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О.В.Рыбальченко, М.В.Эрман, О.Г.Орлова,
Т.М.ГГервунина, В.В.Капустина, Е.Н.Парийская

ПОДАВЛЕНИЕ БИОПЛЕНОК УСЛОВНО ПАТОГЕННЫХ БАКТЕРИЙ НА 
МОЧЕВЫХ КАТЕТЕРАХ

Санкт-Петербургский государственный университет

Цель. Исследование закономерностей развития бактериальных биопленок условно 
патогенных бактерий на мочевых катетерах, а также возможности их подавления офици- 
нальным препаратом растительного происхождения Канефрон и препаратом нитрофура- 
нового ряда Фурамаг. Материалы и методы. Бактериальные культуры Escherichia coli М 17 
и Staphylococcus aureus 193 выращивали в виде биопленок на внутренней поверхности 
латексных катетеров Фолея. Оценивали влияние препарата Канефрон и препарата Фурамаг 
на способность данных штаммов к биопленкообразованию, а также подавление уже сфор­
мированных биопленок кишечной палочки и стафилококков на мочевых катетерах. 
Определение степени бактерицидного воздействия препаратов при инкубировании микро­
организмов на поверхности мочевых катетеров проводили по методу Коха. Морфологиче­
ские и ультраструкгурные изменения в бактериальных клетках и биопленках исследовали 
методами трансмиссионной и сканирующей электронной микроскопии. Результаты. 
Обнаружено выраженное бактерицидное воздействие Канефрона и препарата Фурамаг 
на сформированные бактериальные биопленки. Отмечено их ингибирующее воздействие 
на рост и развитие биопленок указанных штаммов микроорганизмов. На электронно- 
микроскопическом уровне показаны деструктивные изменения в клетках и биопленках 
при воздействии исследуемых препаратов. Заключение. Выявленное бактерицидное воз­
действие официнального препарата растительного происхождения Канефрон и препара­
та нитрофуранового ряда Фурамаг на условно патогенные бактерии на мочевых катетерах 
Фолея, по сравнению с классическими способами антисептики, позволяет не только по­
давлять процесс биопленкообразования бактериальных культур Е. coli М 17 и S. aureus 193, 
но и эффективно разрушать уже сформированные ими биопленки, что должно предот­
вращать развитие катетер-ассоциированных инфекций и приводить к ускорению про­
цесса выздоровления пациентов с заболеваниями мочевыводящих путей.

Журн. микробиол., 2017, № 3, С. 3—11

Ключевые слова: мочевые катетеры Фолея, бактериальные биопленки, бактерицидный 
эффект, Escherichia coli М17, Staphylococcus aureus 193

O.V.Rybalchenko, M.V.Erman, О.G.Orlova,
T.M.Pervunina, V.V.Kapustina, E.N.Pariyskaya

SUPRESSION OF BIOFILMS OF OPPORTUNISTIC BACTERIA IN URINARY 
CATHETERS

St. Petersburg State University, Russia

Aim. Study regularities of development ofbacterial biofilms in opportunistic bacteria in urinary 
catheters, as well as a possibility of their suppression by an officinal preparation of plant origin 
— Kanefron and nitrofuran class preparation — Furamag. Materials and methods. Escherichia 
coli M 17 and Staphylococcus aureus 193 cultures were cultivated as biofilms on an inner surface of 
Foley latex catheter. Effect of Kanefron and Furamag on the ability of these strain to form biofilms 
was evaluated, as well as suppression of already developed biofilm of E. coli M 17 and S. aureus 193
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on urine catheters. Determination of bactericidal effect of preparations during incubation of mi­
croorganisms on the surface of urine caterers was carried out by Koch method. Morphologic and 
ultrastructure changes in bacterial cells and biofilms were studied by transmission and scanning 
electron microscopy. Results. A pronounced bactericidal effect of Kanefron and Furamag on the 
formed bacterial biofilms was detected. Inhibiting effect on growth and development of biofilms 
of the strains was noted. Destructive changes in cells and biofilms during the effect of the studied 
preparations are shown on electron microscopy level. Conclusion. The detected bactericidal effect 
of officinal preparation of plant origin — Kanefron and nitrofuran class preparation — Furamag 
on opportunistic bacteria on Foley urine catheters allows not only to suppress biofilm formation 
process of E. coli M17 и S. aureus 193 compared with classic antiseptic methods, but also effec­
tively destroy already formed biofilms that must prevent development of catheter-associated infec­
tions and result in enhancement of recuperation of patients with diseases of the urinary tract.

Zh. Mikrobiol. (Moscow), 2017, No. 3, P. 3—11

Key words: Foley urine catheters, bacterial biofilms, bactericidal effect, Escherichia coli M17, 
Staphylococcus aureus 193

ВВЕДЕНИЕ

Катетеризация мочевыводящих путей относится к достаточно распростра­
ненным в медицинской практике процедурам. Кратковременная катетериза­
ция, как правило, не приводит к осложнениям, однако при увеличении дли­
тельности пребывания катетера в организме повышается риск развития 
инфекционного процесса, так называемой катетер-ассоциированной инфек­
ции (КАИ). На долю КАИ мочевыводящих путей приходится до 40% всех 
внутрибольничных инфекций [9].

Проблема инфицирования катетеров при их длительном использовании, 
в первую очередь, связана с развитием биопленок собственных эндогенных 
микроорганизмов пациента. Кроме того, при несоблюдении правил гигиены 
высока вероятность контаминирования катетеров медицинским персоналом, 
что может привести к развитию инфекционного процесса, вызванного воз­
будителями внутрибольничных инфекций. Установлено, что наиболее часто 
КАИ вызывают Escherichia coli (80%) и Proteus mirabilis (45%) [14]. Реже встре­
чаются Klebsiella pneumoniae, Enterobacter spp., Staphylococcus spp. У пациен­
тов после повторных курсов антибиотикотерапии КАИ чаще всего вызывают 
Pseudomonas aeruginosa и Candida spp. [ 10].

В настоящее время препаратами выбора для лечения и профилактики 
инфекционных заболеваний мочевыводящей системы являются лекарствен­
ные средства из группы нитрофуранов. Терапевтический эффект нитрофура- 
нов, например, при пиелонефрите, обусловлен тем, что через капиллярную 
сеть, оплетающую тубулярный аппарат, они проникают в интерстициальную 
ткань почки, где и оказывают воздействие на возбудителей инфекции, снижая 
риск развития КАИ [1].

Установлено, что основной механизм противомикробного действия ни­
трофуранов заключается в нарушении окислительно-восстановительных ре­
акций в микробных клетках, приводящем к разрушению цитоплазматической 
мембраны бактерий [12].

Кроме того, наиболее частые возбудители внебольничных инфекций мо­
чевых путей Е. coli, Enterococcus faecalis, Staphylococcus saprophyticus в 83—89% 
случаев демонстрируют чувствительность к Фурамагу [5].

Клинически доказано, что достоинством препаратов нитрофуранового 
ряда является сочетание противомикробного (препятствует, в первую очередь,
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адгезии микроорганизмов), противовоспалительного и диуретического эф­
фектов, что особенно важно при хронических процессах в мочевыводящих 
путях.

В последние годы наряду с антимикробными препаратами в урологической 
практике все шире используют препараты растительного происхождения, 
привлекательность которых заключается в достаточно низком риске развития 
осложнений и нежелательных побочных эффектов [13]. В этой связи, для 
лечения пациентов с острыми и хроническими инфекционными заболева­
ниями мочевыводящих путей рекомендовано одновременное применение 
препаратов нитрофуранового ряда с препаратами растительного происхожде­
ния [Семенов Б.В. и др., 2008]. Кроме прямого терапевтического действия, 
обнаружено, что препараты нитрофуранового ряда подавляют патологическую 
кристаллизацию мочи, что очень важно при терапии пациентов в период ка­
тетеризации [2].

Цель работы — исследование закономерностей развития бактериальных 
биопленок условно патогенных бактерий на мочевых катетерах, а также воз­
можности их подавления официнальным препаратом растительного проис­
хождения Канефрон и препаратом нитрофуранового ряда Фурамаг.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Объектами исследования служили культуры микроорганизмов Е. coli М 17 
(промышленный штамм) и S. aureus 193 (коллекция НИИЭМ им. Н.Ф.Га- 
малеи). В работе использовали официнальный препарат растительного про­
исхождения Канефрон (Канефрон® Н, Canephron® N), раствор производства 
«Бионорика СЕ» (Германия) и препарат нитрофуранового ряда Фурамаг 
(Фурамаг®, Furamag), капсулы производства АО «Олайнфарм» (Латвия). В 
качестве субстрата для выращивания модельных бактериальных биопленок 
использовали внутреннюю поверхность 2-ходовых стандартных латексных 
(силиконизированных) катетеров Фолея, «Unomedical» (Малайзия).

Определение минимальной ингибирующей концентрации (МИК) офици- 
нальных препаратов растительного происхождения и препаратов нитрофура­
нового ряда для исследуемых культур микроорганизмов проводили по стан­
дартной методике в соответствии с клиническими рекомендациями по 
определению чувствительности микроорганизмов к антимикробным препа­
ратам на основе двойных последовательных разведений концентрации веще­
ства от максимальной к минимальной. Для этого исследуемые препараты в 
различных концентрациях вносили в жидкую питательную среду (бульон). 
Затем бактериальную суспензию определенной плотности, соответствующую 
стандарту мутности 0,5 по McFarland, помещали в бульон с препаратом. После 
инкубации в течение 24 ч при температуре 37°С проводили учет полученных 
результатов. Первую наименьшую концентрацию препарата из серии после­
довательных разведений, где визуально не определялся бактериальный рост, 
принимали за МИК и выражали в мг/л или мкг/мл.

