SARS-CoV-2 с другими респираторными патоге-

нами и что происходит сейчас?

Большинство публикаций, описывающих сме-

шанные респираторные инфекции, обязатель-

ным компонентом которых является COVID-19, 

посвящено гриппу и гриппоподобным заболева-

ниям. По другим инфекциям пока опубликовано 

всего несколько работ. Так, на данный момент 

продемонстрирован низкий уровень бактериаль-

ных инфекций у пациентов с COVID-19 [13, 38, 

61]. Также не установлена связь между тяжестью 

смешанной инфекции с совместным инфициро-

ванием людей вирусами SARS-CoV-2 и цитоме-

галовирусом [21] или ВИЧ [14]. Поэтому в настоя-

щем обзоре мы ограничились рассмотрением са-

мых распространенных сочетаний: «COVID-19 + 

грипп» и «COVID-19 + другие ОРВИ».

Как уже упоминалось выше, вирусы панде-

мического гриппа, и в том числе гриппа А(H1N1)

pdm09, вытесняли предшествующие штаммы се-

ротипа А(H1N1) сезонного гриппа [57]; однако 

циркуляция других респираторных патогенов, та-

ких как риновирус и RSV, оставалась на межпан-

демическом уровне. Что же происходит сегодня 

с сезонными респираторными вирусами, включая 

вирусы гриппа, во время пандемии COVID-19?

Коинфицирование вирусом SARS-CoV-2 

и вирусами гриппа

По данным ВОЗ, по состоянию на 21 декабря 

2020 г. глобальная активность гриппа все еще 

находилась на более низком уровне, чем ожида-

лось для этого времени года. В умеренных кли-

матических зонах Южного полушария актив-

ность гриппа регистрировалась на межсезонном 

уровне, а в зоне умеренного климата Северного 

полушария оставалась даже ниже межсезонных 

уровней [71]. Большинство стран Карибского бас-

сейна и Центральной Америки сообщали в ВОЗ 

о спорадических обнаружениях гриппа. В тро-

пической части Южной Америки в этот отчет-

ный период грипп не выявлялся. Из тропической 

Африки, Южной и Юго-Восточной Азии про-

должали поступать сообщения об обнаружении 

гриппа. Во всем мире вирусы гриппа A и B обна-

руживаются примерно в одинаковых пропорциях. 

ВОЗ предупреждает, что представляемые данные 

эпидемиологического надзора следует интерпре-

тировать с осторожностью из-за возможного вли-

яния активности COVID-19 на приоритеты и воз-

можности тестирования, из-за различных мер 

гигиены и физического дистанцирования, при-

нимаемых в разных государствах — членах ООН, 

и т. д. [71].

В начале пандемии COVID-19 в Пекине виру-

сы гриппа, особенно вирусы гриппа типа А, со-

ставляли бóльшую часть респираторных вирусных 

инфекций [39]. Недавнее исследование показало, 

что жители Уханя с документально подтвержден-

ной смешанной инфекцией SARS-CoV-2 и грип-

па A или B, по-видимому, не имели более тяжелого 

клиничес кого состояния; они демонстрировали 

клинические характерис тики, аналогичные паци-

ентам с инфекцией SARS-CoV-2 [25].

Существует мнение, что коинфекция SARS-

CoV-2 и вируса гриппа встречается редко [55]. 

В глобальном масштабе по данным из разных 

стран мира было зарегистрировано ограни-

ченное количество пациентов с коинфекцией 

«COVID-19 + грипп». Например, исследование, 

проведенное в Стамбуле (Турция), показало, что 
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только у 0,54% из 1103 пациентов с COVID-19 

были диагностирована коинфекция с вирусом 

гриппа A или B [55]. Коинфекция вирусом грип-

па A была зарегистрирована в США, Турции, 

Германии, Иране, Китае, Японии и Испании [10, 

25, 27, 32, 37, 52, 55, 68, 72, 73, 74]; коинфек-

ция вирусом гриппа B была зарегистрирована 

в Турции, Китае и Испании [20, 25, 55]; одновре-

менная инфекция гриппа A, B и COVID-19 была 

выявлена в Китае и Испании [20, 73].

В любой ситуации меры по обеспечению го-

товности к гриппу играют решающую роль, осо-

бенно для групп высокого риска, и уровень охвата 

вакцинацией против гриппа должен составлять 

не менее 70% [53]. Меры против COVID-19 могут 

снизить количество случаев заражения гриппом. 

Пик сезонных случаев гриппа в Северном полу-

шарии обычно приходится на февраль и закан-

чивается к концу мая. Необычно то, что в 2020 г. 

количество лабораторно подтвержденных слу-

чаев гриппа резко снизилось в начале апреля, 

вскоре после того, как ВОЗ объявила пандемию 

COVID-19. Была выдвинута гипотеза о том, что 

сезон гриппа был прерван и что заболеваемость 

гриппом была существенно снижена за счет 

жестких мер контроля, направленных на пре-

дотвращение передачи SARS-CoV-2 [29].

На пресс-конференции ВОЗ 15 июня 2020 г. 

Генеральный директор ВОЗ доктор Тедрос 

А. Гебрейесус сказал: «Несмотря на продолжаю-

щиеся глобальные ответные меры на пандемию 

COVID-19, мы не можем упускать из виду другие 

важные проблемы общественного здравоохра-

нения, включая грипп. Грипп поражает каждую 

страну каждый год и уносит жизни. Вступая 

в сезон гриппа в Южном полушарии и приступая 

к планированию сезона в Северном полушарии, 

мы должны сделать так, чтобы грипп оставался 

главным приоритетом» [70]. Доктор Гебрейесус 

далее отметил, что сегодня по всему миру мы 

сталкиваемся с резким сокращением количества 

образцов, протестированных на грипп. Эти на-

рушения могут иметь краткосрочные и долго-

срочные последствия, такие как упущение воз-

можности обнаруживать новые вирусы гриппа 

с пандемическим потенциалом и оперативно со-

общать о них в ВОЗ.

Таким образом, COVID-19 может значитель-

но влиять на численность инфекций, вызывае-

мых другими респираторными вирусами, вклю-

чая вирусы гриппа. Однако трудно отличить 

прямое влияние COVID-19 на сокращение числа 

респираторных инфекций от ее опосредованно-

го воздействия из-за снижения эффективности 

эпидемиологического надзора за гриппом.

Коинфицирование вирусом SARS-CoV-2 

и сезонными респираторными вирусами 

негриппозной этиологии

Помимо вирусов гриппа, другие респиратор-

ные вирусы также играют важную роль в эпи-

демиологическом процессе. Недавно установ-

ленный разный уровень смешанных инфекций 

с SARS-CoV-2 [38] позволяет предполагать, что 

пандемия COVID-19, вероятно, будет развивать-

ся по одному из представленных на рисунке сце-

нариев: вирусы SARS-CoV-2 1) будут циркули-

ровать с другими респираторные вирусами или 

2) вытеснят их.

В отличие от показателей коинфекции виру-

сами гриппа и SARS-CoV-2, которые продемон-

стрировали некоторое снижение активности, 

уровень смешанных инфекций SARS-CoV-2 

с другими респираторными патогенами оказал-

ся выше, чем ожидалось [63]. Так, исследование, 

проведенное в Калифорнии, показало, что сре-

ди пациентов с подтвержденной COVID-19 ин-

фекцией у 20,7% обнаруживались один или не-

сколько других патогенов; наиболее распростра-

ненными были риновирус, энтеровирус, RSV 

и сезонный коронавирус [33]. В исследовании, 

проведенном в Китае, 14 из 32 положительных 

на COVID-19 пациентов были инфицированы 

другими патогенами, включая вирусы, бактерии 

и грибы, причем четверо из них были инфици-

рованы респираторными вирусами — RSV, виру-

сом парагриппа человека, риновирусом и мета-

пневмовирусом человека [40].

Считается, что коинфекция двумя респира-

торными вирусами редко встречается у взрос-

лых и в основном присуща детям [66]. В фев-

рале 2020 г., в самом начале распространения 

COVID-19 в Японии, дети сравнительно редко 

болели этой инфекцией; у них преобладали ви-

рус грипп и метапневмовирус человека (исследо-

вание проводилось в районе Фурано). На момент 

исследования только у троих детей был диагно-

стирован COVID-19, двое из них были одновре-

менно инфицированы вирусом гриппа и мета-

пневмовирусом человека [30]. Смешанная ин-

фекция метапневмовируса и SARS-CoV-2 была 

обнаружена и у взрослого пациента в Про виденсе 

(Род-Айленд, США) [66].

Подробное исследование распространенно-

сти респираторных вирусных инфекций, вклю-

чая COVID-19, с декабря 2019 г. по март 2020 г. 

было проведено в Италии Calderaro A. и со-

авт. [17]. Из 906 образцов из дыхательных путей 

пациентов госпиталя в Парме 52,3% были поло-

жительными как минимум в отношении одного 

вируса. При этом моноинфекции были выявле-

ны в 80,2% положительных проб, смешанные — 

в 19,8%. RSV (23,7%) и риновирус (22,3%) были 

наиболее часто идентифицируемыми вирусами, 

за ними следовал SARS-CoV-2 (14,1%). RSV пре-

обладал в циркуляции до февраля 2020 г., после 

чего его выявление резко сократилось до 1,5%. 

SARS-CoV-2 отсутствовал в исследуемой обла-

сти до конца февраля 2020 г., а затем чуть более 

чем за месяц превысил уровень в 14%; все случаи 

представляли собой моноинфекцию. Было об-

наружено только три случая смешанных с SARS-



1016

Инфекция и иммунитетИ.В. Киселева и др.

CoV-2 респираторных инфекций, причем все 

они наблюдались у детей младше одного года. 

Интересно, что сезонные вирусы в основном по-

ражали детей без каких-либо различий по полу, 

тогда как SARS-CoV-2 в основном поражал 

взрослых мужчин [17].

В целом в мире среди сопутствующих виру-

су SARS-CoV-2 возбудителей преобладали RSV 

и риновирус. Именно эти вирусы являются наи-

более частыми причинами острых респиратор-

ных инфекций, особенно тяжелых заболева-

ний у детей раннего возраста и пожилых людей, 

и могут привести к тяжелым острым инфекци-

ями нижних дыхательных путей, бронхиоли-

ту, пневмонии и обострениям астмы [30, 40]. 

Постинфекционный иммунитет непродолжите-

лен, что приводит к повторной циркуляции ви-

русов в одной и той же популяции. Совместное 

инфицирование такими сезонными патогена-

ми, наряду с вирусами гриппа, с новым панде-

мическим вирусом SARS-CoV-2 может усугубить 

течение болезни и представляет собой серьезную 

проблему для диагностики и лечения.

Заключение

Когда мы сталкиваемся с быстро распростра-

няющимся в человеческой популяции новым 

вирусом, база имеющихся о нем знаний очень 

ограничена. Появление в 2019 г., а затем панде-

мическое распространение нового коронавируса 

SARS-CoV-2 предоставило ученым уникальную 

возможность больше узнать о патогенезе других 

возбудителей респираторных инфекций в усло-

виях циркуляции пандемичес ких вирусов.

В мире накоплен большой массив знаний 

о предыдущих пандемиях гриппа, которые име-

ют много общего с пандемией COVID-19 [15, 

26]. В частности, было установлено, что панде-

мические вирусы, в том числе А(H1N1)pdm09 

и SARS-CoV-2, вытесняют штаммы сезонного 

гриппа и некоторых респираторных вирусов не-

гриппозной этиологии [17, 57]; однако циркуля-

ция других респираторных патогенов, таких как 

риновирус и RSV, остается практически на меж-

пандемическом уровне. Это свидетельствует 

о том, что не стоит недооценивать роль ринови-

русов и RSV в общей структуре респираторной 

заболеваемости.

Ozawa M. и Kawaoka Y. [56] убеждены в том, 

что полный контроль над вирусами гриппа не-

возможен [34]. Не стоит рассчитывать на то, что 

в ближайшее время произойдет полное иско-

ренение гриппа. Это применимо и к пандемии 

COVID-19. На сегодняшний она еще далека 

от завершения, и мы, как и с гриппом, далеки 

от победы над ней и находимся в самом начале 

долгого и тернистого пути. Весьма вероятно, 

что после SARS-CoV-2 будет еще одна панде-

мия, вызванная другим коронавирусом, вирусом 

гриппа, парамиксовирусом или совершенно но-

вым патогеном [60]. Грамотный и всесторонний 

анализ текущей ситуации с COVID-19 позволит 

противостоять угрозе будущей пандемии.
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Abstract. Severe acute respiratory syndrome (SARS)-like coronavirus (SARS-CoV-2) is the seventh member of the coro-

naviruses (CoVs) family that infects humans and causes coronavirus disease 2019 (COVID-19), which is currently a global 

pandemic. Widespread secretion of cytokines has been shown to occur early in severe cases of the disease and can be an ef-

fective factor in the rapid progression of the disease. Systemic inflammation indicates an advanced stage of acute disease, 

which is characterized by multiple organ failure and elevated key inflammatory markers. Studies have shown a gender 

difference between the incidence and mortality of COVID-19. In this review, we investigated the gender difference in the 

systemic effects of COVID-19 and found that this gender difference exists especially in the respiratory, cardiovascular, 

liver, gastrointestinal and kidney systems. Due to the worse outcome of COVID in males, the role of female sex hormones 

in causing these gender differences is noticeable. There can be a systemic and local effect of female sex hormones, espe-

cially estrogen and possibly progesterone, on various cells. Among the effects of these hormones is the regulation of local-

ized angiotensin-converting enzyme 2 (ACE2) levels. ACE2 is the route of entry for SARS-CoV-2 virus into the cell. It is 

hoped that this review would address gender differences for better management of COVID-19 treatment.

Key words: COVID-19, gender difference, inflammation, angiotensin-converting enzyme 2, estrogen, progesterone.

ПОЛ ПАЦИЕНТА ВЛИЯЕТ НА ОТВЕТ СИСТЕМ ОРГАНИЗМА И КЛИНИЧЕСКИЙ ИСХОД ПРИ COVID-19

Хаксари М.1, Сабет Н.1, Солтани З.1, Башири Х.1,2

1 Керманский университет медицинских наук, г. Керман, Иран
2 Сирджанский университет медицинских наук, г. Сирджан, Иран

Резюме. Коронавирус тяжелого острого респираторного синдрома (SARS-CoV-2) является седьмым представите-

лем семейства коронавирусов (CoV), патогенным для человека, и возбудителем коронавирусного инфекционного 

заболевания (COVID-19), достигшего к настоящему времени масштаба глобальной пандемии. Было показано, что 

на ранней стадии тяжелых случаев заболевания секретируется значительный объем цитокинов. Это может стать 

важным фактором быстрого прогрессирования заболевания. Системное воспаление указывает на запущенную 

стадию острого заболевания, которая характеризуется полиорганной недостаточностью и повышенным уровнем 

ключевых воспалительных маркеров. Ранее проведенные исследования продемонстрировали гендерные разли-

чия в уровне заболеваемости и смертности от COVID-19. В данном обзоре мы исследовали гендерные различия 

в системных эффектах COVID-19 и обнаружили, что подобные различия наиболее выражены в дыхательной, сер-

дечно-сосудистой системах, желудочно-кишечном тракте, печени и почках. На основании регистрации худшего 

исхода COVID-19 у мужчин высказано предположение о возможном влиянии женских половых гормонов на тече-

ние болезни. Женские половые гормоны, особенно эстроген и, возможно, прогестерон, могут оказывать систем-

ное и местное действие на различные типы клеток, а также регулировать локальные уровни ангиотензинпревра-

щающего фермента 2 (ACE2). Установлено, что вирус SARS-CoV-2 проникает в клетку через ACE2. Мы полагаем, 

что рассмотренные в настоящем обзоре гендерные различия позволят улучшить ведение пациентов с COVID-19.

Ключевые слова: COVID-19, гендерные различия, воспаление, ангиотензинпревращающий фермент 2, эстроген, прогестерон.
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Gender-related response of body systems 
in COVID-19 affects outcome

Coronavirus disease 2019 (COVID-19) is cur-

rently a global pandemic that has affected ap-

proximately 212 countries worldwide and has so far 

claimed the lives of more than 931 321 people in the 

world. Currently there are approximately 29 444 198 

confirmed cases of COVID-19 in the world [28, 152]. 

The COVID-19 first originated in Wuhan, China 

in December 2019, and scientists around the world 

are working to understand this virus and its properties 

in order to design interventional strategies to combat 

the disease. COVID-19 is caused by a virus called se-

vere acute respiratory syndrome (SARS)-like coro-

navirus (SARS-CoV-2), which is a single-stranded 

RNA (ssRNA) virus with genome size of 29 903 bp. 

The SARS-CoV-2 belongs to the same beta-corona-

virus that were previously reported as SARS-CoV 

and middle east respiratory syndromecoronavirus 

(MERS-CoV). They are not only sequentially simi-

lar, but the point of entry to human for both is through 

the same receptor [3, 55]. SARS-CoV-2 is the seventh 

member of the coronaviruses (CoVs) family that in-

fects humans and causes COVID-19 [153].

Human CoVs (HCoVs) have neuronal invasive 

capacities and may act through two main mecha-

nisms [12, 30, 31]: virus replication within glial 

or neuronal cells of the brain, or an autoimmune 

reaction with the host’s inadequate immune re-

sponse [79]. In relation to COVID-19, data on cen-

tral nervous system (CNS) involvement are unusual 

but growing, which indicate a high frequency of neu-

rological symptoms [99, 112, 115]. Coronaviruses 

can cause nerve damage through direct infection 

pathways (circulatory and nerve pathways), hypoxia, 

immune damage, angiotensin-converting enzyme 

(ACE2) activity, and other mechanisms. In addition, 

they can enter the nervous system directly through 

the olfactory nerve, bloodstream or nerve pathways, 

resulting in neurological disorders. Also, coronavi-

ruses have destructive effects on the lung tissue and 

cause a series of lung lesions such as hypoxia [154].

Extensive secretion of cytokines has been shown 

to occur prematurely in severe cases of COVID-19, 

and this can be a factor in the rapid progression of the 

disease. Multiple organ failure (Fig. 1) observed 

in many patients is caused by the storm of inflamma-

tory cytokines, including interleukin (IL)-1β, IL-2, 

IL-7, IL-6, IL-8, IL-10, IL-17, and gamma inter-

feron (IFNγ), which is possibly associated with dif-

fuse macrophage activity [154]. Excessive systemic 

inflammation or induced cytokine cascade may be 

associated with lymphocytopenia, and is one of the 

characteristics of severe inflammatory disease [90]. 

Systemic inflammation indicates an advanced stage 

of acute disease which is characterized by multiple 

organ failure and elevated key inflammatory mark-

ers [125]. Based on clinical data, these inflammatory 

markers include IL-6, IL-2, IL-7, tumor necrosis 

factor-α (TNFα), IFNγ inducible protein (IP)-10, 

monocyte chemoattractant protein (MCP)-1, mac-

rophage inflammatory protein (MIP) 1-α, granulo-

cyte-colony stimulating factor (G-CSF), C-reactive 

protein (CRP), procalcitonin and ferritin [62, 90, 119, 

125, 148]. Following a viral infection, these cytokines 

activate the pathways that lead to the differentiation 

of immune cells, the migration of leukocytes to the 

sites of infection, and the proliferation of hematopoi-

etic stem cells [139].

Responses to viruses as well as compatible immune 

responses during viral infections differ between men 

and women [147]. Women have been shown to have 

higher inflammatory, antiviral, and humoral immune 

responses than men during viral infections [147], 

which help the better clearance of viruses, including 

SARS-CoV [18]. Enhanced immunity in women can 

lead to more immunopathology and tissue damage 

in the late stages of viral disease [145]. This review arti-

cle intends to address the effects of COVID-19 on dif-

ferent systems of the body, the issue of gender differ-

ences in the outcomes of COVID-19, and separation 

of different body systems if we can find any research 

on that (Fig. 2). With this review, the research gap 

in this area will be identified and maybe better treat-

ment management will be provided when the effects 

of gender difference are taken into consideration.

COVID-19 and gender differences

A published study of 168 patients with severe 

COVID-19 in Wuhan, China, reported that men 

were hospitalized and died more than women, and 

few of them were discharged during the study pe-

riod [91]. A difference between men and women 

at the ages of 60 and older is evident. In this study, 

the ratio of neutrophils to lymphocytes and se-

rum C-reactive protein concentration were twice as 

high in men with COVID-19 then in women with 

the same disease. These data suggest that inflam-

matory immune responses and cell counts may be 

higher in men, and also can be associated with worse 

COVID-19 outcomes in men than in women [91].

Studies conducted on mice have shown that, 

the males are more susceptible to coronavirus in-

fection than females [27, 66, 131]. Another study re-

ported that male patients with COVID-19 were 65% 

more likely to die than women with the same disease. 

The World Health Organization states that a smaller 

percentage of women infected with the virus die from 

it in comparison with the men [85]. Another study 

also reported that female patients were less in need 

of intensive care compared to male patients [44].

The potential factors influencing these gender dif-

ferences need to be identified. Numerous factors, such 

as immune system, sex hormones, physiological factors, 

lifestyle and socio-cultural behaviors are likely to be re-

sponsible for these differences [9, 10, 14, 16, 27, 52].
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Women’s immune cells are more active than men, 

which is associated with the stimulation of Toll-

like receptor 7 (TLR-7) and production of interfer-

on [26]. In addition, after infection with viral agents, 

women produce lower levels of IL-6 than men, which 

are associated with longer life expectancy [26, 111]. 

In the face of viral infections, women’s immune 

system functions differently from men’s; this trig-

gers a stronger immune response that leads to viral 

clearance. In general, antibody production in women 

is higher and lasts for longer than in men. Differences 

in women’s immune responses may be related to sex 

hormones and factors related to X chromosome [59, 

72]. Female sex steroids [121, 128] regulates inflam-

matory responses as well as immune system-regu-

lating genes located on the X chromosome [80, 114, 

132], so it can be assumed that cytokine cascades, 

which are associated with impaired regulation of im-

mune system, occur less frequently in women than 

in men [80, 97].

Sex steroids are potential modulators of the im-

mune system, and different concentrations of estro-

gens, progesterone, and androgens between men and 

women, in addition to genetics, are likely to affect 

immune responses to COVID-19 and inflammatory 

outcomes. This is especially important because acute 

illnesses, such as COVID-19, may alter the function 

of gonadal-hypothalamic-pituitary axis and reduce 

the endogenous production of estrogens and proges-

terone [88].

Among factors that cause gender differences in the 

outcome of COVID-19, the role of sex hormones 

that affect immune responses should not be ignored. 

Some studies suggest that estrogen therapy plays an 

important role in the creation of protective immune 

response against COVID-19 [134]. It has been re-

ported that female sex hormones, especially estro-

gen, can lead to better outcomes and greater resist-

ance to COVID-19 in women. This resistance is due 

to the systemic and local effect of female hormones 

on different cells. In particular, estrogens stimu-

late the immune system by modulating the function 

of B cells and improving the activity of T-helper 2 

cells (Th2) [137]. Estrogen boosts immune respons-

Figure 1. Systemic effects of COVID-19

Note. ↑ — increase; ↓ — decrease; ACE2 — angiotensin-converting enzyme 2; AKI — acute kidney injury; ALP — alkaline 
phosphatase; ALT — alanine transaminase; ARDS — acute respiratory distress syndrome; AST — aspartate transaminase; 
BBB — blood-brain barrier; BUN — blood urea nitrogen; CK — creatine kinase; COVID-19 — coronavirus disease; 
Cr — creatinine; GFR — glomerular filtration rate; GGT — gamma-glutamyltransferase; LDH — lactate dehydrogenase.
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es, causing virus clearance to occur more quickly and 

vaccines to be more effective [4, 66]. In most human 

or rodent experimental models, the anti-inflamma-

tory effects of estradiol (E2) on innate immunity 

include suppression of the production of inflamma-

tory cytokines (such as IL-6, IL-1β and TNFα) by 

monocytes and macrophages (TNFα is a major fac-

tor in cytokine cascade of COVID-19), strong inhi-

bition of chemokine (C-C motif) ligand 2 (CCL2), 

and prevention of innate immune cell migration 

to inflamed areas, especially neutrophils and mono-

cytes [88]. E2 produces helper T cells (CD4+) and 

anti-inflammatory cytokines, such as IL-4, IL-10, 

and IFNγ [2].

Estrogen receptors (ERs) are expressed in all 

immune cells, and act as transcriptional regula-

tors of cellular function. In human peripheral blood 

mononuclear cells (PBMCs), CD4+ T lymphocytes 

express higher levels of ERα-related mRNA than 

ERβ, while B cells show higher levels of ERβ-related 

mRNA than ERα [107]. Peripheral blood CD8+ 

T cells and monocytes express low levels of both 

receptors [107]. In female mice with COVID-19, 

the highest sex-specific protection was observed dur-

ing their reproductive period with strong ER signal-

ing. Therefore, in adult women, stronger ER signal-

ing may play an important role in health protection 

against COVID-19 infection compared to men [18].

Progesterone (P4) is another important hormone 

that modulates the immune and anti-inflammatory 

system, which is produced at high levels by the pla-

centa during pregnancy. Progesterone receptors 

(PRs) are expressed in most immune cells, includ-

ing epithelial cells, macrophages, lymphocytes, mast 

cells, and eosinophils [72]. P4 inhibits the production 

of pro-inflammatory cytokines of IL-1β and IL-12 

by human and rodents’ macrophages and dendritic 

cells [72, 108, 135]. Also, P4 treatment fastens re-

covery by increasing Transforming growth factor 

(TGF-β), IL-6, IL-22, and number of Th17 cells [54].

Plasma testosterone levels decreases with age, and 

studies in older men with COVID-19 [7] show that 

low testosterone level is associated with high inflam-

matory conditions [83]. In addition, testosterone 

therapy has been shown to reduce IL-6, IL-1β and 

TNFα [96]. However, unlike estrogen, testoster-

one has been shown to play an inhibitory role in the 

body’s immune processes, which is a further possible 

explanation for men’s susceptibility to infections [4]. 

High and low testosterone concentrations appear 

to increase the risk of infection and possible compli-

cations of COVID-19 [129].

Due to the age-related decrease in sex hormones 

in the elderly, these hormones can be suggested as 

a treatment option and may help reduce inflamma-

tion in elderly patients with COVID-19 [69, 105].

Figure 2. Gender difference in the effects of COVID-19 on body different systems

Note. ↑ — increase; ↓ — decrease; ACE2 — angiotensin-converting enzyme 2; COVID-19 — coronavirus disease; 
Cr — creatinine.
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COVID-19 and the nervous system

Outcomes of severe COVID-19 in patients in-

clude destruction of blood-brain barrier (BBB) 

and secondary intracranial infection, which may 

cause headache, vomiting, loss of vision, and sei-

zures [109]. Viral encephalitis, infectious toxic en-

cephalopathy, and acute cerebrovascular disease are 

some of the neurological diseases associated with 

COVID-19 [154].

Encephalitis is known as one of the symptoms 

of COVID-19. Encephalitis refers to inflammatory 

lesions in the brain parenchyma, including neuronal 

damage and nerve tissue damage caused by patho-

gens. This disease is characterized by an acute onset 

and its common symptoms include headache, fever, 

vomiting, seizure, and disturbances of conscious-

ness [36]. Early detection of viral encephalitis is very 

important [156].

Infectious toxic encephalopathy, also known as 

acute toxic encephalopathy, refers to a syndrome 

of reversible brain dysfunction caused by factors such 

as systemic toxemia, metabolic disorders, and hypox-

ia during the acute infection process [95, 138, 161]. 

Major pathological changes in this disease include 

cerebral edema for which there is no evidence of in-

flammation in cerebrospinal fluid analysis. Patients 

with a mild course of the disease may experience 

headache, delirium, mental disorders, and anxiety. 

Patients with high severity of the disease may expe-

rience loss of consciousness, disorientation, coma, 

and paralysis [33, 95]. Acute viral infection is one 

of the major causes of this disease, which is exempli-

fied by CoV-induced respiratory infection. Patients 

with COVID-19 often have severe hypoxia and 

viremia [50], which can lead to toxic encephalopa-

thy. In addition, approximately 40% of patients with 

COVID-19 develop headache, loss of consciousness, 

and other symptoms of brain dysfunction [87]. One 

study reported that edema was diagnosed in the brain 

tissue of patients with COVID-19. In general, these 

findings provide evidence that COVID-19 can cause 

infectious toxic encephalopathy [159].

In the case of acute cerebrovascular disease, there 

is considerable evidence that respiratory-related in-

fection is an independent risk factor for it [35, 150]. 

Data from laboratory models show that the influenza 

(flu) virus can exacerbate ischemic brain damage by 

stimulating a cytokine cascade, and increase the risk 

of cerebral hemorrhage following a treatment with 

tissue-type plasminogen activator [101]. The CoV in-

fection, particularly SARS-CoV-2, has been widely 

reported to cause a cascade of cytokines, which may 

be one of the factors, by which CoV causes acute 

brain disease [20, 90].

In fact, although severe respiratory complica-

tion is the most common symptom in patients with 

COVID-19 that leads to hospitalization in intensive 

care units, some patients have also shown neurologi-

cal symptoms, which are classified in three catego-

ries; symptoms of CNS disease (headache, dizziness, 

impaired consciousness, ataxia, acute cardiovascular 

disease and epilepsy), symptoms of peripheral nerv-

ous system (PNS) (hypogeusia, hyposmia, neuralgia) 

and symptoms of musculoskeletal [78, 87].

According to reports, hACE2 (human angioten-

sin-converting enzyme-2 receptor), like other organs 

in the brain, is expressed primarily in the brainstem 

and in areas involved in cardiovascular function and 

blood pressure regulation [45, 155]. It is also consid-

ered the entry point of SARS-CoV-2 viruse in hu-

man, which is why the brain is not immune to viral 

infection. It has been reported that ACE2 levels are 

different in men and women, and women have lower 

levels of ACE2 than men [85].

Although SARS-CoV-2 has not yet been detected 

in cerebrospinal fluid, SARS-CoV has been identi-

fied in cerebrospinal fluid of patients with similar 

structural and functional characteristics, indicat-

ing the virus’s ability to cause extremely severe BBB 

damage [78]. If previous studies with other CoVs 

are considered, SARS-CoV-2, like other members 

of its family, first infects peripheral nerve terminals 

and then slowly travels to CNS through the synap-

tic pathway [140]. Reported involuntary respiration, 

hyposmia, and ageusia in patients with COVID-19 

have speculated that SARS-CoV-2 not only infects 

the lungs but also significantly affects neurons, espe-

cially in the medulla oblongata, which regulates pul-

monary and cardiac function, and any damage to it 

can lead to chronic respiratory distress, which has 

been reported in COVID-10 patients [78]. Recently, 

more serious complications including acute hemor-

rhagic necrotizing encephalopathy (ANE) have been 

reported in studies [112]. ANE is a rare complication 

of viral infections such as flu, and is associated with 

a significant increase in intracranial cytokines, lead-

ing to the failure of BBB [118].

One study found that more than a quarter of peo-

ple with COVID-19 suffered from mental illness, 

anxiety and depression, and about a third had sleep 

disorders. In addition, the prevalence of anxiety 

and depression in COVID-19 pandemic was higher 

than the 2003 acute respiratory syndrome (SARS) 

epidemic. Endocrine system function often plays 

a role in the biological explanation of gender differ-

ences in psychological outcomes, so that the preva-

lence of anxiety, depression and sleep disorders 

in women with COVID-19 is much higher than men. 

Decreased estrogen may increase the risk of anxi-

ety in women [92]. Effective treatment for anxiety 

in women should eliminate mental illness and also 

should include comprehensive interventions such as 

hormone regulation Approximately 30.6% of patients 

showed sleep problems [42]. Regarding the effect 

of COVID-19 on the nervous system, not much study 

was found to examine the effect of sex differences 

in this regard.
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COVID-19 and the respiratory system

There is a crosstalk between the brain and lungs 

during COVID-19 infection. SARS-CoV-2 uses ACE2 

as a receptor for viral cell entry, and induces lung 

damage by increasing cytokines in the immune sys-

tem, which can reduce the expression of central ACE2 

protein. Inhibition of ACE2 activity reduces the sen-

sitivity of baroreceptor reflex that controls heart rate 

and also increases sympathetic tone, which ultimately 

leads to increased blood pressure and impaired heart 

function. In addition, in the case of neuroprotective 

property of ACE2, its inhibition may upset the neu-

rotoxicity/neuroprotection balance within the brain. 

Elevated inflammatory cytokines during lung injury, 

hypoxemia, and increased sympathetic tone through 

inhibition of central ACE2 lead to overactive CNS, 

which may play a critical role in the etiopathogen-

esis of neurogenic pulmonary edema and possibly 

COVID-19 pulmonary complications in patients [57]. 

It has been reported that 3% to 20% of patients with 

COVID-19 are associated with acute respiratory dis-

tress syndrome (ARDS) [21, 48, 148]. Recent stud-

ies have shown that renin angiotensin system (RAS) 

activation plays an important role in acute lung inju-

ry [164]. Animals with ARDS have reduced ACE2 ac-

tivity, and a lack of ACE2 can lead to excessive neutro-

phil accumulation, increased vascular permeability, 

exacerbated pulmonary edema and eventually ARDS. 

Exogenous ACE2 exogenous supplement can reduce 

the inflammatory response and increase oxygen deliv-

ery in various ARDS animal models [164].

Progressive respiratory failure is the leading cause 

of death in COVID-19 disease. One study showed that 

all lung samples from the COVID-19 group had dif-

fuse alveolar damage with alveolar epithelial cell ne-

crosis, pneumocyte type-2 hyperplasia, intra-alveo-

lar fibrin deposition, and infiltration of perivascular 

lymphocytes. But in some people, the changes were 

local and they only had mild interstitial edema [86].

The lungs of patients with COVID-19 have three 

characteristics. First, severe endothelial damage asso-

ciated with the intracellular SARS-CoV-2 virus, and 

destruction of endothelial cell membranes. Second, 

the lungs of patients with COVID-19 have extensive 

vascular thrombosis with microangiopathy and al-

veolar capillary occlusion [84, 89]. Third, the lungs 

of patients with COVID-19 show significant vascu-

lar growth through the intussusceptive mechanism 

of angiogenesis [86]. Tissue hypoxia is also observed 

in these patients and a large number of ACE2 positive 

cells are observed in the lungs of these patients [144].

Impaired intercellular connections, cell swell-

ing, and loss of contact with the basal pulmonary 

membrane are shown in COVID-19 patients [144]. 

Another study showed that in the lungs of patients 

with COVID-19, there was obvious destruction of pul-

monary parenchyma, including interstitial inflam-

mation and extensive consolidation [38]. In a study 

of several different patients with COVID-19, a signif-

icant increase was found in pulmonary edema in the 

lungs with a slight increase in consistency of the low-

er lobe of the lung. No local changes were observed 

on the incised surfaces of the lung. Histologically, 

in addition to detected pulmonary edema, capillary 

florid endotheliitis was shown in lower lobs with in-

creased neutrophils and formation of microthrombus 

in alveolar capillaries and small pulmonary vessels 

including septal veins, and also cytokines such as IL-

1β and IL-6 were increased in the lung tissue [13].

The cytokine cascade is the cause of lung tissue 

damage and the immunopathogenesis of COVID-19 

infection. It has been shown that, the level of IL-6 

(one of the important components of cytokine cas-

cade and the driving force behind cytokine cas-

cade) is higher in men than women [151]. High levels 

of IL-6 in men may be associated with worse out-

comes than in women, which may indicate a higher 

risk of cytokine cascade in male patients. It has also 

been shown that antibody levels are higher in women 

with COVID-19 than in men [132].

COVID-19 has been shown to be transmitted 

through the upper respiratory tract, mucosal contact 

and eye conjunctiva, and droplets in the air or on sur-

faces contaminated by coughing or sneezing [137]. 

Estrogen has a beneficial effect on the upper and lower 

airways [137]. First, women’s noses respond to chang-

es in estrogen levels by improving the local immune 

response. This hormone stimulates the nasal mucosa 

and hypertrophy of the nasal turbines, and increas-

es the production of nasal mucosa, which contains 

mucin, electrolytes, immunoglobulin A (IgA), IgG, 

lysozyme, lactoferrin and oligosaccharides. These 

substances have antiviral and antibacterial proper-

ties that are essential against upper respiratory tract 

infections [51, 141]. In addition, estrogen stimulates 

the production of hyaluronic acid, which maintains 

a warm and moist environment in the nasal mucosa 

and cilia [51, 141]. Finally, estrogen acts directly 

on the nasal immune system by increasing the activ-

ity of phagocytes, dendritic cells, and natural kill-

ers [51]. Estrogen is also involved in the oral mucosa 

making it well hydrated by stimulating the production 

of hyaluronic acid, and also improves the function 

of lower respiratory tract by acting directly on bron-

chial epithelial cells, which increase the production 

of mucus rich in antiviral substances [136]. Estrogens, 

especially E2, can protect premenopausal women 

from the most serious side effects of COVID-19, given 

the higher levels of serum estrogen [46].

The positive effect of estrogen is supported by 

the action of progesterone, which regulates epi-

dermal growth factor of amphiregulin by inducing 

lung structure repair in the event of a viral infec-

tion. Progesterone administration during menopause 

in women improves the outcome of lung disease [54, 

136]. In a study in mice, progesterone treatment re-

duced the inflammatory environment of the lungs, 
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improved pulmonary function, and promoted cell 

proliferation and pulmonary repair, resulting in ear-

lier recovery without affecting viral load [54].

COVID-19 and the cardiovascular system

Heart damage seems to be one of the prominent 

features of COVID-19 disease, which occurs in 20 

to 30% of hospitalized patients and contributes 

to 40% of deaths [62, 119, 124]. Although the clinical 

manifestations of COVID-19 are related to the res-

piratory system, some patients have severe cardiovas-

cular damage. In addition, some patients with car-

diovascular disease (CVDs) may have an increased 

risk of death [62]. Patients with COVID-19 who do 

not have cardiovascular disease have better outcomes 

than patients with cardiovascular disease and hyper-

tension [168].

In patients with COVID-19, studies have shown 

that 51% of patients with heart disease died, while 

only 4.5% of patients without heart disease died from 

COVID-19 [62]. The mortality rate in COVID-19 

patients without Cardiovascular disease (CVD) with 

a normal cardiac troponin (cTn) level was 7.6%. 

In patients with CVD and a normal cTn level, it was 

13.3%. In patients without CVD and a high cTn level, 

it was 37.5%. In patients with CVD and a high cTn 

level, it was 69.4% [62]. Huang et al., reported that 

12% of patients with COVID-19 were diagnosed with 

acute myocardial injury, which was mainly mani-

fested by an increase in troponin I [5], and had blood 

pressure disorders [62, 119]. In another study, it was 

shown that among 138 patients with COVID-19, 

17.6% had arrhythmia and 7.2% had acute heart dam-

age [148]. There is a significant relationship between 

plasma troponin T levels of patients with COVID-19 

and their plasma C-reactive protein and N-terminal 

pro-brain natriuretic peptide (NT-proBNP) lev-

els [62]. Like SARS, patients with COVID-19 also 

showed potential heart damage. Chen et al. reported 

that out of 99 confirmed COVID-19 patients admit-

ted to Wuhan Jinyintan Hospital, 13 (13%) showed 

elevated creatine kinase and 75 (76%) showed elevat-

ed lactate dehydrogenase [21].

As seen in the reports, abnormal electrocar-

diogram (ECG) changes have also been recorded 

in critical situations [58]. One study found that a high 

percentage of patients had prolonged QT and rare 

arrhythmias [63]. There are several possible mecha-

nisms for that. First, ACE2 was first identified as 

a functional receptor for coronavirus that is highly 

expressed in the heart and lungs [143]. Therefore, 

ACE2-related signaling pathways may play a role 

in heart damage. Second, COVID-19-induced hy-

poxemia may damage myocardial cells. Third, sys-

temic inflammatory responses and immune sys-

tem disorders may be important factors in that [99]. 

However, it is also possible that the disorder may 

be due to decreased ACE2 activity in the heart, 

just like SARS [49]. Oudit et al. observed the pres-

ence of SARS-CoV and reduced expression of ACE2 

in the hearts of SARS-CoV-infected mice. They also 

reported that SARS-CoV was isolated from 7 autop-

sied human hearts among 20 patients, and the myo-

cardial damage was associated with decreased ex-

pression of myocardial ACE2 protein [104].

In general, ACE1 converts angiotensin 1 to 2, and 

angiotensin 2 induces vasoconstriction, inflamma-

tion, fibrosis, and proliferation through its receptor, 

which ultimately increases blood pressure, cardiac 

fibrosis, thrombosis, and ARDS [49, 120]. On the 

other hand, angiotensin 2 is converted to angiotensin 

1–7 by ACE2, which is a peptide without biological 

functions and has vasodilatory, anti-fibrotic, anti-

apoptotic and anti-proliferative effects, and finally 

reduces blood pressure, heart fibrosis, thrombosis 

and ARDS [73]. COVID-19 inhibits this conversion 

and these effects in the heart [49].

A higher percentage of men (65.4%) had higher 

cardiac troponin (cTn) than women (42.2%) with 

COVID-19 [62]. Estrogen levels are inversely related 

to the expression of cTn, which is released from car-

diomyocytes exposed to ischemia or hypoxia [94]. 

The action of estrogen may explain these findings, 

as estrogen has been shown to decrease the concen-

tration of low-density lipoprotein (LDL) and in-

crease the concentration of high-density lipoprotein 

(HDL) [93]. The 17β-Estradiol specifically mediates 

the activity of nitric oxide synthase (NOS) through 

interaction with estrogen receptors. Functional es-

trogen receptors are also present in cardiomyocytes, 

which regulate NOS expression to protect against 

cardiovascular damage by inhibiting platelet activity, 

thrombus formation, and leukocyte-endothelial cell 

adhesion [74].

There is growing evidence that sex and sex hor-

mones affect many circulatory and tissue-based 

components of RAS such as ACE2 [41, 81]. The 17β- 

Estradiol regulates the expression of ACE2 in the 

heart, kidneys and uterus [65, 68]. For example, 

17β-estradiol increases local ACE2 activity in the 

heart and weakens the RAS system by isolating 

a residue angiotensin II to enhance angiotensin 1–7 

production, which protects the heart, and has anti-

inflammatory and anti-oxidative effects [15, 40, 

123]. Reducing the regulation of angiotensin II re-

ceptor type 1 (AT1R) by estrogens and regulating re-

nin activity by estrogens have been shown [113, 122]. 

Recently, estrogen has been shown to modulate lo-

calized RAS in the atrial myocardium by down-reg-

ulating ACE1 and simultaneously regulating ACE2, 

AT2R, and MAS expression levels [15]. The ACE2/

Ang1-7/Mas receptor axis appears to be more closely 

related to each other in women than in men [19].

COVID-19 infection causes harmful hyper-

coagulability by exacerbating patients’ endothelial 

dysfunction [6]. Activation of endothelial estrogen 

receptors has been shown to increase nitric oxide 
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(NO) and decrease Reactive oxygen species (ROS), 

and also protects the vascular system against angio-

tensin 2-mediated vasoconstriction, inflammation, 

and ROS production [77, 98, 130]. Higher mortality 

in men seems to be partly related to the prevalence 

of underlying diseases. One of the most common 

complications of high-intensity COVID-19 is cardio-

vascular disease, and testosterone activates the main 

pathway of myocardial inflammation, while estrogen 

has a protective effect against cardiovascular dis-

ease [70, 74, 102]. It has been reported that, in clini-

cal trials in which testosterone level was high, there 

was an increased susceptibility to cardiovascular in-

flammation, and these men were more vulnerable 

to COVID-19 [26].

COVID-19 and liver

More than one-third of patients hospitalized 

with SARS-CoV-2 infection have abnormal liver 

function, which is associated with longer hospi-

tal stays [37]. Liver failure in 60% of patients with 

SARS3 and in patients infected with MERS-CoV, 

have been reported. Patients with severe COVID-19 

appear to have higher liver dysfunction. Liver dam-

age in severe cases of COVID-19 is more common 

than in mild cases [153]. One study found that 2–11% 

of patients with COVID-19 had liver obstruction 

and 14.8–53.1% had abnormal levels of alanine ami-

notransferase (ALT) and aspartate aminotransferase 

(AST) during disease progression [153]. The preva-

lence of chronic liver disease has been shown to be 

relatively low in patients with COVID-19. However, 

individuals with severe forms of COVID-19 show sig-

nificant changes in liver enzymes as well as coagula-

tion and fibrinolytic pathways due to the innate im-

mune response to the virus [86].

An increase in the prevalence of liver injury in pa-

tients with COVID-19 was reported from 39.6% 

to 43.4%, which was mainly associated with increased 

ALT and AST as well as hypoalbuminemia [21, 

149]. In one study, 132 patients with liver damage 

were found to have slight increase in total biliru-

bin (TBIL), of whom 72 were male (54.5%) and 60 

were female (45.5%), [149]. Another study found that 

among COVID-19 patients admitted to an American 

academic medical center, 69% had abnormal liver 

biochemical factors at the time of admission and 93% 

had higher-than-normal hepatic biochemical factors 

during hospitalization. Approximately one in five 

hospitalized patients was at risk for grade 3 or 4 liver 

injury [11].

It has also been shown that the level of gamma 

glutamyl transferase (GGT), a biological diagnos-

tic marker for cholangiocyte damage, increases 

in COVID-19 patients. Increased alkaline phos-

phatase (ALP) levels have also been observed in sev-

eral COVID-19 patients during hospitalization [162]. 

Another study showed that ACE2 receptor expression 

in infinite cholangiocytes increases and this sug-

gests that SARS-CoV-2 may bind directly to ACE2-

positive cholangiocytes to impair liver function [17].

Liver damage in patients with COVID-19 in-

fection may be directly due to viral infection of the 

liver cells. Approximately 2–10% of patients with 

COVID-19 have diarrhea, and SARS-CoV-2 RNA 

has been detected in fecal and blood samples [160]. 

This evidence suggests that, the virus may be pre-

sent in the liver. Both SARS-CoV-2 and SARS-CoV 

bind to ACE2 receptor in order to enter the target cell 

(148), where the virus multiplies and subsequently 

infects other cells in the upper respiratory tract and 

lung tissue. Patients then begin to show clinical signs 

and symptoms [162].

Immune-mediated inflammation, such as cy-

tokine influx and pneumonia-induced hypoxia, may 

also contribute to liver damage or even liver failure 

in patients with COVID-19, who are in critical stages 

of the disease [162]. In these patients, the mild acute 

hepatic congestion and activation of non-inflamed 

Kupffer cells have been shown [13]. A recent study 

reported that moderate microvascular steatosis and 

mild lobular and portal activity occur in liver biop-

sy specimens, indicating that liver damage can be 

caused by SARS-CoV-2 infection [159].

After SARS-CoV-2 infection, pathogenic T cells 

are rapidly activated, producing granulocyte-mac-

rophage (GM-CSF), IL-6, and other inflammatory 

factors, and also activate inflammatory monocytes 

CD14+ and CD16+, resulting in higher levels of IL-6 

and other inflammatory factors, which lead to an in-

flammatory storm and immune damage to the liver. 

IL-6 and GM-CSF are two important inflamma-

tory factors that cause inflammatory storm in pa-

tients with COVID-19 [39]. One study found that, 

the prevalence of liver damage in male patients was 

higher than female ones [47]. Abnormal liver func-

tion has been shown to be more common in men with 

COVID-19 than in women, who have higher inflam-

matory markers such as C-reactive protein and pro-

calcitonin [37]. ACE2 expression in the liver of wom-

en is very low compared to men [110].

COVID-19 and gastrointestinal tract

COVID-19 infection may be present in the intes-

tine, leading to gastrointestinal symptoms such as 

diarrhea and abdominal pain. Intestinal metabolic 

disorders caused by this disease increase the absorp-

tion of harmful metabolites, which affects the func-

tion of central nervous system through the intesti-

nal axis and brain, and then leads to dizziness and 

fatigue. These metabolites are also harmful to liver 

tissue [170]. Although patients usually have fever and 

respiratory symptoms, some have gastrointestinal 

symptoms such as diarrhea, vomiting, and abdomi-

nal pain [47]. In the small intestine, mesenteric ede-

ma and peritoneal fluid have also been observed [8].
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Studies have shown that RNA of SARS-CoV-2 

is present in anal/rectal swabs and fecal samples 

of COVID-19 patients, even after virus clearance 

from the upper respiratory tract [158, 166]. In ad-

dition, ACE2 expression has been observed in gas-

trointestinal epithelial cells [55, 157]. Zhang et al., 

reported that ACE2 is expressed in esophageal epi-

thelial cells and enterocytes in ileum and colon [163]. 

Intestinal epithelial cells, especially small intestinal 

enterocytes, also express ACE2 receptors. In the in-

testine, ACE2 regulates the absorption of amino ac-

ids and the balance of intestinal bacteria to reduce 

intestinal inflammation [56], and because ACE2 

is the entry point of virus, the presence of ACE2 pre-

disposes the intestine to viral infection [76].

The role of intestinal microbiota in lung diseases 

is well confirmed. Respiratory viral infections have 

also been shown to disrupt the intestinal microbiota. 

Diet, environmental factors and genetics play an im-

portant role in the formation of intestinal microbiota 

that can affect immunity [29, 34, 53, 146]. The diver-

sity of intestinal microbiota is decreased in old age 

and COVID-19 has been mainly fatal for elderly pa-

tients, pointing again to the role that intestinal mi-

crobiota play in this disease [32, 82, 100].

Odor and taste disorders are common in patients 

with mild to moderate COVID-19. One study report-

ed that in women infected with COVID-19, the rate 

of gastrointestinal symptoms, including diarrhea, 

loss of appetite, and olfactory and taste disturbances, 

was almost twice as high as in infected men [126], 

which were accompanied by higher levels of inflam-

mation and poorer liver function [170].

Levels of ACE2 expression in adipose and subcu-

taneous tissue of the large intestine are significantly 

higher in women than in men [142]. Another study 

found that, the proportion of gastrointestinal symp-

toms in female patients was significantly higher than 

in male patients. Clinical manifestations such as sore 

throat, dizziness, and fatigue were also more com-

mon in patients with gastrointestinal symptoms [170].

COVID-19 and kidney

Although COVID-19 infection is primarily a res-

piratory disease, other organs, including the kidneys, 

are often affected by it [60]. Acute kidney injury (AKI) 

is one of the major complications of COVID-19, which 

occurs in 0.5–7% of cases and in 2.9–23% of ICU pa-

tients [48, 62]. In a cohort study, 43.9% of hospitalized 

patients had proteinuria and 26.7% had hematuria. 

The prevalence of high serum creatinine, hyperurice-

mia and estimated glomerular filtration rate below 

60 ml/min/1.73 m2 were 14.4, 13.1 and 1.13%, respec-

tively. During the study period, AKI occurred in 5.1 

patients [23].

Podocytes and proximal direct tubule cells, as 

kidney cells, host the virus. According to the find-

ings, the effects of SARS-CoV-2 cytopathy on po-

docytes and proximal direct tubule may cause AKI 

in patients with COVID-19. Podocytes and proximal 

direct tubule cells play an important role in urine 

purification, reabsorption and excretion. It should 

be noted that podocytes are particularly vulnerable 

to viral and bacterial attacks, and podocyte damage 

easily induces heavy proteinuria [64]. As the data 

from one study showed, 43.9% of patients infected 

with SARS-CoV-2, especially patients with AKI, 

had proteinuria [24].

In the case of renal histopathology in COVID-19 

patients, in one study, significant ATI and occlusion 

of microvascular lumens were observed mainly by red 

blood cells with endothelial damage as well as glo-

merular and vascular changes [132]. These findings 

suggest that, the COVID-19 infection causes direct 

infection of renal parenchyma and possibly second-

ary endothelial damage. Acute tubular injury is asso-

ciated with loss of edging brushes and non-isometric 

vacuolation, which may in part be due to the direct 

effect of SARS-CoV-2, as demonstrated by ultra-

structural evaluation [133]. A study showed an im-

portant relationship between AKI and respiratory 

failure for the following reasons [60]:

First, severe AKI usually occurs during intuba-

tion and mechanical ventilation. Second, the AKI 

rate in patients under mechanical ventilation was 

89.7%, while in other patients it was 21.7%. Third, 

severe AKI (stages 2 and 3) occurred in 65.5% of pa-

tients using mechanical ventilation compared with 

6.7% of patients who were not using mechanical ven-

tilation [60].

The most obvious risk factors for the development 

of AKI in COVID-19 patients have been the need 

for ventilator support or treatment with vasopressor. 

Reported risk factors for poor COVID-19 outcomes, 

include aging, male gender, and high Body mass in-

dex (BMI) [22, 67, 127, 165, 169].

This virus has also been shown to cause intersti-

tial inflammation, acute tubular necrosis, podocy-

topathy, microangiopathy, and collapsing glomeru-

lopathy [71, 75, 103, 106]. Another study found that 

in patients with COVID-19, endothelium in the 

kidney, which is responsible for proteinuria, is af-

fected by the disease [117]. In addition, virus parti-

cles are present in renal endothelial cells. The virae-

mia is considered as a possible cause of endothelial 

damage in the kidney and a possible cause of AKI. 

Also, SARS-CoV-2 can directly infect renal tubu-

lar epithelium and podocytes via ACE2-dependent 

pathway, causing mitochondrial dysfunction, acute 

tubular necrosis, formation of protein reabsorption 

vacuoles, collapsing glomerulopathy, and protein 

leaks into Bowman capsules [75, 133].

Another potential mechanism for the development 

of AKI is impaired regulation of immune response 

to COVID-19 virus [116, 169]. Other factors that may 

contribute to AKI include rhabdomyolysis, mac-

rophage activation syndrome, and the development 
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of micro-embolism and micro-thrombosis in the con-

text of hypercoagulability and endotheliitis [144, 167].

Although the incidence of chronic kidney disease 

is more common in women, the progression of kid-

ney failure and mortality is higher in men [25]. There 

is a significant interaction between sex hormones 

and ACE2 expression. Removal of ovaries increased 

ACE2 expression in the kidney and adipose tis-

sue of women, and estradiol replacement decreased 

ACE2 expression [41]. Also, testosterone appears 

to increase ACE2 levels in the kidneys, while estro-

gen decreases ACE2 expression in the kidneys [41, 

43]. Compared to men, women showed lower levels 

of serum monocytes and creatinine [61].

Conclusion

Sex differences have been reported in the effects 

of COVID-19 on the respiratory system, cardiovas-

cular system, liver and kidneys. This sex difference 

appears to be attributable to levels of ACE2, a high 

expression of which has been reported in males. 

Estrogen, and perhaps progesterone, may regulate lo-

calized ACE2 levels, thereby reducing inflammation 

and oxidative stress, leading to protection against 

the virus. Further studies are needed to investigate 

the impact of sex differences on the nervous and gas-

trointestinal systems to better manage COVID-19 

treatment.
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Резюме. Helicobacter pylori — один из наиболее распространенных микроорганизмов-комменсалов человека, 

колонизирующий до 60% жителей всех континентов. Некоторые штаммы H. pylori приобрели вирулентные 

свойства, и их присутствие может существенно осложнять течение атрофического гастрита типа В, язвен-

ной болезни желудка и 12-перстной кишки, а также способствовать развитию злокачественных заболева-

ний желудка. В подобных ситуациях проведение эрадикационной терапии представляется патогенетически 

оправданным. Международные рекомендации по проведению стандартной тройной эрадикационной те-

рапии первой линии, включающей ингибитор протонной помпы (ИПП), амоксициллин и кларитромицин 

курсом в 7–10 дней, были предложены в 1996 г. До начала XXI в. ее активно и с высокой эффективностью 

(до 90%) применяли повсеместно, однако позднее стали появляться сообщения о катастрофическом сниже-

нии результатов подобной схемы лечения (до 60%). Затем выяснилось, что эффективность трехкомпонентной 

(тройной) терапии прямо коррелирует с резистентностью к кларитромицину, существенно возросшей в по-

следние десятилетия, что вызвало необходимость создания новых схем элиминации хеликобактеров. Были 

проанализированы результаты различных современных схем эрадикации H. рylori, в том числе варианты мо-

дифицированной тройной терапии, связанные с включением в схему новых препаратов либо увеличением 

продолжительности эрадикации: в частности, было предложено заменить амоксициллин на метронидазол. 

Однако дальнейшие исследования показали, что сочетание кларитромицина с амоксициллином представля-

ется более предпочтительным, что обусловлено высоким уровнем резистентности H. pylori к метронидазолу 

во многих странах. Были проанализированы попытки параллельного применения пробиотиков, в частности 

культур различных видов Lactobacillus. Установлено увеличение уровня эрадикации при проведении стан-

дартной тройной терапии с 61,5 до 81,6%, а также достоверное снижение выраженности побочных эффек-

тов. Показано, что перспективным путем повышения эффективности 7-дневных схем терапии первой линии 

с кларитромицином является применение современных эффективных ИПП (например, эзомепразола или 

рабепразола). Рассмотрена схема модифицированной последовательной терапии с заменой кларитромици-

на на тетрациклин или левофлоксацин, показавшая высокую эффективность. Проанализирован вариант 

стандартной тройной терапии, модифицированный в квадротерапию дополнением метронидазола или ти-

нидазола. Показано, что схема последовательной терапии неэффективна для эрадикации полирезистентных 

штаммов. В идеале лечение бактериальных инфекций должно базироваться на проведении эндоскопического 

забора биоптатов слизистой желудка с последующим микробиологическим определением чувствительности 

выделенных изолятов к антибактериальным препаратам in vitro.

Ключевые слова: Helicobacter pylori, эрадикационная терапия Helicobacter pylori, ингибитор протонной помпы, 

кларитромицин, левофлоксацин, метронидазол, пробиотики.
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Abstract. H. pylori is one of the most common commensal microorganisms in the human body, colonizing up to 60% of the 

inhabitants of all continents. Some strains of H. pylori have acquired virulent properties and their presence can signifi-

cantly complicate the course of atrophic gastritis of type B, gastric ulcer and duodenal ulcer, as well as malignant diseases 

of the stomach. In such situations, eradication therapy seems to be pathogenetically justified. International recommenda-

tions for standard first-line triple eradication therapy, including a proton pump inhibitor (PPI), amoxicillin and clarithro-

mycin in a course of 7–10 days, were proposed in 1996. Until the beginning of the XXI century, it was actively and with 

high efficiency (up to 90%) used everywhere, but later reports began to appear about a catastrophic decrease in results (up 

to 60%). Then it turned out that the effectiveness of the three-component (triple) therapy directly correlates with the resist-

ance to clarithromycin, which has increased significantly in recent decades, and so necessitated the creation of new H. pylori 

elimination schemes. The results of various schemes for H. pylori eradication were analyzed, including variants of modified 

triple therapy associated with the inclusion of new drugs or an increase in the duration of eradication. In particular, it was 

proposed to replace amoxicillin with metronidazole. However, further studies have shown that the combination of clarithro-

mycin with amoxicillin seems to be preferable, which is due to the high level of H. pylori resistance to metronidazole in many 

countries. Attempts to use probiotics in parallel, in particular cultures of various Lactobacillus species, were analyzed, which 

increases the level of eradication during standard triple therapy from 61.5 to 81.6%, and also significantly reduces the severity 

of side effects. It has been shown that a promising way to increase the effectiveness of 7-day first-line therapy schemes with 

clarithromycin is the use of modern effective PPIs (for example, esomeprazole or rabeprazole). The scheme of modified se-

quential therapy with the replacement of clarithromycin with tetracycline or levofloxacin, which has shown high efficiency, 

is considered. A variant of standard triple therapy modified into quadrotherapy with the addition of metronidazole or tinida-

zole was analyzed. It has been shown that the sequential therapy scheme is ineffective for eradication of multidrug-resistant 

strains. Ideally, the treatment of bacterial infections should be based on endoscopic sampling of gastric mucosa biopsies, fol-

lowed by microbiological determination of the sensitivity of the isolated isolates to antibacterial drugs in vitro.

Key words: Helicobacter pylori, Helicobacter pylori eradication therapy, proton pump inhibitor, clarithromycin, levofloxacin, metronidazole, 

probiotics.

Введение

Helicobacter pylori — один из наиболее рас-

пространенных микроорганизмов-комменса-

лов человека, колонизирующий до 60% жителей 

всех континентов. В ходе эволюции взаимоот-

ношений с организмом-хозяином и, очевидно, 

под воздействием пресса антибиотических суб-

станций некоторые штаммы H. pylori приобрели 

вирулентные свойства, и их присутствие может 

существенно осложнять течение атрофическо-

го гастрита типа В, язвенной болезни желудка 

и 12-перстной кишки, а также способствовать 

развитию злокачественных заболеваний желуд-

ка. При этом приблизительно 70% лиц, колони-

зированных H. pylori, на протяжении всей жиз-

ни являются бессимптомными бактерионоси-

телями, а указанные заболевания регистрируют 

только у 12–15% инфицированных. Это об-

стоятельство стало основанием для многочис-

ленных дискуссий, что дало повод определить 

H. pylori как «изменчивый» патоген, способный 

в зависимости от обстоятельств вести себя либо 

как симбионт, либо как патогенный микроор-

ганизм [56]. В многочисленных исследованиях 

показано, что степень риска развития заболе-

ваний зависит от характера взаимоотношений 

между H. pylori и организмом-хозяином, обу-

словленных как штамм-специфичным набором 

факторов патогенности микроорганизма, так 

и комплексом эффекторов, индуцированных 

у носителя. В подобных ситуациях проведение 

эрадикационной терапии представляется па-

тогенетически оправданным. Однако двадцать 

лет применения стандартной тройной терапии 

привели к значительному снижению ее эффек-

тивности, что вызвало необходимость создания 

новых схем элиминации хеликобактеров.

Стандартная тройная терапия

Международные рекомендации по прове-

дению тройной эрадикационной терапии пер-

вой линии, включающей ингибитор протонной 

помпы (ИПП), амоксициллин и кларитро-

мицин курсом в 7–10 дней, были предложены 

в 1996 г. Схема дала положительный результат 

у 80% пациентов, что было определено как ниж-

няя граница ее эффективности [16]. До начала 

XXI в. ее активно и с высокой эффективнос-

тью (до 90%) применяли повсеместно, однако 

позднее стали появляться сообщения о ката-
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строфическом снижении результатов подобной 

схемы лечения (до 60%). Затем выяснилось, что 

эффективность трехкомпонентной (тройной) 

терапии прямо коррелирует с резистентностью 

к кларитромицину, существенно возросшей 

в последние десятилетия [36, 55, 58, 59, 75, 87].

Тем не менее тройная терапия первой ли-

нии остается популярной во многих странах 

и с успехом применяется как стартовая в эра-

дикации H. pylori. Результаты 20 исследований 

с привлечением более 10 000 пациентов показы-

вают, что при наличии чувствительности к пре-

парату эффективность эрадикации составляет 

почти 88%, тогда как развитие резистентности 

к кларитромицину понижает ее до 18,3% [58]. 

В настоящее время стандартная тройная тера-

пия остается вполне эффективной (более 90%) 

в регионах, где уровень резистентности к кла-

ритромицину не превышает 10% [17]. Однако 

широкое применение кларитромицина по раз-

личным медицинским показаниям привело 

к тому, что в европейских странах резистент-

ность варьирует от 0,9% в Голландии до 51% 

в Испании. В целом за 10 лет (1998–2008 гг.) 

уровень устойчивости в Европе повысился с 9 

до 17,5% [17, 34], а к 2013 г. в ряде стран превы-

сил критические 20% [60]. Аналогичная ситу-

ация сложилась в Азии [7, 38, 47, 73, 93]. В раз-

личных странах Южной Америки устойчивость 

к кларитромицину штаммов H. pylori варьирует 

между 13,6 и 19,5% [37]. К концу ХХ в. в РФ ко-

личество резистентных штаммов H. pylori уве-

личилось более чем в 2 раза и составило 17% [1, 

2]. В последние годы отмечается неуклонный 

рост числа резистентных к кларитромици-

ну штаммов H. pylori. В различных регионах 

страны эти величины существенно варьиру-

ют, но максимальные показатели зарегистри-

рованы в центральных мегаполисах России. 

При этом, по мнению многих авторов, крити-

ческий уровень — 20% резистентности к кла-

ритромицину — еще не достигнут [4, 6, 80]. 

Падение эффективности стандартной тройной 

терапии окончательно подтверждено решени-

ем IV Маастрихтского консенсуса. Установлен 

порог чувствительности к кларитромицину — 

в регионах, где она превышает или равна 20%, 

проведение стандартной тройной терапии, ско-

рее всего, будет безуспешным [53]. Более широ-

кий мониторинг резистентности H. pylori в РФ 

ограничивает сложность и стоимость методов, 

а неоднородность уровней резистентности 

в различных областях не позволяет с полной 

уверенностью экстраполировать данные еди-

ничных исследований на все регионы. Поэтому, 

несмотря на сохраняющуюся возможность 

применения стандартной трехкомпонентной 

терапии с кларитромицином, в каждом регионе 

необходимо оценивать эффективность альтер-

нативных схем, независящих от резистентнос-

ти H. pylori к макролидам.

В частности, было предложено заменить амок-

сициллин на метронидазол. Выбор последнего 

был обусловлен тем, что сочетание метронидазо-

ла и кларитромицина уже изначально обладало 

довольно высокой эрадикационной активнос-

тью. Дополнительное включение в данную схе-

му лечения ИПП повышало ее эффективность 

на 20%. Это дало основание II Маастрихтскому 

консенсусу ввести данную схему в терапию пер-

вой линии при лечении H. pylori-инфекции [55]. 

Однако дальнейшие исследования показали, 

что сочетание кларитромицина с амоксицил-

лином представляется более предпочтительным 

по сравнению с комбинацией кларитромици-

на с метронидазолом. В первую очередь это об-

условлено высоким уровнем резистентности 

H. pylori к метронидазолу во многих странах [17, 

34, 60]. Аналогичная ситуация имеет место 

и в РФ. По результатам исследования, проведен-

ного российской группой по изучению H. pylori, 

после неудачного применения терапии первой 

линии у 80% пациентов были выделены штаммы, 

устойчивые к метронидазолу, при этом уровни 

резистентности к метронидазолу в РФ могут ра-

дикально варьировать в различных регионах [1, 

2]. Кроме того, рост резистентности к метрони-

дазолу неизбежно приводит к развитию вторич-

ной чувствительности к кларитромицину [9].

Для повышения результатов проводимого 

лечения в качестве альтернативы тройной тера-

пии предложены различные ее варианты, полу-

чившие название модифицированной тройной 

терапии. Наиболее часто модификации в них 

связаны с включением новых препаратов либо 

с увеличением продолжительности эрадика-

ции [23, 37, 65].

Наиболее известным вариантом модифи-

цированной тройной терапии являются схемы 

с включением фторхинолонов. К настоящему 

времени получены многочисленные сведения 

об эффективности тройной терапии с замеще-

нием кларитромицина на левофлоксацин в ка-

честве терапии первой линии. Эффективность 

эрадикации варьировала в пределах 72–96%. 

Высказано предположение, что подобная схема 

вполне приемлема в регионах, где уровни ре-

зистентности к кларитромицину превышают 

15–20%, а устойчивость к фторхинолонам со-

ставляет менее 10% [8, 31, 89].

Отдельным направлением модификаций 

стандартной тройной терапии являются попыт-

ки увеличить ее эффективность за счет парал-

лельного применения пробиотиков. Эта про-

блема активно обсуждается педиатрами, так 

как именно у детей чаще всего наблюдают по-

явление побочных эффектов эрадикационной 

терапии, выраженность которых существенно 
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снижается на фоне применения бактерийных 

препаратов. Наиболее часто в подобных ис-

следованиях используют культуры различных 

видов Lactobacillus, длительно выживающих 

в условиях кислого рН желудка. В частности, 

дополнение стандартной тройной терапии 

Lactobacillus casei DN-114001 повышало эффек-

тивность эрадикации H. pylori у детей до 84,6% 

при 61,3% в группе, получавшей стандартное 

лечение [78]. В другом исследовании показа-

но, что прием лактобактерий увеличивает уро-

вень эрадикации при проведении стандартной 

тройной терапии с 61,5 до 81,6%, а также сни-

жает выраженность побочных эффектов [20]. 

В то же время Goldman С. и соавт. (2006) при из-

учении адъювантного действия коммерческих 

йогуртов, содержащих Bifidobacterium animalis 

и Lactobacillus casei, не выявили существен-

ного их влияния на эффективность тройной 

терапии [33]. Аналогичные результаты были 

получены в рандомизированном исследова-

нии двойным слепым методом, проведенном 

в Польше [79] и Румынии, где в качестве проби-

отика использовали Saccharomyces boulardii [41]. 

Наконец, в исследовании Tolone S. и соавт. 

(2012) пациенты опытной группы параллельно 

с проведением стандартной тройной терапии 

получали коммерческий препарат, содержащий 

L. plantarum, L. reuteri, L. casei subsp. rhamnosus, 

L. salivarius, L. acidophilus, L. sporogenes, B. infantis 

и B. longum. По результатам исследования до-

стоверных различий в эффективности прово-

димой эрадикационной терапии между обеими 

группами не было установлено [80]. Тем не ме-

нее множество исследований свидетельствуют 

о том, что дополнение стандартной терапии 

пробиотиками все же оказывает благоприятное 

влияние на ее эффективность [4, 5, 6, 49, 61, 94, 

95]. Весьма существенным условием является 

и то, что дополнение эрадикационной терапии 

пробиотиками достоверно снижает побочные 

проявления проводимого лечения. Механизмы 

действия пробиотиков остаются малоизученны-

ми, но результаты дополнения ими стандартной 

тройной терапии открывают новые перспекти-

вы для использования данной схемы эрадика-

ции и в дальнейшем, что, впрочем, требует про-

ведения дополнительных исследований.

Приведенные сведения позволяют заклю-

чить, что стандартная тройная терапия первой 

линии, несмотря на снижение эффективности, 

обусловленной ростом резистентности к клари-

тромицину и метронидазолу, остается терапи-

ей выбора для первичной эрадикации H. pylori. 

Перспективным путем повышения эффектив-

ности 7-дневных схем терапии первой линии 

с кларитромицином является применение со-

временных эффективных ИПП (например, эзо-

мепразола или рабепразола) в больших дозах 

(по 40 мг дважды в день), обеспечивающих уве-

личение эффективности на 8–12% по сравне-

нию с ИПП первых поколений [53].

Увеличение длительности стандартной трой-

ной терапии до 10–14 дней, согласно результатам 

метаанализа контролируемых исследований, ме-

нее оправданно, так как обеспечивает увеличение 

эффективности лечения лишь на 3–5% [26, 53]. 

Результаты исследований, проведенных в реги-

онах со сравнительно высокой резистентностью 

к кларитромицину, достаточно противоречивы. 

Ряд авторов указывают, что пролонгирование 

тройной терапии может дать хорошие результа-

ты [10, 22, 25, 43], тогда как исследования, про-

веденные в Южной Корее и Турции, не выявили 

серьезных преимуществ данной стратегии [13, 

84]. В 2013 г. появилось сообщение о 100% эради-

кации H. pylori после проведения 14-дневной те-

рапии большими дозами ИПП и кларитромици-

на пролонгированного действия (Клацида) [72]. 

Но эти исследования были проведены на паци-

ентах, инфицированных штаммами, не прояв-

ляющими резистентность к кларитромицину. 

Насколько эффективной будет данная схема 

в условиях высокой устойчивости к антибиоти-

ку, остается неизвестным. Можно полагать, что 

ее результаты не будут столь впечатляющими, 

так как другие макролиды пролонгированно-

го действия (азитромицин) способствуют росту 

резистентности [60]. Азитромицин, очевидно, 

как и прочие макролиды пролонгированного 

действия, в высоких концентрациях длитель-

но сохраняется в слизистой и желудочном соке 

на протяжении нескольких недель после приема. 

Постепенно содержание антибиотика снижается 

до субингибирующих концентраций, что может 

создавать предпосылки для селекции устойчи-

вых штаммов H. pylori.

Идея применения фторхинолонов в моди-

фицированной тройной терапии первой линии 

представляется рискованной, так как это рано 

или поздно неизбежно приведет к росту устой-

чивости H. pylori к указанной группе препаратов.

Стандартная последовательная 
(ступенчатая) терапия

Стандартная последовательная (ступенча-

тая) терапия представляет собой схему квадро-

терапии (одновременное применение четырех 

препаратов) без препаратов висмута. Она явля-

ется актуальной для стран, где применение пре-

паратов висмута запрещено. Схема разработана 

в Италии в 2000 г. в качестве альтернативы трой-

ной терапии для преодоления резистентности 

к кларитромицину и повышения эффективно-

сти эрадикации. Данная схема включает при-

менение ИПП и амоксициллина в первые 5 дней 

и ИПП, кларитромицина и метронидазола (ти-
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нидазола) в последующие 5 дней в дозах, исполь-

зуемых в терапии первой линии [20, 76]. В ста-

тьях, посвященных анализу достоинств сту-

пенчатой терапии, показано, что превосходство 

над стандартной тройной терапией обусловлено 

более эффективной элиминацией кларитроми-

цин-устойчивых штаммов. Предпосылкой для 

ее создания стали исследования, показавшие, 

что эффективность терапии второй линии по-

вышается, если в качестве схемы первой линии 

назначали 14-дневную двойную терапию с ИПП 

и амоксициллином, а в качестве второй — стан-

дартную 7-дневную тройную терапию с клари-

тромицином [76]. Исследования, проведенные 

позднее, также подтвердили превосходство по-

добной схемы над тройной терапией [42, 81, 86, 

96]. В 2007 г. проведено рандомизированное кон-

тролируемое сравнительное исследование, по-

казавшее несомненное преимущество 10-днев-

ной последовательной схемы эрадикации кла-

ритромицин-резистентных штаммов перед 

10-дневной стандартной тройной терапией (91 

и 78% соответственно) [86]. Aнализ данных ряда 

исследований, проведенных в Италии, пока-

зал высокую результативность последователь-

ной терапии, превышающую 90%, в том числе 

среди групп риска по возможному отсутствию 

эффекта стандартной тройной терапии, обус-

ловленного устойчивостью к кларитромицину 

и метронидазолу, функциональной диспепсией, 

курением, отсутствием гена CagA у выделенных 

штаммов H. pylori [96]. Анализ 46 рандомизи-

рованных клинических испытаний с привле-

чением 5666 пациентов, ранее не получавших 

эрадикационную терапию, показал эффектив-

ность стандартной последовательной терапии 

инфицирования H. pylori, равную 84,3%. Более 

того, ее проведение элиминирует 72,8% штам-

мов бактерий, резистентных к кларитромици-

ну [27]. В рандомизированном исследовании 

эффективность стандартной последовательной 

терапии и стандартной тройной терапии в от-

ношении кларитромицин-резистентных штам-

мов составила 89 и 29% соответственно [86]. 

Механизмы эффективности последовательной 

терапии в эрадикации кларитромицин-резис-

тентных штаммов H. pylori требуют дальнейше-

го изучения. Предположительно, первичный 

прием амоксициллина повреждает клеточную 

стенку, что препятствует организации каналов 

для эффлюкса кларитромицина, обеспечиваю-

щих быстрое выведение его из бактериальной 

клетки. Схема последовательной терапии была 

признана одним из наиболее перспективных 

режимов эрадикации H. pylori Американской 

коллегией руководств по гастроэнтерологии 

(2007) [12], а также III Маастрихтским консенсу-

сом [54] и II Азиатско-Тихоокеанским консенсу-

сом (2009) [24].

Однако в последние годы появились све-

дения, ставящие под сомнение преимущества 

последовательной терапии. В частности, вы-

явлены недостатки предшествующих метаана-

лизов, отсутствие исследований, проведенных 

за пределами Италии, низкое их качество и не-

достаток информации относительно элими-

нации резистентных штаммов H. pylori [32, 70]. 

В многоцентровом исследовании, проведенном 

в Латинской Америке, показано, что 14-днев-

ная тройная терапия была более эффективна, 

чем 10-дневная последовательная схема лече-

ния [37]. По данным Choi W.H. и соавт. (2008), 

сравнение двух схем эрадикации, проведенное 

в Южной Корее, показало их эффективность, 

равную 86 и 77% соответственно, что не дости-

гало границ статистической достоверности [14]. 

В аналогичном исследовании, проведенном 

в Тайване, сравнивали эффективность 14-днев-

ной тройной терапии, включающей применение 

ингибитора протонной помпы в больших дозах, 

с 10- и 14-дневными курсами последовательной 

терапии. Наименее оптимальным оказалось на-

значение 10-дневной последовательной терапии. 

При наличии 9% резистентности к кларитроми-

цину ее эффективность не превышала 90% [50]. 

Указанное ставит под сомнение возможность 

применения последовательной терапии в реги-

онах, где высоки уровни устойчивости к клари-

тромицину и метронидазолу.

Исследования, проведенные в 2008–2012 гг. 

в Азии, Европе и Латинской Америке, подтвер-

дили преимущества последовательной терапии 

перед стандартной тройной схемой, но эффек-

тивность эрадикации снизилась на 15% (79–

81%) в сравнении с результатами, ранее полу-

ченными в Италии. Похожие результаты были 

получены в 2012–2013 г. в исследованиях, про-

веденных в группах взрослых и детей [39, 44, 

98]. Метаанализ, проведенный авторами и раз-

работчиками схемы последовательной тера-

пии, показал ее преимущества перед 7-дневной 

тройной схемой, но эти преимущества не были 

статистически достоверными при сравнении 

с 10-дневной тройной схемой. Более того, по-

следовательная терапия не имела никаких пре-

имуществ перед 14-дневной тройной схемой 

(2013). По сей день нет оснований рассматривать 

схему последовательной терапии как оптималь-

ную в преодолении антибиотикорезистентно-

сти, и неудачи при ее применении вполне про-

гнозируемы в эрадикации полирезистентных 

штаммов, если их уровень превысит 5% [35]. 

В РФ имеется небольшой опыт применения 

последовательной терапии (Санкт-Петербург) 

с эффективностью эрадикации, равной 96%, 

что требует проведения широкомасштабных 

исследований для уточнения ее региональной 

эффективности [3].
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Проведенный анализ позволяет заключить, 

что ступенчатая терапия не имеет особых пре-

имуществ перед пролонгированными курсами, 

проводимыми по тройным схемам. В то же вре-

мя результаты многочисленных сравнительных 

исследований показали ее несомненное пре-

восходство перед укороченными (7-дневными) 

курсами тройной терапии. Можно полагать, 

что в присутствии кларитромицин-резистент-

ных штаммов она также не будет иметь особых 

преимуществ. Кроме того, обращает на себя 

внимание отсутствие исследований с включе-

нием в схемы лечения метронидазола. Анализ 

эффективности ступенчатой терапии пока-

зывает, что она практически равна таковой 

у 14-дневной тройной терапии и аналогичной 

схемы с включением препаратов висмута.

Модифицированная последовательная 
терапия

В последние годы появились исследования 

по успешной замене кларитромицина другими 

антибактериальными препаратами в схемах по-

следовательной терапии. Проведенный срав-

нительный анализ шести исследований пока-

зал эффективность последовательной терапии 

с включением тетрациклина. Уровни эради-

кации варьировали в пределах 50,0–87,9% [97]. 

При этом замещение тройной терапии на ква-

дротерапию во второй фазе 5-дневного цик-

ла не оказывало существенного влияния на ее 

эффективность, и уровень эрадикации состав-

лял в среднем 78,5% [11]. В трех исследовани-

ях, проведенных в Турции, показан больший 

эффект 14-дневной тетрациклин-содержащей 

последовательной схемы по сравнению с 14-ти 

дневной тройной терапией (соответственно, 

77,2 и 63,6%) [66, 85, 91].

Анализ объединенных данных 9 исследова-

ний показал высокую эффективность последо-

вательной терапии с заменой кларитромицина 

на левофлоксацин. Уровень эрадикации варьи-

ровался в пределах 65,4–96,8%. [97]. В исследо-

вании, проведенном в южных регионах Италии, 

где устойчивость к кларитромицину превы-

шала 15%, а резистентность к левофлоксацину 

была низкой (< 6%), показано, что эффектив-

ность левофлоксацин-содержащей последова-

тельной терапии значительно превышала та-

ковую у последовательного метода эрадикации 

с включением кларитромицина. Уровень эра-

дикации превышал 90% [77]. Аналогичные ре-

зультаты были получены и в других исследова-

ниях, проведенных в Италии [21], Испании [63] 

и Турции [69]. Увеличение продолжительности 

левофлоксацин-содержащей последовательной 

терапии с 10 до 14 дней не повышало ее эффек-

тивность, но она была гораздо более результа-

тивной, чем 14-дневная стандартная тройная 

терапия (соответственно, 86,6 и 45,3%) [71].