На первом этапе экспериментов проводили исследование по воздействию 
препарата Канефрон и препарата Фурамаг на полноценные сформированные 
биопленки кишечной палочки и стафилококков. Для этого бактериальные 
биопленки выращивали на внутренней поверхности катетеров Фолея, раз­
резая их поперек на фрагменты длиной около 1 см, из которых затем готови­
ли половинки с открытой внутренней полостью. Все манипуляции с катете­
рами проводили в стерильных условиях. Далее культуры Е. coli М17 и S. aureus 
193 засевали в колбы с жидкой питательной средой (бульон с сердечно­
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мозговой вытяжкой, «HiMedia», Индия), в которые предварительно помеща­
ли фрагменты катетеров. Культивирование проводили в условиях термоста- 
тирования (температура 37°С в течение 24 часов), при этом на поверхности 
катетеров происходило формирование биопленок. Далее фрагменты катетеров 
с микробной биопленкой на внутренней поверхности переносили в растворы 
для инкубирования, содержащие в первом случае Канефрон, в другом вари­
анте — препарат Фурамаг. Инкубирование биопленок проводили в различных 
жидких субстратах (растворах): питательный бульон, физиологический раст­
вор и искусственная моча. Время инкубирования составляло 5 и 24 часа.

На втором этапе экспериментов проводили исследование влияния 
Канефрона и Фурамага на формирование и развитие микробных биопленок 
на внутренних поверхностях катетеров Фолея. Для этого фрагменты катетера, 
полученные, как описано выше, помещали в жидкую питательную среду (бу­
льон с сердечно-мозговой вытяжкой с указанными выше препаратами), затем 
вносили культуры Е. coli М17 или S. aureus 193 в концентрации 108 КОЕ/мл в 
количестве 10% от объема пробы и выращивали в термостате при температуре 
37°С в течение 24 часов.

Выращенные бактериальные биопленки смывали с поверхности катетеров 
физиологическим раствором в объеме 1 мл и титровали в физиологическом 
растворе по методу Коха с параллельными высевами на плотную питательную 
среду (колумбийский агар) для определения КОЕ через 24 ч культивирования 
при температуре 37°С.

Электронно-микроскопические исследования ультраструктурных изме­
нений в клетках и в бактериальных биопленках Е. coli М17 и S. aureus 193 
после воздействия Канефрона и Фурамага проводили с использованием транс­
миссионной электронной микроскопии (ТЭМ) методом ультратонких срезов. 
Материал для электронной микроскопии брали с поверхности катетеров. 
Особенности подготовки образцов описаны нами ранее [3]. Препараты про­
сматривали в трансмиссионном электронном микроскопе JEM- 100С («JEOL», 
Япония) при ускоряющем напряжении 80 кВ.

Электронно-микроскопический анализ динамики развития микробных 
популяций Е. coli М17 и S. aureus 193 на поверхности катетеров при воздей­
ствии Канефрона и Фурамага проводили, используя сканирующую электрон­
ную микроскопию (СЭМ). Для получения препаратов материал фиксировали 
в парах 25% раствора глутаральдегида в течение 12 часов при температуре 4°С, 
после чего на поверхность материала напыляли золото в вакуумной установке 
JFC-1100 («JEOL», Япония). Готовые препараты просматривали в сканирую­
щем электронном микроскопе JSM-35C («JEOL», Япония) при ускоряющем 
напряжении 15 кВ.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Вначале определяли МИК Канефрона и Фурамага при воздействии на 
суспензионные культуры. При исследовании МИК раствора Канефрона по­
казано, что для суспензионной культуры Е. coli М17 она составляла 0,2 мл на 
1 мл среды, при этом МИК для суспензионных клеток S. aureus 193 увеличи­
валась в два раза — 0,4 мл на 1 мл среды. При определении МИК сухого пре­
парата Фурамага в отношении суспензионной культуры кишечной палочки и 
стафилококков установлено, что для обеих культур она оказалась одинаковой 
— 1 мкг/мл.

Затем мы определяли МИК Канферона и Фурамага при воздействии на 
клетки в биопленках Е. coli М 17 и S. aureus 193. В связи с тем, что устойчивость
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бактерий к АМП в составе биопленок в 10 — 100 раз выше, по сравнению с 
планктонными формами клеток, находящимися в суспензии, для Фурамага 
выбрана концентрация, в 10 раз превышающая МИК. Результаты инкубиро­
вания биопленок Е. coli М17 и S. aureus 193 с Канефроном в концентрации, в 
10 раз превышающей МИК, показали отсутствие подавления роста клеток в 
составе биопленки. В связи с этим, применяли раствор Канефрона в исходной 
концентрации без добавления 
питательной среды.

В дальнейшем мы изучали 
воздействие Канефрона и Фу­
рамага на модельные сформи­
рованные биопленки Е. coli 
М17 и S. aureus 193 на поверх­
ности мочевых катетеров. При 
инкубировании сформирован­
ных на поверхности катетеров 
биопленок S. aureus 193 в рас­
творе Канефрона исходной 
концентрации через 5 часов 
наблюдали снижение числа 
КОЕ на 6 порядков, через 24 
часа инкубирования число 
КОЕ уменьшалось еще на 1 по­
рядок. К 5 часу инкубирования 
биопленок S. aureus 193 с Фу- 
рамагом в концентрации 10 
мкг/мл число КОЕ снижалось 
на 7,4 порядка, при этом через 
24 часа наблюдали полное по­
давление жизнеспособности 
клеток S. aureus 193.

Инкубирование биопленок 
Е. coli М17 на внутренней по­
верхности катетеров с добавле­
нием неразбавленного раство­
ра Канефрона через 5 часов 
приводило к снижению числа 
жизнеспособных клеток на 7 
порядков, при этом через 24 
часа жизнеспособные клетки 
не обнаруживались.

При воздействии Фурамага 
в концентрации 10 мкг/мл на 
биопленки Е. coli М17, сфор­
мированные на внутренней 
поверхности катетеров, проис­
ходило полное подавление 
жизнеспособности кишечных 
палочек уже через 5 часов ин­
кубирования.

Описанную выше гибель

Рис. 1. СЭМ . Внутренняя поверхность мочевого катетера 
Фолея с 24-часовой культурой Е. coli М 17 в бульоне с 
сердечно-мозговой вытяжкой.
а — контроль, бактериальная биопленка; б — клетки 
и микроколонии после воздействия Канефрона, бак­
териальная биопленка не сформирована; в — клетки и 
микроколонии после воздействия Фурамага, бактери­
альная биопленка не сформирована.

Рис. 2. СЭМ . Внутренняя поверхность мочевого катетера 
Фолея с 24-часовой культурой S. aureus 193 в бульоне с 
сердечно-мозговой вытяжкой.
а — бактериальная биопленка, контроль; б — единичные 
клетки после воздействия Канефрона, бактериальная 
биопленка не сформирована; в — клетки и микро­
колонии после воздействия Фурамага, бактериальная 
биопленка не сформирована.
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клеток в составе биопленок S. 
aureus 193 и Е. coli М 17 при воз­
действии Канефрона и Фура­
мага прослеживали во всех при­
меняемых для растворения этих 
препаратов жидкостях: пита­
тельный бульон, физиологиче­
ский раствор и искусственная 
моча.

В растворе Канефрона, кон­
центрация которого в 10 раз 
превышала МИК, на внутрен­
ней поверхности мочевых кате­
теров наблюдали формирование 
полноценных биопленок клет­
ками Е. coli М17 и S. aureus 
193.

Выращивание биопленок 
S. aureus 193 и Е. coli М17 в тече­
ние 24 часов в неразбавленном 
растворе Канефрона, в конеч­
ном итоге, приводило к форми­
рованию биопленок, однако 
число КОЕ на 6 порядков для 
S. aureus 193 и на 7 порядков 
для Е. coli М17 было ниже, чем 
в контроле.

В растворе Фурамага при 
концентрации 10 мкг/мл раз­
вития обеих культур условно 
патогенных бактерий в виде 
биопленок в течение 24 час не 
наблюдалось. Полученные дан­
ные указывают на способность 
Канефрона и Фурамага пода­
влять формирование биопле­
нок условно патогенных ми­
кроорганизмов на стенках мо­
чевых катетеров.

Сканирующая электронная 
микроскопия подтвердила дан­
ные, полученные в результате 
проведения микробиологиче­
ского анализа, об отсутствии

Рис. 3. ТЭМ . Ультратонкий срез 24-часовой бактери­
альной культуры Е. coli М17 с внутренней поверхности 
мочевого катетера Фолея в бульоне с сердечно-мозговой 
вытяжкой.
а — фрагмент бактериальной биопленки, интактные 
клетки, контроль; б — деструкция клеток при воз­
действии Канефрона; в — деструкция клеток при воз­
действии Фурамага.

Рис. 4. ТЭМ . Ультратонкий срез 24-часовой бактери­
альной культуры S. aureus 193 с внутренней поверхности 
мочевого катетера Фолея в бульоне с сердечно-мозговой 
вытяжкой.
а — фрагмент бактериальной биопленки, интактные 
клетки, контроль; б — деструктивное воздействие на 
клетки Канефрона; в — деструктивное воздействие на 
клетки Фурамага.

бактериальных биопленок по­
сле обработки Канефроном и Фурамагом на внутренней поверхности мочевых 
катетеров в процессе выращивания обеих культур условно патогенных бакте­
рий в течение 24 часов (рис. 1,2).

На ультратонких срезах клеток Е. coli М17 и S. aureus 193, взятых с вну­
тренней поверхности мочевых катетеров Фолея после выращивания в бульо­
не с сердечно-мозговой вытяжкой и обработки Канефроном и Фурамагом,
8



выявлено большое количество деструктурированных клеток, фрагментов 
бактериальных клеточных стенок и клеточного детрита, что является свиде­
тельством активного процесса лизиса клеток обеих исследуемых культур (рис. 
3,4).

Таким образом, электронно-микроскопический анализ структуры бакте­
риальных биопленок и ультраструктурных изменений в клетках Е. coli М17 и 
S. aureus 193 после воздействия официнального препарата растительного про­
исхождения Канефрона и препарата нитрофуранового ряда Фурамага показал 
активный процесс деструктивных изменений, характерных для бактерицид­
ного воздействия препаратов.