В Индии проведено сравнительное изучение 

эффективности схемы последовательной тера-

пии, исключающей тинидазол, в которой при-

меняли амоксициллин, кларитромицин и ИПП 

во второй 5-дневной фазе. Ее ффективность 

не отличались от эффективности 10-дневной 

стандартной тройной терапии и составила 73,0 

и 72,2% соответственно [88].

В исследовании, проведенном в Иране, отмече-

на эффективность 10-дневной модифицированной 

последовательной квадротерапии, включавшей 

ИПП, амоксициллин, висмута трикалия дици-

трат, метронидазол или кларитромицин в первой 

5-дневной фазе и назначение ИПП, амоксицилли-

на, висмута и фуразолидона в последующие 5 дней. 

Эффективность эрадикации составила 78,5% при 

применении схемы, включаю щей метронидазол, 

и 82% при замене метронидазола на клиндами-

цин. Обе схемы не имели никаких преимуществ 

перед с стандартной тройной 10-дневной терапией 

(81,1%) [74].

Сопутствующая терапия

Схемы сопутствующей терапии разрабо-

таны в 1998 г. для повышения эффективности 

эрадикационной терапии на фоне роста ре-

зистентности к кларитромицину [67, 83]. Они 

представляют собой стандартную тройную те-

рапию, модифицированную в квадротерапию 

дополнением схемы метронидазолом или тини-

дазолом (по 500 мг 2 раза в день). Стандартная 

схема включает ИПП, кларитромицин, амокси-

циллин и метронидазол, применяемые на всем 

протяжении лечения. Несмотря на краткий 

курс применения (5–7 дней), данная терапия 

обес печивает высокий уровень эрадикации 

(90%). После пребывания в некотором «заб-

вении» она была «реставрирована» в 2010 г. 

как альтернатива стандартной тройной и по-

следовательной схемам [17]. Затем было про-

ведено более десятка исследований по оценке 

ее эффективности в Латинской Америке [37], 

Азии [43, 48, 49, 51, 85, 93, 96] и Европе [3, 18, 

29, 30, 57, 62, 64]. В зависимости от длитель-

ности проводимого лечения эффективность 

сопутствующих схем варьировала в пределах 

85–94%. Тем не менее отмечалась и более низ-

кая эффективность сопутствующей терапии 

после проведения 5-дневных курсов эрадика-

ции в Латинской Америке (73,5%) [37] и Южной 

Корее (80,7%) [45], а также в двух исследовани-

ях в Турции и Южной Корее, где эрадикацию 

проводили в течение двух недель (75 и 80,8% со-

ответственно) [45, 82]. По мнению Graham D.Y. 

и соавт. (2014), на эффективность 14-дневной 

сопутствующей терапии не повлия ет наличие 
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кларитромицин- и метронидазол-резистент-

ных штаммов H. pylori, однако исследователи 

высказали предположение, что она будет сни-

жаться, если среди циркулирующих штаммов 

число проявляющих двойную устойчивость 

в отношении кларитромицина и метронидазо-

ла превысит 15%. Поэтому они не рекомендова-

ли применять данную схему эрадикации в реги-

онах, где устойчивость к метронидазолу превы-

шает 60% (Китай, Индия, Иран, Центральная 

и Южная Америка), а также у лиц, инфициро-

ванных штаммами, проявляющими двойную 

резистентность к кларитромицину и метрони-

дазолу [35]. Подобные штаммы были выявлены 

в Латинской Америке [37], Южной Корее [45, 

48] и Турции [82]. Однако применение 14-днев-

ной сопутствующей терапии будет оправданно 

в Южной Европе и некоторых азиатских стра-

нах, где устойчивость к кларитромицину варьи-

рует в пределах 9–40%, но резистентность к ме-

тронидазолу остается на среднем уровне (менее 

30–40%). Схемы сопутствующей терапии осо-

бенно актуальны для стран, где запрещено при-

менение препаратов висмута. Эффективность 

применения 10-дневной схемы аналогична эф-

фективности 10-дневной последовательной те-

рапии (93,1 и 93,0% соответственно) [90], одна-

ко ее применение более удобно, чем проведение 

последовательной терапии, требующей замены 

препаратов во второй фазе лечения. Другим ее 

достоинством является включение метронида-

зола в стандартную схему, что делает возмож-

ным ее применение в регионах, где последова-

тельная терапия не была эффективной.

При сравнении эффективности применения 

сопутствующей квадротерапии и стандарт-

ной тройной терапии на первом этапе лечения 

было установлено, что курс 5-дневной терапии 

обусловливал эрадикацию H. pylori у 90% па-

циентов, а эффективность обеих схем соста-

вила, соответственно, 91,4 и 86,1%, но эта раз-

ница не была статистически достоверной [45]. 

Georgopoulos S. и соавт. изучили эффектив-

ность 10-дневной квадротерапии в Греции, 

где уровни резистентности к кларитромици-

ну и метронидазолу составляют в среднем 25 

и 40%. Показано, что она составила 90,2%, тогда 

как результаты проведения стандартной трой-

ной терапии соответствовали 73,8% [28, 29].

Эффективность последовательной терапии 

у пациентов, инфицированных полирезис-

тентными штаммами H. pylori (проявляющи-

ми устойчивость к не менее чем двум анти-

бактериальным препаратам), составила 33,3%, 

при отсутствии полирезистентности — 95,1%. 

В аналогичных условиях результативность со-

путствующей терапии составила 75 и 92,4% со-

ответственно [45]. Однако эти исследования 

проводили в регионах с низкой резистентностью 

к кларитромицину, где стандартная тройная 

терапия продолжает оставаться эффективной. 

В Испании, где устойчивость к кларитромици-

ну весьма высока, проведение 10-дневной со-

путствующей терапии обусловливало 100% эра-

дикацию кларитромицин-резистентных и 75% 

полирезистентых штаммов H. pylori. При этом 

эффективность последовательной терапии 

в отношении аналогичных изолятов состави-

ла 75 и 60% соответственно [62]. В Италии из-

учена сравнительная эффективность пяти-

дневной сопутствующей квадротерапии с лево-

флоксацином и 10-дневной последовательной 

терапии с левофлоксацином у пациентов, ра-

нее не подвергавшихся эрадикации H. pylori. 

Установлено, что применение обеих схем при-

вело к одинаковым результатам (92,2 и 93,3% со-

ответственно), но проведение 5-дневной квадро-

терапии сопряжено с меньшими финансовыми 

затратами [21].

Схема сопутствующей квадротерапии с вис-

мутом (омепразол, висмута субцитрат, метро-

нидазол и тетрациклин) включена в «Рекомен-

дации II Азиатско-Тихоокеанского консенсу-

са» [24] и доклад IV Маастрихтского консен-

суса [53] в качестве альтернативы стандартной 

тройной схеме в регионах с низким уровнем ре-

зистентности к кларитромицину, а также в ка-

честве терапии первой линии с высокой устой-

чивостью к антибиотику. Эта схема особенно 

эффективна в регионах, где устойчивость к ее 

компонентам находится на низком уровне, 

исключая метронидазол, но резистентность 

к нему может быть преодолена увеличением до-

зировок и длительности лечения [23]. В иссле-

довании, проведенном в Турции, а также меж-

дународном многоцентровом исследовании 

показано, что увеличение продолжительности 

лечения до 10 дней обусловливает эффектив-

ность более 90% [68, 85].

Недавно разработана схема квадротерапии  

с висмутом «3 в 1» с использованием капсул, 

содержащих висмута субцитрат, метронида-

зол и тетрациклин, что существенно облегчает 

прием лекарств пациентами. Доказанная эф-

фективность подобной комбинации варьирует 

в пределах 80–94% [52].

В то же время метаанализ сравнения эф-

фективности 10-дневной висмут-содержащей 

квадротерапии и стандартной терапии в каче-

стве первой линии эрадикации, проведенный 

в 2010 г., выявил их достаточно низкую резуль-

тативность (78,3 и 77% соответственно) [51]. 

Позже результаты международного много-

центрового исследования по сравнению эф-

фективности аналогичной схемы и 7-дневной 

стандартной тройной терапии показали, что 

она обеспечивает 94% эрадикацию, тогда как 

тройная терапия — лишь 70% [52]. Поэтому оп-
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тимальные режимы висмут-содержащей квад-

ротерапии остаются до конца не выясненными, 

и в клинической практике наиболее часто при-

меняют 10–14-дневные курсы [12].

Гибридная терапия

В 2011 г. появилось сообщение о применении 

нового метода эрадикации H. pylori, получив-

шего название гибридной терапии. Он пред-

ставляет собой комбинацию последователь-

ной и сопутствующей схем. Лечение начинают 

с применения комбинации ИПП и амоксицил-

лина в течение 7 дней с последующей заменой 

на сопутствующую квадротерапию (ИПП, 

амоксициллин, кларитромицин и метронида-

зол) аналогичной продолжительности. Новая 

схема увеличивала длительность приема амок-

сициллина до 14 дней, а также дополнитель-

но включала прием трех антибактериальных 

препаратов во второй фазе лечения в течение 

7 дней.

Исследования, проведенные с участием 

117 пациентов, показали высокую эффектив-

ность данного метода, близкую к 100%. Важным 

достоинством этой комбинации является воз-

можность достижения эрадикации штаммов 

H. pylori, резистентных к кларитромицину и ме-

тронидазолу, а продление курса приема амок-

сициллина эффективно элиминирует бакте-

рии, проявляющие полирезистентность к обо-

им препаратам [37]. Позднее Molina-Infante J.  

и соавт. (2013) провели рандомизированное 

исследование по сравнению эффективности 

гибридной и сопутствующей схем у 343 пациен-

тов. Исследуемые группы были сформированы 

в Италии и Испании из жителей регионов с вы-

соким уровнем устойчивости к кларитомицину 

и метронидазолу, ранее не получавших эради-

кационной терапии. Пациенты первой группы 

получали омепразол и амоксициллин (курсом 

в 14 дней) с включением кларитромицина и ме-

тронидазола в течение последних 7 дней лече-

ния. Во второй группе проводили одновремен-

ный прием все четырех препаратов в течение 

двух недель. Эффективность обеих схем соста-

вила 92 и 96,1%, что указывает на перспектив-

ность применения гибридной квадротерапии 

без висмута и сопутствующей терапии в регио-

нах с высокими уровнями устойчивости к кла-

ритромицину и метронидазолу [64].

Заключение

В идеале лечение бактериальных инфекций 

должно базироваться на первоначальном опре-

делении чувствительности культуры возбуди-

теля к антибактериальным препаратам in vitro. 

Нередко подобный подход оказывается невоз-

можен в отношении H. pylori, поскольку выделе-

ние бактерий требует проведения фиброгастро-

дуоденоскопии, а эта инвазивная процедура 

не показана пациентам с диспепсиями моложе 

45 лет при отсутствии соответствующих симп-

томов. В других случаях, например при неудачах 

терапии первой линии, все же следует прово-

дить эндоскопический забор биоптатов слизи-

стой желудка с последующим микробиологиче-

ским определением чувствительности выделен-

ных изолятов. При невозможности выделения 

культур H. pylori выбор эффективной схемы 

эрадикации можно проводить эмпиричес ки, 

ориентируясь на региональные особенности 

устойчивости штаммов H. pylori. К сожалению, 

в РФ подобные исследования носят эпизоди-

ческий характер и не дают цельной картины 

по регионам. Однако при неудачах эрадикации 

с применением схем второй линии от эмпири-

ческого назначения последующего лечения сле-

дует отказаться до получения результатов опре-

деления чувствительности in vitro.

Относительно проблемы устойчивости к кла-

ритромицину и последующего эмпиричес кого 

выбора схемы эрадикации надо помнить, что 

если в регионе устойчивость к нему находится 

в пределах 7–10%, то тройная терапия с вклю-

чением кларитромицина будет менее эффек-

тивной. Если рост резистентности к клари-

тромицину достигает 15–20%, то схемы по-

следовательной и сопутствующей эрадикации, 

включающие кларитромицин, также будут 

малоэффективными. Аналогичная ситуация 

весьма вероятна и при 40% устойчивости к ме-

тронидазолу, поскольку рост резистентности 

к обоим препаратам обычно взаимосвязан.

Альтернативой сопутствующей терапии яв-

ляется гибридная схема, эффективная у 90% 

пациентов, инфицированных штаммами 

H. pylori, проявляющими высокую резистент-

ность к кларитромицину и метронидазолу. 

Перспективным представляется проведение 

квадротерапии, вклю чающей висмут, с про-

лонгированием курса до 14 дней для преодоле-

ния устойчивости к мет рони дазолу.

Также следует иметь в виду, что пациент 

должен принимать много препаратов и его го-

товность следовать предписаниям врача игра-

ет важную роль в проведении лечения. В этом 

плане интерес представляет 5-дневная схема 

сопутствующей терапии с включением лево-

флоксацина [22], но ее следует с осторожностью 

использовать в качестве терапии первой линии 

в регионах с высокой частотой обнаружения 

штаммов H. pylori, резистентных к фторхиноло-

нам. Кроме того, эта схема может быть неплохой 

альтернативой в качестве «терапии спасения», 

проводимой пациентам, инфицированным чув-

ствительными к фторхинолонам штаммами [98].
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МИКРОБНЫЕ АГЕНТЫ КАК ТРИГГЕРЫ 

РАЗВИТИЯ РАССЕЯННОГО СКЛЕРОЗА

А.В. Лапштаева1, Ю.Г. Абросимова2, Т.Я. Еремкина1, Ю.А. Костина1

1 ФГБОУ ВО Мордовский государственный университет им. Н.П. Огарева, г. Саранск, Россия
2 ФГАОУ ВО Российский национальный исследовательский медицинский университет имени Н.И. Пирогова 

Минздрава России, Москва, Россия

Резюме. Рассеянный склероз (РС) в настоящее время является актуальной медико-социальной проблемой. 

Это обусловлено высокой распространенностью данной патологии среди неврологических заболеваний c пре-

имущественным поражением лиц молодого возраста и последующей стремительной инвалидизацией. Данное 

заболевание все еще остается загадкой медицины ввиду своей неоднозначной этиологии, полиморфизма кли-

нических проявлений и нестабильного течения. Несмотря на значительное развитие современных инстру-

ментальных методов диагностики, для рассеянного склероза до сих пор не были выявлены патогномоничные 

признаки, позволяющие с высокой точностью диагностировать заболевание на ранних этапах. В настоящий 

момент с уверенностью можно сказать лишь о том, что РС является нейродегенеративным заболеванием, со-

провождающимся демиелинизацией и гибелью нервных клеток. Сложные и разнообразные патогенетичес-

кие механизмы позволяют предположить мультифакториальный характер заболевания, которое развивается 

при сочетании внешних факторов и наследственной предрасположенности, обусловливаю щей нарушение 

иммунной толерантности. Наиболее обоснованной является полигенная теория возникновения РС, под-

разумевающая, что генотип больных РС состоит из множества генов, каждый из которых вносит свою лепту 

в развитие заболевания. Было выявлено более 100 генов, ассоциированных с РС, среди которых особое место 

занимает HLA-система (human leukocyte antigen), контролирующая взаимодействие иммунокомпетентных 

клеток и осуществляющая иммунный ответ. Кроме этого, идентифицированы новые гены-кандидаты, спо-

собствующие развитию РС: гены рецепторов интерлейкина-2 и -7 (IL-2R, IL-7R), кластеров дифференциров-

ки 6 (CD6) и 58 (CD58), фактора некроза опухоли α (TNFα), регуляторного фактора интерферона 8 (IRF8), 

интерлейкина-12А (IL-12A) и другие. Однако для реализации генетической предрасположенности необходи-

мо воздействие внешних триггерных факторов. Активация демиелинизирующего процесса довольно часто 

инициируется различными инфекционными агентами, среди которых наиболее изучены вирусы Эпштей-

на–Барр, Джона Каннингема, острого энцефаломиелита, человеческие эндогенные ретровирусы. Особую 

роль в развитии нейродегенеративных нарушений играет изменение микробиоты кишечника засчет таких 

микроорганизмов, как Candida albicans, Staphylococcus aureus, Acinetobacter calcoaceticus, Bacteroides, Proteobacteria 

и Firmicutes. Данный дисбаланс оказывает значительное влияние на функционирование иммунной и нервной 

систем, поскольку микробиота принимает участие в процессах нейрогенеза, миелинизации, активации кле-

точного и гуморального типов иммунного ответа. В настоящем обзоре представлены и проанализированы 

последние данные отечественной и зарубежной литературы, посвященной изучению эпидемиологических 

особенностей РС, а также микробиологических факторов риска развития заболевания.

Ключевые слова: рассеянный склероз, нервные клетки, генетическая предрасположенность, демиелинизация, воспаление, 

микробиота, бактерии, вирусы.
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MICROBIAL AGENTS AS TRIGGERS OF DEVELOPING MULTIPLE SCLEROSIS

Lapshtaeva A.V.a, Abrosimova Yu.G.b, Eremkina T.Ya.a, Kostina Yu.A.a

а Ogarev Mordovia State University, Saransk, Russian Federation
b Pirogov Russian National Research Medical Universityу, Moscow, Russian Federation

Abstract. Multiple sclerosis (MS) currently represents a pressing medical and social issue. This is due to the high prevalence 

of this pathology among neurological diseases preferentially affecting young people and subsequent rapid disability. This disease 

still remains a mystery for medicine due to its ambiguous etiology, polymorphism of clinical manifestations and unstable course. 

Despite the marked development of modern instrumental diagnostic methods, pathognomonic signs have not yet been identi-

fied for multiple sclerosis allowing to diagnose the disease with high accuracy at early stages. At the moment, we may only say 

with confidence that MS is a neurodegenerative disease accompanied by rapid demyelination and death of nerve cells. Complex 

and diverse pathogenetic mechanisms suggest a multifactorial nature of the disease, which develops due to combination of exter-

nal factors and hereditary predisposition, which causes altered immune tolerance. The polygenic theory of MS is most substanti-

ated, which implies that the genotype of MS patients consists of many genes, each of which contributes to the disease develop-

ment. More than 100 genes associated with MS have been identified, among which a special place is taken by the HLA system 

(human leukocyte antigen), which controls the interaction of immunocompetent cells and carries out an immune response. 

In addition, new candidate genes have been identified that contribute to the development of MS: interleukin 2 and 7 receptors 

(IL-2R, IL-7R), differentiation cluster 6 (CD6) and 58 (CD58), tumor necrosis factor α, interferon regulatory factor 8 (IRF8), 

interleukin 12А (IL-12A) and others. However, to uncover genetic predisposition, it is necessary to experience external trigger 

factors. The activation of demyelinating process is quite often initiated by various infectious agents, among which the most 

studied are Epstein–Barr virus, John Cunningham virus, acute encephalomyelitis virus, and human endo genous retroviruses. 

Intestinal microbiota altered by Candida albicans, Staphylococcus aureus, Acinetobacter calcoaceticus, Bacteroides, Proteobacteria 

and Firmicutes deserved special attention in developing neurodegenerative disorders. Such an imbalance profoundly affects im-

mune and nervous system functioning, taking part in neurogenesis, myelination, activation of cellular and humoral immune 

responses. Here we review and analyze the latest data accumulated in Russian and foreign literature regarding the study of the 

MS epidemiological features, as well as microbiological risk factors for disease development.

Key words: multiple sclerosis, nerve cell, genetic predisposition, demyelination, inflammation, viruses, microbiota, bacteria, viruses.

Рассеянный склероз (РС) — это хроническое, 

демиелинизирующее заболевание центральной 

нервной системы (ЦНС), обусловленное аутоим-

мунно-воспалительными и нейродегенератив-

ными процессами и характеризующееся поли-

морфизмом клинических проявлений. РС — одно 

из наиболее распространенных органических по-

ражений головного и спинного мозга. По данным 

систематического анализа Global Burden of Disease 

Study, в 2016 г. во всем мире зарегистрировано 

2 221 188 случаев заболевания [27]. Для эпидемио-

логии РС характерен феномен «градиента ши-

роты», то есть увеличение распространенности 

заболевания по мере удаления от экватора [29]. 

Максимальная распространенность РС (более 

200 случаев на 100 тыс. жителей) зарегистрирова-

на в Шотландии и Северной Ирландии, на остро-

ве Сицилия. Наиболее высокие показатели отме-

чаются в странах Северной Америки и Западной 

Европы (164,6 и 127,0 случаев на 100 тыс. населе-

ния соответственно) [27]. К зонам низкого ри-

ска развития заболевания относятся Восточная 

Азия, Тропическая Африка и острова Карибс-

кого моря (2,2, 2,1 и 0,3–1,9 случаев на 100 тыс. 

населения соответственно) [31]. В Российской 

Федерации в большинстве регионов распростра-

ненность множественного склероза составляет 

25–70 случаев заболевания на 100 тыс. жите-

лей [14], и, по последним данным, в стране насчи-

тывается около 30–45 тыс. больных [3].

В настоящее время во многих странах мира на-

блюдается увеличение частоты РС: так, с 1990 г. 

заболеваемость в мире увеличилась на 10,4%. 

В России в период с 2017 по 2019 г. заболевае-

мость возросла почти в 2 раза [3]. Необходимо 

отметить, что в последние годы рост заболевае-

мости сопровождается расширением возраст-

ных рамок дебюта РС в сторону лиц молодого 

возраста [7], что приводит к снижению качества 

жизни трудоспособного населения и раннему 

развитию инвалидизации. У большинства боль-

ных в течение первых 5 лет болезни отмечается 

значительное ухудшение качества жизни, а через 

16 лет наблюдается утрата способности к само-

обслуживанию и передвижению [10]. По данным 

Scalfari A. и соавт., для пациентов с РС характер-

но снижение продолжительности жизни, а так-

же увеличение смертности в 1,5–2 раза по срав-

нению с общей популяцией [37]. Таким образом, 

РС остается одной из наиболее сложных медико-

социальных проблем.

Несмотря на активное изучение заболева-

ния, вопросы этиологии РС к настоящему вре-

мени остаются окончательно не решенными. 

Сложные и разнообразные патогенетические 

механизмы позволяют предположить мульти-

факториальный характер заболевания, которое 

развивается при сочетании внешних факторов 

(вирусные агенты, изменение кишечной ми-

кробиоты, гиповитаминозы D и А, ожирение, 
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курение) и наследственной предрасположенно-

сти, обусловливающей нарушение иммунной 

толерантности.

Настоящий обзор содержит результаты ана-

лиза данных отечественной и зарубежной ли-

тературы, посвященной изучению микробных 

факторов риска развития РС.

На сегодняшний день выявлено более 100 ге-

нов, ассоциированных с предрасположенностью 

к развитию РС [18, 36]. Наиболее обоснованной 

является полигенная теория, подразумевающая 

то, что генотип больных РС состоит из множе-

ства генов, каждый из которых вносит свою леп-

ту в развитие заболевания.

Важную роль играют гены главного комплек-

са гистосовместимости MHC (major histocom-

patibility complex), локализованные на коротком 

плече 6-й аутосомной хромосомы. К данно-

му комплексу относится система HLA (human 

leukocyte antigen), которая контролирует взаи-

модействие иммунокомпетентных клеток, рас-

познавание собственных и чужеродных клеток 

и осуществление иммунного ответа [38, 13, 11]. 

Гены MHC имеют те же обозначения, что и HLA-

антигены, и включают в себя одну или несколько 

букв, обозначающих ген, и цифру, обозначаю-

щую аллель данного гена [12]. Наиболее изучен-

ным является ген HLA-DRB1. Носительство ал-

леля HLA-DRB1*15:01 увеличивает риск развития 

РС в 3 раза [18, 36]. Протективными в отношении 

развития РС являются аллели HLA-DRB1*14 в се-

верно-европейской популяции и HLA-DRB1*01, 

HLA-DRB1*07, HLA-DRB1*11 у европеоидов [8]. 

В исследовании Кулаковой О.Г. и соавт. аллели 

HLA-DRB1*01, HLA-DRB1*17 и HLA-DRB1*11 

ассоциированы с развитием РС у русских [9]. 

В иранской популяции выявлена ассоциация 

между аллелями HLA-DRB1*07, HLA-DRB1*11 

и HLA-DRB1*15 с развитием первично-про-

грессирующего РС [38]. Также имеются данные 

о протективном влиянии HLA-DQB1 на презен-

тацию белка миелина при РС. Выделяют около 

66 однонуклеотидных полиморфизмов гена, ко-

торые с наибольшей частотой встречаются у ев-

ропейцев, реже — у африканцев и азиа тов [5].

Методом исследования общегеномных ас-

социаций идентифицированы новые гены-

кандидаты, способствующие развитию РС, 

такие как ген рецептора IL-2 (IL-2R), рецеп-

тора IL-7 (IL-7R), С-типа лектина домена се-

мейства 16 (CLEC16A), кластеров дифферен-

цировки 6 (CD6) и 58 (CD58), регуляторного 

фактора интерферона 8 (IRF8), IL-12А, транс-

крипционного фактора 3 олигодендроцитов 

и индуцируемого фактором некроза опухоли α 

белка 3 (Olig3-TNFAIP3), ген рецептора 4 про-

стагландина Е (PTGER4), регулятора сигналь-

ного пути G-белка (RGS1) и члена суперсемей-

ства рецепторов фактора некроза опухоли 1A 

(TNFRSF1A) [25]. Важным направлением яв-

ляется проведение дальнейших масштабных 

исследований, позволяющих определить вклад 

данных генов в развитие заболевания.

Однако для реализации генетической пред-

расположенности необходимо воздействие 

внешних факторов. Активация демиелинизи-

рующего процесса довольно часто иницииру-

ется различными вирусами. Влияние инфек-

ционного фактора на развитие РС подтверж-

дается высоким титром в крови и ликворе 

больных антител к простому вирусу герпеса 1 

и 2 (Herpes simplex virus 1,2 [HSV-1,2]), вирусу 

Эпштейна–Барр (Epstein–Barr virus [EBV]), ци-

томегаловирусу (Human cytomegalovirus), вирусу 

гриппа C (Influenza virus С), вирусу парагриппа 

(Parainfluenza virus) [6].

Особое значение придается EBV. Существует 

мнение, что РС не развивается без данного ви-

руса, однако, в свою очередь, инфицирования 

недостаточно для развития заболевания [17]. 

Согласно последним данным, инфицирование 

вирусом в детском возрасте увеличивает риск 

развития РС в 15 раз, в подростковом и среднем 

возрасте — в 30 раз [30]. В основе пускового ме-

ханизма лежит феномен молекулярной мими-

крии: сходство антигенных эпитопов вируса 

с белками миелина человека приводит к взаи-

модействию аутоагрессивных Т-лимфоцитов 

с антигенами собственного миелина ЦНС, ока-

зывая повреждающее действие [33]. В одном 

из исследований было установлено, что боль-

шинство больных РС имеют высокий уровень 

антител к капсидному антигену (анти-VCA IgG) 

и к ядерному антигену вируса (анти-EBNA-1 

IgG). Необходимо отметить, что высокий титр 

анти-VCA IgG был ассоциирован с носитель-

ством гена HLA-DRB1, что доказывает роль ге-

нетической предрасположенности в развитии 

заболевания [40].

В последние годы особое внимание сосре-

доточено на изучении влияния человеческих 

эндогенных ретровирусов (HERV) на разви-

тие РС. Предполагают, что HERV вносят вклад 

в патогенез аутоиммунных и нейродегенера-

тивных заболеваний, так как способны влиять 

на экспрессию генов, прежде всего системы 

HLA, а также приводить к нарушению им-

мунной толерантности. Активировать ретро-

вирус могут инфекционные агенты, а также 

химические и физические факторы внешней 

среды. Имеются данные, что EBV, находясь 

в латентном состоянии, ассоциирован в орга-

низме с HERV и способствует его активации. 

Активный HERV может вызывать процессы де-

миелинизации и прогрессирование РС [28].

Среди других инфекционных агентов, пред-

положительно влияющих на возникновение 

РС, особое внимание привлекают штаммы ма-
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лоизученного вируса острого энцефаломиелита 

человека (HAEV), относящегося к семейству 

Rhabdoviridae и имеющего сходную молекуляр-

но-генетическую структуру с вирусом бешен-

ства. HAEV был обнаружен в спинномозговой 

жидкости и крови больных множественным 

склерозом. Следует отметить, что у 28% паци-

ентов выявлены вирус-нейтрализующие анти-

тела в высоком титре, несмотря на то что никто 

из них не был вакцинирован против бешенства, 

а также отмечалась активация клеточного звена 

иммунитета к HAEV в стадии обострения [4]. 

Однако ввиду малого количества исследований 

в отношении вируса на данный момент невоз-

можно достоверно утверждать, что он ассоции-

рован с развитием РС.

Ряд авторов высказали предположение, что 

ДНК-содержащий вирус Джона Каннингема 

(John Cunningham (JC) virus) может являться 

триггером развития РС. 70–90% населения ин-

фицированы данным вирусом: первичное за-

ражение происходит, как правило, в детском 

возрасте и протекает бессимптомно. При вы-

раженном угнетении Т-клеточного звена имму-

нитета происходит реактивация вируса Джона 

Каннингема и проникновение его в ЦНС, что 

вызывает лизис олигодендроцитов и демиели-

низацию. Следы данного вируса обнаружены 

в тканях головного мозга пациентов, страдаю-

щих РС. По данным Mazzoni E. и соавт., титр 

антител IgG к эпитопам JCPyV VP1 у пациен-

тов с РС на 50% ниже, чем у здоровых людей, 

что свидетельствует о недостаточности гумо-

рального иммунного ответа на антигены JCPyV 

VP1 и специфических иммунных нарушениях 

у данной группы пациентов [34].

Особую роль в развитии нейродегенератив-

ных нарушений играет изменение микробиоты 

кишечника. Известно тесное взаи модействие 

между кишечной микробиотой и ЦНС. Доказано, 

что кишечная микробиота посредством ней-

ротрансмиттеров, нейрометаболитов, микроб-

ных соединений принимает активное участие 

в процессах нейрогенеза, мие линизации, акти-

вации микроглии, что может являться важным 

аспектом в патогенезе РС [21]. Также микробио-

та оказывает значимое влияние на функциони-

рование иммунной системы человека. Так, кле-

точный и гуморальный типы иммунного ответа 

могут активироваться представителями кишеч-

ной микрофлоры. Например, сегментированные 

нитчатые бактерии стимулируют дифферен-

цировку аутореактивных Т-хелперов 17-го типа 

(Th17) [23]. Причем на спектр продуцируемых 

лимфоцитами цитокинов влияет вид микроор-

ганизма: при распознавании Candida albicans Th17 

может продуцировать интерлейкин-17 (IL-17) 

и интерферон γ (IFNγ), Staphylococcus aureus — 

IL-17 и IL-10 [42].

В исследованиях ряда авторов установлено, 

что кишечная микрофлора при РС значительно 

отличается от микробиоценоза у здоровых лиц. 

По данным Chen J., у больных РС отмеча лось 

преобладание бактероидов Pedobacter и Flavo-

bacterium, фирмикутов Blautia и Dorea, протео-

бактерий Pseudomonas и Mycoplana, а содержание 

Parabacteroides, Erysipelotrichaceae, Lachno spira ceae, 

Veillonellaceae, Haemophilus было ниже, чем у здо-

ровых [22]. В работе Jangi S. и соавт. при за-

болевании отмечалось увеличение в составе 

микробиоценоза кишечника числа бактерий 

рода Acinetobacter и снижение доли рода Вacteroi-

des [26]. Более детальное изучение микробио-

ма, проведенное в 2017 г. в США, показало, что 

у больных с РС также наблюдается уменьшение 

Parabacteroides distasonis и увеличение содержа ния 

Acinetobacter calcoaceticus и муцин-редуцирую-

щих бактерий Akkermansia muciniphila, которые, 

уменьшая количество муцина, основного ком-

понента слизи, приводят к повышению прони-

цаемости стенки кишечника, проникновению 

микробов в несвойственные им ниши и взаимо-

действию клеток иммунной системы с микро-

организмами [20]. Транслокация бактерий под 

базальную мембрану эпителиальных пластов 

служит пусковым механизмом дифференциров-

ки наивных Т-лимфоцитов в Th17 [16].

В ходе дальнейших экспериментов также 

было доказано влияние A. calcoaceticus на им-

мунную регуляцию в виде снижения содер-

жания регуляторных Т-лимфоцитов (Treg) 

и увеличения содержания Т-хелперов 1-го типа 

(Th1), продуцирующих противовоспалитель-

ные цитокины, особенно IL-10. По данным 

Berer K. и соавт., колонизация стерильных 

мышей микробиотой кишечника больных РС 

способствует развитию экспериментального 

аутоиммунного энцефаломиелита (ЭАЭ) — жи-

вотной модели РС, напоминающей его патоло-

гические, клинические и иммунологические 

особенности, а также вызывает более агрессив-

ное течение заболевания, что может быть связа-

но с отсутствием у грызунов в мезентериальных 

лимфатических узлах Т-лимфоцитов [19].

Наиболее редко, у 11% больных, выявля-

лись Clostridium spp., однако отмечалась их 

связь с более тяжелым течением заболевания. 

Установлено, что продуцируемый C. perfringens 

ε-токсин способен преодолевать гематоэнце-

фалический барьер, вызывать повреждение 

нейронов мозжечка, гибель олигодендроцитов 

и демиелинизацию [32].

У больных РС с большей длительностью 

и тяжестью заболевания отмечается увеличение 

количества бактерий рода Bifidobacterium, тесно 

взаимосвязаных с количеством Th17 [1]. При из-

менении кишечного микробиома Т-лимфоциты 

способны менять свой фенотип и функцио-
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нальную активность, что приводит к иммун-

ному дисбалансу и предрасполагает к развитию 

аутоиммунных заболеваний [39]. Содержание 

бактерий рода Lactobacillus у пациентов с РС, на-

оборот, было более низким. Показано, что при 

незначительной доле данных микроорганизмов 

в составе микробоценоза кишечника наблю-

дается увеличение аутореактивных популяций 

Th17 — DP Th17 [2]. Интересно, что использо-

вание Lactobacillus helveticus SBT2171 (LH2171) 

оказывало положительное влияние на клини-

ческое течение ЭАЭ у мышей, заметно снижая 

продукцию IL-6, последующую дифференци-

ровку Th17 и инфильтрацию ЦНС [41].

Говоря о составе микробиоты, нельзя не упо-

мянуть о грибах рода Candida spp., которые яв-

ляются представителями нормальной микро-

флоры кишечника. При длительном РС уро-

вень Candida spp. увеличивается, однако многие 

авторы считают это результатом развивающего-

ся дисбиоза [2, 35].

Таким образом, в настоящее время важ-

ность роли микробиоты кишечника в развитии 

РС не подвергается сомнению. Однако данных 

об особенностях состава микробиома больных 

недостаточно для установления связи с этио-

патогенезом данного заболевания. Коррекция 

состава микробиоценоза оказывала влияние 

на течение РС, поэтому дальнейшее изучение 

данного вопроса может способствовать разви-

тию нового направления терапии РС.

Анализ результатов отечественных и зарубеж-

ных исследований показал, что РС является по-

лиэтиологическим заболеванием. Достоверным 

фактором развития заболевания считается на-

следственная предрасположенность, на фоне 

которой развиваются аутоиммунные реакции, 

приводящие к демиелинизации и нейродеге-

нерации ЦНС. Реализация данных механизмов 

чаще всего инициируется множеством триггер-

ных факторов, основными из которых являются 

активные герпесвирусные инфекции. Прочие 

факторы, такие как HERV, HAEV, изменение 

микробиоты, безусловно, влияют на течение 

РС, однако для определения достоверной связи 

с причиной возникновения РС недостаточно 

данных. Дальнейшее изучение иммуноопосре-

дованных механизмов и роли факторов окру-

жающей среды в патогенезе демиелинизации 

нервной ткани позволит найти новые подходы 

в лечении и обозначить методы своевременной 

диагностики и профилактики РС, приводящего 

к столь тяжелым неврологическим нарушениям 

и высокой инвалидизации молодого населения.
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МЕТОДИЧЕСКИЕ ОСНОВЫ 

ДИФФЕРЕНЦИАЛЬНОЙ ДЕТЕКЦИИ 

ВЭБ1/ВЭБ2 И ВГЧ6A/ВГЧ6B

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

А.О. Сенатская1, Е.А. Кулова2

1 ФБУН Нижегородский НИИ эпидемиологии и микробиологии им. академика И.Н. Блохиной, Нижний Новгород, Россия
2 ФГБОУ ВО Приволжский исследовательский медицинский университет Минздрава России, Нижний Новгород, Россия

Резюме. В России из всего многообразия заболеваний ВЭБ- и ВГЧ6-этиологии официальной статистической 

отчетности подлежит только инфекционный мононуклеоз, что существенно затрудняет объективную оцен-

ку этиологической структуры, уровня заболеваемости, характеристики развития эпидемического процесса. 

В настоящее время сведения о генетической неоднородности ВЭБ, даже на уровне основных типов (ВЭБ1 

и ВЭБ2), а также ВГЧ6А и ВГЧ6В, их распространенности и клиническом значении ограничиваются главным 

образом зарубежными данными. В России встречаются единичные публикации, посвященные данному во-

просу. В то же время изучение циркуляции генетических типов (вариантов) и использование этой инфор-

мации при осуществлении эпидемиологического надзора за некоторыми другими инфекциями уже вошло 

в повседневную практику. Одной из ключевых проблем является уровень развития лабораторного обеспе-

чения молекулярно-генетического мониторинга. Цель данной работы — совершенствование методической 

базы дифференциальной детекции ВГЧ6А/B и основных типов ВЭБ. Материалом исследования послужили 

лейкоциты периферической крови детей в возрасте 1–15 лет с острым инфекционным мононуклеозом (n = 50) 

и с отсутствием клинических симптомов данного заболевания (n = 29). Выявление и количественное опре-

деление ДНК ВЭБ и ДНК ВГЧ6 выполняли с помощью метода ПЦР в реальном времени. Для дифференци-

ального определения ВЭБ1/ВЭБ2 и ВГЧ6А/ВГЧ6В в работе применялся оптимизированный однораундовый 

вариант ПЦР с электрофоретической детекцией продуктов амплификации в агарозном геле. По результатам 

исследований частота выявления ДНК ВЭБ и ДНК ВГЧ6 при остром инфекционном мононуклеозе соста-

вила 74 и 72%, а в контрольной группе — 35 и 74% соответственно. Установлено, что у обследованных детей 

Нижегородского региона в вирусной популяции преобладают ВЭБ1 и ВГЧ6В, что согласуется с существую-

щими представлениями об их географическом распределении на прилегающих территориях. ВЭБ2 был об-

наружен в единственном образце только в контрольной группе. ВГЧ6А ни в одной из исследуемых групп вы-

явлен не был. Оптимизированный в данной работе методический подход позволяет раздельно детектировать 

ВЭБ1/ВЭБ2 и ВГЧ6А/ВГЧ6В по единому лабораторному протоколу, а в сочетании с дополнительным этапом 

концентрирования ДНК повышает диагностическую чувствительность ПЦР-анализа, минимизирует долю 

дискордантных и ложноотрицательных результатов. Такой комплексный подход может применяться в диа-

гностических, эпидемиологических и научно-исследовательских целях.

Ключевые слова: ВЭБ1, ВЭБ2, ВГЧ6А, ВГЧ6В, вирусная нагрузка, ПЦР, генотипирование, дифференциальная детекция.
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METHODOLOGICAL BASICS FOR DIFFERENTIAL DETECTION OF EBV1/EBV2 AND HHV6A/HHV6B

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

a Academician I.N. Blokhina Nizhny Novgorod Scientific Research Institute of Epidemiology and Microbiology, Nizhny Novgorod, 

Russian Federation
b Privolzhsky Research Medical University, Nizhny Novgorod, Russian Federation

Abstract. Among a whole variety of EBV- and HHV6-linked diseases only infectious mononucleosis is subject to official 

statistical reporting in Russia that substantially complicates objective assessment of etiological structure, incidence rate, 

characteristics of developing epidemic process. Currently, the data on the genetic EBV heterogeneity, even at the level 

of the main types (EBV1 and EBV2), as well as HHV6A and HHV6B, prevalence and clinical importance are mainly 

limited to foreign research publications. Few publications assessing this issue are available in Russian scientific papers. 

At the same time, examining circulation of virus genetic types (variants) and use of such data in implementing epidemio-

logical surveillance after some other infections have been commonly practiced. One of the key issues is the level of devel-

oped laboratory support for molecular genetic monitoring. The goal of the study was to improve methodological basics 

for differential detection of HHV6A/B and the major EBV types. There were used samples of peripheral blood leukocytes 

collected from children aged 1–15 years with acute (n = 50) and asymptomatic infectious mononucleosis (n = 29). The de-

tection and quantification of EBV and HHV6 DNA was performed by using real-time PCR. For differential determination 

of EBV1/EBV2 and HHV6A/HHV6B, an optimized one-round PCR with electrophoretic agarose gel detection amplifi-

cation products was used. The data from our own study showed that frequency of detected EBV and HHV6 DNA in acute 

infectious mononucleosis patients comprised 74 and 72% compared to control group reaching 35 and 74%, respectively. 

It was found that among the examined children of Nizhny Novgorod Region, EBV1 and HHV6B prevailed in the viral 

population that agrees with existing insights about their geographical distribution in the adjacent territories. EBV2 was 

found in a single sample only in the control group. HHV6A was not detected in any of the groups. The methodological ap-

proach optimized in this study allows to separately detect HHV6A/HHV6B and the main EBV types according to a uni-

fied laboratory protocol, whereas combining it with additional stage of DNA enrichment increases the diagnostic sensitiv-

ity of PCR analysis, minimizes proportion of discordant and false negative results. Such an integrated approach can be 

applied for diagnostic, epidemiological and research purposes.

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

Введение

На сегодняшний день сохраняют высокую 

актуальность и медико-социальную значимость 

инфекции и широкий спектр других нозологи-

ческих форм заболеваний, в том числе онкологи-

ческих, ассоциированных с вирусом Эпштейна–

Барр (ВЭБ) и вирусами герпеса человека 6А и 6В 

(ВГЧ6А, ВГЧ6В) [5, 13, 20, 25]. Данные вирусы 

распространены повсеместно, но уровень забо-

леваемости на отдельных географических терри-

ториях может значительно варьировать [9].

В России из всего многообразия заболеваний 

ВЭБ- и ВГЧ6-этиологии официальной статис-

тической отчетности подлежит только инфек-

ционный мононуклеоз (ИМ) [7], что существен-

но затрудняет объективную оценку их этиоло-

гической структуры, уровня заболеваемости, 

характеристики развития эпидемического про-

цесса. По данным отечественных исследовате-

лей, на долю классического ИМ ВЭБ-этиологии 

приходится 74,3%, а ВГЧ6А/В 6–14,5% всех 

случаев [3, 5]. В настоящее время повсеместно 

наблюдается повышение уровня заболеваемо-

сти ИМ [9], тенденция к увеличению случаев 

первичного инфицирования детей школьно-

го и подросткового возраста с преобладанием 

у них тяжелых форм инфекции [10, 11]. За по-

следнее десятилетие в России наблюдался рост 

экономической значимости ИМ, а в 2018 г. эко-

номический ущерб от заболеваемости ИМ со-

ставил 3,9 млрд руб лей [7].

Достижения молекулярной биологии и раз-

витие молекулярно-генетических технологий 

позволяют постоянно обновлять и дополнять 

информацию о биологических особенностях 

ВЭБ и ВГЧ6А/В. По данным литературы, по-

пуляционная структура ВЭБ, циркулирующего 

во всем мире, характеризуется гетерогенностью 

как нуклеотидных, так и аминокислотных по-

следовательностей [17, 18, 19, 23, 29, 34]. Единой 

систематической картины генетических вари-

антов ВЭБ в настоящее время не существует. 

На основании выявленных различий в опреде-

ленных генах вируса (BZLF1 [29], EBNA1 [17], 

EBNA2 [18], LMP1 [19, 23, 34]) предложено не-

сколько классификаций.

В 2012 г. вирус герпеса человека 6 типа (ВГЧ6) 

был официально разделен Международным ко-

митетом по таксономии вирусов (ICTV) на два 

разных вида — ВГЧ6A и ВГЧ6B [14, 15]. С этого 

времени эксперты призывают ученых и врачей 

в дальнейших публикациях четко разграничи-

вать эти два вида с целью стратификации клини-

ческих и биологических различий, а также даль-

нейшей детализации их классификации [14].
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В настоящее время сведения о генетической 

неоднородности ВЭБ, даже на уровне основных 

типов (ВЭБ1 и ВЭБ2), а также ВГЧ6А и ВГЧ6В, 

их распространенности и клиническом значе-

нии ограничиваются главным образом зару-

бежными данными, которые нередко противо-

речивы [21, 24, 28, 32, 33]. В России встречаются 

единичные публикации, посвященные данно-

му вопросу [1, 2, 4, 8]. В то же время изучение 

циркуляции генетических типов (вариантов) 

и использование этой информации при осу-

ществлении эпидемиологического надзора 

за некоторыми инфекциями уже вошло в по-

вседневную практику [7]. При этом одним 

из решающих аспектов является уровень разви-

тия методической базы для молекулярно-гене-

тического анализа [12].

Целью данной работы было cовершенст во-

вание методической базы для дифференциаль-

ной детекции ВГЧ6А/B и основных типов ВЭБ.

Материалы и методы

Материалом для исследования послужила 

цельная периферическая кровь, стабилизи-

рованная К3ЭДТА. Обследованию подлежали 

дети в возрасте 1–15 лет (медиана — 5 лет), гос-

питализированные в инфекционный стацио-

нар с клиническим диагнозом «острый инфек-

ционный мононуклеоз» (ОИМ) (n = 50). Из них 

лиц женского пола — 20, мужского — 30. У всех 

пациентов установлена средняя степень тяже-

сти течения инфекции. Коллекцию образцов 

крови собирали в первые 3–10 дней от начала 

клинических проявлений. Контрольную груп-

пу составляли условно здоровые дети сопоста-

вимого возраста и пола (n = 29), у которых от-

сутствовали клинические признаки данного 

заболевания.

В работе использовались остаточные коли-

чества образцов, полученных для проведения 

стандартных диагностических исследований 

в клинической практике. Информированное 

согласие родителей или опекунов на проведе-

ние исследовательской работы в соответствии 

с Хельсинкской декларацией было получено 

лечащими врачами медицинских организаций.

Пробоподготовка. Для получения фракции 

лейкоцитов периферической крови использо-

вали реагент «Гемолитик» (ЦНИИЭ, Россия) 

в соответствии с инструкцией производителя.

Выделение ДНК. Выделение тотальной ДНК 

из лейкоцитов периферической крови прово-

дили с помощью комплекта реагентов для вы-

деления РНК/ДНК из клинического материала 

«РИБО-преп» (ЦНИИЭ, Россия) согласно ин-

струкции производителя. При оптимизации ме-

тода полученную общую нуклеиновую кислоту 

в некоторых пробах дополнительно концентри-

ровали, добавляя ацетат натрия (рН 7,0) и изо-

пропанол. Осадок растворяли в 30 мкл РНК-

буфера (ЦНИИЭ, Россия) и хранили при –80°С 

до момента использования. Концентрацию 

и чистоту выделенной тотальной нуклеиновой 

кислоты измеряли с помощью спектрофотоме-

тра BioPhotometer Plus (Eppendorf, Германия).

Количественное определение ДНК ВЭБ и ДНК 

ВГЧ6. Выявление и количественное опреде-

ление ДНК вирусов выполняли с помощью 

мульти плексной ПЦР в реальном времени 

(ПЦР-РВ) с применением коммерческого на-

бора «АмплиСенс® EBV/CMV/HHV6-cкрин-

FL» (ЦНИИЭ, Россия) на амплификаторе 

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

Лабораторный протокол для ПЦР-РВ соблю-

дался согласно инструкции производителя. 

Результаты выражали в количественном фор-

мате — в логарифмах копий ДНК на 105 клеток 

(lg ДНК/105 клеток) и в копиях ДНК в пробе.

Дифференциальная детекция ВЭБ1/ВЭБ2 

и ВГЧ6А/ВГЧ6В. Для раздельной идентифика-

ции основных типов ВЭБ (ВЭБ1 и ВЭБ2) при-

меняли двухраундовый («гнездовой») вариант 

ПЦР, описанный ранее [27, 31]. В первом ра-

унде использовали внешнюю пару праймеров 

Е2р1 (5′-AGG GAT GCCT GGA CAC AAG A-3′) 

и E2p2 (5′-TGG TGC TGC TGG TGG TGG CAA 

T-3′) и амплифицировали фрагмент гена EBNA-

2 размером 596 п.н. Второй раунд ПЦР прово-

дили в разных пробирках с использованием 

специфических пар праймеров Ap1 (5′-TCT TGA 

TAG GGA TCC GCT AGG ATA-3′) и Ap2 (5′-ACC 

GTG GTT CTG GAC TAT CTG GAT C-3′), ам-

плифицирующих фрагмент 497 п.н., а также 

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

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

детектируют ВЭБ1 и ВЭБ2 соответственно.

Для дифференциальной детекции ВГЧ6А 

и ВГЧ6В применялся метод, описанный ра-

нее [30, 35]. Одностадийную ПЦР проводили 

в одной пробирке, используя праймеры, специ-

фичные  к немедленно раннему гену (IEG) виру-

са: forward (CTC ATA AGG TGC TGA GTG ATC 

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

GC) [30]. В данном случае используется одна 

пара праймеров, которые в реакции амплифи-

кации дают два разных по размеру фрагмента — 

206 и 431 п.н., соответствующих ВГЧ6А и ВГЧ6В.

Дифференциальный ПЦР-анализ прово-

дили в отдельных пробирках (для ВЭБ1, ВЭБ2 

и ВГЧ6А/В). Состав реакционной смеси общим 

объемом 25 мкл включал следующие реагенты: 

праймеры (5 пкмоль/в реакцию) (ДНК-синтез, 

Россия); 5-кратный ПЦР-буфер blue 15 мМ 

Mg2+ (ЦНИИЭ, Россия); 2,5 е.а. Taq-F ДНК-

полимеразу (ЦНИИЭ, Россия); смесь дезокси-

нуклеозидтрифосфатов (до конечной концен-
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трации 0,1 мМ) (Евроген, Россия); деионизиро-

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

В качестве матрицы использовали выделен-

ную ДНК в объеме 5 мкл на реакцию (около 

0,8 мкг). В данном исследовании для диффе-

ренциальной детекции ВЭБ1/ВЭБ2 и ВГЧ6А/

ВГЧ6В нами применялся оптимизированный 

единый лабораторный протокол приготовле-

ния реакционной смеси и температурного про-

филя ПЦР-анализа. Условия для проведения 

амплификации в работе не приведены, так как 

оптимизированный вариант является объектом 

патентной защиты. Амплификацию специфич-

ных фрагментов проводили на амплификаторе 

MaxyGene Gradient (Axygen, США).

Продукты ПЦР-амплификации анализиро-

вались с помощью электрофореза в 3% агароз-

ном геле, содержащем бромид этидия (0,02% 

по объему). В качестве стандарта для опреде-

ления длины двухцепочечных молекул ДНК 

в интервале 100–1500 п.н. был использован мар-

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

Россия). Результаты регистрировали на транс-

иллюминаторе InGenius 3 с использованием 

программного обеспечения GeneSys (Syngene, 

Великобритания). Полученные данные выра-

жали в качественном формате — положитель-

ный или отрицательный.

Результаты
Количественное определение ДНК ВЭБ 

и ДНК ВГЧ6

На первом этапе исследования все пробы 

лейкоцитов периферической крови тестиро-

вались на наличие ДНК ВЭБ и ВГЧ6 методом 

количест венной ПЦР-РВ. В результате среди 

пациентов с ОИМ у 74% (37/50) обнаружена ДНК 

ВЭБ. По уровню вирусной нагрузки положи-

тельные пробы были объединены в две группы: 

с концентрацией ДНК ВЭБ < 1 lgДНК/105 клеток 

и > 1 lgДНК/105 клеток. В большинстве образ-

цов — 81% (30/37) — содержание вирусной ДНК 

варьировало от 1,52 до 3,72 lgДНК/105 клеток, 

при этом средняя концентрация составила 2,37 

lgДНК/105 клеток. В остальных случаях содер-

жание вирусной ДНК не превышало 1 lgДНК/105 

клеток. Таким образом, ВЭБ-ассоциированный 

ОИМ подтверждался у 60% (30/50) из числа об-

следованных. ДНК ВГЧ6 выявлена в 66% (33/50) 

случаев ОИМ, но только в 3 пробах ее уровень 

незначительно превысил 1 lgДНК/105 клеток 

(1,28–1,46 lgДНК/105 клеток).

Образцы контрольной группы детей 1–15 лет 

были положительны на ДНК ВЭБ в 35% (10/29) 

случаев, на ДНК ВГЧ6 — в 74% (23/29) случа-

ев. При этом у здоровых вирусоносителей кон-

центрация ДНК ВЭБ и ВГЧ6 не превышала 

1 lgДНК/105 клеток практически во всех исследо-

ванных образцах. Исключением стали две девоч-

ки двух и пяти лет, у которых вирусная нагруз-

ка ВЭБ составила 2,19 и 1,92 lgДНК/105 клеток 

на фоне отсутствия клиничес ких симптомов.

Дифференциальная детекция ВЭБ1 и ВЭБ2

На этапе генотипирования ВЭБ нами про-

ведена оптимизация условий ПЦР-анализа, на-

правленная на дифференциальную детекцию 

ВЭБ1 и ВЭБ2 не в двухраундовой («гнездовой») 

ПЦР, описанной в статьях [27, 31], а в одно-

раундовой. Результаты работы представлены 

на рис. 1.

При использовании двухраундовой «гнез-

довой» ПЦР по результатам первого раунда 

Рисунок 1. Сравнение результатов двухраундового и однораундового вариантов ПЦР для детекции 

ВЭБ1 и ВЭБ2

Figure 1. Comparing two-round vs. one-round PCR methods for detection of EBV1 and EBV2
Примечание. А) первый раунд «гнездовой» ПЦР: 1 — ВЭБ(+) (596 п.н., проба 1), 2 — ВЭБ(+) (596 п.н., проба 2); 
Б) второй раунд «гнездовой» ПЦР: 1 — ВЭБ1(+) (497 п.н., проба 1), 2 — ВЭБ2(–) (проба 1), 3 — ДНК ВЭБ1(–) (проба 2), 
4 — ВЭБ2(+) (150 п.н., проба 2); В) оптимизированная однораундовая ПЦР: 1 — ВЭБ1(+) (497 п.н., проба 1), 2 — ВЭБ2(–) 
(проба 1), 3 — ДНК ВЭБ1(–) (проба 2), 4 —ВЭБ2(+) (150 п.н., проба 2). М — маркер длин фрагментов (bp = п.н.). 
NC, NC1, NC2 — отрицательный контроль.
Note. A) the first round of nested PCR: 1 — EBV (+) (596 bp, sample 1), 2 — EBV (+) (596 bp, sample 2); B) the second round 
of nested PCR: 1 — EBV1(+) (497 bp, sample 1), 2 — EBV2 (–) (sample 1), 3 — EBV1 DNA (–) (sample 2), 4 — EBV2 (+) (150 bp, 
sample 2); C) optimized one-round PCR: 1 — EBV1 (+) (497 bp, sample 1), 2 — EBV2 (–) (sample 1), 3 — EBV1 DNA (–) (sample 2), 
4 — EBV2 (+) (150 bp, sample 2). M — 100+ bp DNA ladder. NC, NC1, NC2 — negative control.

Б (B) В (C)А (A)
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в ВЭБ-положительных образцах лейкоцитов 

периферической крови были амплифицирова-

ны фрагменты размером 596 п.н., одинаковые 

для обоих типов вируса (рис. 1А). Второй раунд 

ПЦР (детекция проводилась для каждой пробы 

в двух отдельных пробирках) позволил диффе-

ренцированно определить типы ВЭБ1 (497 п.н.) 

и ВЭБ2 (150 п.н.) (рис. 1Б). При этом для ВЭБ2 на-

блюдалось множество неспецифических фраг-

ментов разных размеров. Оптимизированный 

нами вариант ПЦР, ориентированный на де-

текцию ВЭБ1 и ВЭБ2, отличался проведением 

амплификации в один раунд с использованием 

праймеров, приведенных в разделе «Материалы 

и методы» (исходно использовались во втором 

раунде ПЦР) (рис. 1В). Однораундовый вари-

ант ПЦР характеризуется достаточной чувстви-

тельностью и специфичностью амплифициро-

ванных фрагментов.

В дальнейшем тестирование проб пациентов 

и контрольной группы проводилось с помощью 

оптимизированного метода. При обследовании 

пациентов с ОИМ во всех образцах был выяв-

лен ВЭБ1. Единственная ВЭБ(+) проба (по ре-

зультатам ПЦР-РВ) при типировании в однора-

ундовой ПЦР показала отрицательный резуль-

тат. При этом все результаты ВЭБ(–) проб были 

полностью конкордантны.

Обследование контрольной группы пока-

зало, что у здоровых вирусоносителей преоб-

ладающим типом также является ВЭБ1. Только 

один образец лейкоцитов крови, принадлежав-

ший девочке в возрасте пяти лет, был положи-

тельным на ВЭБ2. Дискордантность результатов 

в образцах контрольной группы наблюдалась 

в каждой десятой пробе, в том числе ложноотри-

цательный результат был отмечен для ПЦР-РВ.

Раздельная детекция ВГЧ6А и ВГЧ6В

Определение ВГЧ6А и ВГЧ6В проводилось 

в ходе однораундовой ПЦР [30]. Среди пациен-

тов с ОИМ выявлялся только ВГЧ6В. Дискор-

дантность результатов увеличилась до каждой 

пятой пробы: 6 ВГЧ6(+) проб (по результатам 

ПЦР-РВ) прошли как отрицательные, а в 4 

ВГЧ6(–) пробах, наоборот, обнаружен ВГЧ6В.

В контрольной группе также единственным 

выявленным видом стал ВГЧ6В. При исследова-

нии материала в контрольной группе установ-

лено 6 дискордантных проб, из которых ложно-

отрицательной в ПЦР-РВ была только одна.

Оптимизация ПЦР для дифференциальной 

детекции ВЭБ1/ВЭБ2 и ВГЧ6А/ВГЧ6В

Проанализировав ситуацию с дискордант-

ными пробами по результатам проведенного 

ПЦР-анализа, мы установили, что во всех слу-

чаях, в которых были получены отрицатель-

ные результаты, концентрация вирусной ДНК 

ВЭБ или ВГЧ6А/В находилась в диапазоне < 1 

lgДНК/105 клеток. При этом значения концен-

трации, выражаемые в копиях ДНК в пробе, 

в данных образцах были менее 4,7. Следует от-

метить, что в других пробах пациентов и в кон-

трольной группе при уровне ДНК менее 4,7 ко-

пий в пробе регистрировались и положитель-

ные результаты.

Так, при концентрации ВГЧ6В < 1 lgДНК/105 

клеток отмечались выраженные различия в визуа-

лизации ПЦР-фрагментов в пробах с различным 

содержанием вирусной ДНК (рис. 2А). На рис. 2Б 

два образца с целевыми для нас концентрациями 

менее 4,7 копий в пробе представлены в трипле-

тах. Данные свидетельствуют о низкой сходимос-

ти результатов исследований при установленных 

Рисунок 2. Результаты дифференциальной детекции ВГЧ6А и ВГЧ6В в образцах с низкой вирусной 

нагрузкой (< 1 lgДНК/105 клеток)

Figure 2. Results of differentially detected HHV6A and HHV6B in samples with low viral load (< 1 lgDNA/105 cells)
Примечание. А) детекция ВГЧ6В (431 п.н.) при концентрации ДНК 15,0 копий в пробе (линия 1), 0,4 копии в пробе 
(линия 2), 4,0 копии в пробе (линия 3); Б) детекция ВГЧ6В (431 п.н.) в триплетах при концентрации ДНК 0,4 копии в пробе 
(линии 1, 2, 3), 4,0 копии в пробе (линии 4, 5, 6). М — маркер длин фрагментов (bp = п.н.). NC — отрицательный контроль.
Note. A) HHV6B (431 bp) detection: 15.0 DNA copies per probe (lane 1), 0.4 DNA copies per probe (lane 2), 4.0 DNA copies 
per probe (lane 3); B) HHV6B (431 bp) in triplets at concentration of 0.4 DNA copies per probe (lanes 1, 2, 3), 4.0 DNA copies 
per probe (lanes 4, 5, 6). M — 100+ bp DNA ladder. NC — negative control.

Б (B)А (A)
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предельных значениях чувствительности при-

меняемых методов. Таким образом, обнаружение 

вирусной ДНК в этих образцах во многом может 

носить случайный характер.

На следующем этапе для проб с вирусной 

нагрузкой < 1 lgДНК/105 клеток работа прово-

дилась по двум направлениям: а) проведение 

второго раунда ПЦР с теми же праймерами, 

которые использовались в однораундовой ПЦР 

(реамплификация); б) концентрирование ДНК 

в пробах (рис. 3).

Реамплификация, когда во втором раунде 

ПЦР используется матрица и праймеры, фи-

гурирующие в первом раунде ПЦР, позволяет 

повысить эффективность детекции (рис. 3А). 

Например, при определении ВГЧ6А/ВГЧ6В 

с помощью такого способа дополнительно были 

выявлены положительные образцы еще у 6% 

пациентов с ОИМ, составившие суммарно 72%, 

и все они были ВГЧ6В(+). Концентрирование 

проб путем добавления ацетата натрия (рН 7,0) 

и изопропанола в большинстве низкокопийных 

проб позволяет достичь стабильной воспро-

изводимости результатов в триплетах (рис. 3Б) 

и повысить концентрацию как тотальной, так 

и вирусной ДНК до детектируемого с помощью 

электрофореза уровня (табл.). Следует отметить, 

что ни в одной из исследуемых проб, в том числе 

после оптимизации, ВГЧ6А обнаружен не был.

Обсуждение

ВЭБ и ВГЧ6А/В отличаются выраженной 

лимфотропностью, поражая преимущественно 

В- и Т-клетки соответственно. В латентном пе-

риоде инфекции основным резервуаром обоих 

вирусов остаются главным образом мононук-

леарные клетки периферической крови [21, 26]. 

Эффективность обнаружения патогенов во мно-

гом определяется выбором исследуемого клини-

ческого материала. Именно поэтому в нашей ра-

боте основным материалом послужили лейко-

циты периферической крови. По данным лите-

ратуры, результаты детекции ВЭБ и ВГЧ6 могут 

существенно различаться. Так, частота выявле-

ния ДНК ВЭБ в мононук леарных клетках пери-

ферической крови при ОИМ варьирует у разных 

авторов от 30,3 [28] до 100% [21]. Исследования 

здоровых вирусоносителей в детской популяции 

проводятся, как правило, на малочисленных 

выборках. У взрослых такое ограничение отсут-

ствует. При этом данные довольно сильно раз-

нятся. Так, у взрослых доноров крови ДНК ВЭБ 

обнаруживается, по одним сведениям, в 5,1% 

случаев, ДНК ВГЧ6 — в 6,1% [32], по другим — 

в 72 и 30% соответственно [24]. Высокая степень 

расхождения данных, вероятнее всего, обуслов-

лена отсутствием стандартизации лабораторных 

методов, применяемых разными группами ис-

следователей, в том числе на этапе выбора прай-

меров к разным генам вирусов. Объективные 

трудности может создавать низкое содержание 

нуклеиновой кислоты определенного патогена 

в исследуемом материале. Известно, что в ла-

тентной фазе, характерной для здоровых ви-

русоносителей, в периферической крови ВЭБ 

персистирует в 1–50 инфицированных клетках 

на миллион В-клеток [16].

В соответствии с результатами наших иссле-

дований частота выявления ДНК ВЭБ и ВГЧ6 

в лейкоцитах периферической крови при ОИМ 

у детей 1–15 лет составила 74 и 72%, а в контроль-

ной группе — 35 и 74% соответственно. При этом 

вирусная нагрузка распределилась следующим 

Рисунок 3. Результаты оптимизации ПЦР-анализа для проб с низкой вирусной нагрузкой 

(< 1 lgДНК/105 клеток)

Figure 3. Results of PCR optimization analysis for samples with low viral load (< 1 lgDNA/105 cells)
Примечание. А) реамплификация ВГЧ6В (431 п.н.) при концентрации ДНК 15,0 копий в пробе (линия 1), 0,4 копии 
в пробе (линия 2), 4,0 копии в пробе (линия 3); Б) однораундовая ПЦР (в триплетах) после концентрирования проб: 
исходно 0,4 копии в пробе (линии 1, 2, 3), 4,0 копии в пробе (линии 4, 5, 6). М — маркер длин фрагментов (bp = п.н.). 
NC — отрицательный контроль.
Note. A) reamplification of HHV6B (431 bp) at concentration of 15.0 DNA copies per probe (lane 1), 0.4 DNA copies per probe 
(lane 2), 4.0 DNA copies per probe (lane 3); B) one-round PCR (in triplets) after DNA enrichment in samples: initially 0.4 DNA 
copies per probe (lanes 1, 2, 3), 4.0 DNA copies per probe (lanes 4, 5, 6). M — 100+ bp DNA ladder. NC — negative control.
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образом: в группе пациентов с ОИМ значения 

концентрации ДНК ВЭБ > 1 lgДНК/105 клеток 

выявлялись у 81% (30/37), средняя концентра-

ция составила 2,37 lgДНК/105 клеток, в осталь-

ных случаях содержание вирусной ДНК не пре-

вышало 1 lgДНК/105 клеток. Таким образом, 

ВЭБ-ассоциированный ОИМ подтверждался 

в отношении 60% (30/50) обследованных паци-

ентов. У здоровых вирусоносителей концен-

трация ДНК ВЭБ и ДНК ВГЧ6 не превышала 

1 lgДНК/105 клеток практически во всех иссле-

дованных образцах. Исключением являются две 

девочки двух и пяти лет, у которых вирусная на-

грузка ВЭБ составила 1,92 и 2,19 lgДНК/105 кле-

ток на фоне отсутствия клинических симпто-

мов. Следует отметить, что сравнение резуль-

татов количественной ПЦР, представленных 

в разных публикациях, вызывает определенные 

затруднения из-за отсутствия стандартизации 

единиц измерения (копии на микрограмм ДНК, 

копии на миллилитр, копии на 100 000 лейко-

цитов, логарифм копий ДНК на 100 000 клеток, 

копии на инфицированную клетку).

Рутинным методом лабораторной диагности-

ки ВЭБ- и ВГЧ6-инфекции остается серологичес-

кий, не позволяющий оценить гетерогенность 

циркулирующей популяции каждого вируса. 

В основе существующих лабораторных техноло-

гий для изучения генетического разнообразия 

патогенов лежит метод ПЦР [12]. Для дифферен-

циальной детекции основных типов ВЭБ и раз-

ных видов ВГЧ6 исследователи применяют от-

личающиеся лабораторные протоколы преиму-

щественно на основе качественной «гнездовой» 

ПЦР [22, 31]. Отдельного внимания при этом 

требуют методические подходы для обогащения 

вирусного генетического материала в образцах 

с низким содержанием нуклеиновых кислот из-

учаемых патогенов [12].

Оптимизированный в данной работе мето-

дический подход позволяет раздельно детекти-

ровать основные типы ВЭБ, а также виды ВГЧ6 

по единому лабораторному протоколу, а с до-

полнительным этапом концентрирования ДНК 

повышает диагностическую чувствительность 

ПЦР-анализа, минимизирует долю дискордант-

ных и ложноотрицательных результатов.

Основной классификацией является деление 

ВЭБ на два типа — ВЭБ1 и ВЭБ2 [18]. С 2012 г. 

ВГЧ6А и ВГЧ6В ратифицированы как отдельные 

виды [14, 15]. Их географическое распределение 

имеет определенные особенности. Оба типа 

ВЭБ встречаются повсеместно, однако ВЭБ1 

является основным типом, распространенным 

во всем мире. Он доминирует среди населения 

Европы, Северной Америки, Азии. В то же вре-

мя ВЭБ2 считается характерным типом виру-

са, циркулирующим в регионе Африки к югу 

от Сахары и в Папуа — Новой Гвинее [33, 36]. 

ВГЧ6В является основной причиной первич-

ной ВГЧ6-инфекции в США, Великобритании, 

Японии и России, а ВГЧ6А чаще обнаруживает-

ся в африканских странах [6].

В настоящее время имеется мало доказа-

тельств обусловленности заболеваний опреде-

ленным типом ВЭБ. Так, в одной из работ показа-

но, что инфекционный мононуклеоз чаще ассо-

циировался с типом ВЭБ1, нежели с типом ВЭБ2. 

В другом исследовании существенных различий 

выявлено не было. Предполагается, что инфи-

цирование ВЭБ2 может происходить в условиях 

хронической иммунной активации, например 

Таблица. Результаты концентрирования проб с низким содержанием ДНК ВЭБ и ДНК ВГЧ6 

(< 1 lgДНК/105 клеток)

Table. DNA sample enrichment for low EBV DNA and HHV6 DNA cases (< 1 lgDNA/105 cells)

№ образца

Sample ID

ДНК общая, мкг/мкл

DNA total, μg/μl
ДНК ВЭБ, копий в пробе

EBV DNA, copies per probe
ДНК ВГЧ6, копий в пробе

HHV6 DNA, copies per probe
до

before
после

after
до

before
после

after
до

before
после

after
1315 0,123 0,458 0 1,90 1,47 8,80
1358 0,210 0,598 0,59 7,81 0,44 2,30
1390 0,167 0,438 7,47 13,59 3,28 13,34
1393 0,125 0,460 0,54 2,16 1,20 6,68
1173 0,240 0,730 0 0 0 0,96

1185 0,152 0,705 4,70 36,3 0 0,43

Отрицательный контроль

Negative control
0,175 0,603 0 0 0 0

Положительный контроль

Positive control
0,462 0,570 830 2400 2,41 21,30

Примечание. Отрицательный контроль — серонегативный образец крови, ДНК ВЭБ(–) и ВГЧ6(–); положительный контроль — серопозитивный 
пациент, ДНК ВЭБ — 3,72 lgДНК/105 клеток, ДНК ВГЧ6 — 1,46 lgДНК/105 клеток. Серые ячейки — положительные результаты при детекции 
на электрофорезе.
Note. Negative control — seronegative blood sample, EBV DNA(–) and HHV6 DNA(–); positive sample — seropositive sample, EBV DNA — 3.72 
lgDNA/105 cells, HHV6 DNA — 1.46 lgDNA/105 cells. Gray boxes depict positive results after running electrophoresis.
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в тех частях Африки, где много сопутствующих 

инфекций, включая малярию, или у иммуно-

компрометированных лиц [33]. ВГЧ6В являет-

ся основным этиологическим агентом первич-

ной ВГЧ6-инфекции у детей раннего возраста. 

ВГЧ6А регистрируется в более старшем возрас-

те и отличается большей нейротропностью. Оба 

вируса способны интегрироваться в хромосомы 

человека и передаваться по наследству [6].

Полученные нами результаты свидетель-

ствуют о преобладании в вирусной популяции 

среди обследованных детей Нижегородского 

региона ВЭБ1 и ВГЧ6В, что согласуется с суще-

ствующими представлениями об их географи-

ческом распределении на прилегающих терри-

ториях. Следует отметить, что ВЭБ2 был обна-

ружен только в одной пробе контрольной груп-

пы детей. ВГЧ6А не детектировался ни в одной 

из исследуемых групп.

Для клинико-эпидемиологической харак-

теристики ВГЧ6А, ВГЧ6В, а также типов ВЭБ1/

ВЭБ2 требуются дальнейшие, более масштаб-

ные исследования.

Заключение

В контексте метода ПЦР оптимизированы 

методические подходы для дифференциаль-

ной детекции ВЭБ1/ВЭБ2 и ВГЧ6А/ВГЧ6В, что 

впервые позволило на более детальном уровне 

оценить циркуляцию данных вирусов на терри-

тории Нижегородского региона.

Оптимизация раздельной детекции основ-

ных типов ВЭБ, а также видов ВГЧ6 базирова-

лась на использовании комплексного подхода, 

включающего применение однораундового 

варианта ПЦР вместо двухраундового, а также 

единого лабораторного протокола исследова-

ния для разных вирусов, что существенно упро-

щает диагностический процесс. Другой аспект 

оптимизации направлен на концентрирование 

вирусной ДНК в образцах лейкоцитов перифе-

рической крови, характеризующихся низкой 

вирусной нагрузкой, что позволяет повысить 

чувствительность анализа и снизить долю лож-

ноотрицательных результатов.

Среди пациентов с ОИМ и в контрольной 

группе установлено преобладание ВЭБ1 и ВГЧ6В. 

При этом ВГЧ6А не детектировался ни в одном 

из исследованных образцов, а ВЭБ2 был обнару-

жен только в одном случае в лейкоцитах крови во-

лонтера из контрольной группы.

По результатам проведенного исследования 

предлагается следующий алгоритм дифферен-

циальной диагностики основных типов ВЭБ 

и видов ВГЧ6. На первом этапе тестирования мо-

гут применяться стандартизованные коммер-

ческие наборы для количественного определе-

ния ДНК ВЭБ и ВГЧ6 в клиническом материале 

с последующим распределением образцов в за-

висимости от вирусной нагрузки: > 1 lgДНК/105 

клеток или < 1 lgДНК/105 клеток. На втором 

этапе пробы, содержащие > 1 lgДНК/105 клеток, 

сразу могут тестироваться с применением оп-

тимизированного нами варианта однораундо-

вой ПЦР. Пробы с содержанием < 1 lgДНК/105 

клеток перед ПЦР-анализом рекомендуется до-

полнительно обработать ацетатом натрия (рН 

7,0) и изопропанолом для концентрирования 

ДНК, а затем провести анализ с помощью оп-

тимизированной однораундовой ПЦР. Данный 

методический подход может применяться в ди-

агностических, эпидемиологичес ких и научно-

исследовательских целях.
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УРОВЕНЬ НЕЙРОТРАНСМИТТЕРОВ 

В НЕЙРОАМИНСОДЕРЖАЩИХ 

СТРУКТУРАХ ЛЕГКИХ ПРИ РАЗНЫХ 

ФОРМАХ ТУБЕРКУЛЕЗА

Н.Е. Гималдинова1, Л.А. Любовцева1, Е.В. Любовцева2

1 ФГБОУ ВО Чувашский государственный университет имени И.Н. Ульянова, г. Чебоксары, Россия
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Резюме. Цель исследования — выявить особенности вариаций локализации моноаминов (катехоламинов, се-

ротонина) в клеточных структурах аутопсийного материала легких, пораженных туберкулезным процессом. 

Материалы и методы. Исследовано 165 случаев вторичного туберкулеза легких. Изучено 2500 гистологических 

препаратов пациентов в возрасте от 30 до 55 лет, разделенных на 5 групп соответственно формам туберкуле-

за. Для определения содержания нейротрансмиттеров в структурах легких применялся люминесцентно-ги-

стохимический метод Фалька–Хилларпа. Результаты. При применении люминесцентно-гистохимического 

метода Фалька–Хилларпа в аутопсийном материале легких, пораженных специфическим воспалительным 

процессом, были обнаружены микобактерии туберкулеза, содержащие катехоламины и серотонин, а также 

выявлялись нейроаминсодержащие гранулярные люминесцирующие клетки и тучные клетки. Поражен-

ные и непораженные участки легких содержат разное количество моноаминов. Число клеток и содержание 

изучае мых биоаминов зависит от формы вторичного туберкулеза. Установлено, что при малых формах вто-

ричного туберкулеза (острый очаговый, фиброзно-очаговый, инфильтративный) изменяется число клеток 

и количественные показатели изучаемых нейротрансмиттеров (катехоламинов, серотонина) в гранулярных 

люминесцирующих клетках и тучных клетках в сторону увеличения. При деструктивных процессах в легких 

показатели содержания катехоламинов в исследуемых структурах в зоне поражения преобладают над пока-

зателями контроля. Концентрация серотонина в изучаемых клетках пораженного туберкулезным процессом 

участка ткани легкого снижена. Эластические нервные волокна в местах поражения микобактериями также 

были изменены. Они не имели четкости люминесценции, выглядели «оплывшими», местами в них отсутство-

вали варикозные расширения. Заключение. Сопоставив результаты проведенного исследования с литератур-

ными данными, мы установили, что туберкулезное поражение легких протекает как реакция замедленного 

типа, а микобактерия туберкулеза проявляет себя как корпускулярный антиген.

Ключевые слова: гранулярные люминесцирующие клетки, катехоламины, серотонин, тучные клетки, вегетативная нервная 

система, туберкулез, APUD-система.
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NEUROTRANSMITTER LEVEL IN NEUROAMIN-CONTAINING LUNG STRUCTURES IN DIFFERENT 

FORMS OF TUBERCULOSIS

Gimaldinova N.E.а, Lybovtseva L.A.a, Lybovtseva E.V.b

a Chuvash State University named after I.N. Ulyanov, Cheboksary, Russian Federation
b Republican Bureau of Forensic Medical Examination of the Ministry of Health of Chuvashia, Cheboksary, Russian Federation

Abstract. The aim of the study was to identify features of varying localization of monoamines (catecholamines, seroto-

nin) in the cell structures in tuberculosis-affected lung autopsy samples. Material and methods. 165 cases of secondary 

pulmonary tuberculosis were studied by examining 2,500 histological preparations from patients aged 30 to 55 years, di-

vided into 5 groups, corresponding to the forms of tuberculosis. The Falck–Hillarp luminescence-histochemical method 

was used to determine the content of neurotransmitters in lung structures. Results. While using the Falck–Hillarp lu-

minescence-histochemical method, mycobacteria tuberculosis containing catecholamines and serotonin were detected 

in autopsy material of lungs affected by a specific inflammatory process, as well as neuroamine-containing granu-

lar luminescent cells and mast cells. Affected and intact areas of the lungs contain different amounts of monoamines. 

The number of cells and level of the bioamines studied depends on the form of secondary tuberculosis. It was found that 

in small forms of secondary tuberculosis (acute focal, fibrous-focal, infiltrative), the number of cells and quantitative 

parameters of neurotransmitters (catecholamines, serotonin) examined in granular luminescent and mast cells change 

to rise. In case of lung destructive processes, the level of catecholamines in the structures studied of affected area was 

higher than in control. The concentration of serotonin in the studied cells lung tissue affected by the tuberculosis process 

was reduced. Elastic nerve fibers at the sites of mycobacteria were altered as well. They displayed no clear luminescence, 

looked “swollen”, sometimes lacking varicose veins. Conclusion. Comparing the results of the study with the literature 

data, it was found that pulmonary tuberculosis occurs as a delayed reaction, and Mycobacterium tuberculosis manifests 

itself as a corpuscular antigen.

Key words: granular luminescent cells, catecholamines, serotonin, fat cells, autonomic nervous system, tuberculosis, APUD system.

Введение

В настоящее время одной из актуальных про-

блем медицины является изучение механиз-

мов специфического воспалительного ответа 

при проникновении микобактерии туберкулеза 

в ткани легких. Варианты течения, эффектив-

ность лечения и прогнозы этого заболевания 

напрямую связаны с состоянием иммунной си-

стемы организма. Известно, что в практике для 

выявления микобактерий используют люминес-

центный краситель ауромин. Применение люми-

несцентно-гистохимических методов поз воляет 

как в легких, так и во многих органах иммунной 

защиты выявить также клетки — продуценты 

нейроаминов: тучные клетки (ТК) и грануляр-

ные люминесцирующие клетки (ГЛК) (амино-

циты: моноаминоциты и ди аминоциты) [3, 7, 8]. 

Воздействие окружающей среды приводит к ак-

тивации внутренних механизмов обмена веществ 

в легких посредством нейротрансмиттеров [2]. 

Клеточные структуры легких тесно взаимосвя-

заны между собой и регулируются гуморальным 

нейромедиаторным звеном ВНС и взаимодей-

ствиями нейромедиаторов между собой [5, 7, 9].

Известно, что биологически активные веще-

ства, такие как нейроамины (нейротрансмитте-

ры), способны регулировать на местном уровне 

многие процессы, осуществляющиеся в отдель-

но взятом органе [4, 6]. В связи с этим целью 

данного исследования является выявление осо-

бенностей вариаций локализации моноаминов 

(катехоламинов — КА, серотонина — СТ) в кле-

точных структурах аутопсийного материала лег-

ких, пораженных туберкулезным процессом.

Материалы и методы

Наше исследование проводилось на аутоп-

сийном материале, взятом в Бюро судебно-ме-

дицинской экспертизы г. Чебоксары от боль-

ных туберкулезом в первые 6 часов с момента 

наступления биологической смерти. При этом 

был проведен тщательный отбор больных, 

у которых (по данным медицинской докумен-

тации [история болезни, амбулаторная карта, 

карта диспансерного наблюдения]) ранее диа-

гностированы и подтверждены клинико-ла-

бораторными, биохимическими, бактериоло-

гическими, рентгенологическими методами 

разные формы вторичного туберкулеза. Нами 

было исследовано 165 случаев вторичного ту-

беркулеза легких. Изучено 2500 гистологичес-

ких препаратов пациентов в возрасте от 30 

до 55 лет. Пациенты были разделены на 5 групп: 

I группа — острый очаговый туберкулез, 

II группа — фиброзно-очаговый туберкулез, 

III группа — инфильтративный туберкулез, IV 

и V группы — деструктивные изменения в виде 

острого кавернозного и фиброзно-кавернозно-

го туберкулеза соответственно. Контролем ис-

следования служили резецированные участки 

легких тех же больных, не пораженные специ-

фическим процессом.
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Методы исследования:

1. Проводился анализ медицинской доку-

ментации с целью выявления степени выражен-

ности туберкулезного процесса по результатам 

бактериологического исследования мокроты 

и компьютерной рентгенографии.

2. Общая окраска гематоксилин-эозином 

применялась для выявления морфологических 

изменений в ткани легких и дифференцировки 

участков, пораженных и не пораженных мико-

бактериями туберкулеза.

3. Для избирательного выявления аминсо-

держащих структур легких и адренергических 

нервных волокон применялся люминесцент-

но-гистохимический метод Фалька–Хиллар-

па в модификации Е.М. Крохиной [11]. Метод 

основан на реакции конденсации катехолами-

нов формальдегидом с образованием 1,2,3,4-те-

трагидроизохинолинов, которые в результа-

те дегидратации превращаются в интенсивно 

флуоресцирующие 3,2-дигидросоединения изо-

хинолина. Эти продукты образуют люминес-

цирующий комплекс, дающий ярко-зеленую 

флуоресценцию. Карболины, которые в подоб-

ных реакциях формируют серотонин, дают бе-

лое и желтое свечение.

4. Концентрации КА и СТ в аминсодержа-

щих структурах легких количественно оцени-

вались с помощью цитоспектрофлуориметрии 

в течение первых 6–12 ч после наступления 

биологической смерти.

5. Статистический анализ проводился 

с использованием программы Statistica 13.3 

(StatSoft Inc., США). Статистическую досто-

верность определяли критерием Стьюдента (t). 

Для удобства при подсчете цифровые значения 

умножали на 100.

Результаты

При определении локализации нейротранс-

миттеров в биоаминсодержащих структурах 

легких было обнаружено, что сами микобакте-

рии туберкулеза дают зеленое свечение при из-

учении их люминесцентно-гистохимическим 

методом Фалька–Хилларпа (рис. 1, II обложка). 

Содержание КА и СТ в тканях легких при тубер-

кулезе распределено неравномерно. Пораженные 

и непораженные участки легких содержат разное 

количество моноаминов. На ранних этапах за-

болевания в местах локализации микобактерий 

резко увеличивается число макрофагов и ТК 

с повышенным содержанием в них практически 

всех нейроаминов (рис. 2, II обложка, табл.).

Так, в I группе исследуемых (острый очаго-

вый туберкулез) число катехоламинсодержа-

щих и серотонинсодержащих ГЛК преобладало 

над ТК (рис. 3). ГЛК располагались поодиночке 

внутри альвеол и группами в межальвеолярных 

промежутках. Содержание КА в них было наи-

большим по сравнению с остальными нейро-

аминсодержащими структурами (рис. 4).

Число ТК варьировало от 8 до 12 в поле зре-

ния (рис. 3). В контрольных участках легких 

обнаруживались клетки в основном с компакт-

ным расположением гранул и целостной цито-

леммой. В местах поражения легких микобакте-

риями встречались дегранулированные формы 

ТК, вокруг которых определялось диффузное 

люминесцирующее пространство, содержащее 

большое количество КА и СТ (рис. 4, 5, табл.).

Содержание КА во всех структурах резе-

цированного легкого II группы исследуемых 

(фиброзно-очаговая форма туберкулеза), как 

Рисунок 3. Среднее число ГЛК и ТК в поле зрения в контрольном и пораженном участках легких

Figure 3. The average number of GLC and TC in the field of view in control and affected areas of the lungs
Примечания. Подсчет в 10 полях зрения; к — контроль; т — туберкулез.
Notes. Count in 10 fields of view; c — control; t — tuberculosis.
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в условно здоровом участке, так и в туберку-

лезном очаге, заметно нарастало в ГЛК (рис. 4). 

Наиболее значительные изменения содержа-

ния КА и СТ были отмечены во внутриальвео-

лярных и интерстициальных ГЛК (рис. 4, 5). 

По сравнению с I группой содержание их уве-

личилось в 1,5 и 1,2 раза соответственно (рис. 3).

В ТК этой группы содержание биогенных 

аминов в пораженном участке было ниже по от-

ношению к контролю. Количественный показа-

тель КА уменьшился в 3,1 раза, а СТ — в 1,1 раза 

(рис. 4, 5, табл.).

В III группе инфильтративный туберкулез 

характеризуется увеличением числа ТК по срав-

Таблица. Содержание нейромедиаторов в биоаминсодержащих структурах легких при разных 

формах вторичного туберкулеза

Table. Neurotransmitter content in bioamine-containing lung structures in different forms of secondary tuberculosis

№
 г

р
у

п
п

ы

G
ro

up
 N

o.

Формы вторичного туберкулеза

Forms of secondary tuberculosis
Изучаемые структуры

Examined structures

Содержание нейроаминов

Neuroamine contents

КА

CА
СТ

ST

I
Острый очаговый туберкулез

Acute focal tuberculosis

ГЛК

GLC

Контроль

Control
14,0±0,05 22,2±0,05

Туберкулез

Tuberculosis
20,7±0,06 23,4±0,05

ТК

MC

Контроль

Control
13,7±0,05 25,6±0,05

Туберкулез

Tuberculosis
15,2±0,05 29,7±0,05

II
Фиброзно-очаговый туберкулез

Fibrous-focal tuberculosis

ГЛК

GLC

Контроль

Control
25,3±0,1 26,2±0,05

Туберкулез

Tuberculosis
30,7±0,1 27,3±0,05

ТК

MC

Контроль

Control
28,4±0,05 32,9±0,05

Туберкулез

Tuberculosis
8,9±0,05 31,2±0,05

III
Инфильтративный туберкулез

Infiltrative tuberculosis

ГЛК

GLC

Контроль

Control
33,7±0,05 27,2±0,05

Туберкулез

Tuberculosis
46,8±0,05 56,2±0,05

ТК

MC

Контроль

Control
27,8±0,05 29,5±0,03

Туберкулез

Tuberculosis
35.6±0,03 49,7±0,05

IV
Острый кавернозный туберкулез

Acute cavernous tuberculosis

ГЛК

GLC

Контроль

Control
10,3±0,05 26,2±0,05

Туберкулез

Tuberculosis
10,6±0,03 22,2±0,06

ТК

MC

Контроль

Control
36,8±0,05 35,6±0,05

Туберкулез

Tuberculosis
56,7±0,05 25,6±0,05

V

Фиброзно-кавернозный 
туберкулез

Fibrous-cavernous tuberculosis

ГЛК

GLC

Контроль

Control
16,8±0,05 21,2±0,06

Туберкулез

Tuberculosis
23,7±0,05 9,2±0,03

ТК

MC

Контроль

Control
15,4±0,02 13,6±0,05

Туберкулез

Tuberculosis
54,8±0,05 11,2±0,01

Примечание. Цифровые данные приведены в условных единицах.
Note. The data are presented as arbitrary units. MC — mast cells, GLC — granular luminescent cells, CA — catecholamines, ST — serotonin.
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нению с ГЛК как в контрольной части легкого, 

так и на пораженном участке в 2,3 раза (рис. 3). 

В окрашенных срезах легких при этой форме ту-

беркулеза была обнаружена люминесцирующая 

дорожка из лимфоцитов, что, по данным лите-

ратуры [7, 10], может свидетельствовать об акти-

вации туберкулезного процесса. В целом специ-

фический процесс в этой группе аналогичен 

процессу в предыдущей группе, но отличается 

количественным содержанием нейротрансмит-

теров. При этом наибольшее насыщение КА 

выявлялось в волокнистых структурах легко-

го. ГЛК в просвете альвеол и межальвеолярном 

пространстве были единичны, в их цитоплазме 

были рассеяны мелкие гранулы, имеющие раз-

ное свечение, часть гранул не содержали нейро-

аминов, что в совокупности придавало клеткам 

«раздробленный» вид (рис. 3).

В области гранулем число ТК и содержа-

ние КА и СТ в них в III группе исследуемых 

Рисунок 4. Количественное содержание катехоламинов в ГЛК и ТК контрольного и пораженного 

участков легких в условных единицах

Figure 4. The quantity of catecholamines in GLC and MC of control and affected areas of the lungs (arbitrary units)

Рисунок 5. Количественное содержание серотонина в ГЛК и ТК контрольного и пораженного 

участков легких в условных единицах

Figure 5. The quantity of serotonin in GLC and MC of control and affected areas of the lungs (arbitrary units)
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было повышено (табл., рис. 3). В цитоплаз-

ме клеток определялись мелкие гранулы 

с высоким содержанием биогенных аминов. 

Дегранулированные формы ТК численно пре-

обладали над целостными в 2,3 раза.

Анализируя полученные данные, можно за-

ключить, что продукты жизнедеятельности 

микобактерий вызывали выход нейроаминов 

из клеток продуцентов — ГЛК и ТК.

В IV группе исследуемых аутопсий лег-

ких при остром кавернозном туберкулезе на-

блюдались деструктивные изменения легоч-

ной ткани и более выраженные изменения 

со стороны нейротрансмиттерной системы. 

Концентрация КА в ГЛК в контроле и по-

раженном участке легкого отличалась наи-

более низкими показателями по сравнению 

со всеми другими исследуемыми группами 

(рис. 4, табл.). Содержание СТ в ГЛК поражен-

ного участка было ниже контрольного порога 

в 1,2 раза (рис. 5). При люминесцентном иссле-

довании ГЛК выглядели раздробленными, что 

означало отсутствие моноаминов в некоторых 

гранулах (рис. 2). Кроме того, между отдельны-

ми видами макрофагов были обнаружены кон-

такты. Можно допустить, что именно мико-

бактерии изменяли содержание нейроаминов 

в нейроаминпродуцирующих клетках.

При данной форме туберкулеза наблюда-

лась тотальная дегрануляция ТК. Цельные ТК 

встречались редко, не более 1–2 в поле зрения. 

В этом случае содержание КА в них было увели-

чено по сравнению с контролем в 1,6 раза (рис. 4, 

табл.), а концентрация СТ снижена в 1,4 раза 

(рис. 5). Нервные волокна в местах поражения 

микобактериями также были изменены. Они 

не имели четкости люминесценции, в некото-

рых местах у них отсутствовали варикозные рас-

ширения, волокна выглядели «оплывшими».

В V группе (фиброзно-кавернозный туберку-

лез легких) выраженность туберкулезного вос-

паления оказалось наибольшей по сравнению 

с результатами остальных групп. ГЛК с ТК нахо-

дились в состоянии дегрануляции. ГЛК в своем 

составе имели нелюминесцирующие гранулы 

с нулевым содержанием КА. В оставшихся еди-

ничных цельных ГЛК и ТК пораженных ми-

кобактериями участков легких содержание КА 

в несколько раз превышало показатели контроль-

ной зоны, а содержание СТ, наоборот, имело тен-

денцию к снижению по отношению к контролю 

(рис. 4, 5). Наибольшую, диффузного характера, 

люминесценцию имели эластические волокна: 

очевидно, они адсорбировали на себя излишки 

нейроаминов. В ткани легких также было отме-

чено появление единичных адипоцитов и боль-

шого числа люминесцирую щих лимфоцитов, что 

совпадает с литературными данными по введе-

нию корпускулярного антигена [6].

В местах поражения лимфоциты во множес-

тве определяются с люминесцирующими и не-

люминесцирующими ядрами. По данным ли-

тературы, этот факт свидетельствует о том, что 

здесь имеются разнофункциональные клетки: 

как Т-, так и В-лимфоциты [5, 7]. Кроме того, 

в большом числе определяются нейтрофилы, 

также с люминесцирующими и нелюминес-

цирующими ядрами, и банальные макрофаги, 

содержащие в цитоплазме люминесцирующие 

желтым цветом частицы. Вероятнее всего, дан-

ные частицы являются микобактериями тубер-

кулеза. Этот факт наталкивает на вопрос о том, 

как попали микобактерии в моноаминсодержа-

щие клетки: путем фагоцитоза макрофагами, 

или, наоборот, микобактерии активно внедри-

лись в эти клетки.

Обсуждение

При исследовании разных форм туберкулеза 

нами выявлено, что КА содержат и микобакте-

рии. Возникает вопрос: как взаимодействуют 

между собой микобактерии и катехоламинпро-

дуцирующие клетки вместе с адренергичес-

кими нервными волокнами? При остром 

очаговом и фиброзно-очаговом туберкуле-

зе ГЛК количественно преобладают над ТК. 

Содержание КА и СТ в этих двух популяциях 

клеток увеличено по сравнению с контролем. 

Основные аминопродуцирующие и аминопо-

глотительные свойства в данном случае могут 

характеризовать ГЛК как макрофаги и клетки, 

относящиеся к APUD-системе (amine — амины, 

precursor — предшественники аминов, uptane — 

накопление, decarboxylation — декарбоксилиро-

вание), так как имеют все признаки таких кле-

ток [10]. В этом случае ГЛК реагируют на вне-

дрение микобактерий, увеличивая содержание 

КА путем увеличения числа продуцентов.

При инфильтративной форме туберкуле-

за ТК количественно преобладают над ГЛК. 

Содержание изучаемых нейротрансмиттеров 

в них остается высоким по сравнению не только 

с контролем, но и с первыми двумя группами. 

При данной форме туберкулеза основным кон-

тролирующим звеном специфического воспа-

лительного процесса являются ТК, что совпа-

дает с данными литературы [1].

При остром кавернозном туберкулезе чис-

ло ГЛК и ТК резко снижается, скорее всего, 

за счет их повышенной дегрануляции, которая 

сопровождается выходом нейроаминов из них. 

При этом свечение КА и СТ в ГЛК остается рав-

ным значениям контроля, а в ТК резко повы-

шается содержание КА (в 1,6 раза) и  снижается 

СТ (в 1,4 раза). Можно предположить, что ми-

кобактерии частично разрушают продуценты 

КА путем внедрения внутрь клеток с использо-
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ванием КА для процессов жизнедеятельности 

или путем блокирования рецепторного аппара-

та ГЛК и ТК.

При фиброзно-кавернозном туберкулезе, 

по сравнению с острым кавернозным туберку-

лезом, число биоаминсодержащих ТК и ГЛК 

резко снижено. ТК в основном выявляются 

в состоянии дегрануляции. Люминесценция 

нейротрансмиттеров в ТК и ГЛК имеет одина-

ковую тенденцию в отношении КА в сторону 

повышения, а в отношении СТ — в сторону по-

нижения по сравнению с контролем. При этой 

форме увеличивается число люминесцирую-

щих и нелюминесцирующих лимфоцитов, ве-

роятнее всего, натуральных киллеров, число 

нейтрофилов и банальных макрофагов [6, 8], 

заполненных микобактериями туберкулеза. 

В данном случае также происходит разрушение 

нейроаминпродуцирующих и нейроаминдепо-

нирующих структур микобактериями. Можно 

предположить, что такой процесс приводит 

не только к полному нарушению восстанавли-

вающей функции легких и деградации нейро-

аминпродуцирующих клеток в них, но и к пол-

ному разрушению участка легких, пораженного 

микобактериями туберкулеза. Известно, что 

КА влияют на иммунный процесс, усиливая 

его [4, 5]. Опираясь на результаты нашего ис-

следования, можно предположить, что мико-

бактерии способны подавлять иммунный 

процесс. При нехватке КА и СТ процесс реге-

нерации тканей изменяется, увеличивается со-

держание соединительной ткани, что мы и на-

блюдаем в V группе исследования, при фиброз-

но-кавернозном туберкулезе легких.

Выводы

1. Одним из методов определения микобак-

терий туберкулеза и содержания катехоламинов 

и серотонина в них может быть люминесцент-

но-гистохимический метод Фалька–Хилларпа.

2. При малых формах вторичного туберкуле-

за увеличивается число нейроаминсодержащих 

клеток, при инфильтративном туберкулезе число 

клеток отличается от контроля незначительно, 

а при деструктивных изменениях тканей легких, 

пораженных специфическим воспалительным 

процессом, наблюдается их разрушение.

3. Содержание катехоламинов в грануляр-

ных люминесцирующих клетках в зонах специ-

фического воспаления было увеличено по срав-

нению с контролем при всех изучаемых формах 

туберкулеза. Содержание серотонина имело 

тенденцию к увеличению при малых и ин-

фильтративной формах туберкулеза, с резким 

снижением его свечения при деструктивных 

формах.

4. Содержание катехоламинов в тучных клет-

ках в участках специфического воспаления было 

повышено по сравнению с контролем во всех 

изучаемых группах, за исключением фиброз-

но-очагового туберкулеза. Уровень серотонина 

в них зависел от формы туберкулеза. Макси-

мальное его содержание определялось при ин-

фильтративной форме, а значительное сниже-

ние — при деструктивных формах туберкулеза.

5. Сопоставление полученных результатов 

и анализ литературных данных позволяет гово-

рить о действии микобактерий туберкулеза как 

корпускулярного антигена, способствующего 

гибели нейроаминопродуцентов.

Список литературы/References

1. Бережная Н.М., Сепиашвили Р.И. Тучные клетки и гистамин: физиологическая роль // Аллергология и иммунология. 

2003. Т. 4, № 3. С. 29–38. [Berezhnaja N.M., Sepiashvili R.I. Mast cells and histamine: physiological function. Allergologia i im-

munologia = Allergology and Immunology, 2003, vol. 4, no. 3, pp. 29–38. (In Russ.)]

2. Богатых С.П., Любовцева Л.А. Динамика содержания нейромедиаторов в структурах легких крыс в норме и после 

экспериментального воздействия природным газом // Современные проблемы науки и образования. 2012. Т. 5. 

С. 37–41. [Bogatyh S.P., Lyubovtseva L.A. Dynamics of neurotransmitters level in the structure of rat lungs under normal condi-

tion and experimental exposure to the natural gas. Sovremennye problemy nauki i obrazovanija = Problems of Modern Science and 

Education, 2012, vol. 5, pp. 37–41. (In Russ.)]

3. Воробьева О.В., Любовцева Л.А., Гурьянова Е.А. Серотонинсодержащие клетки в первичном органе кроветворения 

после аутологичной пересадки костного мозга // Бюллетень экспериментальной биологии и медицины. 2019. Т. 168, 

№ 9. С. 355–358. [Vorobeva O.V., Lubovtseva L.A., Guryanova E.A. Serotonin-containing cells in the primary hematopoiesis or-

gan after autologous bone marrow transplantation. Byulleten’ eksperimental’noj biologii i mediciny = Bulletin of Experimental Biology 

and Medicine, 2019, vol. 168, no. 9, pp. 355–358. (In Russ.)]

4. Гималдинова Н.Е., Любовцева Л.А., Гималдинов Р.Ф., Воробьева О.В. Влияние циклоферона на распределение 

нейроаминов в биоаминсодержащих структурах селезенки // Вестник новых медицинских технологий. 2018. Т. 25, 

№ 3. С. 101–106. [Gimaldinova N.E., Ljubovceva L.A., Gimaldinov R.F., Vorob’eva O.V. The effects of cycloferon on the distri-

bution of neuroamines in bioamine-containing structures of the spleen. Vestnik novykh meditsinskih tekhnologiy = Journal of New 

Medical Technologies, 2018, vol. 25, no. 3, pp. 101–106. (In Russ.)]

5. Диндяев С.В., Виноградов С.Ю., Погорелов Ю.В., Торшилова И.Ю., Параскун А.А. Флуоресцентно-гистохимическое 

выявление катехоламинов и серотонина // Актуальные проблемы биологии, медицины и экологии. 2004. Т. 4, № 1. 

С. 84–85. [Dindyaev S.V., Vinogradov S.J., Pogorelov Yu.V., Torshilova I.Yu., Paraskun A.A. Fluorescent-histochemical detec-

tion of catecholamines and serotonin. Aktual’nye problemy biologii, meditsiny i ekologii = Actual Problems of Biology, Medicine and 

Environment, 2004, vol. 4, no. 1, pp. 84–85. (In Russ.)]



1074

Инфекция и иммунитетН.Е. Гималдинова, Л.А. Любовцева, Е.В. Любовцева

6. Любовцева Л.А., Воробьева О.В. Характеристика биоаминсодержащих клеток при введении собственного костного 

мозга // Медицина и образование в Сибири: сетевое научное издание. 2015. № 4. [Lyubovtseva L.A., Vorob’eva O.V. 

Characteristic of bioaminocontaining cells at introduction of self marrow. Meditsina i obrazovanie v Sibiri: setevoe nauchnoe 

izdanie = Medicine and Education in Siberia: online research journal, 2015, no. 4. (In Russ.)] URL: https://www.ngmu.ru/cozo/mos/

article/annotacy_eng.php?id=1871

7. Любовцева Е.В., Любовцева Л.А. Динамика нейромедиаторов в костном мозге крыс после иглоукалывания в точке 

гипоталамуса // Теоретическая и практическая медицина. 2010. Т. 8. С. 48–50. [Lyubovtseva E.V., Lyubovtseva L.A. 

Dynamics of neurotransmitters in the rat bone marrow after hypothalamus acupunture. Teoreticheskaja i prakticheskaja medi-

tsina = Theoretical and Practical Medicine, 2010, vol. 8, pp. 48–50. (In Russ.)]

8. Любовцева Л.А., Тихонова Н.Н., Яшина Н.Е. Биоаминсодержащие структуры тимуса и костного мозга крыс при 

аутомиелотрансплантации // Морфология. 2006. Т. 129, № 2. С. 55–56. [Lyubovtseva L.A., Tihonova N.N., Yashina N.E. 

Bioamine-containing structures of rat thymus and bone marrow in automyelotransplantation. Morfologiya = Morphology, 2006, 

vol. 129, no. 2, pp. 55–56. (In Russ.)]

9. Мотавкин П.А. Клиническая и экспериментальная патофизиология легких // М.: Наука, 1998. 366 с. [Motavkin P.A. 

Clinical and experimental lung pathophysiology. Moscow: Science, 1998. 366 p. (In Russ.)]

10. Яглов В.В. Биология диффузной эндокринной системы. М.: МГАВМИБ, 1995. 32 с. [Yaglov V.V. Biology of diffuse endo-

crine system. Moscow: Moscow State Academy of Veterinary Medicine and Biotechnology, 1995. 32 p. (In Russ.)]

11. Falck B., Hillarp N.A., Thieme G., Torp A. Fluorescence of catecholamines and related compounds condensed with formalde-

hyde. J. Histochem. Citochem., 1962, vol. 10, pp. 348–354.

Авторы:

Гималдинова Н.Е., к.м.н., доцент кафедры общей 
и клинической морфологии и судебной медицины ФГБОУ ВО 
Чувашский государственный университет имени И.Н. Ульянова, 
г. Чебоксары, Россия;
Любовцева Л.А., д.б.н., член-корреспондент РАЕ, профессор 
кафедры общей и клинической морфологии и судебной 
медицины ФГБОУ ВО Чувашский государственный университет 
имени И.Н. Ульянова, г. Чебоксары, Россия;
Любовцева Е.В., д.м.н., профессор, зав. отделом научных 
технологий и инноваций Республиканского бюро судебно-
медицинской экспертизы Минздрава Чувашии, г. Чебоксары, 
Россия.

Authors:

Gimaldinova N.E., PhD (Medicine), Associate Professor, 
Department of General and Clinical Morphology and Forensic 
Medicine, Chuvash State University named after I.N. Ulyanov, 
Cheboksary, Russian Federation;
Lybovtseva L.A., PhD, MD (Biology), RANH Corresponding 
Member, Professor, Department of General and Clinical Morphology 
and Forensic Medicine, Chuvash State University named after 
I.N. Ulyanov, Cheboksary, Russian Federation;
Lybovtseva E.V., PhD, MD (Medicine), Professor, Head of the 
Department of Scientific Technologies and Innovations, Republican 
Bureau of Forensic Medical Examination of the Ministry of Health 
of Chuvashia, Cheboksary, Russian Federation.

Поступила в редакцию 09.11.2020
Отправлена на доработку 27.03.2021
Принята к печати 31.10.2021

Received 09.11.2020
Revision received 27.03.2021
Accepted 31.10.2021



1075

Инфекция и иммунитет
2021, Т. 11, № 6, с. 1075–1082

Russian Journal of Infection and Immunity = Infektsiya i immunitet 
2021, vol. 11, no. 6, pp. 1075–1082

Оригинальные статьиOriginal articles

RELATIONSHIP BETWEEN TYPE III SECRETION 

TOXINS, BIOFILM FORMATION, AND ANTIBIOTIC 

RESISTANCE IN CLINICAL PSEUDOMONAS 

AERUGINOSA ISOLATES

S. Derakhshan, A. Rezaee, Sh. Mohammadi

Kurdistan University of Medical Sciences, Sanandaj, Iran

Abstract. Background and aim. Pseudomonas aeruginosa is considered as a notorious pathogen due to its multidrug resist-

ance and life threatening infections. We investigated the relationship between type III secretion toxins, biofilm formation, 

and antibiotic resistance among clinical P. aeruginosa isolates. Methods. A total of 70 genetically distinct clinical P. aeru-

ginosa isolates were characterized for antibiotic resistance by disk diffusion assay. Biofilm formation was evaluated by 

microtiter plate method and presence of four exo genes (exoS, exoU, exoT and exoY) was investigated by PCR. A p-value 

< 0.05 was regarded statistically significant. Results. The most effective antibiotics were Meropenem and Piperacillin. 

Multidrug resistance was more prevalent in the ciprofloxacin-resistant isolates than in the susceptible isolates. The most 

frequently identified exo was exoS (37.1%). Genotype exoS/exoT was found in 4 isolates, while genotype exoU/exoT was 

not found. Prevalence of exoS was generally higher in the susceptible isolates than in the resistant isolates. A significant 

association was found between the formation of strong biofilm and resistance to antibiotics (p < 0.05). Prevalence of exoY 

and exoU was higher in the non-strong biofilm producers compared to the strong biofilm producers. Conclusion. Our study 

revealed formation of strong biofilm along with antibiotic resistance and the presence of exo genes in P. aeruginosa isolates. 

Knowledge of virulence gene profiles and biofilm formation may be useful in deciding appropriate treatment.

Key words: Pseudomonas aeruginosa, biofilm, type III secretion system, drug resistance, virulence, exoenzyme.

ВЗАИМОСВЯЗЬ МЕЖДУ ТОКСИНАМИ III ТИПА СЕКРЕЦИИ, ОБРАЗОВАНИЕМ БИОПЛЕНКИ 

И АНТИБИОТИЧЕСКОЙ РЕЗИСТЕНТНОСТЬЮ В КЛИНИЧЕСКИХ ИЗОЛЯТАХ PSEUDOMONAS 

AERUGINOSA

Деракшан С., Резайи А., Мохаммади Ш.

Курдский университет медицинских наук, г. Сенендедж, Иран

Резюме. Актуальность и цель. Pseudomonas aeruginosa считается опасным патогеном из-за своей множественной 

лекарственной устойчивости и вызываемых им инфекций, представляющих угрозу для жизни. Мы исследо-

вали взаимосвязь между токсинами секреции III типа, образованием биопленок и устойчивостью к антибио-

тикам среди клинических изолятов P. aeruginosa. Методы. Диско-диффузионный анализ был использован для 

оценки устойчивости к антибиотикам у 70 генетически различных клинических изолятов P. aeruginosa. Обра-

зование биопленок оценивали в микротитрационном планшете, а наличие четырех экзогенов (exoS, exoU, exoT 
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и exoY) исследовали с помощью полимеразной цепной реакции. Значение p < 0,05 считалось статистически 

значимым. Результаты. Наиболее эффективными антибиотиками оказались меропенем и пиперациллин. 

Множественная лекарственная устойчивость была более распространена у устойчивых, чем у чувствитель-

ных к ципрофлоксацину изолятов. Наиболее часто выявляемым экзоном был exoS (37,1%). Генотип exoS/exoT 

обнаружен у 4 изолятов, генотип exoU/exoT не выявлялся. Распространенность exoS, как правило, была выше 

у чувствительных изолятов, чем у устойчивых. Была обнаружена достоверная связь между образованием 

прочной биопленки и устойчивостью к антибиотикам (p < 0,05). Распространенность exoY и exoU была выше 

у продуцентов непрочных биопленок, чем у продуцентов прочных биопленок. Заключение. Наше исследова-

ние, наряду с устойчивостью к антибиотикам и наличием экзогенов, выявило у изолятов P. aeruginosa способ-

ность к формированию прочной биопленки. Знание профиля генов вирулентности и образования биопленок 

может быть полезно при выборе соответствующего лечения.

Ключевые слова: Pseudomonas aeruginosa, биопленка, система секреции III типа, лекарственная устойчивость, 

вирулентность, экзофермент.

Introduction

Pseudomonas aeruginosa is a ubiquitous gram-

negative bacterium capable of causing a wide range 

of diseases. Prominence of P. aeruginosa as a life 

threatening and a successful opportunistic patho-

gen is attributed to production of a diverse repertoire 

of virulence factors and its high resistance to diverse 

classes of antimicrobial agents [29]. Aminoglycosides, 

beta-lactams, and fluoroquinolones are three major 

classes of current anti-pseudomonal agents. Among 

these, fluoroquinolones are the best available agents 

for treatment. However, resistance to fluoroquinolo-

nes among P. aeruginosa has risen dramatically. More 

seriously, resistance to fluoroquinolones is often asso-

ciated with cross-resistance to other antibiotics [14].

Furthermore, P. aeruginosa is well equipped with 

numerous pathogenic factors contributing to its viru-

lence. Many of these factors are variable traits and 

their prevalence may vary from one type of infection 

to another type (i.e. they are present in some iso-

lates but not in others) [20]. Type III secretion sys-

tem (T3SS) is an important virulence determinant 

of P. aeruginosa that injects four exotoxins directly 

into host cells: Exoenzyme S (ExoS), Exoenzyme 

U (ExoU), Exoenzyme T (ExoT), and Exoenzyme 

Y (ExoY). The first identified P. aeruginosa T3SS 

toxins, ExoT and ExoS are closely related bifunc-

tional proteins which are able to disrupt the host 

cell actin cytoskeleton, inhibit phagocytosis, induce 

host cell rounding, and cause cell death. ExoS and 

ExoT exhibit activity towards G-proteins of the Rho, 

Ras, Rac, and Cdc42 families [29]. ExoY is an ade-

nylate cyclase that cleaves the intracellular cAMP 

in eukary otic cells and causes cell rounding upon co-

cultivation with tissue culture cells. The fourth and 

the most virulent effector, ExoU, possesses phospho-

lipase activity and disrupts eukaryotic membranes 

in many cell types. P. aeruginosa strains can be di-

vided into two groups. ExoU and ExoT producing 

strains are poorly internalized and cause rapid host 

cell death. While, ExoS and ExoT producing strains 

are more efficiently internalized and cause slower cell 

killing. P. aeruginosa strains contain either exoU or 

exoS, but rarely both [10]. Additionally, some studies 

reported that exoS+ and exoU+ strains have different 

antibio tic resistance patterns [29, 30]; therefore, they 

may require different therapeutic strategies.

Tendency to form biofilms in P. aeruginosa has 

also been correlated with its ability to cause severe 

infections. One of the main components of these bio-

films is an exopolysaccharide called alginate, which 

is encoded by algD gene. The ability of P. aeruginosa 

to form biofilm further complicates the problem of its 

high antimicrobial resistance [20].

Knowledge of drug resistance patterns can be 

helpful in understanding and predicting clinical out-

comes of patients and information about virulence 

gene profiles and biofilm formation may be useful 

for deciding appropriate antibiotic treatment. Given 

the importance of T3SS and biofilm in the patho-

genesis of P. aeruginosa infections, this study was 

performed to determine relationship between T3SS 

toxins-encoding genes, antibiotic resistance, and 

biofilm formation in clinical P. aeruginosa isolates.

Materials and methods

Bacterial isolates and identification. In this cross-

sectional study, 70 P. aeruginosa isolates were col-

lected from different specimens of patients admitted 

to two teaching hospitals in Sanandaj, Iran. Sanandaj 

is the capital of Kurdistan province in western Iran. 

Patients are referred to these two hospitals from all 

over the province. The isolates were identified as 

P. aeruginosa by the standard tests, including Gram 

staining, motility, pigment production, oxidase, he-

molysis, odor, oxidation and fermentation test, lack 

of carbohydrate fermentation, and citrate assimila-

tion [32]. The genetic diversity of the isolates was de-

termined using the enterobacterial repetitive inter-

genic consensus (ERIC)-PCR [24].

The isolates were stored in Trypticase soy broth 

(TSB, Quelab Laboratories, Canada) containing 

15% glycerol at –70°C until further tests. This study 

was approved by Research Ethic Committee (REC) 

at Kurdistan University of Medical Sciences [IR.

MUK.REC.1396.328].



1077

2021, Т. 11, № 6 Resistance and virulence in P. aeruginosa

Antibiotic susceptibility test. Antimicrobial sus-

ceptibility of the isolates was determined by the disk 

diffusion method according to the 2019 Clinical and 

Laboratory Standards Institute (CLSI) guidelines [9]. 

The following antibiotic disks (all from Rosco, 

Denmark) from three antipseudomonal categories 

were tested: aminglycoside [Amikacin (30 μg) and 

Gentamicin (10 μg)], beta-lactam [Cefepime (30 μg), 

Piperacillin (100 μg), Aztreonam (30 μg), Ceftazidime 

(30 μg), Meropenem (10 μg), and Imipenem (10 μg)], 

and Fluoroquinolone [Ciprofloxacin (5μg)].

Briefly, Mueller–Hinton agar (Quelab Laborato-

ries, Canada) plates were inoculated with the bacte-

rial suspensions equal to the turbidity standard of 0.5 

McFarland (1.5 × 108 colony forming unit/mL). Anti-

biotic disks were placed onto the inoculated plates 

with the appropriate distance and the plates were 

then incubated at 35°C for 16–18 h. The inhibition 

zones around the disks were measured and interpret-

ed according to the 2019 CLSI criteria [9].

DNA extraction and detection of genes. Genomic 

DNA was extracted using the boiling method. 

Overnight cultures of the isolates in TSB were cen-

trifuged and Tris-EDTA (TE) buffer was added 

to the pellets. The suspensions were boiled at 100°C 

for 10 min and centrifuged. The supernatants were 

then collected and after qualitative evaluation on aga-

rose gel (SinaClon, Iran) and quantitative evaluation 

by measuring the absorbance at 260 nm and by calcu-

lating the ratio of 260/280 to determine purity, were 

used as the DNA templates for subsequent experi-

ments. The ratio of 260/280 within the range of 1.6–

2 indicated the purity of DNA [15].

The algD and T3SS toxins-encoding genes exoY, 

exoS, exoT, and exoU were amplified by polymer-

ase chain reaction (PCR) method using the spe-

cific primers shown in Table 1. PCR reaction was 

performed in a total volume of 25 μL as follows: 

1X reaction buffer, 0.2 mM of each dNTP, 0.4 μM 

of each primer, 1.5 mM MgCl2, 0.5 U Taq DNA 

polymerase (SinaClon, Iran), and 3 μL template 

DNA. The DNA was amplified in a thermal cycler 

(Eppendorf, Germany) using the following condi-

tions: initial denaturation step (94°C for 5 min), fol-

lowed by 30 cycles of denaturation (1 min at 94°C), 

annealing (1 min at different temperatures [Table 1]), 

and extension (1 min at 72°C), with a final extension 

at 72°C for 5 min.

The PCR products were analyzed by electropho-

resis on a 1.5% agarose gel in 0.5X Tris-Borate EDTA 

(TBE) buffer, stained with Safe Stain (SinaClon) and 

visualized by UV transilluminator. A 100 bp Plus 

DNA ladder (SinaClon) was used as a size marker.

Biofilm formation assay. Biofilm formation was 

performed according to the method of O’Toole [22]. 

Overnight cultures of the isolates were diluted 

to the turbidity equal to a McFarland 0.5 standard 

in TSB medium and 100 μL of the each dilution 

were loaded into the wells of a flat-bottom 96-well 

microtiter plate (Jet Biofil, China). After 24 h incu-

bation at 37°C for biofilm formation, the superna-

tants were removed and the wells were washed twice 

with distilled water. After discarding the planktonic 

cells, the wells were stained with an aqueous solu-

tion of crystal violet (0.1%, w/v) for 15 min at room 

temperature and washed twice with distilled water. 

The microtiter plates were then dried for a few hours. 

The bound dye was solubilized in 125 μL of 30% 

(v/v) acetic acid and the plates were kept for 15 min 

at room temperature to extract bound dye. The opti-

cal density (OD) of each well was measured by using 

a microplate reader (Anthos Labtec, Netherlands) at 

550 nm. S. aureus ATCC 25923 (biofilm forming) 

and Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 (not 

biofilm-forming) were used as controls. Sterile TSB 

was used as the negative control. For biofilm forma-

tion assay, 4 wells per strain were used and each test 

was repeated three times.

Biofilm density was classified according to the 

scheme of Stepanovic et al. [27]. The cut-off value 

(ODc) for each microtiter plate was defined as three 

standard deviations (SD) above the mean OD of the 

negative control: ODc = average OD of negative con-

trols + (3 × SD of negative controls). Isolates were 

then classified into the following categories, based 

on the average OD of the strain:

OD ≤ ODc = no biofilm producer; 

ODc ≤ OD ≤ 2OD c = weak biofilm producer;

2ODc ≤ OD ≤ 4ODc = moderate biofilm producer;

4ODc ≤OD = strong biofilm producer.

Statistical analysis. SPSS software version 16 (SPSS 

Inc., USA) was used for statistical analysis. Pearson 

chi-square test and Fisher’s exact test (where ap-

propriate) were used to determine the relationships. 

A p-value < 0.05 was regarded statistically significant. 

Multidrug-resistant (MDR) was defined as non-

Table 1. Primer sequences, annealing temperatures and expected amplicon size

Target 
gene

Primer sequence (5′→3′) Annealing 
temperature (°C)

Size 
of fragments (bp)

Reference

exoS CTTGAAGGGACTCGACAAGG/TTCAGGTCCGCGTAGTGAAT 58 504 [7]

exoU CCGTTGTGGTGCCGTTGAAG/CCAGATGTTCACCGACTCGC 61 134 [7]

exoT CAATCATCTCAGCAGAACCC/TGTCGTAGAGGATCTCCTG 55 1159 [3]

exoY TATCGACGGTCATCGTCAGGT/TTGATGCACTCGACCAGCAAG 61 1035 [3]

algD ATGCGAATCAGCATCTTTGGT/CTACCAGCAGATGCCCTCGGC 57 1310 [7]
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susceptible isolates to at least one agent in three or 

more different antimicrobial categories [18]. The iso-

lates were classified as strong biofilm producers 

or non-strong (moderate and weak) biofilm produc-

ers for statistical purposes [13].

Results

In this study, 70 genetically distinct strains 

of P. aeruginosa were isolated from different clini-

cal specimens. The mean age of the patients was 56.3 

years old. The youngest patient was a 27 year old 

male and the oldest was a 91 year old male. The age 

distribution of patients was as follows: 27–46 years 

(n = 22, 31.4%), 47–66 years (n = 30, 42.8%), and 

67–86 years (n = 16, 22.8%).

Of the 70 isolates, 47 (67.1%) were isolated from 

males and 23 (32.9%) were from females. The ma-

jority of the strains were isolated from urine (n = 

54, 77.1%) followed by tracheal secretions (n = 11, 

15.7%), and blood (n = 5, 7.1%).

Determination of antibiotic susceptibility. The most 

effective antibiotics were Meropenem (n = 62, 88.6% 

sensitivity) and Piperacillin (n = 58, 82.8% sensitivity). 

They were excluded from statistical analysis of differ-

ence among groups. The sensitivity to other antibiot-

ics was as follows: Amikacin 55 (78.6%), Imipenem 54 

(77.1%), Ceftazidime 53 (75.7%), Cefepime 49 (70%), 

and Aztreonam 41 (58.6%). The least effective antibiot-

ics were Ciprofloxacin (n = 29, 41.4% sensitivity) and 

Gentamicin (n = 27, 38.6% sensitivity).

A total of 27 resistance patterns were detected 

in the 70 isolates, while 21 isolates (30%) were sus-

ceptible to all tested antibiotics. The patterns ranged 

from resistance to one antibiotic to all the 9 antibiot-

ics. Of the 70 isolates, 7 isolates (10%) were resist-

ant to one agent, 31 (44.3%) to 2 to 6 agents, and 11 

(15.7%) isolates showed resistance to 7 to 9 agents. 

The most frequently detected pattern was resist-

ance to Ciprofloxacin and Gentamicin combination 

(10/70, 14.3%) followed by resistance to Gentamicin 

(6/70, 8.6%). Of the 70 isolates, 29 were MDR (41.4%). 

Co-resistance to three antipseudomonal categories 

(fluoroquinolone, beta-lactam, and aminoglycoside) 

was found in 25 of the 70 isolates (35.7%) (Table 2).

Furthermore, pattern of resistance to other anti-

biotics was determined in the Ciprofloxacin-suscep-

tible and -resistant isolates (Table 2). In the 29 Cipro-

floxacin-susceptible isolates, 8 isolates (27.6%) were 

resistant to 1 to 3 agents and no isolate was resistant 

to 5 to 9 agents. However, in the 41 Ciprofloxacin-

resistant isolates, 18 isolates (43.9%) were resistant 

to 1 to 3 agents, and 23 isolates (56.1%) showed re-

sistance to 5 to 9 agents. Multidrug resistance was 

found in 27 (65.9%) of the 41 Ciprofloxacin-resistant 

isolates, while only 2 (6.9%) of the 29 Ciprofloxacin-

susceptible isolates were MDR.

Prevalence of genes. The genes encoding Exo 

toxins were found in 33 of the 70 isolates (47.1%), 

Table 2. Antimicrobial cross resistance pattern 

of ciprofloxacin-resistant versus ciprofloxacin-

susceptible isolates of clinical Pseudomonas 

aeruginosa

Agents
Resistance 

pattern

In
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p
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u
s

c
e

p
ti

b
le

 
is

o
la

te
 (

n
 =

 2
9

)

In
 C

p
-r

e
s

is
ta

n
t 

is
o

la
te

 (
n

 =
 4

1
)

In
 t

o
ta

l 
(n

 =
 7

0
)

One
Cp 0 1 1

Gm 6 0 6

Two
AT, Cp 0 2 2

Cp, Gm 0 10 10
Three Ak, Cp, Gm 0 1 1

Three, 
MDR*

PM, AT, Cp 0 1 1

AT, IP, Gm 1 0 1

PM, Cp, Gm 0 1 1

Cp, Gm, Pi 0 1 1

AT, IP, Pi 1 0 1

AT, Cp, Gm 0 1 1

Five, 
MDR

PM, AT, Cp, IP, MP 0 1 1

TZ, PM, AT, Cp, Gm 0 5 5

Ak, AT, Cp, IP, Gm 0 1 1

Ak, AT, Cp, Gm, Pi 0 1 1

Six, 
MDR

Ak, AT, Cp, IP, MP, Gm 0 1 1

Ak, PM, AT, Cp, IP, Gm 0 1 1

TZ, Ak, PM, AT, Cp, Gm 0 1 1

TZ, PM, AT, Cp, IP, Gm 0 1 1

Seven, 
MDR

TZ, Ak, PM, AT, Cp, IP, Gm 0 1 1

TZ, Ak, PM, AT, Cp, Gm, Pi 0 2 2

TZ, Ak, AT, Cp, IP, Gm, Pi 0 1 1

Eight, 
MDR

Ak, PM, AT, Cp, IP, MP, Gm, Pi 0 1 1

TZ, PM, AT, Cp, IP, MP, Gm, Pi 0 2 2

TZ, Ak, PM, AT, Cp, IP, MP, Gm 0 1 1

TZ, Ak, PM, AT, Cp, IP, Gm, Pi 0 1 1
Nine, 
MDR

TZ, Ak, PM, AT, Cp, IP, MP, Gm, Pi 0 2 2

Note. Cp — Ciprofloxacin, Pi — Piperacillin, AT — Aztreonam, 
IP — Imipenem, MP — Meropenem, TZ — Ceftazidime, PM — Cefepime, 
Gm — Gentamicin, Ak — Amikacin. *MDR — multidrug resistant.

Table 3. Virulence patterns of 70 clinical 

Pseudomonas aeruginosa isolates

Virulence pattern Isolates, N (%)

exoS+, exoY–, exoT–, exoU–, algD– 15 (21.4)
exoS+, exoY+, exoT–, exoU–, algD– 5 (7.1)
exoS–, exoY–, exoT–, exoU+, algD– 4 (5.7)
exoS+, exoY+, exoT+, exoU–, algD– 2 (2.85)
exoS+, exoY–, exoT+, exoU–, algD– 2 (2.85)
exoS+, exoY–, exoT–, exoU–, algD+ 2 (2.85)
exoS–, exoY–, exoT–, exoU–, algD+ 2 (2.85)
exoS–, exoY–, exoT–, exoU+, algD+ 1 (1.4)
exoS–, exoY+, exoT–, exoU–, algD– 1 (1.4)
exoS–, exoY+, exoT–, exoU+, algD– 1 (1.4)
exoS–, exoY–, exoT–, exoU–, algD– 35 (50)
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while 35 isolates (50%) carried no virulence genes. 

Of the 70 isolates, 26 (37.1%) carried the exoS gene, 

9 (12.8%) the exoY, 6 (8.6%) the exoU, and 4 iso-

lates (5.7%) carried the exoT gene. The algD was 

found in 5 isolates (7.1%). The simultaneous pres-

ence of two genes was found in 11 isolates and only 

2 isolates carried three genes simultaneously (exoS, 

exoY, and exoT ). Both strains were isolated from 

urine and showed susceptibility to all tested anti-

biotics. No isolate carried the simultaneous pres-

ence of four or five genes. Genotype exoS/exoT was 

found in 4 isolates, while genotype exoU/exoT was 

not found. None of the exoU+ isolates harbored 

the exoS (Table 3).

Because there are studies that reported exoS+ 

and exoU+ strains have different antibiotic resist-

ance patterns [29, 30]; we determined the preva-

lence of exoS in the antibiotic-susceptible and -re-

sistant isolates. With the exception of Gentamicin, 

the prevalence of exoS was higher in the susceptible 

isolates than in the resistant isolates, although it was 

not significant. The exoS was found more frequently 

in the isolates susceptible to Ciprofloxacin followed 

by Cefepime, Imipenem, and Amikacin (Fig. 1). 

Multidrug resistance was found in 10 of the 26 exoS+ 

isolates (38.5%).

Biofilm assay. Of the 70 isolates studied, all 

formed biofilm; of which 35 isolates (50%) formed 

strong bio film, 28 isolates (40%) moderate biofilm, 

and only 7 isolates (10%) formed weak biofilm.

The resistant isolates formed strong biofilm more 

frequently compared to the susceptible isolates. 

The formation of strong biofilm was more frequently 

found in the isolates resistant to Cefepime followed 

by Ceftazidime, and Aztreonam. Significant associ-

ations were seen between formation of strong biofilm 

and resistance to Cefepime (P = 0.019), Aztreonam 

(P = 0.008), and Ciprofloxacin (P = 0.008) (Fig. 2).

In addition, the prevalence of exo genes was de-

termined in the 35 strong and the 35 non-strong 

(moderate + weak) biofilm producers. The exoS and 

exoT were equally distributed between the two groups 

(37.1% and 5.7%, respectively); however, the preva-

lence of exoY and exoU was higher in the non-strong 

biofilm producers compared to the strong biofilm 

producers (20% vs. 5.7% for the exoY, and 11.4% 

vs. 5.7% for the exoU, respectively). All of the five 

algD-positive isolates formed strong biofilm.

Discussion

P. aeruginosa is considered as a notorious pathogen 

due to its multidrug resistance and life-threatening 

infections [29]. Our strains were mostly isolated from 

inpatients and the majority of patients (42.8%) were 

between 47–66 years old, which can be explained by 

the fact that P. aeruginosa infections mostly occur 

in people in the hospital and/or with the weakened 

immune systems [4].

Fluoroquinolones, aminoglycosides, and beta 

lactams are three main antimicrobial classes with 

reliable antipseudomonal activity. Among these, 

fluoroquinolones are the best available treatment op-

tion [14]. A relatively high percentage of our isolates 

(58.6%) showed resistance to ciprofloxacin which is in 

agreement with previous studies in Pakistan [25] and 

Egypt [2]. The widespread use of fluoroquinolones 

both in human and veterinary medicine may be re-

sponsible for the high resistances to this class. In ad-

dition, resistance to fluoroquinolones was significant-

Figure 1. Prevalence of exoS virulence gene 

in antibiotic-resistant and antibiotic-susceptible 

isolates of 70 clinical Pseudomonas aeruginosa
Note. TZ — Ceftazidime, Ak — Amikacin, PM — Cefepime, 
AT — Aztreonam, Cp — Ciprofloxacin, IP — Imipenem, 
Gm — Gentamicin.

Figure 2. Prevalence of strong biofilm producers 

in antibiotic-resistant and susceptible isolates 

of clinical Pseudomonas aeruginosa
Note. TZ — Ceftazidime, Ak — Amikacin, PM — Cefepime, 
AT — Aztreonam, Cp — Ciprofloxacin, IP — Imipenem, 
Gm — Gentamicin. * — P-value less than 0.05.
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ly associated with cross resistance to other agents [14]. 

In our study, MDR isolates were more frequently de-

tected in the ciprofloxacin-resistant isolates.

P. aeruginosa is well equipped with numerous 

pathogenic factors contributing to its virulence. 

T3SS in P. aeruginosa is an important virulence fac-

tor that transports four proteins: ExoU, ExoS, ExoY 

and ExoT [29]. In our study, exoS showed the highest 

prevalence (37.1%). In southern Iran [16] 35.8% and 

in Bulgaria [28] 37.6% of the isolates carried exoS, 

which were similar to our report. However, studies 

in central Iran and Poland reported the prevalence 

rates of 77.7% [19] and 88.4% [23] for exoS, respec-

tively, which were higher than that in our study.

While in our work the prevalence of exoT was 

5.7%, which was similar to a study in northwestern 

Iran (5%) [5], it was markedly lower than those re-

ported by others. For example, in central Iran [12] and 

in Poland [23], the prevalence rates of 20.4 and 94.4% 

were reported, respectively. Moreover, we observed 

a low prevalence of the exoY (12.8%); while, in the 

northwest of Iran, 55% [5] and in India, 91.3% [26] 

of P. aeruginosa isolates carried the exoY. The preva-

lence of the fourth gene, exoU in our study was 8.6%. 

However, in a study from Iran a rate of 42.8% [19] 

and in Egypt a prevalence of 33% [2] were reported 

for exoU. The lower prevalence of exo genes in our 

study may be due to differences in the source of iso-

lates or geographical regions. Many of the P. aerugi-

nosa virulence factors are variable traits and they are 

found in some isolates, but not in others [20]. For ex-

ample, Choy et al. reported that the exoU is com-

monly found in P. aeruginosa strains isolated from 

keratitis [8], whereas it occurs at low prevalence in the 

non-ocular isolates [30] or the prevalence of exoS was 

significantly higher in isolates from blood than those 

obtained from respiratory infections [28]. In addition, 

it is possible that our strains were isolated from chronic 

infections. The expression of the T3SS has been found 

to be downregulated in isolates from chronic phase 

of infection, which is consistent with the notion that 

persistence of bacteria in the host requires the down-

regulation of many virulence factors [10].

In our study, a disagreement was seen in the dis-

tribution of exoS and exoU genes, in consistent with 

other studies [10, 29, 30]. The exoU gene is located 

within a genomic island and its acquisition may 

cause loss of the exoS [17]. The T3SS system and its 

effectors were probably acquired by horizontal DNA 

transmission and antibiotic rich environments could 

promote the evolution of more virulent strains [10]. 

The prevalence of exoS in our study was generally 

higher in the susceptible isolates compared to the 

resistant isolates. The higher prevalence of this gene 

may contribute to the pathogenesis of antibiotic sus-

ceptible isolates. The exoS+ strains may be protect-

ed from the action of antibiotics due to their ability 

to invade mammalian cells and their residence inside 

cells [10]. Due to the small number of exoU+ isolates, 

we couldn’t determine association between the pres-

ence of exoU and drug resistance; however, the pres-

ence of exoU has been correlated to antibiotic resist-

ance phenotypes in P. aeruginosa [1, 30]. The exoU+ 

strains may have a survival advantage by having 

the potential to be more resistant.

Biofilm production has been considered as an im-

portant determinant of pathogenicity in P. aeru ginosa 

infections by facilitating the emergence of antimicro-

bial drug resistance and by generating chronic infec-

tions. The alginate is the most important component 

of P. aeruginosa biofilms [20]. A low prevalence of algD 

(7.1%) was found in our isolates. The prevalence rates 

of 0 to 98% were reported for algD in different stud-

ies [2, 6, 11]. The low prevalence of algD in our study 

might be attributed to the high number of strains iso-

lated from UTI. There are reports that contribution 

of alginate in the urinary tract is thought to be mini-

mal [21, 31]. In addition, production of some other 

exopolysaccharides like Psl and Pel may contribute 

to the formation of biofilm in P. aeruginosa [20]. 

The prevalence of strong biofilm producers in our 

study was higher in the resistant isolates than in the 

susceptible isolates, especially for cefepime, aztre-

onam, and ciprofloxacin. The ability to form strong 

biofilm along with resistance to antibiotics may cause 

high rates of failure in therapy of P. aeruginosa infec-

tions. Furthermore, we found that exoY and exoU were 

more prevalent in the non-strong biofilm producers. 

These results may indicate the importance of exoY 

and exoU in the pathogenesis of non-strong biofilm 

producers of P. aeruginosa.

Conclusion

In conclusion, findings of the present study showed 

a relatively different distribution of exo genes in clinical 

P. aeruginosa isolates from western Iran. The forma-

tion of strong biofilm along with antibiotic resistance 

and presence of exo genes may lead to severe diseas-

es. Further in-depth studies are needed to determine 

whether gene linkage on mobile genetic elements under-

lies the relationships observed in our study. Knowledge 

of virulence gene profiles and biofilm formation may 

be useful for deciding appropriate treatment.
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TOXOPLASMA GONDII INFECTION IN PATIENTS 

WITH MALIGNANT AND BENIGN BONE TUMOURS
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Abstract. Toxoplasma gondii (T. gondii) is an intracellular parasite that infects humans, and seroprevalence of its infection 

varies from about 10 to 80 percent in different countries with a higher prevalence in warmer and humid regions. In this 

study, the rate of acute and chronic toxoplasmosis in patients with benign or malignant bone tumours was investigated. 

Fifty-three patients who suffered from various bone tumours, as well as sixty-five healthy controls with an unknown sero-

logical profile for anti-Toxoplasma antibodies, were enrolled in this cross-sectional study. Anti-Toxoplasma antibodies were 

detected in serum samples using enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) and blood samples of them were used 

for real-time PCR. Thirty-two (60.32%) and twenty-one (39.63%) of patients had malignant tumours and benign tumours, 

respectively. The results showed a higher and significant seropositivity rate of IgM antibodies in primary bone tumour 

patients compared to the control group and Toxoplasma DNA became positive in 18.86% of patients with primary bone 

tumours and 6.15% of controls. Surprisingly, the high presence of parasite DNA was detected in patients with malignant 

tumours. The seroprevalence of T. gondii IgM antibodies and DNA positivity among the cancer patients were significantly 

higher than healthy individuals. Also, chronic toxoplasmosis (it was shown with IgG positive) appears to be more com-

mon in people with benign cancers than malignancies. The study showed a relatively high seroprevalence of anti-T. gondii 

antibodies in patients with primary bone cancer. However, the considerable rate of positive blood samples for the presence 

of parasite’s DNA should not be ignored. A key to the effective management of diseases in immunosuppressed individuals 

is prompt and accurate diagnosis of toxoplasmosis. Moreover, it seems that PCR tests may be more reliable than serologi-

cal methods and it could be considered as a precise method for diagnosis of acute toxoplasmosis.

Key words: primary bone tumour, malignant tumour, benign tumour, toxoplasmosis, Toxoplasma gondii, real-time PCR.

ИНФЕКЦИЯ, ВЫЗВАННАЯ TOXOPLASMA GONDII, У БОЛЬНЫХ ЗЛОКАЧЕСТВЕННЫМИ 

И ДОБРОКАЧЕСТВЕННЫМИ ОПУХОЛЯМИ КОСТИ

Хаджизаде М.1, Фалак Р.1, Таваколи-Яраки М.1, Хоссейнзаде Р.1, Алипюр М.1, Ахмадпюр Э.2, 

Рафиеи-Сефиддашти Р.1

1 Иранский университет медицинских наук, г. Тегеран, Иран
2 Табризский университет медицинских наук, г. Табриз, Иран

Резюме. Toxoplasma gondii (T. gondii) — это внутриклеточный паразит, патогенный для человека. Распространен-

ность соответствующей инфекции колеблется от 10 до 80% и наиболее высока она в странах с теплым и влаж-

ным климатом. В настоящем исследовании изучалась частота острого и хронического токсоплазмоза у паци-
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ентов с доброкачественными или злокачественными опухолями костей. В данном поперечном исследовании 

приняли участие 53 пациента, страдающих различными новообразованиями костей, а также 65 здоровых 

людей с неизвестным серологическим профилем антител против токсоплазмы, составивших контрольную 

группу. Антитела против токсоплазмы были обнаружены в образцах сыворотки с помощью твердофазного 

иммуноферментного анализа (ELISA), а образцы крови были использованы для ПЦР в реальном времени. 

32 (60,32%) и 21 (39,63%) пациент имели злокачественные и доброкачественные опухоли соответственно. Бо-

лее высокий и значимый уровень IgM-антител отмечен у пациентов с первичной опухолью кости в сравнении 

с группой контроля, а ДНК Toxoplasma была обнаружена у 18,86% пациентов с первичными опухолями костей 

и у 6,15% пациентов из контрольной группы. Неожиданным оказалось высокое содержание ДНК паразита 

у пациентов со злокачественными опухолями. Распространенность антител IgM к T. gondii и обнаружение ее 

ДНК среди онкологических больных были значительно выше, чем у здоровых людей. Кроме того, хроничес-

кий токсоплазмоз (диагностированный по положительному результату теста на IgG), по-видимому, чаще 

встречается у людей с доброкачественными формами рака, чем со злокачественными новообразованиями. 

Исследование показало относительно высокую распространенность анти-T. gondii у пациентов с первичным 

раком кости. Однако нельзя не учитывать значительный процент положительных образцов крови на наличие 

ДНК паразита. Ключом к эффективному лечению заболеваний у людей с ослабленным иммунитетом явля-

ется своевременная и точная диагностика токсоплазмоза. Более того, по-видимому, тесты ПЦР могут быть 

более надежными, чем серологические методы, и их можно рассматривать как точный метод диагностики 

острого токсоплазмоза.

Ключевые слова: первичная опухоль кости, злокачественная опухоль, доброкачественная опухоль, токсоплазмоз, Toxoplasma 

gondii, ПЦР в реальном времени.

Introduction

Toxoplasma gondii (T. gondii) is an obligatory in-

tracellular parasite that infects humans and many 

animal species and approximately one-third of the 

world’s population is at risk of infection with this 

protozoan [11, 25]. Seroprevalence of T. gondii infec-

tion varies from about 10 to 80 per cent in different 

countries with a higher prevalence in warmer and 

humid regions [8, 9, 26]. Host immune system plays 

the most important role in pathological symptoms 

of toxoplasmosis, for example, immunocompetent 

individuals rarely show considerable signs, however, 

this infection in immunocompromised persons may 

lead to severe diseases such as encephalitis, pneumo-

nia, retinochoroiditis and even death [1, 31].

B lymphocytes produce various classes of anti-

bodies in response to T. gondii infection which could 

be applied for serodiagnosis, like specific IgM which 

can be detected within 7–15 days in acute infection, 

however, class switching to IgG antibodies and pro-

duction of a higher titer and avidity of this class of an-

tibody is observed in chronic toxoplasmosis [12, 28]. 

Therefore, one of the easiest diagnostic tests for the 

routine detection of toxoplasmosis is a screening 

of specific IgG and IgM antibodies in serum, however; 

the application of molecular techniques may be more 

sensitive and appropriative methods for diagnosis 

of acute toxoplasmosis in high-risk patients especial-

ly in cancerous people with low traceable antibodies 

in consequence of radio or chemotherapy [2, 22, 25].

Cancer is one of the major causes of mortality 

worldwide and is the second leading one in develop-

ing countries [18]. Primary bone tumours impose 

a burden of mortality and morbidity with a wide range 

of clinical manifestations including pain, peripheral 

inflammation and bone fractures on the patients, 

worldwide. Various histological types of primary 

bone tumours include benign (osteochondroma, gi-

ant cell tumour, exostosis) and malignant (osteosar-

coma, Ewing’s sarcoma, chondrosarcoma) tumours 

with nonspecific symptoms which make it difficult 

to be managed by clinicians [10, 30].

Toxoplasmosis can cause opportunistic life-

threatening infection in cancer patients [4]. 

On the other hand, several studies hypothesized that 

T. gondii infection is responsible for the progres-

sion of malignant diseases due to inhibition of apo-

ptosis and motility of macrophages [6]. Therefore, 

epidemiological studies are required to estimate 

the rate of infection in high-risk individuals, espe-

cially in immunocompromised patients with malig-

nancies undergoing chemotherapy [1, 27]. A case-

control study of 900 different cancer patients and 

900 controls was conducted in China for evaluating 

the epidemiology of T. gondii infection and the results 

showed a high significant prevalence of anti T. gon-

dii IgG in cancer patients but because of rare inci-

dence of different bone tumours, this type of tumour 

hadn’t been mentioned [7], so in this study, we aimed 

to evaluate the serum levels of IgG and IgM using 

enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) and 

determine parasite-specific DNA by quantitative re-

al-time poly merase chain reaction (qPCR) in afore-

mentioned patients.

Materials and methods

Fifty-three patients who suffered from various 

bone tumours, as well as sixty-five healthy controls 

with an unknown serological profile for anti-Toxo-

plasma antibodies, were enrolled in this cross-sec-
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tional study with local ethical approval and informed 

consent, from March to August 2019. The blood 

samples were collected from patients who were diag-

nosed for primary bone cancer and subjected to sur-

gery at the Shafa Orthopedic Hospital. The patient 

group was divided into patients with benign tumour 

subgroups including osteochondroma, giant cell tu-

mour (GGT), exostosis, and other types and patients 

with malignant tumour subgroups including osteo-

sarcoma, Ewing’s sarcoma, chondrosarcoma, and 

other sarcomas. Approximately five ml of blood was 

obtained from each participant and divided into two 

tubes. The tube with no anticoagulant was used for se-

rum isolation to be applied in serological tests and 

the second tube containing EDTA was used for isola-

tion of buffy coat leukocytes and subsequently DNA 

purification. All samples were stored at −20°C until 

use. The serum titre of anti-T. gondii antibodies (IgG 

and IgM) were measured using commercial enzyme-

linked immunosorbent assay (ELISA) kits according 

to the manufacturer’s setting (Pishtazteb, Iran) and 

the absorbance was read by ELISA reader (Biohit, 

BP800, Finland) at 450 nm versus 630 nm. All ex-

periments were performed in duplicate and equivocal 

results were repeated [2, 29].

Genomic DNA was extracted from the isolated 

buffy coat samples using DNA extraction mini kit 

(YTA Co., Iran) according to the manufacturer’s in-

struction. Specific primers for repeated element (RE) 

gene of T. gondii (F 5’-AGG GAC AGA AGT CGA 

AGG GG-3’ and R 5’-GCA GCC AAG CCG GAA 

ACA TC-3’) was designed using NCBI blast soft-

ware [3]. The DNA samples were tested for the presence 

of the 164-bp fragment of RE gene of T. gondii by real-

time PCR machine (Rotor-Gene Q, Qiagen, USA), 

in 20 μl volumes, as previously described [3]. Briefly, 

1 μg of DNA template was added to SYBR Green 

PCR Master Mix (YTA Co., Iran). Afterwards, 0.8 μl 

of each forward and reverse primers with a concentra-

tion of 1 pmol/μl was added and distilled water was used 

for volume adjustment. Quantitative PCR (qPCR) was 

performed at 95°C for 10 min, followed by 40 cycles at 

94°C for 30 s, 55°C for 30 s, and 72°C for 30 s. The PCR 

experiments were repeated three times.

Statistics. Data were recorded and analysed with 

the SPSS v.18 software (SPSS Inc., Chicago, ILL, 

USA) using Mann–Whitney and Chi-square tests. 

The p-value < 0.05 was considered as significant.

Results

The demographic data of the participants are pre-

sented in Table 1. Thirty-two (60.32%) and twenty-

one (39.63%) of patients had malignant tumours and 

benign tumours, respectively. The results showed 

a higher and significant seropositivity rate of IgM 

antibodies in primary bone tumour patients com-

pared to the control group (Table 2). All samples were 

tested by real-time PCR for Toxoplasma DNA which 

became positive in 18.86% of patients with primary 

bone tumours and 6.15% of controls. Surprisingly, 

the high presence of parasite DNA was detected in pa-

tients with malignant tumours (Table 2). We founded 

a higher IgG and IgM titer against T. gondii in pa-

tients with benign versus malignant bone tumours 

but PCR results in malignant patients had a higher 

percentage than benign patients and control group.

A p-value less than 0.05 was considered signifi-

cant statistically and the seroprevalence of T. gondii 

IgM antibody and DNA positivity among the cancer 

patients were significantly higher than healthy in-

dividuals (p = < 0.001 and p = 0.005 respectively). 

Also, chronic toxoplasmosis (it was shown with IgG 

positive) appears to be more common in people with 

benign cancers than malignancies.

Discussion

One of the accepted hypothesis is a higher in-

cidence of opportunistic infections such as toxo-

plasmosis in cancer patients as a group of immu-

nocompromised individuals [20], for example, 

the seroprevalence rate of T. gondii infection in Iran 

Table 1. Demographics data of bone cancer 

patients and healthy individuals

Characteristics
Number 

of patients 
(n = 53)

Number 
of healthy 
individuals 

(n = 65)

Gender
Female 24 (45.28%) 51 (78/46%)

Male 29 (54.71%) 14 (21/53%)

Age

< 20 years old 14 (26.14%) 4 (6/15%)

20–40 years old 26 (49%) 43 (66.15%)

40–60 years old 7 (13.2%) 14 (21.53%)

> 60 years old 6 (11.3%) 4 (6/15%)

Table 2. Seropositivity rates for anti-T. gondii antibodies and parasite DNA positivity in primary malignant, 

benign bone tumour patients and control group

Group Subgroups
Number 

of samples

IgG positive IgM positive PCR positive

No. % p-value No. % p-value No. % p-value

Cancer 
patients

Malignant bone tumours 32 14 43.75 0.44 4 12.50 < 0.001 7 21.87 0.001

Benign bone tumours 21 11 52.38 0.06 4 19.04 < 0.001 3 14.28 0.06

Total patients 53 25 47.16 0.23 8 15.09 < 0.001 10 18.86 0.005

Controls Controls 65 25 38.46 0 0 4 6.15
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was 45–51% in cancer patients but 39% in healthy 

individuals [1, 8]. However, the geographical fac-

tors, eating habits and livestock farming practices 

can be effective in the prevalence of this infection. 

Khabaz et al. showed that anti-T. gondii IgG was de-

tected in 63.6% of patients with neoplasia and 58% 

of healthy controls, although, all of the participants 

(case and control groups) were negative for anti-

T. gondii IgM antibodies [19]. T. gondii seropreva-

lence was 60.3% in immunocompromised patients 

and 33.3% in healthy individuals in other provinces 

during 2014–2015 [17]. Otherwise, the higher rate 

of T. gondii infection in immunocompromised indi-

viduals, such as cancer patients could be due to many 

reasons such as a difference in genetic susceptibility 

and the source of Toxoplasma infection [1, 32]. So, 

it might be concluded that a high incidence of acute 

toxoplasmosis in bone cancer patients could be due 

to impaired genetic system or decreased immunity 

to encounter this protozoan. The high rate of PCR 

results obtained for T. gondii DNA in cancer pa-

tients (18.86% against 6.15% in a healthy individual) 

could be a witness of this hypothesis and the lower 

immunity in malignant patients may be explained 

with more incidence of this infection in patients with 

malignant tumours versus benign types (21.87% and 

14.28%, respectively). On the other hand, this para-

site could remain silent in tissue cysts that are com-

monly formed in different organs such as the central 

nervous system and the situations such as the im-

mune suppression in cancer patients or the thera-

peutic process can cause reactivation of parasite and 

latent toxoplasmosis [24]. So, this can account as an-

other reason for a high percentage of positive PCR 

and IgM results in cancer.

In the current study, the findings emphasize rais-

ing the possible role of cancer on T. gondii infection 

susceptibility, because the seroprevalence of anti-

Toxoplasma antibodies in patients was higher (47.16% 

versus 38.46%). The other hypothesis is the effect 

of persistent infection on the promotion of cancer due 

to rising mutation rates as a result of long-term host 

defence responses in inflammation situations [15]. 

Also, intercellular pathogens like T. gondii may dis-

rupt cell barriers against oncogenic agents and might 

cause mutations after accumulating over time [14].

Interestingly, we observed that two PCR positive 

patients in the malignant group were negative for anti-

Toxoplasma IgM and IgG antibodies in ELISA which 

might be due to the recent infection or impaired im-

mune response following immunosuppressive thera-

py. It was mentioned that serological tests could be 

sometimes inadequate for detecting active infection 

in immunosuppressed individuals, because the anti-

body titre may not rise enough to be detected [13, 23]. 

Overall, these patients are incapable of developing 

high titres of antibodies against T. gondii. Moreover, 

anti-neoplastic drug therapy could impair specific 

anti-Toxoplasma antibody production [16, 21].

Hence, serological methods alone have low reli-

ability in both patients and healthy; it was strongly 

recommended that serologic tests should be com-

bined with other diagnostic methods like gene am-

plification for accurate clinical diagnosis of active 

toxoplasmosis. Molecular methods are efficient 

techniques that allow specific amplification of DNA. 

The real-time qPCR could be successfully used 

to T. gondii diagnosis and is capable to detect low 

concentrations of target DNA [3, 22, 32]. Besides, 

to increase the specificity and sensitivity of immu-

nological assays in immunocompromised patients, 

new antigenic targets should be designed the parasite 

to have a potential immunogenic antigen in immu-

nodiagnostic tools of toxoplasmosis in patients with 

cancer [5].

Conclusion

The study showed a relatively high seroprevalence 

of anti-T. gondii antibodies in patients with primary 

bone cancer. However, the considerable rate of posi-

tive blood samples for the presence of parasite’s DNA 

should not be ignored. A key to the effective manage-

ment of diseases in immunosuppressed individuals 

is prompt and accurate diagnosis of toxoplasmosis. 

Moreover, it seems that PCR tests may be more reli-

able than serological methods and it could be consid-

ered as a precise method for diagnosis of acute toxo-

plasmosis.
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COMPARISON OF THE PERCENTAGE 

OF NRBC/100 WBC IN EARLY ONSET SEPSIS 

AND NON-INFECTIOUS PREMATURE INFANTS

H. Boskabadia, M.H. Sadeghiana, B. Mashkania, M. Zakerihamidib

a Mashhad University of Medical Sciences, Mashhad, Iran
b Islamic Azad University, Tonekabon Branch, Tonekabon, Iran

Abstract. Introduction. In spite of significant advances in medical care, neonatal sepsis remains an important risk factor 

for neonatal morbidity and mortality. Accordingly, the present study was conducted to compare the number of nucleated 

red blood cells per 100 white blood cells (NRBC/100WBC) in neonates with early onset sepsis and non-infectious neonates. 

Materials and methods. In this cross-sectional study of 154 neonates admitted to the NICU of Ghaem Hospital in Mashhad, 

Iran within the first three days of life, during 2014 to 2018, the characteristics of 44 neonates identified early onset sepsis 

(Case group) were compared with 110 non-infectious neonates (Control group). After the confirmation of sepsis in neonates 

based on positive blood culture and laboratory results, a researcher-made questionnaire containing neonatal characteristics 

(gestational age, weight, first minute Apgar scores, fifth minute Apgar score, duration of oxygen therapy, and mechanical 

ventilation duration) and neonatal laboratory profiles (routine blood culture, WBC, NRBC/100WBC, CRP, blood glucose, 

calcium and venous blood gas) was filled in. Results. The results of this study showed that the absolute number of NRBC/mm3 

in control group was 56.07±86.65 and in case group was 592.70±1166.75 (p = 0.000). Also, the number of NRBC per 100 

white blood cells in control group was 6.54±11.18 and in case group was 31.84±40.07 (p = 0.000). The absolute number 

of NRBC/mm3 for the detection of early onset sepsis had a good sensitivity (78%) and NRBC/100WBC was suitable speci-

ficity (68.2%). Conclusion. This study indicated that NRBC/100 WBC and absolute NRBC count/mm3 can be helpful in the 

diagnosis of early onset sepsis and have an acceptable sensitivity and specificity.

Key words: early onset sepsis, nucleated red blood cells (NRBC), neonates, blood culture, infection, prematurity.

СРАВНЕНИЕ ВЕЛИЧИН ОТНОШЕНИЯ «ЯДРОСОДЕРЖАЩИЕ ЭРИТРОЦИТЫ/100 ЛЕЙКОЦИТОВ» 

(NRBC/100 WBC) У НЕДОНОШЕННЫХ НОВОРОЖДЕННЫХ С РАННИМ РАЗВИТИЕМ СЕПСИСА 

И БЕЗ ИНФЕКЦИОННОЙ ПАТОЛОГИИ

Боскабади Х.1, Садегхиан М.Х.1, Машкани Б.1, Закерихамиди М.2

1 Мешхедский университет медицинских наук, г. Мешхед, Иран
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Резюме. Введение. Несмотря на значительный прогресс в области оказания медицинской помощи, неона-

тальный сепсис остается важным фактором риска неонатальной заболеваемости и смертности. Настоящее 

исследование было проведено для сравнения величин отношения ядросодержащих эритроцитов к 100 лей-

коцитам (NRBC/100WBC) у недоношенных новорожденных с ранним началом сепсиса и без инфекционной 

патологии. Материалы и методы. В поперечное исследование было включено 154 новорожденных, поступив-
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ших в отделение интенсивной терапии больницы Гаем в Мешхеде, Иран, в течение первых трех дней жиз-

ни в период с 2014 по 2018 г. У 44 новорожденных обнаружены признаки раннего сепсиса (группа сепсиса), 

110 новорожденными не имели инфекционной патологии (контрольная группа). После подтверждения сеп-

сиса на основании положительных результатов посева крови и лабораторных исследований, проанализиро-

вали составленный нами вопросник, содержащий характеристики новорожденных (гестационный возраст, 

вес, оценка по шкале Апгар на первой минуте, оценка по шкале Апгар на пятой минуте, продолжительность 

кислородной терапии и продолжительность искусственной вентиляции легких) и неонатальные лаборатор-

ные профили (образцы пуповинной крови, общий анализ крови, абсолютное количество ядросодержащих 

эритроцитов в мм3 (NRBC/мм3), отношение количества ядросодержащих эритроцитов к 100 лейкоцитам 

(NRBC/100WBC), С-реактивный белок). Результаты исследования показали, что абсолютное количество 

NRBC в контрольной группе составляло 56,07±86,65/мм3, а в группе сепсиса — 592,70±1166,75/мм3 (p = 0,000). 

Кроме того, количество NRBC на 100 лейкоцитов в контрольной группе составляло 6,54±11,18, а в группе сеп-

сиса — 31,84±40,07 (p = 0,000). Метод определения абсолютного количества NRBC/мм3 показал хорошую чув-

ствительность (78%), а подсчет соотношения NRBC/100WBC — неплохую специфичность (68,2%) для выяв-

ления раннего начала сепсиса. Заключение. Отношение NRBC/100WBC и абсолютное количество NRBC/мм3 

могут быть полезны в диагностике сепсиса у недоношенных новорожденных и демонстрируют приемлемую 

чувствительность и специфичность.

Ключевые слова: ранний сепсис, ядросодержащие эритроциты (NRBC), новорожденные, гемокультура, инфекция, 

недоношенность.

Introduction

Neonatal sepsis is a major cause of neonatal mor-

tality. Therefore, rapid and timely identification 

of infected neonates is crucial in proper manage-

ment of these patients [6]. Sepsis and infection are 

reported as the first (80%) and fourth (25.3%) most 

common cause of neonatal deaths. Early identifica-

tion of neonatal sepsis increases the chance of neo-

nates’ recovery and reduces their complications [6]. 

In general, the diagnosis of infections in neonates 

is challenging due to non-specific symptoms as well 

as the absence of a definitive diagnostic test [4]. 

Neonatal clinical symptoms such as poor feeding, 

lethargy, bradycardia, hypothermia, hypotension, 

seizure, respiratory distress, etc. are non-specific 

for diagnosis of neonatal sepsis. Body fluids culture 

(blood and cerebrospinal fluid) is the gold standard 

for the diagnosis of neonatal infections, however, 

it takes 48–72 hours for the results to be available. 

Laboratory findings including complete blood cell 

count and laboratory and immunological tests have 

lower sensitivity and specificity than blood cul-

ture [4, 5, 6]. Nucleated red blood cells are, in fact, 

premature erythrocytes in the peripheral blood, 

leading to an increase in the peripheral blood in re-

sponse to increased erythropoietin. Erythropoietin 

is a gly coprotein hormone secreted by the kidneys, 

liver, spleen, lungs, and bone marrow in response 

to hy po xemia [8]. Many acute and chronic stimuli 

increase the number of NRBC in blood circula-

tion by increasing the activity of erythropoietin [14]. 

Dulay et al. (2008) examined the number of NRBC 

in neonates with early onset sepsis delivered at ear-

lier gestational ages (mean±SD: 27.1±2.8 weeks) and 

found that it increased, and 83.9% of cases of early 

onset sepsis were confirmed and 48.9% of suspicious 

cases significantly increased [10].

Increasing the number of NRBCs in embryonic 

circulation may be secondary to hypoxia or inflam-

mation [20]. Previous studies have shown that the in-

flammatory response associated with the release 

of cytokines, especially IL-6, can be led to an in-

crease in the production of NRBC [23]. Both fetus in-

flammatory response and stress may play a role in the 

production or release of NRBC in the peripheral cir-

culation. In addition, in pregnancies with histologic 

chorioamnionitis, host inflammatory response may 

be independent of erythropoietin resulting  in in-

creased fetal NRBC [21]. In one study, NRBC count 

in the peripheral blood smear helps with the diagnosis 

of neonatal infection and can be used in conjunction 

with other laboratory tests as a simple and convenient 

method [7].

As the number of nucleated red blood cells is one 

of the simple, available, and fast response factors, 

it can play an important role in facilitating the diag-

nosis of sepsis if it helps in early detection of the in-

fection.  Therefore, a case-control study was designed 

to evaluate the number of nucleated red blood cells 

in preterm neonates with early onset sepsis and com-

pare them with non-infected neonates.

Materials and methods

The study protocol was approved by the Ethics 

Committee of Mashhad University of Medical Sci-

ences, Mashhad, Iran. This cross-sectional study (from 

2013 to 2019) was performed on 154 neonates hos-

pitalized in the first three days after birth, in Ghaem 

Hospital, Mashhad, Iran, using convenient sampling 

method. Ghaem Hospital is a general referral hospital 

with NICU (12 beds), level 2 care (25 beds) and a ma-

ternity hospital (Level 1 care), which has about 3000 

births annually. The written informed consent was 

obtained from the parents of the neonates. Neonates 



1091

2021, Т. 11, № 6 Percent of NRBC/100 WBC and sepsis

with Apgar scores less than 7 at 5 minutes after birth, 

congenital malformations, congenital TORCH infec-

tions, hemolytic anemia, and erythroblastosis fetalis 

were excluded from the study.