ОБСУЖДЕНИЕ

Электронно-микроскопический анализ ультратонких срезов клеток и био­
пленок Е. coli М17 и S. aureus 193 при воздействии Канефрона и Фурамага 
продемонстрировал различные варианты изменений морфофизиологических 
свойств исследуемых культур при действии указанных лекарственных пре­
паратов. Характер разрушения клеток в биопленках при воздействии 
Канефрона и Фурамага существенно отличался от автолитических изменений 
в клетках в ходе естественного отмирания, наблюдаемого в конце стационар­
ной фазы роста культур. Ультраструктурные изменения, выявленные в клетках 
биопленок Е. coli М17 и S. aureus 193 при воздействии Канефрона и Фурамага, 
свидетельствуют об определенной специфичности влияния каждого препара­
та на условно патогенные бактерии. При подавлении биопленок Е. coli М17 
Канефроном и Фурамагом в клетках наблюдали более глубокие деструктивные 
изменения, чем при воздействии на клетки S. aureus 193. Действие Канефрона 
на клетки Е. coli М 17 выражалось в усилении разреженности и гетерогенности 
цитоплазмы, сопровождающейся образованием глобулярных структур или 
пустот. Локальная деструкция цитоплазматической мембраны, в конечном 
итоге, приводила к разрывам клеточной стенки и лизису клеток. При действии 
на клетки Е. coli М17 Фурамага также происходило изменение структуры ци­
топлазмы с образованием пустот и уплотнений, однако при этом отслаивание 
ЦПМ от наружной мембраны приводило не к разрыву клеточных стенок, а к 
изменению формы клеток кишечной палочки.

При исследовании на электронно-микроскопическом уровне влияния 
Канефрона на клетки S. aureus 193 наблюдали разрывы в пептидогликановых 
слоях клеточных стенок и их отслоение от ЦПМ, при этом отмечали хаотичные 
скопления остатков клеток в виде фрагментов клеточных стенок и мембран, 
что также свидетельствовало о гибели клеток в микробных сообществах. 
Фурамаг при воздействии на клетки S. aureus 193 вызывал разрушение ЦПМ 
и клеточных стенок, разрыхление цитоплазмы, и в конечном итоге, лизис 
клеток.

Таким образом, анализ ультратонкого строения клеток условно патогенных 
бактерий при воздействии Канефрона и Фурамага дает основание предпола­
гать, что гибель клеток происходит в результате деструкции клеток вследствие 
прямого или опосредованного воздействия на цитоплазматическую мембрану 
и их клеточную стенку данных лекарственных препаратов.

В настоящее время хорошо известно, что большая часть инфекционной 
патологии человека связана с формированием бактериальных биопленок на 
различных поверхностях организма. Развитие микробных сообществ может 
происходить в присутствии влаги повсеместно, поэтому как биогенные, так и 
абиогенные субстраты могут быть колонизированы микроорганизмами, а
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следовательно, на них формируются биопленки [4,8]. Исследованию развития 
биопленок на мочевых катетерах посвящено множество работ [7].

Накопленный в настоящее время обширный экспериментально­
клинический материал по оценке эффективности антимикробного воздей­
ствия на мочевые катетеры свидетельствует, что условия лабораторной диа­
гностики достаточно далеки от реальных, при которых бактерии в организме 
пациентов с КАИ существуют в виде биопленок.

Методами электронной микроскопии доказано наличие микробных био­
пленок не только в области просвета катетера, но и на внешней его стороне. 
Показано, что биопленки на катетерах, установленных на срок менее 10 дней, 
формируются в основном на их внешней поверхности, а у катетеров, установ­
ленных на более длительное время — в просвете [16].

Опубликованы многочисленные данные о различных способах предотвра­
щения развития микроорганизмов на поверхности катетеров. С целью пред­
упреждения осложнений КАИ созданы материалы для изготовления катетеров 
с пониженной адгезивностью [11]. Кроме того, разработаны специфические 
материалы для катетеров с различного рода пропитками, включающие серебро 
и антимикробные препараты и т.д. [6].

К сожалению, на практике указанные разработки продемонстрировали 
недостаточно высокую эффективность, и на сегодняшний день основные 
меры профилактики, направленные на уничтожение микроорганизмов в мо­
чевых путях и на поверхности мочевых катетеров, включают периодические 
промывания катетеров раствором борной кислоты (2%), калия перманганата 
(1:5000), оксицианистой ртути (1:10 000) и фурацилина (1:5000). Но в 
Европейско-азиатских рекомендациях по ведению пациентов с инфекциями, 
связанными с уретральными катетерами, и по профилактике КАИ, подчер­
кивается: «Польза от антисептических средств не была установлена, в связи с 
чем также не рекомендуется их использование» [15]. К сожалению, можно с 
уверенностью констатировать, что до настоящего времени не найдены уни­
версальные меры, позволяющие полностью предотвратить развитие инфек­
ционных агентов на поверхности мочевых катетеров.

Исследования, представленные в данной работе, показали, что Канефрон 
и Фурамаг — это препараты, которые способны не только препятствовать раз­
витию биопленок патогенных микроорганизмов на поверхности мочевых 
катетеров, но и подавлять уже сформированные биопленки, что существенно 
снижает риск возникновения восходящей инфекции при длительной катете­
ризации мочевого пузыря. Важным фактом является показанное одновремен­
но микробиологическими и электронно-микроскопическими методами по­
давление развития биопленок S. aureus 193 — культуры с выявленным геном 
биопленкообразования (ica+), что делает этот штамм более агрессивным в 
отношении организма-хозяина.

Обработка мочевых катетеров Канефроном и Фурамагом (в виде раствора 
исходной концентрации и 10 мкг/мл соответственно) способствовала разру­
шению сформированных бактериальных биопленок, что приводило к сниже­
нию обсемененности микроорганизмами, а также уменьшению процесса 
микробной контаминации всего организма. Воздействие Канефроном и 
Фурамагом можно проводить в качестве мероприятия, дополняющего клас­
сическую антисептическую обработку, а также в тех случаях, где она нежела­
тельна. По сравнению с классическими схемами обработки мочевых катетеров 
применение указанных препаратов эффективно подавляет сформировавшие­
ся бактериальные биопленки, ускоряя процесс выздоровления пациентов.
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Данный метод обработки мочевых катетеров в комплексном лечении пациен­
тов с осложненными формами КАИ является эффективным дополнением к 
имеющимся способам предотвращения осложнений различных форм уропа- 
тологий. Показано, что выработка бактериями в составе биопленок сигналь­
ных молекул QS-системы, обладающих иммуномодулирующими свойствами, 
способна обеспечить возбудителю преимущество при развитии хронического 
воспалительного процесса, особенно в организме иммунокомпрометирован- 
ных пациентов. По-видимому, данный метод обработки мочевых катетеров 
способствует подавлению развития бактериальных биопленок путем воздей­
ствия, в первую очередь, на отдельные микробные клетки. Данные препараты 
могут быть использованы в качестве успешно дополняющих классическую 
схему антисептики у пациентов с осложненными формами КАИ.
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РЕГУЛЯЦИЯ ИММУННОГО ГОМЕОСТАЗА КИШЕЧНИКА ЧЕЛОВЕКА 
МЕТАБОЛИТАМИ БИФИДОБАКТЕРИЙ В УСЛОВИЯХ МИКРОБНОГО РАС­
ПОЗНАВАНИЯ

Институт клеточного и внутриклеточного симбиоза, Оренбург

Цель. Изучить продукцию цитокинов на модели лимфоцитов периферической крови 
под действием штамма Bifidobacterium bifidum 791, индуцированного метаболитами 
Lactobacillus fermentum 90Т-С4, Escherichia coli 157 и Staphylococcus aureus 209. Материалы 
и методы. В работе использованы эталонные штаммы, относящиеся к «своим» и «чужим» 
видам бактерий. Метод микробного распознавания «свой-чужой» (Бухарин О.В., Перунова 
Н.Б., 2011). Мононуклеарные лейкоциты выделяли из крови здоровых доноров методом 
градиентного центрифугирования в градиенте плотности фиколл-верографина (Pharmacia, 
Швеция). Продукция провоспалительных (IFN-y, TN F-a, IL-6, IL-17) и противовоспа­
лительного (IL-10) цитокинов исследовалась в культуре мононуклеаров методом ИФА. 
Результаты статистически обработаны. Результаты. Отмечена сходная направленность 
реакции лимфоцитов с дифференцировкой бифидобактериями «своих» и «чужих» видов 
микроорганизмов. Установлено, что в ответ на «чужие» эталонные культуры лимфоциты 
усиливали провоспалительный потенциал, а в отношении «своих» — противовоспали­
тельный. Предварительное соинкубирование бифидобактерий с метаболитами L. fermen­
tum 90Т-С4 усиливало противовоспалительный эффект В. bifidum 791, тогда как реакция 
лимфоцитов на бифидобактерии, индуцированные кишечной палочкой и стафилококком, 
была изменена в сторону провоспалительной. Заключение. Сочетанное однонаправленное 
влияние микробиоты и ее метаболической активности на уровень цитокинов может спо­
собствовать усилению защитного эффекта интестинального иммунного ответа. Способность 
бифидофлоры проводить первичный отбор микросимбионтов за счет межмикробного 
«распознавания» и дифференцированного воздействия на про- или противовоспалитель­
ный потенциал лимфоцитов — свидетельство ключевой роли бифидофлоры в поддержа­
нии гомеостаза кишечника человека.

Журн. микробиол., 2017, № 3, С. 12—18

Ключевые слова: бифидобактерии, микробное распознавание «свой-чужой», микробные 
метаболиты, мононуклеарные лейкоциты, цитокины

O.V.Bukharin, E.V.Ivanova, N.B.Perunova

REGULATION OF IMMUNE HOMEOSTASIS OF THE HUMAN INTESTINE BY 
METABOLITES OF BIFIDOBACTERIA UNDER CONDITIONS OF MICROBIAL 
RECOGNITION

Institute of Cellular and Intracellular Symbiosis, Orenburg, Russia

Aim. To study the production of cytokins on the model of peripheral blood lymphocytes under 
the activity of Bifidobacterium bifidum 791 strain induced by Lactobacillus fermentum 90T-C4, 
Escherichia coli 157 and Staphylococcus aureus 209 metabolites. Materials and methods. Reference 
strains of «self» and «поп-self» types of bacteria were used in the investigation. «Self/non-self» 
microbial recognition method (Bukharin O.V., Perunova N.B., 2011). Mononuclear leukocytes 
were isolated from the blood of healthy donors by gradient centrifugation in ficoll-verographin 
density gradient (Pharmacia, Sweden). Production of pro-(IFN-y, TN F-a, IL-6, IL-17) and 
anti-inflammatory (IL-10) cytokins was investigated in mononuclear culture by ELISA method. 
The results are statistically processed. Results. Similarities in the direction of lymphocyte reaction 
and «self» and «поп-self» microbial differentiation ofbifidobacteria were found. It was determined 
that in reaction to «поп-self» reference cultures the lymphocytes increased pro-inflammatory 
potential and increased anti-inflammatory potential in reaction to «self» bacteria. Preliminary
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co-incubation of bifidobacteria with L. fermentum metabolites 90T-C4 increased anti-inflamma­
tory effect of A bifidum 791, whereas lymphocyte reaction to E. coli and staphylococcus induced 
bifidobacteria was changed to pro-inflammatory. Conclusion. Combined unidirectional influence 
of microbiota and its metabolic activity on cytokine level might enhance defence effect of intes­
tinal immune response. The capacity of bifidoflora to carry out primary selection of microsymbi­
onts on account ofintermicrobial «recognition» and differentiated exposure to lymphocyte pro- and 
anti-inflammatory potential evidences the key role of bifidoflora in the human intestine homeos­
tasis maintenance.