All the neonates entered the NICU in the first 

day of life were examined. Clinical and laboratory 

evaluation of patients was performed based on clini-

cal examination guidelines. Data was extracted from 

neonatal medical history including gestational age, 

weight, 1 min Apgar score, fifth-minute Apgar score, 

duration of oxygen therapy and duration of mechani-

cal ventilation) and neonatal laboratory character-

istics (such as routine blood culture (Trypticase soy 

broth), WBC, NRBC/100WBC, CRP, blood glu-

cose, calcium and Venous blood gas). The blood sam-

ple with EDTA, collected for the routine tests, was 

used for complete cell count, followed by peripheral 

blood smear analysis (by Giemsa staining). The cells 

were separated and the number of nucleated red 

blood cells (NRBCs) per 100 white blood cells was 

reported. Neonates who had a positive blood culture 

were considered as the case group. Early onset sepsis 

was considered based on its onset at 0 to 3 days of age. 

The neo nates who had a negative blood culture and had 

no clinical and laboratory evidence of infection were 

considered as control group. The NRBC/100WBC 

and the number of absolute NRBC were compared 

between these two groups. SPSS version 23 was used 

to analyze the data. Statistical comparisons were 

performed by Mann–Whitney test, unpaired t-test 

and Chi-square test as required. Receiver-operating 

characteristic (ROC) curves were also constructed 

allowing the calculation of positive and negative 

predictive values. Analysis of covariance was used 

to control the variable of gestational age. A p-value 

≤ 0.05 was considered as the cutoff for significant dif-

ference between groups.

Results

A total of 286 infants were enrolled in the study; 

31 were diagnosed with significant asphyxia, 26 with 

intrauterine growth retardation, 11 with congeni-

tal anomaly or infection, 6 with hemolytic anemia, 

6 with maternal preeclampsia and 18 had maternal 

diabetes. Finally 22 neonates died in the 1st week 

and 12 with incomplete follow-up and were exclud-

ed from the study. The reported germs included: 

12 cases of Klebsiella pneumoniae (27.27%), 10 cases 

of Enterobacter (22.72%), 10 cases of Staphylococcus 

epidermidis (22.7%), 6 cases of E. coli (13.63%), 4 cas-

es of Acinetobacter (9.09%), and 2 cases of coagulase-

negative Staphylococci (4.54%).  Laboratory findings 

are summarized in Table.

The results of this study demonstrated that there 

was statistically significant difference in terms of the 

gestational age (p = 0.001) between the two groups 

(neonates who had a negative blood culture and those 

who had a positive blood culture). However, after 

adjusting for gestational age using the analysis of co-

variance, there was a statistically significant differ-

ence between the two groups in NRBC levels (p = 

0.000). There was a significant difference between 

two groups in CRP (p = 0.090), WBC (p = 0.006), 

NRBC/mm3 (p = 0.000), and NRBC/100 WBC (p = 

0.000). In other word, these variables in the neona-

tal group who had a positive blood culture were sig-

nificantly higher than those of non-infected neonates 

(Table).

The results of this study showed that the number 

of NRBC/100 WBC and absolute number of NRBC/

mm3 increased in neonates with early onset sep-

sis. In the diagnosis of neonatal sepsis, the number 

of NRBC/100 WBC greater than 5 had a sensitivity 

of 72% and the specificity of 58%, and the absolute 

NRBC count greater than 400/mm3 had sensitivity 

of 84.6% and specificity of 64% (Figure).

Discussion

Early onset sepsis microorganisms are commonly 

encountered in the genitourinary tract of mother and 

cause the infection of the amniotic f luid, placenta, 

cervical or vaginal canal. In the event of a rupture 

of the membrane or before labor begins, the infec-

tion occurs in the amniotic f luid [4, 22]. The main 

causes of neonatal sepsis in advanced countries are 

Streptococcus group B, E. coli and Listeria monocy-

togenes, and in developing countries are gram-neg-

ative bacilli, сoagulase negative Staphylococci and 

other bacteria [16]. In the present study, the most 

common causes of early onset sepsis were Klebsiella 

(25%), Enterobacter (22.7%), Staphylococcus epi-

dermidis (22.7%) and E. coli (11.35%). In a study 

conducted by Farhat et al. (2014), the most com-

mon bacteria in neonatal sepsis in blood culture 

were сoagulase negative Staphylococcus (35%), fol-

lowed by Staphylococcus aureus (24%) and Klebsiella 

(18%) [11]. In a previous sudy, the most common 

bacteria in neonatal sepsis were gram-negative bac-

teria (55%) and сoagulase negative Staphylococcus 

(34%) and other gram-positive bacteria (10%) [3]. 

In a similar another study in this center, 44% of the 

isolated microorganisms were сoagulase negative 

Staphylococcus, followed by Klebsiella pneumoniae 

(31%), E. coli (19%), and other gram-negative mi-

croorganism (6%) [18]. The difference in the preva-

lence rate of microorganisms might be due to dif-

ference in sampling as well as that we studied only 

the early onset sepsis.

In this study, the number of WBCs in the neo-

natal group who had a positive blood culture was 

higher than that of non-infected neonates. The re-

sults of Hornik et al. (2012) showed that the number 

of WBC had a low correlation with early onset sepsis. 

The specificity of the WBC less than 5000 per mm3 

and the WBC count below 1000 per mm3 to detect 

sepsis was high, but with low sensitivity [15].
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The results of the current study showed that in the 

confirmed early onset sepsis, the number of NRBC/100 

WBC was about 5 times greater than non-infected neo-

nates, and the absolute number of NRBC/mm3 was 

nearly ten times greater than non-infected neonates. 

During the first 12 hours, the number of NRBCs de-

creased by 50% and reached 20 to 30 in mm3 in the first 

48 hours. In a healthy term neonate after 3 to 4 days, 

NRBC was not normally seen in the peripheral blood. 

However, preterm neonates may have NRBC in the pe-

ripheral blood up to one week after birth [2, 9, 12]. A sim-

ilar showed that inflammatory response is associate with 

release of cytokines and the increase of NRBC [23]. 

Ranganathan reported the increase NRBC in the blood 

to be associated with an increased risk of early onset 

sepsis [19]. In a study by Dulay et al., who studied 68 

preterm neonates, NRBCs and other inflammatory fac-

tors in the diagnosis of early onset sepsis were compared 

and a direct relationship between NRBC and IL-6 was 

reported in the diagnosis of neo natal sepsis [10]. Leikin 

et al. performed a study on 359 neonates of the mothers 

with chorioamnionitis, and found that there was a sig-

nificant correlation between NRBC and pathological 

chorioamnionitis [17].

Table. Comparison of the mean neonatal variables between case and control groups

Groups
Variables

Control group
110 [71.4%]

Case group
44 [28.6%]

p value 

CRP (Mg/dl) 8.94±16.11 23.90±28.49 0.090

WBC 9.64±5.79 14.82±11.64 0.006

NRBC absolute count (mm3) 56.07±86.65 592.70±1166.75 0.000

NRBC/100 WBC 6.54±11.18 31.84±40.07 0.000

Neutrophil percentage 45.07±41.61 44.32±21.36 0.867

Lymphocyte percentage 47.51±18.27 44.18±21.13 0.113

Platelet (per mcL) 250.48±157.73 172.70±106.60 0.845

1 min Apgar score 7.03±1.72 5.93±1.81 0.541

Fifth minute Apgar score 8.00±1.32 7.53±1.06 0.566

Weight (g) 1641.04±660.03 1350.22±606.23 0.382

Duration of oxygen therapy (day) 3.35±7.14 6.68±7.99 0.052

PT 15.16±3.01 19.39±4.67 0.319

PTT 74.50±29.99 63.00±28.88 0.643

Urea (mg/dl) 48.24±32.93 67.85±28.89 0.071

BUN (mg/dl) 60.09±20.20 39.00±13.06 0.077

Cr (mg/dl) 1.05±1.52 0.70±0.23 0.340

Sodium (mg/dl) 139.76±4.15 134.32±18.85 0.052

Calcium (mg/dl)  9.07±0.99 8.55±11.36 0.073

Blood glucose(mg/dl)  78.00±11.58 92.00±14.98 0.074

Ph1 7.29±0.14 7.28±0.12 0.858

be 7.71±0.79 7.17±0.92 0.974

Hco3a 21.31±4.32 22.74±4.48 0.316

Pco2a 43.08±18.62 48.46±10.91 0.324

HCT 41.45±7.55 43.57±7.08 0.135

Gestational age (wk) 30.23±3.10 32.85±3.90 0.001

Note. The values are based on standard deviation±mean.

Figure. Comparison of the sensitivity and 

specificity of NRBC numbers in 100WBC and NRBC 

absolute count in the diagnosis of neonatal sepsis
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In the diagnosis of neonatal sepsis, NRBC/100 

WBC more than 5 had the sensitivity of 72% and 

specificity of 58%, and the absolute number of NRBC 

greater than 400 had a sensitivity of 84.6% and speci-

ficity of 64%. In a study conducted by Abhishek 

and Sanjay, number of NRBCs was increased in all 

14 neonates and had a sensitivity of 35% and a speci-

ficity of 53.48% to detect sepsis [1]. In a similar study, 

sensitivity and specificity of NRBC count more than 

10 were reported as 45% and 83% to detect infec-

tion [7]. Therefore, this simple, fast, and cost-effec-

tive test can be used to identify early onset sepsis and 

reduce the mortality and morbidity of the neonates.

One of the limitations of our study was the selection 

of the group of premature infants without infection. 

Premature infants often have different morbidities and 

it is difficult to find healthy premature neonates. Also, 

convenient sample size and thereby overlapping confi-

dence intervals were other limitations of our study.

Conclusion

In neonates with confirmed early onset sepsis, 

NRBC/100 WBC and the absolute number of NRBCs 

increased by about 5–10 times greater than non-in-

fectious neonates. The NRBC number per 100 WBC 

greater than 5 had a suitable sensitivity and the abso-

lute number of NRBC greater than 400 had high sen-

sitivity to the diagnosis of early onset sepsis.

“What This Study Adds” 

The NRBC number per 100 WBC greater than 

4 has a suitable sensitivity and the absolute number 

of NRBC greater than 400 had high sensitivity for the 

diagnosis of early onset sepsis.

“What is Already Known”

Neonatal sepsis is  a the major cause of neonatal 

mortality and rapid and timely identification of in-

fected neonates plays an important role in the treat-

ment of these patients.
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Abstract. Background. Oxygenation disturbances in sepsis patients may cause lactate levels increase which is proportional 

to the severity of the inflammation, followed by decrease in albumin levels. Combination of these two parameters is ex-

pected to be predictor of mortality in patients with sepsis. The aim of this study is to investigate the profile of lactate, 

albumin, and lactate/albumin ratio as mortality predictors in patient with sepsis. Methods. This prospective cohort study 

was conducted in the ICU of dr. Saiful Anwar Hospital, Malang, from January to May 2019. Subjects were 82 patients with 

sepsis (SOFA score > 2). Lactate and albumin levels were measured on the first day of hospitalization. Lactate levels were 

examined by colorimetric method, albumin was examined by BCG method. The instrument used was Cobas 501. Compa-

ration was carried out using the T-Test/Mann–Whitney test. Prediction of mortality risk was done using relative risk (RR) 

determination. Results. Significant difference was observed in albumin levels between sepsis patients who survived and 

who died (p = 0.045). No significant differences were observed in lactate levels and lactate/albumin ratio between sepsis 

patients who survived and who died (p = 0.211, 0.119, respectively). Relative risks were 3.034 for lactate, 3.667 for albumin, 

and 4.400 for lactate/albumin ratio. Conclusion. In patients with sepsis, albumin level is the best variable in predicting mor-

tality, followed by lactate/albumin ratio and lactate value. Further study that implements repeated measurement of lactate 

and albumin in 6 and 12 hours is required to better predict the mortality of sepsis patients.

Key words: lactate, albumin, lactate/albumin ratio, mortality, sepsis, prognosis.
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полагается, что сочетание этих двух параметров может служить предиктором смертности у пациентов 

с сепсисом. Целью данного исследования являлось изучение уровня лактата, альбумина и соотношения 

«лактат/альбумин» как предикторов смертности у пациентов с сепсисом. Методы. Настоящее проспектив-

ное когортное исследование было проведено в отделении интенсивной терапии Больницы им. д-ра Сай-

фула Анвара, Маланг, с января по май 2019 г. Испытуемые — 82 пациента с сепсисом (оценка SOFA > 2). 

Уровни лактата и альбумина измеряли в первый день госпитализации. Уровень лактата определяли коло-

риметрическим методом, уровень альбумина — методом БЦЖ на приборе Cobas 501. Сравнение проводи-

лось с использованием t-теста Стьюдента/теста Манна–Уитни. Прогнозирование риска смертности про-

изводилось с использованием определения относительного риска (ОР). Результаты. Достоверная разница 

наблюдалась в уровнях альбумина у выживших и умерших пациентов с сепсисом (p = 0,045), без значитель-

ных различий в уровнях лактата и соотношении «лактат/альбумин» у выживших и умерших пациентов 

с сепсисом (p = 0,211 и 0,119 соответственно). Относительные риски составили 3,034 для лактата, 3,667 для 

альбумина и 4,400 для соотношения «лактат/альбумин». Выводы. У пациентов с сепсисом уровень альбу-

мина является лучшим параметром для прогнозирования смертности, за ним следует соотношение «лак-

тат/альбумин» и уровень лактата. Для более точного прогнозирования смертности пациентов с сепсисом 

требуется дальнейшее исследование, в котором следует повторно провести измерение лактата и альбумина 

через 6 и 12 часов.

Ключевые слова: лактат, альбумин, соотношение «лактат/альбумин», смертность, сепсис, прогноз.

Introduction

Sepsis is a life-threatening organ dysfunction 

caused by an unregulated host response to infec-

tion [14]. Sepsis, including severe sepsis and septic 

shock, is a major health problem and one of the lead-

ing causes of death. It is estimated that sepsis occurs 

in 30 million people worldwide each year and has 

the potential to cause 6 million deaths. The mor-

tality rate due to sepsis is approximately 6% of all 

causes of death in hospital. Given the high mortal-

ity rate, it is important to determine the prognosis 

in septic patients, to determine subsequent manage-

ment [7]. Therefore, it is necessary to develop bio-

markers that can be used as predictors of mortality 

in septic patients.

Several studies have shown that lactate levels are 

a reliable parameter in predicting prognosis in sep-

tic patients [7]. Lactate levels may increase in septic 

patients through several mechanisms [4]. Low pe-

ripheral oxygenation in septic patients leads to an-

aerobic glycolysis which leads to lactate production. 

In clinical practice, lactate levels are commonly 

used to detect tissue hypoxia. However, elevated 

lactate levels seem to reflect more than just tissue 

hypoxia. Hyperlactatemia is also found in septic pa-

tients with normal tissue oxygenation who experi-

ence excessive Na+-K+-ATPase stimulation, where 

activation of Na+-K+-ATPase will cause release 

of lactate from muscle tissue [7]. Mitochondrial 

insufficiency in metabolizing pyruvate caused by 

stress can also cause an increase in lactate in sep-

tic patients [4]. However, the source, clearance and 

metabolic function of lactate in sepsis are still not 

well known [1].

Other than elevated lactate, a study by Magnussen 

et al. showed that in septic patients, there was a de-

crease in albumin [8]. Albumin is an acute phase 

protein produced in the liver [7]. Decreased albu-

min levels have been linked to various chronic con-

ditions such as liver failure, malnutrition, or entero-

pathy. However, studies in critically ill patients have 

shown that albumin levels are more of an indicator 

of inflammation reflecting the severity of inflam-

mation rather than a marker of nutritional sta-

tus [7, 8]. This supports the suggestion that albumin 

may serve as an additional parameter as predictors 

of mortality and prognosis in septic patients [7].

Both lactate and albumin are parameters that 

can independently predict mortality. The combina-

tion of the two is expected to increase the predictive 

value of mortality in septic patients. The aim of this 

study is to determine the profile of lactate, albumin, 

and lactate/albumin ratio as predictors of mortality 

in septic patients.

Materials and methods

This study was conducted in a prospective co-

hort study design. The research was conducted at 

the Intensive Care Unit (ICU) of Dr. Saiful Anwar 

General Hospital, Malang, from January to May 

2019. The subjects involved in this study were 82 pa-

tients who were treated in ICU and met the crite-

ria for sepsis (Sequential Organ Failure Assessment 

score/SOFA score > 2). Inclusion criteria in this 

study were age > 16 years, SOFA score > 2. While 

the exclusion criteria were patients who had re-

ceived albumin therapy. The study was carried out 

after obtaining approval from the ethical committee 

of the Faculty of Medicine, Universitas Brawijaya/

Dr. Saiful Anwar General Hospital, Malang.

Lactate and albumin levels were checked from se-

rum samples taken on the first day the patients were 
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admitted. Lactate levels were checked by colorimet-

ric method using Cobas 501, expressed in mmol/L. 

While albumin levels were checked by colorimetric 

method bromocresol green (BCG) using Cobas 501, 

expressed in g/dL. The ratio of lactic acid/albumin 

was calculated from the results of the examination 

of lactate levels divided by albumin levels.

Statistical analysis was carried out using IBM 

SPSS Statistics 25 software. Comparison test was 

done using the T-test/Mann–Whitney test. P level 

< 0.05 considered as significance. The prediction 

of the risk of mortality was done by determining 

Relative Risk (RR), while the cut-off value was de-

termined using previous research data.

Results

There were 82 subjects participating in this 

study, 22 (26.8%) of them were discharged and 60 

(73.2%) died. Complete lactate and albumin levels 

were only found in 58 subjects, which were then 

analyzed in this study. Of 58 subjects, 13 (22.4%) 

were discharged, and 45 (77.6%) died. All subjects 

undergone the albumin and lactate examinations 

once when admission. The characteristic of study 

subjects according to age and sex in the group of pa-

tients who were discharged and died are shown 

in the Table. Furthermore, the comparison test was 

carried out with the T-test/Mann–Whitney test, 

and the p-values were 0.025 and 0.065, respectively.

There was a significant difference in albumin 

levels between septic patients who were discharged 

and died with p levels of 0.045. There were no sig-

nificant differences in lactate levels, as well as lac-

tate/albumin ratio in septic patients who were dis-

charged and died with p values of 0.211 and 0.119, 

respectively (Table).

The cut off value determined for lactate levels, 

albumin levels and lactate/albumin ratio variables 

were 4.00 mmol/L, 2.45 g/dL and 1.32, respectively. 

With this cut off value, the RR was 3.034 for lactate 

variable, 3.667 for albumin, and 4.400 for lactate/

albumin ratio.

Discussion

The results showed that the median of lac-

tate levels in patients who died was higher than 

in patients who were discharged. Lactate lev-

els in the group of patients who died were in the 

range of 1.60–8.20 mmol/L. Of the 13 patients 

who were discharged, 9 (69.2%) had high lactate 

levels (> 2 mmol/L). In contrast, of the 45 pa-

tients who died, 6 (13.3%) had normal lactate lev-

els (< 2.0 mmol/L). These results correspond with 

the study conducted by Van Beest et al. that lactate 

level is higher in those patients who died rather than 

those who discharged [6]. These results also cor-

respond with the study conducted by Nichol et al. 

which showed that not only hyperlactatemia (> 2.0 

mmol/L), but relative hyperlactatemia and lactate 

levels in the upper normal range, were also associ-

ated with increased mortality [11, 12].

Although the mean lactate level was higher in pa-

tients who died than in patients who were discharged, 

there was no significant difference between the two 

groups. These results can be explained as follows: 

1) not every hyperlactatemia is associated with acido-

sis, which is an important contributor to poor prog-

nosis [19]. Lactic acidosis is better at predicting mor-

tality in patients with severe sepsis and septic shock, 

compared with hyperlactatemia. Acid-base status 

needs to be considered in predicting the prognosis 

of septic patients when using serum lactate levels [6]; 

2) the mechanisms that cause hyperlactatemia may 

play an important role in predicting mortality, rather 

than the hyperlactatemia itself. Lactate levels depend 

not only on lactate production but also on its clear-

ance. It is not known which mechanism is more im-

portant in the prediction of mortality [12, 19], study 

by Haas et al. demonstrated that severe hyperlac-

tatemia correlates with ICU mortality, particularly 

if lactate clearance does not occur within 12 hours 

of admission [3]; 3) comorbidities, such as renal fail-

Table. Lactate acid levels and lactate acid/albumin 

ratio in patients who survived and died

Characteristics Survived Died p value RR*

Amount 
of subjects

13 (22.4%) 45 (77.6%)

Age (year old) 45.85±16.58 56.75±14.50 0.025

Gender

Male 4 (12.9%) 27 (87.1%) 0.065

Female 9 (33.3%) 18 (66.7%)

Lactate levelsa

Median 2.80 3.30 0.211 3.034

< 4 mmol/L 11 (27.5%) 29 (72.5%)

≥ 4 mmol/L 2 (11.1%) 16 (88.9%)

Albumin levelsb

Mean±SD 3.02±0.56 2.68±0.52 0.045 3.667

Range 2.68–3.36 2.53–2.84

≥ 2.45 g/dL 11 (28.9%) 27 (71.1%)

<  2.45 g/dL 2 (10.0%) 18 (90.0%)

Lactate/albumin ratio

Mean±SD 1.01±0.59 1.35±0.70 0.119 4.400

Range 0.66–1.37 1.14–1.56

< 1.32 11 (30.6%) 25 (69.4%)

≥ 1.32 2 (9.1%) 20 (90.9%)

Note. *RR — relative risk; SD — standard deviation. a — results 
in mmol/L, b — results in g/dL.
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ure, may also have an additional role in the incidence 

of mortality [19].

However, the results of this study indicate that lac-

tate levels > 4.0 mmol/L have an RR value of 3.034 

in predicting mortality in septic patients. These 

results are consistent with the study conducted by 

Thomas-Rueddel et al. which showed that at lactate 

levels of > 4.0 mmol/L, an OR of 3.0 was obtained 

in predicting mortality 28 days after treatment 

in septic patients [18]. The study by Mikkelsen et al. 

also showed that moderate (2.0–3.9 mmol/L) and 

severe (> 4.0 mmol/L) increase in lactate levels can 

predict mortality by 2.05–3.27 times and 4.87 times 

in patients with sepsis [9]. The study by Hasegawa 

et al. showed that an increase in lactate levels can 

predict mortality within 90 days in septic patients 

with Disseminated Intravascular Coagulation (DIC) 

with an Odds Ratio (OR) of 2.31, but not in the group 

of septic patients without DIC.

Dynamic changes in lactate levels are better than 

single lactate assays in predicting outcome in criti-

cally ill patients [11]. Normalization of lactate levels 

suggests an improvement in tissue oxygenation and 

aerobic metabolism [1, 19]. The study conducted 

by Nguyen et al. showed that high lactate clearance 

in septic patients occurring within the first 6 hours, 

has been shown to be associated with a reduction 

in 60-day mortality. Lactate clearance occurred 

in 38% of the patient group who survived. Whereas 

in the group of patients who died, lactate clearance 

was only obtained by 12% [10]. However, lactate 

clearance could not be assessed in this study be-

cause serial lactate levels were not examined.

Lower mean albumin levels were found in pa-

tients who died than in patients who were discharged, 

with a significant difference between the two groups. 

This result corresponds with studies by Gupta et al. 

and Takegawa et al. which showed that the mortal-

ity in patients with sepsis, severe sepsis, septic shock 

with hypoalbuminemia was higher than without hy-

poalbuminemia [2, 16]. The study by Yin et al. also 

showed that 28-day survival rate in patients with se-

rum albumin < 2.92 g/dL was lower than in patients 

with serum albumin > 2.92 g/dL [21]. In ICU pa-

tients, serum albumin can be used as a clinical prog-

nostic predictor, although its levels may also reflect 

an acute phase response. The decrease in albumin 

levels is in line with the increase in pulmonary vas-

cular permeability, which may play a role in mortal-

ity. Decrease in albumin that occurs within 1–3 days 

has a higher mortality risk than the decrease in al-

bumin that occurs within 7–14 days [16]. In addition 

to affecting vascular permeability, patients with low 

serum albumin levels are more likely to experience 

infection from abdominal/pelvic sources, acute kid-

ney or liver damage, septic shock, and generally have 

a higher APACHE II and SOFA score [21].

The study by Qian et al. showed that the optimal 

cut off value of albumin which indicates a poor out-

come is < 2.45 g/dL, where the albumin level can 

predict both short and long term mortality in pa-

tients with septic shock [13]. The result corresponds 

with this study which showed that albumin levels 

(< 2.45 g/dL) is a good predictor of mortality with 

a RR value of 3.667.

Kendall H. investigated baseline albumin levels 

at presentation, the trends in albumin decline and 

the lowest albumin levels in relation to predictors 

of mortality in septic patients. The results showed 

that the mortality rate in septic patients with initial 

albumin levels < 2.45 g/dL was 63.4%. The mortality 

rate became 70.6% if there is a decrease in albumin 

levels. The lowest albumin level is the best predictor 

of mortality, compared to the initial albumin level 

and the decreasing trend in albumin [5]. The exami-

nation of serial albumin levels was not carried out 

in this study, so the trend of decreasing albumin and 

the lowest albumin levels cannot be evaluated.

There was a higher lactate/albumin ratio in pa-

tients who died than in patients who were discharged. 

However, there was no significant difference between 

the two groups. The optimal cutoff value of lactate/

albumin ratio in the study conducted by Shin et al. 

was 1.32 [15]. In this study, the cut-off value could 

be used as a predictor of mortality in septic patients 

with an RR of 4.400. The study by Wang et al. showed 

similar results where the lactate/albumin ratio on the 

first day of admission was higher in the multiple organ 

dysfunction syndrome (MODS) patient group (medi-

an of 2.295) compared to the group of patients with-

out MODS (median of 1.550). The lactate/albumin 

ratio can predict mortality with AUC of 0.84 [20]. 

These results also correspond with the study by Shin 

et al. and Thapa et al. which showed that lactate/

albumin ratio can predict mortality within 28 days, 

with AUC of 0.69 and 0.90 [15, 17]. Lactate/albumin 

ratio is better than lactate levels in predicting mortal-

ity in septic patients 15], according to the study.

The results of this study indicate that the lac-

tate/albumin ratio is the best predictor of mortal-

ity, followed by albumin levels and lactate lev-

els. Limitations of this study include: 1) bias from 

the variation of therapy is an uncontrollable factor. 

For example, administration of epinephrine, met-

formin, nucleoside analog, high volume hemofiltra-

tion with lactate-buffered f luid, will cause an in-

crease in lactate levels [12]; 2) comorbidity is also 

an uncontrollable factor in this study; 3) lactate 

and albumin examination was only performed once 

on the first day of admission so the normalization 

of lactate levels and the trend of decreasing albumin 

levels could not be evaluated.

In septic patients, the albumin level is the best 

predictor of mortality, followed by lactate/albumin 
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ratio and lactate level. Further study is needed with 

6 and 12 hours of lactate and albumin serial exami-

nation, so that the prediction of mortality in septic 

patients can be better.
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ЛОКАЛЬНЫЙ ИММУННЫЙ ОТВЕТ 

У ПАЦИЕНТОВ С КЛАССИЧЕСКИМ 

И НЕЯЗВЕННЫМ ТИПОМ 

ИНТЕРСТИЦИАЛЬНОГО ЦИСТИТА/СИНДРОМА 

БОЛЕЗНЕННОГО МОЧЕВОГО ПУЗЫРЯ

Р.Ф. Шолан

Республиканский лечебно-диагностический центр МЗ Азербайджанской Республики, г. Баку, Азербайджан

Резюме. На сегодняшний день выдвинуто несколько гипотез по патофизиологии интерстициального цисти-

та/синдрома болезненного мочевого пузыря (ИЦ/СБМП), однако консенсус пока не достигнут. Предпола-

гается, что цитокины участвуют в ИЦ/СБМП так же, как в воспалительных аутоиммунных заболеваниях. 

В настоящее время проводятся исследования различных биомаркеров ткани мочевого пузыря, включая туч-

ные клетки. Однако недостаточно сообщений о последовательном профиле иммунной активности. Цель ис-

следования — оценка цитокинового профиля, количества тучных и плазматических клеток и их взаимосвязи 

у пациентов с ИЦ/СБМП с язвой Гуннера и без нее. Обследовано 44 женщины с гуннеровским поражением 

ИЦ/СБМП (I группа) и 82 женщины с неязвенным типом (II группа). Пациенты проанкетированы по шкале 

симптомов тазовой боли, императивного учащенного мочеиспускания (PUF), визуальной аналоговой шка-

ле (VAS) и по индексу симптомов интерстициального цистита О’Лири–Санта (ICSI). Под общей анестезией 

выполнена цистоскопия и гидродистензия мочевого пузыря. В биоптатах стенки мочевого пузыря оценено 

количество плазмоцитов и тучных клеток, в моче — IL-1β, IL-6, IL-8, TNFα. Статистическая обработка ре-

зультатов проведена с помощью программы Statistica 6 (StatSoft, США). Рассчитаны t-критерий Стьюдента, 

коэффициент корреляции Спирмена. У пациентов с гуннеровским типом ИЦ/СБМП отмечалось несущест-

венное повышение показателей шкал и сниженные величины среднего объема, частоты мочеиспускания, 

максимального объема опорожнения. Максимальная вместимость мочевого пузыря при гидродистензии 

была меньше на 42,01% (р < 0,001). Уровень IL-8 в I группе в сравнении с величиной во II группе был выше 

в среднем на 28,57% (р = 0,434), IL-6 — на 13,46% (р = 0,638), TNFα — на 9,09% (р = 0,244) и IL-1β — на 4,13% 

(р = 0,859). Количество тучных клеток у пациентов I группы было выше, чем у пациентов II группы на 40,65% 

(р < 0,05). В I группе заметная связь выявлена между тучными клетками и плазмоцитами (r = –0,555, р > 0,05), 

между плазмоцитами и IL-6 (r = –0,639, р < 0,05). Во II группе заметная связь выявлена между тучными клет-

ками и TNFα (r = +0,562, р < 0,05). Пациенты с гуннеровским ИЦ/СБМП отличаются выраженным воспа-

лением, в индукции которого участвуют тучные клетки. Определение цитокинов в моче может обеспечить 

неинвазивное разделение ИЦ/СБМП на язвенные и неязвенные группы.

Ключевые слова: интерстициальный цистит, синдром болезненного мочевого пузыря, язва Гуннера, интерстициальный 

неязвенный цистит, воспаление, цитокины, тучные клетки, плазмоциты.
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LOCAL IMMUNE RESPONSE IN PATIENTS WITH CLASSIC AND NON-ULCER TYPE OF INTERSTITIAL 

CYSTITIS/BLADDER PAIN SYNDROME

Sholan R.F.

Republican Centre of Diagnosis and Treatment of the Health Ministry of Azerbaijan, Baku, Azerbaijan

Abstract. Several hypotheses regarding the pathophysiology of interstitial cystitis/bladder pain syndrome (IC/BPS) have 

been put forward, but no consensus has yet been reached. It is suggested that cytokines are involved in IC/BPS, as well 

as in inflammatory autoimmune diseases. Examining various biomarkers of bladder tissue, including mast cells is un-

derway. However, few reports on a consistent immune activity profile are available. The aim of the study was to assess 

the cytokine profile, counts of mast cells and plasma cells as well as their relationship in patients with IC/BPS with 

and without Hunner’s lesions. 44 women with Hunner’s lesions (group I) and 82 women with non-ulcer type (group II) 

were examined. Patients were questioned on the Pelvic Pain Symptom Scale, Urinary Frequency Scale (PUF), Visual 

Analogue Scale (VAS) and O’Leary–Santa Interstitial Cystitis Symptom Index (ICSI). Cystoscopy and hydrodistension 

of the bladder were performed under general anesthesia. In biopsies of the bladder wall, the number of plasma cells and 

mast cells was assessed, in urine — IL-1β, IL-6, IL-8, TNFα. Statistical processing of the results was carried out using 

the Statistica 6 software (StatSoft, USA). The Student’s t-test, Spearman’s correlation coefficient were calculated. In pa-

tients with Hunner's ulcer, there was an insignificant increase in the scale indices and decreased magnitude for average 

volume, urination frequency, and maximum emptying volume. The maximum bladder capacity during hydrodistension 

was lowered by 42.01% (p <0.001). The level of IL-8 in group I was higher on average by 28.57% (p = 0.434) as compared 

with that in group II, IL-6 — by 13.46% (p = 0.638), TNFα — by 9.09% (p = 0.244) and IL-1β — by 4.13% (p = 0.859). 

The number of mast cells in patients of group I vs. group II was higher by 40.65% (p < 0.05). In group I, a marked rela-

tionship was found between count of mast cells and plasma cells (r = –0.555, p > 0.05), as well as between count of plasma 

cells and IL-6 level (r = –0.639, p < 0.05). In group II, a significant connection was found between count of mast cells 

and TNFα level (r = +0.562, p < 0.05). Patients with Hunner’s IC/BPS are characterized by severe inflammation, 

wherein mast cells are involved in induction. Determination of cytokines in urine can provide a non-invasive division 

of IC/BPS into ulcerative and non-ulcerative groups.

Key words: interstitial cystitis, bladder pain syndrome, Hunner's ulcer, interstitial cystitis, inflammation, cytokines, mast cells, plasma cells.

Введение

Интерстициальный цистит/синдром болез-

ненного мочевого пузыря (ИЦ/СБМП) боль-

шинством исследователей считается результа-

том длительного воспаления данного органа [3, 

17]. Со временем наблюдается физическое по-

вреждение стенки мочевого пузыря, и вслед-

ствие хронического воспаления может возник-

нуть ее рубцевание и уплотнение.

Высказано несколько гипотез относитель-

но патофизиологии ИЦ/СБМП, но пока кон-

сенсуса достичь не удалось. Данный синдром 

отличается множеством уникальных характе-

ристик, которые при дальнейшем исследова-

нии могут быть использованы для разработки 

конкретного алгоритма лечения [2]. С другой 

стороны, развитие ИЦ/СБМП, возможно, свя-

зано с влиянием широкого спектра факторов, 

требующих более тщательного изучения [1, 4, 

10]. Диагностика синдрома представляет зна-

чительные сложности. Дисфункция уротелия, 

которая увеличивает проницаемость и снижает 

его защитную функцию, является одной из по-

тенциальных причин ИЦ/СБМП [16].

ИЦ/СБМП сопровождается симптомами 

легкой или сильной боли в мочевом пузыре и/

или в тазу, а, как известно, в развитии и поддер-

жании боли решающую роль играет иммунная 

система. Вовлечение иммунной системы может 

происходить через цитокины [12]. Экспрессия 

цитокинов предшествует инфильтрации и ад-

гезии клеток в воспаленную ткань. Врожденная 

особенность цитокинов может служить осно-

вой их значимости в качестве биомаркеров для 

фенотипической характеристики ИЦ/СБМП. 

Измерение цитокинов является удобным ме-

тодом мониторинга активности клеток, уча-

ствующих в процессе воспаления в ткани мо-

чевого пузыря [14]. Несмотря на то, что этио-

логия ИЦ/СБМП остается неясной, полагают, 

что потенциальной причиной патогенеза за-

болевания, приводящей к афферентной повы-

шенной возбудимости, является воспаление 

мочевого пузыря, которое связано с продуци-

рованием провоспалительных цитокинов [17]. 

Предполагается, что цитокины участвуют в ИЦ/

СБМП так же, как в воспалительных аутоим-

мунных заболеваниях [19].

В настоящее время проводятся исследова-

ния различных биомаркеров ткани мочевого 

пузыря, связанных с уротелиальной дисфунк-

цией, включая тучные клетки. Повышенное 

количество Т-лимфоцитов и плазматических 

клеток обнаруживается в слое уротелия и соб-

ственной пластинке мочевого пузыря при ИЦ/

СБМП по сравнению с нормальным мочевым 

пузырем [15]. Однако пока еще неясно, являет-

ся ли это повышение причиной или следствием 

ИЦ/СБМП.
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Цель настоящего исследования — оценка 

цитокинового профиля, количества тучных 

и плазматических клеток и их взаимосвязи у па-

циентов с ИЦ/СБМП с язвой Гуннера и без нее.

Материалы и методы

Пациенты. Исследование проводилось в 2016–

2018 гг. в Республиканском лечебно-диагности-

ческом центре Министерства здраво охранения 

Азербайджанской Республики. Обследовано 

126 пациентов женского пола с клинически 

диагностированным ИЦ/СБМП. Диагноз ИЦ/

СБМП поставлен с учетом критерий NIDDK 

(The National Institute of Diabetes and Digestive 

and Kidney Disease) [13]. Критерии включения: 

возраст от 20 лет и старше; наличие боли, дав-

ления, дискомфорта в нижних мочевых путях 

продолжительностью более 6 месяцев в усло-

виях отсутствия инфекции или других опреде-

ляемых причин; отсутствие (по данным цисто-

скопии) другого поражения мочевого пузыря; 

отсутствие активной инфекции мочевыводя-

щих путей, нейрогенной дисфункции мочевого 

пузыря. Критерии исключения: мочекаменная 

болезнь, выраженный пролапс тазовых орга-

нов, инфравезикальная обструкция, тяжелые 

сердечно-легочные заболевания; острая ин-

фекция мочевыводящих путей, коагулопатия, 

опухоли органов таза, внутрипузырное лечение 

ИЦ в течение последних месяцев, беременность 

и грудное вскармливание.

Пациенты были разделены на 2 группы: 

I группа — 44 женщины с гуннеровским пора-

жением ИЦ/СБМП; II группа — 82 женщины 

с неязвенным типом ИЦ/СБМП.

Женщины были ознакомлены с целью иссле-

дования и дали письменное согласие на участие. 

При проведении исследования соблюдались 

этические принципы Хельсинкской декларации 

Всемирной медицинской ассоциации [24].

Методы. Всем пациентам проведено ком-

плексное обследование, включающее общеуро-

логические диагностические методы. Наряду 

со сбором данных анамнеза, жалоб, женщин 

проанкетировали по шкале симптомов тазовой 

боли, императивного учащенного мочеиспуска-

ния (PUF — Pelvic pain and urgency/frequency), 

визуальной аналоговой шкале (VAS — visual 

analogue scale) и по индексу симптомов интер-

стициального цистита О’Лири–Санта (ICSI — 

O’Leary–Sant Interstitial Cystitis Symptom 

Index) [9]. Цистоскопию и гидродистензию 

мочевого пузыря выполняли всем пациентам 

под общей анестезией (внутривенный наркоз). 

Цистоскопию проводили с использованием эн-

доскопов фирмы Olympus (Япония) с оптикой 

30° и 70° в условиях эндоскопической опера-

ционной. Оценка количества плазматических 

и тучных клеток была проведена в биоптатах 

стенки мочевого пузыря, взятых при цистоско-

пии, для чего на заключительном этапе выпол-

нена глубокая биопсия стенки мочевого пузыря 

до мышечного слоя под кратковременным вну-

тривенным наркозом. Образцы фиксировали 

в 10% буфере нейтрального раствора формали-

на. Затем выполнялась проводка в спиртовых 

растворах в концентрациях 75, 85, 95 и 99,9%. 

Впоследствии образцы содержались в растворе 

ксилола и заключались в парафиновые блоки, 

из которых готовили серийные срезы толщиной 

3–5 микрон и окрашивали гематоксилин-эози-

ном и по методу Май–Грюнвальда–Гимзы для 

выявления тучных клеток. Просмотр микро-

препаратов выполняли посредством светового 

микроскопа Olympus Bx 50 (Япония) и систе-

мы камер Olympus PM10SP (Япония). В каждом 

из 10 участков образца подсчитывали плазмати-

ческие и тучные клетки по следующему прин-

ципу: отсутствие экстраваскулярных лейкоци-

тов и тучных клеток — 0 баллов; число тучных 

клеток и плазмоцитов менее 20 — 1 балл; 20–

45 клеток — 2 балла; более 45 клеток — 3 бал-

ла. Баллы всех 10 срезов суммировали, делили 

на 30 (максимально возможный балл) и умно-

жали на 100. Количество плазмоцитов и тучных 

клеток подсчитывали при увеличении микро-

скопа ×200 [7, 8].

Концентрацию интерлейкинов — IL-1β, IL-6, 

IL-8, фактора некроза опухоли-α (TNFα) опре-

деляли в утренней моче, для чего использо-

вали основанные на твердофазном варианте 

иммуноферментного анализа (ИФА) соответ-

ствующие тест-системы фирмы «Вектор-Бест» 

(Россия).

Статистический анализ. Статистическая 

обработка полученных результатов была про-

ведена с помощью программного обеспечения 

Statistica 6 (StatSoft, США). Показатели выраже-

ны в виде среднего значения ± стандартное от-

клонение (SD), а также в процентах. Для срав-

нения средних значений двух групп применен 

t-критерий Стьюдента. Коэффициент корреля-

ции рассчитан по Спирмену. При р < 0,05 стати-

стические оценки считали значимыми.

Результаты

Клиническая характеристика пациентов об-

следованных групп представлена в табл. 1.

Как видно из табл. 1, пациенты I группы 

были незначительно старше пациентов II груп-

пы, также у них отмечались повышенные пока-

затели шкал и сниженные величины среднего 

объема, частоты мочеиспускания, максималь-

ного объема опорожнения, но различия не но-

сили статистически значимый характер. В то же 

время максимальная вместимость мочевого пу-
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зыря при гидродистензии у пациентов I группы 

была меньше, чем во II группе на 42,01% (р < 

0,001, t-крит. — 3,32).

Статистическая оценка данных по определе-

нию концентрации цитокинов в моче, а также 

плазмоцитов и тучных клеток в биоптатах стен-

ки мочевого пузыря у пациентов с ИЦ/СБМП 

приведена в табл. 2.

Содержание цитокинов в моче и количе-

ство плазмоцитов в стенке мочевого пузыря 

у пациентов I группы в сравнении с пациен-

тами II группы в среднем было выше, но ста-

тистически значимо не различалось. Уровень 

IL-8 в I группе, в сравнении с величиной во II 

группе, был выше в среднем на 28,57% (р = 

0,434; t-крит. —0,78), IL-6 — на 13,46% (р = 0,638; 

t-крит. —0,47), TNFα — на 9,09% (р = 0,244; 

t-крит. —1,17) и IL-1β — на 4,13% (р = 0,859; 

t-крит. —0,18).

Количество тучных клеток у пациентов 

I группы на 40,65% превышало их содержание 

у пациентов II группы (р < 0,05, t-крит. —3,07).

Проведенный анализ корреляционной свя-

зи между исследованными показателями вы-

явил наличие разных по силе и направленности 

взаи мосвязей (табл. 3).

Таблица 1. Клиническая характеристика пациентов с ИЦ/СБМП

Table 1. Characteristics of patients with IC/BPS

Показатель

Index

I группа

I group
(n = 44)

II группа

II group
(n = 82)

р
t-критерий

t-test

Средний возраст, лет

Average age, years
58,67±9,93

[33–76]
41,47±12,71

[21–65]
0,288 1,07

Средняя сумма баллов по шкале, баллы
Average score on the scale, points

  PUF
20,4±5,11
[15–32]

16,2±3,03
[13–19]

0,481 0,71

  VAS
6,5±1,8
[1–10]

6,1±2,0
[0–10]

0,882 0,15

  ISCI
14,1±2,02
[10–20]

12,5±3,11
[4–20]

0,667 0,43

Средний объем мочеиспускания, мл

Average urination volume, ml
115,8±32,1
[50–230]

134,4±46,42
[40–420]

0,742 0,33

Частота мочеиспусканий, дни

Frequency of urination, days
16,2±1,43

[7–30]
14,1±3,57

[5–40]
0,586 0,55

Максимальный объем опорожнения, мл

Maximum emptying volume, ml
171,3±38,13

[50–320]
238,5±43,11

[50–540]
0,245 1,17

Максимальная вместимость мочевого пузыря 
при гидродистензии, мл

Maximum bladder capacity with hydrodistortion, ml

500,4±59,22
[200–800]

710,6±22,3
[350–1100]

0,001 3,32

Таблица 2. Концентрация цитокинов в моче и количество плазмоцитов и тучных клеток в биоптатах 

стенки мочевого пузыря

Table 2. Concentration of cytokines in urine and the number of plasma cells and mast cells in biopsies of the bladder wall

Показатель

Index

I группа

I group
(n = 44)

II группа

II group
(n = 82)

р
t-критерий

t-test

IL-1β, пг/мл

IL-1β, pg/ml
92,1±10,86
[84,8–97,7]

88,3±18,44
[80,1–94,5]

0,859 0,18

IL-6, пг/мл

IL-6, pg/ml
81,0±6,05

[72,3–88,5]
70,1±8,16

[69,2–80,4]
0,638 0,47

IL-8, пг/мл

IL-8, pg/ml
4,2±1,02

[2,54–6,0]
3,0±1,14
[1,8–5,2]

0,434 0,78

TNFα, пг/мл

TNFα, pg/ml
78,1±5,15

[71,8–82,5]
71,0±3,21

[64,3–77,8]
0,244 1,17

Тучные клетки, абс.

Mast cells, abs.
114,8±14,8
[35–237]

68,1±3,44
[0–168]

0,003 3,07

Плазмоциты, абс.

Plasmocytes, abs.
68,7±16,04

[0–221]
56,4±16,72

[0–221]
0,596 0,53
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В I группе критическое значение критерия 

Спирмена составило 0,648. Заметная обрат-

ная связь выявлена между тучными клетками 

и плазмоцитами (r = –0,555, р > 0,05) и между 

плазмоцитами и IL-6 (r = –0,639, р < 0,05), а меж-

ду тучными клетками и IL-6 выявлена умерен-

ная прямая статистически незначимая связь 

(r = +0,391, р > 0,05). Во II группе критичес кое 

значение критерия Спирмена составило 0,415. 

Заметная прямая статистически значимая связь 

выявлена между тучными клетками и TNFα 

(r = +0,562, р < 0,05), связи между остальными 

переменными были слабыми и статистически 

незначимыми.

Обсуждение

Известно, что экспрессия цитокинов у паци-

ентов с ИЦ/СБМП по сравнению с пациентами 

без этой патологии приводит к дисбалансу ци-

токинов [11, 14]. Цитокины являются ключевы-

ми медиаторами иммунных ответов, которые 

позволяют приводить в действие, активиро-

вать и дифференцировать различные иммун-

ные клетки. Мы предположили, что у пациен-

тов с гуннеровским классическим типом ИЦ/

СБМП локальная активность цитокинов выше, 

чем у пациентов с негуннеровским типом.

Сравнительный анализ концентрации цито-

кинов в моче, количества тучных клеток и плаз-

моцитов в подслизистой оболочке мочевого пузы-

ря показал, что перечисленные показатели выше 

у пациентов с гуннеровским поражением ИЦ/

СБМП, что указывает на тяжесть воспаления.

Сравнительно выраженное увеличение кон-

центрации IL-8 и IL-6 в моче у пациентов с гун-

неровским ИЦ/СБМП указывает на локальный 

иммунный ответ. Полученные результаты со-

поставимы с данными других исследовате-

лей [11, 14, 18, 22]. По данным Argade S. и со-

авт. [6], уровни IL-8 (CXCL-8) в моче позволяли 

различать язвенный и неязвенный ИЦ/СБМП.

Статистически значимо большее количество 

тучных клеток отмечалось у пациентов с ИЦ/

СБМП типа 3С, что сопоставимо с данными 

ряда авторов [12, 15, 20]. По данным литерату-

ры [20], содержание тучных клеток более после-

довательно увеличивается при классическом 

типе 3С, а при неязвенном типе результаты ана-

лиза тучных клеток мочевого пузыря показыва-

ют большие стандартные отклонения.

Тучные клетки относятся к многофункцио-

нальным иммунным клеткам, которые раз-

виваются из определенного предшественника 

костного мозга, перемещаются в периваскуляр-

ные пространства тканей и приобретают раз-

личные характеристики в зависимости от ус-

ловий микросреды [21, 23]. Исходя из того, что 

у обследованных нами пациентов c гуннеров-

скими поражениями количество тучных клеток 

было 40,65% и выше, можно предположить, что 

они способны повреждать слизистую оболочку 

мочевого пузыря и привлекать IL-1β, IL-6, IL-8, 

TNFα, которые, воздействуя на иммунокомпе-

тентные клетки, способствуют развитию вос-

паления. Таким образом, не исключается уча-

стие тучных клеток в патогенезе гуннеровского 

ИЦ/СБМП. Этот факт подтверждают сообще-

ния о количестве тучных клеток и их актива-

ции в слизистой оболочке мочевого пузыря [12, 

15, 20]. Нужно отметить, что известные этиоло-

гические теории ИЦ/СБМП наряду с другими 

включают активацию тучных клеток [12].

В группе с неязвенным типом ИЦ/СБМП 

установлена слабая корреляция тучных кле-

ток с IL-1β (r = +0,034, p > 0,05) и другими ци-

токинами; наряду с этим выявлялась заметная 

корреляция тучных клеток с TNFα (r = +0,562, 

p < 0,05). Однако с усилением воспалительного 

процесса связи изменялись. В группе с класси-

ческим типом тучные клетки коррелировали 

с провоспалительными цитокинами (IL-6, IL-8, 

TNFα) прямой слабой связью и крайне слабой 

связью с IL-1β (r = –0,009, p > 0,05).

Полученные нами результаты свидетель-

ствуют о почти одинаковом количестве плазмо-

цитов в обеих группах исследования. Известно, 

что плазматические клетки — это дифференци-

рованные клетки, они обладают способностью 

секретировать антитела и отвечают за опосре-

дованный антителами иммунитет [5, 12]. В ли-

тературе сообщается, что повышенное коли-

чество плазмоцитов встречается у значитель-

ной части пациентов с этим заболеванием [12]. 

Плазмоциты в обеих группах исследования 

коррелировали с провоспалительными цито-

Таблица 3. Корреляционные связи между 

переменными

Table 3. Correlation relationships between variables

Показатель

Index

I группа

I group
(n = 44)

II группа

II group
(n = 82)

r p R p

Тучные клетки/IL-1β
Mast cells/IL-1β 

–0,009 > 0,05 0,034 > 0,05

IL-6 +0,391 > 0,05 –0,110 > 0,05
IL-8 +0,291 > 0,05 0,088 > 0,05

TNFα +0,082 > 0,05 0,562 < 0,05
Плазмоциты

Plasmocytes
–0,555 > 0,05 –0,082 > 0,05

Плазмоциты/IL-1

Plasmocytes/IL-1
+0,082 > 0,05 0,151 > 0,05

IL-6 –0,639 < 0,05 0,290 > 0,05
IL-8 +0,070 > 0,05 0,107 > 0,05

TNFα +0,082 > 0,05 –0,074 > 0,05
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кинами слабой связью. Однако в группе с клас-

сическим типом выявлялась заметная отрица-

тельная корреляция с IL-6 (r  = –0,639, p < 0,05), 

хотя в группе с неязвенным типом они корре-

лировали между собой слабой положительной 

связью (r  = +0,290, p > 0,05).

Согласно полученным результатам у паци-

ентов с классическим ИЦ/СБМП имело место 

повышение уровня цитокинов и количества 

тучных клеток по сравнению с пациентами 

с негуннеровским типом. Обычно предполага-

ется, что белки-биомаркеры, обнаруживаемые 

в моче, отражают подлинную биохимию очага 

заболевания, с которым они остаются в тесном 

контакте. Полагаем, что определение цитоки-

нов в моче может обеспечить неинвазивное раз-

деление ИЦ/СБМП на язвенные и неязвенные.

Таким образом, определение цитокинов 

в моче немаловажно для клинико-патологичес-

кой характеристики типов ИЦ/СБМП. У паци-

ентов с гуннеровским ИЦ/СБМП имеет место 

выраженное воспаление по сравнению с паци-

ентами с неязвенным типом из-за повышенного 

количества тучных клеток, цитокинов. Тучные 

клетки участвуют в индукции воспалительного 

процесса, возможно, посредством высвобожде-

ния медиаторов. Выявление повышенных уров-

ней провоспалительных цитокинов, участвую-

щих в воспалении при ИЦ/СБМП и в восста-

новлении тканей, может способствовать диа-

гностике этого синдрома.
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МЕТАГЕНОМНЫЙ АНАЛИЗ 

ДЛЯ ИДЕНТИФИКАЦИИ ВОЗБУДИТЕЛЕЙ 

НЕТИПИЧНЫХ ИНФЕКЦИЙ УРОГЕНИТАЛЬНОГО 

ТРАКТА

Д.С. Кутилин

ФГБУ Национальный медицинский исследовательский центр онкологии МЗ РФ, г. Ростов-на-Дону, Россия

Резюме. Актуальность. Исследования последних десятилетий показали, что классические методы микробио-

логии позволяют выявлять лишь незначительную, поддающуюся культивированию, часть микроорганиз-

мов. Одним из современных подходов, позволяющих выявлять широкий спектр бактерий и архей, являет-

ся разновидность метагеномного анализа, выполняемая путем высокопроизводительного секвенирования 

биб лиотек фрагментов рибосомальных оперонов. Цель данного исследования — метагеномный анализ об-

разцов из урогенитального тракта пациентов с хроническим воспалительным процессом для идентифика-

ции патогенов, не выявляемых другими методами. Методы. Таксономический анализ бактериального со-

общества проводили путем высокопроизводительного секвенирования гипервариабельной области V3–V4 

гена 16S рРНК на платформе Illumina HiSeq 3000. Результаты. Проведенное исследование позволило выявить 

таксономическое многообразие микроорганизмов в образцах из урогенитального тракта (выявлено от 197 

до 794 различных микроорганизмов, относящихся к домену Bacteria), а также установить дифференциаль-

ные различия, касающиеся представителей родов Megasphaera, Prevotella, Veillonella, Pedobacter, Mobiluncus, 

Phormidium, Sphingobacterium, Temperatibacter, Oxobacter, Georgenia, Actinobaculum, Varibaculum, Mycobacterium, 

Rhodococcus, Sediminihabitans, Actinobacter, Actinoplanes, Spirochaeta, Enhydrobacter, Thermacetogenium, Bdellovibrio, 

Oleibacter, Porphyromonas, Klebsiella, Lachnoclostridium, Caulobacter, Xanthomonas, Novispirillum, Marvinbryantia, Afipia, 

Shinella, Tepidimonas, Faecalibacterium, Paludibacterium, Aerococcus,  Campylobacter, Pasteurella, Rumen, Psychrobacter, 

Haemophilus, Brevibacillus, Sporosarcina, Yaniella и Lactobacillus из образцов, полученных от больных с хроничес-

кими воспалительными процессами и от условно здоровых индивидуумов. Заключение. Были обнаружены 

дифференциальные различия в составе микробиома образцов от больных с хроническими воспалительными 

процессами и условно здоровых индивидуумов, касающиеся представителей 44 родов, в том числе Megasphaera, 

Prevotella, Veillonella, Pedobacter, Mobiluncus, Phormidium и Lactobacillus. Наблюдаемые воспалительные процессы 

в урогенитальном тракте пациентов могут быть ассоциированы с дисбалансом микрофлоры — снижением 

типичных представителей родов Staphylococcus, Streptococcus и Lactobacillus и увеличением численности пред-

ставителей родов Klebsiella и Citrobacter.

Ключевые слова: урогенитальный тракт, инфекции, хроническое воспаление, высокопроизводительное секвенирование, 

16S рРНК, дискриминантный анализ.
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METAGENOMIC ANALYSIS TO IDENTIFY THE CAUSATIVE AGENTS OF ATYPICAL UROGENITAL 

TRACT INFECTIONS

Kutilin D.S.

National Medical Research Oncology Center, Rostov-on-Don, Russian Federation

Abstract. Background. Research in recent decades has shown that classical microbiological methods can only detect 

a small, cultivable portion of microorganisms. One of the modern approaches to detect a wide range of bacteria and 

archaea is presented as a type of metagenomic analysis performed by high-throughput sequencing of ribosomal operon 

fragment libraries. Objective is to conduct metagenomic analysis of samples from the urogenital tract of patients with 

chronic inflammation to identify pathogens not detected by other methods. Methods. Taxonomic analysis of the bacte-

rial community was performed by high-throughput sequencing of the V3–V4 hypervariable region of the 16S rRNA gene 

by using the Illumina HiSeq 3000 platform. Results. The study allowed to identify the taxonomic diversity of microor-

ganisms in samples from the urogenital tract (from 197 to 794 different microorganisms belonging to the Bacteria were 

identified), as well as to establish differential differences concerning members of the genera Megasphaera, Prevotella, Veil-

lonella, Pedobacter, Mobiluncus, Phobormidium, Sphing Temperatibacter, Oxobacter, Georgenia, Actinobaculum, Varibaculum, 

Mycobacterium, Rhodococcus, Sediminihabitans, Actinobacter, Actinoplanes, Spirochaeta, Enhydrobacter, Thermacetogenium, 

Bdellovibrio, Oleibacter, Porphyromonas, Klebsiella, Lachnoclostridium, Caulobacter, Xanthomonas, Novispirillum, Marvin-

bryantia, Afipia, Shinella, Tepidimonas, Faecalibacterium, Paludibacterium, Aerococcus, Campylobacter, Pasteurella, Rumen, 

Psychrobacter, Haemophilus, Brevibacillus, Sporosarcina, Yaniella and Lactobacillus between samples from patients with 

chronic inflammation and apparently healthy individuals. Conclusion. Differential differences were found in the com-

position of the microbiome from the samples of patients with chronic inflammation and apparently healthy individuals, 

concerning members of 44 genera, including Megasphaera, Prevotella, Veillonella, Pedobacter, Mobiluncus, Phormidium 

and Lactobacillus. The inflammatory processes observed in the patient urogenital tract can be associated with imbalanced 

microflora such as decreased level of typical members of the genera Staphylococcus, Streptococcus and Lactobacillus, but 

increased number of members from of the genera Klebsiella and Citrobacter.

Key words: urogenital tract, infections, chronic inflammation, high-throughput sequencing, 16S rRNA, discriminant analysis.

Введение

Инфекции мочевыводящих путей (ИМП) 

относятся к наиболее частым инфекционным 

заболеваниям и включают инфекции нижних 

(инфекции урогенитального тракта, цистит 

и простатит) и верхних мочевыводящих пу-

тей [14]. Урогенитальные инфекции — группа 

заболеваний органов мочеполовой системы, ха-

рактеризующихся воспалительным процессом 

и повреждением тканей [14]. Возбудителями 

таких болезней являются патогенные микро-

организмы, проникающие в органы при не-

защищенном половом контакте, бытовом за-

ражении, медицинских процедурах и наруше-

нии работы иммунной системы. В литературе 

представлено множество сведений о влиянии 

подобных инфекций на развитие злокачеств-

енных опухолей мочеполовой системы (на-

пример, мочевого пузыря) [14]. Воспаление 

является основным фактором развития рака, 

но взаи мосвязь между ИМП и развитием зло-

качественных новообразований исследована 

мало [4].

Инфекции мочевыводящих путей чаще все-

го вызывают воспаление мочевого пузыря (ци-

стит) или уретры (уретрит). Хронические вос-

палительные процессы в мочеиспускательном 

канале, в том числе в передней уретре, являют-

ся основной причиной простатитов и сниже-

ния фертильности. Некоторые авторы считают, 

что именно уретра чаще всего является вход-

ными воротами для поступления инфекции 

в предстательную железу [3]. Инфекции, про-

никающие из уретры в репродуктивные орга-

ны мужчин, приводят также к эпидидимиту 

(воспалению придатка яичка) и орхиту (вос-

палению яичка) [22]. Одним из вариантов вос-

палительных заболеваний уретры может быть 

так называемый негонококковый уретрит, ха-

рактеризующийся уретральными симптомами, 

включая дизурию и зуд, выделения из уретры, 

повышение количества полиморфно-ядерных 

лейкоцитов в уретре. Наиболее частой причи-

ной являются Chlamydia trachomatis, Mycoplasma 

genitalium, Trichomonas vaginalis и Haemophilus 

influenza, однако в ряде случаев возбудитель 

остается неустановленным. К осложнениям не-

гонококкового уретрита относят эпидидимит, 

стриктуры уретры, простатит и реактивный 

артрит, а к отдаленным последствиям — рак 

уретры [27]. Поэтому точный диагноз и раннее 

лечение имеют решающее значение из-за риска 

долгосрочных последствий, включая хроничес-

кое заболевание [15].

В настоящее время диагноз ИМП в первую 

очередь основан на наличии симптомов в соче-

тании с результатами быстрого диагностичес-

кого теста (нитритные тест-полоски) на на-

личие бактерий в моче и полуколичественно-

го измерения лейкоцитов в моче. Хотя посев 

мочи остается золотым стандартом диагнос-
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тики ИМП, он требует много времени и по-

зволяет выявлять лишь незначительную часть 

микроорганизмов, поддающихся культивиро-

ванию [20].

Исследованиями установлено, что во многих 

биологических средах присутствуют большие 

группы микроорганизмов, которые нельзя вы-

растить в лабораторной культуре. Изучение по-

следовательностей 16S рРНК, которые довольно 

коротки, часто консервативны в пределах одного 

вида и, как правило, различаются от вида к виду, 

показало, что всего лишь 1% видов, обнаружи-

ваемых в образце, принадлежит к числу куль-

тивируемых. Одним из современных подходов, 

позволяющих выявить намного более широкий 

спектр бактерий и архей, является разновидность 

метагеномного анализа (раздела молекулярной 

биологии, в котором изучается генетический 

материал всех микроорганизмов, находящихся 

в образце), выполняемая путем высокопроизво-

дительного секвенирования биб лиотек фрагмен-

тов рибосомальных оперонов [21, 26].

В практике онкоурологов распространены 

случаи, когда развитие патологии ассоцииро-

вано с хроническим инфекционным процессом 

в анамнезе [4]. При этом очень часто возбуди-

тель инфекции не установлен [21], однако дан-

ные из истории болезни пациентов (общий ана-

лиз крови (ОАК), общий анализ мочи (ОАМ), 

биохимия крови, УЗИ, КТ) свидетельствуют 

об инфекционном процессе.

Исходя из вышеизложенного, целью данной 

работы стал метагеномный анализ образцов 

из урогенитального тракта пациентов с хрони-

ческим воспалительным процессом для иден-

тификации патогенов, не выявляемых другими 

методами.

Материалы и методы

Пациенты и клиническая картина. Среди па-

циентов, обратившихся для профилактичес кого 

осмотра по поводу онкопатологии предстатель-

ной железы в 2018 г., было выбрано 3 интерес-

ных клинических случая. В ходе проведенных 

диагностических мероприятий (ОАК, ОАМ, 

онкомаркеры, УЗИ, МРТ) у этих пациентов 

онкопатологии обнаружено не было, выявлена 

доброкачественная гиперплазия предстатель-

ной железы. Пациенты предъявляли жалобы 

на жжение и дискомфорт в области наружного 

отверстия мочеиспускательного канала, хро-

нические боли в области мошонки и учащен-

ное мочеиспускание. С этими симптомами все 

3 пациента наблюдались у уролога по месту жи-

тельства в течение нескольких лет. Из истории 

болезни были извлечены следующие сведения: 

у всех пациентов на момент первичного обраще-

ния к урологу был повышен уровень лейкоцитов 

в моче (> 20 в поле зрения), был проведен ПЦР-

скрининг на ИППП (патогенные микроорга-

низмы не выявлены), всем пациентам дважды 

было выполнено МРТ малого таза и мошонки, 

УЗИ простаты, мочевого пузыря и мошонки 

(у всех выявлены множественные микрокисты 

и кальцинаты [рис. 1]), выполнены классические 

микробиологические исследования (микроско-

пирование и бакпосев: выявлены Staphylococcus 

epidermidis и Corynebacterium spp. в клинически 

незначимом количестве менее 103 КОЕ/мл, вы-

явлен E. faecalis 105–108). На основании данных 

бакпосева и чувствительности E. faecalis к анти-

биотикам урологом была назначена антибакте-

риальная терапия (Амоксиклав). Проведенная 

антибактериальная терапия не оказала влияние 

на общую симптоматику, самочувствие пациен-

тов не улучшилось.

Результаты ОАМ и ОАК свидетельствова-

ли о текущем воспалении. В ОАМ (с микро-

скопией осадка) удельный вес был повышен 

в образцах всех пациентов (1,037–1,039), так же 

как и количество лейкоцитов (15–25 клеток 

в поле зрения), во всех образцах обнаружена 

слизь. Микроскопическое исследование мазков 

и осадка мочи выявило наличие кокков у всех 

пациентов, а также отсутствие спор или мице-

лия грибов. Образцы мочи и урогенитальных 

мазков были направлены на повторный бакпо-

сев и ПЦР-анализ инфекций.

Для исследования микрофлоры урогени-

тального тракта брали соскобы, используя уни-

версальный зонд ЗГУ ЦМ. Для исключения 

искажений результатов определения состава 

микрофлоры урогенитального тракта мужчин 

из-за присутствия транзиторной микрофлоры 

в течение 3 дней перед взятием биоматериала 

рекомендовали пациентам и условно здоро-

вым индивидуумам воздержаться от половых 

контактов. Перед взятием биоматериала реко-

мендовали воздержаться от мочеиспускания 

в течение 2 ч. Непосредственно перед взятием 

биоматериала наружное отверстие уретры об-

рабатывали стерильным тампоном, смочен-

ным стерильным физиологическим раствором. 

Взятие урогенитальных соскобов проводилось 

в стерильные пластиковые пробирки объ-

емом 1,5 мл с транспортной средой для ПЦР-

исследований. Уретральный зонд вводился 

в уретру на глубину 2–3 см, затем осторожны-

ми вращательными движениями извлекался 

из нее.

В бакпосеве мочи и мазках обнаружено сле-

дующее: пациент 1 — S. lentus 104, E. faecalis 101, 

S. epidermidis 107, Corynebacterium spp. 105 КОЕ/

мл; пациент 2 — E. faecalis 102, S. epidermidis 107, 

Corynebacterium spp. 105 КОЕ/мл); пациент 3 — 

S. hominis 108, E. faecalis 103, Corynebacterium spp. 

105 КОЕ/мл. Методом ПЦР патогенных бакте-
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Рисунок 1. Магнитно-резонансная томография (МРТ) малого таза и мошонки пациентов 1, 2 и 3

Figure 1. Magnetic resonance imaging (MRI) of the pelvis and scrotum in patients 1, 2 and 3
Примечания. Слева — через две недели после начала заболевания, справа — через 37 дней после начала заболевания 
(отчетливо видны включения белого цвета — кальцинаты [патологические скопления солей кальция]).
Notes. Left — two weeks after the onset of the disease, right — 37 days after the onset of the disease (white inclusions are clearly 
visible depicting calcifications [pathological accumulations of calcium salts]).

рий (Mycoplasma genitalium, Trichomonas vaginalis, 

Neisseria gonorrhoeae, Chlamydia trachomatis, Urea-

plasma urealyticum, Ureaplasma parvum, Mycoplas-

ma hominis) и грибов (Candida spp. (C. kru sei, 

C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. famata, 

C. guilliermondii), Cryptococcus spp.) выявлено 

не было, во всех образцах были обнаружены 

Corynebacterium spp. и группа Megasphaera spp./

Veillonella spp./Dialister spp. на уровне ниже 

порогового (клинически не значимо) (тест 

«Андрофлор» [ДНК-Технология, Россия]). 

Также проведено комплексное исследование 

методом ПЦР в реальном времени на нали-

чие вирусных инфекций HTLV (1 и 2 типов), 

Adenovirus spp., вирусов герпеса (HHV-1, -2, 

-4 (ВЭБ), -5 (ЦМВ), -6 и -8), определение ДНК 

ВПЧ (вируса папилломы человека) высокого 

онкогенного риска (тип 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 

51, 52, 56, 58, 59, 66, 68) и Pegivirus A (GBV-C). 

Результаты отрицательные — ни у одного из 

трех пациентов не была обнаружена ДНК/РНК 

вирусов.

Контрольную группу составили двое услов-

но здоровых мужчины, у которых были взяты 

соответствующие мазки и анализы (в ОАМ лей-

коцитов < 5, специфические жалобы в анамнезе 

отсутствуют, результаты теста «Андрофлор» со-

поставимы с результатами пациентов).

Возраст пациентов на момент взятия биома-

териала: пациент № 1 — 33 года, пациент № 2 — 

41 год и пациент № 3 — 35 лет. Возраст услов-

но здоровых мужчины составлял 32 и 34 года. 

У пациентов и у лиц контрольной группы дан-

ные о наличии в анамнезе сахарного диабета 

отсутствовали.

Подготовка библиотек и секвенирование. 

Для выделения ДНК из образцов был исполь-

зован набор реактивов «ДНК-сорб-B» (ФБУН 

ЦНИИ эпидемиологии Роспотребнадзора) со-

гласно инструкции производителя. Концен-

трацию геномной ДНК измеряли при помощи 

набора Quant-iT dsDNA HS Assay Kit на приборе 

Qubit Fluorimeter (Invitrogen, США). Качество 

ДНК определяли электрофорезом в 0,8% агароз-

ном геле. Таксономический состав бактериаль-

ного сообщества устанавливали на основании 

анализа ампликонных библио тек фрагментов 

рибосомальных оперонов. Таксономический 

анализ бактериального сообщества прово-

дили с универсальными праймерами 319F 

(5′-ACTCCTACGGGAGGCAGCAG-3′)/806R 

(5′-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3′) на гипер-

вариабельную область V3–V4 гена 16S рРНК, 

специфичными для широкого круга микроорга-

низмов, включая бактерии и археи [6, 10, 12]. Все 

праймеры имели служебные последовательно-

сти, содержащие линкеры (необходимые для сек-

венирования по технологии Illumina), и особую 

последовательность (индекс), так называемый 

спейсер гетерогенности (heterogeneity spacers) 

длиной 12 п.н. [16]. Амплификация фрагментов 

гена 16S рРНК была проведена с помощью ПЦР 

с использованием олигонуклеотидных прайме-

ров, представленных в табл. 1.

ПЦР была проведена в 15 мкл реакционной 

смеси, содержащей 0,5 ед. активности полиме-

разы Q5® High-Fidelity DNA Polymerase (NEB, 

США), по 5 пкМ прямого и обратного прай-

меров, 10 нг ДНК-матрицы и 0,2 мМ каждого 

dNTP (LifeTechnologies, США). Смесь денату-

рировали при 94°С 1 мин, после чего следовало 

35 циклов: 94°С — 30 с, 50°С — 30 с, 72°С — 30 с, 

далее финальная элонгация при 72°С 3 мин. 

Электрофорез продуктов амплификации про-

водили в 1,5% агарозном геле. Фрагменты 

были элюированны из геля с использовани-

ем QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, США). 

Дальнейшую подготовку библиотек проводили 
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в соответствии с инструкцией производителя 

HiSeq Reagent Kit Preparation Guide (Illumina, 

США). Библиотеки секвенировали в соответ-

ствии с инструкцией изготовителя на приборе 

Illumina HiSeq 3000 (Illumina, США) парно-

концевым методом по 150 нуклеотидов с каж-

дого конца. Подготовка библиотек и высоко-

производительное секвенирование на платфор-

ме Illumina HiSeq 3000 выполнено в компании 

ООО «Эльген» (Россия).

Биоинформационный анализ. Данные, полу-

ченные в результате секвенирования образцов, 

обрабатывались с использованием пакетов ПО 

Trimmomatic [7] и QIIME [9]. На первом этапе 

производился первичный анализ качества про-

чтения, отбор последовательностей на основе 

качества чтения отдельных оснований (base pair 

quality), объединение парноконцевых после-

довательностей с участком перекрытия не ме-

нее 35 оснований (с помощью FLASH), а также 

удаление последовательностей, длина которых 

составляет менее 150 п.н. На втором этапе обра-

ботки осуществлялось удаление из библиотек 

всех служебных участков (праймеров), оценка 

на предмет химер с помощью UCLUST (режим 

de novo) [11] и проверка на наличие контами-

нации, связанной с Homo sapiens, с использова-

нием Bowtie2 [18] (поиск по NCBI Homo sapiens 

Annotation Release 106 с последую щим поиском 

BLASTN в базе данных GreenGenes 16S (v13.05) 

для идентификации невыровненных последо-

вательностей, связанных с организмом-хозяи-

ном — хостом). Считывания, отнесенные RDP-

классификатором [29] к контаминации гене-

тическим материалом митохондрий (minimum 

confidence — 50%), были удалены.

Таксономическая идентификация после-

довательностей 16S высокого качества прово-

дилась с помощью баз данных RDP (SILVA, 

https://ngs.arb-silva.de), CosmosID Metagenomics 

(подход, основанный на kmer и использующий 

платформу Genbook, www.cosmosid.com), KEGG 

Pathogen, MicrobeNet (A CDC Virtual Reference 

Laboratory, https://microbenet.cdc.gov) и PATRIC 

3.6.8 (Pathosystems Resource Integration Center, 

https://www.patricbrc.org).

Линейный дискриминантный анализ (Linear 

Discriminant Analysis, LDA) бактериального со-

общества в группе пациентов и группе условно 

здоровых индивидуумов проводили на языке R 

(функция lda() базового пакета MASS). Для по-

строения диаграмм Эдвардса–Венна использо-

вали собственные скрипты (JavaScript).

Результаты

В результате проведенного секвенирова-

ния у пациента № 1 обнаружено 197 различных 

микроорганизмов, относящихся к одному до-

мену, Bacteria, и 13 типам (Firmicutes, Bacteroi-

det es, Proteobacteria, Chloroflexi, Actinobacteria, 

Cloa cimonetes, Planctomycetes, Acidobacteria, Arma-

timonadetes, Cyanobacteria, Gemmatimonadetes, Sac-

charibacteria, Synergistetes). Из 197 микроорга-

низмов только для 38 были установлены назва-

ния видов (19,2%). При этом количество этих 

38 видов относительно всех обнаруженных 

микроорганизмов не превышало 2,2%. В образ-

це преобладали Bacillus cereus, Trabulsiella farmeri, 

Corynebacterium sp. oral strain a43s, Prevotella rumen 

bacterium rfn2, Enterobacter aerogenes, Pseudomonas 

putida, Prevotella sp. oral clone ah125, Prevotella sp. 

152r-1a, Pseudomonas nitroreducens и Veillonella 

parvula. Для 97,8% микроорганизмов с исполь-

зование соответствующих баз данных были 

установлены только названия родов и семейств. 

Наиболее часто встречались представители сле-

дующих родов бактерий: Prevotella (78,6%), Veillo-

nella (9,3%), Mega sphaera (1,9%), Dialister (0,8%), 

Pseudomonas (1,1%), Clostridium (0,5%), Entero coccus 

(0,2%) и Mobiluncus (0,2%).

У пациента № 2 обнаружено 364 различных 

микроорганизма, относящихся к одному доме-

ну, Bacteria, и 11 типам (Firmicutes, Proteobacteria, 

Таблица 1. Последовательности праймеров, использованные для амплификации фрагментов гена 

16S рРНК [9]

Table 1. Primers sequences used for amplification of 16S rRNA gene fragments [9]

Наименование 
праймера

Primer name

Последовательность праймера (5′→′→3′)
Primer sequence (5′→3′)

319F1
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTCCTAAACTACGGACT
CCTACGGGAGGCAGCAG

319F2
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTTGCAGATCCAACACT
CCTACGGGAGGCAGCAG

806R1
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTCCTAAACTACGGGGAC
TACHVGGGTWTCTAAT

806R2
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTTGCAGATCCAACGGAC
TACHVGGGTWTCTAAT

806R3
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTCCATCACATAGGGGAC
TACHVGGGTWTCTAAT
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Bacteroidetes, Actinobacteria, Chloroflexi, Plancto my-

ce tes, Armatimonadetes, Synergistetes, Cyano bacte ria, 

Spirochaetae, Tenericutes). От состава микробиома 

предыдущего пациента этот состав отличал-

ся отсутствием представителей трех таксоно-

мических типов — Cloacimonetes, Acidobacteria 

и Gemmatimonadetes. Из 364 микроорганизмов 

только для 70 (19,2%) были установлены назва-

ния видов. При этом количество данных 70 ви-

дов относительно всех обнаруженных микро-

организмов не превышало 3,1%. Наиболее часто 

встречались Corynebacterium sp. oral strain a43s, 

Pseudomonas putida, Pseudomonas nitroreducens, 

S. epidermidis atcc 12228, Bacillus sp. van12 и Bacillus 

cereus. Для 96,9% микроорганизмов с исполь-

зованием соответствующих баз данных были 

установлены только названия родов и семейств. 

Преобладали бактерии родов Prevotella (63,6%), 

Dialister (7,1%), Veillonella (7,5%), Phenylobacterium 

(2,1%), Finegoldia (3,2%), Peptoniphilus (1,2%), 

Pseudo monas (1,9%), Coryne bacterium (2,5%), Steno-

trophomonas (0,6%), Variba culum (0,4%), Mega-

sphaera (0,4%) и Mobi luncus (0,3%).

У пациента № 3 обнаружено 466 различ-

ных микроорганизмов, относящихся к одно-

му домену, Bacteria, и 10 типам (Proteobacteria, 

Firmicutes, Actinobacteria, Planctomycetes, Cyano-

bac teria, Bacteroidetes, Synergistetes, Tenericutes, 

Fibro bacteres, Acidobacteria). От состава микро-

биома предыдущего пациента этот состав отли-

чался отсутствием представителей трех таксо-

номических типов — Chloroflexi, Armatimonadetes 

и Spirochaetae — и присутствием 2 таксономичес-

ких типов — Fibrobacteres и Acidobacteria. Из 466 

микроорганизмов только для 100 (21,4%) были 

установлены названия видов. При этом количе-

ство этих 100 видов относительно всех обнару-

женных микроорганизмов не превышало 25,3%. 

Чаще других определялись Pseudomonas putida, 

Pseudomonas nitroreducens, Serratia symbiotica, 

Enterobacter aerogenes, Corynebacterium sp. oral 

strain a43s, Bacillus cereus atcc 10987, Bacillus cereus, 

Bradyrhizobium sp. и Trabulsiella farmer. Для 74,7% 

микроорганизмов с использованием соот-

ветствующих баз данных были установлены 

только названия родов и семейств. Наиболее 

представленными были следующие рода бак-

терий: Pseudomonas (21,4%), Phenylobacterium 

(20,8%), Stenotrophomonas (9,1%), Veillonella (4,1%), 

Bacillus (3,9%), Corynebacterium (3,7%), Escherichia 

и Shigella (2,4%), Dialister (2,3%), Bordetella (2,2%), 

Agrobacterium (2,0%), Serratia (1,9%), Enterobacter 

(1,5%), Prevotella (0,7%) и Megasphaera (0,1%).

Графически результаты таксономического 

анализа представлены на рис. 2.

В контрольном образце № 4 обнаружен 

331 различный микроорганизм, относящийся 

к одному домену, Bacteria, и 7 типам (Chloroflexi, 

Firmicutes, Proteobacteria, Actinobacteria, Teneri-

cutes, Bacteroidetes, Cyanobacteria). Из 331 ми-

кроорганизма только для 60 (18,1%) были 

установлены названия видов. При этом ко-

личество этих 60 видов относительно всех 

обнаруженных микроорганизмов не превы-

шало 4,2%. Преобладали следующие микро-

организмы: Pediococcus acidilactici, Pseudomonas 

nitroreducens, Pseudomonas putida, Lactobacillus 

delbrueckii, Serratia symbiotica, Enterobacter aero-

genes, Lactobacillus sp. kc45b, Bacillus sp. van12, 

Lactobacillus reuteri, Lactobacillus psittaci, Bacillus 

cereus atcc 10987, Bacillus cereus и S. epidermidis atcc 

12228. Для 95,8% микроорганизмов с исполь-

зованием соответствующих баз данных были 

установлены только названия родов и семейств. 

Наиболее часто встречались представители 

родов Lactobacillus (85,7%), Pseudomonas (1,7%), 

Phenylobacterium (1,5%) и Ste notrophomonas (1%) 

(рис. 2).