Zh. Mikrobiol. (Moscow), 2017, No. 3, P. 12—18

Key words: bifidobacteria, microbial «self/non-self» recognition, microbial metabolites, mono­
nuclear leukocytes, cytokins

ВВЕДЕНИЕ

Центральная роль микроорганизмов в процессах формирования кишеч­
ного гомеостаза является ключевым моментом в микросимбиоценозе. 
Известно, что дефицит бифидофлоры в микросимбиоценозе отражает нару­
шение экологического равновесия в биотопе кишечника и отрицательно 
сказывается на здоровье хозяина в целом [10,12]. Bifidobacterium spp. — важ­
нейшая составляющая микросимбиоценоза кишечного биотопа, демонстри­
рующая широкий диапазон физиологических возможностей в толстом кишеч­
нике человека [2, 7, 9]. Было показано, что бифидобактерии способны 
«сортировать» микробные антигены на «свои» и «чужие», осуществляя пер­
вичный отбор микросимбионтов, с последующим инициированием «сигна- 
линга» в регуляции иммунного гомеостаза хозяина [3].

Актуальным остается изучение особенностей регуляции цитокинового 
ответа иммуноцитов метаболитами бифидобактерий в зависимости от микро­
окружения на этапе микробного распознавания ассоциантов. Известно, что 
сигналы, поступающие к дендритным клеткам от бифидобактерий, являются 
приоритетными в сравнении с другими представителями микросимбиоцено­
за [13]. Вместе с тем, в условиях истощения нормобиоты, прежде всего бифи­
добактерий, уменьшаются интестинальные иммунные ответы, контролирую­
щие кишечные инфекции, вызванные Citrobacter spp. и Campilobacter spp. [6]. 
Предполагается, что изучение регуляции бифидобактериями иммунного го­
меостаза в биотопе толстого кишечника позволяет оценить особенности им­
муномодулирующей активности доминантов в зависимости от сопутствующих 
факторов в микросреде, включая присутствии компонентов патогена или 
представителей нормобиоты, что и явилось целью работы. В связи с этим, 
была изучена продукция цитокинов на модели лимфоцитов периферической 
крови под действием штамма В. bifidum 791, индуцированного метаболитами 
L. fermentum 90Т-С4, Е. coli 157 и S. aureus 209.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В работе использованы эталонные штаммы бактерий Всероссийской кол­
лекции промышленных микроорганизмов ГосНИИ «Генетика» (Bifidobacte­
rium bifidum 791, № депонента АС-1247), отечественной коллекции ГИСКим. 
Л.А.Тарасевича (Lactobacillus fermentum 90Т-С4), Государственной коллекции 
патогенных микроорганизмов «НЦЭСМП» Минздрава России (Escherichia 
coli 157, № депонента 900751), Staphylococcus aureus 209, № депонента 
900781).

Исследуемые эталонные штаммы были условно разделены на 2 группы:
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микроорганизмы, относящиеся к «своим» видам (L. fermentum 90Т-С4) и 
бактерии, имеющие признаки «чужеродности» (Е. coli 157 и S. aureus 209). 
Основанием к разделению штаммов послужили ранее проведенные экспери­
менты с использованием алгоритма микробного распознавания «свой-чужой» 
[1], где индикатором являлась культура В. bifidum 791.

В данной работе в экспериментах in vitro штамм В. bifidum 791 (доминант) 
индуцировали метаболитами L. fermentum 90Т-С4, Е. coli 157 и S. aureus 209 
(ассоциант) методом предварительного соинкубирования при реализации 
алгоритма «свой-чужой». Для этого были получены метаболиты (супернатан­
ты) лактобациллы, стафилококка и кишечной палочки (эталонные культуры). 
Бульонные культуры L. fermentum 90Т-С4, Е. coli 157 и S. aureus 209 центри­
фугировали (3200 об/мин 15 минут) и пропускали внеклеточную жидкость 
через мембранные фильтры «МПИроге» с диаметром пор 0,2 мкм. Метаболиты 
эталонных культур соинкубировали со взвесью В. bifidum 791 (9х108 КОЕ/мл, 
3 McF) в соотношении 1:2 в течение 1 часа в ССЬ-инкубаторе (Binder, Герма­
ния). В контрольной пробе к штамму бифидобактерии вместо супернатантов 
эталонных культур добавляли питательный бульон в эквивалентном соотно­
шении. После соинкубирования контрольные и опытные пробы трижды от­
мывали физраствором (0,9% NaCl), ресуспендировали в питательном бульоне 
Schaedler (BBL, США) и культивировали в течение 48 часов в ССЪ-инкубаторе 
(Binder, Германия).

Далее было оценено влияние метаболитов индуцированных и контрольных 
проб бифидобактерий, а также метаболитов эталонных культур на продукцию 
цитокинов лимфоцитами периферической крови при культивировании моно- 
нуклеаров в полной культуральной среде. Мононуклеарные лейкоциты вы­
деляли в стерильных условиях из гепаринизированной крови здоровых до­
норов методом градиентного центрифугирования (400g) в градиенте плотности 
фиколл-верографина (Pharmacia, Швеция) плотностью 1,077г/см3. Продук­
цию цитокинов изучали в культуре мононуклеаров, сокультивируемой с ме­
таболитами бактерий (опыт) и без добавления метаболитов (контроль, спон­
танная продукция) после 24-часовой инкубации клеток (2x106) при 37°С в 
атмосфере 5% СОг в полной культуральной среде RPMI-1640 с добавлением
Т а б л и ц а  1. Иммунорегуляторный эффект метаболитов эталонных культур на модели периферических 

мононуклеарных клеток

С упер­
натант

К онтроль
(спонтанная О пы т (продукция ц и токи н ов  П М К  п р и  вли ян и и  м етаболитов культур), п г/м л

Ц и то­
ки н ы

INF-y
TNF-cx
IL-6
IL-17
IL-10

Эффек

ц итокинов
П М К ),п г /м л

18,1±1,2
42,0+2,4
171,0±3,7
140,5±3,2
50,03±1,1

т

В.bifidum  791

9,1+1,1* 
14,3±0,4* 
169,0±4,3* 
36,8±3,1* 
102,0±2,5* 

4ТЫ, iThl7/tThlO  
Противовоспали­
тельный эффект и 
иммуномодуляция 
(поддержание ауто­
толерантности и 
иммунного гомео­
стаза)

S.aureus 209

18,4±1,3
110,6+5,6*
210,0+3,1*
137,3±2,6
77,5±3,4*

ТТЬ2
Воспалительный 
эффект, актива­
ция гуморально­
го иммунитета

E.COU 157

39,1±2,0* 
17,9+0,3* 
35,0±2,2* 
148,3+3,4 
48,0±1,6 

tT h l/lT h2  
Воспалительный 
эффект, 
активация 
врожденного и 
Т-клеточного 
иммунитета

L ferm en tu m
90Т -С 4

7,6+0,2* 
13,1±1,1* 
113,0+4,2* 
30,0±1,3* 
30,3+2,1* 

4ты, 4ТЬ2, 
iT hl7
Противовоспа­
лительный эф­
фект

П р и м е ч а н и е .  * Наличие различий между показателями спонтанной продукции цитокинов ПМК 
(контроль) и индуцированной супернатантами эталонных культур (опыт), при р<0,05.
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10% инактивированной эмбриональной телячьей сыворотки (Sigma-Aldrich, 
США) и 80 мкг/мл гентамицина. Через сутки собирали супернатанты и за­
мораживали (-20°С) для дальнейшего определения в них уровня цитокинов. 
В супернатантах мононуклеарных лейкоцитов в контрольных и опытных про­
бах измеряли ряд про- (IFN-y, TNF-a, IL-6, IL-17) и противовоспалительно­
го (IL-10) цитокинов методом ИФА с использованием тест-систем «Цитокин», 
Россия. Регистрацию результатов проводили на фотометре «Multiskan» 
(Labsystems, Финляндия). Результат влияния метаболитов микроорганизмов 
на мононуклеары оценивали по изменению концентрации цитокинов в куль­
туральной среде, выражали в пг/мл.

Полученные данные статистически обработаны в компьютерной оболоч­
ке Windows с помощью процессора электронных таблиц Microsoft Office Excel 
и программы «Биостат» путем подсчета средней арифметической (М) и сред­
ней ошибки средней величины (т ) . Данные по определению регулирующего 
влияния бифидобактерий на продукцию цитокинов лимфоцитами — непара­
метрическими методами с применением критерия Манна-Уитни. Во всех 
процедурах статистического анализа уровень значимости р<0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

При оценке влияния метаболитов В. bifidum 791 и исследуемых тест-куль­
тур на продукцию цитокинов лимфоцитами периферической крови было 
установлено, что под действием метаболитов бактерий у периферических 
мононуклеарных клеток (ПМК) изменялся профиль и уровень цитокинов 
(табл. 1).

В ответ на присутствие в культуральной среде метаболитов В. bifidum 791 
у лимфоцитов по сравнению с контролем (спонтанная продукция) в 2,5 раза 
повышалась способность синтезировать противовоспалительный цитокин 
IL-10 и отмечался супрессирующий эффект в отношении провоспалительных 
цитокинов IFN-y, TNF-a и IL-17 (на 50±0,5; 66±0,3 и 74±1,2% соответст­
венно), за исключением IL-6, уровень которого не изменялся. Метаболиты 
L. fermentum 90Т-С4 оказывали выраженный ингибирующий эффект в от­
ношении синтеза лимфоцитами как про-, так и противовоспалительного 
цитокинов. Уровень провоспалительных цитокинов снижался на 34 — 79% по 
сравнению с контролем, а противовоспалительного цитокина IL-10 — на 
40±0,5% по сравнению со спонтанной продукцией медиаторов (мононуклеа­
ры без внесения метаболитов бактерий).