В контрольном образце № 6 обнаруже-

но 794 различных микроорганизма, относя-

щихся к одному домену, Bacteria, и 16 типам 

(Proteobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes, Actino-

bacteria, Planctomycetes, Lentisphaerae, Sy ner gis-

tetes, Gemmatimonadetes, Tenericutes, Nitro spirae, 

Deinococcus-Thermus, Cyanobacteria, Epsilon bac-

teraeota, Chloroflexi, Marinimicrobia (sar406 clade), 

Armatimonadetes). Из 794 микроорганизмов толь-

ко для 154 (19,4%) были установлены названия 

видов. При этом количество этих 154 видов 

относительно всех обнаруженных микроор-

ганизмов не превышало 27,7%. Преобладали 

Pseudomonas putida, Corynebacterium sp. oral strain 

a43s, Lactobacillus iners, Pseudomonas nitroreducens, 

Streptococcus luteciae, Campylobacter ureolyticus, 

Streptococcus gordonii, Bacillus sp. van12 и Serratia 

symbiotica. Для 72,3% микроорганизмов с ис-

пользованием соответствующих баз данных 

были установлены только названия родов и се-

мейств. Чаще других встречались представи-

тели следующих родов: Pseudomonas (14,2%), 

Phenylobacterium (11,8%), Alicyclobacillus (6,4%), 

Anaerococcus (6,4%), Bacillus (5,8%), Steno tropho-

monas (5,6%), Corynebacterium (5,4%), Prevotella 

(4,7%), Streptococcus (4,2%) и Lactobacillus (3,6%) 

(рис. 2).

Дифференциальные особенности видового 

состава микробиома в группе пациентов и кон-

трольной группе представлены на рис. 3.

Поскольку видовой состав в исследован-

ных образцах был установлен только для 

18,1–21,4% микроорганизмов, статистический 

анализ прово дили на более высоком таксо-

номическом уровне (род микроорганизма). 

Дискриминантный анализ между группой па-

циентов и группой условно здоровых мужчин 

показал, что статистически значимо (p < 0,05) 

отличается представленность только предста-

вителей 3 родов микроорганизмов Prevotella, 
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Рисунок 2. Особенности таксономического состава микробиома урогенитального тракта 

у пациентов и контрольной группы

Figure 2. Features of microbiome taxonomic composition of the urogenital tract in patients and the control group
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Рисунок 3. Видовой состав микробиома урогенитального тракта пациентов и контрольной группы 

(диаграмма Эдвардса–Венна)

Figure 3. Species composition of the urogenital tract microbiome in patients and control group (Edwards–Venn diagram)

Рисунок 4. Отличия в таксономическом составе образцов из урогенитального тракта 

у пациентов с хронической инфекцией и условно здоровых индивидуумов (таксон — род, 

диаграмма Эдвардса–Венна)

Figure 4. Differences in the taxonomic composition of samples from the urogenital tract from patients 
with chronic infection and apparently healthy individuals (taxon — genus, Edwards–Venn diagram)
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Veillonella и Megasphaera. Квадрат расстояния 

Махаланобиса для двух сравниваемых групп 

составил 297,3. При этом дискриминантная 

функция приняла вид DF = 0,001x1 – 0,0097x2 – 

0,029x3 + 9,16, где DF — значение дискриминант-

ной функции, значения 0,001, 0,0097 и 0,029 — 

b-коэффициенты канонической дискрими-

нантной функции, x1,2,3 — численные значения 

количества представителей родов Prevotella, 

Veillonella и Megasphaera соответственно, а зна-

чение 9,16 — константа (χ2 = 7,18; p < 0,05).

При сравнении по родовому составу микро-

биома обнаружены следующие отличия. В груп-

пе пациентов обнаружено представителей родов 

Prevotella, Veillonella и Pedobacter в 16 раз (p < 0,05), 

в 1448 раз (p < 0,05) и в 65 раз больше (p = 0,06), 

чем в контрольной группе. У условно здоровых 

мужчин в отличие от пациентов не обнаружено 

Таблица 2. Отличия в таксономическом составе образцов из урогенитального тракта у пациентов 

с хронической инфекцией и условно здоровых индивидуумов

Table 2. Differences in the taxonomic composition of samples from the urogenital tract of patients with chronic 
infection and apparently healthy individuals

Род

Genus
FC

P

P-value
Род

Genus
FC

P

P-value
Род

Genus
FC

P

P-value
Prevotella 16,76 0,05 Uliginosibacterium 0,53 0,20 Candidatus 0,67 0,40
Veillonella 1448,50 0,01 Luteimonas 0,84 0,44 Ensifer 1,04 0,49
Pedobacter 65,33 0,06 Sphingomonas sp. qss 0,64 0,39 Rhodoplanes 0,28 0,12
Неизвестный род 0,65 0,07 Brachymonas 1,33 0,43 Lactobacillus 0,00 0,23
Pseudomonas 0,82 0,44 Salinarimonas 0,33 0,12 Lachnospiraceae 1,22 0,43
Dialister 5,08 0,20 Pseudoclavibacter 0,48 0,33 Aquabacterium 2,33 0,25
Clostridium 0,50 0,33 Brenneria 1,04 0,49 Oscillospira 0,49 0,32
Finegoldia 3,28 0,24 Aeromonas 1,25 0,43 Microbacterium 0,96 0,48
Corynebacterium 0,76 0,42 Virgibacillus 1,05 0,49 Promicromonospora 2,76 0,16
Stenotrophomonas 0,82 0,44 Cronobacter 0,86 0,46 Sphingobium 1,33 0,41
Alloprevotella 0,51 0,36 Diaphorobacter 4,89 0,24 Phenylobacterium 0,92 0,47
Alicyclobacillus 0,15 0,26 Blautia 0,67 0,40 Anaerococcus 0,07 0,26

Bacillus 0,39 0,30 Thermoflavimicrobium 0,37 0,13 Alcanivorax 0,43 0,33

Enterococcus 1,04 0,47 Amphritea 1,07 0,48 Brevundimonas 0,24 0,29
Tyzzerella 3 3,11 0,12 Arthrobacter 0,04 0,18 Lautropia 1,17 0,45
Ruminococcaceae ucg 0,43 0,32 Undibacterium 2,33 0,32 Mesorhizobium 0,85 0,44
Enterobacter 1,25 0,42 Anaerospora 0,67 0,40 Neptunomonas 6,00 0,15
Gallicola 8,00 0,17 Tolumonas 0,36 0,22 Paenisporosarcina 0,05 0,25
Bd2-13 0,80 0,43 Peredibacter 0,36 0,32 Prevotellaceae ucg-0 0,10 0,27
Peptoniphilus 5,56 0,24 Epulopiscium 0,44 0,34 Actinomycetospora 0,67 0,40
Ochrobactrum 1,03 0,49 Anaerofustis 7,20 0,15 Acinetobacter 0,32 0,26
Staphylococcus 0,60 0,30 Streptococcus 0,01 0,25 Gordonia 0,80 0,44
Trabulsiella 1,11 0,46 Yrc22 70,00 0,21 Shewanella 1,11 0,47
Solibacillus 0,89 0,45 Lysinibacillus 1,12 0,46 Janibacter 1,11 0,47
Serratia 1,00 0,50 Agrobacterium 0,94 0,48 Bifidobacterium 0,67 0,40
Actinomyces 0,63 0,39 Coxiella 0,98 0,49 Arthrospira 1,11 0,47
Escherichia–Shigella 1,12 0,46 Desulfurivibrio 0,76 0,41 Rarobacter 0,67 0,40
Bordetella 0,92 0,47 Leucobacter 0,55 0,34 Sporotomaculum 0,61 0,38
Mogibacterium 42,22 0,17 Abiotrophia 4,00 0,15 Cohnella 0,53 0,24
Achromobacter 0,91 0,47 Rhodobacter 1,18 0,44 Lachnospiraceae ucg 3,07 0,29
Desulfurispora 1,78 0,24 Sphingomonas 1,94 0,31 Novosphingobium 1,49 0,39
Fulvimarina 0,83 0,44 Coprococcus 0,91 0,47 Pantoea 1,39 0,42
Porphyromonas 1,29 0,43 Sanguibacter 0,59 0,18 Proteus 0,91 0,47
Renibacterium 0,09 0,22 Ruminococcaceae 0,48 0,08 Christensenellaceae 0,01 0,25
Erwinia 1,23 0,44 Aneurinibacillus 0,46 0,34 Paracoccus 1,67 0,38
Salibacterium 0,20 0,25 Anoxybacillus 0,09 0,20 Brochothrix 0,83 0,45
Bacteroides 0,84 0,46 Bradyrhizobium 0,66 0,32 Allobaculum 1,33 0,43
Marinobacter 3,33 0,26 Rhodovulum 0,72 0,41 Jannaschia 1,00 0,50
Limnohabitans 0,50 0,32 Comamonas 1,06 0,48 Micrococcus 0,33 0,31
Dermatophilus 1,22 0,38 Citrobacter 1,75 0,33 Dorea 0,18 0,28



1117

2021, Т. 11, № 6 Метагеномный анализ инфекций

представителей рода Megasphaera, Mobiluncus, 

Phormidium, Sphingobacterium, Temperatibacter, 

Oxo bacter, Georgenia, Actinobaculum, Varibaculum, 

Myco bacterium, Rhodococcus, Sediminihabitans, Acti-

no bacter, Actinoplanes, Spirochaeta, Enhydro bacter, 

Thermacetogenium, Bdellovibrio, Oleibacter, Por phy-

romonas, Klebsiella, Lachnoclostridium, Caulo bac ter, 

Xanthomonas, Novispirillum, Marvinbryantia, Afipia 

и Shinella. В то же время у пациентов в от-

личие от условно здоровых мужчин не об-

наружено представителей рода Tepidimonas, 

Faecali bacterium, Paludibacterium, Aerococcus, 

Campylo bacter, Pasteurella, Rumen, Psychrobacter, 

Haemo philus, Brevibacillus, Sporosarcina, Yaniella 

и Lacto bacillus.

Как видно из представленных данных, в об-

разцах групп пациентов и условно здоровых ин-

дивидуумов состав микробиоты значительно 

отличается как по присутствию ряда таксонов 

(44 рода, рис. 4), так и по уровню их представ-

ленности (120 родов, табл. 2), хотя статистичес-

ки значимые отличия касаются только родов 

Prevotella, Veillonella и Megasphaera.

Обсуждение

Развитие метагеномики коренным образом 

изменило наши возможности характеризовать 

таксономический состав микробиологических 

экосистем [13]. Эти достижения позволили 

определить специфический микробиом, харак-

терный для разных участков тела человека, ко-

торые ранее считались стерильными, включая 

мочевыводящие пути. Выявление определенно-

го микробиома в мочевыводящих путях может 

иметь важное значение для поддержания здо-

ровья пациентов. Это открывает новую область 

исследований в урологии, в том числе и с точки 

зрения будущего дизайна лекарств, нацелен-

ных на определенные микроорганизмы [5].

Механизм развития воспалительного процес-

са в уретре определяется состоянием ее слизис-

той. Слизистая оболочка уретры, помимо эпи-

телия, включает собственную ткань слизистой, 

образованную рыхлой соединительной тканью, 

богато снабженную кровеносными и лимфа-

тическими сосудами. Противомикробная ре-

зистентность слизистой мочеиспускательного 

канала зависит от ее механической целостности 

(предотвращает проникновение микроорганиз-

мов с поверхности), выработки достаточного 

количества слизи клетками секреторного эпи-

телия, пара- и бульбоуретральными железами 

(обеспечивает механическое смывание микро-

организмов с поверхности уретры) и опреде-

ленным биохимическим составом уретральной 

слизи, оказывающей непосредственное про-

тивомикробное действие (иммуноглобулины, 

комплемент и его компоненты, лизоцим и др.). 

При нарушении целостности слизистой любого 

генеза (травма, внедрение микрофлоры) в зоне 

поражения развивается воспалительная реак-

ция, происходит внедрение микроорганизмов 

и развитие патологического процесса [2].

По данным ряда авторов, наиболее важным 

возбудителем инфекций мочеполовых путей 

продолжает оставаться E. coli (примерно 80% 

случаев заболевания) и S. saprophyticus (15% слу-

чаев) [2]. Проведенное более 10 лет назад мас-

штабное микробиологическое исследование 

отделяемого из уретры показало, что основную 

обсемененность мочеполовых путей составля-

ют представители семейства Micrococcaceae — 

S. epidermidis (30%), S. aureus (10%), S. haemolyticus 

(5%), а также Streptococcaceae — Enterococcus spp. 

(29%), S. agalactiae (16%), негемолитичес кий 

стрептококк (10%), α-гемолитический стреп-

тококк (7%). Небольшую группу представляют 

факультативные грамотрицательные палочки, 

бактерии семейства Enterobacteriaceae, представ-

ленные E. coli (15%) и Klebsiella spp. (1%). Из груп-

пы прочих возбудителей высевались Gardnerella 

vaginalis, Corynebacterium spp., Mycoplasma homi-

nis, Ureaplasma urealyticum и Candida albicans. 

Анализируя результаты бактериологического 

исследования, можно предположить, что в каче-

стве инфекционного агента, ставшего причиной 

воспаления в уретре, выступали наиболее часто 

выявляемые микроорганизмы: Enterососсus sрр., 

Streptococcus agalactiae, E. coli и S. aureus [2].

По данным нашего исследования, состав ми-

кробиоты у пациентов и условно здоровых ин-

дивидуумов статистически значимо отличался 

по присутствию/отсутствию рода Megasphaera 

и по уровню представленности родов Prevotella 

и Veillonella.

Представители рода Prevotella являются чле-

нами микробиоты полости рта, влагалища, ки-

шечника и часто ассоциированы с инфекциями 

дыхательных путей. Они также были выделены 

при инфекциях мочевыводящих путей, абсцес-

сах головного мозга, остеомиелите и пародон-

тозе [23, 28]. Представители рода Veillonella — 

это грамотрицательные бактерии, анаэробные 

кокки, хорошо известные своей способностью 

к ферментации лактата. У млекопитающих, 

в том числе у человека, бактерии этого рода яв-

ляются частью нормальной микрофлоры ки-

шечника и слизистой оболочки полости рта. 

Однако некоторые виды Veillonella могут быть 

возбудителями раневых и гнойных инфекций. 

У людей они были обнаружены при остеомие-

лите и эндокардите [24]. Также представители 

рода Veillonella в норме присутствуют в уроге-

нитальном тракте 5–25% женщин. При этом те 

же самые виды Veillonella, которые в одной ситу-

ации нормально сосуществуют c организмом-

хозяином, в другой могут вызывать различные 
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заболевания человека: синдром раздраженного 

кишечника, эзофагит, менингит, остеомие лит, 

пародонтоз и поражения урогенитального трак-

та [1]. Представители рода Megasphaera — грам-

отрицательные анаэробные неподвижные кок-

кообразные условно патогенные бактерии, воз-

будители заболеваний урогенитального тракта 

человека, в частности бактериального вагиноза. 

При этом они входят в резидентную микрофло-

ру толстой кишки человека [8].

Важно отметить, что в нашем исследова-

нии у пациентов в отличие от условно здо-

ровых мужчин обнаружена ДНК представи-

телей рода Megasphaera, Mobiluncus, Phor mi di-

um, Sphingobacterium, Temperatibacter, Oxo bac ter, 

Georgenia, Actinobaculum, Vari bacu lum, Myco-

bac terium, Rhodococcus, Sedimini habitans, Actino-

bac ter, Actinoplanes, Spirochaeta, Enhydro bacter, 

Thermacetogenium, Bdellovibrio, Oleibacter, Por-

phyro monas, Klebsiella, Lachnoclostridium, Caulo-

bacter, Xanthomonas, Novi spiril lum, Marvinbryantia, 

Afipia и Shinella. Также у пациентов наблюдалось 

значительно большее количество представите-

лей Pedobacter, Dialister, Finegoldia, Alloprevotella, 

Alicyclobacillus, Bacillus, Tyzzerella, Gallicola, Pepto-

niphilus, Mogibacterium, Marinobacter, Anaero fustis, 

Abiotrophia, Sphingomonas, Citrobacter, Promicro-

monospora и Neptunomonas (табл. 2). А вот пред-

ставленность рода Enterococcus была практиче-

ски одинаковой у пациентов и здоровых инди-

видуумов. При этом у пациентов было снижено 

количество представителей родов Staphylococcus, 

Streptococcus, Renibacterium, Salibacterium, Limno-

habitans, Uliginosibacterium, Anoxybacillus, Anaero-

coccus, Acinetobacter, Arthrobacter, Tolumonas, 

Peredibacter, Epulopiscium, Micrococcus и Dorea. 

Представителей Lactobacillus у пациентов обна-

ружено не было. Сравнивая наши данные с дан-

ными Кунгурова Н.В. и соавт. [2], точки пере-

сечения можно обнаружить только касательно 

рода Klebsiella.

К настоящему времени многие исследования 

по таксономическому профилированию уже 

охарактеризовали микробиом мочи человека. 

В большинстве этих исследований использова-

лось 16S-секвенирование для оценки различий 

таксономического состава между образцами 

здоровых и больных (табл. 3). Основные так-

соны микробиома мочи здоровых мужчин от-

носятся к пяти типам: Firmicutes, Bacteroidetes, 

Actinobacteria, Fusobacteria и Proteobacteria и часто 

включают роды Lactobacillus, Corynebacterium, 

Prevotella, Staphylococcus и Streptococcus. Во мно-

гих исследованиях обнаружен высокий уровень 

вариабельности между людьми по составу мик-

робиома мочи [22].

По данным Moustafa A. и соавт. [21], при 

анализе метагенома урогенитального тракта 

(в качестве биоматериала использовали мочу) 

среднее количество идентифицированных ро-

дов на образец составило 38 (от 6 до 220), при 

этом у индивидуумов с воспалительными про-

цессами в мочевыводящих путях преоблада-

ли представители протеобактерий. По этим 

же данным у здоровых индивидуумов наи-

более часто обнаруживались представители 

Actinomyces, Anaerococcus, Atopobium, Facklamia, 

Finegoldia, Gardnerella, Lactobacillus, Megasphaera, 

Peptoniphilus, Staphylococcus и Strepto coccus, а у ин-

дивидуумов с воспалительными процессами 

преобладают Escherichia, Klebsiella, Pseudomonas, 

Enterobacter, Citrobacter, а также виды с неясной 

или неизвестной ролью в инфекции, такие как 

Acidovorax, Rhodanobacter и Oligella.

Сравнивая данные Moustafa A. и соавт. [21], 

Neugent M.L. и соавт. [22], Aragon I.M. и соавт. [5], 

Kim M.S., Jung S.I. [17] и Кунгурова Н.В. и со-

авт. [2] с нашими данными, можно обнару-

жить определенное сходство по видовому со-

ставу микробиома и доли в нем определенных 

микроорганизмов. Во-первых, у здоровых ин-

дивидуумов во всех исследованиях присут-

ствуют представители Staphylococcus, Strepto-

coccus, Lactobacillus, Corynebacterium и Pre votella. 

Во-вторых, при сравнении результатов наше-

го исследования с данными Aragon I.M. и со-

авт. [5] можно выделить 9 родов, представители 

которых присутствуют в урогенитальном трак-

те здоровых мужчин в обоих исследованиях: 

Aerococcus, Anaerococcus, Enterococcus, Finegoldia, 

Lactobacillus, Prevotella, Staphylococcus, Strepto-

coccus и Veillonella. В-третьих, у мужчин с вос-

палительными процессами в мочевыводящих 

путях во всех исследованиях присутствуют 

представители Klebsiella, а в нашем исследова-

нии и работе Moustafa A. и соавт. присутствуют 

представители рода Citrobacter. При этом у муж-

чин с воспалительными процессами в моче-

выводящих путях наблюдается снижение ти-

пичных представителей родов Staphylococcus 

и Streptococcus (табл. 3).

У всех пациентов с доброкачественной ги-

перплазией предстательной железы, включен-

ных в данное исследование, выявлены диф-

ференциальные отличия состава микробио-

ма по сравнению со здоровыми мужчинами. 

Изменения в популяции микроорганизмов мо-

гут быть результатом повторяющихся или со-

существующих факторов: стресса, диеты, усло-

вий окружаю щей среды. Патофизиологические 

механизмы заболевания предстательной желе-

зы изучены недостаточно. Хроническое вос-

паление простаты рассматривается как воз-

можная частая причина доброкачественной 

гиперплазии предстательной железы (ДГПЖ) 

и хроничес кого простатита (ХП)/синдро-

ма хронической тазовой боли (СХТБ) [17]. 

Известно, что воспаление предстательной же-
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Таблица 3. Состав микробиома урогенитального тракта мужчин

Table 3. The microbiome composition in male urogenital tract

Исследуемая 
популяция

A cohort examined

Основные бактериальные таксоны

Main bacterial taxa
Образец

Sample
Используемый метод

Method used
Ссылка

Reference

Здоровые мужчины

Healthy males

Lactobacillus, Sneathia, Veillonella, 
Corynebacterium, Prevotella, 

Streptococcus, Ureaplasma, 
Mycoplasma, Anaerococcus, Atopobium, 
Aerococcus, Staphylococcus, Gemella, 
Enterococcus, Finegoldia, Escherichia, 

Streptococcus

моча

urine
16S-секвенирование

16S sequencing
[5]

Мужчины 
с воспалительными 
процессами 
в мочевыводящих 
путях

Males with 
inflammatory process 
in urogenital tract

Escherichia, Staphylococcus, 
Enterococcus, Streptococcus, 

Klebsiella, Gardnerella, 
Corynebacterium, Mycoplasma, 

Ureaplasma

соскоб 
из уретры

urethral 
scraping

Культуральные методы

Culture methods
[2]

Здоровые мужчины

Healthy males

Actinomyces, Anaerococcus, Atopobium, 
Facklamia, Finegoldia, Gardnerella, 

Lactobacillus, Megasphaera, 
Peptoniphilus, Staphylococcus, 

Streptococcus

моча

urine
16S-секвенирование

16S sequencing
[21]

Мужчины 
с воспалительными 
процессами 
в мочевыводящих 
путях

Males with 
inflammatory process 
in urogenital tract

Escherichia, Klebsiella, Pseudomonas, 
Enterobacter, Citrobacter, Acidovorax, 

Rhodanobacter, Oligella

моча

urine
16S-секвенирование

16S sequencing
[21]

Мужчины с ДГПЖ

Males with benign 
prostatic hyperplasia 
(BPH)

Streptococcus, Veillonella, Gardnerella, 
Staphylococcus, Klebsiella

моча

urine
16S-секвенирование

16S sequencing
[17]

Мужчины 
с воспалительными 
процессами 
в мочевыводящих 
путях

Males with 
inflammatory process 
in urogenital tract

Prevotella, Veillonella, Megasphaera, 
Mobiluncus, Phormidium, 

Sphingobacterium, Temperatibacter, 
Oxobacter, Georgenia, Actinobaculum, 

Varibaculum, Mycobacterium, 
Rhodococcus, Sediminihabitans, 

Actinobacter, Actinoplanes, Spirochaeta, 
Enhydrobacter, Thermacetogenium, 

Bdellovibrio, Oleibacter, Porphyromonas, 
Klebsiella, Lachnoclostridium, 

Caulobacter, Xanthomonas, 
Novispirillum, Marvinbryantia, Afipia, 
Shinella, Enterococcus, Pedobacter, 
Dialister, Finegoldia, Alloprevotella, 
Alicyclobacillus, Bacillus, Tyzzerella, 

Gallicola, Peptoniphilus, Mogibacterium, 
Marinobacter, Anaerofustis, Abiotrophia, 

Sphingomonas, Citrobacter, 
Promicromonospora, Neptunomonas, 

Staphylococcus, Streptococcus, 
Renibacterium, Salibacterium, 

Limnohabitans, Uliginosibacterium, 
Anoxybacillus, Anaerococcus, 

Acinetobacter, Arthrobacter, Tolumonas, 
Peredibacter, Epulopiscium, Micrococcus, 

Dorea

соскоб 
из уретры

urethral 
scraping

16S-секвенирование

16S sequencing

[данное 
исследование]

current study
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лезы играет ключевую роль в патогенезе и про-

грессировании ДГПЖ, но его причины до кон-

ца не изучены. Одна из возможных причин 

состоит в том, что бактериальная микробиота 

нижних мочевыводящих путей влияет на мест-

ную иммунологическую среду. Необходимы 

дальнейшие исследования, чтобы оценить 

взаимосвязь между микробиотой нижней ча-

сти мочевыводящих путей у мужчин и про-

статитом [17]. Используя секвенирование 16S 

рРНК, Kim M.S. и соавт. сравнили микроби-

ом секрета предстательной железы, семенной 

жидкости и мочи у пациентов с ДГПЖ и ра-

ком простаты и обнаружили, что микробиота 

различалась в этих двух группах. У пациентов 

с ДГПЖ обнаружено большее количество пред-

ставителей родов Eubacterium и Defluviicoccus, 

но меньшее содержание Bacteroidetes, Alphapro-

teobacteria и Firmicutes, а также семейства Lachno-

spiraceae и родов Propionicimonas, Sphingomonas 

и Ochrobactrum по сравнению с онкологически-

ми больными. Эти исследования показывают, 

что дисбиоз оказывает сильное влияние на за-

болевания простаты [17].

По данным Shrestha E. и соавт. [25], в образ-

цах злокачественных опухолей простаты вы-

явлены виды Streptococcus anginosus, Anaerococcus 

lactolyticus, Anaerococcus obesiensis, Actinobaculum 

schaalii, Varibaculum cambriense и Propionimicrobium 

lymphophilum. Почти все эти виды известны в ка-

честве возбудителей урогенитальных инфекций, 

включая простатит. Также в этой работе пока-

зано, что в ряде образцов доброкачест венных 

и злокачественных опухолей предстательной 

железы преобладали неклассифицированные 

представители Enterobacteriaceae, Lactobacillaceae 

и Staphylococcaceae. Mandar R. и соавт. [19], изучая 

семенную жидкость мужчин с простатитом и здо-

ровых мужчин, используя 16S-секвенирование, 

показали, что разница между этими двумя груп-

пами заключается в снижении относительной 

численности представителей рода Lactobacillus 

у пациентов с прос татитом.

К сожалению, полученные данные не позво-

ляют сделать однозначный вывод о том, какие 

именно микроорганизмы стали причиной уро-

генитальной инфекции у пациентов в нашем ис-

следовании. Однако на их основе можно сфор-

мировать перечень наиболее вероятных пато-

генов для трех рассмотренных случаев. Первое 

место по вероятности занимают неизвестные 

представители рода Megasphaera (результаты 

дискриминантного анализа, отсутствие у ус-

ловно здоровых индивидуумов, известный 

из данных литературы патогенный эффект), да-

лее следуют представители Prevotella, Veillonella 

и Pedobacter (результаты дискриминантного ана-

лиза), а также представители родов Mobiluncus, 

Phormidium, Sphingobacterium, Temperatibacter, 

Oxo bacter, Georgenia, Actinobaculum, Varibaculum, 

Myco bacterium, Rhodococcus, Sedi mini habitans, Ac-

tino bacter, Actinoplanes, Spiro chaeta, Enhydro bacter, 

Исследуемая 
популяция

A cohort examined

Основные бактериальные таксоны

Main bacterial taxa
Образец

Sample
Используемый метод

Method used
Ссылка

Reference

Здоровые мужчины

Healthy males

Prevotella, Veillonella, Tepidimonas, 
Faecalibacterium, Paludibacterium, 

Aerococcus, Campylobacter, 
Pasteurella, Rumen, Psychrobacter, 

Haemophilus, Brevibacillus, Sporosarcina, 
Yaniella, Lactococcus, Lactobacillus, 

Enterococcus, Corynebacterium, 
Pedobacter, Dialister, Finegoldia, 

Alloprevotella, Alicyclobacillus, Bacillus, 
Tyzzerella, Gallicola, Peptoniphilus, 

Mogibacterium, Marinobacter, 
Anaerofustis, Abiotrophia, Sphingomonas, 

Staphylococcus, Streptococcus, 
Renibacterium, Salibacterium, 

Limnohabitans, Uliginosibacterium, 
Anoxybacillus, Anaerococcus, 

Acinetobacter, Arthrobacter, Tolumonas, 
Peredibacter, Epulopiscium, Micrococcus, 
Dorea, Citrobacter, Promicromonospora, 

Neptunomonas

соскоб 
из уретры

urethral 
scraping

16S-секвенирование

16S sequencing

[данное 
исследование]

current study

Примечание. St (жирный шрифт) — сходство результатов других исследований с нашими данными по составу микробиома здоровых 
индивидуумов. St (жирный шрифт с подчеркиванием) — сходство результатов других исследований с нашими данными по составу микробиома 
у индивидуумов с воспалительными процессами в мочевыводящих путях.
Note. St (bold) — similarity of data from other studies with our data on microbiome composition in healthy individuals. St (bold underlined) — similarity 
of other studies with our data on microbiome composition of individuals with urinary tract inflammation.

Окончание таблицы 3. Состав микробиома урогенитального тракта мужчин

Table 3. The microbiome composition in male urogenital tract (continued)
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Thermacetogenium, Bdello vibrio, Oleibacter, Por-

phyro monas, Klebsiella, Lachno clostridium, Caulo-

bac ter, Xanthomonas, Novispirillum, Marvinbryantia, 

Afipia и Shinella.

Безусловно, наблюдаемый у пациентов кли-

нический эффект может быть связан не про-

сто с наличием определенных микроорганиз-

мов, но также и с системным нарушением их 

конкурентных взаимосвязей (дисбалансом 

микрофлоры), приводящим к метаболомно-

му нарушению и воспалительным процессам 

в урогенитальном тракте. Так, в нашей работе 

и исследованиях других авторов для индивиду-

умов с хроническим воспалительным процес-

сом показано снижение количества типичных 

представителей родов Staphylococcus, Streptococcus 

и Lactobacillus и увеличение численности родов 

Klebsiella и Citrobacter. Дальнейшие исследования 

в этом направлении должны расширить пред-

ставления о нормофлоре урогенитального трак-

та и ее нарушении, а также расширить перечень 

вероятных патогенных микроорганизмов — воз-

будителей инфекций урогенитального тракта.

Заключение

Таким образом, проведенное исследование 

позволило выявить таксономическое много-

образие микроорганизмов, относящихся к до-

мену Bacteria, в образцах из урогенитального 

тракта, а также установить дифференциальные 

различия, касающиеся представителей родов 

Megasphaera, Prevotella, Veillonella, Pedobacter, Mo-

biluncus, Phormidium, Sphingobacterium, Temperati-

bacter, Oxobacter, Georgenia, Actinobaculum, Vari-

baculum, Mycobacterium, Rhodococcus, Sedi mi ni-

habi tans, Actinobacter, Actinoplanes, Spiro chaeta, 

En hydro bacter, Thermacetogenium, Bdello vibrio, 

Olei bacter, Porphyromonas, Klebsiella, Lachno clos-

tridium, Caulobacter, Xanthomonas, Novispirillum, 

Mar vinbryantia, Afipia, Shinella, Tepidimonas, Fae-

cali bacterium, Paludibacterium, Aerococcus, Cam pylo-

bacter, Pasteurella, Rumen, Psychrobacter, Haemo-

philus, Brevibacillus, Sporosarcina, Yaniella и Lacto-

bacillus из образцов, полученных от больных 

с хроничес кими воспалительными процес-

сами и от условно здоровых индивидуумов. 

Наблюдаемый у пациентов клинический эф-

фект может быть связан с дисбалансом микро-

флоры — снижением типичных представителей 

родов Staphylococcus, Streptococcus и Lactobacillus 

и увеличением численности представителей ро-

дов Klebsiella и Citrobacter. Это может приводить 

к метаболомным нарушениям и воспалитель-

ным процессам в урогенитальном тракте.

Работа выполнена при поддержке ООО «Эльген» 

(конкурс научных проектов «Инновация»), вклю-

чавшей проведение генетического исследования ме-

тодом высокопроизводительного секвенирования 

на платформе Illumina HiSeq 3000.
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ОСОБЕННОСТИ ЭФФЕКТОРНЫХ 

СУБПОПУЛЯЦИЙ ЛИМФОЦИТОВ У ПАЦИЕНТОВ 

С УВЕАЛЬНОЙ МЕЛАНОМОЙ ПРИ АКТИВАЦИИ 

И ХРОНИЧЕСКОМ ТЕЧЕНИИ ГЕРПЕСВИРУСНОЙ 

ИНФЕКЦИИ

Н.В. Балацкая, С.В. Саакян, Е.Б. Мякошина, И.Г. Куликова, Г.И. Кричевская

ФГБУ НМИЦ глазных болезней им. Гельмгольца, Москва, Россия

Резюме. Цель исследования — сравнительный анализ содержания эффекторных субпопуляций лимфоцитов 

крови пациентов с увеальной меланомой при активации и хроническом течении герпесвирусной инфекции. 

В исследовании приняли участие 70 больных с увеальной меланомой, 38 пациентов с язвами роговицы и во-

влечением увеального тракта и 33 здоровых донора — всего 141 человек. Иммунофенотипирование проводили 

методом проточной лазерной цитофлуориметрии с использованием системы моноклональных антител для 

дифференцировки субпопуляций лимфоцитов. IgM- и IgG-антитела к герпесвирусным инфекциям опре-

деляли методом твердофазного иммуноферментного анализа на автоматическом ИФА-анализаторе Lazurite 

(Dynex Technologies Inc., США) с диагностическими наборами ЗАО «Вектор-Бест» (Россия). Результаты проде-

монстрировали, что абсолютное количество лимфоцитов (CD45+) в крови у пациентов с увеальной меланомой 

не отличалось от показателей у здоровых доноров, а у пациентов с язвами роговицы с вовлечением увеального 

тракта отмечалось повышение показателя. Выявлено снижение относительного и абсолютного содержания 

Т-клеток (СD3+) при увеальной меланоме и, напротив, увеличение абсолютного содержания СD3+ при вос-

палении. Не наблюдалось разницы в относительном и абсолютном содержании субпопуляции СD3+СD4+-

хелперов/индукторов при активации герпесвирусных инфекций при опухоли. При язвах роговицы установ-

лено достоверное увеличение абсолютного содержания СD3+СD4+-хелперов/индукторов. При хронической 

герпесвирусной инфекции выявлено повышение относительного и абсолютного числа цитотоксических 

Т-лимфоцитов (СD3+СD8+) при увеальной меланоме. При активном инфицировании регистрировали сниже-

ние относительного числа Т-лимфоцитов (СD3+СD8+) при опухоли, при воспалении — увеличение абсолют-

ного и уменьшение относительного содержания по сравнению с нормой. «Дубль-позитивные» Т-клетки при 

опухоли и воспалении увеличивались. В-лимфоциты (CD19+) при меланоме и воспалении увеличивались. 

Относительное число натуральных киллеров (CD16+CD56+) крови при увеальной меланоме повышалось при 

активации инфекции. При воспалении выявлено снижение относительного содержания натуральных кил-

леров (CD16+CD56+). При меланоме не выявлено изменений индекса соотношения CD4+/CD8+, при воспа-

лении отмечено его увеличение при остром и хроническом инфицировании герпесвирусными инфекциями 
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(p < 0,05). Выявлено угнетение иммунной системы при увеальной меланоме, не позволяющее активировать 

противовирусную защиту. Полученные результаты представляются важными для разработки персонифици-

рованных подходов к прогнозу и лечению пациентов с увеальной меланомой.

Ключевые слова: увеальная меланома, язва роговицы с вовлечением увеального тракта, субпопуляции лимфоцитов, 

герпесвирусная инфекция, иммунофенотипирование, иммунитет.

FEATURES OF EFFECTOR LYMPHOCYTE SUBSETS IN PATIENTS WITH UVEAL MELANOMA 

IN RECURRENT AND CHRONIC HERPESVIRUS INFECTION

Balatskaya N.V., Saakyan S.V., Myakoshina E.B., Kulikova I.G., Krichevskaya G.I.

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

Abstract. The aim of the study is to conduct a comparative analysis of percentages for peripheral blood effector lymphocyte 

subsets in patients with uveal melanoma manifested by recurrent and chronic herpesvirus infection. There were 141 sub-

jects enrolled: 70 patients with uveal melanoma, 38 patients with corneal ulcers and involvement of the uveal tract as well 

as 33 healthy donors. Immunophenotyping was performed by using laser flow cytometry with panel of monoclonal anti-

bodies to differentiate lymphocyte subpopulations. IgM and IgG antibodies to herpesvirus infections were determined by 

using enzyme-linked immunosorbent assay on an automatic ELISA analyzer Lazurit (USA) with diagnostic kits of CJSC 

“Vector-Best” (Koltsovo). The data obtained showed that the absolute number of blood lymphocytes (CD45+) in patients 

with uveal melanoma did not differ from those in healthy donors. In contrast, patients with corneal ulcers and involvement 

of the uveal tract had this parameter increased. A decreased relative and absolute count of T cells (CD3+) in uveal melanoma, 

but increased absolute CD3+ number in inflammation was observed. No difference in relative and absolute content of the 

CD3+CD4+ helper/inducer subpopulation in patients with recurrent herpesvirus infections was found. Corneal ulcers in can-

cer patients revealed significantly increased absolute level of CD3+CD4+ helpers/inductor cells. Chronic herpesvirus infec-

tion in uveal melanoma patients showed increased relative and absolute number of cytotoxic T lymphocytes (CD3+CD8+). 

Recurrent herpesvirus infection was featured with decreased relative number of T lymphocytes (CD3+CD8+), upon inflam-

mation, there was noted increased absolute and decreased relative number compared with healthy subjects. Double positive 

T cells increased in tumor and inflammation. B lymphocytes (CD19+) increased in melanoma and inflammation. The rela-

tive number of blood natural killer cells (CD16+CD56+) in uveal melanoma increased upon recurrent infection. Inflamma-

tion was coupled to decreased relative level of natural killer cells (CD16+CD56+). Melanoma showed no changes in CD4+/

CD8+ ratio; upon inflammation, its increase was noted in acute and chronic herpesvirus infections (p < 0.05). The suppres-

sion of the immune system in uveal melanoma, restricting antiviral defense, was revealed. The data obtained seem to be 

important for development of personalized approaches to prognosis and treatment of patients with uveal melanoma.

Key words: uveal melanoma, corneal ulcer with uveal tract involvement, lymphocyte subsets, herpesvirus infection, immunophenotyping, immunity.

Введение

Иммунные реакции организма на внедрение 

антигенов различного генеза включают в себя 

активацию эффекторных Т-клеток, а также 

регуляторных Т-лимфоцитов, направленных 

на элиминацию определенного вида антигенов 

и в некоторых случаях ограничивающих влия-

ние эффекторных Т-лимфоцитов [13].

Повышение уровня относительного пока-

зателя некоторых субпопуляций лимфоцитов 

крови (цитотоксических (ЦТЛ) — СD3+СD8+) 

может свидетельствовать о гиперактивности им-

мунитета при острых вирусных, бактериальных 

и обострении хронических инфекций [12, 18].

В настоящее время исследователи активно 

занимаются выявлением взаимосвязей разных 

субпопуляции лимфоцитов при активации ви-

русных инфекций [4, 12, 18]. Так, установлено, 

что вирус Эпштейна–Барр (ВЭБ) оказывает 

влияние на В-лимфоциты, что в свою очередь 

приводит к активации CD8+ ЦТЛ, в том числе 

и субпопуляции CD8+CD28– Treg, и иммун-

ному дисбалансу [29]. Последние работы до-

казывают участие CD4+CD25+ Treg в развитии 

ВИЧ-инфекции [3]. CD4+ Т-клетки фенотипа 

Th1 и CD8+ Т-клетки участвуют в защитном 

иммунитете при инфицировании Mycobacterium 

tuberculosis [7]. Различные субпопуляции лимфо-

цитов — ЕКТ (Т-клетки с маркерами ЕК), CD4+ 

Th2, CD8+ T-клетки, γδТ-клетки и CD4+CD25+ 

Treg — задействованы при сепсисе и подавляют 

при этом иммунные реакции организма [28].

При опухолях также отмечен дисбаланс 

субпопуляционного состава лимфоцитов [5]. 

Увеличение количества регуляторных Т-клеток 

(с фенотипом CD3+CD8+), снижение натураль-

ных киллеров (NK-клеток) наблюдают при 

прогрессии кожной меланомы [17].

Офтальмотропные возбудители хроничес-

ких персистирующих инфекций (в частности, 

герпесвирусы) участвуют в этиопатогенезе ряда 

заболеваний [8], в том числе и онкологичес ких 

процессов в тканях глаза (например, при лим-

фоме) [6, 23]. Онкомодулирующая роль указан-

ных возбудителей заключается в регуляции ви-
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русами функций иммунокомпетентных клеток 

и перепрограммировании их в направлении 

большей прогрессии опухолевого роста.

Увеальная меланома (УМ) — злокачествен-

ная опухоль сосудистой оболочки, склонная 

к метастазированию [2, 14]. Возникновение, 

рост новообразований напрямую или опосре-

дованно связаны с иммунным дисбалансом 

в организме [24, 25]. Нами ранее изучалась ча-

стота выявления ДНК различных герпесвиру-

сов и Chlamydia trachomatis в плазме крови, сте-

кловидном теле, ткани УМ и уровень антител 

к перечисленным возбудителям в сыворотке 

крови. При средних и больших УМ выявлены 

антитела, свидетельствующие о реактивации 

ВЭБ. При анализе биоптата веретеноклеточ-

ной АВ-формы УМ отмечено повышение уров-

ня ДНК C. trachomatis в сочетании с ДНК ВЭБ 

и ЦМВ [11].

До настоящего времени качественный и ко-

личественный состав эффекторных субпопу-

ляций лимфоцитов крови у пациентов с УМ 

при активации и хроническом течении герпес-

вирусной инфекции остается малоизученным 

и требует дальнейшего исследования.

Цель работы — провести сравнительный 

анализ содержания эффекторных субпопуля-

ций лимфоцитов крови пациентов с УМ при 

активации и хроническом течении герпесви-

русной инфекции.

Материалы и методы

Всего в обследование были включены 

70 больных с УМ, 38 пациентов с неопухолевым 

поражением увеального тракта (c язвами рого-

вицы с вовлечением увеального тракта) и 33 здо-

ровых донора — всего 141 человек. Средний 

возраст исследуе мых составил 54,9±11,1 года. 

Каждому пациенту было проведено клинико-

инструментальное обследование и подтверж-

ден диагноз УМ.

В классификации J. Shields [14] УМ разделя-

ют на 3 группы. В соответствии с этой класси-

фикацией и были распределены исследуемые 

пациенты.

Обследовано 37 больных с опухолями мало-

го размера (с проминенцией до 3 мм, диаметром 

основания до 10 мм), 22 пациента с опухолями 

среднего размера (с проминенцией 3,1–5 мм, 

диаметром основания 10,1–15 мм) и 11 человек 

с меланомами больших размеров (с проминен-

цией > 5,1 мм, диаметром основания > 15,1 мм) 

(рис., А, Б, В, II обложка).

Группу контроля составили здоровые доно-

ры с хроническими герпесвирусными инфек-

циями (n = 33), группу сравнения — пациенты 

с язвами роговицы и воспалительным пораже-

нием сосудистой оболочки (n = 38).

Пробы цельной крови взяты из локтевой вены 

натощак с 08:00 до 09:00 с помощью вакуум ных 

систем в пробирки Vaсuette® c антикоагулянтом 

К3ЭДТА.

Иммунофенотипирование выполняли ме-

тодом проточной лазерной цитофлуориметрии 

с использованием системы моноклональных 

антител Multitest 6-Color TBNK Reagent в про-

бирках BD TruСount (Becton Dickinson, CША)  

в цитометре BD FACSCanto II (Becton Dickinson, 

CША).

Лизис эритроцитов и фиксацию лейкоцитов 

выполняли за счет лизирующего раствора BD 

FACS™ Lysing Solution (Becton Dickinson, CША). 

Содержание лимфоцитов определяли в про-

грамме Canto (Becton Dickinson, CША), при этом 

выделяли анализируемый регион по общей по-

пуляции, экспрессирующей CD45+-антиген, 

и по гранулярности клеток (CD45+PerCP-

Cy5,5*/SSC). Применяли меченые флуорохро-

мами антитела к СD3+(FITC), CD4+(PE-Cy7*), 

CD8+ (APC-CY7*), CD16+/56+(PE), CD19+(APC*), 

что давало возможность провести дифферен-

цировку Т-лимфоцитов (CD3+), Т-хелперов 

(CD3+CD4+CD8–), T-цитотоксических (СD3+CD4–

CD8+) и T-дубль позитивных клеток (СD3+

CD4+CD8+), NK-клеток (CD16+СD56+).

Инфекционный статус у всех обследован-

ных определяли путем обнаружения офталь-

мотропных возбудителей с выявлением в сыво-

ротке крови маркеров хронической и активной 

фазы инфекций. Характер серологического 

ответа показывал инфицированность и фазу 

инфекции с учетом класса иммуноглобулинов 

(табл. 1).

IgM-антитела к структурным антигенам 

возбудителей и IgG-антитела к неструктурным 

(ранним) антигенам герпесвирусов — марке-

ры, соответственно, активной первичной или 

реактивации хронической инфекции — опре-

деляли методом твердофазного иммунофер-

ментного анализа (ИФА) на автоматическом 

ИФА-анализаторе Lazurite (Dynex Technologies 

Inc., США) с диагностичес кими наборами ЗАО 

«Вектор-Бест» (Россия).

Использован программный комплекс Profes-

sional BioStat версии 2009 для Windows. Методы 

статистики — t-критерий Стьюдента, критерии 

Фишера и χ2, статистическая значимость — 

p < 0,05.

Результаты

Абсолютное количество лимфоцитов 

(CD45+) крови у пациентов с меланомой, не-

зависимо от наличия активной (в среднем 

2,0±0,08 × 109/л) или хронической (в среднем 

2,0±0,2 × 109/л) герпесвирусной инфекции, 

не отличалось от значений, выявленных у здо-
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ровых доноров (в среднем 2,06±0,11 × 109/л). 

В то же время у пациентов с язвами роговицы 

с вовлечением увеального тракта отмечали до-

стоверное повышение показателя по сравнению 

со здоровыми донорами, независимо от актива-

ции (2,6±0,19 × 109/л, p < 0,05) или хронического 

(2,7±0,3 × 109/л, p < 0,05) персистирования гер-

песвирусной инфекций (табл. 2).

Средние значения общей популяции Т-кле-

ток (СD3+) показали снижение относительного 

(до 70,9±1,2%) и абсолютного (до 1,4±0,07 × 109/л) 

ее содержания у больных с меланомой при ак-

тивации герпесвирусной инфекции и хрони-

ческом ее течении по сравнению со здоровы-

ми донорами (73,1±0,87% и 1,51±0,08 × 109/л; 

р > 0,05). При этом нами отмечено достоверное 

увеличение абсолютного содержания СD3+ как 

при активной (1,96±0,15 × 109/л, p < 0,05), так 

и при хронической герпесвирусной инфекции 

(2,01±0,2 × 109/л, p < 0,05) у пациентов с воспа-

лительным поражением роговицы и увеального 

тракта по сравнению со здоровыми пациентами.

В отношении субпопуляции СD3+СD4+-

хелперов/индукторов не отмечали разницу как 

в относительном, так и в абсолютном их числе 

независимо от активации герпесвирусных ин-

фекций у больных с УМ по сравнению со здо-

ровыми пациентами. В то же время при анализе 

данных показателей при язвах роговицы с во-

влечением увеального тракта отмечено досто-

верное увеличение абсолютного содержания 

СD3+СD4+-хелперов/индукторов как при ак-

тивной (1,3±0,1 × 109/л, p < 0,05), так и при хро-

нической (1,4±0,18 × 109/л, p < 0,05) инфекции. 

Кроме того, у больных с УМ выявляли увели-

чение и относительного показателя при остром 

(49,5±1,7%, p > 0,05) и хроническом инфициро-

вании (52,1±2,1%, p < 0,05) по сравнению со здо-

ровыми пациентами (45,7±1,19%).

Интересные показатели отмечены в отно-

шении цитотоксических Т-лимфоцитов (СD3+

СD8+): только при наличии у больных хрони-

ческой герпесвирусной инфекции выявлено 

повышение относительного и абсолютного их 

числа (27,7±1,6% и 0,6±0,07 × 109/л соответствен-

но; р > 0,05) при УМ по сравнению со здоровы-

ми донорами (25,6±1,04% и 0,52±0,03 × 109/л со-

ответственно). При активном инфицировании 

отмечали небольшое снижение относительно-

го числа Т-лимфоцитов (СD3+СD8+) при УМ 

(24,2±0,9%, р > 0,05), сопоставляя с показателя-

ми здоровых людей. При язвах роговицы с во-

влечением увеального тракта определяли не-

которое увеличение абсолютного содержания 

как при активации герпесвирусных инфекций 

(0,63±0,06 × 109/л, р > 0,05), так и при хроничес-

ком инфицировании (0,56±0,06 × 109/л, р > 0,05) 

и уменьшение относительного содержания 

по сравнению с нормой.

При анализе уровней дубль-позитивных 

Т-клеток при УМ отмечено увеличение их от-

носительных и абсолютных показателей как 

при хроническом, так и при активном инфици-

ровании герпесвирусами. Достоверная разница 

у больных выявлена в отношении повышения 

относительного содержания CD3+CD4+CD8+-

лимфоцитов (1,2±0,13%, р < 0,05) при актива-

ции герпесвирусных инфекций и абсолютного 

показателя при хроническом инфицирова-

нии (0,03±0,007 × 109/л, p > 0,05) по сравнению 

со здоровыми донорами. Те же тенденции отме-

чали и при воспалительных заболеваниях глаз.

Анализ содержания в крови В-лимфоцитов 

(CD19+) у больных с УМ показал достоверное по-

вышение абсолютного числа как при активации 

(0,3±0,01 × 109/л, p < 0,05), так и при хроническом 

течении (0,3±0,03 × 109/л, p < 0,05) герпесвирус-

ной инфекции по сравнению со здоровыми до-

Таблица 1. Серологические маркеры 

хронической и активной герпесвирусной 

инфекции

Table 1. Serological markers of chronic and active 
herpes virus infection

Возбудитель

Pathogen
Антитела в сыворотке крови

Antibodies in serum
Вирус простого 
герпеса 1, 2 типа 
(ВПГ)

Herpes simplex 
virus type 1, 2 (HSV)

ВПГ-IgG к поздним* антигенам

HSV-IgG to late* antigens

ВПГ-IgM к поздним антигенам

HSV-IgM to late antigens

Вирус простого 
герпеса 1 типа 
(ВПГ 1)

Herpes simplex 
virus type 1 (HSV 1)

IgG к ранним** антигенам

IgG to early** antigens

Вирус простого 
герпеса 2 типа 
(ВПГ 2)

Herpes simplex 
virus type 2 (HSV 1)

IgG к ранним антигенам

IgG to early antigens

Цитомегаловирус
(ЦМВ)

Cytomegalovirus 
(CMV)

IgG к поздним антигенам

IgG to late antigens
IgM к поздним антигенам

IgM to late antigens
IgG к ранним антигенам

IgG to early antigens

Вирус Эпштейна–
Барр (ВЭБ)

Epstein–Barr virus 
(EBV)

IgG к ядерному антигену

IgG to nuclear antigen
IgG к раннему антигену

IgG to early antigen
IgM к капсидному антигену

IgM capsid antigen
Вирус герпеса 
6 типа

Herpes virus type 6

IgG

IgM

Примечание. * — поздние (структурные) антигены, ** — ранние 
(неструктурные) антигены.
Note. * — late (structural) antigens, ** — early (non-structural) antigens.
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норами (0,24±0,02 × 109/л). При анализе показате-

лей абсолютного и относительного содержания 

В-лимфоцитов (CD19+) при язвах роговицы с во-

влечением увеального тракта выявлено достовер-

ное их повышение независимо от активации ин-

фекции или хронического инфицирования.

Относительное число натуральных килле-

ров (CD16+CD56+) крови у больных с УМ дос-

товерно повышалось при активации инфек-

ции и составило 17,3±1,2%, p < 0,05 по сравне-

нию с таковым у здоровых доноров (14±0,87%). 

Повышение относительного числа NK-клеток 

(18,5±1,8%) наблюдалось при меланомах малых 

размеров и активной инфекции, а также у боль-

ных с опухолями средних размеров при хро-

ническом инфицировании (16,5±1,8%). Однако 

при УМ больших размеров указанный показа-

тель вновь определяся в границах нормы, как 

при активации инфекции, так и при хроничес-

ком ее течении.

При воспалительных заболеваниях глаз обна-

ружено, напротив, снижение относительного со-

держания натуральных киллеров (CD16+CD56+) 

как при хроническом инфицировании (7,8±1,5%, 

p < 0,05), так и при активной герпесвирусной ин-

фекции (8,9±1,2%, p < 0,05).

При УМ не выявлено достоверных измене-

ний индекса соотношения CD4+/CD8+, тогда как 

при язвенных поражениях роговицы с вовлече-

нием увеального тракта отмечено достоверное 

его увеличение при остром (3,1±0,74, p < 0,05) 

и хроническом (2,6±0,4, p < 0,05) инфицирова-

нии герпесвирусными инфекциями по сравне-

нию с показателями здоровых доноров.

Таблица 2. Субпопуляционный состав лифоцитов при увеальной меланоме и язве роговицы 

с вовлечением увеального тракта по сравнению c показателями здоровых доноров

Table 2. The lymphocyte subset composition in uveal melanoma and corneal ulcer involving the uveal tract compared 
with healthy donors

Показатель

Factors

Контрольная 
группа

Control group
(n = 33)

Группы/Groups
Язва роговицы с вовлечением 

увеального тракта

Сorneal ulcer involving the uveal tract

Увеальная меланома

Uveal melanoma

активация

activation
(n = 26)

хроническая

chronic
(n = 12)

активация

activation
(n = 50)

хроническая

chronic
(n = 20)

Лимфоциты CD45+

Lymphocytes CD45+

× 109/л

× 109/l
2,06±0,11 2,6±0,19* 2,7±0,3* 2,0±0,08 2,0±0,2

Т-лимфоциты (общая 
популяция) CD3+

Т-lymphocytes (bulk 
population) CD3+

% 73,1±0,87 75,3±1,4 75,5±1,8 70,9±1,2 72,4±1,2

× 109/л

× 109/l
1,51±0,08 1,96±0,15* 2,01±0,2* 1,4±0,07 1,5±0,1

Т-хелперы CD3+CD4+

Т helphers CD3+CD4+

% 45,7±1,19 49,5±1,7 52,1±2,1* 45,8±1,3 43,4±1,8

× 109/л

× 109/l
0,97±0,06 1,3±0,1* 1,4±0,18* 1,0±0,04 1,0±0,1

Т-цитотоксические 
CD3+CD8+

Cytotoxic Т cells 
CD3+CD8+

% 25,6±1,04 24,4±1,4 22,1±1,7 24,2±0,9 27,7±1,6

× 109/л

× 109/l
0,52±0,03 0,63±0,06 0,56±0,06 0,5±0,03 0,6±0,07

Т-дубль-позитивные 
лимфоциты 
CD3+CD4+CD8+

Double positive 
lymphocytes 
CD3+CD4+CD8+

% 0,54±0,31 0,9±0,1 0,8±0,2 1,2±0,13* 1,2±0,27

× 109/л

× 109/l
0,009±0,007 0,023±0,003 0,023±0,007 0,02±0,002 0,03±0,007*

В-лимфоциты CD19+

В lymphocytes CD19+

% 12,8±0,63 15,2±1,1* 16,3±1,4* 11,3±0,6 12,4±0,7

× 109/л

× 109/l
0,24±0,02 0,43±0,06* 0,46±0,08* 0,3±0,01* 0,3±0,03*

Натуральные 
киллеры CD16+CD56+

Natural killers 
CD16+CD56+

% 14±0,87 8,9±1,2* 7,8±1,5* 17,3±1,2* 14,7±1,2

× 109/л

× 109/l
0,29±0,03 0,21±0,03 0,19±0,03 0,3±0,02 0,3±0,02

CD4+/CD8+

расчетн.
единица

unit 
of account 

1,95±0,12 3,1±0,74* 2,6±0,4* 2,0±0,1 1,7±0,2

Примечание. * — достоверность различия параметров у больных исследуемых групп по сравнению с группой контроля (p < 0,05).
Note. * — significance of differences in parameters in patients of the studied groups compared with the control group (p < 0.05). 
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Последние десятилетия ознаменовались 

активным поиском этиологических и патофи-

зиологических аспектов возникновения зло-

качественных опухолей [11]. Помимо молеку-

лярно-генетических исследований, проведены 

работы, указывающие и на иммунный дисба-

ланс при новообразованиях, и на связь возник-

новения опухолей с вирусными инфекциями [7, 

10]. Увеальная меланома — опухоль сосудистой 

оболочки, сопровождающаяся развитием мета-

статической болезни и разнонаправленными 

иммунными сдвигами [2]. Подтверждением им-

муногенности УМ является появление отдален-

ного метастазирования после энуклеации [19].

Уже в конце прошлого века отмечали из-

менения иммунной системы при УМ по типу 

повышенной чувствительности замедленного 

типа [26]. Кроме того, получены подтвержде-

ния присутствия в строме опухоли опухоль-

инфильтрирующих лимфоцитов, макрофагов 

и других иммунокомпетентных клеток в ответ 

на появление клеток УМ в организме и сраба-

тывания эффекторных иммунных механиз-

мов [22]. Инфильтрация ткани меланомы CD4+ 

и CD8+ T-клетками оказывает прямое цито-

токсическое действие на клетки опухоли [27]. 

Наличие в ткани меланомы макрофагов CD68+ 

подтверждено [15], хотя их значимость для ви-

тального прогноза разноречива [21].

При меланоме сосудистой оболочки выяви-

ли отклонение клеток субпопуляций Т-лимфо-

цитов CD3+, CD4+, CD8+ и индекса соотноше-

ния CD4+/CD8+ от нормы, что свидетельство-

вало, по мнению авторов, о метастатической 

болезни [9].

На определенной стадии опухолевого роста 

может устанавливаться равновесие между ново-

образованием и иммунной системой человека, 

однако влияние вирусной инфекции вызывает 

срыв противоопухолевой защиты и ведет к экс-

пансии опухолевых клеток [6].

Проведенный нами сравнительный анализ 

динамики эффекторных субпопуляций лимфо-

цитов у пациентов с УМ при активации и хро-

ническом течении герпесвирусной инфекции 

показал отсутствие значимых сдвигов лим-

фоцитов, общей популяции Т-лимфоцитов, 

Т-хелперов, цитотоксических Т-лимфоцитов. 

Это позволяет сделать предположение об угне-

тении иммунной системы организма больных, 

не позволяющем активировать противовирус-

ную защиту.

Однако у пациентов с меланомой диагнос-

тировано достоверное увеличение абсолют-

ного числа Т-дубль-позитивных лимфоцитов 

CD3+CD4+СD8+ при активации герпесвирусной 

инфекции и относительного — при хроничес-

ком инфицировании. По данным литературы, 

повышение абсолютного и относительного 

числа дубль-позитивных клеток выявляют так-

же и при меланоме кожи [16].

Наши исследования показали увеличение 

относительного числа натуральных киллеров 

(CD16+CD56+) при активации вирусной инфек-

ции у больных с УМ. При различных онколо-

гических заболеваниях изменение содержания 

NK-клеток может служить прогностическим 

критерием метастазирования и уменьшения 

показателей общей выживаемости [1].

В то же время исследование аналогичных 

показателей при воспалительных заболеваниях 

увеального тракта показало достоверные сдви-

ги по сравнению со значениями, выявленными 

у здоровых доноров, свидетельствующие о нор-

мальном иммунном реагировании организма 

на внедрение чужеродных агентов.

Следовательно, результаты проведенных 

нами исследований позволяют предположить 

глубокое угнетение иммунной системы орга-

низма пациентов с УМ, не позволяющее акти-

вировать противовирусную защиту. Тем не менее 

очевидно, что УМ вызывает разнонаправленные 

сдвиги в относительном и абсолютном содержа-

нии лимфоцитов при активации герпесвирусных 

инфекций и хроническом инфицировании ими. 

Полученные результаты дают повод для разра-

ботки новых стратегий лечения УМ и анализа 

факторов прогноза.
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PREVALENCE OF HEPATITIS B AND C VIRAL 

MARKERS AMONG APPARENTLY HEALTHY 
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Abstract. The aim of this study was to assess the prevalence of serological and molecular biological markers of viral hepati-

tis B and C among apparently healthy residents of the Southern Vietnam. The study material was represented by 397 blood 

serum samples collected from apparently healthy residents of the Southern Vietnam. The ELISA examination for presence 

of HBV and HCV markers involved HBsAg, anti-HBs IgG, anti-HBcore IgG, and anti-HCV qualitative determination. 

For HBV DNA and HCV RNA detection, nucleic acids were extracted from serum blood, and a test for virus detection was 

carried out by real-time PCR with hybridization fluorescence detection. Amplification and subsequent sequencing of HBV 

and HCV were performed using nested PCR with paired overlapping primers jointly flanking the target regions. Analysis 

of the overall prevalence of serological markers showed that among the apparently healthy individuals anti-HBsAg and an-

ti-HCV antibodies were detected in 12.3% (95% CI: 9.27–15.99%) and 3.27% (95% CI: 1.76–5.53%) of individuals, respec-

tively. The prevalence of HBsAg in men (19.1%) significantly exceeded that of found in women (5.9%), χ2 = 14.688 with p = 

0.0001, df = 1, calculated odds ratio OR = 3.751 (95% CI: 1.892–7.439). Among apparently healthy patients, taking into 

account HBsAg-positive and negative samples, HBV DNA was detected in 26.95% (95% CI: 22.65–31.6%). HBV phylo-

genetic analysis showed that subtype B4 prevalence comprised 64.49%. Subtypes C1 (14.95%), B2 (9.35%), C2 (6.54%), C3 

(0.93%), and C5 (3.74%) were also identified. HCV RNA was detected in 7 samples, which accounted for 1.76% (95% CI: 

0.71–3.6%). Phylogenetic analysis showed that all HCV isolates belong to genotype 6, subtype 6a (100%).

Key words: HBV, HCV, viral hepatitis markers, molecular epidemiology, genotype, apparently healthy residents, Southern Vietnam.

РАСПРОСТРАНЕННОСТЬ МАРКЕРОВ ВИРУСОВ ГЕПАТИТА B И C СРЕДИ УСЛОВНО ЗДОРОВЫХ 

ЖИТЕЛЕЙ ЮЖНОГО РЕГИОНА СОЦИАЛИСТИЧЕСКОЙ РЕСПУБЛИКИ ВЬЕТНАМ

Останкова Ю.В.1, Семенов А.В.2, Зуева Е.Б.1, Серикова Е.Н.1, Щемелев А.Н.1, Валутите Д.Э.1, 
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Резюме. Целью нашего исследования было оценить распространенность серологических и молекулярно-био-

логических маркеров вирусных гепатитов В и С среди условно здоровых жителей Южного Вьетнама. Материал 
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исследования — 397 образцов плазмы крови условно здоровых жителей Южного Вьетнама. Исследование ИФА 

на наличие маркеров ВГВ и ВГС включало определение HBsAg, anti-HBs IgG, anti-HBcore IgG и качественное 

определение anti-HCV. Для обнаружения ДНК ВГВ и РНК ВГС нуклеиновые кислоты выделяли из плазмы кро-

ви и проводили тест на присутствие вирусов с помощью ПЦР в реальном времени с гибридизационно-флуорес-

центной детекцией. Амплификацию и последующее секвенирование ВГВ и ВГС проводили с использованием 

вложенной ПЦР с парными перекрывающимися праймерами, совместно фланкирующими целевые регионы. 

Анализ общей распространенности серологических маркеров показал, что среди условно здоровых лиц HBsAg 

и антитела к ВГС были обнаружены в 12,3% (95% ДИ: 9,27–15,99%) и 3,27% (95% ДИ: 1,76–5,53%) случаев соот-

ветственно. Распространенность HBsAg у мужчин (19,1%) значительно превышала таковую у женщин (5,9%), 

χ2 = 14,688, p = 0,0001, df = 1, рассчитанное отношение шансов OR = 3,751 (95% ДИ: 1,892–7,439). Среди условно 

здоровых пациентов с учетом HBsAg-положительных и отрицательных проб ДНК ВГВ была выявлена у 26,95% 

(95% ДИ: 22,65–31,6%). Филогенетический анализ ВГВ показал, что распространенность подтипа B4 составляет 

64,49%, также были выявлены подтипы C1 (14,95%), B2 (9,35%), C2 (6,54%), C3 (0,93%) и C5 (3,74%). РНК ВГС была 

обнаружена в 7 образцах, что составило 1,76% (95% ДИ: 0,71–3,6%). Филогенетический анализ показал, что все 

изоляты ВГС относятся к генотипу 6, подтипу 6а (100%).

Ключевые слова: ВГВ, ВГС, маркеры вирусных гепатитов, молекулярная эпидемиология, генотипы, условно здоровые 

жители, Южный Вьетнам.

Introduction

Hepatotropic viruses, which cause chronic liver 

diseases, remain one of the most serious public health 

concerns in the world. Viral hepatitis is the seventh 

leading cause of death worldwide, and approximate-

ly 47 and 48% of these deaths are associated with 

the hepatitis B virus (HBV) and hepatitis C virus 

(HCV), respectively. According to preliminary cal-

culations, the cumulative deaths from viral hepatitis 

in the period from 2015 to 2030 could be approxi-

mately 20 million [35].

The epidemiology of viral hepatitis is a dynamic 

phenomenon subject to change due to socioeconom-

ic development, the development of socio-cultural 

practices, community activities carried out within 

the framework of national programs, and the de-

velopment of hepatitis virus awareness. Currently, 

great strides have been made in the understanding 

of viral hepatitis, and ideas about chronic and acute 

forms of diseases caused by hepatotropic viruses have 

changed. Methods have appeared that help identify 

viruses in the early stages or in latent forms of the dis-

ease. Antiviral drugs and effective vaccines have been 

developed against some viruses.

HBV and HCV are found all over the world, and 

their prevalence differs depending on the geographic 

region. The worst affected regions with high rates 

of chronic HBV and HCV infection are in Africa, es-

pecially Sub-Saharan Africa, Central Asia, and East 

Asia. Depending on the country, infections may be 

concentrated in certain population groups (for exam-

ple, injecting drug users [IDU]).

HBV and HCV belong to parenteral-transmitted 

infections, which means that virus is transmitted via 

blood and/or other body fluids upon the condition 

of skin or mucosal damage. Natural infection routes 

include sexual transmission (direct sexual contacts), 

vertical (mother-to-child transmission during or 

after birth, as well as germinal infection), domestic 

contacts (direct and indirect including use of com-

mon hygiene items with an infected person, etc.). 

Artificial routes include IDU infection when us-

ing infected materials, via medical procedures with 

the use of HBV- or HCV-contaminated tools, blood 

and blood product transfusion, etc. [34]. The trans-

mission of HBV can be blocked by vaccination, while 

it is not available for HCV. The progression of liver 

diseases associated with parenteral viral hepatitis can 

be prevented by long-term suppression of viral activ-

ity with effective drugs [16].

Either pathogen can lead to both acute and chron-

ic liver disease, and in either case, during the acute 

stage of infection, most people do not experience any 

symptoms [1]. According to global statistics, around 

15–45% of HCV-infected people can spontane-

ously clear the virus within 6 months after infection, 

without any treatment. The other 55–85% of people 

develop CHC [15]. CHB is very common in infants 

infected from their mothers, or before the age of 5, 

when the likelihood of progressing from acute hepa-

titis B (AHB) to chronic hepatitis is more than 90%. 

Infection developing at an adult age leads to chronic 

hepatitis in less than 5% of cases [37].

The clinical course of infection depends on sev-

eral factors, including the age at the time of infection, 

gender, ethnicity, host genetic factors, and immune 

status. Viral genotype, subtype, and genomic vari-

ability of the virus are also significant factors [31, 36]. 

HBV and HCV are genetically heterogeneous. HBV 

is subdivided into 10 genotypes (A–J) and more than 

40 subtypes differing in nucleotide sequence com-

position [25]. HCV is classified into seven geno-

types (1–7); genotypes 1–4 and 6 are subdivided into 

a vari able number of closely related subtypes (more 

than 100 subtypes have now been described) [28].

HBV and HCV determinations (genotype, sub-

type) are crucial for a better understanding of epide-

miological and virological particularities, including 

agent characteristics. Further, this provides addition-
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al information for decision making on antiviral ther-

apy strategies. The genotypes and subtypes of viruses 

differ significantly concerning the natural course 

of infection, pathogenesis, modes of transmission, 

disease progression, treatment regimens, responses 

to antiviral therapy, and clinical outcome [5, 30].

It should be noted that the methods of HBV and 

HCV detection, as well as the diagnostics of the as-

sociated liver diseases in middle and low-income 

countries, differ fundamentally from those that are 

used in countries with access to high-cost technolo-

gies requiring special-purpose equipment and skilled 

personnel. Most of the related tests are limited to the 

detection of hepatitis B surface antigen (HBsAg) and 

antibodies to the hepatitis C virus (anti-HCV IgG), 

while molecular and genetic methods providing 

a more accurate assessment of virus prevalence are 

available only in core laboratories in big cities [22]. 

Data on the prevalence of HBV and HCV markers 

in a population are bounded, as tests are frequently 

limited to certain groups of population — risk groups 

(HIV-infected people, prisoners, IDU, etc.) and 

groups where the prevalence of infection has a sub-

stantial impact on the health of the population (blood 

donors, pregnant women).

The primary global health sector strategy on viral 

hepatitis places particular focus on hepatitis B and C, 

owing to the relative public health burden they rep-

resent [35]. One of the tasks required to follow this 

strategy is to estimate the prevalence of HBV and 

HCV among conventionally healthy people.

Vietnam is currently one of the countries with 

the highest mortality rates from liver cancer associat-

ed mainly with HBV and HCV infections [9]. Vietnam 

is amongst the 20 countries with the highest burden 

of HCV in the world. In Vietnam, the prevalence 

of HCV infection varies depending on the geographi-

cal location and the target population. The prevalence 

of anti-HCV IgG antibodies among the population 

is 1.0–4.7%, but is substantially higher among at-risk 

groups [18]. The prevalence of chronic HBV infec-

tion, as measured by the hepatitis B surface antigen 

(HBsAg) prevalence, is 8–20% in the general popu-

lation and 31–54% in the high-risk urban population 

in Vietnam [11]. Predictive and model studies have 

predicted approximately 8 million chronic HBV cases 

and 58 600 HBV-related liver cancers in Vietnam by 

2025, and an estimated annual HBV-related mortality 

rate of 20 000 per year by 2025 [20].

The aim of this study was to assess the prevalence 

of serological and molecular biological markers of vi-

ral hepatitis B and C among conditionally healthy 

residents of South Vietnam.

Materials and methods

The study material was represented by 397 blood 

serum samples collected from conditionally healthy 

residents of the Southern Vietnam. The examined 

persons denied HBV or HCV infection anamnesis. 

The local ethics committee approved the study. All 

the patients gave written informed consent to partici-

pate in the study.

The ELISA examination for HBV and HCV 

markers occurrence involved HBsAg, anti-HBs IgG, 

anti-HBcore IgG, and anti-HCV qualitative deter-

mination (test-systems by Vector-Best, Diagnostic 

Systems RPC) in compliance with the manufactur-

er’s manuals.

For primary HBV DNA and HCV RNA detec-

tion, nucleic acids were extracted from blood serum 

using AmpliPrime Ribo-Prep commercial kit (CRIE, 

Moscow). Virus presence test was executed by real-

time polymerase chain reaction (PCR) with hybridiza-

tion fluorescence detection using AmpliSens® HCV/

HBV/HIV-FL commercial kit (CRIE, Moscow).

Further, for HBV DNA detection, a PCR-based 

method developed by the St. Petersburg Pasteur 

Institute under the Rospotrebnadzor was used which 

allows to detect low HBV DNA concentrations 

in various clinical materials and use amplified prod-

ucts for sequence analysis, with sensitivity of 5 ME/

ml [4]. Therewith, HBV amplification was performed 

involving nested-PCR according to the Taormina 

Occult HBV Consensus recommendation [26]. 

In the first stage, asymmetric PCR with extended 

oligonucleotides was performed, and at the second 

stage, to increase the sensitivity, PCR was performed 

using the amplification product of the first reaction, 

wherein one of the nested pairs overlapping prim-

ers jointly flanking the complete HBV genome (S, 

P, C, X genes) [3]. The nucleotide sequences of the 

18 complete HBV genomes were deposited in the in-

ternational GenBank database under the numbers 

MZ671234-MZ671251.

For HCV RNA analysis, the next stage included 

a reverse transcription reaction with the REVERTA-L 

reagent kit for cDNA synthesis from an RNA tem-

plate (CRIE, Moscow), and amplification with spe-

cific primers was used to obtain sequences of viral 

region NS5B.

The amplification products were purified and 

analyzed for the fragment size and concentration. 

Sequencing reactions were performed according to the 

instructions for the ABI PRISM BigDye Terminator 3.1 

reagent kit. (Applied Biosystems, USA), in triplicate, 

on forward and reverse primers. The ABI Prism 3500 

genetic analyzer (Applied Biosystems, USA) was used 

to identify nucleotide sequences. The primary analy-

sis of the obtained fragment was performed according 

to BLAST algorithm (http://www.ncbi.nlm.nih.qov/

BLAST) in comparison with nucleotide sequences 

given in GenBank international database. The ob-

tained sequences were aligned in MEGAv.7.0 with use 

of ClustalW algorithm [17].

For phylogenetic tree creation and subsequent 

phylogenetic analysis, distances between sequences 

were considered by neighbour-joining allowing 
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to optimize the tree in accordance with the balanced 

minimum evolution criterion; a bootstrap analysis 

for 1000 replicas was performed to assess the created 

trees reliability.

Statistical data processing was carried out using 

the MS Excel and Prizm 5.0 (GraphPad Software 

Inc.) software packages. The “exact” Clopper–Pear-

son interval was used to estimate statistical uncer-

tainty. Results are represented as a median (Me) 

indicating 95% confidence interval (95% CI). Fisher 

exact test or Yates-corrected Chi-Squared test was 

used to evaluate statistical significance of numeric 

data obtained during the paired comparison depend-

ing on sample characteristics. Probability value p < 

0.05 was taken as a statistical significance threshold.

Results

The age of the examined individuals ranged from 

18 to 65 years. Among the conditionally healthy indi-

viduals who applied not for medical reasons, the ratio 

of men and women did not differ, amounting to 49.12 

and 50.88% (95% CI: 45.85–55.9%), respectively. 

The sex and age structure of the surveyed group are 

shown in Fig. 1.

The analysis of the overall prevalence of sero-

logical markers showed that among the conditionally 

healthy individuals HBsAg and anti-HCV antibodies 

were detected in 12.3% (95% CI: 9.27–15.99%) and 

3.27% (95% CI: 1.76–5.53%) of individuals, respec-

tively. The results of the distribution analysis for HBV 

and HCV markers in the examined group are shown 

in the Table 1.

When analyzing the occurrence of markers in the 

group of conventionally healthy patients, depend-

ing on gender and age, it was shown that among 

HBsAg-positive individuals, men prevailed (75.5%) 

compared with women (24.5%). Thus, in the group 

of conventionally healthy individuals, the prevalence 

of HBsAg in men (19.1%) significantly exceeded that 

in women (5.9%), χ2 = 14.688 with p = 0.0001, df = 1, 

calculated odds ratio OR = 3.751 (95% CI: 1.892–

7.439). We did not find any dependence of the anti-

HCV Ig G distribution on sex and age.

In the examination of 397 clinical blood serum 

samples for HBV DNA and HCV RNA presence us-

ing AmpliSens® HCV/HBV/HIV-FL commercial 

kit, the HCV was detected in 7 samples, which ac-

counted for 1.76% (95% CI: 0.71–3.6%), and HBV 

detected in 42 of HBsAg-positive patients, which ac-

counted for 10.58% (95% CI: 7.73–14.03%).

Using a method that detects HBV DNA at low viral 

load, HBV was detected in all HBsAg-positive sam-

ples, as well as in 58 HBsAg-negative samples, which 

amounted to 14.61% (95% CI: 11.28–18.47%). Thus, 

among conditionally healthy patients, taking into ac-

count HBsAg-positive and negative samples, DNA 

HBV was detected in 26.95% (95% CI: 22.65–31.6%).

Research on HBV and HCV genovariant preva-

lence in different regions of the world have been ac-

tively carried out from the moment of the genotypes’ 

discovery until the present. All genotypes and sero-

types have different geographic distribution, which 

is changing very slowly with time reflecting viral 

propagation paths related to human migration, as 

well as possible different geographical origins of dif-

ferent genotypes, which allows using them as epide-

miological markers [27]. Therewith, in most regions 

with rare exceptions, 1–2 prevailing genotypes and 

several minor ones are circulating including those 

imported from other areas [28]. The tendency ob-

served over the last years to prevalence displacement 

of one or another HBV or HCV genotype in various 

geographic areas due to international contact de-

velopment, labor migration flows, especially from 

the regions with high hepatotropic virus prevalence, 

makes clinicians and epidemiologists pay focused at-

tention to the hepatitis B and C epidemiological situ-

ation, not only in their region, but also in neighbor-

ing ones [6].

For further HCV analysis, sequencing of the NS5B 

viral regions of 7 samples (100%) from a group of ap-

parently healthy patients was carried out. Phylogenetic 

analysis showed that all isolates of the convention-

ally healthy group belong to genotype 6, subtype 6a 

(100%). Phylogenetic relationships between the ex-

amined HСV isolates from conventionally healthy 

patients, and reference sequences from the GenBank 

international database are shown in Fig. 2.

Table 1. Distribution of HBV and HCV serological 

markers (HBsAg, anti-HBcore IgG, anti-HBs IgG, 

anti-HCV) in the examined group

Revealed serological 
markers in blood 

serum

The surveyed group (n = 397), 
proportion of the total 

surveyed number

HBsAg+ 49 (12.3%)

HBs IgG+ 153 (38.53%)

HBcore IgG+ 223 (56.17%)

Anti-HCV+ 13 (3.27%)

Seronegative 74 (18.63%)

Figure 1. Age- and sex-related sample distribution
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Phylogenetic analysis of HBV (n  =  107) showed 

that the prevalence of HBV genotype B (73.84%) 

compared to genotype C (26.16%). With regard to the 

deep typing results, subtype B4 prevalence is 64.49%. 

Subtypes C1 (14.95%), B2 (9.35%), C2 (6.54%), 

C3 (0.93%), and C5 (3.74%) were also identified. 

Phylogenetic relationships between the examined 

HBV isolates from conventionally healthy patients, 

and reference sequences from the GenBank interna-

tional database are shown in Fig. 3.

Discussion

Out of 397 plasma samples, 13 (3.27%) were with 

anti-HCV antibodies and 7 (1.76% of the entire group) 

of them were confirmed RNA HCV. Our results do 

not contradict other relevant studies. The prevalence 

of anti-HCV in Vietnam is estimated to be 6.1%. 

However, the prevalence is not uniform throughout 

the country and in different groups. Hence, the anti-

HCV antibody rate in blood donors is: 20.6% in Ho 

Chi Minh City in Southern Vietnam; 0.8% in Hanoi 

in Northern Vietnam; 9% in individuals without liv-

Figure 2. Phylogenetic analysis of NS5B regions 

HCV nucleotide sequences isolated from 

apparently healthy residents of the Socialist 

Republic of Vietnam (Southern Vietnam) 

in comparison with the reference sequences 

retrieved from the international GenBank database
Notes. Reference sequences are designated with GenBank codes 
indicating the genotype/subgenotype. Bootstrap values higher than 70% 
based on 1000 replications are shown at branching points.
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Figure 3. Phylogenetic analysis of HBV genome 

nucleotide sequences isolated from apparently 

healthy residents of the Socialist Republic 

of Vietnam (Southern Vietnam) in comparison 

with the reference sequences retrieved from 

the international GenBank database
Notes. Reference sequences are designated with GenBank codes 
indicating the genotype/subgenotype. Woolly monkey HVB (AY226578) 
was used as an outgroup. Bootstrap values higher than 70% based 
on 1000 replications are shown at branching points.
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er disease in Ho Chi Minh City; and 4% in Hanoi; 

22.9–89.0% in HIV-infected individuals; and 74.0–

87.0% in IDU [18].

We did not reveal any dependence of the anti-

HCV IgG distribution on sex or age, although there 

is data in the literature on an increase in the preva-

lence of HCV antibodies in people over 50 in the 

south of Vietnam [9].

Our findings showed that only subtype HCV 6a 

is presented in Southern Vietnamese conditionally 

healthy residents, and we did not find any genotype 1. 