Напротив, внесение в культуральную среду лимфоцитов супернатантов 
Е. coli 157 и S. aureus 209 способствовало стимуляции продукции ряда провос­
палительных цитокинов, однако профиль цитокинов различался. Под влия­
нием метаболитов Е. coli 157 у лимфоцитов в 2,2 раза увеличивался синтез 
IFN-y, однако снижалась способность синтезировать цитокины TN F-a и IL- 
6 (на 51±1,1% и 60±1,4% соответственно). На продукцию IL-17 и IL-10 мета­
болиты кишечной палочки не влияли, у лимфоцитов сохранялся конститу­
тивный уровень продукции данных цитокинов. Супернатанты стафилококка 
стимулировали секрецию лимфоцитами TNF-a (в 3 раза по сравнению с кон­
тролем), IL-6 (на 20±1,1%) и IL-10 (на 50+2,3%). Вместе с тем, продукция 
провоспалительных цитокинов IFN-y и IL-17 в культуральной среде не из­
менялась.

Полученные результаты показали, что влияние метаболитов В. bifidum 791 
и исследуемых тест-культур на продукцию цитокинов лимфоцитами харак­
теризовалось разнонаправленным эффектом. Так, штаммы бифидо- и лакто-
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Т а б л и ц а  2. Иммунорегуляторный эффект метаболитов интактного и индуцированного штамма B.bifidum 
791 на ПМК

N .  Супер- 
N .  натант 

Ц и то - N . 
КИНЫ N .

Контроль 
(спонтанная 
продукция 
цитокинов 

П М К ), пг/м л

О пы т (м етаболиты  
интактного  ш тамма 

B.bifidum  791), п г/м л

О пы т (метаболиты  ш там м а B .bifidum  791, 
индуцированного  ком понентам и  тест-культур), п г /м л

S.aureus 209 E.coli 157 L ferm en tum  
. 90Т-С 4

INF-y 18,1±1,2 9,1±1,1* 20,0+1,4 35,1+1,3* . 22,4+1,2
TNF-a 42,0±2,4 14,3+0,4* 38,2+2,1 13,5+0,4* 48,8+2,4
IL-6 171,0±3,7 169,0±4,3* 170,0+4,1 168,0+3,3 125,0+3,1*
IL-17 140,5±3,2 36,8+3,1* 34,4+2,3* 39,5+3,0* 40,7+2,1*
IL-10 50,03±1,1 102,0+2,5* 10,1+1,4* 56,0+1,5 261,4+3,3*

4 -T h l,iT h l7 /tT h l0 iThlO Тты iTh2, iT h l7 /t ThlO

Эффект

Противовоспали- Снижение 
тельный эффект и аутотолерант- 
иммуномодуляция ности 
(активация и под­
держание аутотоле­
рантности и иммун­
ного гомеостаза)

Активация 
врожденного и 
Т-клеточного 
иммунитета

Противовоспали­
тельный эффект и 
иммуномодуляция 
(активация и под­
держание аутотоле­
рантности и иммун­
ного гомеостаза)

П р и м е ч а н и е .  * Наличие различий между показателями спонтанной продукции цитокинов ПМК 
(контроль) и индукции цитокинов ПМК при влиянии метаболитами интактного штамма B.bifidum 791 и 
метаболитами штамма B.bifidum 791, индуцированного компонентами эталонных культур (опыт), при 
р<0,05.

бацилл интенсивно подавляли in vitro секрецию системного флогогенного 
цитокина TN F-a и усиливали антивоспалительный эффект ингибирующим 
влиянием на продукцию провоспалительных цитокинов IF N -y, IL-6 и хемо- 
кина IL-17. У культуры бифидобактерий отмечался стимулирующий эффект 
в отношении противовоспалительного цитокина IL-10, что сопоставимо с 
литературными данными [11, 13] и имеет значение в поддержании аутотоле­
рантности и иммунного гомеостаза в условиях биотопа толстого кишечника 
человека. И напротив, у лимфоцитов, являющихся эффекторами адаптив­
ного иммунитета, под влиянием метаболитов Е. coli 157 и S. aureus 209 усили­
вался провоспалительный потенциал за счет повышения продукции провос­
палительных цитокинов. Причем, в первом случае отмечена стимуляция 
ключевого цитокина IFN-y, способствующего поляризации ТЫ-лимфоцитов, 
активирующих макрофаги, врожденный и Т-клеточный иммунитет, на фоне 
снижения уровня медиаторов ТЬ2-иммунного ответа. Добавление к монону- 
клеарам метаболитов стафилококка способствовало увеличению в среде ко­
личества Th2 цитокинов, активирующих механизмы гуморального иммуни­
тета. Не исключено, что стимуляция продукции IL-10 в ответ на метаболиты 
S. aureus 209 не случайна, поскольку между ТЫ и Th2 существуют отношения 
антагонизма, реализуемые с участием продуктов — соответственно IFN-y и 
IL-10 [5].

На заключительном этапе исследований был проведен анализ способности 
метаболитов В. bifidum 791, индуцированных компонентами эталонных куль­
тур, влиять на продукцию цитокинов лимфоцитами периферической крови. 
Было установлено (табл. 2), что предварительное соинкубирование штамма 
В. bifidum 791 с метаболитами L. fermentum 90Т-С4, Е. coli 157 и S. aureus 209 
влияло на способность бифидобактерий изменять концентрацию цитокинов 
в среде. Так, под действием метаболитов бифидобактерий, предварительно 
обработанных кишечной палочкой, в сравнении с эффектом интактных ме­
таболитов В. bifidum 791, ингибирующий эффекте отношении IFN-y сменял­
ся на стимулирующий, в результате в среде в 1,9 раза увеличивалась продукция
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данного цитокина. Стимулирующий эффект в отношении IL-10, характерный 
для метаболитов интактных бифидобактерий, отменялся, и уровень цитокина 
в среде соответствовал спонтанной продукции лимфоцитов. Супрессирующий 
эффект в отношении провоспалительных цитокинов TN F-a и IL-17 сохра­
нялся. Предварительное соинкубирование В. bifidum 791 с экзометаболитами 
S. aureus 209 приводило к тому, что метаболиты бифидобактерий способство­
вали подавлению продукции лимфоцитами противовоспалительного цитоки­
на IL-10 и отмене ингибирующего влияния на уровень провоспалительных 
цитокинов IFN-y, TNF-a и IL-6. Напротив, воздействие индуцированного 
штамма бифидобактерий метаболитами L. fermentum 90Т-С4 характеризова­
лось усилением стимулирующего эффекта (в 5,2 раза по сравнению с интакт­
ными метаболитами бифидобактерий) в отношении синтеза лимфоцитами 
противовоспалительного цитокина IL-10 и появлению ингибирующего эф­
фекта в отношении IL-6 (на 30±2,3% в сравнении со спонтанным уровнем 
продукции).

ОБСУЖДЕНИЕ

Сравнивая результаты микробного распознавания «свой-чужой», реали­
зуемого штаммом В. bifidum 791, со способностью лимфоцитами дифферен­
цированно отвечать синтезом цитокинов на компоненты тест-культур, можно 
отметить сходство в реакции распознавания, что подтверждает универсаль­
ность способности отличать «своих» от «чужих»как одного из фундаменталь­
ных свойств живых организмов [4]. По-видимому, бифидобактерии наряду со 
способностью иммуноцитов, усиливающих свой про- или противовоспали­
тельный потенциал в ответ на метаболиты бактерий, занимаются отбором 
микросимбионтов, оппозитно (усиление/подавление) регулируя базовые 
физиологические критерии (репродукции и адаптации) микроорганизмов в 
паре «доминант-ассоциант». Этот факт свидетельствует о том, что механизмы 
хозяина и микробиоты, являясь единым звеном в регуляции кишечного го­
меостаза человека, вовлечены в тесное сотрудничество для своего синергид- 
ного существования в целях сохранения симбиоза.

Полученные результаты по изучению влияния экзометаболитов индуци­
рованных бифидобактерий на продукцию цитокинов мононуклеарами пери­
ферической крови человека в системе in vitro характеризуют определенные 
различия в направленности воздействия штамма В. bifidum 791 на эффекторы 
иммунитета с учетом предварительного соинкубирования с метаболитами 
патогена или представителей нормобиоты. Причем, характер изменения им­
муномодулирующего влияния индуцированных бифидобактерий имеет 
определенное сходство в направленности воздействия на эффекторы имму­
нитета с особенностями влияния самих тест-культур. Стимулирующий эффект 
продукции мононуклеарами ТЫ медиаторов наблюдался как под действием 
кишечной палочки, так и при влиянии метаболитов штамма В. bifidum 791, 
индуцированного метаболитами Е. coli 157. Таким образом, в условиях био­
топа толстого кишечника человека сочетанное однонаправленное влияние 
микробиоты и ее метаболической активности на индукторы иммунитета может 
способствовать усилению эффектов интестинального иммунного ответа на 
присутствие патогена в среде. Наряду с этим доминантные микроорганизмы 
реализуют «хелперную» функцию посредством микробного распознавания 
через подавление биологических свойств патогена, способствуя его элимина­
ции из биотопа [1, 2]. К защитному действию бифидофлоры также можно 
отнести ее способность усиливать противовоспалительный потенциал моно-
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нуклеаров и стимулировать репродукцию и адаптацию «своего» микросимби­
онта (L. fermentum 90Т-С4). В целом, это может способствовать колонизации 
нормобиоты и поддержанию аутотолерантности и иммунного гомеостаза в 
биотопе толстого кишечника.