Our results contradict studies according to which 

genotypes 1 and 6 are widespread in the southern re-

gion of Vietnam, but the prevalence of one or the oth-

er genotype differs in different sources. For example, 

some report a predominance of genotype 6 among 

blood donors and in the general population [8]; oth-

ers report a predominance of genotype 1, in particu-

lar 1b (58%), followed by genotype 6a (17%), among 

patients with liver disease [19]. The genotype preva-

lence among conditionally healthy persons has never 

been clearly determined. Although Vietnam is among 

those countries in which genotype 6 variants were 

first detected, it cannot be argued that only geno-

type 6a is common among conventionally healthy in-

dividuals. We assume that the identification only one 

of subtype in the surveyed group is associated with 

limited sample size. An indirect confirmation of this 

is the work of Le Ngoc C. et al. In their study, geno-

type 6 prevailed in patients with chronic HCV mono-

infection (44.4%) compared with patients with HIV 

+ HCV coinfection [18]. It was also shown that more 

than half of the Vietnamese patients who lived in Ho 

Chi Minh City were infected with genotype 6 vari-

ants, and the reason why these HCV variants are cir-

culating in this limited geographical region remains 

unknown [24]. Regarding other countries, subtype 

6a circulate in South-East Asia including Thailand, 

Myanmar, Laos PDR and in the South-China terri-

tories of Hong-Kong and Macau, as well as in China’s 

southernmost provinces of Yunnan and Guangxi [23].

The prevalence values of HBsAg, anti-HBs IgG, 

and anti-HBcore IgG in the study groups were 12.34, 

38.53, and 56.17%, respectively. Thus, over 78% 

(95% CI: 73.69–82.06%) have been exposed to the 

virus, which is confirmed by anti-HBcore IgG and 

anti-HBs IgG antibody detection. A similar picture 

of HBV serological marker occurrence in the popu-

lation is presented in the works of other researchers. 

For example, among of 509 adults, comprised of 230 

men (45.2%) and 279 women (54.8%), prevalence 

of HBsAg, anti-HBs IgG and anti-HBcore IgG were 

15.3, 60.3 and 71.7%, respectively [9]. In another 

study, when analyzing serological markers in 837 

samples from patients aged 16–82 years, preva-

lence of anti-HBcore and HBsAg were 68.2% and 

19.0%, respectively [21]. In our study, the prevalence 

of HBsAg was higher in males than females.

The PCR technique is widely used for molecu-

lar diagnostics of HBV. Testing performed with 

the AmpliSens® HBV-FL commercial kit showed 

that the HBV DNA prevalence in the group (10.57%) 

is comparable with the HBsAg detection frequency 

(12.34%). Nevertheless, both techniques are not suf-

ficiently sensitive, and it is proved by the detection 

of HBV DNA in another 58 seronegative patients 

(14.61% of total samples) when we used the tech-

nique developed at the Saint Petersburg Pasteur 

Institute for detection of HBV DNA at low viral loads 

(Table 2). Thus, the prevalence of HBV DNA in the 

Table 2. Results of HBV DNA low concentration detection in blood serum samples

HBV DNA
Samples number

n = 397 (100%)

HBsAg in blood serum samples

HBsAg (+) n = 49
[12.34% from n = 397 (CI 95%: 

9.27–15.99%)]

HBsAg (–) n = 348
[87.66% from n = 397 (CI 95%: 

84.01–90.73%)]

HBV DNA+
107 (26.95%) 

(CI 95%: 22.65–31.5%)
49 (45.79%) 

(CI 95%: 36.12–55.7%)
58 (54.21%) 

(CI95%: 44.3–63.88%)

Figure 4. Distribution of HBV subtypes among HBsAg-positive and negative samples
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examined group (26.95%) exceeds the previously 

published prevalence rates for the virus in the region. 

It can be assumed that this is due to the limitation 

of the methods used, which do not allow detecting 

the HBsAg-negative form of the course of CHB at 

a low viral load.

Confidence intervals overlapping in HBV DNA 

detection in HBV-positive patients indicates two in-

dependent phases of CHB natural progression — ac-

companied and non-accompanied by virus replica-

tion with active sub-genome RNA translation with 

HBV cccDNA persistence in hepatic cell cores, but 

with entire-genome RNA transcription suppression, 

which, however, does not evidence virus elimination.

It is known that chronic infection is characterized 

by persistent HBsAg presence over at least 6 months 

(with concomitant HBeAg presence or absence), and 

its level in blood serum constitutes the main marker 

for disease development risk assessment and CHB 

forecasting, as well as for HBV diagnostics in gener-

al. However, one of CHB’s natural progression forms 

is presented by occult hepatitis B infection (OBI), 

which is characterized by HBV DNA persistence 

in liver tissue and extremely low HBV DNA concen-

tration with undetectable HBsAg level in peripheral 

blood [12]. OBI development is conditioned by sup-

pression of sub-genomic HBV RNA endonuclear 

transcription from the covalently closed circular 

HBV DNA matrix, based on which viral genome and 

viral proteins are synthesized [28]. The suppression 

may be caused by a number of factors which are not 

yet fully understood, including genetic traits of the 

virus itself and/or of its host, or by external interfer-

ence. Hence, in most cases, viral replication and gene 

expression may be suppressed to such an extent that 

viral load in a patient’s peripheral blood is extremely 

low, down to the impossibility of HBV DNA detec-

tion by standard methods, yet virus elimination does 

not happen under the replication suppression [26]. 

Despite the HBsAg absence in peripheral blood, most 

patients with OBI are seropositive for one or several 

serological markers depending on disease progres-

sion phase: anti-HBs IgG; HBeAg; anti-HBe IgG; 

anti-HBcore IgG. However, over 20% of patients are 

seronegative for all HBV markers [26].

Despite the considerable public healthcare prob-

lems associated with HBV in Vietnam, it should 

be noted that HBV detection methods and HBV-

related liver disease diagnostics in low or medium 

income countries significantly differ from those used 

in countries which have access to more advanced 

technologies. Most studies on this subject in Vietnam 

are limited to measurement of HBV surface antigen; 

molecular genetic methods permitting more accu-

rate assessment of HBV prevalence and genotyping 

the virus are available only in large cities’ central lab-

oratories [2]. Further, there are limited data on HBV 

marker prevalence in the population since screening 

is performed predominantly in separate population 

groups: high-risk groups (HIV-infected persons, 

IDU, etc.); and in the groups, where infection preva-

lence significantly influences public health (blood 

donors, pregnant women). Occult hepatitis B infec-

tion occurrence varies around the world. However, 

it generally correlates with the manifest HBV form’s 

occurrence [13]. In our study, the high OBI occur-

rence should be noted, which is peculiar to the re-

gions where HBV is widely occurring. It should be 

noted that HBV has the highest prevalence among 

low-income population groups, including the rural 

population, while our study included mainly persons 

with relatively favorable social and economic position 

by this region’s standards. We suppose that examina-

tion in poorer populations of this geographic region 

would indicate considerably higher rates of HBV mo-

lecular marker prevalence.

Our results of HBV genotyping indicate that HBV 

genotype B dominates in Southern Vietnam, followed 

by genotype C. This is consistent with earlier data 

published in Vietnam. However, while it is known 

that OBI genotypes and sub-types correlate with HBV 

genotype distribution in a particular region [13], lit-

erature data on occult HBV epidemiologic situations 

in Vietnam are very few. With regard to the above, we 

deemed it necessary to analyze HBV genotype distri-

bution within the obtained sample collection in two 

groups: in the HBsAg-positive (n = 49); and HBsAg-

negative (n = 58). When comparing the distribution 

of genotypes in both groups, they do not differ from 

the distribution in the total group, but have significant 

differences from each other (χ2 = 12.39, p = 0.0298, 

df = 5). The identified HBV genotypes and sub-

types are, in general, peculiar to Vietnam. However, 

the shown proportion considerably differs from to-

tal data. For example, among patients with chronic 

hepatitis undergoing treatment, genotype B (71.43%) 

prevailed compared to C (27.55%); one isolate was 

recombinant (between B and C). Among the isolates 

of genotype B, 92.86% were subgenotype B4, with 

7.14% — B2. The others: 92.6% of subgenotype C be-

longs to C1; 3.7% — subgenotype C2; and the remain-

ing 3.7% — C3 [32]. Our results of HBV genotyping 

indicate that HBV genotype B occurrence frequency 

among HBsAg-positive individuals (85.72%) is much 

closer to the data of other researchers (71.43% among 

patients with CHB or 75.3% among randomly sampled 

individuals) [9, 32], than the corresponding frequency 

among OBI patients (63.79%). Interestingly, a lower 

representation of genotype B (67.8%) and high geno-

type C (27.9%), which is similar to our results for OBI 

patients, was shown among CHB patients in Northern 

Vietnam [33]. Our study identified that subtype B4 oc-

currence frequency was significantly lower (51.72%), 

and that of subtypes C1 (20.69%) and B2 (12.07%) 

among OBI was higher than the occurrence of those 

among HBsAg-positive individuals: 79.6, 8.16, and 

6.12%, respectively. The distribution of HBV geno-

types/subtypes in groups is shown in Fig. 4.
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While it was shown that in Vietnam, genotype C 

has a higher load than genotype B and is associated 

with more severe liver diseases [33], while among 

the HBsAg-negative samples we examined, geno-

type C isolates are presented with a significantly lower 

viral load. It can be assumed that the diagnostic meth-

ods commonly used in the region do not allow identi-

fying these cases. Due to this, in the cases described 

in the literature, the prevalence of HBV genotype C 

is somewhat lower than was found in our study. In ad-

dition, in our study, a significant number of C5 sub-

type samples (3.74%) were identified among HBsAg-

negative samples. Previously, cases of HBV C5 de-

tection were reported, but in single quantities, when 

reported that HBV subtype B4 (82.6%) predominated 

in at-risk groups, and other genotypes detected includ-

ed B2 (2.7%), C1 (14.6%) and C5 (0.5%) [10].

Nevertheless, when evaluating the HBV diver-

sity pattern in the entire examined group material, 

a close genetic relationship of manifest CHB and 

OBI isolates became apparent, which also indicates 

OBI prevalence in the region. It should be noted that 

all HBV subtypes presented in the surveyed group 

are also common in neighboring countries. However, 

in Cambodia, genotype C (80.49%) was abundantly 

found throughout the whole of Cambodia, while 

genotype B (19.51%) was exclusively found in regions 

bordering Vietnam [14]. In Thailand, the majority 

of OBI samples were HBV genotype C (81.3%), with 

6.3% of samples being genotype B, although geno-

type I was also detected [8]. In Laos, multiple geno-

types and subtypes cocirculate and many recombi-

nant viral forms are present, including subtypes B1, 

B2, B4, C1, C5, I1, and I2 [5]. On the other hand, 

the demonstrated HBV subtype distribution and 

similarity between some of them and isolates from 

other Asian countries are evidence of high irregular-

ity of their prevalence in Vietnam.

Despite their rarity, cases of mixed infection 

and recombination have been reported in Vietnam. 

In our study, we could neither detect viral genome 

recombination nor cases of coinfection with differ-

ent HBV genotypes. Our limited number of samples 

might account for the apparent absence of either re-

combination or coinfection.

It should be noted that the results obtained here 

for conventionally healthy patients cannot be con-

sidered representative population data since we esti-

mated the prevalence of viral hepatitis markers in the 

population visiting hospitals; some socioeconomic or 

occupational groups may have more reasons to vis-

it hospitals than others. Thus, these samples may 

represent individuals with a higher risk of infection 

in general, and therefore may not be representative 

of the population.

Conclusion

Our work has shown a high prevalence of par-

enteral viral hepatitis markers among conditionally 

healthy residents of southern Vietnam. Particular 

attention should be paid to the high prevalence 

of HBsAg-negative HBV in the region, which indi-

cates the insufficiency of the currently used methods 

both for detection of the virus and for infection pre-

vention (prophylaxis).

References
1. Мукомолов С.Л., Левакова И.А. Эпидемиологическая характеристика хронических вирусных гепатитов в Российской 

Федерации в 1999–2009 гг. // Инфекция и иммунитет. 2011. Т. 1, № 3. C. 255–262. [Mukomolov S.L., Levakova I.A. 

Epidemiological characteristics of chronic viral hepatitis in the Russian Federation in 1999–2009. Infektsiya i immunitet = Russian 

Journal of Infection and Immunity, 2011, vol. 1, no. 3, pp. 255–262. (In Russ.)] doi: 10.15789/2220-7619-2011-3-255-262

2. Останкова Ю.В., Найденова Е.В., Серикова Е.Н., Щемелев А.Н., Валутите Д.Э., Зуева Е.Б., Хуйнх Х.К.Т., Семенов А.В. 

К вопросу о коинфицировании вирусами Денге и возбудителями гемоконтактных инфекций в Социалистической 

Республике Вьетнам // Проблемы особо опасных инфекций. 2021. № 3. С. 6–12. [Ostankova Yu.V., Naidenova E.V., 

Serikova E.N., Shchemelev A.N., Valutite D.E., Zueva E.B., Huynh H.K.T., Semenov A.V. On the question of with Dengue virus-

es and pathogens of hemocontact infections coinfection in the Socialist Republic of Vietnam. Problemy osobo opasnykh infektsiy = 

Problems of Particularly Dangerous Infections, 2021, no. 3, pp. 6–12. (In Russ.)] doi: 10.21055/0370-1069-2021-3-6-12

3. Останкова Ю.В., Семенов А.В., Тотолян Арег А. Выявление вируса гепатита В в плазме крови при низкой вирусной 

нагрузке // Клиническая лабораторная диагностика. 2019. Т. 64, № 10. С. 635–640. [Ostankova Yu.V., Semenov A.V., Totolian 

Areg A. Hepatitis B virus identification in a blood plasma at a low viral load. Klinicheskaya Laboratornaya Diagnostika = Russian 

Clinical Laboratory Diagnostics, 2019, vol. 64, no. 10, pp. 635–640. (In Russ.)] doi: 10.18821/0869-2084-2019-64-10-635-640

4. Серикова Е.Н., Семенов А.В., Останкова Ю.В., Тотолян Арег А. Метод выявления вируса гепатита В в плазме крови 

при низкой вирусной нагрузке с использованием ПЦР в режиме реального времени // Клиническая лабораторная 

диагностика. 2021. Т. 66, № 1. С. 59–64. [Serikova E.N., Semenov A.V., Ostankova Yu.V., Totolian Areg A. Hepatitis B virus 

identification in a blood plasma at a low viral load by PCR Real Time. Klinicheskaya Laboratornaya Diagnostika = Russian Clinical 

Laboratory Diagnostics, 2021, vol. 66, no. 1, pp. 59–64. (In Russ.)] doi: 10.18821/0869-2084-2021-66-1-59-64

5. Andernach I.E., Jutavijittum P., Samountry B., Yousukh A., Thammavong T., Hübschen J.M., Muller C.P. A high variability 

of mixed infections and recent recombinations of hepatitis B virus in Laos. PLoS One, 2012, vol. 7, no. 2: e30245. doi: 10.1371/

journal.pone.0030245

6. Bissinger A.L., Fehrle C., Werner C.R., Lauer U.M., Malek N.P., Berg C.P. Epidemiology and genotyping of patients with chronic 

hepatitis B: genotype shifting observed in patients from Central Europe. Pol. J. Microbiol., 2015, vol. 64, no. 1, pp. 15–21.

7. Cavalcante L.N., Lyra A.C. Predictive factors associated with hepatitis C antiviral therapy response. World J. Hepatol., 2015, 

vol. 7, no. 12, pp. 1617–1631. doi: 10.4254/wjh.v7.i12.1617



1139

2021, Т. 11, № 6 HBV and HCV markers in Southern Vietnan residents

8. Chamni N., Louisirirotchanakul S., Oota S., Sakuldamrongpanish T., Saldanha J., Chongkolwatana V., Phikulsod S. Genetic 

characterization and genotyping of hepatitis B virus (HBV) isolates from donors with an occult HBV infection. Vox Sang, 2014, 

vol. 107, no. 4, pp. 324–32. doi: 10.1111/vox.12178

9. Do S.H., Yamada H., Fujimoto M., Ohisa M., Matsuo J., Akita T., Katayama K., Van Nguyen N., Miyakawa Y., Tanaka J. High 

prevalences of hepatitis B and C virus infections among adults living in Binh Thuan province, Vietnam. Hepatol. Res., 2015, 

vol. 45, no. 3, pp. 259–268. doi: 10.1111/hepr.12350

10. Dunford L., Carr M.J., Dean J., Nguyen L.T., Ta Thi T.H., Nguyen B.T., Connell J., Coughlan S., Nguyen H.T., Hall W.W., 

Thi L.A. A multicentre molecular analysis of hepatitis B and blood-borne virus coinfections in Viet Nam. PLoS One, 2012, vol. 7, 

no. 6: e39027. doi: 10.1371/journal.pone.0039027

11. Gish R.G., Bui T.D., Nguyen C.T., Nguyen D.T., Tran H.V., Trinh H.N.; International Group for Liver Health in Viet Nam. 

Liver disease in Viet Nam: screening, surveillance, management and education: a 5-year plan and call to action. J. Gastroenterol. 

Hepatol., 2012, vol. 27, no. 2, pp. 238–247. doi: 10.1111/j.1440-1746.2011.06974.x

12. Guo J.T., Guo H. Metabolism and function of hepatitis B virus cccDNA: Implications for the development of cccDNA-targeting 

antiviral therapeutics. Antiviral Res., 2015, vol. 122, pp. 91–100. doi: 10.1016/j.antiviral.2015.08.005

13. Kishk R., Atta H.A., Ragheb M., Kamel M., Metwally L., Nemr N. Genotype characterization of occult hepatitis B virus strains 

among Egyptian chronic hepatitis C patients. East Mediterr. Health J., 2014, vol. 20, no. 2, pp. 130–138.

14. Ko K., Takahashi K., Nagashima S., Yamamoto C., Ork V., Sugiyama A., Akita T., Ohisa M., Chuon C., Hossain M.S., Mao B., 

Tanaka J. Existence of hepatitis B virus surface protein mutations and other variants: demand for hepatitis B infection control 

in Cambodia. BMC Infect. Dis., 2020, vol. 20, no. 1: 305. doi: 10.1186/s12879-020-05025-3

15. Korean Association for the Study of the Liver. KASL clinical practice guidelines: management of chronic hepatitis B. Clin. Mol. 

Hepatol., 2016, vol. 22, no. 1, pp. 18–75. doi: 10.3350/cmh.2016.22.1.18

16. Korean Association for the Study of the Liver. KASL clinical practice guidelines: management of hepatitis C. Clin Mol Hepatol., 

2016, vol. 22, no. 1, pp. 76–139. doi: 10.3350/cmh.2016.22.1.76

17. Kumar S., Stecher G., Tamura K. MEGA7: Molecular Evolutionary Genetics Analysis version 7.0 for bigger datasets. Mol. Biol. 

Evol., 2016, vol. 33, no. 7, pp. 1870–1874. doi: 10.1093/molbev/msw054

18. Le Ngoc C., Tran Thi Thanh T., Tran Thi Lan P., Nguyen Mai T., Nguyen Hoa T., Nghiem My N., Le Van T., Le Manh H., 

Le Thanh P., Nguyen Van Vinh C., Thwaites G., Cooke G., Heilek G.M., Shikuma C., Le T., Baker S., Rahman M.; VIZIONS 

Consortium. Differential prevalence and geographic distribution of hepatitis C virus genotypes in acute and chronic hepatitis C 

patients in Vietnam. PLoS One, 2019, vol. 14, no. 3: e0212734. doi: 10.1371/journal.pone.0212734

19. Li C., Yuan M., Lu L., Lu T., Xia W., Pham V.H., Vo A.X.D., Nguyen M.H., Abe K. The genetic diversity and evolutionary history 

of hepatitis C virus in Vietnam. Virology, 2014, vol. 468–470, pp. 197–206. doi: 10.1016/j.virol.2014.07.026

20. Nguyen V.T., Law M.G., Dore G.J. An enormous hepatitis B virus-related liver disease burden projected in Vietnam by 2025. Liver 

Int., 2008, vol. 28, no. 4, pp. 525–531. doi: 10.1111/j.1478-3231.2007.01646.x

21. Nguyen V.T., McLaws M.L., Dore G.J. Highly endemic hepatitis B infection in rural Vietnam. J. Gastroenterol. Hepatol., 2007, 

vol. 22, no. 12, pp. 2093–2100. doi: 10.1111/j.1440-1746.2007.05010.x

22. Norder H., Couroucé A.-M., Coursaget P., Echevarria J.M., Lee S.-D., Mushahwar I.K., Robertson B.H., Locarnini S., 

Magnius L.O. Genetic diversity of hepatitis B virus strains derived worldwide: genotypes, subgenotypes, and HBsAg subtypes. 

Intervirology, 2004, vol. 47, no. 6, pp. 289–309. doi: 10.1159/000080872

23. Pham D.A., Leuangwutiwong P., Jittmittraphap A., Luplertlop N., Bach H.K., Akkarathamrongsin S., Theamboonlers A., 

Poovorawan Y. High prevalence of Hepatitis C virus genotype 6 in Vietnam. Asian Pac J. Allergy Immunol., 2009, vol. 27, no. 2–3, 

pp. 153–160.

24. Pham V.H., Nguyen H.D., Ho P.T., Banh D.V., Pham H.L., Pham P.H., Lu L., Abe K. Very high prevalence of hepatitis C virus 

genotype 6 variants in southern Vietnam: large-scale survey based on sequence determination. Jpn J. Infect Dis., 2011, vol. 64, 

no. 6, pp. 537–539.

25. Pourkarim M.R., Amini-Bavil-Olyaee S., Kurbanov F., Van Ranst M., Tacke F. Molecular identification of hepatitis B virus 

genotypes/subgenotypes: revised classification hurdles and updated resolutions. World J. Gastroenterol., 2014, vol. 20, no. 23, 

pp. 7152–7168. doi: 10.3748/wjg.v20.i23.7152

26. Raimondo G., Locarnini S., Pollicino T., Levrero M., Zoulim F., Lok A.S.; Taormina Workshop on Occult HBV Infection 

Faculty Members. Update of the statements on biology and clinical impact of occult hepatitis B virus infection. J. Hepatol., 2019, 

vol. 71, no. 2, pp. 397–408. doi: 10.1016/j.jhep.2019.03.034

27. Schweitzer A., Horn J., Mikolajczyk R.T., Krause G., Ott J.J. Estimations of worldwide prevalence of chronic hepatitis B vi-

rus infection: a systematic review of data published between 1965 and 2013. Lancet, 2017, vol. 386, no. 10003, pp. 1546–1555. 

doi: 10.1016/S0140-6736(15)61412-X

28. Smith D.B., Bukh J., Kuiken C., Muerhoff A.S., Rice C.M., Stapleton J.T., Simmonds P. Expanded classification of hepatitis C 

virus into 7 genotypes and 67 subtypes: updated criteria and genotype assignment web resource. Hepatology, 2014, vol. 59, no. 1, 

pp. 318–327. doi: 10.1002/hep.26744

29. Stasi C., Silvestri C., Voller F. Emerging trends in epidemiology of hepatitis B virus infection. J. Clin. Transl. Hepatol., 2017, vol. 5, 

no. 3, pp. 272–276. doi: 10.14218/JCTH.2017.00010

30. Tanwar S., Dusheiko G. Is there any value to hepatitis B virus genotype analysis? Curr. Gastroenterol. Rep., 2012, vol. 14, no. 1, 

pp. 37–46. doi: 10.1007/s11894-011-0233-5

31. Te H.S., Jensen D.M. Epidemiology of hepatitis B and C viruses: a global overview. Clin Liver Dis., 2010, vol. 14, no. 1, pp. 1–21. 

doi: 10.1016/j.cld.2009.11.009

32. Trang N.H., That B.T.T., Thanh T.T.T., Chau L.N., Thanh T.T., Ngoc N.M., Hung N.M., Chau N.V.V., Rahman M. A17 Molecular 

characteristics of hepatitis B virus (HBV) isolated from chronic hepatitis B patients in South Vietnam. Virus Evol., 2017, vol. 3, 

no. 1: vew036.016. doi: 10.1093/ve/vew036.016



1140

Инфекция и иммунитетYu.V. Ostankova et al.

33. Truong B.X., Seo Y., Yano Y., Ho P.T., Phuong T.M., Long D.V., Son N.T., Long N.C., Kato H., Hayashi Y., Trach N.K., 

Kasuga M. Genotype and variations in core promoter and pre-core regions are related to progression of disease in HBV-infected 

patients from Northern Vietnam. Int J. Mol. Med., 2007, vol. 19, no. 2, pp. 293–299. doi: 10.3892/ijmm.19.2.293

34. WHO. Prevention and control of viral hepatitis infection: frame work for global action 2012. Geneva: WHO, 2012. 24 p.

35. WHO. Sixty-ninth world health assembly provisional agenda item 15.1. Draft global health sector strategies. Viral hepatitis, 2016–

2021. Geneva: WHO, 2016. 44 p.

36. Yano Y., Azuma T., Hayashi Y. Variations and mutations in the hepatitis B virus genome and their associations with clinical char-

acteristics. World J. Hepatol., 2015, vol. 7, no. 3, pp. 583–592. doi: 10.4254/wjh.v7.i3.583

37. Yim H.J., Lok A.S. Natural history of chronic hepatitis B virus infection: what we knew in 1981 and what we know in 2005. 

Hepatology, 2006, vol. 43, no. S1, pp. S173–S181. doi: 10.1002/hep.20956

Авторы:

Останкова Ю.В., к.б.н., старший научный сотрудник 
лаборатории молекулярной иммунологии ФБУН НИИ 
эпидемиологии и микробиологии имени Пастера, 
Санкт-Петербург, Россия;
Семенов А.В., д.б.н., директор Екатеринбургского научно-
исследовательского института вирусных инфекций ФБУН ГНЦ 
ВБ «Вектор» Роспотребнадзора, г. Екатеринбург, Россия;
Зуева Е.Б., к.б.н., биолог отделения диагностики 
ВИЧ-инфекции и СПИД-ассоциированных заболеваний 
ФБУН НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера, 
Санкт-Петербург, Россия;
Серикова Е.Н., научный сотрудник лаборатории вирусологии 
и иммунологии ВИЧ-инфекции ФБУН НИИ эпидемиологии 
и микробиологии имени Пастера, Санкт-Петербург, Россия;
Щемелев А.Н., младший научный сотрудник лаборатории 
вирусологии и иммунологии ВИЧ-инфекции, аспирант 
ФБУН НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера, 
Санкт-Петербург, Россия;
Валутите Д.Э., врач клинико-лабораторной диагностики 
отделения диагностики ВИЧ-инфекции и СПИД-
ассоциированных заболеваний ФБУН НИИ эпидемиологии 
и микробиологии имени Пастера, Санкт-Петербург, Россия;
Хуйнх Х.К.Т.,научный сотрудник лаборатории медицинских 
анализов Института имени Пастера в г. Хошимин, г. Хошимин, 
Вьетнам;
Егорова С.А., д.м.н., зам. директора по инновациям 
ФБУН НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера, 
Санкт-Петербург, Россия;
Тотолян Арег А., академик РАН, д.м.н., профессор, директор 
ФБУН НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера, 
Санкт-Петербург, Россия.

Authors:

Ostankova Yu.V., PhD (Medicine), Senior Researcher, Laboratory 
of Molecular Immunology, St. Petersburg Pasteur Institute, 
St. Petersburg, Russian Federation;
Semenov A.V., PhD, MD (Biology), Director of Ekaterinburg 
Research Institute of Viral Infections of SRC VB Vector of the Federal 
Service for Surveillance on Consumer Rights Protection and Human 
Wellbeing, Ekaterinburg, Russian Federation;
Zueva E.B., PhD (Biology), Biologist, Department of Diagnostics 
of HIV Infection and AIDS-associated Diseases, St. Petersburg 
Pasteur Institute, St. Petersburg, Russian Federation;
Serikova E.N., Researcher, Laboratory of Virology and Immunology 
of HIV Infection, St. Petersburg Pasteur Institute, St. Petersburg, 
Russian Federation;
Schemelev A.N., Junior Researcher, Laboratory of Virology and 
Immunology of HIV Infection, Postgraduate Student, St. Petersburg 
Pasteur Institute, St. Petersburg, Russian Federation;
Valutite D.E., Clinical Laboratory Diagnostics Doctor, Department 
of Diagnostics of HIV Infection and AIDS-associated Diseases, 
St. Petersburg Pasteur Institute, St. Petersburg, Russian Federation;
Huynh H.K.T., Researcher, Medical Analysis Laboratory 
Department, Ho Chi Minh Pasteur Institute, Ho Chi Minh City, 
Vietnam;
Egorova S.A., PhD, MD (Medicine), Deputy Director for Innovation, 
St. Petersburg Pasteur Institute, St. Petersburg, Russian Federation;
Totolian Areg A., RAS Full Member, PhD, MD (Medicine), Professor, 
Director of St. Petersburg Pasteur Institute, St. Petersburg, Russian 
Federation.

Поступила в редакцию 01.09.2021
Принята к печати 28.09.2021

Received 01.09.2021
Accepted 28.09.2021



1141

Инфекция и иммунитет
2021, Т. 11, № 6, с. 1141–1151

Russian Journal of Infection and Immunity = Infektsiya i immunitet 
2021, vol. 11, no. 6, pp. 1141–1151

Оригинальные статьиOriginal articles

ЗАВИСИМОСТЬ ФЕНОТИПИЧЕСКОГО СОСТАВА 

Т-ЛИМФОЦИТОВ У БОЛЬНЫХ ХРОНИЧЕСКИМ 

ВИРУСНЫМ ГЕПАТИТОМ C ОТ ГЕНОТИПА 

ВИРУСА (ДО И ПОСЛЕ ЛЕЧЕНИЯ ПРЕПАРАТАМИ 

ПРЯМОГО ПРОТИВОВИРУСНОГО ДЕЙСТВИЯ)

А.А. Савченко1, В.В. Цуканов1, И.В. Кудрявцев2,3, Ю.Л. Тонких1, В.Д. Беленюк1, 

М.А. Черепнин1, А.А. Анисимова1, А.Г. Борисов1
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3 ФГБОУ ВО Первый Санкт-Петербургский государственный медицинский университет им. академика И.П. Павлова, 

Санкт-Петербург, Россия

Резюме. Целью исследования было изучение фенотипа эффекторных Т-лимфоцитов у больных хроническим 

вирусным гепатитом С (ХВГС) до и после лечения препаратами прямого противовирусного действия в зависи-

мости от генотипа вируса. Обследовано 50 больных ХВГС без признаков цирроза печени. Диагноз устанавлива-

ли на основании эпидемиологических и клинико-лабораторных данных при обнаружении специфических се-

рологических маркеров ХВГС и РНК вируса гепатита С (ВГС) в соответствии с рекомендациями Европейской 

ассоциации по изучению печени (EASL, 2016). Содержание РНК ВГС определяли методом количественной по-

лимеразной цепной реакции в реальном времени. Степень фиброза печени у больных ХВГС оценивали с помо-

щью ультразвуковой эластографии. Лечение больных осуществляли в течение 3 месяцев препаратами прямого 

противовирусного действия согласно рекомендациям EASL 2016 г. В контрольную группу вошли 46 практичес-

ки здоровых лиц, у которых во время профилактического осмотра были исключены выраженные хроничес кие 

заболевания различных органов и систем, отсутствовали жалобы на состояние здоровья и определялись соот-

ветствовавшие норме показатели клинического и биохимического анализов крови при отсутствии маркеров 

к вирусным гепатитам В и С, антител к описторхисам; факт злоупотребления алкоголем в анамнезе отрицался. 

Исследование субпопуляционного состава хелперных и цитотоксичес ких Т-лимфоцитов осуществляли мето-

дом прямой иммунофлуоресценции цельной периферической крови. Нами получен 100% устойчивый виру-

сологический ответ у больных с 1, 2 и 3 генотипами ХВГС без признаков цирроза печени при применении 

терапии Софосбувиром (400 мг) и Даклатасвиром (60 мг) в течение 12 недель. Установлено, что у больных ХВГС 

в зависимости от генотипа ВГС были обнаружены характерные особенности в фенотипическом составе эф-

фекторных Т-лимфоцитов до и после лечения препаратами прямого противовирусного действия. При геноти-

пах 1 и 3 ВГС у больных повышалось содержание терминально-дифференцированных эффекторных (TEMRA) 

Т-хелперов и эффекторной памяти (EM). Только у пациентов с генотипом 2 ВГС в крови понижался уровень 

Адрес для переписки:

Кудрявцев Игорь Владимирович
197376, Россия, Санкт-Петербург, ул. академика Павлова, 12, 
ФГБНУ Институт экспериментальной медицины.
Тел.: 8 812 234-29-29.
E-mail: igorek1981@yandex.ru

Contacts:

Igor V. Kudryavtsev
197376, Russian Federation, St. Petersburg, 
Academician Pavlov str., 12, Institute of Experimental Medicine.
Phone: +7 812 234-29-29.
E-mail: igorek1981@yandex.ru

Для цитирования:

Савченко А.А., Цуканов В.В., Кудрявцев И.В., Тонких Ю.Л., Беленюк В.Д., 
Черепнин М.А., Анисимова А.А., Борисов А.Г. Зависимость 
фенотипического состава Т-лимфоцитов у больных хроническим 
вирусным гепатитом C от генотипа вируса (до и после лечения 
препаратами прямого противовирусного действия) // Инфекция 
и иммунитет. 2021. Т. 11, № 6. C. 1141–1151. doi: 10.15789/2220-
7619-ARB-1550

Citation:

Savchenko A.A., Tsukanov V.V., Kudryavtsev I.V., Tonkih J.L., Belenjuk V.D., 
Cherepnin M.A., Anisimova A.A., Borisov A.G. A relation between T cell 
phenotypic profile and virus genotype in patients with chronic viral hepatitis 
(before and after treatment with direct antiviral agents) // Russian Journal 
of Infection and Immunity = Infektsiya i immunitet, 2021, vol. 11, no. 6, 
pp. 1141–1151. doi: 10.15789/2220-7619-ARB-1550

© Савченко А.А. и соавт., 2021 DOI: http://dx.doi.org/10.15789/2220-7619-ARB-1550



1142

Инфекция и иммунитетА.А. Савченко и др.

Т-хелперов EM. Независимо от генотипа ВГС снижалось относительное количество Т-хелперов центральной 

памяти (CM). Уровень эффекторных субпопуляций цитотоксических Т-лимфоцитов у больных ХВГС соответ-

ствовал контрольным уровням или превышал их в зависимости от генотипа ВГС. У больных с генотипом 1 ВГС 

уровень всех исследуемых субпопуляций эффекторных цитотоксических Т-лимфоцитов был равен контроль-

ным значениям. У пациентов с генотипом 2 ВГС в периферической крови повышалось количество наивных 

цитотоксических Т-клеток и CM. У больных с генотипом 3 ВГС в крови было увеличено содержание наивных 

цитотоксических Т-лимфоцитов, CM и TEMRA. Наибольшая вирусная нагрузка была выявлена у больных 

ХВГС с генотипом 1 ВГС. Фиброз печени был наиболее выражен у больных ХВГС с генотипами 2 и 3 ВГС. Через 

3 месяца лечения препаратами прямого противовирусного действия у больных ХВГС независимо от генотипа 

ВГС сохранялось сниженное содержание Т-хелперов CM. Дополнительно к этому у пациентов с генотипами 1 

и 3 ВГС выявлялось понижение количества наивных Т-хелперов, а у больных с генотипами 2 и 3 ВГС нормали-

зовывалось содержание наивных цитотоксических Т-лимфоцитов.

Ключевые слова: хронический вирусный гепатит С, вирус гепатита С, генотип, Т-лимфоциты, фенотип, лечение.

A RELATION BETWEEN T CELL PHENOTYPIC PROFILE AND VIRUS GENOTYPE IN PATIENTS WITH 

CHRONIC VIRAL HEPATITIS (BEFORE AND AFTER TREATMENT WITH DIRECT ANTIVIRAL AGENTS)

Savchenko A.A.a, Tsukanov V.V.a, Kudryavtsev I.V.b,c, Tonkih J.L.a, Belenjuk V.D.a, Cherepnin M.A.a, 
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a Krasnoyarsk Research Center of the Siberian Branch of the Russian Academy of Sciences, Research Institute of Medical Problems 

of the North, Krasnoyarsk, Russian Federation
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Abstract. The aim of the study was to investigate the phenotype of effector T lymphocytes in patients with chronic viral hepa-

titis C (CVHC) before and after of treatment with direct antiviral drugs depending on the genotype of the virus. 50 patients 

with CVHC without signs of liver cirrhosis were examined. The diagnosis was made on the basis of epidemiological and clini-

cal laboratory data as recommended by the European Association for the Study of the Liver when specific serological markers 

of CHCV and RNA of hepatitis C virus (HCV) were detected (EASL, 2016). The determination of HCV RNA was carried out 

by the method of quantitative polymerase chain reaction in real time. The degree of liver fibrosis in patients with CVHC was 

assessed using ultrasound elastography. Patients were treated for 3 months with direct antiviral drugs according to the recom-

mendations of the European Association for the Study of the Liver (2016). The control group included 46 practically healthy 

individuals with severe chronic diseases of various organs and systems excluded during a routine examination, no health com-

plaints, having normal clinical and biochemical blood tests in the absence of markers for viral hepatitis B and C, antibodies 

to opisthorchis and denying history of alcohol abuse. The study of the subpopulation composition of helper and cytotoxic 

T lymphocytes was carried out by direct immunofluorescence of whole peripheral blood. We obtained a 100% sustained viro-

logical response in patients with 1, 2 and genotypes of CHCV without signs of liver cirrhosis when using therapy with Sofos-

buvir (400 mg) and Daclatasvir (60 mg) for 12 weeks. It was found that in CVHC patients were found characteristic features 

in the phenotypic composition of effector T lymphocytes before and after treatment with direct antiviral drugs in depending 

on the genotype of HCV. Patients with HCV genotypes 1 and 3 had an increase in the content of terminal differentiated ef-

fector (TEMRA) T helpers and effector memory (EM). Only patients with HCV genotype 2 had a decrease in the level of EM 

T-helper cells in the blood. A decrease in the relative number of T helpers of central memory (СM) was independent of the 

HCV genotype. The level of effector subpopulations of cytotoxic T lymphocytes in patients with CVHC was consistent with or 

exceeded control levels in depending on the genotype of HCV. The level of all investigated subpopulations of effector cytotoxic 

T lymphocytes in patients with HCV genotype 1 was equal to the control values. The number of naïve cytotoxic T cells and 

CM in peripheral blood in patients with HCV genotype 2 was increased. The content of naïve cytotoxic T lymphocytes, CM 

and TEMRA in patients with genotype 3 HCV in the blood was increased. The highest viral load was detected in patients with 

CVHC with genotype 1 HCV. Liver fibrosis was most pronounced in patients with CVHC infection with HCV genotypes 2 

and 3. After 3 months of treatment with direct antiviral drugs the patients with CVHC had a reduced content of CM T help-

ers regardless of the HCV genotype. In addition, patients with HCV genotypes 1 and 3 had a decrease in the number of naïve 

T helpers and patients with HCV genotypes 2 and 3 had a normalization of the content of naïve cytotoxic T lymphocytes.

Key words: chronic viral hepatitis C, hepatitis C virus, genotype, T lymphocytes, phenotype, treatment.

Введение

Одной из основных причин хронических за-

болеваний печени является инфекция, вызван-

ная вирусом гепатита С (ВГС). К настоящему 

времени число инфицированных ВГС людей 

в мире составляет более 185 млн человек [8, 

25, 26]. Хроническая инфекция ВГС часто со-

провождается развитием цирроза печени, ге-

патоцеллюлярного рака, печеночной недоста-

точности и, как следствие, тесно связана с не-

благоприятным исходом заболевания [12, 28, 
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33]. Качество оказания медицинской помощи 

больным хроническим вирусным гепатитом С 

(ХВГС) значительно улучшилось благодаря со-

временным методам диагностики, лечения 

и профилактики. Поставлена задача по устра-

нению ВГС с помощью целенаправленных тера-

певтических стратегий в течении 15–20 лет, хотя 

прогнозируется, что вторичная смертность, свя-

занная с ВГС-инфекцией, еще будет расти в те-

чение следующих 20 лет [2, 9, 26]. В связи с этим 

появляется необходимость изучения механиз-

мов развития инфекции ВГС для разработки 

стратегии предотвращения как самого заболева-

ния, так и его осложнений

Известно, что развитие и исход инфекционно-

го процесса, вызванного ВГС, зависит от состоя-

ния иммунной системы [1, 3, 28, 31]. Вероятно, 

именно иммунитет конкретного человека опре-

деляет исход хронической инфекции — от мини-

мальных гистологических изменений до обшир-

ного фиброза и цирроза, с гепатоцеллюлярной 

карциномой или без нее. Ранее были показаны 

особенности иммунных изменений при вирус-

ных гепатитах и других вирусных инфекциях 

с выделением типов иммунного реагирования, 

которые реализуются в широком диапазоне — 

от отсутствия какой-либо реакции до выражен-

ных изменений в иммунной системе, связанных 

с развитием иммунодефицитных состояний или 

гиперреактивных [1].

Ключевую роль в механизмах противовирус-

ного иммунитета (в том числе, и при ВГС) игра-

ют Т-лимфоциты. В исследовании Luxenburger H. 

и соавт. (2018) показано, что особенности разви-

тия Т-клеточного ответа у больных ХВГС тесно 

связаны с клиническим течением инфекци-

онного процесса [23]. Причем отрицательный 

вирусный клиренс определялся выраженным 

ответом со стороны Т-хелперов и цитотоксиче-

ских Т-лимфоцитов. Обнаружено, что у больных 

ХВГС под действием инфекционного процесса 

развивается ремоделирование фенотипического 

состава Т-лимфоцитов, которое, прежде всего, 

реализуется в снижении количества наивных 

Т-клеток [34]. При этом предполагается, что 

относительное «старение» Т-лимфоцитов при 

ХВГС определяется как формированием специ-

фических эффекторных клеток, так и повышен-

ной чувствительностью наивных Т-клеток к апо-

птозу за счет повышенной экспрессии рецептора 

PD1 [30, 34].

В ряде исследований отмечается, что терапия 

ВГС препаратами прямого противовирусного 

действия практически всегда приводит к полной 

элиминации вируса и выздоровлению пациен-

тов [2, 12]. Причем эффективность лечения по-

вышается при определении генотипа ВГС [16, 

17]. Однако влияние самой терапии на иммун-

ные реакции, в том числе с учетом генотипа ВГС, 

остается неисследованным. После проведенной 

терапии интенсивность воспалительного про-

цесса и фиброза печени снижается, но не устра-

няется, остаются нарушения со стороны специ-

фического Т-клеточного ответа [13, 22]. Все это 

определяет тот факт, что лечение ВГС не приво-

дит к формированию эффективного защитного 

иммунитета, следствием чего могут быть повтор-

ные инфекции. В связи с этим появляется необ-

ходимость изучения показателей Т-клеточного 

иммунитета у больных ХВГС до и после лечения.

Таким образом, целью исследования было из-

учение фенотипа эффекторных Т-лимфоцитов 

у больных ХВГС до и после лечения препарата-

ми прямого противовирусного действия в зави-

симости от генотипа вируса.

Материалы и методы

Под наблюдением в клиническом гастро-

энтерологическом отделении НИИ медицин-

ских проблем Севера (г. Красноярск) находи-

лись 50 больных ХВГС в возрасте 43,4±8,6 лет 

(28 мужчин и 22 женщины). Диагноз устанавли-

вали на основании эпидемиологических и кли-

нико-лабораторных данных при обнаружении 

специ фических серологических маркеров ХВГС 

и РНК ВГС по рекомедациям Европейской ас-

социации по изучению печени (EASL) [18, 19]. 

Фиброз печени изучался методом сдвиговолно-

вой транзиторной эластометрии с применением 

ультразвуковых систем Aixplorer (Франция) или 

Siemens Acuson S2000 (Германия). Оценка фибро-

за проводилась по шкале METAVIR. Выделялось 

4 степени фиброза в зависимости от выявляемых 

показателей эластичности печени: F0 — фиброз 

отсутствует (≤ 5,8 кПа); F1 — портальный и пе-

рипортальный фиброз без септ (5,9–7,2 кПа); 

F2 — портальный и перипортальный фиброз 

с единичными септами (7,3–9,5 кПа); F3 — пор-

тальный и перипортальный фиброз со множе-

ственными мостовидными порто-портальными 

и порто-центральными септами (9,6–12,5 кПа); 

F4 — цирроз (≥ 12,6 кПа).

Лечение больных ХВГС осуществляли на ос-

новании рекомендаций EASL 2016 г. [18]. Все 50 

пациентов с проводимой терапией были «наив-

ными» (ранее не лечились противовирусными 

препаратами) и не имели цирроза печени (ста-

дия F0–F3 по METAVIR). 19 больных с ХВГС 

имели 1 генотип вируса С (у 11 больных опре-

делялся фиброз печени F0–F1 по METAVIR, 

у 4 лиц — фиброз F2 по METAVIR, у 4 больных — 

фиброз F3 по METAVIR), у 15 пациентов диа-

гностировался 2 генотип вируса С (у 6 лиц был 

обнаружен фиброз печени F0–F1 по METAVIR, 

у 3 пациентов — фиброз F2 по METAVIR и у 6 

больных — фиброз F3 по METAVIR), 3 генотип 

вируса С был выявлен у 16 человек (у 8 паци-

ентов регистрировали фиброз печени F0–F1 

по METAVIR, у 3 лиц — фиброз F2 по METAVIR, 

у 5 больных — фиброз F3 по METAVIR). Все 

50 человек получали препараты прямого про-
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тивовирусного действия Софосбувир (400 мг) 

и Даклатасвир (60 мг) 1 раз в сутки в течение 

12 недель. Клинический и лабораторный конт-

роль с определением количества РНК вируса 

гепатита С методом полимеразной цепной ре-

акции (ПЦР) осуществляли до начала лечения 

ХВГС, через 4 недели терапии, в момент оконча-

ния лечения и через 24 недели после окончания 

терапии. Приверженность приема препаратов 

оценивалась с использованием теста Мориски–

Грина (Morisky–Green Test) [15].

В контрольную группу вошли 46 практически 

здоровых лиц, у которых во время профилакти-

ческого осмотра были исключены выраженные 

хронические заболевания различных органов 

и систем, отсутствовали жалобы на состояние 

здоровья и определялись соответствовавшие 

норме показатели клинического и биохимичес-

кого анализов крови при отсутствии маркеров 

к вирусным гепатитам В и С, антител к опистор-

хисам; факт злоупотребления алкоголем в анам-

незе отрицался.

Определение содержания РНК ВГС осу-

ществляли методом количественной ПЦР в ре-

альном времени на приборе Biorad CFX96 Real 

Time System (BioRad Laboratories, США) с по-

мощью тест-системы Abbott RealTime HCV test® 

(Abbott, США). Генотип ВГС определяли с по-

мощью набора VERSANT® HCV Amplification 

2.0 (LiPA) (Siemens, Германия). Степень фибро-

за печени у больных ХВГС оценивали с помо-

щью ультразвуковой эластографии на аппарате 

FibroScan 502 (Echosens, Франция).

Исследование субпопуляционного состава 

хелперных и цитотоксических Т-лимфоцитов 

осуществляли методом прямой иммунофлуо-

ресценции цельной периферической крови 

с использованием моноклональных антител 

(Beckman Coulter, США), меченных FITC (fluo-

rescein isothiocyanate), ECD (phycoerythrin-Texas 

Red-X), APC (allophycocyanin), AA700 (alexa fluor 

700) и AA750 (alexa fluor 750) в следующей па-

нели: CD45RO-FITC/CD62L-ECD/CD4-APC/

CD3-AA700/CD45-AA750. Распределение анти-

тел по каналам флуоресценции проводили в со-

ответствие с принципами формирования пане-

лей для многоцветных цитофлуориметрических 

исследований [7]. Пробоподготовку выполняли 

по стандартной методике [29]. Анализ окра-

шенных клеток проводили на проточном цито-

флуориметре Navios (Beckman Coulter, США) 

Рисунок. Вирусная нагрузка у больных ХВГС 

с разными генотипами ВГС

Figure 1. Viral load in patients with CVHС related 
to various HCV genotypes

Таблица 1. Фенотипический состав CD4+ Т-лимфоцитов у больных ХВГС до лечения в зависимости 

от генотипа ВГС (Ме [Q1–Q3])

Table 1. Phenotypic profile of CD4+ T lymphocytes in patients with CVHC before treatment related to HCV genotype 
(Ме [Q1–Q3])

Показатели

Parameters

Контроль

Control
n = 46

Больные ХВГС/Patients with CVHC
Генотип 1

Genotype 1
n = 18

Генотип 2

Genotype 2
n = 15

Генотип 3

Genotype 3
n = 17

CD3+CD4+, 109/L
0,83 (0,56–1,16) 0,94 (0,84–1,15) 0,73 (0,62–0,84) 0,95 (0,80–1,31)

p2 = 0,013 p3 = 0,013
CD3+CD4+CD45RО–CD62L+, % 14,6 (12,4–18,5) 12,0 (8,6–15,6) 14,8 (10,9–19,5) 14,0 (8,4–15,7)

CD3+CD4+CD45RО+CD62L+, %
19,2 (16,7–23,0) 12,4 (11,5–17,4) 12,5 (7,9–15,4) 14,3 (12,1–15,1)

p1 < 0,001 p1 < 0,001 p1 < 0,001

CD3+CD4+CD45RО+CD62L–, %

10,6 (9,0–13,1) 15,6 (13,1–19,8) 7,8 (6,6–9,0) 12,4 (10,6–16,4)

p1 < 0,001
p1 = 0,010
p2 < 0,001

p1 = 0,037
p3 < 0,001

CD3+CD4+CD45RО–CD62L–, %

0,29 (0,12–0,95) 2,33 (0,84–4,77) 0,70 (0,29–1,38) 1,47 (0,60–2,17)

p1 < 0,001 p2 = 0,021
p1 < 0,001
p3 = 0,044

Примечание. p1 — статистически значимые различия с показателями контрольной группы; p2 — статистически значимые различия 
с показателями больных с генотипом 1 ВГС; p3 — статистически значимые различия с показателями больных с генотипом 2 ВГС.
Note. p1 — statistically significant differences versus controls; p2 — statistically significant differences versus patients with genotype 1 HCV; 
p3 — statistically significant differences versus patients with genotype 2 HCV.
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Центра коллективного пользования КНЦ СО 

РАН. Обработку полученных цитофлуориме-

трических результатов осуществляли с помо-

щью программ Navios Software v. 1.2 и Kaluza 

v. 2.1.1 (Beckman Coulter, США). Т-хелперы (Th) 

и цитотоксические Т-клетки (Tcyt) в зависимо-

сти от уровней экспрессии CD45RO и CD62L 

разделяли на четыре основные субпопуля-

ции: «наивные» клетки с фенотипом CD45RО–

CD62L+, клетки центральной (СМ) и эффектор-

ной (ЕМ) памяти (фенотипы CD45RО+CD62L+ 

и CD45RО+CD62L– соответственно), а также 

«терминально-дифференцированные» эффек-

торные клетки (TEMRA, CD45RО–CD62L–). 

В каждой пробе анализировали не менее 50 000 

лимфоцитов.

Все исследования выполнены с информиро-

ванного согласия испытуемых и в соответствии 

с Хельсинкской декларацией Всемирной ассоци-

ации «Этические принципы проведения науч-

ных медицинских исследований с участием че-

ловека» с поправками 2000 г. и «Правилами кли-

нической практики в Российской Федерации», 

утвержденными приказом Минздрава РФ № 266 

от 19.06.2003.

Описание выборки производили с помо-

щью подсчета медианы (Ме) и интерквартиль-

ного размаха в виде 1 и 3 квартилей (Q1–Q3). 

Достоверность различий между показателями 

независимых выборок оценивали по непара-

метрическому критерию Манна–Уитни (Mann–

Whitney U test). Достоверность различий пока-

зателей в группах больных до и после лечения 

(связанные выборки) определяли по критерию 

Вилкоксона (Wilcoxon matched pairs test). Для ис-

следования силы взаимосвязей показателей вы-

числялся коэффициент ранговой корреляции 

по Спирмену (Spearman rank R). Статистический 

анализ осуществляли в пакете прикладных про-

грамм Statistica 8.0 (StatSoft Inc., 2007).

Результаты

Лечение Софосбувиром и Даклатасвиром 

в течение 12 недель у наивных больных ХВГС 

без цирроза печени позволило получить 100%-

ный устойчивый вирусологический ответ (УВО, 

определяется через 6 месяцев после окончания 

лечения) у всех пациентов, принявших уча-

стие в исследовании. То есть мы не получили 

различий в ответе на лечение Софосбувиром 

и Даклатасвиром у пациентов с 1, 2 и 3 генотипа-

ми вируса С.

Вирусная нагрузка у больных ХВГС в зависи-

мости от генотипа ВГС представлена на рис. 1. 

Обнаружено, что у больных с генотипом 1 ВГС 

уровень вирусной нагрузки выше, чем у пациен-

тов с генотипами 2 и 3 ВГС. После лечения пре-

паратами прямого противовирусного действия 

только среди больных с генотипом 2 ВГС обна-

ружены два пациента, у которых выявляется ви-

русная нагрузка (7,60 × 104 МЕ/мл и 1,40 × 106 МЕ/

мл). С помощью теста Мориски–Грина оба паци-

ента были признаны некомплаентными. В связи 

с этим анализ особенностей фенотипа эффек-

торных Т-лимфоцитов после лечения для этих 

двух пациентов не производился.

При исследовании иммунологических показа-

телей у больных ХВГС в зависимости от генотипа 

ВГС обнаружено, что у пациентов с генотипом 2 

ВГС в периферической крови понижено абсолют-

ное количество CD3+CD4+-лимфоцитов относи-

тельно уровней, выявленных у больных с геноти-

пами 1 и 3 ВГС (табл. 1). Независимо от генотипа 

Таблица 2. Фенотипический состав CD4– Т-лимфоцитов у больных ХВГС до лечения в зависимости 

от генотипа ВГС (Ме [Q1–Q3])

Table 2. Phenotypic profile of CD4– T lymphocytes in patients with CVHC before treatment related to HCV genotype 
(Ме [Q1–Q3])

Показатели

Parameters

Контроль

Control
n = 46

Больные ХВГС/Patients with CVHC
Генотип 1

Genotype 1
n = 18

Генотип 2

Genotype 2
n = 15

Генотип 3

Genotype 3
n = 17

CD3+CD4–, 109/L 0,55 (0,37–0,80) 0,49 (0,42–0,79) 0,67 (0,49–0,78) 0,72 (0,67–1,02)

CD3+CD4–CD45RО–CD62L+, %
5,9 (3,7–9,1) 7,1 (6,6–8,2) 10,2 (6,7–13,6) 9,1 (6,9–11,5)

p1 = 0,021 p1 = 0,035

CD3+CD4–CD45RО+CD62L+, %
2,6 (1,8–3,8) 3,7 (2,5–4,8) 5,0 (3,6–6,0) 4,4 (2,3–5,7)

p1 = 0,003 p1 = 0,036
CD3+CD4–CD45RО+CD62L–, % 8,4 (6,2–11,6) 8,0 (5,9–10,3) 9,8 (7,5–12,6) 8,7 (6,0–13,5)

CD3+CD4–CD45RО–CD62L–, %

6,5 (4,1–10,0) 9,7 (5,2–11,5) 6,1 (3,3–10,0) 11,7 (6,1–15,6)

p1 = 0,030
p3 = 0,043

Примечание. p1 — статистически значимые различия с показателями контрольной группы; p2 — статистически значимые различия 
с показателями больных с генотипом 1 ВГС; p3 — статистически значимые различия с показателями больных с генотипом 2 ВГС.
Note. p1 — statistically significant differences versus controls; p2 — statistically significant differences versus patients with genotype 1 HCV; p3 — 
statistically significant differences versus patients with genotype 2 HCV.
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ВГС у обследованных пациентов процентное ко-

личество СМ Th было ниже контрольных значе-

ний. Относительное содержание EM Th у больных 

с генотипом 2 ВГС понижено в сравнении с кон-

трольными величинами, тогда как при генотипах 

1 и 3 ВГС выявляется повышение уровня данной 

фракции клеток. У больных с генотипами 1 и 3 

ВГС в крови количество TEMRA Th выше кон-

трольного диапазона, в то время как у обследован-

ных пациентов с генотипом 2 ВГС относительный 

уровень лимфоцитов с данным фенотипом ниже, 

чем у больных с другими генотипами ВГС.

У больных ХВГС до начала лечения в зави-

симости от генотипа вируса также выявляются 

изменения субпопуляционного состава CD4– 

Т-лимфоцитов (табл. 2). Так, у пациентов с ге-

нотипами 2 и 3 ВГС в периферической крови 

повышается процентное содержание наивных 

и СМ Tcyt относительно контрольных значений. 

Только у больных с генотипом 3 ВГС уровень 

содержания зрелых эффекторных клеток по-

пуляции TEMRA увеличивается относительно 

контрольного диапазона и уровня, выявленного 

у пациентов с генотипом 2 ВГС.

Таблица 3. Фенотипический состав CD4+ Т-лимфоцитов у больных ХВГС после лечения 

в зависимости от генотипа ВГС (Ме [Q1–Q3])

Table 3. Phenotypic profile of CD4+ T lymphocytes in patients with CVHC after treatment related to HCV genotype 
(Ме [Q1–Q3])

Показатели

Parameters

Контроль

Control
n = 46

Больные ХВГС/Patients with CVHC
Генотип 1

Genotype 1
n = 18

Генотип 2

Genotype 2
n = 15

Генотип 3

Genotype 3
n = 17

CD3+CD4+, 109/L

0,83 (0,56–1,16) 3,19 (2,61–3,53) 2,09 (1,71–2,42) 2,70 (2,38–3,02)

p1 < 0,001
p1 < 0,001
p2 = 0,019

0,72 (0,67–1,02)

CD3+CD4+CD45RО–CD62L+, %
14,6 (12,4–18,5) 8,7 (7,1–15,9) 10,7 (7,7–15,1) 10,6 (6,6–13,6)

p1 = 0,039 p1 = 0,041

CD3+CD4+CD45RО+CD62L+, %
19,2 (16,7–23,0) 13,5 (9,3–16,6) 16,1 (11,1–18,9) 13,8 (12,7–18,9)

p1 < 0,001 p1 = 0,042 p1 = 0,015

CD3+CD4+CD45RО+CD62L–, %
10,6 (9,0–13,1) 20,1 (14,2–25,6) 10,3 (8,4–11,7) 12,7 (11,8–15,1)

p1 < 0,001 p2 < 0,001 p2 = 0,026

CD3+CD4+CD45RО–CD62L–, %
0,29 (0,12–0,95) 1,81 (1,12–2,38) 1,0 (0,5–2,6) 1,0 (0,6–2,1)

p1 < 0,001 p1 = 0,027 p1 = 0,017

Примечание. p1 — статистически значимые различия с показателями контрольной группы; p2 — статистически значимые различия 
с показателями больных с генотипом 1 ВГС; p3 — статистически значимые различия с показателями больных с генотипом 2 ВГС.
Note. p1 — statistically significant differences versus controls; p2 — statistically significant differences versus patients with genotype 1 HCV; 
p3 — statistically significant differences versus patients with genotype 2 HCV.

Таблица 4. Субпопуляционный состав CD4– Т-лимфоцитов у больных ХВГС после лечения 

в зависимости от генотипа ВГС (Ме [Q1–Q3])

Table 4. Phenotypic profile of CD4– T lymphocytes in patients with CVHC after treatment related to HCV genotype 
(Ме [Q1–Q3])

Показатели

Parameters

Контроль

Control
n = 46

Больные ХВГС/Patients with CVHC
Генотип 1

Genotype 1
n = 18

Генотип 2

Genotype 2
n = 15

Генотип 3

Genotype 3
n = 17

CD3+CD4–, 109/L
0,55 (0,37–0,80) 1,63 (1,10–2,28) 2,01 (1,77–2,13) 2,64 (1,47–3,50)

p1 < 0,001 p1 < 0,001 p1 < 0,001
CD3+CD4–CD45RО–CD62L+, % 5,9 (3,7–9,1) 4,7 (3,5–7,9) 5,4 (3,9–9,3) 6,3 (5,1–9,7)

CD3+CD4–CD45RО+CD62L+, %
2,6 (1,8–3,8) 3,4 (2,2–4,9) 4,0 (2,7–7,8) 5,1 (3,4–9,7)

p1 = 0,046 p1 = 0,003
CD3+CD4–CD45RО+CD62L–, % 8,4 (6,2–11,6) 7,0 (4,0–9,6) 9,5 (7,0–18,8) 8,1 (5,2–15,0)

CD3+CD4–CD45RО–CD62L–, %
6,5 (4,1–10,0) 7,6 (2,9–11,5) 9,0 (4,6–18,8) 13,5 (4,6–14,3)

p1 = 0,011

Примечание. p1 — статистически значимые различия с показателями контрольной группы; p2 — статистически значимые различия 
с показателями больных с генотипом 1 ВГС; p3 — статистически значимые различия с показателями больных с генотипом 2 ВГС.
Note. p1 — statistically significant differences versus controls; p2 — statistically significant differences versus patients with genotype 1 HCV; 
p3 — statistically significant differences versus patients with genotype 2 HCV.
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С помощью корреляционного анализа уста-

новлено, что у больных с генотипом 1 ВГС со сте-

пенью вирусной нагрузки отрицательно взаимо-

связан относительный уровень Th-эффекторной 

памяти (r = –0,53, р = 0,030) и положительно — 

содержание наивных Th (r = 0,58, р = 0,014) и на-

ивных Tcyt (r = 0,44, р = 0,042). У больных с гено-

типом 2 ВГС со степенью вирусной нагрузки от-

рицательно коррелируют относительные уровни 

CM Tcyt (r = –0,62, р = 0,043) и TEMRA Tcyt (r = 

–0,68, р = 0,037). У пациентов с генотипом 3 ВГС 

корреляционных взаимосвязей между степенью 

вирусной нагрузки и субпопуляционным соста-

вом Т-лимфоцитов не обнаружено.

После лечения препаратами прямого противо-

вирусного действия у больных ХВГС в перифери-

ческой крови повышается абсолютное содержа-

ние CD3+CD4+-лимфоцитов (табл. 3). При этом 

у больных с генотипом 2 ВГС по сравнению 

с больными с генотипами 1 и 3 ВГС обнаружи-

вается минимальный уровень клеток с указан-

ным фенотипом. У больных с генотипами 1 и 3 

ВГС процентное количество наив ных Т-хелперов 

снижено относительно контрольного диапазона. 

Независимо от генотипа вируса гепатита С у об-

следованных пациентов снижается содержание 

Т-хелперов центральной памяти и повышается 

уровень «терминально-дифференцированных» 

Т-хелперов по сравнению с контрольными зна-

чениями. Только у больных с генотипом 1 ВГС 

после проведенного лечения в крови повышается 

количество EM Th как относительно контроль-

ного диапазона, так и уровней, выявленных у па-

циентов с генотипами 2 и 3 ВГС.

После проведенного лечения у больных ХВГС 

независимо от генотипа ВГС в крови повыша-

ется абсолютное количество цитотоксических 

Т-лимфоцитов (табл. 4). При этом у больных 

с генотипами 2 и 3 ВГС выявляется повышение 

процентного содержания СМ Tcyt относитель-

но контрольного диапазона, и только у больных 

с генотипом 3 ВГС в результате проведенного ле-

чения увеличивается уровень TEMRA Tcyt.

При сравнении субпопуляционного состава 

Т-лимфоцитов крови у больных ХВГС до и че-

рез 3 мес. лечения обнаружено, что у пациентов 

с генотипом 1 ВГС возрастает абсолютное со-

держание как Т-хелперов (р = 0,028), так и ци-

тотоксических Т-клеток (р = 0,027), а также 

увеличивается процентный уровень TEMRA 

Th (см. табл. 1–4). У больных с генотипом 2 ВГС 

в результате проведенного лечения также увели-

чивается абсолютное содержание Th (р = 0,015) 

и Tcyt (р = 0,031). Кроме того, у лиц данной груп-

пы через 3 мес. лечения наблюдается снижение 

процентного количества наивных Tcyt (р = 0,040) 

и увеличение содержания зрелых эффекторов 

популяции TEMRA Tcyt (р = 0,029). У больных 

с генотипом 3 ВГС в результате проведенного ле-

чения выявляется только повышение абсолют-

ного количества Th (р = 0,024) и Tcyt (р = 0,009).

Обсуждение

Высокая эффективность лечения больных 

с хроническим вирусным гепатитом С препара-

тами прямого противовирусного действия в на-

шем исследовании соответствует современным 

данным. За короткое время произошла револю-

ция в терапии данной патологии [21].

В процессе формирования эффекторных 

субпопуляций Т-лимфоциты проходят два эта-

па развития: антиген-независимая дифферен-

цировка в тимусе и антиген-зависимая диф-

ференцировка в периферических органах им-

мунной системы [4, 11]. Первый этап завершет-

ся выходом из тимуса в циркуляцию наивных 

Т-лимфоцитов, на втором этапе (после актива-

ции специфичес ким антигеном и антиген-за-

висимой дифференцировки) происходит фор-

мирование клеток центральной памяти и эф-

фекторной памяти, а также зрелых эффектор-

ных клеток популяции TEMRA [4, 20]. Процесс 

дифференцировки Т-лимфоцитов можно кон-

тролировать по изоформе рецептора CD45, ко-

торый представляет собой трансмембранный 

белок с тирозинфосфатазной активностью. 

Внеклеточная белковая часть CD45 кодирует-

ся 7 экзонами. В наивных Т-лимфоцитах в этот 

участок рецептора входят все домены, что обо-

значается как CD45RA (с молекулярной массой 

в 220 kDa). В процессе антиген-зависимой диф-

ференцировки осуществляется альтернативный 

сплайсинг участков РНК, в результате которого 

теряется часть внеклеточных доменов молекулы 

CD45 и она трансформируется через переход-

ные формы в CD45R0 (с молекулярной массой 

в 180 kDa) [4, 11]. TEMRA Т-лимфоциты также 

экспрессируют CD45RA [4, 32]. Следовательно, 

Т-лимфоциты, экспрессирующие CD45R0, опре-

деляются как Т-клетки памяти (CM и EM), тогда 

как не экспрессирующие данную молекулу от-

носятся к «наивным» и TEMRA.

Другой молекулой, которая экспрессируется 

на Т-лимфоцитах, определяя их субпопуляцию, 

является CD62L. Данная молекула является 

L-селектином, который определяет миграцию 

клеток в периферические лимфоидные орга-

ны, так как его лигандами на эндотелии явля-

ются GlyCAM-1 (молекула клеточной адгезии, 

экспрессированная на эндотелии лимфоуз-

лов), MadCAM-1 (белок эндотелия в лимфоид-

ной ткани, ассоциированной с кишечником) 

и CD34 (белок эндотелиальных клеток) [4, 6, 24]. 

Соответственно, CD62L-рецептор экспрессиру-

ется на наивных Т-лимфоцитах и CM-клетках 

(определяя их миграцию в периферичес кую лим-

фоидную ткань) и не экспрессируется на EM-

клетках и TEMRA (их функция выполняется вне 

лимфоидных органов) [6, 20, 32].

Исходя из состава рецепторных молекул на по-

верхности Т-лимфоцитов, можно определить, 

что до начала проведения терапии препаратами 
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прямого противовирусного действия у больных 

ХВГС с генотипами 1 и 3 ВГС в периферичес-

кой крови по сравнению с контрольными зна-

чениями понижается процентное содержание 

Т-хелперов CM и повышается количество EM 

и TEMRA. Только у больных ХВГС с генотипом 1 

ВГС выявляются взаимосвязи между содержа-

нием Т-хелперов и величиной вирусной нагруз-

ки: положительная связана с уровнем наивных 

CD4+ Т-лимфоцитов и отрицательная — с коли-

чеством Т-хелперов EM. Данные взаимосвязи от-

ражают развитие следующих механизмов реаги-

рования Т-хелперов на инфекционный процесс. 

Во-первых, ВГС 1 генотипа стимулирует антиген-

независимую дифференцировку Т-хелперов и их 

выход из тимуса в кровь. При этом экспрессия 

CD62L-рецептора позволяет им быстро мигри-

ровать в периферическую лимфоидную ткань, 

что, соответственно, не приводит к повышению 

их количества в крови. Во-вторых, по пуляция 

Т-хелперов EM преимущественно представлена 

зрелыми эффекторными клетками, которые осу-

ществляют активный синтез и секрецию цито-

кинов, а также экспрессию на мембране эффек-

торных молекул [4]. Их количество определяется 

механизмами антиген-зависимой дифференци-

ровки, причем именно у больных ХВГС с гено-

типом 1 ВГС обнаружена наиболее выраженная 

вирусная нагрузка. При генотипе 2 ВГС наблю-

даются наиболее низкие значения абсолютного 

количества Т-хелперов, выявляемые у больных 

ХВГС, а также понижение уровней CD4+-клеток 

CM и EM.

Фенотипический состав цитотоксических 

Т-лимфоцитов периферической крови у боль-

ных ХВГС с генотипом 1 ВГС до начала лече-

ния препаратами прямого противовирусного 

действия аналогичен значениям контрольной 

группы. Между тем у больных данной группы 

выявляется положительная корреляционная 

связь величины вирусной нагрузки с уровнем 

наивных Tcyt, что, по-видимому, определяется 

механизмами стимуляции антиген-независи-

мой дифференцировки. При генотипе 2 ВГС вы-

является повышение количества наивных и CM 

Tcyt. Кроме того, у лиц данной группы обнару-

жены отрицательные взаимосвязи величины ви-

русной нагрузки с уровнями CM и EM Tcyt, что 

характеризует наличие стимуляции антиген-за-

висимой дифференцировки и формирования 

специфического Т-клеточного ответа при ин-

фекционном процессе. У больных с генотипом 3 

ВГС до начала проведения терапии препаратами 

прямого противовирусного действия в крови от-

носительно контрольных значений повышаются 

уровни наивных Tcyt, CM и TEMRA. При этом 

необходимо учитывать, что уровень экспрессии 

перфоринов и гранзимов в цитотоксических 

Т-лимфоцитах повышается при их дифферен-

цировке от наивных (минимальное внутрикле-

точное содержание), через Т-клетки CM и EM 

до TEMRA (максимальное количество) [5]. 

Следовательно, при генотипе 3 наблюдается 

наиболее выраженный эффекторный ответ ци-

тотоксических Т-лимфоцитов.

Через 3 месяца лечения препаратами прямо-

го противовирусного действия у больных ХВГС 

наблюдается повышение абсолютного содержа-

ния Т-хелперов в периферической крови (при 

генотипе 1 ВГС — в 3,4 раза, при генотипе 2 — 

в 2,9 раза, при генотипе 3 — в 2,8 раза). При этом 

при генотипе 1 и 3 ВГС выявляется снижение 

процентного количества наивных Т-хелперов 

и центральной памяти, но на фоне повышения 

уровней Т-хелперов EM и TEMRA. У больных 

с генотипом 2 ВГС после лечения обнаружено 

снижение уровня Т-хелперов CM и повышение 

содержания TEMRA. Кроме того, у больных 

ХВГС через 3 месяца лечения препаратами пря-

мого противовирусного действия наблюдается 

повышение абсолютного количества цитоток-

сических Т-лимфоцитов (при генотипе 1 ВГС — 

в 3,3 раза, при генотипе 2 — в 3,0 раза, при гено-

типе 3 — в 3,7 раза). Причем при генотипе 1 ВГС 

отсутствуют изменения в процентном содержа-

нии наивных и эффекторных Tcyt относитель-

но контрольных значений (как и до лечения). 

При генотипе 2 ВГС у больных после лечения 

обнаружено снижение содержания наивных Tcyt 

и повышение уровня TEMRA относительно по-

казателей, которые выявлялись у данной груп-

пы обследованных до лечения. У больных ХВГС 

с генотипом 3 ВГС после терапии препаратами 

прямого противовирусного действия сохраня-

ются особенности соотношения эффекторных 

цитотоксических Т-лимфоцитов, которые вы-

являлись до лечения: повышение процентно-

го количества цитотоксических Т-клеток CM 

и TEMRA.

Изменение в количестве эффекторных суб-

популяций Т-лимфоцитов в крови у больных 

ХВГС до и после лечения препаратами прямо-

го противовирусного действия также можно 

рассматривать с позиций концепции иммун-

ного истощения. В настоящее время под им-

мунным истощением понимается снижение 

количества или функциональной активности 

антиген-специфических Т-лимфоцитов в усло-

виях длительной персистенции антигена [10]. 

Показано, что при ХВГС повышается уровень 

апоптоза Т-лимфоцитов, снижается цитокин-

продуцирую щая активность CD4+ и CD8+ 

T-лимфоцитов, а также киллерная активность 

цитотоксичес ких Т-лимфоцитов [14, 27]. В на-

шем исследовании у больных ХВГС до начала 

лечения препаратами прямого противовирус-

ного действия, исходя из количественного со-

става эффекторных Т-лимфоцитов в крови, вы-

раженного иммунного истощения не обнару-

жено, в частности уровень TEMRA Т-хелперов 

и цитотоксических Т-лимфоцитов либо соот-

ветствует контрольным значениям, либо превы-
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шает их. Единственным показателем, который 

в крови больных ХВГС независимо от генотипа 

ВГС снижен по сравнению с контрольным диа-

пазоном, является процентное содержание CM 

Т-хелперов. Наихудший вариант обнаружен при 

генотипе 2 ВГС: у пациентов данной группы от-

носительно контрольного диапазона и показате-

лей больных с генотипом 1 и 3 ВГС понижено со-

держание EM Th. Через 3 месяца лечения пони-

женный уровень CM Th в крови у больных ХВГС 

сохраняется, при этом у пациентов с генотипами 

1 и 3 ВГС выявляется снижение количества на-

ивных Т-хелперов. У больных с генотипами 2 и 3 

ВГС содержание наивных Tcyt становится рав-

ным контрольным значениям. Можно предпо-

ложить, что до начала лечения у больных ХВГС 

состояние иммунного истощения преимуще-

ственно определялось не количественными из-

менениями эффекторных Т-лимфоцитов в кро-

ви, а их функциональной активностью. После 

лечения количество пониженных относительно 

нормы показателей возрастает, тогда как вы-

раженного увеличения уровней эффекторных 

субпопуляций Т-лимфоцитов не выявляется. 

Следовательно, на фоне элиминации ВГС вос-

становления реактивности иммунной системы 

не наблюдается.

Заключение

Нами получен 100% УВО у «наивных» больных 

с 1, 2 и 3 генотипами ХВГС без признаков цирроза 

печени при применении терапии Софосбувиром 

(400 мг) и Даклатасвиром (60 мг) в течение 12 

недель. У больных ХВГС в зависимости от ге-

нотипа ВГС обнаружены характерные особен-

ности в фенотипическом составе эффекторных 

Т-лимфоцитов до и после лечения препаратами 

прямого противовирусного действия. При гено-

типах 1 и 3 ВГС у больных повышалось содер-

жание Т-хелперов EM и TEMRA. Только у па-

циентов с генотипом 2 ВГС в крови понижался 

уровень Т-хелперов EM. Независимо от генотипа 

ВГС было снижено относительное количество 

Т-хелперов CM. Уровень эффекторных субпопу-

ляций цитотоксических Т-лимфоцитов у боль-

ных ХВГС соответствовал контрольным значе-

ниям или превышал их в зависимости от гено-

типа ВГС. У больных с генотипом 1 ВГС уровень 

всех исследуемых субпопуляций эффекторных 

цитотоксических Т-лимфоцитов был равен кон-

трольным значениям. У пациентов с генотипом 2 

ВГС в периферической крови повышалось коли-

чество наивных и CM цитотоксических Т-клеток. 

У больных с генотипом 3 ВГС в крови было уве-

личено содержание наивных цитотоксических 

Т-лимфоцитов, CM и TEMRA. Необходимо отме-

тить, что наибольшая вирусная нагрузка выявля-

лась у больных ХВГС с генотипом 1 ВГС. Только 

у этой группы больных количество наивных 

Т-хелперов и цитотоксических Т-лимфоцитов 

в крови было положительно взаимосвязано 

с уровнем вирусной нагрузки. У пациентов с ге-

нотипом 2 ВГС содержание Т-хелперов CM и EM 

отрицательно коррелировало с уровнем вирусной 

нагрузки. В то же время фиброз печени был наи-

более выражен у больных ХВГС с генотипами 2 

и 3 ВГС: фиброз тяжелой степени у данных групп 

больных выявлялся в 37,5 и 38,4% соответствен-

но, против 23,1% у пациентов с генотипом 1 ВГС. 

Через 3 месяца лечения препаратами прямого 

противовирусного действия у больных ХВГС не-

зависимо от генотипа ВГС сохранялось снижен-

ное содержание Т-хелперов CM. Кроме этого, 

у пациентов с генотипами 1 и 3 ВГС выявлялось 

понижение количества наивных Т-хелперов, 

а у больных с генотипами 2 и 3 ВГС наблюдалась 

нормализация содержания наивных цитоток-

сических Т-лимфоцитов. Предполагается, что 

до начала лечения препаратами прямого противо-

вирусного действия состояние иммунного исто-

щения, связанного с длительной персистенцией 

вируса в организме, преимущественно определя-

ется сниженной функциональной активностью 

эффекторных субпопуляций Т-лимфоцитов, 

а не их количеством. Однако концепция иммун-

ного истощения подтверждается состоянием 

Т-клеточного иммунитета у больных ХВГС после 

лечения: через 3 месяца эффективной терапии 

(практически при полной элиминации вируса 

из организма) восстановления иммунной систе-

мы не происходит.
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ВЛИЯНИЕ УЛЬТРАФИОЛЕТОВОГО ОБЛУЧЕНИЯ 

КРОВИ НА ТЕЧЕНИЕ ВНЕБОЛЬНИЧНОЙ 

ПНЕВМОНИИ, АССОЦИИРОВАННОЙ 

С COVID-19

И.Э. Ходза1, П.Д. Пуздряк1,2, П.Б. Бондаренко1, А.М. Дегтярев1, А.А. Ерофеев1, 

К.А. Чижова2, В.В. Шломин1, Е.С. Ведерникова1

1 Городская многопрофильная больница № 2, Санкт-Петербург, Россия
2 ФГБОУ ВО Северо-Западный государственный медицинский университет имени И.И. Мечникова, Санкт-Петербург, 

Россия

Резюме. Пандемия XXI века, вызванная вирусом SARS-CoV-2, поставила сложные задачи перед мировым 

медицинским сообществом. Внебольничная полисегментарная пневмония, вызванная новой коронавирус-

ной инфекцией (COVID-19), протекает по-разному и может осложниться потенциально летальной реакцией 

иммунной системы — цитокиновым штормом. Подобный иммунный ответ характеризуется быстрой про-

лиферацией и повышенной активностью T-клеток, макрофагов и естественных киллеров с высвобождением 

защитными клетками различных воспалительных цитокинов и химических медиаторов. Такое патологи-

ческое состояние может быть купировано путем введения рекомбинантного гуманизированного монокло-

нального антитела к человеческому рецептору IL-6 — монофункционального цитокина. Эффект блокаторов 

IL-6 заключается в селективном связывании и подавлении как растворимых, так и мембранных рецепторов 

IL-6 (sIL-6R и mIL-6R). Существуют исследования, демонстрирующие положительное влияние и повышение 

уровня выживаемости при использовании препаратов, блокирующих выработку IL-6. Новая коронавирусная 

инфекция способна вызывать воспаление стенки артерии с развитием внутрисосудистого тромбообразова-

ния, что обосновывает высокую эффективность лечения антикоагулянтами и гормонотерапией. В стандар-

ты медикаментозного лечения изучаемой нами инфекции входят противовирусная, противовоспалительная, 

антикоагулянтная, муколитическая, симптоматическая, внутривенная инфузионная терапия и оксигеноте-

рапия. Методические рекомендации по диагностике и лечению новой коронавирусной инфекции, разрабо-

танные Минздравом РФ, регулярно обновляются в соответствии с накоплением положительных результатов 

лечения мировым и локальными медицинскими сообществами. Помимо лекарственной терапии существуют 

и иные методы детоксикации организма. К одному из дополнительных методов лечения внебольничной пнев-

монии на фоне протекающего вирусного «васкулита» и коррекции иммунного ответа может относиться уль-

трафиолетовое облучение крови (далее — УФОК). Общеизвестно, что ультрафиолетовое излучение обладает 

обеззараживающим эффектом. Применяемые в УФОК длины волны эффективно поглощаются молекулами 

ДНК патогена. Бактерицидное УФ-излучение на определенных длинах волн вызывает димеризацию тимина 

в молекулах ДНК. Накопление таких изменений в ДНК микроорганизмов приводит к замедлению темпов их 

размножения и вымиранию. Для метода фотогемокоррекции характерны иммуностимулирующий, противо-
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2021, Т. 11, № 6 УФОК и COVID-19-ассоциированная пневмония

воспалительный, антигипоксический, мембраностабилизирующий, антиоксидантный и детоксицирующий 

эффекты. В настоящем исследовании получены данные о достоверном снижении системной воспалитель-

ной реакции в виде значительного и быстрого уменьшения уровня СРБ в крови у пациентов на фоне ультра-

фиолетового облучения крови. Купирование системной воспалительной реакции положительно сказалось 

на уменьшении инфильтративных изменений в легочной ткани, а также на сроках выписки.