Таким образом, поддержание кишечного гомеостаза толстого кишечника 
человека реализуется через феномен микробного распознавания «свой-чу­
жой», проявляющегося в способности бифидофлоры проводить первичный 
отбор микросимбионтов за счет оппозитного (усиление/подавление) влияния 
на базовые физиологические критерии ассоциантов и дифференцированного 
воздействия на про- или противовоспалительный потенциал лимфоцитов. 
Ранее выявленная способность сигналов от бифидобактерий через TLR-2 
перекрывать и вытеснять сигналы от других микросимбионтов на дендритные 
клетки [8, 12, 13], являющиеся важным клеточным звеном врожденного и 
адаптивного иммунитета, в совокупности с полученными результатами могут 
свидетельствовать о ключевой роли бифидофлоры в процессах иммуномоду­
ляции и поддержания кишечного гомеостаза человека.

Работа выполнена при грантовой поддержке по программе Президиума РАН №  7, проект 
12-П-4-1045«Изучение интеграционных механизмов межмикробных взаимоотношений микро­
симбионтов кишечной микробиоты человека» и проекта фундаментальных исследований УрО 
РАН №  15-5-4- 7 «Роль бифидофлоры в формировании гомеостаза человека».
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ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТЬ К АНТИБИОТИКАМ И МОЛЕКУЛЯРНО-ГЕНЕТИ­
ЧЕСКИЕ СВОЙСТВА ШТАММОВ STREPTOCOCCUS PYOGENES, ВЫДЕЛЕН­
НЫХ ОТ БОЛЬНЫХ С ИНФЕКЦИЕЙ МЯГКИХ ТКАНЕЙ И АНГИНАМИ
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2Клиническая инфекционная больница № 1, Москва

Цель. Сравнить молекулярно-биологические свойства и чувствительность к антибио­
тикам культур стрептококков группы А (СГА) в группах больных с инфекцией мягких 
тканей и респираторной инфекциями. Материалы и методы. Были исследованы 86 куль­
тур СГА, выделенных от больных с респираторными инфекциями и 91 — с инфекцией 
мягких тканей. Определение чувствительности к шести антибиотикам (клиндамицин, 
эритромицин, азитромицин, кларитромицин, тетрациклин, левофлоксацин) проводили 
методом микроразведений. При emm-типировании и выявлении генов SpeA, SpeB и SpeC 
использовали ПЦР и секвенирование. Результаты. В группе больных с инфекцией мягких 
тканей преобладали emm-типы 49, 66, 88 и 169, а в респираторной — 1, 3, 12, 28, 75, 89. 
Один штамм оказался новым. Выделенные культуры являлись представителями трех 
паттернов (А-С, D, Е); 116 штаммов обеих групп были отнесены к паттерну Е. Паттерн D 
бьш представлен 15 штаммами (21%) исключительно из группы инфекций мягких тканей. 
Более половины культур, полученных от больных с инфекцией мягких тканей, были ре­
зистентны к тетрациклину. Устойчивость к макролидам определялась в обеих группах. 
Полирезистентные штаммы были выделены в каждой из исследуемых групп. Гены эри- 
трогенных токсинов А и С чаще встречались у респираторных культур. Заключение. Группа 
респираторных СГА менее гетерогенна по emm-типовому составу. Ни один из глоточных 
штаммов СГА не был отнесен к паттерну D. Ген эритрогенного токсина speA в два раза 
чаще определялся у респираторных культур. Применение тетрациклина и макролидов 
было бы неэффективно приблизительно в половине случаев среди больных с инфекцией 
мягких тканей.

Журн. микробиол., 2017, № 3, С. 19—26

Ключевые слова: стрептококки группы А, инфекции мягких тканей, респираторные ин­
фекции, гены эритрогенных токсинов
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ANTIBIOTIC SUSCEPTIBILITY AND MOLECULAR PROPERTIES OF STRAIN 
STREPTOCOCCUS PYOGENES FROM PATIENTS WITH SOFT TISSUE INFEC­
TIONS AND ANGINA

'Sechenov First Moscow State Medical University, infectious Clinical Hospital No. 1, Moscow, 
Russia

Aim. To compare the molecular properties and antibiotic susceptibility of GAS isolates in 
patients with respiratory and soft tissue infections. Materials and methods. 86 GAS isolates from 
patients with respiratory infections and 91 isolates with soft tissue infections were studied. The 
antimicrobial susceptibility profile of six antibiotics (clindamycin, erythromycin, azithromycin, 
clarithromycin, tetracycline, levofloxacin) was performed by the microdilution method. PCR 
and sequencing were used in emm-typing and detection SpeA, SpeB and SpeC genes. Results. 
Emm-types: 49, 66, 88 and 169 were the most prevalent in patients with soft tissue infections, 
and 1, 3, 12, 28, 75, 89 — in patients with respiratory infections. One strain was new. Isolates 
were representatives of the three patterns (A-C, D, E). 116 strains of both groups comprised 
to pattern E. 15 strains (21%) exclusively from soft tissue infections comprised to pattern D.
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More than half of isolates from patients with soft tissue infections had resistant to tetracycline. 
Resistance to macrolides was determined in both groups. In each of the studied groups were 
isolated strains with multidrug resistant. Eryphrogenic toxins gene A and C was more fre­
quently in respiratory isolates. Conclusion. The group of respiratory GAS was less heterogenic 
in emm-types composition. Pattern D was not contain any pharyngeal GAS strains. Eryphrogenic 
toxin gene speA was identified twice as likely in respiratory isolates. The use of tetracycline and 
macrolides would be ineffective in approximately half of the cases among the patients with soft 
tissue infections.

Zh. Mikrobiol. (Moscow), 2017, No. 3, P. 19-26

Key words: group A streptococci, soft tissue infections, respiratory infections, eryphrogenic toxins 
gene

ВВЕДЕНИЕ

Стрептококки группы А вызывают целый ряд заболеваний от инфекций 
верхних дыхательных путей (фарингиты, тонзиллиты, ангины и др.) до по­
ражений кожи и мягких тканей (рожа, импетиго и др.), а также постстрепто­
кокковых аутоиммунных (ревматизм, гломерулонефрит) и токсико-септиче- 
ских осложнений [2]. Имеются сообщения о новых постстрептококковых 
состояниях, таких как летаргический энцефалит, обсессивно-компульсивное 
расстройство и тики [13,15]. Ангины и фарингиты можно отнести к наиболее 
частым первичным стрептококковым (группы А) инфекциям (СГА). По дан­
ным Всемирной Организации Здравоохранения (ВОЗ) в мире каждый год 
регистрируется свыше 616 млн случаев фарингитов СГА-этиологии [7]. На 
территории РФ, начиная с 2000 г., СГА-инфекция ежегодно отмечалась среди 
3,1 млн человек (207,1 на 10 000 населения). Удельный вес детей среди забо­
левших составлял в РФ 33% (991 тыс. случаев, или 389,7 на 10 000 населения), 
подростков — 9% (273,9 тыс. случаев, или 377,8 на 10 000 населения ежегодно), 
взрослых — 58% (более 1,7 млн случаев, или 154,8 на 10 000 населения еже­
годно) [4]. Также регистрируются и такие генерализованные состояния, как 
некротическая рожа и некротизирующий фасциит, пневмонии стрептококко­
вой этиологии, менингиты, которые нередко приводят к развитию синдрома 
токсического шока (СТШ) и наряду с сепсисом относятся к инвазивным фор­
мам стрептококковой инфекции (ИСИ). В целом, около 19% пациентов с 
инвазивной стрептококковой инфекцией умирают в течение 7 дней от начала 
заболевания и 44% — со стрептококковым токсическим шоком. Еже­
годно регистрируется 700 миллионов случаев СГА-инфекции, из которых 
650 000 случаев — инвазивные и 163 000 случаев — смертельные. По имею­
щимся данным на 2011 год летальность при некротическом фасциите в Европе 
составляла 32%, при целлюлите — 17%, при СТШ — 44%, а в Новой Каледонии 
и на Фиджи все случаи СТШ закончились смертельным исходом [15].

В эпидемиологических исследованиях во всех странах мира для характе­
ристики штаммов широко используется классификация возбудителей по 
emm-генотипам. В настоящее время выделяют более 200 emm-типов. 
Определенные типы S. pyogenes часто ассоциируются с развитием той или 
иной формы СГА-инфекции. Так, в большинстве стран Европы с инвазивной 
СГА-инфекцией связывают emm-типы 1,3,12 и 28 [11]. В последние годы 
исторически сложившееся разделение штаммов СГА на «кожные» и «глоточ­
ные» получило молекулярно-генетическую основу. Было показано, что все 
штаммы (emm-типы) по структуре и расположению в ДНК определенных
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генов распределяются в группы или паттерны — «throat» (А-С), «skin» (D) и 
«generalist» (Е)[6]. Более того, эти группы emm-типов разделяются на класте­
ры, объединяющие близкородственные emm-типы [12].

Целью данного исследования было сравнение молекулярно-биологиче­
ских свойств и чувствительности к антибиотикам культур СГА, выделенных 
от больных с инфекциями мягких тканей, с таковыми от больных ангинами.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Исследование больных и биологического материала проводили с мая 2008 
года по март 2011 года в гнойно-хирургическом отделении одного из стацио­
наров Москвы. В первую группу включали больных с СГА-инфекцией мягких 
тканей гнойно-хирургического отделения ГКБ № 23 (п=90). Ко второй груп­
пе относили больных острой респираторной СГА-инфекцией отделения ото­
ларингологии ИКБ № 1 (п=86). Биологический материал от пациентов с 
инфекцией мягких тканей получали во время операции при первичном на­
рушении целостности кожного покрова. У пациентов с острой респираторной 
СГА-инфекцией отбор проб производили в соответствии с рекомендациями 
ВОЗ. Исследуемого просили наклонить голову назад и глубоко дышать. Язык 
фиксировали шпателем таким образом, чтобы были видны миндалины и за­
дняя стенка глотки. Тампон быстро и осторожно вводили в рот, стараясь не 
прикасаться к языку и зубам, чтобы избежать контаминации его микро- 
организмами-комменсалами, и с легким надавливанием на поверхность мин­
далин и задней стенки глотки энергично снимали слизистое отделяемое [5]. 
Образец биоматериала засевали на кровяной агар с 5% крови барана. После 
учета результатов первичного посева выделяли чистую культуру и культиви­
ровали ее в бульоне Todd-Hewitt в течение 18 часов при 37°С. Идентификацию 
стрептококков группы А проводили методом латекс-агглютинации с исполь­
зованием набора реагентов для групповой идентификации (Slidex Strepto-Kit 
bioMerieux, Франция). Основную часть молекулярно-генетических процедур 
(выделение геномной ДНК, ПЦР-реакция, электрофорез) осуществляли в 
соответствии с описанными рекомендациями [3].