Ключевые слова: ультрафиолетовое облучение крови, новая коронавирусная инфекция, лечение COVID-19, внебольничная 

вирусная пневмония, пандемия XXI века.

INFLUENCE OF ULTRAVIOLET BLOOD IRRADIATION ON COVID-19 ASSOCIATED COMMUNITY-

ACQUIRED PNEUMONIA

Khodza I.E.a, Puzdryak P.D.a,b, Bondarenko P.B.a, Degtyarev A.M.a, Erofeev A.A.a, Chizhova K.A.b, Shlomin V.V.a, 

Vedernikova E.S.a

a City Multiservice Hospital No. 2, St. Petersburg , Russian Federation
b North-Western State Medical University named after I.I. Mechnikov, St. Petersburg , Russian Federation

Abstract. The pandemic of the 21st century caused by the SARS-CoV-2 virus has posed a challenge for the global medi-

cal community. Community-acquired polysegmental pneumonia caused by the novel coronavirus infection (COVID-19) 

proceeds in a variety of types and may be complicated by a potentially lethal immune response — the cytokine storm. 

The latter is characterized by rapid proliferation and increased activity of T cells, macrophages and natural killer cells 

releasing various inflammatory cytokines and chemical mediators by protective cells. This pathological condition can 

be treated by recombinant humanized monoclonal antibody against monofunctional cytokine human interleukin-6 re-

ceptor. The effect of IL-6 blockers is to selectively bind and inhibit both soluble and membrane IL-6 receptors (sIL-6R 

and mIL-6R). There are studies demonstrating a positive effect and increased survival rate while using drugs that block 

the production of interleukin-6. The new coronavirus infection causes inflammation of the artery wall with intravascular 

thrombogenesis, which justifies the high efficiency of anticoagulant and hormone therapy. The standards of drug treat-

ment of the studied infection include antiviral, anti-inflammatory, anticoagulant, mucolytic, symptomatic, intravenous 

infusion and oxygen therapy. Methodological recommendations for the diagnosis and treatment of a new coronavirus 

infection, issued by the Ministry of Health of the Russian Federation, are regularly updated in accordance with the accu-

mulation of positive treatment results by global and local medical communities. In addition to drug therapy, there are other 

methods of body detoxification. One of the additional methods for treatment of community-acquired pneumonia along 

with viral “vasculitis” and correction of the immune response can be provided by ultraviolet blood irradiation (UBI). It is 

well known that ultraviolet radiation has a disinfecting effect. The wavelengths used in UBI affect the efficiency of UV 

absorption by DNA molecules of the pathogen. Bactericidal UV radiation at certain wavelengths causes thymine dimeri-

zation in DNA molecules. The accumulation of such changes in the DNA of microorganisms leads to a slowdown in the 

rate of their reproduction and extinction. The photohemocorrection method is characterized by immunostimulatory, anti-

inflammatory, anti-hypoxic, membrane stabilizing, antioxidant and detoxifying effects. In the current study we obtained 

data on a significant decrease in the systemic inflammatory response, marked and fast decrease of the C-reactive protein 

in blood tests of patients while receiving ultraviolet blood irradiation. The relief of the systemic inflammatory reaction had 

a positive effect on the reduction of infiltrative changes in the lung tissue, as well as the timing of discharge from hospital.

Key words: ultraviolet blood irradiation, new coronavirus infection, COVID-19 treatment, community-acquired viral pneumonia, 

21st century pandemic.

Введение

Способность вируса SARS-CoV-2 вызы-

вать воспаление стенки артерии и повышение 

уровня воспалительных цитокинов, приво-

дящее к внутри сосудистому тромбообразова-

нию, вплоть до развития синдрома диссеми-

нированного внутрисосудистого свертывания, 

привело к необходимости назначения много-

компонентной антикоагулянтной, гормональ-

ной, специ фической противовоспалительной 

терапии, а также противирусных лекарствен-

ных препаратов, направленных на подавление 

процессов репликации и разрушение вирусных 

частиц [5, 6, 7, 9]. Однако помимо медикамен-

тозной терапии существуют и другие методы 

детоксикации организма, в том числе основан-

ные на использовании физических факторов.

Общеизвестно, что ультрафиолетовое облу-

чение обладает способностью разрушать вирусы 

и бактерии. Ультрафиолетовое облучение крови 

(УФОК) — метод гемокоррекции, заключаю-

щийся в экстра- или интракорпоральном воз-

действии на кровь квантами оптического излу-

чения ультрафиолетовой части спектра. Метод 

УФОК применяется в медицине более 90 лет. 

В 1928 г. Hancock V. и Knott E. впервые выпол-

нили несколько сеансов экстракорпорального 
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УФОК родильнице, погибающей от сепсиса, 

и в результате проводимого лечения больная 

выздоровела [2].

В СССР этот метод лечения больных впервые 

был применен ленинградскими трансфузиоло-

гами А.Н. Филатовым и Г.И. Касумовым в 1937 г., 

а в 1979 г. в Ленинградском государственном оп-

тическом институте им. С.И. Вавилова учеными 

Ю.В. Поповым и Л.М. Кукуем был разработан 

аппарат «Изольда» (МД-73), который являет-

ся прототипом широко используемого врачами 

до настоящего времени аппарата ОВК-03 [3].

К лечебным эффектам УФОК относят нор-

мализацию сна, повышение аппетита, умень-

шение лихорадки, признаков интоксикации 

и гипоксии, уменьшение воспалительного про-

цесса, ишемических болей, улучшение пери-

ферического и коронарного кровообращения 

и трофики тканей, стимуляцию регенераторных 

процессов. Отмечались увеличение содержания 

гемоглобина и эритроцитов в периферической 

крови, повышение показателей иммунитета 

и неспецифической резистентности организма, 

нормализация углеводного, жирового и бел-

кового обменов, улучшение рео логических 

свойств крови и микроциркуляции, улучше-

ние фильтрационной способности почек [3]. 

Коплатадзе А.М. и соавт. описывают противо-

вирусный, бактерицидный и бактериостатичес-

кий эффекты ультрафиолетового облучения 

крови [4]. Подобные эффекты применения УФО 

крови явились причиной ее применения в лече-

нии пациентов c COVID-19-ассоциированной 

внебольничной пневмонией.

Материалы и методы

В период с 1 марта по 20 июля 2020 года лечеб-

но-профилактическое учреждение СПб ГБУЗ 

ГМПБ № 2 было перепрофилировано под лечение 

инфекционных больных. Госпитализированные 

пациенты получали лечение согласно временным 

методическим рекомендациям по профилактике, 

диагностике и лечению новой коронавирусной 

инфекции (COVID-19).

На отделении гравитационной хирургии 

крови было проведено исследование, в которое 

вошло 70 пациентов с внебольничной двусто-

ронней полисегментарной вирусной пневмони-

ей, ассоциированной с COVID-19 [33 мужчины 

(47%) и 37 женщин (53%)]. Критерием включения 

в исследование являлось средне-тяжелое тече-

ние заболевания, наличие лихорадки в анамнезе 

(> 38°C), повышение уровня С-реактивного белка 

(СРБ), подтвержденная методом КТ пневмония. 

Средний возраст пациентов составил 61±13 лет. 

В первую группу были включены 35 пациентов, 

которым проводилась рекомендованная схе-

ма лечения, дополненная процедурой УФОК. 

Во вторую группу вошло 35 пациентов, которые 

получали стандартную рекомендованную те-

рапию. Исследуемые больные в обеих группах 

были схожи по тяжести течения заболевания, их 

характеристика представлена в табл. 1.

В качестве терапии в группах использова-

лись противовирусные и антибактериальные 

препараты, низкомолекулярные антикоагулян-

ты, внутривенная инфузия физиологического 

раствора с дексаметазоном. При неэффектив-

ности проводимой терапии и развитии цито-

кинового шторма применялись стандартные 

схемы лечения лопинавиром/ритонавиром, 

гидроксихлорохином, а также, в ряде случаев, 

блокаторами цитокинового шторма.

Методика выполнения УФО крови. Все паци-

енты получали лечебное УФО крови на аппара-

те «Иволга-ОМС-01». Механизм лечебного воз-

Таблица 1. Клиническая характеристика 

исследуемых пациентов

Table 1. Сlinical characteristics of studied patients

Характеристика

Сharacteristics 

Группа 1

Group 1
(n = 35)

Группа 2

Group 2
(n = 35)

p

Возраст, лет

Age, years
64±12 61±10 0,3

Мужской пол

Male
13 (37%) 20 (57%) 0,09

Гипертоническая болезнь 
II–III ст.

Hypertensive disease 
(II–III stage)

21 (60%) 19 (52%) 0,6

Ишемическая болезнь 
сердца

Coronary heart disease
15 (43%) 12 (34%) 0,4

Стенокардия напряжения 
II–III ф.кл.

Angina pectoris 
(II–III functional class)

6 (17%) 3 (7%) 0,3

Постинфарктный 
кардиосклероз

Postinfarction cardiosclerosis 
3 (8%) 2 (6%) 0,6

Цереброваскулярная 
болезнь

Cerebrovascular disease
9 (25%) 7 (20%) 0,5

Сахарный диабет II типа

Type II diabetes mellitus
7 (20%) 4 (11%) 0,3

Мерцательная аритмия

Atrial fibrillation
6 (17%) 5 (14%) 0,7

Тяжелое течение 
заболевания

Severe course of the disease
15 (43%) 12 (34%) 0,8

Картина КТ-3

CT scan 3
24 (68%) 22 (62%) 0,6

СРБ при поступлении, мг/дл

CRP on admission, mg/dl
11±7 10±6 0,2
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действия заключался в стимуляции процессов 

перекисного окисления липидов в клеточных 

мембранах, активизации антиоксидантной си-

стемы, увеличения кислородной емкости кро-

ви, а также достижения бактерицидного и ви-

таминообразующего действия и повышения 

общей иммунорезистентности организма.

Перед принятием решения о проведении 

процедуры исключались противопоказания 

к ее выполнению: все виды доброкачественных 

и злокачественных опухолей, злокачественные 

заболевания крови, активные формы тубер-

кулеза, острые расстройства мозгового крово-

обращения, тяжелый некомпенсированный са-

харный диабет.

Процедура заключалась в интракорполяр-

ном облучении крови путем введения одно-

разового стерильного катетера через пункци-

онную иглу или центральный катетер непо-

средственно в кровеносное русло в положении 

лежа на спине. Во время сеанса использовалось 

2 диапазона излучения: 240–300 нм — короткий 

ультрафиолет и 300–400 нм — длинный ультра-

фиолет. Длительность облучения составляла 

15 мин за 1 сеанс, в среднем одному пациенту 

выполнялось 3 сеанса.

Статистический анализ. Результаты были 

разнесены по шкале среднеарифметических 

значений (mean)±стандартное отклонение (SD). 

Разницу в категориальных переменных ана-

лизировали посредством χ2-критерия Пирсона 

и F-критерия Фишера, количественные дан-

ные — с помощью U-критерия Манна–Уитни 

для непарных сравнений. Статистическую зна-

чимость принимали при p < 0,01. При анализе 

использовали пакет программ SPSS Statistics 17.0 

(SPSS Inc., Chicago, IL).

Результаты

В результате дополнения схемы лечения ме-

тодом УФОК отмечено сокращение пребыва-

ния пациента в больнице с 18±7 до 11±9 койко-

дней (p = 0,07). У пациентов из первой группы 

наблюдалось улучшение состояния в виде от-

сутствия лихорадки после первого сеанса в 85% 

случаев (n = 30), у трех пациентов улучшение 

выявлено в течение первой недели после прове-

дения курса УФОК (рис. 1).

Состояние пациентов первой группы отме-

чалось как удовлетворительное в среднем через 

6 суток после начала выполнения УФОК. Такое 

улучшение зарегистрировано у 85% пациентов 

первой группы. Во второй группе среднее время 

стабилизации состояния и снижения тяжести 

течения болезни после проведения курса тера-

пии составило 8 дней. Подобные улучшения от-

мечались только у 60% пациентов второй груп-

пы, тогда как остальным требовалась дополни-

тельная коррекция терапии.

При оценке динамики уровня СРБ выявлено 

его значимое снижение в течение 7 дней после на-

чала проведения медикаментозной терапии с до-

полнением ее курсом УФОК с 11,5±7,1 до 2,1±3,2 

(p < 0,001), в отличие от группы контроля, где 

Рисунок 1. Стабилизация состояния пациентов 

в течение 7 дней с момента поступления 

в стационар в исследуемых группах

Figure 1. Stabilization of patient condition 7 days after 
admission to the hospital in the study groups

Таблица 2. Динамика снижения СРБ в исследуемых группах

Table 2. Dynamics of CRP reduction in the study groups

Показатели

Indicators
Группы

Groups
До лечения

Before treatment

Через 7 дней

7 days after 
treatment

p

При выписке

At discharge 
from hospital

p

СРБ, усл.ед.

CRP, units

1-я (СРТ + УФОК)
1st (SRT + UBI)

11,5±7,1 2,1±3,2
0,001

1,2±4,1
0,06

2-я (СРТ)
2nd (SRT)

10±6,6 8,1±7,1 3,2±6,7

Примечание. СРТ — стандартная рекомендованная терапия, СРБ — С-реактивный белок, УФОК — ультрафиолетовое облучение крови.
Note. SRT — Standard recommended therapy, CRP — C-reactive protein, UBI — ultraviolet blood irradiation.
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в течение того же времени значимого снижения 

уровня СРБ не наблюдалось. Подробная харак-

теристика динамики изменения концентрации 

СРБ указана в табл. 2.

На рис. 2 продемонстрирована скорость сни-

жения уровня СРБ в первой группе. Полученные 

данные подтверждают положительное, проти-

вовоспалительное влияние сеансов ультрафио-

летового облучения крови на течение заболе-

вания. Также выявлено, что уровень снижения 

СРБ значительно больше в первой исследуемой 

группе (p < 0,001).

Летальность в первой группе не зарегистри-

рована, что подтверждает безопасность УФОК 

для лиц с коронавирусной пневмонией. Во вто-

рой группе зарегистрирована летальность 

в 2,8% случаев. Основной причиной летальнос-

ти стало тяжелое течение новой коронавирус-

ной инфекции с поражением легких 3 степени 

по КТ и развитием тяжелой дыхательной недос-

таточности. На рис. 3 представлены компью-

Рисунок 2. Динамика СРБ при поступлении, 

через 7 дней и при выписке

Figure 2. Dynamics of serum CRP level on admission, 
7 days later and at discharge from hospital

Рисунок 3. КТ органов грудной клетки у пациентки 63 лет с подтвержденным SARS-CoV-2

Figure 3. Chest CT scan in a 63-year-old female patient with confirmed SARS-CoV-2
Примечание. А — первые сутки после госпитализации, объем пораженной паренхимы 15%, sPO2 = 98%; Б — через 
6 дней, участки инфильтративных изменений по типу «матового стекла» различной степени интенсивности неправильной 
формы с неровными нечеткими контурами, объем пораженной паренхимы до 70%, sPO2 = 86%, КТ-картина двусторонней 
пневмонии (КТ3). В — на контрольной СКТ ОГК через 16 дней положительная динамика после проведения сеансов УФОК 
в виде уменьшения интенсивности и площади воспалительных изменений, с обеих сторон, преобразование участков 
«матового стекла» в тяжистые уплотнения по типу консолидации и ретикулярные изменения, положительная динамика, 
объем поражения легких снизился до 30%.
Note. A — the first day after hospitalization, the volume of the affected parenchyma is 15%, sPO2 = 98%; B — after 6 days, areas 
with ground-glass opacity infiltrative changes of varying intensity of irregular shape with uneven fuzzy contours, the volume 
of the affected parenchyma is up to 70%, sPO2 = 86%, CT scan of bilateral pneumonia (CT3). C — on the control CT of the 
chest 16 days after, positive dynamics after the UBI sessions in the form of a decrease in the intensity and area of inflammatory 
changes, on both sides, transformation of the ground-glass opacity areas into heavy seals of the consolidation type and reticular 
changes, positive dynamics, the volume of lung damage dropped to 30%.

А (A) Б (B) В (C)
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терные томограммы пациента, лечение которо-

го дополнялось процедурой УФОК. Временной 

промежуток между первичным и повторным 

КТ-исследованием составил 10 дней.

Обсуждение

Метод ультрафиолетового облучения кро-

ви (УФОК) применяется в медицине уже более 

80 лет [4]. Ультрафиолетовое облучение крови 

оказывает выраженное многокомпонентное, 

патогенетически обоснованное влияние при 

целом ряде патологических состояний. Во мно-

гих работах показано эффективное примене-

ние данного метода при ишемической болезни 

сердца, хронических заболеваниях кожи, пери-

ферических нейропатиях и ангиопатиях [1, 2]. 

Использование УФОК при внебольничной дву-

сторонней полисегментарной вирусной пнев-

монии, вызванной новой коронавирусной ин-

фекцией COVID-19, недостаточно изучено.

Проведение УФОК в первой группе пациентов 

показало достоверное снижение системной вос-

палительной реакции, что, вероятно, повлияло 

на процесс воспалительных изменений в сосу-

дистой стенке, участвующих в развитии локаль-

ного ДВС-синдрома. Согласно литературным 

данным, фотогемокоррекция влияла на улучше-

ние кровотока у лиц, страдающих воспалитель-

ными заболеваниями сосудов (эндартериитом). 

У таких пациентов регистрируется увеличение 

просвета артерии за счет уменьшения воспале-

ния ее стенки. Такое расширение просвета арте-

рии у этих больных, по-видимому, было связано 

с устранением вазоконстрикции [3].

Полученные в ходе нашего исследования 

данные показали положительное влияние 

в виде снижения СРБ в течение 7 дней после на-

чала курса УФОК с 11,5±7,1 до 2,1±3,2 (p < 0,001). 

Купирование системной воспалительной реак-

ции положительно сказалось на сроках выпис-

ки, а данные КТ в динамике показали значи-

тельное уменьшение инфильтративных измене-

ний в легочной ткани. Сопоставимые результаты 

купирования воспалительных явлений и более 

быстрого периода восстановления описывают-

ся при применении блокаторов цитокинового 

шторма, в частности препарата Тоцилизумаб [8, 

10]. Использование УФОК метода позволило 

уменьшить время госпитализации пациентов, 

снизив средний срок пребывания в стационаре 

с 18 до 11 койко-дней. Подобное снижение коли-

чества койко-дней встречается и в ряде других 

исследований [4]. Таким образом, дополнение 

схемы терапии методом УФОК для пациентов 

с COVID-19 может значительно ускорить и улуч-

шить результаты лечения.

Описанные позитивные результаты приме-

нения метода фотогемокоррекции могут спо-

собствовать включению метода УФОК в мето-

дические рекомендации по диагностике и лече-

нию новой коронавирусной инфекции.

Заключение

1. Применение ультрафиолетового облу-

чения крови является эффективным и без-

опасным дополнительным методом лечения 

больных с внебольничной полисегментарной 

двусторонней вирусной пневмонией, вызван-

ной COVID-19.

2. УФОК позволяет сократить сроки лечения 

больных.

3. УФОК помогает добиться снижения уров-

ня СРБ на 83% в течение 7 дней лечения по срав-

нению с контрольной группой.
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ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТЬ К ПРОТИВОВИРУСНЫМ 

ПРЕПАРАТАМ ШТАММОВ ВИРУСА ГРИППА, 

ВЫДЕЛЕННЫХ В РАЗЛИЧНЫХ РЕГИОНАХ 

КАЗАХСТАНА В 2018–2019 гг.

Т.И. Глебова, Н.Г. Кливлеева, Г.В. Лукманова, Н.Т. Сактаганов, 

А.М. Баймухаметова

ТОО «Научно-производственный центр микробиологии и вирусологии», г. Алматы, Казахстан

Резюме. Грипп представляет серьезную проблему для общественного здравоохранения. Для практической 

медицины и вирусологии самой серьезной проблемой является способность возбудителя гриппа к модифи-

кации в процессе репликации, что может приводить к кардинальному изменению таких свойств вируса, как 

инфекционность и вирулентность. Высокая мутационная изменчивость вирусов гриппа может способство-

вать быстрому приобретению устойчивости к лекарственным препаратам. Поэтому изучение чувствительно-

сти вирусов гриппа к противовирусным препаратам необходимо для обоснования надлежащего применения 

лекарственных средств для терапии и профилактики гриппозной инфекции. Цель данного исследования — 

изучение чувствительности казахстанских штаммов вирусов гриппа А/Н1N1 и В, выделенных в различных 

регионах Казахстана в 2018–2019 гг., к противовирусным препаратам. Материалы и методы. Анализ чув-

ствительности 20 штаммов вируса гриппа А/Н1N1 и В проводили со следующими химиопрепаратами: Ре-

мантадин, Тамифлю, Арбидол и Ингавирин. Вирусы культивировали в аллантоисной полости развивающих-

ся 10-дневных куриных эмбрионов в течение 48 ч при 36°С. Гемагглютинирующую активность определяли 

по общепринятой методике на 96-луночных планшетах с использованием 0,75% взвеси куриных эритроци-

тов, инфекционность вычисляли по методу Reed L. и Muench H. Чувствительность штаммов вируса к раз-

личным концентрациям противовирусных препаратов оценивали по степени подавления репродукции 100 lg 

ЭИД50/0,2 мл вируса на куриных эмбрионах. Статистический анализ выполняли с помощью программно-

го обеспечения Microsoft Office Excel 2010. Результаты. Изучение чувствительности к химиопрепаратам 

показало гетерогенность популяции казахстанских вирусов гриппа А и В 2018–2019 гг. по этому признаку. 

Чувствительность к препарату Тамифлю обнаружена у всех казахстанских штаммов вируса гриппа А/Н1N1 

и трех штаммов вируса гриппа В (ингибирующая концентрация составляла 0,44–25,38 мкг/мл). Репродукция 

большинства вирусов эффективно ингибировалась препаратом Тамифлю в концентрации 0,68–3,23 мкг/мл. 

Для трех штаммов вируса А/Н1N1 ингибирующая концентрация составила 7,23–25,38 мкг/мл. Ремантадин 

подавлял репродукцию вирусов в более высоких дозах (12,60–25,55 мкг/мл). К Арбидолу и Ингавирину все 
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исследованные вирусы оказались резистентными. Один штамм вируса гриппа типа В оказался слабо чувстви-

тельным к Ингавирину. Выводы. Гетерогенность популяции вирусов гриппа по чувствительности к противо-

вирусным препаратам указывает на необходимость постоянного эпидемического надзора для выявления ле-

карственно-устойчивых вариантов.

Ключевые слова: вирус гриппа, резистентность, чувствительность, Арбидол, Ингавирин, Ремантадин, Тамифлю.

2018–2019 ANTIVIRAL DRUG SENSITIVITY OF THE INFLUENZA VIRUS STRAINS ISOLATED FROM 

VARIOUS REGIONS OF KAZAKHSTAN

Glebova T.I., Klivleyeva N.G., Lukmanova G.V., Saktaganov N.T., Baimukhametova A.M.

Research and Production Center for Microbiology and Virology, Almaty, Kazakhstan

Abstract. Influenza is a serious public health problem. The ability of influenza virus to change upon replication is the 

most serious issue for practical medicine and virology, which can fundamentally alter virus biological properties, such as 

infectivity and virulence. The high mutational variability of influenza viruses can contribute to rapidly emerging drug 

resistance. Therefore, the study of antiviral drug sensitivity among influenza viruses is necessary to justify proper drug 

use for treatment and prevention of influenza infection. The aim of the study was to examine antiviral drug susceptibility 

of influenza A/H1N1 and B virus strains isolated from various regions of Kazakhstan in the years 2018–2019. Materials 

and methods. The susceptibility analysis of 20 strains of influenza A/H1N1 and B viruses was carried out by using chemo-

therapeutic agents including Remantadine, Tamiflu, Arbidol, and Ingavirin. Viruses were cultured in the allantoic cavity 

of developing 10-day-old chicken embryos for 48 hours at 36°C. The hemagglutinating activity was determined according 

to the standard method on 96-well plates using 0.75% chicken red blood cell suspension; the infectivity was calculated by 

the Reed–Muench method. The susceptibility of virus strains to different concentrations of antiviral drugs was evaluated 

by the level of virus reproductive suppression of 100 lg EID50/0.2 ml in chicken embryos. Statistical analysis was performed 

using Microsoft Office Excel 2010 software. Results. A study of susceptibility to chemotherapeutic agents demonstrated 

heterogeneity of influenza A and B virus population isolated in Kazakhstan during the 2018–2019 period. The suscep-

tibility to tamiflu was found in all Kazakhstan strains of influenza A/H1N1 virus and three type B strains (inhibitory 

concentration was 0.44–25.38 μg/mL). The reproduction of most viruses was effectively inhibited by Tamiflu at a con-

centration of 0.68–3.23 μg/mL. The inhibitory concentration for three strains of A/H1N1 virus was 7.23–25.38 μg/mL. 

Remantadine inhibited reproduction of viruses at higher doses (12.60–25.55 μg /mL). All investigated viruses were re-

sistant to Arbidol and Ingavirin. A single type B influenza virus strain was found to be weakly susceptible to Ingavirin. 

Conclusion. The heterogeneity of influenza virus population in susceptibility to antiviral drugs suggest a need for constant 

epidemiological surveillance in order to identify drug-resistant variants.

Key words: influenza virus, resistance, sensitivity, Arbidol, Ingavirin, Remantadine, Tamiflu.

Введение

Грипп представляет серьезную проблему для 

общественного здравоохранения. Вызывая еже-

годные сезонные эпидемии и периодические 

пандемии, гриппозная инфекция приводит 

к развитию различных осложнений, основным 

из которых является вторичная бактериальная 

пневмония, нередко со смертельным исходом 

в группах риска. Ежегодно, по данным ВОЗ, 

регистрируются десятки миллионов случаев 

заболевания гриппом, из которых около полу-

миллиона заканчиваются летально [1].

Для практической медицины и вирусологии 

в плане создания вакцинных, диагностичес-

ких и лечебных препаратов самой серьезной 

проблемой является способность возбудителя 

гриппа постоянно изменяться в процессе ре-

пликации. Сегментированная структура гено-

ма вируса гриппа способствует реассортации 

генов, зачастую приводящей к кардинально-

му изменению биологических свойств, таких 

как инфекционность и вирулентность [11, 21, 

28]. Одной из важнейших характеристик ви-

руса является его чувствительность к спец-

ифическим лекарственным средствам. Однако 

высокая мутационная изменчивость вирусов 

гриппа может способствовать быстрому при-

обретению устойчивости к лекарственным 

препаратам [4, 6, 20]. Именно поэтому изуче-

ние чувствительности вирусов гриппа к про-

тивовирусным препаратам необходимо для 

обоснования надлежащего применения лекар-

ственных средств для терапии и профилакти-

ки гриппозной инфекции [2].

Химиотерапия вирусных инфекций возник-

ла в конце 1960 гг. — начале 1970 гг., когда были 

установлены противовирусные свойства про-

изводных адамантана. К настоящему времени 

накоплен значительный опыт применения хи-

миопрепаратов, разрабатываются принципи-

ально новые средства лечения и профилакти-

ки гриппа и ОРВИ [4]. Эффективная стратегия 

по борьбе с гриппом предполагает применение 

этиотропных средств, оказывающих непосред-

ственное воздействие на специфическую ми-
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шень — вирусный белок, участвующий в цикле 

репликации. Наиболее широко применяемые 

в Казахстане лекарственные противогриппоз-

ные средства представлены четырьмя группами 

этиотропных препаратов [4]:

 – блокаторы ионного канала (адамантаны, 

в том числе Ремантадин);

 – ингибиторы нейраминидазы (Тамифлю 

(осельтамивир), Реленза, Перамивир);

 – специфический шаперон гемагглютини-

на (Арбидол);

 – ингибиторы NP-белка (Ингавирин).

Целью настоящей работы было изучение 

чувствительности казахстанских штаммов ви-

русов гриппа А/Н1N1 и В, выделенных в раз-

личных регионах Казахстана в 2018–2019 гг., 

к противовирусным препаратам.

Материалы и методы

Вирусы. Для исследований использовали 17 

штаммов вируса гриппа А/H1N1 и три штамма 

вируса гриппа В, выделенные в различных ре-

гионах Казахстана в 2018–2019 гг., а также рефе-

ренсные штаммы A/swine/Iowa/15/30, A/swine/

USA/1976/31, A/New Jersey/8/76, A/Solo mon Islands/

03/06, A/California/04/09pdm и B/Shan dong/07/97, 

хранящиеся в коллекции лаборатории биохи-

мии вирусов ТОО «Научно-произ водственный 

центр микробиологии и вирусологии».

Противовирусные препараты. В эксперимен-

тах использовали следующие лекарственные 

средства:

 – Ремантадин (100 мг/капсула, Olainfarm, 

Латвия);

 – Тамифлю (75 мг/капсула, Cenexi SAS, 

Франция, упаковано F. Hoffmann–La Roche 

AG, Швейцария);

 – Арбидол (100 мг/капсула умифеновира ги-

дрохлорида моногидрата в пересчете на уми-

феновира гидрохлорид, ОАО «Фармстан-

дарт-Лексредства», Россия);

 – Ингавирин (90 мг/капсула имидазолил-

этанамида пентандиовой кислоты – витаглу-

тама, ОАО «Валента Фармацевтика», Россия).

Вирусы культивировали в аллантоисной 

полости развивающихся 10-дневных куриных 

эмбрионов в течение 48 ч при 36°С. Гемагглю-

тинирующую активность определяли по обще-

принятой методике на 96-луночных планшетах 

с использованием 0,75% взвеси куриных эри-

троцитов [26]. Инфекционность вычисляли 

по методу Reed L. и Muench H. [25].

Чувствительность выделенных штаммов 

к различным концентрациям противовирусных 

препаратов оценивали по степени подавления 

репродукции 100 ЭИД50/0,2 мл вируса на ку-

риных эмбрионах. Препараты, растворенные 

в фосфатном буферном растворе в концентра-

ции 50 мг/мл, использовали в качестве исход-

ных. Дозу препарата, подавляющую титр виру-

са в реакции гемагглютинации в 2 раза по срав-

нению с контролем, считали ингибирую щей 

концентрацией (ИК50) [14]. Для каждой ком-

бинации концентраций препарата и вирусного 

материала проводили три независимых экспе-

римента.

Статистический анализ. При статистичес-

кой обработке для всех серий результатов нахо-

дили средние геометрические (geometric mean 

titer, GMT) и определяли их стандартные от-

клонения (±SD) [3] с помощью программного 

обеспечения Microsoft Office Excel 2010.

Результаты

Результаты изучения чувствительности ка-

захстанских вирусов гриппа к химиопрепаратам 

в сравнении с референсными штаммами пред-

ставлены в таблице. Установлена гетерогенность 

популяции казахстанских вирусов гриппа А и В 

2018–2019 гг. по этому признаку. Так или ина-

че все штаммы вирусов гриппа показали чув-

ствительность к Тамифлю, репродукция всех 

изолятов ингибировалась в дозах от 0,44±0,44 

до 25,38±1,5 мкг/мл. Большая часть вирусов 

гриппа А и В (А/Алматы/04/18, А/Алматы/05/18, 

А/Караганда/14/18, А/Павлодар/20/18, А/Алма ты/

01/19, А/Алматы/04/19, А/Алматы/05/19, А/Пав-

лодар/09/19, А/Павлодар/11/19, А/СКО/13/19, А/

Ка раганда/23/19, А/Караганда/24/19, А/ВКО/

39/19, А/ЗКО/41/19 B/Алматы/06/18, B/Ал ма-

ты/07/18, B/Алматы/08/18) эффективно инги би-

ро вались препаратом Тамифлю (ИК50 = от 0,68 

до 3,23 мкг/мл), причем штамм B/Алматы/08/18 

проявил чувствительность исключительно к это-

му препарату. По данному признаку упомянутые 

изоляты сходны с референсными вариантами 

A/Solomon Islands/03/06 и B/Shan dong/07/97, ко-

торые также более чувствительны к Тамифлю 

(ИК50 = 3,40 и 9,31 мкг/мл соответственно). Менее 

чувствительными к Тамифлю были вирусы A/

Аты рау/17/18, A/Атырау/18/18 и А/Павлодар/19/18 

(ИК50 = от 7,23 до 25,38 мкг/мл).

В более высоких дозах подавлялись Реман-

тадином вирусы А/Алматы/04/18, А/Алматы/05/

18, А/Павлодар/19/18, А/Павло дар/20/18, А/Ал-

маты/05/19, А/Павлодар/09/19, А/Павло дар/11/

19, А/СКО/13/19, А/ВКО/39/19, А/ЗКО/41/19, B/

Алматы/06/18 и B/Алматы/07/18. ИК50 Реман-

тадина для данных вирусов составила 12,60–

25,55 мкг/мл. Штамм B/Алматы/08/18, ана-

логично эталону A/California/04/09, оказался 

резистентным к данному препарату. Три изо-

лята (A/Атырау/17/18, A/Атырау/18/18 и А/Ка-

раганда/14/18), напротив, проявили большую 

чувствительность по отношению к Реман-

тадину (ИК50 = 3,90, 3,49 и 13,23 мкг/мл), чем 
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Таблица. Чувствительность казахстанских и референсных штаммов вирусов гриппа 

к химиопрепаратам (GMT±SD)

Table. Sensitivity of Kazakhstan and reference influenza virus strains to chemotherapeutic agents (GMT±SD)

Вирус

Virus

Ингибирующая концентрация препарата, мкг/мл

Inhibitory concentration, μg/ml

Тамифлю

Tamiflu
Ремантадин

Remantadine
Арбидол

Arbidol
Ингавирин

Ingavirin

Казахстанские штаммы

Kazakhstan strains

А/Алматы/04/18 (H1N1)

A/Almaty/04/18 (H1N1)
3,23±0,6 12,60±0,6

не ингибирует

does not inhibit
не ингибирует

does not inhibit

А/Алматы/05/18 (H1N1)

A/Almaty/05/18 (H1N1)
1,38±0,9 12,88±0,8

не ингибирует

does not inhibit
не ингибирует

does not inhibit

А/Караганда/14/18 (H1N1)

A/Karaganda/14/18 (H1N1)
1,90±0,6 3,94±1,0

не ингибирует

does not inhibit
не ингибирует

does not inhibit

A/Атырау/17/18 (H1N1)

A/Atyrau/17/18 (H1N1)
7,23±0,5 3,90±0,3

не ингибирует

does not inhibit
не ингибирует

does not inhibit

A/Атырау/18/18 (H1N1)

A/Atyrau/18/18 (H1N1)
12,98±0,5 3,49±0,3

не ингибирует

does not inhibit
не ингибирует

does not inhibit

А/Павлодар/19/18 (H1N1)

А/Pavlodar/19/18 (H1N1)
25,38±1,5 13,23±2,8

не ингибирует

does not inhibit
не ингибирует

does not inhibit

А/Павлодар/20/18 (H1N1)

А/Pavlodar/20/18 (H1N1)
0,70±1,0 25,50±3,0

не ингибирует

does not inhibit
не ингибирует

does not inhibit

А/Алматы/01/19 (H1N1)

A/Almaty/01/19 (H1N1)
0,67±0,13 50,22±0,03

не ингибирует

does not inhibit
не ингибирует

does not inhibit

А/Алматы/04/19 (H1N1)

A/Almaty/04/19 (H1N1)
3,11±0,40 42,01±8,13

не ингибирует

does not inhibit
не ингибирует

does not inhibit

А/Алматы/05/19 (H1N1)

A/Almaty/05/19 (H1N1)
1,84±0,21 25,42±0,08

не ингибирует

does not inhibit
не ингибирует

does not inhibit

А/Павлодар/09/19 (H1N1)

А/Pavlodar/09/19 (H1N1)
0,44±0,44 25,08±0,6

не ингибирует

does not inhibit
не ингибирует

does not inhibit

А/Павлодар/11/19 (H1N1)

А/Pavlodar/11/19 (H1N1)
0,98±0,9 25,50±0,6

не ингибирует

does not inhibit
не ингибирует

does not inhibit

А/СКО/13/19 (H1N1)

A/SKO/13/19 (H1N1)
0,62±0,06 25,55±0,11

не ингибирует

does not inhibit
не ингибирует

does not inhibit

А/Караганда/23/19 (H1N1)

A/Karaganda/23/19 (H1N1)
1,15±0,09 50,17±0,07

не ингибирует

does not inhibit
не ингибирует

does not inhibit

А/Караганда/24/19 (H1N1)

A/Karaganda/24/19 (H1N1)
1,92±0,07 50,26±0,03

не ингибирует

does not inhibit
не ингибирует

does not inhibit

А/ВКО/39/19 (H1N1)

А/VKO/39/19(H1N1)
0,97±0,05 25,52±0,11

не ингибирует

does not inhibit
не ингибирует

does not inhibit

А/ЗКО/41/19 (H1N1)

A/ZKO/41/19 (H1N1)
1,28±0,12 25,42±0,08

не ингибирует

does not inhibit
не ингибирует

does not inhibit

B/Алматы/06/18

B/Almaty/06/18
0,68±1,0 15,13±1,7

не ингибирует

does not inhibit
25,50±0,6

B/Алматы/07/18

B/Almaty/07/18
2,04±1,1 25,38±1,0

не ингибирует

does not inhibit
не ингибирует

does not inhibit

B/Алматы/08/18

B/Almaty/08/18
1,22±1,2

не ингибирует

does not inhibit
не ингибирует

does not inhibit
не ингибирует

does not inhibit
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к Тамифлю (ИК50 = 12,98, 7,23 и 25,08 мкг/мл 

соответственно). Вирус А/Караганда/14/18 ока-

зался чувствительным и к Тамифлю (ИК50 = 

1,90 мкг/мл), и к Ремантадину (ИК50 = 3,94 мкг/

мл) аналогично эталонным вирусам (A/swine/

Iowa/15/30, A/swine/USA/1976/31 и A/Solomon 

Islands/03/06).

К Арбидолу все исследованные вирусы ока-

зались резистентными. К Ингавирину лишь 

один вирус (B/Алматы/06/18) оказался слабо 

чувствительным (ИК50 = 25,50 мкг/мл).

Таким образом, при изучении чувствитель-

ности по отношению к этиотропным химио-

препаратам вирусов, циркулировавших в 2018–

2019 гг., установлена гетерогенность популяции 

казахстанских штаммов среди вирусов гриппа 

А/H1N1 и В.

Обсуждение

Амантадин и Ремантадин (α-метил-1-

адамантанметиламин) являются препаратами 

строго направленного действия на вирусоспе-

цифическую мишень, локализованную в транс-

мембранной области минорного поверхностно-

го белка M2 вирусов гриппа типа A. Они не-

обратимо ингибируют М2-белок и тем самым 

останавливают поток протонов через мембра-

ны вирионов. Препараты адамантана, блокируя 

функции ионных каналов, нарушают процесс 

«раздевания» вируса [8, 22]. Ремантадин можно 

отнести к категории выдающихся препаратов. 

Открытый практически случайно, препарат 

оставался основным для лечения гриппа в те-

чение более 35 лет. Однако начиная с 1980 гг. 

эффективность его применения постепенно 

снижалась из-за появления резистентных форм 

вирусов [4, 12]. В литературе представлены 

данные многочисленных исследований, сви-

детельствующие о резистентности вариантов 

пандемического штамма A/H1N1/2009 к препа-

ратам адамантанового ряда  [13, 19]. Результаты 

изучения чувствительности казахстанских 

штаммов по отношению к Ремантадину пока-

зали, что большее число вирусов, подобно эта-

лонному штамму A/California/04/09pdm, про-

явили резистентность к данному препарату. 

В отличие от них штаммы А/Караганда/14/18, 

A/Атырау/17/18 и A/Атырау/18/18 оказались 

чувствительными к данному препарату.

Ингибиторы нейраминидазы вируса гриппа А 

и В (Реленза, Тамифлю, Осельтамивир) для ле-

чения гриппа применяются с 1999 г., когда была 

показана более чем 80%-ная эффективность пре-

паратов [5, 13]. Нейраминидаза — фермент, кон-

тролирующий процессы почкования и высво-

бождения зрелых вирусных частиц от мембран 

инфицированных клеток путем отщепления 

остатков сиаловых кислот от олигосахаридов 

гемагглютинина. Кроме этого, нейраминидаза 

играет определенную роль в начальных стадиях 

проникновения вирусов гриппа в клетки, то есть 

в их инфицировании. Ингибиторы нейрамини-

дазы взаимодействуют с активным центром фер-

мента и являются конкурентными ингибитора-

ми, нарушая процессы проникновения вирусов 

в клетку и почкования зрелых вирионов от мем-

бран инфицированных клеток. Применение 

Вирус

Virus

Ингибирующая концентрация препарата, мкг/мл

Inhibitory concentration, μg/ml

Тамифлю

Tamiflu
Ремантадин

Remantadine
Арбидол

Arbidol
Ингавирин

Ingavirin

Референсные штаммы

Reference strains

A/swine/Iowa/15/30 (Hsw1N1) 6,51±0,1 6,75±0,2
не ингибирует

does not inhibit
не ингибирует

does not inhibit

A/swine/USA/1976/31(Hsw1N1) 6,60±0,6 7,05±0,1
не ингибирует

does not inhibit
не ингибирует

does not inhibit

A/New Jersey/8/76 (H1N1) 6,25±0,1 12,65±0,2
не ингибирует

does not inhibit
не ингибирует

does not inhibit

A/California/04/09 (H1N1) pdm 3,50±0,02
не ингибирует

does not inhibit
не ингибирует

does not inhibit
не ингибирует

does not inhibit

A/Solomon Islands/03/06 (H1N1) 3,40±0,02 6,4±0,02
не ингибирует

does not inhibit
не ингибирует

does not inhibit

B/Shandong/07/97 9,31±1,3 18,01±1,2 25,85±1,5
не ингибирует

does not inhibit

Примечание. Указана концентрация препарата, вызывающая снижение репродукции вируса в развивающихся куриных эмбрионах в два раза.
Note. Drug concentration causing 2-fold reduced virus reproduction in chicken embryos is indicated.
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Осельтамивира приводит к сокращению сред-

ней продолжительности заболевания на 37%, 

уменьшает проявление симптомов заболевания 

на 30–38% и на 67% снижает частоту вторичных 

осложнений гриппа. Препарат хорошо перено-

сится больными и на 71% снижает смертность 

от осложнений у пожилых людей, относящихся 

к группе повышенного риска [4, 8]. В связи с этим 

ингибиторы нейраминидазы, в особенности 

Тамифлю, широко используются при лечении 

гриппа. Однако в последнее время появляют-

ся сведения о приобретении вирусами гриппа 

устойчивости к данному препарату [24, 27].

В проведенных исследованиях все штаммы 

вирусов гриппа A/H1N1 и B, как референс-

ные, так и казахстанские, показали чувстви-

тельность к Тамифлю. Препарат эффективно 

в низких значениях ИК50 подавлял репродук-

цию на куриных эмбрионах почти всех виру-

сов, взятых в эксперимент, за исключением 

трех штаммов: A/Атырау/17/18, A/Атырау/18/18 

и А/Павлодар/19/18, которые можно охаракте-

ризовать как среднечувствительные по отноше-

нию к данному препарату.

Помимо препаратов прямого противови-

русного действия, в России с той же целью ис-

пользуются вещества, обладающие комбини-

рованным механизмом активности [17]. Одним 

из эффективных российских противовирусных 

препаратов для лечения гриппа и других ОРВИ 

считается Арбидол (Умифеновир) [4]. В литера-

туре встречаются упоминания об эффективно-

сти Арбидола по отношению к вирусам гриппа 

и отсутствии резистентных к нему штаммов [7]. 

Препарат действует на ранних стадиях репро-

дукции вируса. Механизм действия Арбидола 

заключается в индукции конформационных 

изменений поверхностного белка гемагглюти-

нина, ведущих к нарушению слияния вирусной 

липидной оболочки с мембранами эндосом, не-

обходимое для высвобождения вирусного ну-

клеокапсида и начала транскрипции вирусно-

го генома [16]. Другой препарат этого класса — 

Ингавирин — является ингибитором олигоме-

ризации белка NP вирусов гриппа [9, 17]. Однако 

есть мнение, что его терапевтичес кая эффек-

тивность обусловлена не прямым вирус-специ-

фическим действием, а иными фармакологиче-

скими эффектами. В частности, Ингавирин об-

ладает выраженным противовоспалительным 

действием [4]. Вопреки имеющимся данным 

об эффективности применения Арбидола и Ин-

гави рина для лечения гриппа, в своем исследо-

вании нам не удалось выявить их ингибирую-

щего действия в отношении казахстанских ви-

русов гриппа, взятых в эксперимент.

В последнее время появляются литературные 

данные об изоляции резистентных штаммов 

из проб, полученных у пациентов, которые ра-

нее не принимали специфические противови-

русные средства, что можно объяснить переда-

чей таких штаммов от человека к человеку [14]. 

Устойчивость вирусов гриппа к противовирус-

ным препаратам обусловлена мутациями в том 

вирусном белке, который является мишенью 

для действия препарата [10, 23] и развивается 

при многократном его использовании [4, 18].

Выводы

При изучении чувствительности казахстан-

ских штаммов вируса гриппа А/Н1N1 и В, цир-

кулировавших в 2018–2019 гг., к противовирус-

ным препаратам установлена гетерогенность 

популяции по этому признаку. В отношении 

коммерческого противогриппозного препара-

та Тамифлю все штаммы проявили чувстви-

тельность. Резистентность к Ремантадину вы-

явлена у большего числа казахстанских виру-

сов (кроме А/Караганда/14/18, A/Атырау/17/18 

и A/Атырау/18/18), к Арбидолу и Ингавирину — 

у всех вирусов.

Полученные результаты указывают на необ-

ходимость выявления лекарственно-устойчи-

вых вариантов вирусов гриппа, что требует про-

ведения постоянного эпидемического надзора.
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ОЦЕНКА ИММУНОГЕННОСТИ 

И ПРОТЕКТИВНОСТИ ВИРУСА ОСПОВАКЦИНЫ 

LIVP-GFP НА ТРЕХ ВИДАХ ЛАБОРАТОРНЫХ 

ЖИВОТНЫХ

С.Н. Щелкунов, А.А. Сергеев, С.Н. Якубицкий, К.А. Титова, С.А. Пьянков

ФБУН Государственный научный центр вирусологии и биотехнологии «Вектор» Роспотребнадзора, р.п. Кольцово, 

Новосибирская область, Россия

Резюме. Ликвидация оспы и отсутствие адекватной животной модели оспенной инфекции у человека обуслов-

ливает необходимость оценки иммуногенных и протективных свойств создаваемых методами генетической 

инженерии живых аттенуированных противооспенных вакцин на разных животных моделях ортопоксви-

русных инфекций. В данной работе проведено сравнение иммуногенных и протективных свойств рекомби-

нантного вируса осповакцины (VACV) LIVP-GFP при внутрикожном (в/к) введении мышам, морским свин-

кам и кроликам. Иммунизирующие дозы вируса LIVP-GFP для всех видов животных составляли 2 × 104 или 

2 × 106 БОЕ. Контрольным животным в/к вводили физиологический раствор. Забор проб крови у животных 

проводили прижизненно через 28 суток после введения вируса LIVP-GFP или физиологического раствора: 

у мышей — из ретроорбитального венозного синуса, у морских свинок — из сердца, у кроликов — из краевой 

вены уха. Из образцов крови отдельных особей были получены сыворотки, в которых методом ИФА опреде-

ляли титр VACV-специфичных антител. На 30-е сутки эксперимента иммунизированных вирусом LIVP-GFP 

и контрольных животных интраназально заражали летальными дозами соответствующих ортопоксвирусов, 

к которым каждый вид животных чувствителен. Мышей заражали вирусом оспы коров (CPXV) GRI-90 в дозе 

68 ЛД50, морских свинок — VACV GPA в дозе 56 ЛД50, кроликов — VACV НВ-92 в дозе 100 ЛД50. Все контроль-

ные животные после этого погибли, а все животные, иммунизированные аттенуированным рекомбинантным 

вирусом LIVP-GFP в дозе 2 × 106 БОЕ, выжили. При иммунизирующей дозе LIVP-GFP 2 × 104 БОЕ выжило 

88% мышей после заражения CPXV, 67% кроликов после инфекции VACV НВ-92 и 50% морских свинок после 

заражения VACV GPA. Данные ИФА сывороток крови показали корреляцию уровня VACV-специфичных ан-

тител с уровнем протективности, индуцируемым у соответствующих животных. На основании полученных 

результатов можно заключить, что все три изученные пары «лабораторное животное – ортопоксвирус» по-

зволяют дать адекватную оценку иммуногенности и протективности создаваемых современных аттенуиро-

ванных вакцин против оспы и других ортопоксвирусных инфекций человека. При этом мыши линии BALB/c 

являются наиболее удобным объектом исследования.

Ключевые слова: вирус осповакцины, аттенуация, иммунный ответ, антитела, протективность, ортопоксвирусы.
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ASSESSING IMMUNOGENICITY AND PROTECTIVENESS OF THE VACCINIA VIRUS LIVP-GFP 

IN THREE LABORATORY ANIMAL MODELS

Shchelkunov S.N., Sergeev A.A., Yakubitskiy S.N., Titova K.A., Pyankov S.A.

State Research Center of Virology and Biotechnology “Vector”, Federal Service for Surveillance on Consumer Rights Protection and 

Human Wellbeing, Koltsovo, Novosibirsk Region, Russian Federation

Abstract. Smallpox eradication and lack of adequate animal model for smallpox infection underlies a necessity to assess 

immunogenic and protective properties of genetic engineering-created live attenuated smallpox vaccines in several animal 

models of orthopoxviral infections. Here we compared immunogenic and protective properties of the recombinant vac-

cinia virus (VACV) LIVP-GFP intradermally (i.d.) inoculated to mice, guinea pigs and rabbits. LIVP-GFP immuniza-

tion in all animal species was applied at dose of 2 × 104 or 2 × 106 PFU. Control animals were injected with saline. Blood 

sampling was performed on day 28 after virus LIVP-GFP or saline inoculation. Blood samples were taken intravitally 

from the retro-orbital venous sinus in mice, heart in guinea pigs or marginal ear vein in rabbits. Serum samples were 

isolated by precipitating blood cells via centrifugation. The serum anti-VACV IgG titers were determined by ELISA. 

On day 30 post-immunization animals were intranasally challenged with lethal dose of host specific orthopoxvirus spe-

cies. Mice were infected by cowpox virus (CPXV) strain GRI-90 at dose 68 LD50, guinea pigs – by VACV GPA at dose 

56 LD50, rabbits — by VACV HB-92 at dose 100 LD50. All animals in control group died afterwards, whereas all animals 

immunized by attenuated recombinant virus LIVP-GFP at dose 2 × 106 PFU survived. In case of the LIVP-GFP im-

munization at dose 2 × 104 PFU, 88% of mice, 67% of rabbits and 50% of guinea pigs survived after being challenged with 

species-specific CPXV, VACV HB-92, and VACV GPA. ELISA data for the blood serum samples revealed a correlation 

between level of VACV-specific antibodies and level of protection in animal species. Based on the data obtained, it could 

be concluded that all three “animal–orthopoxvirus” models allow to provide with a proper evaluation of immunogenicity 

and protectiveness for generated modern attenuated vaccines against smallpox and other orthopoxviral human infections. 

Upon that, it was shown that BALB/c mouse strain was the most convenient investigational host species.

Key words: vaccinia virus, attenuation, immune response, antibodies, protectiveness, orthopoxviruses.

Введение

Вирус осповакцины (Vaccinia virus, VACV) 

стал живой противооспенной вакциной, с по-

мощью которой впервые удалось ликвидиро-

вать особо опасное инфекционное заболевание 

человека [5]. Несмотря на то, что в 1980 г. было 

объявлено об искоренении оспы и рекомендова-

но прекратить противооспенную вакцинацию, 

интерес к VACV вскоре возобновился в связи 

с возникшей возможностью генноинженерной 

реконструкции генома этого вируса при направ-

ленной встройке чужеродных генов или удале-

нии (делеции) определенных вирусных генов. 

Такая геномная технология позволила получать 

стабильно аттенуированные штаммы VACV, 

продуцирующие антигены различных инфек-

ционных агентов. Создаваемые на основе VACV 

поливалентные живые вакцины обес печивают 

индукцию как антительного, так и Т-клеточного 

иммунных ответов на чужеродные антигены [11]. 

В связи с возрастающей угрозой возникновения 

в результате естественной эволюции ортопокс-

вирусов, патогенных для человека, в последние 

годы важной задачей стало создание методами 

генетической инженерии живых аттенуирован-

ных вакцин против ортопоксвирусов [3, 11, 12].

В зависимости от животной модели или спо-

соба введения VACV с направленно нарушен-

ными генами вирус может проявлять снижен-

ную в разной степени вирулентность [4, 7, 8, 13], 

что может обеспечивать разные уровни иммун-

ного ответа на инфекцию. Поэтому при докли-

нических исследованиях новых кандидатных 

вакцин на основе VACV необходимо использо-

вать разные животные модели ортопоксвирус-

ных инфекций. При инфицировании мышей 

тремя разными способами (интраназальным 

(и/н), внутрикожным (в/к), подкожным) нами 

было показано, что оптимальным по соотно-

шению «патогенность/иммуногенность» для 

штамма VACV LIVP-GFP с нарушенным геном 

тимидинкиназы является в/к введение [2].

Цель данной работы — впервые провести 

сравнение иммуногенности и протективнос-

ти (защитного эффекта) аттенуированного 

штамма LIVP-GFP VACV при его в/к введении 

мышам линии BALB/c, беспородным морским 

свинкам или кроликам породы «Шиншилла».

Материалы и методы

Вирусы. В работе использовали следующие 

штаммы, полученные из коллекции ФБУН 

ГНЦ ВБ «Вектор» Роспотребнадзора: штамм 

GRI-90 вируса оспы коров (CPXV) [1]; штамм 

LIVP-GFP VACV [9]; штамм НВ-92, выделен-

ный из ткани головного мозга кролика породы 

«Шиншилла», интрацеребрально (и/ц) инфи-

цированного вирусом VACV LIVP; адаптирован-

ный к морским свинкам штамм GPA, получен-

ный в результате пассирования штамма HB-92 

VACV при и/ц (5 пассажей) и и/н (3 пассажа) за-

ражении морских свинок.
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Животные. Поскольку в предварительных 

экспериментах на животных разного пола не вы-

явили достоверных различий у самок и самцов 

в уровне антител, синтезируемых в ответ на им-

мунизацию VACV, в данной работе использова-

ли разнополых животных. В исследованиях ис-

пользовали инбредных 5–6-недельных мышей 

линии BALB/c массой 13–16 г, беспородных 

4-недельных морских свинок массой 210–230 г 

и 4-месячных кроликов породы «Шиншилла» 

массой 3,0–3,5 кг, полученных из питомника 

ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор» Роспотребнадзора. 

Подопытных животных содержали на стан-

дартном рационе с достаточным количеством 

воды согласно ветеринарному законодательству 

и в соответствии с требованиями по гуманному 

содержанию и использованию животных в экс-

периментальных исследованиях. Исследования 

и манипуляции на животных были проведе-

ны с одобрения комитета по биоэтике ФБУН 

ГНЦ ВБ «Вектор» Роспотребнадзора (Протокол 

№ 08-09.2020 от 25.09.2020).

Манипуляции с животными. В/к введение 

вирусного препарата либо физиологического 

раствора (ФР) осуществляли мышам в корень 

хвоста в объеме 30 мкл, морским свинкам — 

в область таза с предварительно удаленным 

шерстяным покровом в объеме 100 мкл, кроли-

кам — в область холки с предварительно уда-

ленным шерстяным покровом в объеме 100 мкл. 

Инфицирующие дозы вируса LIVP-GFP для 

всех видов животных составляли 2 × 104 или 2 × 

106 БОЕ. Каждая группа экспериментальных 

животных состояла из 6–8 мышей, 4–6 мор-

ских свинок и 3–6 кроликов. Всего в экспери-

ментах было задействовано 46 мышей, 34 мор-

ские свинки и 25 кроликов.

Забор проб крови у животных проводили 

прижизненно через 28 суток после введения 

препаратов: у мышей — из ретроорбитально-

го венозного синуса с помощью одноразовых 

стерильных капилляров, у морских свинок — 

из сердца с помощью шприца объемом 5 мл, 

у кроликов — из краевой вены уха путем ее про-

калывания иглой от шприца объемом 2,5 мл. 

Из образцов крови отдельных особей была полу-

чена сыворотка путем осаждения ее форменных 

элементов с помощью центрифугирования при 

3000–4000 г в течение 7–10 мин. Полученные 

сыворотки были термически инактивированы 

при температуре 56°C в течение 30 мин и храни-

лись при минус 20°C.

На 30-е сутки эксперимента (второй день по-

сле взятия крови) в/к иммунизированных виру-

сом LIVP-GFP и контрольных (в/к инъециро-

ванных ФР) животных и/н заражали летальны-

ми дозами соответствующих ортопоксвирусов. 

Мышей заражали CPXV GRI-90 в дозе 68 ЛД50, 

морских свинок — VACV GPA в дозе 56 ЛД50, 

кроликов — VACV НВ-92 в дозе 100 ЛД50. За жи-

вотными наблюдали в течение 14 суток и регис-

трировали у них клинические проявления ин-

фекции и гибель.

Иммуноферментный анализ сывороток кро-

ви экспериментальных животных. Титр анти-

тел к антигенам (вирионным белкам) VACV 

LIVP определяли методом ИФА. Использовали 

«Набор реагентов для иммуноферментного 

выявления антител к антигенам поксвирусов 

“Вектор ИФА Покс-АТ” для научных исследо-

ваний» по ТУ 21.10.60-085-05664012-2019 (далее 

по тексту — набор реагентов «Вектор ИФА Покс-

АТ»). Набор зарегистрирован в Росстандарте 

России, ФБУ Новосибирский ЦСМ, КЛП № 080/

007372 от 03.07.2019. Основой набора является 

иммуносорбент, на поверхности лунок кото-

рого иммобилизован очищенный на сахарозе 

препарат вирионов VACV LIVP. При выявлении 

антител в крови животных использован перок-

сидазный конъюгат белка А S. aureus.

Для сравнения концентрации специфичес-

ких IgG к VACV в различных образцах приме-

няли титрование. Каждый исследуемый об-

разец в дубле разводили предварительно 1:10 

в растворе для предварительного разведения 

образцов с использованием планшета для пред-

варительного разведения согласно инструкции. 

Затем предварительно разведенный образец 

в объеме 20 мкл вносили в верхнюю лунку вер-

тикального ряда планшета-иммуносорбента 

со 180 мкл раствора для разведения образцов 

(РРО). Таким образом получали разведение об-

разца 1:100. Перемешивали пипетированием, 

отбирали 100 мкл и переносили в лунку ниже 

со 100 мкл РРО, затем после перемешивания 

в лунку ниже со 100 мкл РРО и т. д. до восьмой 

нижней лунки вертикального ряда. Получали 

дублированную серию последовательных дву-

кратных разведений ×100, ×200, ×400, ×800, 

×1600, ×3200, ×6400, ×12 800 раз.

Каждый планшет содержал 1 лунку со 100 мкл 

положительного контрольного образца и 2 лунки 

по 100 мкл отрицательного контрольного образца.

Анализ результатов проводили согласно ин-

струкции по применению «Вектор ИФА Покс-

АТ». Он позволял выявить положительные об-

разцы, то есть имеющие титр не менее 1:100. 

Для положительных результатов определяли 

титры. На каждое разведение сыворотки было 

использовано по 2 лунки планшета (2 повтора). 

По результатам измерения оптической плот-

ности (ОП) двух лунок рассчитывали среднее 

арифметическое значение ОП для данного раз-

ведения. Далее по инструкции по применению 

набора рассчитывали критическую оптичес-

кую плотность (ОПкрит) для планшета, которая 

является верхним пределом фоновых значений 

отрицательных контролей.
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Затем проводили сравнение среднеарифме-

тических значений ОП разведений с ОПкрит для 

планшета. Титром сыворотки было последнее 

разведение со значением ОП больше ОПкрит.

Статистический анализ. Статистическую 

обра ботку полученных данных проводили стан-

дартными методами, используя пакет компью-

терных программ Statistica 10.0 (StatSoft Inc. 

1984–2001). Нормальность распределения титров 

антител в сыворотках крови животных оцени-

вали с помощью W-критерия Шапиро–Уилка. 

В связи с тем, что нормальность распределения 

титров антител в сыворотках крови иммунизи-

рованных дозой 2 × 104 БОЕ LIVP-GFP VACV жи-

вотных была установлена при p > 0,05 только для 

мышей, межвидовые сравнения титров антител 

для мышей, морских свинок и кроликов прово-

дили с помощью непараметрического метода — 

U-критерия Манна–Уитни с определением дву-

сторонней вероятности (p-value). Коэффициент 

корреляции между индуцированными разными 

дозами LIVP-GFP VACV титрами антител у жи-

вотных и наблюдае мыми уровнями защиты 

от гибели определяли методом Спирмена [10]. 

Расчет 50% летальной дозы (ЛД50) производили 

на основании показателей количества погибших 

животных по методу Спирмена–Кербера [10].

Результаты и обсуждение

Возрастающая в последние годы опасность 

перехода локальных вспышек зоонозных орто-

поксвирусных инфекций среди людей в распро-

страненные эпидемии остро ставит вопрос о не-

обходимости создания живых аттенуированных 

вакцин нового поколения против этих инфекций 

и использования адекватных животных моделей 

для оценки их иммуногенных свойств [3, 8, 13].

В подавляющем большинстве работ свойства 

создаваемых штаммов VACV изучают на лабо-

раторных мышах [2, 4, 7, 8, 13]. Это обусловлено 

тем, что мышиная модель обладает способно-

стью имитировать иммунный ответ на инфек-

цию VACV, наблюдаемый при противооспенной 

иммунизации людей. Показано, что суммарные 

антитела, синтезируемые в организме мышей 

в ответ на VACV-вакцинацию, узнают схожий 

спектр вирионных белков, с которыми взаимо-

действуют антитела сывороток крови вакцини-

рованных пациентов [6].

Расширение спектра биологических систем 

для оценки свойств кандидатных противо-

оспенных вакцин позволит получать более кор-

ректные данные об их иммуногенных и про-

тективных свойствах на этапе доклинических 

исследований. Поэтому нами проведено срав-

нение таких свойств аттенуированного штамма 

LIVP-GFP при в/к иммунизации им не только 

мышей, но и морских свинок и кроликов.

Рисунок 1. Динамика гибели мышей (А), 

морских свинок (Б) и кроликов (В), 

иммунизированных VACV LIVP-GFP в дозе 

104 БОЕ/животное, при интраназальном 

заражении летальными дозами CPXV GRI-90 (А), 

VACV GPA (Б), VACV HB-92 (В)

Figure 1. Mortality rate in mice (A), guinea pigs (B) 
or rabbits (C) immunized by VACV LIVP-GFP at dose 
104 PFU/animal after intranasal challenge at lethal doses 
with CPXV GRI-90 (А), VACV GPA (B) or VACV HB-92 (C)
Примечание. Приведены данные для групп животных, 
иммунизированных вирусом LIVP-GFP, а также групп, 
не иммунизированных LIVP-GFP и не инфицированных 
(отрицательный контроль) или зараженных 
(положительный контроль) соответствующим летальным 
ортопоксвирусом.
Note. Data for animal groups immunized with virus LIVP-
GFP or groups unimmunized with LIVP-GFP and uninfected 
(negative control) or infected (positive control) 
by corresponding lethal species-specific orthopoxvirus.
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Для в/к иммунизации мышей, морских сви-

нок и кроликов использовали дозы вирусов 2 × 

106 и 2 × 104 БОЕ/животное. В/к способ имму-

низации использовали как наиболее оптималь-

ный по соотношению «иммуногенность–виру-

лентность» [2]. Для всех трех видов животных 

прижизненный отбор крови и получение сы-

вороток производили на 28 сутки после имму-

низации. Сыворотки анализировали на уровни 

антител методом ИФА.

На 30 сутки эксперимента иммунизирован-

ных VACV LIVP-GFP и контрольных (инъе-

цированных ФР) животных и/н заражали ле-

тальными дозами соответствующих ортопокс-

вирусов, к которым каждый вид животных чув-

ствителен.

Все контрольные (не иммунизированные) 

животные в результате таких заражений по-

гибли: мыши на 4–7 сутки, морские свинки 

на 5–8 сутки, кролики на 6–10 сутки после ин-

фицирования (рис. 1). Животные всех трех из-

ученных видов, иммунизированные рекомби-

нантным вирусом LIVP-GFP в дозе 2 × 106 БОЕ, 

выжили после использования летальных доз 

соответствующих ортопоксвирусов.

При иммунизирующей дозе LIVP-GFP 2 × 

104 БОЕ выжило после заражения 68 ЛД50 CPXV 

7 из 8 (88%) мышей. При той же дозе иммуни-

зации вирусом LIVP-GFP выжило 4 из 6 (67%) 

кроликов после инфекции 100 ЛД50 VACV НВ-92. 

У морских свинок такая доза иммунизации 

обеспечивала защиту лишь 50% из 6 животных 

после заражения 56 ЛД50 VACV GPA (рис. 1).

Данные ИФА сывороток крови (рис. 2А) для 

меньшей дозы иммунизации (2 × 104 БОЕ) показа-

ли высокую корреляцию (коэффициент корреля-

ции r = 0,95, p <  0.005) уровня VACV-специфичных 

антител с уровнем протективнос ти, индуцируе-

мым у соответствующих животных.

Таким образом, выполненные эксперимен-

ты показали, что все три изученные пары «ла-

бораторное животное – ортопоксвирус» позво-

ляют дать адекватную оценку иммуногенности 

и протективности создаваемых аттенуирован-

ных вариантов противооспенных вакцин но-

вейших поколений. При этом линейные мыши 

являются наиболее удобным объектом исследо-

вания, поскольку обеспечивают при меньших 

затратах выполнение экспериментов на боль-

шем числе животных.

Рисунок 2. Определенные методом ИФА титры VACV-специфичных антител в сыворотке крови 

мышей, морских свинок и кроликов, инфицированных VACV LIVP-GFP в дозах 104 БОЕ (А) и 106 БОЕ (Б)

Figure 2. Serum VACV-specific antibody titer in mice, guinea pigs or rabbits infected by 104 PFU (A) and 106 PFU (B) 
VACV LIVP-GFP assessed by ELISA
Примечание. Указано среднее геометрическое значение обратного титра для каждой группы животных.
Note. The geometric mean of the back titer is indicated for each group of animals.
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КЛИНИКО-ЛАБОРАТОРНАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА 

КЛЕЩЕВОГО РИККЕТСИОЗА, СВЯЗАННОГО 

С МИКСТ-ИНФИЦИРОВАНИЕМ RICKETTSIA 

SIBIRICA И CANDIDATUS RICKETTSIA 

TARASEVICHIAE

Н.В. Рудаков1,2, И.Е. Самойленко1, С.В. Штрек1,2, С.А. Рудакова1, Л.В. Кумпан1,2, 

Я.П. Иголкина3, В.А. Рар3, Е.В. Жираковская3, С.Е. Ткачев3, Н.В. Тикунова3, 

Т.В. Кострыкина4, И.А. Блохина5, П.А. Ленц6

1 ФБУН Омский НИИ природно-очаговых инфекций Роспотребнадзора, г. Омск, Россия
2 ГБОУ ВПО Омский государственный медицинский университет, г. Омск, Россия
3 Институт химической биологии и фундаментальной медицины СО РАН, г. Новосибирск, Россия
4 Управление Роспотребнадзора по Красноярскому краю, г. Красноярск, Россия
5 ФБУЗ Центр гигиены и эпидемиологии в Красноярском крае, г. Красноярск, Россия
6 КГБУЗ Курагинская центральная районная больница, р.п. Курагино, Красноярский край, Россия

Резюме. Сибирский клещевой тиф (СКТ) является наиболее распространенным клещевым риккетсиозом (КР) 

в России, регистрируемым на 17 административных территориях юга Сибири и Дальнего Востока. Целью 

данного исследования было описание клинической картины, патологоанатомических данных и результатов 

лабораторной диагностики закончившейся летальным исходом микст-инфекции, вызванной двумя видами 

наиболее распространенных в России видов риккетсий — патогенной Rickettsia sibirica и недостаточно изучен-

ной Candidatus R. tarasevichiae, включая идентификацию ее этиологического агента. У четырехлетней девочки 

в Красноярском крае в гиперэндемичном очаге СКТ после присасывания клеща выявлены типичные симпто-

мы КР (струп в месте присасывания, лихорадка, пятнистая сыпь, миалгия) и менингеальный синдром, не ха-

рактерный для СКТ. Ребенок скончался на седьмой день с момента заболевания. Данные аутопсии (гепато-

спленомегалия; отек мозга, который стал непосредственной причиной смерти) и результаты гистологического 

обследования (продуктивный васкулит головного мозга, спинного мозга и кожи, полиморфно-клеточные 

периваскулярные инфильтраты в печени и легких, серозный менингит, миелоидная гиперплазия селезенки 

и лимфатических узлов, интерстициальная лимфоидная инфильтрация в миокарде) подтвердили клиничес-

кий диагноз клещевого риккетсиоза. Образцы крови и головного мозга пациента были исследованы на нали-

чие широкого спектра клещевых патогенов и кишечных вирусов, вызывающих поражение головного мозга, 

с помощью ПЦР с последующим секвенированием положительных проб. ДНК Rickettsia sibirica и Candidatus 

R. tarasevichiae была обнаружена как в образцах крови, так и головного мозга. R. sibirica идентифицирована 
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по нуклеотидным последовательностям фрагментов генов gltA, ompA и ompB, а Candidatus R. tarasevichiae — 

по последовательностям фрагментов генов gltA и ompB с использованием nested-ПЦР и секвенирования. Все 

амплифицированные фрагменты секвенировали в обоих направлениях; полученные последовательности 

депонированы в базе данных GenBank под инвентарными номерами MK048467–MK048475. Мы не выявили 

в образцах другие передаваемые клещами патогены или кишечные вирусы, которые также могут приводить 

к менингеальному синдрому. Район, в котором произошло присасывание клеща у ребенка, относится к регио-

нам с высоким уровнем заболеваемости СКT. В этом районе сосуществуют несколько видов клещей; из них 

Haemaphisalis concinna, переносчик R. sibirica, доминирует в популяциях иксодовых клещей, в то время как Ixodes 

persulcatus, основной резервуар Candidatus R. tarasevichiae, встречается реже. В результате проведенных исследо-

ваний впервые в Российской Федерации выявлен и описан верифицированный случай летальной инфекции, 

ассоциированной с риккетсиями двух видов — Rickettsia sibirica и Candidatus R. tarasevichiae.

Ключевые слова: Candidatus Rickettsia tarasevichiae, Rickettsia sibirica, этиологические агенты, риккетсиозы, клинические 

проявления, иксодовые клещи.

CLINICAL AND LABORATORY CHARACTERISTICS OF TICK-BORNE RICKETTSIOSIS RELATED 

TO RICKETTSIA SIBIRICA AND CANDIDATUS RICKETTSIA TARASEVICHIAE

Rudakov N.V.a,b, Samoylenko I.E.a, Shtrek S.V.a,b, Rudakova S.A.a, Kumpan L.V.a,b, Igolkina Ya.P.c, Rar V.A.c, 

Zhirakovskaya E.V.c, Tkachev S.E.c, Tikunova N.V.c, Kostrykina T.V.d, Blokhina I.A.e, Lents P.A.f

a Omsk Research Institute of Natural Focal Infections, Omsk, Russian Federation
b Omsk State Medical University, Omsk, Russian Federation
c Institute of Chemical Biology and Fundamental Medicine SB RAS, Novosibirsk, Russian Federation
d Krasnoyarsk Office of the Federal Service for Surveillance on Consumer Rights Protection and Human Wellbeing, Krasnoyarsk, 

Russian Federation
e Center for Hygiene and Epidemiology of Krasnoyarsk Krai, Krasnoyarsk, Russian Federation
f Kuraginsky Central District Hospital, Kuragino, Krasnoyarsk Krai, Russian Federation

Abstract. The Siberian tick-borne typhus (STT) is the most common tick-borne rickettsiosis (TBR) in Russia, registered 

in 17 administrative territories of the Southern Siberia and the Far East. The aim of this study was to describe clinical picture, 

pathological data and results of laboratory diagnostics during fatal mixed infection caused by two Rickettsia species most 

common in Russia — pathogenic Rickettsia sibirica and poorly examined Candidatus R. tarasevichiae, including identifica-

tion of its etiological agents. A four-year-old girl in Krasnoyarsk Krai in a hyperendemic focus of the Siberian tick-borne 

typhus after tick sucking revealed typical TBR symptoms (scab at the site of tick suction, fever, spotted rash, myalgia) and 

meningeal syndrome, which is not typical for the Siberian tick-borne typhus. The child died on the seventh day of illness. 

Autopsy data (hepatosplenomegaly; cerebral edema, which was the immediate cause of death) and the results of histological 

examination (productive vasculitis of the brain, spinal cord and skin, polymorphic cell perivascular infiltrates in the liver 

and lungs, serous meningitis, myeloid hyperplasia of the spleen and lymph nodes, interstitial lymphoid infiltration in the 

myocardium) confirmed the clinical diagnosis of tick-borne rickettsiosis. The patient’s blood and brain samples were tested 

for a wide range of tick-borne pathogens and enteric viruses that cause brain damage using PCR followed by sequencing 

of the positive samples. The DNA of Rickettsia sibirica and Candidatus Rickettsia tarasevichiae was found in both blood and 

brain samples. R. sibirica was identified by the nucleotide sequences of gene fragments gltA, ompA and ompB, and Candi-

datus R. tarasevichiae — by the gltA and ompB genes using nested PCR and sequencing. All amplified fragments were se-

quenced in both directions; the obtained sequences were deposited in the GenBank database under the inventory numbers 

MK048467–MK048475. We have not identified other tick-borne pathogens or intestinal viruses in the patient samples able 

to result in meningeal syndrome. The area where the child was sucked by the tick belongs to the regions with a high incidence 

of STT. Several species of mites coexist in this area; of these, Haemaphisalis concinna, the carrier of R. sibirica, dominates 

the populations of Ixodes mites, while Ixodes persulcatus, the main reservoir of Candidatus R. tarasevichiae, is less common. 

As a result of the conducted studies, for the first time in the Russian Federation, a verified case of a lethal infection associated 

with two species of Rickettsia — Rickettsia sibirica and Candidatus R. tarasevichiae — was identified and described.

Key words: Candidatus Rickettsia tarasevichiae, Rickettsia sibirica, etiological agents, rickettsioses, clinical manifestations, ixodid ticks.

Введение

В России выявлено несколько клещевых рик-

кетсиозов (КР), наиболее распространенным 

из которых является сибирский клещевой тиф 

(СКТ), регистрируемый на 17 административ-

ных территориях Сибири [2, 5]. Клинические 

проявления СКТ включают лихорадку, первич-

ный аффект (струп) в месте присасывания иксо-

дового клеща, лимфангоит, региональный лим-

фаденит, пятнисто-папулезную сыпь, головную 

боль и миалгию [3]. Этиологическим агентом 

СКT является Rickettsia sibirica subsp. sibirica, что 

было подтверждено идентификацией штаммов 
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из клещей и от пациентов [16]. R. sibirica передает-

ся преимущественно клещами родов Dermacentor 

и Haemaphysalis; этот агент иногда выявляют 

в клещах Ixodes persulcatus [13, 17].

В дополнение к R. sibirica, в иксодовых кле-

щах в Сибири выявлены и другие агенты, ко-

торые могут вызывать КР, а именно Rickettsia 

heilongjiangensis, Rickettsia helvetica, Rickettsia 

raoultii и Candidatus Rickettsia tarasevichiae [9, 13, 

17]. На юге Западной Сибири в последние годы 

лабораторно подтверждено несколько случа-

ев риккетсиозов, вызванных R. heilongjiangensis 

и R. raoultii [2, 7, 8]. До настоящего времени кли-

нические случаи, вызванные Candidatus R. tara-

sevichiae, в России не были описаны.

Сибирский клещевой тиф в России считают 

доброкачественной инфекцией, приводящей 

к летальным исходам крайне редко [3]. Тем не ме-

нее в 2017 г. в Красноярском крае был зарегистри-

рован случай риккетсиальной инфекции после 

присасывания иксодового клеща у четырехлет-

ней девочки с типичными симптомами КР (ли-

хорадка, сыпь, струп в месте присасывания кле-

ща, миалгия) и менингеальным синдромом, за-

кончившийся летально. Краткое описание слу-

чая представлено ранее [15]. Целью настоящего 

исследования было описание клинической кар-

тины и результатов лабораторной диагностики 

микст-инфекции, вызванной двумя видами наи-

более распространенных в России видов риккет-

сий — патогенной Rickettsia sibirica и недостаточ-

но изученной Candidatus R. tarasevichiae, включая 

идентификацию ее этиологического агента.

Материалы и методы

Тотальная ДНК была экстрагирована 

из 100 мкл образцов крови и головного мозга, 

взятых после вскрытия. Экстракция выпол-

нялась дважды для каждой ткани. Выделение 

нуклеиновых кислот (НК) проводили с помо-

щью наборов «АмплиПрайм РИБО-преп» (ООО 

«ИнтерЛабСервис», Россия) и «РеалБест экс-

тракция 100» (ЗАО «Вектор-Бест», Россия).

Выявление НК возбудителей клещевого эн-

цефалита (КЭ), инфекционного клещевого бор-

релиоза (ИКБ), гранулоцитарного анаплазмоза 

человека (ГАЧ), моноцитарного эрлихиоза чело-

века (МЭЧ) проводили методом ПЦР в режиме 

реального времени на амплификаторах СFX96 

(Bio-Rad, США), «ДТ-96» (ООО «НПО ДНК-

технология», Россия) и Rotor-Gene 6000 (Qiagen, 

Германия), при этом использовали набор 

«АмплиСенс TBEV, B. burgdorferi s.l., A. phago-

cytophilum, E. chaffeensis/E. muris-FL», применяя 

предварительно для проведения обратной транс-

крипции комплект «Реверта-L» (ООО «Интер-

ЛабСервис», Россия), и наборы «РеалБест ДНК 

Borrelia burgdorferi s.l./РНК ВКЭ», «РеалБест 

ДНК Anaplasma phagocytophilum/Ehrlichia muris, 

Ehrlichia chaffeensis» (ЗАО «Вектор-Бест», Россия).

 Кроме того, ДНК Rickettsia spp. была обна-

ружена с использованием двухраундовой ПЦР 

с праймерами для гена gltA (табл.), как описано 

ранее [8]. Для правильного определения в слу-

чае возможных микстов двухраундовые реак-

ции проводили независимо, используя прайме-

ры, специфичные для Candidatus R. tarasevichiae 

и риккетсий группы клещевой пятнистой лихо-

радки (РГ КПЛ). Для последующего секвениро-

вания фрагменты гена ompA амплифицировали 

с использованием двухраундовой ПЦР; фраг-

менты гена ompB амплифицировали независимо, 

используя двухраундовую ПЦР с праймерами, 

специфичными для Candidatus R. tarasevichiae 

и риккетсий группы КПЛ (табл.). Полученные 

фрагменты ДНК были секвенированы и депо-

нированы в GenBank.

Образцы были исследованы в двухраундовой 

ПЦР на присутствие агентов, передающихся 

клещами, включая вирус клещевого энцефали-

та (TBEV), вирус Кемерово, Borrelia burgdorferi 

sensu lato, Borrelia miyamotoi, бактерии семейства 

Anaplasmataceae, как описано ранее [13]. Кроме 

того, образцы подвергали скринингу с помощью 

ПЦР на наличие НК кишечных вирусов: ротави-

русной группы A (RVA) и группы C (RVC), норо-

вируса (NoV GII), астровируса (HAstV) и энтеро-

вируса [12, 18].