Наличие генов бактериофаговых токсинов speA, speB, speC определяли 
методом ПЦР при условиях, определенных ранее [ 1 ]; emm-типирование куль­
тур СГА проводили согласно стандартным протоколам, рекомендованным 
Центром по контролю и профилактике заболеваний США (CDC) http://www. 
cdc.gov/ncidod/biotech/strep/protocol_emm-type.htm]. Фрагменты ДНК вы­
деляли из агарозного геля посредством набора Bacterial Genomic DNA Miniprep 
kit (Axygen, США). Секвенирование ДНК проводили с использованием на­
бора BigDye v.3.1 (Applied Biosystems) на генетическом анализаторе ABI3130x1 
согласно инструкции производителя. С целью установления emm-типа и emm- 
подтипа штаммов полученные последовательности сравнивали с данными, 
опубликованными в Streptococcus pyogenes emm-sequence database (http://www. 
cdc.gov/ncidod/biotech/strep/strepblast.htm).

Определение чувствительности к антибиотикам проводили методом ми­
кроразведений в катион-сбалансированном бульоне Мюллера-Хинтон (BBL, 
США) с добавлением лизированной лошадиной крови (итоговая концентра­
ция 5%). Для приготовления бактериальной суспензии чистую суточную 
культуру микроорганизмов разводили в стерильном 0,9% растворе хлорида 
натрия до мутности, эквивалентной 0,5 по стандарту МакФарланда. Инкуба­
ция микротитровальных планшетов проводилась при температуре 35°С в те­
чение 18±2 ч в обычной атмосфере. Контроль качества с использованием
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контрольного штамма S. pneumoniae АТСС 49619 проводился при каждой по­
становке чувствительности. Интерпретация результатов определения чувстви­
тельности проводилась согласно критериям Европейского комитета по 
определению чувствительности (EUCAST, v. 4.1.). В обеих группах у выделен­
ных стрептококков группы А была определена чувствительность к тетраци­
клину, макролидам (азитромицину, эритромицину, кларитромицину), левоф- 
локсацину, клиндамицину.

РЕЗУЛЬТАТЫ

В результате проведенного генотипирования штаммов СГА от больных с 
инфекцией мягких тканей среди 90 культур выявили 34 различных ешш-типа. 
Основное количество составили emm49 (п=4, или 4,3%), еш тбб (п=10, или 
11%), е т т 8 8  (п=14, или 15,4%) и е т т 1 6 9  (п=12, или 13,2%), остальные пред­
ставлены одним, двумя или тремя культурами (рис.) Среди 86 культур от 
больных с респираторной СГА-инфекцией был выделен 21 различный ешш- 
генотип. Основную часть (70,9%) составили штаммы со следующими emm- 
генотипами: 1 (п=14), 3 (п=5), 12 (п=11), 28 (п=13), 75 (п=9), 89 (п=8). 
Распределение по emm-типам оставшихся 26 культур проиллюстрировано на 
рис. Один штамм (выделен из зева больной острым тонзиллитом) оказался 
новым субгенотипом пятого emm-генотипа. Специалисты лаборатории изуче­
ния стрептококков Центра по контролю и профилактике заболеваний США 
подтвердили данный факт и присвоили ему номер emm5.109.

Среди выделенных нами культур встречались представители каждого из 
трех паттернов. В нашем исследовании наибольшее количество штаммов СГА 
(116) входили в паттерн Е. Штаммы двадцати девяти emm-типов данного 
паттерна обеих исследуемых групп относились к 5 кластерам: E l, Е2, ЕЗ, Е4 и 
Е6. По данным литературы emm-типы, относящиеся к паттерну Е, выделяют 
как при кожных, так и при глоточных формах [13]; 68 культур (76%) двадцати 
одного emm-типа паттерна Е были выделены при инфекциях мягких тканей. 
Наиболее часто встречавшиеся культуры были типированы как emm49, епттбб,

Распределение исследуемых культур СГА по emm-типам, кластерам и паттернам. 
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emm88, emml69. Из респираторной группы в паттерн Е вошли 48 образцов 
(58%) четырнадцати emm-типов. В данной клинической группе наибольшее 
число штаммов оказалось 28,75 и 89 emm-типов. Паттерн А-С был представ­
лен 3 кластерами А-СЗ, А-С4 и А-С5, к которым относился 31 штамм (37%) 
четырех emm-типов из респираторной группы и 4 штамма (4,4%) двух emm- 
типов из группы инфекций мягких тканей. «Кожный» паттерн D был пред­
ставлен 15 штаммами (21%) исключительно из группы инфекций мягких 
тканей, при этом восемь emm-типов относились к D2 и D4 кластерам. Штаммы 
шести emm-типов (по три из каждой исследуемой группы) относились к так 
называемым однопротеинным emm-кластерам (рис.).

В группе с инфекцией мягких тканей наибольшее количество культур 
проявили резистентность к тетрациклину (п=46,50,5%). У 44 штаммов (48,4%) 
наблюдалась устойчивость к макролидам: только к азитромицину невоспри­
имчивы были 15 (16,4%) образцов, к кларитромицину и эритромицину — по 
14 (15,4%). К клиндамицину и левофлоксацину оказались нечувствительными 
5 (5,5%) и 1 (1,1%) штаммов соответственно. Ко всем протестированным пре­
паратам были чувствительны 43,96% (п=40) образцов. Только к тетрациклину 
были устойчивы 27 культур (29,7%). У двух штаммов помимо устойчивости к 
тетрациклину была выявлена резистентность к другим антибиотикам (один 
— к левофлоксацину и еще один — ко всем трем представителям макролидов: 
азитромицину, кларитромицину и эритромицину). Два образца были устой­
чивы к макролидам, четыре — к тетрациклину, 13 имели устойчивость к трем 
и более препаратам (являлись полирезистентными).

В группе культур, выделенных от больных респираторными формами СГА- 
инфекции, устойчивостью только к тетрациклину обладали 2 культуры, к 
клиндамицину — 2, к левофлоксацину — 1. Два штамма были полирезистент- 
ны и обладали устойчивостью ко всем представителям макролидов.

При изучении распределения устойчивости к антибиотикам по кластерам 
было установлено, что в группе респираторных инфекций устойчивость к 
одному антимикробному препарату имели представители паттернов А-С и Е. 
Среди них к тетрациклину были резистентными штаммы кластеров А-С5 (п=1) 
и Е4 (п=2), а к клиндамицину — Е6 (п=1). Два полирезистентных штамма 
были представителями одного паттерна (Е).

В группе инфекций мягких тканей 17 штаммов паттерна Е и 9 паттерна D 
были устойчивы только к тетрациклину. В данных паттернах часть культур 
проявляла устойчивость к двум антибиотикам. Среди них представитель кла­
стера Е2 был нечувствителен к азитромицину и кларитромицину, ЕЗ — к ази­
тромицину и тетрациклину, Е4 — к тетрациклину и левофлоксацину, D2 — к 
макролидам; 12 полирезистентных штаммов оказались представителями пат­
терна Е. Из них все культуры кластеров ЕЗ (п=4) и Е6 (n= 1), а также два штам­
ма Е4 были устойчивы ко всем представителям макролидов и тетрациклину, а 
пять культур кластера Е4 обладали резистентностью к макролидам, тетраци­
клину и клиндамицину.

Определение генов эритрогенных токсинов (А, В, С) дало следующие ре­
зультаты. У культур, выделенных от больных СГА-инфекцией мягких тканей, 
ген SpeA был выявлен в 13 случаях (14,3%). Наиболее часто среди них встре­
чались emm-генотипы: 1 (п=3), 49 (п=3), 169 (п=3). У всех штаммов был вы­
явлен ген SpeB. У 52 (57,8%) культур определялся только SpeB. Ген эритроген- 
ного токсина С определялся в 28 культурах (30,8%). Среди них встречались 
следующие emm-генотипы: по 3 раза — 28, 88. Все три гена эритрогенных 
токсинов встречались у трех культур с етт-генотипами: 28,117,186, которые
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были чувствительны ко всем антимикробным препаратам, кроме штамма 
emm-186 (устойчив к тетрациклину). У семи полирезистентных штаммов с 
етш-генотипами 65.0 (п=1), 73.0 (п=1), 88.2 (п=5) бьш определен только ген 
SpeB. Из них штамм ешш65.0 бьш устойчив к макролидам и тетрациклину, 
emm88.2 — к макролидам, клиндамицину и тетрациклину, emm73 — к макро­
лидам и тетрациклину. Гены SpeA и SpeB были определены у 6 культур с етш - 
генотипами 49 (п=4), 74 (п=1), 169 (п=1), все они обладали резистентностью 
к макролидам и тетрациклину.

В группе с респираторной СГА-инфекцией ген SpeB бьш определен у всех 
культур. Гены эритрогенного токсина А были определены у 26 культур (30,2%). 
Среди них чаще всего встречались emm-генотипы: 1 (п=14), 3 (п=4), 6 (п=2), 
28 (п=3); 43 культуры (50%) имели гены эритрогенного токсина SpeC. Среди 
культур с наличием гена эритрогенного токсина SpeC выделяли следующие 
10 различных emm-генотипов: 1, 2 ,4 , 6, 12, 28, 58, 73, 75, 89. Наиболее часто 
встречающимися emm-генотипами с наличием гена эритрогенного токсина 
С были 12 (п=10), 28 (п=11), 75 (п=6), 89 (п=7). Все три гена эритрогенных 
токсинов были определены у 6 культур. Два штамма, у которых присутствова­
ли все три гена spe (speA, speB, speC) были с е т т б  генотипом (один нечув­
ствителен к левофлоксацину) и по одному — с emml, emml2, emm28, emm73 
(чувствительны ко всем препаратам). В анамнезе у больных, от которых были 
получены эти культуры, были указания на наличие еще одного стрептококко­
вого заболевания, классифицируемого в других рубриках МКБ, осложнения 
или ОРВИ в дополнение к основному заболеванию. У полирезистентных 
культур были выделены следующие гены эритрогенных токсинов: у emm28 
— speB и speC, у emm76 — только speB.