Результаты

В мае 2017 г. четырехлетняя девочка была го-

спитализирована в Идринскую районную боль-

ницу через четыре дня после присасывания клеща 

за левым ухом с жалобами на лихорадку до 39,5°С, 

головную боль, резкую слабость и сыпь на верх-

них конечностях. На следующий день сыпь рас-

пространилась по всему телу. Пациентка жила 

в деревне на юге Красноярского края. При посту-

плении: лихорадка (38,6°C), увеличение до 0,5 см 

и болезненность заднешейных лимфатических 

узлов и макулопапулезная сыпь. Обследование 

сердца, легких и органов брюшной полости 

не выявило патологии. Предварительным диа-

гнозом был клещевой риккетсиоз, тяжелая фор-

ма. Назначенное лечение включало цефотаксим 

(2 × 650 мг). На четвертый день лечения у девочки 

наблюдалось снижение температуры до 37,4°C, 

слабость, анорексия; элементы сыпи станови-

лись бледнее. Лабораторные тесты показали лей-

копению (2,7 × 109 клеток на литр) и лимфопению 

(9%); остальные показатели крови были в норме. 

Через пять дней после начала болезни у ребенка 

начались судороги и брадикардия. На шестой 

день заболевания лечение было скорректирова-

но: отменен цефотаксим, назначены тетраци-

клин (3 × 0,05 г) и бензилпенициллин (4 × 500 тыс. 

ЕД). В течение дня состояние ребенка оставалось 

среднетяжелым, но ночью резко ухудшилось, 

развился инфекционно-токсический шок с кло-

нико-тоническими судорогами и брадикардией. 



1176

Инфекция и иммунитетН.В. Рудаков и др.

Больная была переведена в отделение интенсив-

ной терапии Курагинской центральной район-

ной больницы. Через несколько часов девочка 

умерла, несмотря на продолжающуюся интен-

сивную терапию.

Данные аутопсии (гепатоспленомегалия; отек 

мозга, который стал непосредственной причиной 

смерти) и результаты гистологичес кого обследо-

вания (продуктивный васкулит головного мозга, 

спинного мозга и кожи, полиморфно-клеточные 

периваскулярные инфильтраты в печени и лег-

ких, серозный менингит, миелоидная гиперпла-

зия селезенки и лимфатических узлов, интерсти-

циальная лимфоидная инфильтрация в миокар-

де) подтвердили клинический диагноз КР.

ДНК как R. sibirica subsp. sibirica, так и Candi-

datus R. tarasevichiae были идентифицирова-

ны в образцах крови и мозга с использованием 

nested-ПЦР и секвенирования. Все амплифи-

цированные фрагменты секвенировали в обоих 

направлениях; полученные последовательности 

депонированы в базе данных GenBank под ин-

вентарными номерами MK048467–MK048475. 

Определенные последовательности генов gltA, 

ompA и ompB R. sibirica (827, 782 и 745 п.н. соответ-

ственно) были идентичны соответствующим по-

следовательностям R. sibirica subsp. sibirica штамм 

246 (GenBank NZ_AABW01000001); выявленные 

последовательности генов gltA и ompB Candidatus 
R. tarasevichiae (575 и 741 п.н. соответственно) 

были идентичны известным последователь-

ностям Candidatus R. tarasevichiae из клещей 

I. persulcatus (GenBank AF503167, KR150783).

Все клинические образцы были отрицатель-

ными в ПЦР с праймерами, специфичными для 

других клещевых агентов, включая вирус клеще-

вого энцефалита, вирус Кемерово, B. burgdorferi 
sensu lato, B. miyamotoi, Anaplasma spp., Ehrlichia 
spp. и Candidatus Neoehrlichia mikurensis и кишеч-

ные вирусы (ротавирусы человека групп А и С, 

норовирус, астровирус, энтеровирус, пикорна-

вирусы и аденовирус).

Обсуждение

Красноярский край является одним из эн-

демичных регионов для СКТ. Идринский рай-

он, в котором произошло присасывание кле-

ща, относится к регионам с высоким уровнем 

заболевае мости СКT (среднемноголетний пока-

затель — 80,2 случая на 100 000 человек в 2000–

2016 гг.). В этом районе сосуществуют несколько 

видов клещей; из них Haemaphisalis concinna, пере-

носчик R. sibirica, доминирует в популяциях ик-

содовых клещей, в то время как Ixodes persulcatus, 
основной резервуар Candidatus R. tarasevichiae, 

встречается реже. В некоторых исследованиях 

R. sibirica была обнаружена у клещей I. persulcatus, 
а Candidatus R. tarasevichiae — у H. concinna [6, 13].

Клинические симптомы микст-инфекции, 

описанные в этом исследовании, отличаются 

от типичных симптомов СКT наличием менин-

Таблица. Праймеры, использованные для ПЦР

Table. PCR design primers

Гены-мишени

Target genes
Реакция

Reaction

Последовательность 
праймера (5’→3’)

Primer sequence (5’→3’)

Размер

Length
(bp)

Температура 
отжига

Annealing 
temperature

(°C)

Ссылка

Reference

Rickettsia spp. gltA

Первичная

Primed
glt1 (gattgctttacttacgaccc)
glt2 (tgcatttctttccattgtgc)

1087 52 [7]

Двухраундовая

Nested
glt3 (tatagacggtgataaaggaatc)
glt4 (cagaactaccgatttctttaagc)

667 53 [7]

Candidatus R. tarasevichiae 
gltA

Двухраундовая

Nested
RT1 (tactaaaaaagtcgctgttcattc)
RT2 (tgttgcaaacatcatgcgtaag)

300 56 [7]

РГКПЛ gltA

Rickettsia of the group of tick-
borne spotted fever gltA

Двухраундовая

Nested
RH1 (gtcagtctactatcacctatatag)
RH3 (taaaatattcatctttaagagcga)

906 54 [9]

Rickettsia spp. ompA

Первичная

Primed
A1 (taacattacaagctggaggaagcc)

A2 (ttcagagcctgaccaccgg)
1335 58 [7]

Двухраундовая

Nested
A5 (caagtgctggtgatgttacta)
A6 (tagttacatttcctgcacctac)

975 56 [9]

Rickettsia spp. ompB 

Первичная

Primed
B1 (atatgcaggtatcggtact)

B2 (ccatataccgtaagctacat)
1270 56 [7]

Двухраундовая

Nested
B3 (gcaggtatcggtactataaac)

B4 (aatttacgaaacgattacttccgg)
843 56 [7]

Candidatus R. tarasevichiae 
ompB

Двухраундовая

Nested
Btar1 (gcaggtctgtttactgtaaatgacg)
Btar2 (gcgaaacgaaccccgccttgg)

800 59 [9]

РГКПЛ ompB

Rickettsia of the group of tick-
borne spotted fever ompB

Двухраундовая

Nested
BSFG1 (ctaggtcttggaagcgataacg)

BSFG2 (ccgttaaatctagcaccacc) 
842 56 [10]
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геального синдрома, воспаления сосудов голов-

ного и спинного мозга и повреждением печени, 

легких, селезенки и сердца.

Ранее основным морфологическим объектом 

в изучении клещевого сыпного тифа являлась 

биопсированные элементы кожной сыпи, так 

как отсутствие смертельных случаев исключало 

возможность широкого морфологического ис-

следования. Только материал с описанием двух 

секционных случаев СКТ, зарегистрированных 

в 1950-е гг. в том же Красноярском крае, позво-

лил получить описание патоморфологии СКТ [1]. 

В протоколе вскрытия отмечается умеренное на-

бухание мозга, гиперплазия селезенки, дистро-

фические изменения паренхиматозных органов 

с острым венозным полнокровием. Анемический 

инфаркт с геморрагическим поясом в левой поч-

ке. Патоморфологические изменения в головном 

мозге представлены в виде эндопериваскулита, 

отмечаются участки диапедезного кровоизлияния 

и плазморрагии, тромбо-эндоваскулита с очаговой 

деструкцией сосудистой стенки и периваскуляр-

ным отеком. В спинном мозге — перицеллюляр-

ный отек и очень умеренное набухание клеток [1].

Ранее инфекция, вызванная Candidatus R. tara-
sevichiae, были выявлена в Китае. При этом кли-

нические проявления менингита были описа-

ны в летальном случае риккетсиоза, вызванного 

Candidatus R. tarasevichiae [10]. Позднее был описан 

61 случай этой инфекции, при этом в 34 случа-

ях наблюдалась коинфекция буньявирусом рода 

Phlebovirus, который вызывает тяжелую лихорад-

ку с синдромом тромбоцитопении и связан с при-

сасыванием клещей видов Haemaphysalis longicornis 

и Rhipicephalus microplus. Смертельный исход был 

зафиксирован в девяти случаях; восемь из них 

были вызваны смешанной инфекцией Candidatus 
R. tarasevichiae с буньявирусом [10, 11]. В России 

этот вирус до настоящего времени не выявлен.

Примечательно, что риккетсии группы тифа 

и представитель предковой группы R. canadensis, 
ближайший родственник Candidatus R. tarase-
vichiae, поражают главным образом сосуды го-

ловного мозга [5].

Случай смешанной инфекции R. sibirica 

и Can didatus R. tarasevichiae был описан впервые, 

и этот случай привел к летальному исходу. Мы 

не выявили в образцах другие, передаваемые 

клещами патогены или кишечные вирусы, ко-

торые также могут приводить к менингеальному 

синдрому [14].

Несмотря на высокую распространенность 

Candidatus R. tarasevichiae в клещах I. persulcatus 

в разных областях ареала их обитания [9, 13, 16], 

мы описываем первый случай летального рик-

кетсиоза, связанного с Candidatus R. tarasevichiae. 

Мы предполагаем, что тяжелые клинические 

проявления развиваются главным образом в слу-

чаях микст-инфекции.
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КОРЬ В ГВИНЕЙСКОЙ РЕСПУБЛИКЕ 

В 2019–2020 гг.: ЭПИДЕМИЧЕСКИЕ 

ОСОБЕННОСТИ И ПОПУЛЯЦИОННЫЙ 

ИММУНИТЕТ

И.Н. Лаврентьева1, М.А. Бичурина1, А.Ю. Антипова1, Ж. Камара2, 

Н’Ф. Магассуба2, С.А. Егорова1, Арег А. Тотолян1

1 ФБУН НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера, Санкт-Петербург, Россия
2 Университет имени Гамаля Абдель Насера, г. Конакри, Гвинейская Республика

Резюме. Введение. В связи с эпидемией лихорадки Эбола в государствах Западной Африки, в том числе 

и в Гвинейской Республике, имело место нарушение программы иммунизации против кори. Доля серонега-

тивных к вирусу кори в 2017 г. составила 52,4% от числа обследованных лиц. В 2018 г. была выявлена высокая 

доля заболевших корью среди детей 1–5 лет (61,6%). Для купирования вспышки в 2018 г. в Гвинейской Рес-

публике проведена кампания дополнительной иммунизации населения префектур Конакри и Нзерекоре. 

Цель настоящего исследования — изучение эпидемической ситуации по кори и оценка популяционного им-

мунитета к вирусу кори в Гвинейской Республике в 2019–2020 гг. Материалы и методы. На наличие специфи-

ческих антител ретроспективно были тестированы 1697 образцов сывороток крови жителей разных регио-

нов страны, в возрасте от 7 месяцев до 76 лет, полученных в 2019–2020 гг. Использованы ИФА-тест-системы 

Anti-Measles Virus ELISA (IgM) Euroimmun и Anti-Measles Virus ELISA (IgG) Euroimmun (Германия). Наличие 

в сыворотке крови IgM-антител к вирусу кори оценивали как острую коревую инфекцию. Статистический 

анализ выполняли с помощью пакета программ Statistica 6.0. Результаты. На наличие IgM-корь исследовано 

638 сывороток крови, в 46,6% случаев диагноз подтвержден лабораторно. Наибольшая доля от общего числа 

заболевших (61,6%) — дети 1–4 лет. Вторая по значимости возрастная группа 5–9 лет, третья — дети до 1 года: 

18,5 и 11,8% от общего числа заболевших соответственно. Корь регистрировалась у привитых в 7,4% от обще-

го числа лабораторно подтвержденных случаев. На IgG-корь обследовано 1059 человек. Самый низкий по-

казатель серопревалентности установлен среди детей до 4 лет (47,8%), самый высокий (85,5%) — среди лиц 

40 лет и старше. Заключение. Корь в Гвинейской Республике остается слабо контролируемой инфекцией. 

Как и в предыдущие годы наблюдения (2017–2018 гг.), дети до 5 лет являются наиболее уязвимой когортой 

населения, несмотря на проведенную в 2018 г. в ряде регионов страны кампанию дополнительной иммуни-

зации. Еще больше проблем с контролем коревой инфекции в Гвинее ожидается начиная с 2021 г., поскольку 

наряду с эпидемией COVID-19 в стране вновь регистрируется лихорадка Эбола. Гвинейская Республика осо-

бо остро нуждается в помощи мирового сообщества для реализации программы ВОЗ по элиминации кори 

в глобальном масштабе.

Ключевые слова: корь, Гвинейская Республика, возрастная группа, популяционный иммунитет.
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2019–2020 MEASLES IN THE REPUBLIC OF GUINEA: EPIDEMIC FEATURES AND HERD IMMUNITY

Lavrentieva I.N.a, Bichurina M.A.a, Antipova A.Yu.a, Camara J.b, Magassouba N’F.b, Egorova S.A.a, Totolian Areg A.a

a St. Petersburg Pasteur Institute, St. Petersburg, Russian Federation
b Gamal Abdel Nasser University, Conakry, Republic of Guinea

Abstract. Introduction. In connection with the Ebola epidemic in the West African countries, including the Republic of Guin-

ea, a failure in implementing measles immunization program was noted. A proportion of measles seronegative subjects in 2017 

was 52.4% of total examined individuals. In 2018, a high proportion of measles cases among children aged 1–5 years (61.6%) 

was identified. In order to stop the 2018 outbreak, the Supplemental Immunization Campaign was conducted in the Konakri 

and Nzerekore prefectures in the Republic of Guinea. The aim of this study was to examine the 2019–2020 measles epidemic 

situation and assess the measles population immunity in the Republic of Guinea. Materials and methods. Measles-specific 

antibodies were examined in 1697 blood serum samples collected from residents of different regions of the Republic of Guinea, 

aged from 7 months to 76 years, obtained in 2019–2020, and tested retrospectively. The ELISA test systems Anti-Measles Virus 

ELISA (IgM) Euroimmun and Anti-Measles Virus ELISA (IgG) Euroimmun (Germany) were used. The presence of serum 

IgM measles antibodies was considered as acute measles infection. Statistical analysis was performed using the software pack-

age Statistica 6.0. Results. Blood sera (n = 638) were tested for IgM-measles, and in 46.6% of cases the diagnosis was confirmed 

by laboratory tests. The biggest proportion of the total cases (61.6%) was found in children aged 1–4 years. The second most 

important age group was 5–9 years of age, the third is children under 1 year: 18.5% and 11.8% of the total number of patients, 

respectively. Measles infection was registered in vaccinated patients in 7.4% of the total number of laboratory-confirmed cases. 

1059 subjects were examined for IgG measles antibody. The lowest seroprevalence rate was found among children under 4 years 

of age (47.8%). The highest (85.5%) was found among subjects of 40 years old and older. Conclusion. Measles in GR remains 

a poorly controlled infection. As in the previous years of observation (2017–2018), children under 5 years of age are the most 

vulnerable cohort of the population, despite the 2018 DI campaign conducted in a number of GR territories. More problems 

with the measles control in the Republic of Guinea are expected in the period from 2021, as along with the COVID-19 epidem-

ic, Ebola is repeatedly registered in the country. The Republic of Guinea particularly requires assistance from the international 

community to implement the WHO measles elimination program on a global scale.

Key words: measles, Republic of Guinea, age group, herd immunity.

Введение

Стратегический план Всемирной органи-

зации здравоохранения (ВОЗ) по элиминации 

кори предусматривал снижение смертности 

от кори на 95% по сравнению с показателями 

2000 г. и достижения элиминации кори в пяти 

регионах ВОЗ [9, 10].

Однако до настоящего времени в мире воз-

никают крупные вспышки этого заболевания [1, 

2, 6]. Так, в 2019 г. в мире было выявлено 524 718 

случаев кори [12]. Имели место большие вспыш-

ки кори на Мадагаскаре (151 032 случая), в Индии 

(76 588 случаев), на Филиппинах (46 689 слу-

чаев), в Нигерии (27 195 случаев) и других стра-

нах. Подъем заболеваемости корью наблюдался 

в 2017–2018 гг. и в Гвинейской Республике (ГР) [3]. 

По данным ВОЗ, в 2017 г. было зарегистрировано 

596 случаев, а в 2018 г. — 516 случаев кори.

В предыдущие годы имело место нарушение 

программы иммунизации против всех инфек-

ций, в том числе и против кори, в связи с эпиде-

мией лихорадки Эбола в государствах Западной 

Африки, включая и ГР [8]. Доля серонегатив-

ных к вирусу кори в 2017 г. среди лиц от 7 ме-

сяцев до 22 лет составила 52,4%. Высокая доля 

восприимчивых к кори среди детей и молодых 

людей способствовала поддержанию эпиде-

мического процесса в Гвинее и в 2018 г. [3]. 

В этот период была выявлена высокая доля за-

болевших корью среди детей в возрасте от года 

до пяти лет (61,6%). Для купирования вспыш-

ки в 2018 г. в ГР была проведена кампания до-

полнительной иммунизации населения двух 

префектур: Конакри и Нзерекоре [7]. Важно 

оценить, как повлияли эти мероприятия на те-

чение эпидемического процесса кори и на уро-

вень популяционного иммунитета в разных 

группах населения.

Цель настоящего исследования — изучение 

эпидемической ситуации по кори и оценка по-

пуляционного иммунитета к вирусу кори в ГР 

в 2019–2020 гг.

Материалы и методы

На наличие антител к вирусу кори ре-

троспективно были тестированы сыворот-

ки крови жителей ГР в возрасте от 7 месяцев 

до 76 лет, проживающих в префектурах Боке, 

Конакри, Фарана, Канкан, Киндиа, Нзерекоре. 

Сыворотки получены из Национальной лабо-

ратории по надзору за корью в ГР в период с ян-

варя 2019 по февраль 2020 г. Всего исследовано 

1697 образцов, в том числе:

 – 638 сывороток крови, полученных от боль-

ных с макулопапулезной сыпью и клиничес-

ким диагнозом «корь»,

 – 1059 сывороток крови от практически здо-

ровых лиц разного возраста.
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Иммуноглобулины классов M и G к ви-

русу кори выявляли в ИФА с тест-системами 

Anti-Measles Virus ELISA (IgM) Euroimmun 

(Германия) и Anti-Measles Virus ELISA (IgG) 

Euroimmun (Германия). Наличие в сыворотке 

крови IgM-антител к вирусу кори оценивали 

как острую коревую инфекцию.

Статистический анализ выполняли с по-

мощью пакета программ Statistica 6.0. Исполь-

зовали параметрические и непараметрические 

методы. Оценка статистической значимости 

корреляционной связи осуществлялась с помо-

щью t-критерия. В качестве порога достоверно-

сти отличий было определено значение вероят-

ности p < 0,05.

Результаты и обсуждение

В 2019–2020 гг. на наличие IgM-корь было 

исследовано 638 сывороток крови, полученных 

от больных разного возраста с общеинфекцион-

ным синдромом, лихорадкой и наличием маку-

лопапулезной сыпи и/или энантемы. Сыворотки 

были распределены на 5 возрастных групп: I — 

дети до 1 года; II — от 1 до 4 лет; III — от 5 до 9 лет; 

IV — от 10 до 14 лет; V — лица 15 лет и старше.

Наибольшее количество лабораторно об-

следованных пришлось на возрастные группы 

1–4 и 5–9 лет: 361 и 134 больных соответствен-

но. Достаточно много заболевших с первич-

ным диагнозом «корь» (n = 85) было выявлено 

среди детей в возрасте до 1 года. У детей от 10 

до 14 лет существенно реже наблюдали заболе-

вание с клинической картиной кори: у 36 лиц 

из общего числа обследованных, а в группе под-

ростков старше 15 лет и взрослых корь была за-

подозрена только у 22 человек.

В целом из 638 больных у 297 (46,6±1,97%) 

клинический диагноз «корь» был подтвержден 

лабораторно (табл. 1).

Наибольшее количество заболевших из об-

щего числа (n = 297) пришлось на II возраст-

ную группу (1–4 года) и составило 183 (61,6%), 

или 28,7±1,79% от общего числа обследованных 

(n = 638).

Второй по значимости оказалась III возраст-

ная группа, где инфекция была выявлена у 55 

(18,5%) от общего числа заболевших корью, или 

у 8,6±1,11% от числа лабораторно обследованных. 

Важно отметить и существенную долю больных 

корью детей I возрастной группы (до 1 года): 35 че-

ловек, или 11,8% от общего числа заболевших. 

Значительно реже корь выявлялась в IV и V воз-

растных группах: у 15 (5%) и 9 (3,1%) человек со-

ответственно от общего количества заболевших.

При анализе структуры заболевших корью 

в зависимости от вакцинального статуса ока-

залось, что основную часть больных состави-

ли не привитые против кори лица и лица с не-

известным анамнезом: 189 (63,6±1,81%) и 86 

(29,0±1,35%) соответственно. Однако корь регис-

трировалась и у 22 человек (7,4±0,72%), имевших 

документированные сведения о прививках.

Полученные результаты свидетельствуют 

о том, что в 2019–2020 гг., как и в предыдущий 

период (2017–2018 гг.), корь в ГР достаточно ак-

тивно распространялась, в том числе и среди 

лиц, привитых против этой инфекции, с вовле-

чением в эпидемический процесс в основном де-

тей в возрасте до 14 лет.

Продолжающееся активное течение эпиде-

мического процесса кори в ГР обусловливает 

необходимость осуществления динамического 

наблюдения за формированием популяционно-

го иммунитета против вируса кори в этой стране.

С этой целью в 2019–2020 гг. на IgG-антитела 

к вирусу кори было обследовано 1059 человек 

в возрасте от 7 месяцев до 76 лет, распределен-

ных на восемь возрастных групп. Результаты 

представлены в табл. 2.

Таблица 1. Выявление специфических IgМ к вирусу кори в образцах сывороток крови жителей 

Гвинейской Республики разных возрастных групп

Table 1. Identification of serum specific anti-measles IgM antibodies in residents of the Republic of Guinea in various 
age groups

№
 г

р
у

п
п

ы

G
ro

up
 N

o.

Возраст, лет

Age, years

Число 
исследованных 

образцов сывороток 
крови, абс.

Number of serum 
samples examined, abs.

Из них IgМ«+» к вирусу кори

Of these, IgM«+» to measles virus

Количество от общего числа 
обследованных, абс./М±m, %

The number of the total number 
of surveyed subjects, abs./М±m, %

Доля лиц данной возрастной 
группы от общего числа 

заболевших, %

Percentage of persons in this age 
group of the total number of cases, %

I < 1 85 35/5,5±0,90 11,8±1,87
II 1–4 361 183/28,7±1,79 61,6±2,82
III 5–9 134 55/8,6±1,11 18,5±2,53
IV 10–14 36 15/2,4±0,60 5,0±1,27

V
15 и старше

15 and older
22 9/1,4±0,47 3,1±0,99

Всего/Total 638 297/ 46,6±1,97 100,0
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В целом среди обследованного населения рес-

публики 70,8% лиц имели IgG-антитела против 

вируса кори (без существенных гендерных раз-

личий). Доля серопозитивных женщин составила 

75,7±1,92%, мужчин — 77,2±2,45%.

Анализ возрастной структуры показал, что 

самая высокая доля серопозитивных (85,5%) 

регистрируется в VIII возрастной группе (40 лет 

и старше), что, видимо, связано с предыдущим 

инфицированием, учитывая пожизненный им-

мунитет после перенесенной инфекции.

Самый низкий показатель серопревалент-

ности установлен среди детей I и II возрастных 

групп: совокупно их доля составила 47,8% (p < 

0,05). Как и в предыдущие годы [3, 4, 5], дети 

до 5 лет остаются самой уязвимой когортой насе-

ления, несмотря на то, что в 2018 г. в ГР была про-

ведена кампания дополнительной иммунизации.

Далее было изучено распределение IgG-корь-

позитивных сывороток, полученных от лиц стар-

ше 15 лет в пяти муниципалитетах префектуры 

Конакри, а именно Диксин, Калум, Матам, Ма-

тото, Ратома.

Наибольшее число образцов было получено 

из двух муниципалитетов: Матото и Ратома (307 

и 246 соответственно). Доля IgG-позитивных 

образцов колебалась от 73,3% в Матото до 81,9% 

в Калуме без статистически значимых различий.

Однако при более детальном рассмотрении 

показателей по отдельным районам этих двух му-

ниципалитетов были выделены территории, где 

доля положительных находок была выше. Так, 

в муниципалитете Диксин в целом было выяв-

лено 73,3% IgG-положительных образцов, тог-

да как в центральном районе Диксина — 91,7%. 

Аналогичные результаты получены и в Матаме: 

в целом по муниципалитету выявили 74,4% се-

ропозитивных, тогда как в центральном районе 

Матама — 90,9%. Вероятно, эта ситуация связана 

с более активным распространением кори в мно-

гонаселенных райо нах, вследствие чего и сфор-

мировалась достаточно высокая иммунная про-

слойка среди проживаю щего там населения.

Оценка напряженности популяционного 

иммунитета напрямую связана с количествен-

ным определением уровня IgG-корь-антител 

в разных возрастных группах. Распределение 

сывороток крови, полученных от жителей ГР 

в 2019 г., по уровню IgG-корь-антител представ-

лено в табл. 3.

Таблица 2. Выявление специфических IgG к вирусу кори у жителей Гвинейской Республики в разных 

возрастных группах в 2019–2020 гг.

Table 2. 2019–2020 identification of specific anti-measles IgG antibodies in residents of the Republic of Guinea 
in various age groups

№
 г

р
у

п
п

ы

G
ro

up
 N

o.

Возраст, лет

Age, years

Число исследованных образцов 
сывороток крови, абс.

Number of blood serum samples 
examined, abs.

Из них IgG «+» к вирусу кори

In these IgG «+» to Measles virus
абс.

abs.
Доля серопозитивных, M±m, %

Percеntage of seropositive, M±m, %
I < 1 33 14 42,4±8,60
II 1–4 151 74 49,0±4,07
III 5–9 72 46 63,9±5,66
IV 10–14 34 28 82,3±6,83
V 15–19 126 89 70,6±4,00
VI 20–29 323 232 71,8±2,22
VII 30–39 214 176 82,2±1,73

VIII
40 и старше

40 and older
106 91 85,8±3,39

Всего/Total 1059 750 70,8±1,39

Таблица 3. Распределение сывороток крови по уровню IgG-корь-антител у лиц в Гвинейской Республике

Table 3. Distribution of blood sera by level of anti-measles IgG antibodies in individuals in the Republic of Guinea

Уровень 
IgG-антител, МЕ/л

IgG antibody 
levels, IU/l

Возраст, лет/Age, years

15–19
абс./%

abs./%

20–29
абс./%

abs./%

30–39
абс./%

abs./%

40 и старше
абс./%

40 and more
abs./%

Всего
абс./%

Total
abs./%

≤ 275,0 37/22,4±3,05 91/28,2±3,31 38/17,7±2,61 15/14,1±2,56 181/23,3±3,13

> 275,0 – ≤≤ 1000,0 59/46,8±4,45 156/48,3±2,78 104/48,6±3,42 43/40,6±4,77 362/46,9±2,62
> 1000,0 – < 3000,0 15/11,9±2,89 35/10,8±1,73 33/15,4±2,47 24/22,6±4,06 107/13,9±3,34

≥≥ 3000,0 15/11,9±2,89 41/12,7±1,85 39/18,2±2,64 24/22,6±4,06 119/15,4±3,30

Всего/Total 126/16,3±3,29 323/41,8±2,74 214/27,7±3,05 106/13,7±3,33 772
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В соответствии с инструкцией изготовителя 

тест-системы на IgG-корь сыворотки с показа-

телем менее 275 МЕ/л считали отрицательными. 

Сыворотки крови с показателем более 275 МЕ/л 

были условно распределены на три группы. 

К первой группе отнесены сыворотки с показате-

лем 275,0–1000,0 МЕ/л (условно «низкие» титры), 

ко второй группе отнесены сыворотки с показа-

телем от 1000,0 до 3000,0 МЕ/л, в третью вошли 

образцы с показателем более 3000,0 МЕ/л.

Среди лиц 15 лет и старше доля серонегатив-

ных составила 23,8%, в то время как среди детей 

до 5 лет она составила 47,8% (p < 0,05). Около 

половины лиц старше 15 лет (46,9%) имели титр 

IgG-корь до 1000,0 МЕ/л, и это, возможно, пост-

прививочные антитела. В то же время у 15,4% 

лиц был обнаружен высокий уровень IgG-корь-

антител (≥ 3000,0 МЕ/л), что может свидетель-

ствовать о недавно перенесенном заболевании. 

Статистически значимо ниже доля серонега-

тивных лиц в возрастных группах 40 лет и стар-

ше по сравнению с двумя возрастными группа-

ми: 15–19 и 20–29 лет (р < 0,05).

Таким образом, корь в ГР в 2019 и первой по-

ловине 2020 г. продолжала распространяться так 

же активно, как и в предшествующие два года [3]. 

Доля IgM-положительных образцов от числа 

исследованных составила 47,2% (2017–2018 гг.) 

и 46,6% (2019–2020 гг.), с существенным преобла-

данием детей младших возрастных групп в струк-

туре заболевших за все четыре года наблюдений. 

Полученные результаты свидетельствуют о не-

достатках плановой вакцинации против кори 

в Гвинее, которую, согласно национальному ка-

лендарю профилактических прививок, проводят 

в возрасте 9 месяцев, что должно защитить детей 

младших возрастных групп от инфекции. Однако, 

как и в предыдущие годы, среди детей до 5 лет вы-

явлена самая низкая доля серопозитивных к ви-

русу кори лиц (47,8%; p < 0,05). Эта группа оста-

ется самой уязвимой несмотря на дополнитель-

ную иммунизацию (ДИ) в провинциях Конакри 

и Нзерекоре, проведенную в 2018 г. Очевидно, 

что для ощутимого снижения заболеваемости 

кампании ДИ должны быть направлены прежде 

всего на иммунизацию детей до 5 лет в масштабах 

всей страны для создания прочного коллектив-

ного иммунитета именно в этой, эпидемически 

значимой когорте населения. Но также понятно, 

что реализация массовой иммунизации детей ГР 

сопряжена с существенными экономическими 

и с организационными трудностями.

Полученные нами результаты лабораторного 

обследования больных корью и условно здоро-

вых жителей ГР подтверждаются эпидемиоло-

гическими данными ВОЗ

По официальным данным ВОЗ, в 2019 г. в ГР 

было зарегистрировано 1208 случаев кори (по-

казатель заболеваемости составил 100,6 на 1 млн 

населения), в 2020 г. — 529 случаев (показатель 

заболеваемости — 44,1 на 1 млн населения) [11]. 

В марте–мае 2019 г. отмечен подъем заболевае-

мости корью, ежемесячно фиксировалось от 200 

до 300 случаев. В 2020 г. только в январе выяв-

лено около 500 случаев кори, в последующие ме-

сяцы после развития эпидемии COVID-19 корь 

регистрировалась в единичных случаях. Однако 

в 2020 г. тенденция распространения кори среди 

детского населения страны сохранилась — самые 

высокие показатели заболеваемости были отме-

чены в трех возрастных группах: дети до года — 

65,4, от 1 года до 5 лет — 69,4, от 5 до 10 лет — 22,0 

на 1 млн лиц каждой возрастной группы.

Особую тревогу вызывает тот факт, что забо-

левшие корью в ГР регистрируются и среди при-

витых против этой инфекции. Возможно, это 

связано с недостаточным иммунным ответом 

на однократную иммунизацию детей в возрасте 

9 месяцев. Нельзя также исключать снижения 

прививочных свойств вакцин из-за нарушения 

«холодовой цепи» в процессе транспортировки 

иммунобиологических препаратов в условиях 

тропического климата.

Заключение

Несмотря на проведение плановой имму-

низации детей в возрасте 9 месяцев и дополни-

тельную иммунизацию в ряде регионов страны, 

корь в ГР продолжает оставаться малоконтро-

лируемой инфекцией и активно распространя-

ется среди детей младших возрастных групп, 

что отмечено за четырехлетний период наблю-

дения (2017–2020 гг.).

Еще больше проблем с контролем коревой 

инфекции в ГР ожидается начиная с 2021 г., по-

скольку наряду с эпидемией COVID-19 в стране 

вновь регистрируется лихорадка Эбола. Понят-

но, что все силы национального здравоохране-

ния сосредоточены на борьбе с особо опасными 

инфекциями и ГР особо остро нуждается в по-

мощи мирового сообщества для реализации 

программы ВОЗ по элиминации кори в глобаль-

ном масштабе.
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BLOCKADE OF LIRs AS A NEW APPROACH 

FOR DIAGNOSTICS AND TREATMENT 

OF ATLL MALIGNANCY

M. Keikhaa, M. Karbalaeib

a Mashhad University of Medical Sciences, Mashhad, Iran
b Jiroft University of Medical Sciences, Jiroft, Iran

Abstract. In the new world of medicine, one of the main concerns in the field of infectious diseases has been focused 

on Human T-cell Leukemia Virus type 1 (HTLV-1). During the infection, lymphocyte inhibitory receptors (LIRs) play 

a prominent role in the occurrence of adult T-cell leukemia/lymphoma (ATLL). These receptors include LAG3, PD-1, 

TIGIT, CD160, TIM3, and 2B4. First, we have collected all microarray information on the profile of HTLV-1 infected 

patients from the Gene Expression Omnibus (http://www.ncbi.nlm.gov/geo) database until March 2020, in order to iden-

tify the microarray related to evolutionary development of LTRs during various phases of HTLV-1 infection in human 

peripheral blood CD4+ T cells by searching for keywords such as “Human T-lymphotropic virus type I (HTLV-1)”, “Homo 

sapiens”, “ATLL”, and “Whole genome sequencing”. Considering the main goal of the study, we have only assessed data 

related to Homo sapiens particularly CD4+ T cell lineage from human subjects infected with HTLV-1. We evaluated these 

receptors in ATLL patients compared to healthy control (HC) individuals and HTLV-1 infected-asymptomatic carri-

ers (ASCs). Out of all 18 identified records, we only selected and analyzed three studies: GSE19080, GSE33615, and 

GSE57259, which satisfied inclusion criteria with proper quality analysis of ATLL vs. normal, ATLL vs. asymptomatic 

carrier as well as asymptomatic carrier vs. normal. Unfortunately, we could not analyze various stages of ATLL malig-

nancy (acute, lymphomatous, chronic and smoldering) in all included studies due to the lack of sufficient information. 

Finally, based on Benjamini–Hochberg False discovery rate (FDR), the differentially expressed genes (DEGs) were se-

lected for several categories. Hence, for the first time we demonstrated that the expression rate of LIRs in ATLL group was 

higher than either in asymptomatic carrier or healthy donor groups. As a conclusion, it seems that the blockade of LIRs 

has a pivotal role in diagnostics and treatment of ATLL malignancy.

Key words: ATLL, HAM/TSP, HTLV-1, LIRs, malignancy, immunity.

БЛОКАДА LIRs КАК НОВЫЙ ПОДХОД К ДИАГНОСТИКЕ И ЛЕЧЕНИЮ Т-КЛЕТОЧНОГО 

ЛЕЙКОЗА ВЗРОСЛЫХ

Кеиха M.1, Карбалаеи М.2

1 Мешхедский университет медицинских наук, г. Мешхед, Иран
2 Исламский университет Азад, филиал Тонкабон, г. Тонкабон, Иран

Резюме. В современной медицине одной из основных проблем в области инфекционных заболеваний являет-

ся вирус Т-клеточного лейкоза человека 1 типа (HTLV-1). Важную роль в возникновении Т-клеточного лей-

коза/лимфомы взрослых (ATLL) на фоне HTLV-1-инфекции играют лимфоцит-ингибирующие рецепторы 

(LIR). К LIR относятся LAG3, PD-1, TIGIT, CD160, TIM3 и 2B4. Для проведения исследования из базы дан-

ных Gene Expression Omnibus (http://www.ncbi.nlm.gov/geo) по таким ключевым словам, как «Т-лимфотропный 

вирус человека типа I (HTLV-1)», «Homo sapiens», «ATLL» и «полногеномное секвенирование», была собра-
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на вся информация о результатах детекции LIR в CD4+ Т-клетках периферической крови пациентов, инфи-

цированных HTLV-1, с помощью технологии микрочипов для изучения эволюции LIR на разных стадиях 

HTLV-1-инфекции. Поиск был ограничен мартом 2020 г. Принимая во внимание главную цель исследования, 

мы провели оценку данных, относящихся к Homo sapiens, в частности к линии CD4+ Т-клеток людей, инфи-

цированных HTLV-1. Мы изучали эти рецепторы у пациентов с ATLL в сравнении со здоровыми людьми 

из контрольной группы (КГ) и у бессимптомных носителей HTLV-1. Из всех 18 обнаруженных исследований 

мы выбрали и проанализировали только три работы: GSE19080, GSE33615 и GSE57259, которые удовлетво-

ряли критериям включения с надлежащим качественным анализом ATLL по сравнению с контролем, ATLL 

по сравнению с бессимптомным носительством, а также бессимптомное носительство по сравнению с кон-

тролем. К сожалению, мы не смогли проанализировать различные стадии ATLL (острая, лимфоматозная, 

хроническая и медленная) во всех включенных исследованиях из-за отсутствия достаточной информации. 

Наконец, на основе коэффициента ложного обнаружения Бенджамини–Хохберга (FDR) для нескольких ка-

тегорий были отобраны дифференциально экспрессируемые гены (DEG). Таким образом, мы впервые про-

демонстрировали, что уровень экспрессии LIR в группе ATLL был выше, чем в группе бессимптомных носи-

телей или здоровых доноров. В заключение следует отметить, что, по нашим предположениям, блокада LIR 

играет ключевую роль в диагностике и лечении злокачественных новообразований ATLL.

Ключевые слова: ATLL, HAM/TSP, HTLV-1, LIRs, злокачественность, иммунитет.

Introduction

In recent years, it has been demonstrated that high 

expression of inhibitor receptors on lymphocytes 

leads to modulation of function of co-stimulatory 

receptors and finally decreased T cell activity, tis-

sue damage, and autoimmunity [1, 33]. According 

to in vitro evidence, about 24 h after stimulation 

of lymphocytes, lymphocyte inhibitory receptors 

(LIRs) begin to express and reach to their highest lev-

els after 48 h [31]. Hence, it seems that long stimula-

tion of lymphocytes increases the expression of LIRs 

genes, which in turn leads to the T cells dysfunction, 

and finally cancer [26, 33]. Based on recent studies, 

chronic inflammation by viral infection can cause 

excessive expression of LIRs and as a result down-

regulation of lymphocyte proliferation and dysregu-

lation of cytokine release [30]. Like hepatitis C vi-

rus, Human T-cell leukemia virus type 1 (HTLV-1) 

is one of the most important single-stranded RNA 

viruses [2, 12]. Once it enters human circulatory sys-

tem, HTLV-1 creates persistent infection and chronic 

inflammation through inhibition and escape mecha-

nisms from facing immune responses. Therefore, 

it is likely that the activity of LIRs can have a posi-

tive impact on pathogenesis of HTLV-1 virus with 

clinical symptoms [14, 17]. This oncogenic virus be-

longs to Retroviridae family which has infected about 

15–20 million people worldwide [15]. Although most 

infected individuals remain asymptomatic, 2–6% 

of them progress to adult T-cell leukemia/lymphoma 

(ATLL), and 2–3% to HTLV-1 associated myelopa-

thy/tropical spastic paraparesis (HAM/TSP) [10, 13, 

15]. ATLL is one of the most severe types of leuke-

mia in which CD4+ T cells increase dramatically [28]. 

Although the pathogenesis of ATLL is still unknown, 

its most well-known features include immortalization 

of the infected CD4+ T cells, continuous lymphocyte 

proliferation, CD4+ T cell exhaustion and the increase 

in the number of regulatory (Treg) T cells of TGF-β 

and IL-10 cytokines [7, 11]. However, LIRs play 

an important role in the development of ATLL [9]. 

The aim of this study was to investigate the differ-

ences of expression of LIRs genes such as LAG3, 

PD-1, TIGIT, CD160, TIM3, and 2B4 in ATLL pa-

tients compared to healthy control (HC) individuals 

and HTLV-1 infected-asymptomatic carriers (ASCs).

Methods

First, we have collected all microarray informa-

tion on the profile of HTLV-1 infected patients from 

Gene Expression Omnibus (http://www.ncbi.nlm.

gov/geo) database till the end of March 2020, in or-

der to identify the microarray related to evolutionary 

development of lymphocyte inhibitory receptor genes 

during various phases of HTLV-1 infection in CD4+ 

T cells of human subjects. The keywords such as 

“Human T-lymphotropic virus type I (HTLV-1)”, 

“Homo sapiens”, “ATLL”, and “Whole genome se-

quencing” were being used repeatedly. Considering 

the main goal of the study, we have only assessed 

data related to Homo sapiens particularly CD4+ 

T cell line of human subjects infected with HTLV-1. 

Quality and consistency of data was done using R 

package MetaQC. In the next step, both differentially 

expressed genes (DEGs) and Logarithm fold-change 

(logFC) were measured for several different catego-

ries such as: 1) ATLL vs. HC individuals; 2) ATLL 

vs. ASCs; 3) ASCs vs. HC individuals; 4) combination 

of various subtypes of ATLL by GEO2R; DEGs were 

selected according to Benjamini–Hochberg False 

discovery rate (FDR) with p value < 0.05. The posi-

tive logFC represents upregulation, whereas negative 

logFC represents downregulation. The lymphocyte 

inhibitory receptor genes were selected by Kyoto En-

cyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) path-

ways, one of the best Enricher web tools based on the 

top combined scores. In addition, the super-network 

comprises protein interaction network between LIRs 

which was constructed by STRING online database 

version 10.5. Also, the heatmap plots were generated 
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using Morpheus (https://software.broadinstitute.

org/morpheus) [8]. In the final step, we have pro-

posed the signaling network in relation to potential 

role of the lymphocyte inhibitory receptor genes dur-

ing pathogenesis of HTLV-1 infection.

Results and discussion

From total of 18 identified records, we only 

selected and analyzed three studies: GSE19080 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.

cgi?acc=GSE19080), GSE33615 (https://www.ncbi.

nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE33615), 

and GSE57259 (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/

query/acc.cgi?acc=GSE57259); they all met our in-

clusion criteria with proper quality analysis of ATLL 

vs. normal, ATLL vs. asymptomatic carrier as well as 

asymptomatic carrier vs. normal. Unfortunately, we 

could not analyze various stages of ATLL malignan-

cy (acute, lymphomatous, chronic and smoldering) 

in all included studies due to lack of information. 

Overall, the expression rate of LIRs in ATLL group 

was higher than either of asymptomatic carrier and 

healthy donor groups (Fig. 1, III cover).

It is notable that the expression rate of LIRs was 

also higher in ASCs in comparison with HC do-

nors (Table). Among all, the analysis of GSE33615 

study showed that expression of LIRs in particu-

lar PD-1 and LAG3 genes was significantly related 

to severity of the disease (p value < 0.001). In addi-

tion, ADAM10/17 gene is coded a transmembrane 

metallo protease which is cleavage LAG 3 which 

is downregulated in precancerous phase (Table).

According to STRING network, a close re-

lationship was observed among interfering genes 

in lymphocyte inhibitory process (Fig. 2, III cover). 

The PPIN networks consist of 11 nodes and 35 edges; 

the distance between each nodes represents a close 

contribution and cooperative functions of each node 

as well as the color of the edges which is responsible 

for type of each experiments which confirmed rela-

tionship between each node.

According to KEGG and wikiPathway databases 

in relation to the effects of the lymphocyte inhibi-

tory receptor genes and their alternation in normal 

signaling pathway during HTLV-1 infection, con-

stant stimulation and continuous expression of LIRs 

on HTLV-1 infected CD4+ T cells could cause: 1) ap-

optosis of HTLV-1 specific CD8+ T cells; 2) anergy; 

3) expression of immune suppressor cytokines e.g. 

IL-10 and TGF-β; 4) support of Treg cells; 5) cell-

proliferation and 6) HTLV-1 infected T cells develop 

into ATLL malignancy (Fig. 3, III cover).

Based on the results obtained in the present study, 

we demonstrated a significant increase in the expres-

sion of genes associated with lymphocyte inhibitory 

effect and their relationship with severity of the dis-

ease, in particular PD-1 and LAG3 genes in patients 

affected by ATLL. Some alterations such as cell pro-

liferation, T cell exhaustion, and immune dysregula-

tion are among the main factors related to the occur-

rence of HTLV-1 infected CD4+ T cells [24]. Recently, 

studies have shown that the number of T cells (CD4+ 

and CD8+) which express PD-1, would increase 

in ATLL patients [19, 29]. Either of two HBZ and 

Tax proteins of HTLV-1 virus can increase the ex-

pression of IL-10 by HTLV-1 infected CD4+ T cells. 

Also, the induction of Treg cells function in infected 

patients leads to the enhancement of IL-10, TGF-β, 

and secretion of epidermal growth factor (EGF), 

these changes could cause continuous proliferation 

and immortalization of HTLV-1 infected T cells, and 

are considered as risk factors for ATLL [7, 16, 23, 24]. 

There is a dysregulation of function of LIRs express-

ing T cells which have been infected by HTLV-1; 

for example, Ouaguia et al. (2014) showed that the num-

ber of Treg type 1 (Tr1) cells which produce cytokines 

such as IL-10, TGF-β, CD18 and LAG3 increases 

in patients affected by ATLL [23]. Konnai et al. (2013) 

in their study on bovine leukemia virus (BLV), discov-

ered that the expression of LAG3 increases on the sur-

face of lymphocytes of bovis affected by leukemia [24]. 

In 2016, Yasuma et al. illustrated that HTLV-1 bZIP 

factor inhibits the cytotoxicity function of T CD8+ cells 

via induction of T-Cell Immunoglobulin and ITIM 

Domain (TIGIT) [32]. Ndhlovu et al. (2011) by moni-

toring the HAM/TSP patients, discovered that HTLV-1 

tax specific CD8+ T cells decreases the expression 

of TIM3 receptor. They also realized that some un-

known factors, through their non-inhibitory effects 

Table. LogFC of ATLL vs ASCs or HC, as well as ATLL subtypess

GEO studies Population setting LAG3 PD1 ADAM10/17 TIGIT CD160 TIM3 2B4 

GSE19080

ATLL vs. ASCs 0.78 0.80 NA NA 0.11 NA 0.18

ASCs vs. HC 0.55 0.29 NA NA 0.16 NA 0.42

ATLL vs. HC 0.48 1.2 NA NA 0.47 NA 0.61
GSE57259 ATLL vs. HC 2.47 2.79 –0.97 NA 3.19 0.06 0.31

GSE33615

ATLL vs. HC 2.13 –0.65 0.45 1.13 0.31 1.29 1.39

Acute vs. Chronic 0.29 0.03 –0.59 –0.20 –0.71 0.43 –0.45

Acute vs. Smoldering 2.51 1.30 0.89 2.65 –1.01 0.54 0.84

Chronic vs. Smoldering 2.69 1.39 1.50 2.73 –0.23 –0.11 1.27

Lymphomatous vs. other types 0.36 2.48 –0.54 –1.50 –1.21 –1.69 –0.44

Note. LogFC — logarithm fold-change, ASCs — infected-asymptomatic carriers, HC — healthy control.
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on exaggerative responses in immune system, could 

develop chronic progressive inflammation status [25]. 

In 2014, Chibueze et al. demonstrated that the expres-

sion of CD160 molecule on HTLV-1 specific CD8+ 

T cells will have an inhibitory effect on their function, 

and must be considered as a risk factor in developing 

the infection into ATLL [4]. In another related study, 

Ezinne et al. (2014) declared that blocking 2B4/CD48 

interaction can increase functional capacity of the in-

fected CD+ T cells (Fig. 3, III cover) [5].

In recent years, various studies have focused 

on the impact of LIRs blocking drugs for treating 

ATTL malignancy. For example, Pembrolizumab, 

which is a monoclonal antibody against PD-1, has 

successfully passed phase II of clinical trial among 

T cell-lymphoma patients [3]. Relatlimab (CA224-

060), as an anti-LAG3 has passed phase II of clini-

cal trial [6]. Another Relatlimab (1302TiP CA224-

047) in combination with Nivolumab (anti-PD-1) 

is in phase II/III of the study [21]. Sym023, a human 

anti-TIM3, is a well-known antibody which inhibits 

TIM3 in vitro [20]. TSR-022, is a potent anti-human 

TIM-3 therapeutic antibody. Anti-CD160, alone 

or in combination with Bevacizumab, is considered 

as an inhibitor of ocular neovascularization in rabbit 

and monkey models [22]. Hence, it seems that block-

ing LIRs through supporting cytotoxicity of CD8+ 

T cells can be considered as an important strategy 

in containment and treatment of lymphoma, par-

ticularly in ATLL patients [13].

Conclusion

In summary, in the present study, we first showed 

that LIRs such as LAG3, PD-1, TIGIT, TIM3, 

CD160 and 2B4 were overexpressed in ATLL patients 

compared to asymptomatic carriers and healthy indi-

viduals. Hence, LIRs are considered as a significant 

biomarker in development of the infection to ATLL. 

On the other hand, LIRs blocking drugs can be 

used as the best candidates for treatment of ATLL 

malignancy. As noted before, several anti-LIRs are 

being used in both human and animal cases, includ-

ing Pembrolizumab and Nivolumab (anti-PD-1), 

Relatlimab (anti-LAG3), Sym023 and TSR-022 

(anti-TIM-3), and monoclonal antibodies against 

CD160, TIGIT, and 2B4.
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ТРАЕКТОРИЯ ВОЗРАСТ-АССОЦИИРОВАННЫХ 

ИЗМЕНЕНИЙ МИКРОБНОГО СООБЩЕСТВА 

ТОНКОГО КИШЕЧНИКА ЗДОРОВЫХ ЛИЦ 

В КОНТЕКСТЕ МЕТАОРГАНИЗМА

Ю.Ю. Филиппова, М.Е. Холодилина, А.Л. Бурмистрова

ФГБОУ ВО Челябинский государственный университет, г. Челябинск, Россия

Резюме. Изучение микробиоты тонкого кишечника у человека затруднено в связи с малой доступностью био-

материала. Применение неинвазивных методов метаболомики и биоинформационного анализа данных может 

расширить наши представления о структуре микробиоты тонкого кишечника и ее роли в поддержании гомео-

стаза организма. Цель исследования — с помощью методов газовой хромато-масс-спектрометрии микробных 

маркеров (ГХМС ММ) и оптимального шкалирования оценить траекторию возрастных изменений микробного 

сообщества тонкого кишечника у здоровых лиц в контексте взаимодействия с цитокиновой и нейроэндокрин-

ной системами в рамках метаорганизма. В исследование включены 110 практически здоровых индивидуумов 

детского, репродуктивного и пожилого/старческого возраста. Численность представителей основных типов 

микробиоты тонкого кишечника (Bacteroidetes, Firmicutes, Actinobacteria, Proteobacteria и Fusobacteria) определя-

ли методом ГХМС ММ в периферической крови. Для построения траекторий изменения сообщества микро-

биоты тонкого кишечника и показателей цитокиновой и нейроэндокринной систем с возрастом применяли 

технику оптимального шкалирования, основанную на многомерном преобразовании Джифи (метод CATPCA 

[Categorical Principal Components Analysis]). Установлено, что для бактериального сообщества тонкого кишечни-

ка детей и пожилых лиц была характерна значимо низкая общая численность микроорганизмов за счет низкого 

количества бактерий типов Firmicutes и Actinobacteria на фоне высокого числа представителей типов Proteobacteria 

и Fusobacteria по сравнению с аналогичными показателями в репродуктивном возрасте. Оценка траектории 

возраст-ассоциированных изменений микробиоты тонкого кишечника показала 1) наличие сильных динами-

ческих колебаний численности и связей внутри сообщества микроорганизмов на фоне формирования связей 

между основными регуляторными системами метаорганизма — иммунной и нейроэндокринной — в детском 

возрасте; 2) пластичность и согласованность функционирования иммунной и нервной систем, определяющие 

состояние динамического равновесия микробиоты тонкого кишечника у людей репродуктивного возраста; 

3) максимальную степень кооперации между основными членами бактериального сообщества, обеспечиваю-

щую стабильность системы на новом уровне, как один из механизмов адаптации организма при здоровом старе-

нии. Таким образом, использование методов ГХМС ММ и оптимального шкалирования позволяет расширить 

наши представления о возраст-ассоциированной траектории изменений микробиоты тонкого кишечника и ее 

кооперации с иммунной и нейроэндокринной системами в рамках метаорганизма, что может быть использова-

но в разработке новых способов терапии заболеваний инфекционной и неинфекционной природы.

Ключевые слова: микробиота тонкого кишечника, цитокины, нейрогормоны, газовая хромато-масс-спектрометрия 

микробных маркеров, дети, пожилые люди, люди репродуктивного возраста.
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TRAJECTORY OF AGE-ASSOCIATED CHANGES IN SMALL INTESTINAL MICROBIAL COMMUNITY 

OF HEALTHY PERSON METAORGANISM

Filippova Yu.Yu., Kholodilina M.E., Burmistrova A.L.

Chelyabinsk State University, Chelyabinsk, Russian Federation

Abstract. The study of the small intestinal microbiota in humans is complicated due to the low availability of biomate-

rial. Non-invasive methods of metabolomics and bioinformatic data analysis can expand our understanding of the small 

intestinal microbiota structure and its role in maintaining body homeostasis. Here we assess the trajectory of age-related 

changes in the small intestinal microbial community of healthy individuals in the context of metaorganism-wide inter-

action between cytokine and neuroendocrine systems, by using the methods of gas chromatography mass spectrometry 

of microbial markers (GCMS MM) and optimal scaling. 110 apparently healthy children, adults and elderly individuals 

were enrolled to the study. The main types of the small intestine microbiota (Bacteroidetes, Firmicutes, Actinobacteria, 

Proteobacteria, and Fusobacteria) were quantified in peripheral blood by the GCMS MM method. To construct age-related 

trajectories of changes in the small intestinal microbiota and parameters of cytokine and neuroendocrine systems, the op-

timal scaling technique based on the multivariate Gifi transformation (CATPCA method) was used. It was found, that 

the small intestinal bacterial community of both children and seniors contained significantly lowered total number of mi-

croorganisms due to the low number of bacteria of Firmicutes and Actinobacteria types along with high number of members 

of Proteobacteria and Fusobacteria types compared with adults. Assessment of the trajectory of age-associated changes 

in microbiota of the small intestine showed that 1) children have strong dynamic fluctuations in the number and links 

within microbial community along with formation of links between the main regulatory immune and neuroendocrine sys-

tems of the metaorganism, 2) adults display plasticity and consistency in functioning of immune and nervous systems that 

determine the state of dynamic balance of the small intestinal microbiota, 3) healthy aging is characterized by high degree 

of cooperation between the main members of the bacterial community, which ensures system stability at new level, as 

one of the mechanisms of host adaptation. Thus, using methods of GCMS MM and optimal scaling, allows us to expand 

our understanding about age-associated trajectory of changes in the small intestinal microbiota and its cooperation with 

immune and neuroendocrine systems within the metaorganism, which can be used to develop new methods of therapy 

for infectious and non-infectious diseases.

Key words: small intestine microbiota, cytokines, neurohormones, gas chromatography mass spectrometry of microbial markers, children, 

the elderly, adult people.

Согласно современным данным, человек 

представляет собой метаорганизм — сложную 

систему, состоящую из множества эукариоти-

ческих клеток и симбиотических сообществ 

микроорганизмов, включающих бактерии, гри-

бы, археи, вирусы и простейшие [9, 17]. У взрос-

лого человека количество бактериальных кле-

ток примерно в 10 раз превышает число его 

собственных, при этом большая их часть (около 

70%) находится в желудочно-кишечном тракте 

(ЖКТ) [3]. Кишечная микробиота играет клю-

чевую роль в поддержании общего гомеостаза 

организма и здоровья человека, выполняя ряд 

важных функций: она участвует в морфогенезе 

органов, в том числе нервной системы, метабо-

лизме и старении, обеспечивает защиту от па-

тогенов, колонизационную резис тентность 

и созревание иммунной системы [1, 13, 17]. 

В свою очередь, организм хозяина формирует 

микробиом ЖКТ за счет выбора диеты и образа 

жизни, а также за счет нервной и иммунной ре-

гуляции. В настоящее время дисбаланс гомео-

статических взаимодействий организма хозяи-

на и микробиома связывают с патогенезом за-

болеваний как инфекционной, так и неинфек-

ционной природы, включая воспалительные 

заболевания кишечника, диабет, ожирение, 

рак, тревогу и депрессию [5, 13].

Применение методов секвенирования 

и «омиксных» технологий» (геномики, протео-

мики, метаболомики) привело к значительному 

прогрессу в представлении о таксономических 

и функциональных характеристиках микро-

биоты толстого кишечника, а также о ее станов-

лении и развитии на протяжении жизни мета-

организма в норме и при патологии [19]. В то же 

время структура и функции микробиоты тон-

кого кишечника человека остаются малоиз-

ученными, что связано, прежде всего, с необхо-

димостью использования инвазивных методов 

отбора проб: эзофагогастродуоденоскопии, ко-

лоноскопии, илеостомии и др. [16], хотя хорошо 

известно, что микробиота тонкого кишечника 

оказывает значительное влияние на различные 

аспекты физиологии метаорганизма, включая 

метаболическую (отвечает за всасывание при-

мерно 90% общей энергии из пищи), иммунную 

и эндокринную функции [12]. Исследования 

на животных моделях гнотобиотических и тра-

диционных мышей вносят значительный вклад 

в изучение роли микробиоты тонкого кишеч-

ника, но их отличия от людей с точки зрения 

размера кишечника, скорости метаболизма, 

диетических привычек и пространственно-вре-

менных микробных структур затрудняют экс-

траполяцию данных [16]. Поэтому поиск и при-
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менение современных методов метаболомики 

и биоинформационного анализа может расши-

рить наши представления о структуре и роли 

микробиоты тонкого кишечника в поддержа-

нии гомеостаза организма.

Цель исследования — с помощью методов 

газовой хроматографии — масс-спектрометрии 

микробных маркеров (ГХМС ММ) и оптималь-

ного шкалирования оценить траекторию воз-

растных изменений микробного сообщества 

тонкого кишечника у здоровых лиц в контексте 

взаимодействия с цитокиновой и нейроэндо-

кринной системами в рамках метаорганизма.

Материалы и методы

В кросс-секционное исследование были 

включены 110 практически здоровых индиви-

дуумов трех возрастных групп. В первую груп-

пу («Дети») вошли 45 здоровых (типично раз-

вивающихся) детей (32 мальчика и 13 девочек) 

дошкольного и младшего школьного возраста 

от 4 до 13 лет (средний возраст — 9 лет). Вторую 

группу («Репродуктивный возраст») состави-

ли 25 потенциальных доноров костного мозга 

(16 мужчин и 9 женщин) ГБУЗ Челябинская 

областная станция переливания крови в воз-

расте от 21 до 49 лет (средний возраст — 36 лет). 

В третью группу («Здоровое старение») вош-

ли 40 людей пожилого и старческого возрас-

та (16 мужчин и 24 женщины) от 66 до 89 лет 

(средний возраст — 79 лет), постоянно про-

живавших в Челябинском геронтологическом 

центре. Люди пожилого и старческого возраста 

имели типичные возраст-ассоциированные за-

болевания вне стадии обострения. Критериями 

исключения пожилых людей из исследова-

ния были ожирение, онкологические заболе-

вания, болезнь Паркинсона и Альцгеймера, 

нев рологические заболевания. Исследование 

одобрено этическим комитетом Челябинского 

государственного университета (протокол № 1 

от 16.05.2016). Участниками или их законными 

представителями подписано информирован-

ное согласие, разрешающее применение полу-

ченных результатов в научной работе.

Материалом для исследования служила веноз-

ная кровь. Определение численности предста-

вителей основных 5 типов микробиоты тонкого 

кишечника (Bacteroidetes, Firmicutes, Actinobacteria, 

Proteobacteria и Fusobacteria) проводили методом 

ГХМС ММ в периферичес кой крови с помощью 

газового хромато-масс-спектрометра «Маэстро» 

(ООО «Интерлаб», Россия), как было описано 

ранее. 40 мкл крови подвергали кислому метано-

лизу 1 ч при 80°С. Метиловые эфиры и диметил-

ацетали жирных кислот и альдегидов крови дву-

кратно экстрагировали 200 мкл гексана, высу-

шивали и обрабатывали 15 мин при 80°С 20 мкл 

N,О-бис(триметилсилил)-трифторацетамида 

для получения триметилсилильных эфиров ок-

сикислот и стиролов. Полученную смесь эфиров 

хроматографически разделяли на капиллярной 

колонке HP-5ms (Agilent, США) при следующих 

условиях: начальная температура 130°С, выдерж-

ка при начальной температуре — 0,5 мин, нагрев 

температуры со скоростью 70°/мин до 320°С, вы-

держка при конечной температуре — 6 мин, ре-

жим селективных ионов, газ-носитель — гелий, 

поток 1,2 мл/мин в режиме без деления потока. 

В результате получали хроматограммы жир-

ных кислот и других липидных продуктов кле-

точных стенок микробных сообществ тонкого 

кишечника, которые были соотнесены с соот-

ветствующим типом и количеством микроорга-

низмов с помощью программы, разработанной 

Осиповым Г.А. В качестве внутреннего стандар-

та использовали дейтерометиловый эфир триде-

кановой кислоты. Чувствительность метода со-

ставляет 104 КОЕ/мл [6]. 

Статистическую обработку данных прово-

дили при помощи пакета прикладных программ 

SPSS for Windows (v.18.0, SPSS Inc.). Для по-

строения траекторий изменения сообщества 

микробиоты тонкого кишечника и показате-

лей цитокиновой и нейроэндокринной систем 

с возрастом применяли технику оптимально-

го шкалирования, основанную на многомер-

ном преобразовании Джифи (метод CATPCA 

[Categorical Principal Components Analysis]). При этом 

численность микроорганизмов тонкого кишеч-

ника, а также уровни цитокинов и нейрогормо-

нов в плазме обрабатывали как количественные 

переменные с последующим ранжированием, 

возраст — как номинальную категорию. Далее 

проводили сопоставление исходных данных 

по возрасту с оцифрованными по Джифи значе-

ниями, что позволяло получить интегральный 

показатель для каждого возраста, способный 

выявлять нелинейность (динамические изме-

нения) уровней исследуемых показателей и свя-

зей между ними. Для получения сглаженных 

кривых применяли интерполяцию сплайнами 

Акимы. Графические построения выполнены 

в программе KyPlot (v.5.0.3 KyensLab Inc.).

Результаты и обсуждение

На первом этапе с помощью метода ГХМС 

ММ нами была проведена оценка численности 

основных пяти типов микробиоты тонкого ки-

шечника в группах практически здоровых ин-

дивидуумов детского, репродуктивного и по-

жилого/старческого возраста (табл.). 

Как видно из таблицы, у людей репродук-

тивного возраста общая численность бакте-

рий тонкого кишечника была значимо высо-

кой за счет увеличения числа представителей 
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типов Firmicutes и Actinobacteria по сравнению 

с аналогичными показателями в группе де-

тей. Однако количество микроорганизмов ти-

пов Proteobacteria и Fusobacteria, наоборот, было 

значимо снижено в репродуктивном возрасте. 

Выявлены следующие особенности микробио-

ты тонкого кишечника при здоровом старе-

нии: значимое сокращение общей численно-

сти микроорганизмов и изменение структуры 

сообщества — снижение количества предста-

вителей типов Firmicutes и Actinobacteria и по-

вышение числа бактерий типов Proteobacteria 

и Fusobacteria по сравнению с данными по-

казателями людей репродуктивного возраста 

(табл. 1). Интересно отметить, что численность 

основных типов микроорганизмов в тонком 

кишечнике в старости не отличалась от таковой 

в детском возрасте (табл. 1). Полученные нами 

данные показывают, что значения и соотноше-

ние основных типов микроорганизмов тонкого 

кишечника претерпевают значительные из-

менения с возрастом. Так же как и для фекаль-

ного микробиома, для микробиоты тонкого 

кишечника характерны низкая численность 

и разнообразие в детстве, которые повышают-

ся по мере взросления организма. При здоро-

вом старении по сравнению с репродуктивным 

возрастом происходит снижение общего коли-

чества микро организмов, а также повышение 

числа патобионтов из представителей типов 

Proteobacteria и Fusobacteria [18]. 

На втором этапе работы с помощью метода 

оптимального шкалирования мы попытались 

создать интегральный показатель (включаю-

щий в себя значения численности исследуемых 

типов микроорганизмов и корреляционные 

связи между ними), который, с определенной 

долей допущения, может отражать динамичес-

кие изменения/стабильность микробного со-

общества тонкого кишечника в течение жизни 

метаорганизма. 

В результате анализа были выделены 5 пат-

тернов взаимосвязанных показателей, опреде-

ляющих всю (100%) внутри- и межгрупповую 

изменчивость бактериального сообщества, 

на основе которых получено значение инте-

грального показателя для каждого возраста 

и построена возраст-ассоциированная траекто-

рия его изменения (рис., А).

Как видно из рис. А, кривая (функция) зна-

чений интегрального показателя микробиоты 

тонкого кишечника резко возрастает у детей 

от 4 до 13 лет, что говорит о сильных динами-

ческих изменениях исследуемых признаков 

и связей внутри сообщества микроорганизмов 

в данный период. Наоборот, для практически 

здоровых индивидуумов с 23 лет значения ин-

тегрального показателя одинаковы, что может 

говорить об относительной стабильности ми-

кробиома тонкого кишечника (пологий участок 

кривой, рис. А) вплоть до старческого возраста. 

Хорошо известно, что на численность 

и структуру микробиоты кишечника суще-

ственное влияние оказывает большое количе-

ство факторов, включая нервную и гормональ-

ную регуляцию, факторы врожденного и адап-

Таблица. Численность основных типов сообщества микробиоты тонкого кишечника детей, людей 

репродуктивного возраста и при здоровом старении

Table. The number of the main phyla of the small intestinal microbial community in children, adults and healthy elders

Показатель

Indicators

Дети

Children
(n = 45)

Репродуктивный возраст 

Adults
(n = 25)

Здоровое старение

Healthy elders
(n = 40)

Bacteroidetes, КОЕ/мл

Bacteroidetes, CFU/ml
2,2 × 106

(2,0–2,5 × 106)
2,6 × 106

(1,9–2,9 × 106)
2,3 × 106

(1,3–3,9 × 106)
Firmicutes, КОЕ/мл

Firmicutes, CFU/ml
1,4 × 109

(1,2–1,6 × 109)
2,0 × 109*

(1,7–2,2 × 109)
1,6 × 109**

(1,4–1,9 × 109)
Actinobacteria, КОЕ/мл

Actinobacteria, CFU/ml
5,1 × 108

(4,6–6,3 × 108)
6,4 × 108*

(5,7–8,7 × 108)
4,7 × 108**

(4,1–5,7 × 108)
Proteobacteria, КОЕ/мл

Proteobacteria, CFU/ml
3,7 × 106

(3,0–4,7 × 106)
3,2 × 106*

(1,3–3,8 × 106)
4,2 × 106**

(3,6–5,2 × 106)
Fusobacteria, КОЕ/мл

Fusobacteria, CFU/ml
2,0 × 105

(1,0–2,0 × 105)
< 1 × 105*

(0–0 × 105)
2,0 × 105**

(0–3,0 × 105)
Общая численность 
микроорганизмов, КОЕ/мл 

Total number of microorganisms, 
CFU/ml

1,9 × 109

(1,8–2,2 × 109)
2,7 × 109*

(2,4–3,0 × 109)
2,0 × 109**

(1,8–2,4 × 109)

Примечание. Данные представлены в виде медианных значений и интерквартильного диапазона; * — статистически значимые различия 
между показателями детей и людей репродуктивного и пожилого возраста (p ≤ 0,05); ** — статистически значимые различия между 
показателями людей репродуктивного и пожилого возраста (p ≤ 0,05).
Note. Data are presented as medians and interquartile range; * — significant differences between parameters in children and adults as well as healthy 
elders (p ≤ 0.05); ** — significant differences between parameters in adults and healthy elders (p ≤ 0.05).
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тивного иммунитета, обмен веществ, факторы 

генетической и эпигенетической регуляции 

(прежде всего, миРНК), диета, прием антибио-

тиков и др. [5, 15]. Поэтому для оценки коопе-

рации микробиоты тонкого кишечника и ос-

новных регуляторных систем (нейроэндокрин-

ной и иммунной) в контексте метаорганизма 

на третьем этапе работы нами была определена 

возрастная траектория изменения интеграль-

ного показателя взаимодействия цитокино-

вой и нейроэндокринной систем на периферии 

у практически здоровых лиц и ее согласован-

ность с динамикой микробного сообщества.

В предыдущих исследованиях нами были 

определены системные уровни шести показа-

телей цитокиновой (IL-6, IL-1β, TNFα, IFNγ, 

IL-10, IL-4) и семи показателей нейроэндо-

кринной (окситоцин, дофамин, адреналин, но-

радреналин, кортизол, адренокортикотропный 

гормон (АКТГ) и серотонин) систем в разных 

возрастных группах практически здоровых лю-

дей [2, 6], которые были использованы для по-

строения возрастной траектории изменения 

интегрального показателя взаимодействия ос-

новных регуляторных систем метаорганизма 

(рис., Б). Как видно из рис. Б, кривая значений 

интегрального показателя изменений иммун-

ной и нейроэндокринной систем постепенно 

возрастает у детей от 4 до 10 лет и у индивиду-

умов от 36 до 80 лет, что свидетельствует о ди-

намических флуктуациях значений исследуе-

мых признаков и связей между ними в данные 

периоды. У людей в возрасте 21–35 лет и старше 

80 лет значения интегрального показателя ци-

токиновой и нейроэндокринной систем одина-

ковы, что говорит о динамически устойчивом 

состоянии этих систем (пологие участки кри-

вой, рис. Б). Полученная нами траектория четко 

соответствует основным этапам развития им-

мунной и нейроэндокринной систем, и отража-

ет критические периоды (возрастающие участ-

ки кривой, рис. Б) [7, 8]. В эти периоды развития 

происходит становление/угасание структуры 

и функции иммунной и нейроэндокринной си-

стем, что находит отражение в высокой вариа-

бельности (в том числе межиндивидуальной) 

показателей и их динамических изменениях 

из года в год.

Высокая лабильность показателей и форми-

рование связей между основными регуляторны-

ми системами метаорганизма у детей оказывает 

существенное влияние на колебания числен-

ности и структуры микробиоты кишечника, 

наблюдаемых нами вплоть до репродуктивного 

возраста. Наоборот, пластичность и согласован-

ность функционирования иммунной и нервной 

Рисунок. Возрастная траектория изменения сообщества микробиоты тонкого кишечника (А) 

и показателей иммунной и нейроэндокринной систем (Б) у здоровых лиц

Figure. Age-related trajectory in altered community of the small intestinal microbiota (A) and parameters 
of the immune and neuroendocrine systems (B) changes in healthy persons
Примечание. Пологие участки кривой (функции), параллельные оси Х, означают, что в многомерном пространстве 
все возрасты, входящие в эти участки, обнаруживают сходные характеристики интегрального показателя и поэтому 
оцифровываются одинаково. Участки возрастания кривой (функции) говорят о динамических изменениях интегрального 
показателя в данные возрастные периоды.
Note. Shallow sections of the curve (functions), parallel to the X-axis, imply that in a multidimensional space all ages included 
in these sections exhibit similar characteristics of the integral indicator and therefore are digitized in the same way. The sections 
of the curve (function) increase indicate dynamic changes in the integral indicator in these age periods.
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систем у людей репродуктивного возраста опре-

деляют состояние динамического равновесия 

микробного сообщества тонкого кишечника 

в этот период, что согласуется с исследования-

ми ряда авторов [11, 14]. Для микробиоты тон-

кого кишечника практически здоровых людей 

в пожилом и старческом возрасте характерна, 

как нами показано ранее, максимальная сте-

пень кооперации между основными членами 

сообщества [4]. Это может приводить к повы-

шению метаболической эффективности работы 

микроорганизмов и служить одним из механиз-

мов адаптации, обеспечивая стабильность си-

стемы на новом уровне, на фоне динамических 

изменений функционирования основных регу-

ляторных систем метаорганизма [10].

Таким образом, использование методов 

ГХМС ММ и оптимального шкалирования по-

зволяет расширить наши представления о воз-

раст-ассоциированной траектории изменений 

микробиоты тонкого кишечника и ее коопера-

ции с иммунной и нейроэндокринной системами 

в рамках метаорганизма, что может найти при-

менение в разработке новых способов терапии 

инфекционных, опухолевых, аутоиммунных, 

аллергических и неврологических заболеваний.
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Описание статьи из книги (монографии):

Шурыгина И.А., Чеснокова М.В., Климов В.Т. Псевдотуберкулез. Новосибирск: Наука, 2003. 320 с.

Shurygina I.A., Chesnokova M.V., Klimov V.T. Рseudotuberculosis. Novosibirsk: Nauka, 2003. 320 p.

Примеры правильного оформления англоязычных ссылок:

Turenne C.Y., Wallace R., Behr M.A. Mycobacterium avium in the postgenomic era. Clin. Microb. Rev., 2007, vol. 20, no. 2, pp. 205–229.

Goodman J.W., Parslow T.G. Immunoglobulin proteins. Basic and Clinical Immunology. Ed. Stites D.P., Terr A.I., Parslow T.G. Appletion & 

Lange, 1994, pp. 66–79.

Ссылки на литературные источники в тексте статьи, в рисунках и таблицах обозначаются арабскими циф-

рами в квадратных скобках [1, 2, 3,...]. Не допускаются ссылки на диссертации, авторефераты диссертаций, 

публикации в сборниках, методические документы местного уровня. Количество источников не ограничено. 

В каждой ссылке приводятся все авторы работы. Неопубликованные статьи в список не включаются.

Обозначения, сокращения и единицы измерения

Для сложных терминов или названий, наиболее часто используемых в тексте статьи, можно ввести (в кру-

глых скобках после первого упоминания полного названия термина) не более 3–5 нетрадиционных сокра-

щений. Узаконенные международными номенклатурами сокращения используются в соответствующей 

транскрипции. Например, для термина «интерлейкин» используется сокращение «IL», а не русскоязычный 

вариант «ИЛ»; аналогично этому используются сокращения: «TNF», а не «ТНФ» или «ФНО»; «CD», а не «СД». 

Названия микроорганизмов приводятся в оригинальной транскрипции с использованием курсива (E. coli, 

Streptococcus pyogenes). Единицы измерения приводятся без точки после их сокращенного обозначения, регла-

ментированного международными правилами (с, ч, см, мл, мг, kDa и т.д.).
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Оформление иллюстративного материала

Иллюстративный материал должен быть оригинальным, т.е. ранее нигде не опубликованным. Общее ко-

личество иллюстраций (таблиц и рисунков) не должно превышать восьми. При большем количестве иллю-

страций их публикация оплачивается автором. Публикация цветных иллюстраций (независимо от их коли-

чества) также оплачивается автором.

Размеры иллюстраций:

• максимальная высота — 210 мм

• максимальная ширина для 1 столбца — 82 мм, для 2 столбцов — 170 мм

Таблицы. Каждая таблица предоставляется отдельным файлом. Таблицы нумеруются арабскими цифра-

ми отдельно от нумерации рисунков (графиков и фотографий). Название печатается над таблицей. Весь текст 

на русском языке, содержащийся в таблице, включая единицы измерения, должен быть переведен на ан-

глийский язык; при этом перевод следует помещать в ячейку с соответствующим русским текстом отдельной 

строкой. Название таблицы и текст примечания к ней также должны быть переведены на английский язык 

и приведены под русским текстом с новой строки. Для пометок в таблицах следует использовать одну или 

несколько (*). Пояснения печатаются после соответствующего количества (*) под таблицей. Единицы изме-

рения, при необходимости, включаются в заголовки строк или столбцов.

Рисунки (графики и фотографии). В тексте статьи названия рисунков (графиков, фотографий) и таблиц раз-

мещаются сразу после абзаца, где на них дается первая ссылка. Все рисунки нумеруются последовательно араб-

скими цифрами по мере их включения в текст статьи. Названия рисунков и подписи к ним выносятся в виде 

списка в отдельный файл. В списке указываются: номер рисунка, название (с большой буквы), текст примеча-

ний (для микрофотографий должно быть указано увеличение). Подписи к рисункам даются краткие, но доста-

точно информативные. Названия рисунков и примечаний к ним, нарисуночные подписи, текст легенды долж-

ны быть переведены на английский язык и размещены под соответствующим текстом с новой строки. Рисунки 

могут быть представлены в графических форматах с расширением .tif (разрешение не менее 300 dpi при 100% 

масштабе), .eps или .ai. Изображения, встроенные в документы Word, не принимаются. Графики и диаграммы 

предоставляются вместе с таблицами, на основе которых они были созданы, или с численными обозначения-

ми показателей, отображаемых соответствующими графическими элементами (столбиками, секторами и т.п.) 

в виде файлов с расширениями .doc или, предпочтительнее, .xls.

Плата за публикацию статей

При соблюдении правил публикация статей в журнале «Инфекция и иммунитет» является бесплатной 

для авторов и учреждений, в которых они работают. Редакция может потребовать оплату в следующих случа-

ях: 1) за публикацию цветных иллюстраций; 2) при большом количестве иллюстративного материала (свыше 

8 иллюстраций).

Подготовка статей

При предоставлении статьи авторы должны руководствоваться требованиями, приведенными в нижесле-

дующих пунктах. Статья может быть отклонена, если она им не соответствует.

1. Направляя статью в журнал, авторы гарантируют, что поданные материалы не были ранее опубликованы 

полностью или по частям, в любой форме, в любом месте или на любом языке. Так же авторы гарантиру-

ют, что статья не представлена для рассмотрения и публикации в другом журнале. С момента принятия 

статьи к печати в журнале «Инфекция и иммунитет» приведенный в ней материал не может быть опу-

бликован авторами полностью или по частям в любой форме, в любом месте и на любом языке без согла-

сования с руководством журнала. Исключением может являться: 1) предварительная или последующая 

публикация материалов статьи в виде тезисов или короткого резюме; 2) использование материалов статьи 

как части лекции или обзора; 3) использование автором представленных в журнал материалов при на-

писании диссертации или книги. Воспроизведение всего издания или части любым способом запрещает-

ся без письменного разрешения издателей. Нарушение закона будет преследоваться в судебном порядке. 

Охраняется Законом РФ № 5351-1 «Об авторском праве и смежных правах» от 09.07.93 г.

2. Файл отправляемой статьи представлен в формате .doc, .docx, .rtf.

3. Помимо файла со статьей, предоставлены следующие файлы:

1) Файл с метаданными (при загрузке в систему ему присваивается имя «Метаданные»):

 • фамилия, имя, отчество, ученая степень, ученое звание, должность автора, ответственного 

за дальнейшую переписку с редакцией (на русском и английском языках);

 • название учреждения, где работает ответственный автор (в русском и официально принятом 

английском вариантах);

 • почтовый адрес для переписки с указанием почтового индекса (на русском и английском языках);

 • телефон, факс (с указанием кода страны и города), e-mail;

 • 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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Figure 3. Proposed hypothesis network to determine the crucial role of lymphocyte inhibitory receptors 
in alternation of signaling pathway in tumor microenvironment of ATLL patients

Иллюстрации к статье «Блокада LIRs как новый подход к диагностике и лечению Т-клеточного 
лейкоза взрослых» (авторы: M. Кеиха, М. Карбалаеи) (с. 1185–1189)
Illustrations for the article “Blockade of LIRs as a new approach for diagnostics and treatment of ATLL malignancy” 
(authors: Keikha M., Karbalaei M.) (pp. 1185–1189)

Figure 1. The protein network interaction between 
various lymphocyte inhibitory receptors (LIRs)

Figure 2. The heatmap of the lymphocyte inhibitory 
receptors expressed genes in HTLV-1 infected 
patients; colors demonstrate the expression level 
of each gene
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