ОБСУЖ ДЕНИЕ

Сравнение двух групп штаммов указывает на их существенные различия. 
Группа респираторных СГА менее гетерогенна по emm-типовому составу (22 
emm-типа) по сравнению с группой инфекций мягких тканей (34 emm-типа). 
В то же время, количество доминирующих emm-типов в респираторной груп­
пе больше. В респираторной группе преобладают шесть emm-генотипов, в 
группе инфекций мягких тканей — четыре. Среди культур, полученных от 
больных с инфекцией мягких тканей, наибольшее количество культур (50,5%) 
проявили резистентность к тетрациклину. Культуры, устойчивые к макроли­
дам, определялись в обеих группах (16 — в группе с инфекцией мягких тканей, 
2 — с ангинами). В исследовании глоточных культур в Португалии штаммы с 
етт-генотипом 75 встречались только при фарингитах, а резистентность к 
макролидам в группе респираторных инфекций составила 21% [14]. В группе 
с инфекцией мягких тканей преобладали emm-генотипы: 49, 66, 88, 169, а в 
группе с респираторными инфекциями — 1,3 ,12 ,28 ,75 ,89 . Хотя были опре­
делены штаммы с emm-генотипами, которые встречались в двух исследуемых 
группах: 1, 12, 22, 28, 49, 73, 76, 77, 89, культуры с одинаковыми emm- 
генотипами в ряде случаев, видимо, принадлежали к разным клонам. Так, 
штаммы emm28 и emm76 обладали полирезистентностью в группе с респира­
торными формами инфекции, а в группе с инфекцией мягких тканей были 
либо чувствительны ко всем исследуемым препаратам, либо резистентны 
только к тетрациклину. Среди культур, полученных от больных с инфекцией 
мягких тканей, штаммы emm49 (все), emm73 (п=1) обладали полирезистент­
ностью, а среди культур от больных с респираторной формой инфекции были 
чувствительны ко всем исследуемым антибиотикам. Количество полирези­
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стентных штаммов в группе с инфекцией мягких тканей было в 3,5 раза боль­
ше, причем их генотипы не встречались среди полирезистентных штаммов 
респираторной группы.

Большая часть полирезистентных штаммов относится к часто регистри­
руемым ешт-генотипам. Штаммы етт-генотипа 49 известны еще с середины 
XX века, широко распространены во многих странах мира и вызывают большое 
количество заболеваний, что дало основание включать его при разработке 
вакцинных препаратов. Интерес представляют данные по чувствительности 
к антибиотикам штаммов с emm-генотипами 65, 74 и 169, так как они явля­
ются достаточно распространенными при инфекциях мягких тканей. По 
данным литературы штаммы с emm88 не относятся к часто регистрируемым 
и не входят в число вакцинных [8]. В нашем исследовании культуры с emm88 
были самыми распространенными среди заболеваний мягких тканей (15,4%) 
и треть из них обладали полирезистентностью.

Ген эритрогенного токсина speA в два раза чаще определялся в группе 
культур, полученных от больных респираторными формами СГА-инфекции. 
Этот токсин определялся у штаммов emml, emm49, emml69. Эритрогенный 
токсин speC определялся у emm-генотипов 12, 28, 75, 88, 89.

Наибольший интерес представляют данные по паттерну D, демонстри­
рующие обоснованность деления штаммов СГА на глоточные и кожные. Ни 
один из штаммов СГА, выделенных из глотки больных, не бьш отнесен к это­
му паттерну. Данный факт дает основание заключить, что возбудитель инфек­
ций мягких тканей данной группы больных имеет «кожное» происхождение, 
что может помочь в расследовании пути его передачи. Полирезистентные 
культуры обеих групп относились к паттерну Е и были одинаково невоспри­
имчивы ко всем представителям макролидов. В то же время, при исследовании 
культур СГА у детей из социально-неблагополучных районов Новой Зеландии 
паттерн D (кластер D4) был преобладающим, причем часть культур была вы­
делена из глотки [14].

В исследованиях последних лет было показано, что антитела, вырабаты­
ваемые в ответ на введение 30-валентной вакцины, реагировали не только с 
тридцатью вакцинными emm-типами, но и перекрестно с emm-типами, не 
входящими в их число [9]. Полученные результаты, наряду с филогенетической 
системой классификации СГА, определили направление исследований по 
проверке возможности однокомпонентных М-типовых вакцинных препаратов 
защищать от СГА-инфекции, вызванной штаммом не только вакцинного 
emm-типа, а от штаммов всех emm-типов, входящих с ними в один кластер. 
Более того, если раньше отслеживались emm-типы, наиболее часто циркули­
рующие на той или иной территории, то в свете новых данных стало понятно, 
что достаточно охватить распространенные кластеры, что существенно упро­
щает задачу. Так, среди 176 исследованных культур СГА нами выявлено пять­
десят шесть emm-типов, которые распределились между одиннадцатью кла­
стерами. Наблюдение за распространением кластеров может способствовать 
научно-обоснованному прогнозу эпидемической ситуации по СГА-инфекции, 
включающей как распространение определенных клонов возбудителя, так и 
состояние напряженности иммунитета населения.
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ТОРМОЖЕНИЕ РОСТА БАКТЕРИЙ В КУЛЬТУРАХ STREPTOCOCCUS PYO­
GENES И STREPTOCOCCUS AGALAC I IAE В ПРИСУТСТВИИ КАТИОНОВ 
МЕДИ И ЦИНКА
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Цель. Оценка антибактериального действия миллимолярных концентраций катионов 
меди и цинка, примененных в виде сульфатов или хлоридов, в культурах S.pyogenes и 
S.agalactiae. Материалы и методы. Суспензию бактерий S.pyogenes или S.agalactiae, со­
державшую 10 КОЕ/мл, засевали газоном на чашки Петри с глюкозо-сывороточным 
питательным агаром. Спустя 30 мин на поверхность газона с помощью 36-канального

26



штампа-репликатора каплями объемом по 5 мкл наносили солевые растворы меди или 
цинка с концентрацией по катионам металлов от 5x10 3 М до 5x10*' М. Затем чашки с 
культурой бактерий инкубировали в течение суток при 37°С, после чего определяли диа­
метр зоны задержки роста бактерий. Для оценки наличия (отсутствия) жизнеспособных 
бактерий в зонах задержки роста из центра зоны производили посевы материала в про­
бирки с глюкозо-сывороточным питательным бульоном, которые термостатировали в 
течение срока до 5 суток при 37°С, после чего оценивали прозрачность питательного бу­
льона. Результаты. В диапазоне концентраций металлов от 50 до 500 мМ ингибирующее 
действие сульфата цинка в отношении бактерий S.pyogenes в 1.5 — 1.7 раза (р<0.001) пре­
восходит эффекты сульфата меди. При концентрациях катионов 100 и 500 мМ действие 
хлорида цинкав 1.2 — 1.3 раза (р<0.05 — 0,1) превосходит эффекты хлорида меди. Посевы 
материала из зон задержки роста культуры S.pyogenes, обработанных солями меди, в 67 
— 85% случаев, а обработанных солями цинка в 30% наблюдений обнаруживают соот­
ветствующую контрольной прозрачность питательного бульона. В культуре S.agalactiae 
при концентрациях металла 100 и 500 мМ хлорид меди реализует на 8 — 13% (р>0.1) более 
выраженное антибактериальное действие, чем хлорид цинка. Посевы материала из зон 
задержки роста культуры S.agalactiae, обработанных солями меди, в 48 — 67% наблюдений 
обнаруживают соответствующую контрольной прозрачность питательного бульона. 
Заключение. В миллимолярных концентрациях катионы меди и цинка обладают выражен­
ным антибактериальным действием в культурах S.pyogenes и S.agalactiae. Бактерии 
S.pyogenes проявляют более высокую, чем S.agalactiae, чувствительность к действию ка­
тионов меди и цинка, оцениваемому по зонам задержки роста. В отличие от S.agalactiae, 
они в значительной части наблюдений подвержены бактерицидному воздействию катио­
нов цинка.

Журн. микробиол., 2017, № 3, С. 26—35

Ключевые слова: антибактериальное действие, медь, цинк, S.pyogenes, S.agalactiae

S.B.Cheknev, ЕЛ. Vostrova, MA.Sarycheva,
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INHIBITION OF THE BACTERIAL GROWTH IN THE CULTURES OF STREPTO­
COCCUS PYOGENES AND STREPTOCOCCUS AGALACTIAE IN PRESENCE OF 
COPPER AND ZINC IONS

Gamaleya Federal Research Center of Epidemiology and Microbiology, Moscow, Russia

Aim. The work was performed with the purpose to study antibacterial action of millimolar 
concentrations of copper and zinc ions, used as sulfates or chlorides in the cultures of S.pyogenes 
and S.agalactiae. Materials and methods. Suspensions of the S.pyogenes and S.agalactiae bacteria 
which contained 108 CFU/ml were sown by the lawns into the standard Petri dishes coated with 
the supplemented Nutrient Agar. 30 min later the salt solutions of copper or zinc were added by 
the 5 pi drops on the surfaces of the lawns with use of 36-channel stamp replicator. The salt solu­
tions contained copper or zinc at the concentrations ranged between 5xl0'3 M to 5xl0_1 M of the 
metals. Then the dishes containing bacterial cultures were incubated for 24 hrs at 37°C followed 
by measuring diameter of the area of culture growth inhibition. The probes of material obtained 
from the centers of the stunting areas were passed into the centrifuge tubes with the supplemented 
Nutrient Broth, incubated for up to five days at 37°C and tested for the Broth clarity. Results. In 
presence of the metal concentrations ranged between 50 to 500 mM the inhibitory action of zinc 
sulfate towards S.pyogenes bacteria was 1.5 — 1.7 times higher (p<0.001) than the action of copper 
sulfate. In presence of 100 and 500 mM of the metals the action of zinc chloride was 1.2 — 1.3 
times higher (p<0.05 — 0.1) than the effects of copper chloride. In presence of 100 and 500 mM 
of copperused as chloride its antibacterial action towards S.agalactiae bacteria was 8 — 13 per cent 
higher (p>0.1) than the effects of zinc chloride. Passages of the material obtained from the areas 
of culture growth inhibition demonstrate clarity of the Broth in 67 — 85 per cent (S.pyogenes) or 
48 — 67 per cent (S.agalactiae) probes with samples from the areas treated with copper salts, and
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in 30 per cent probes with samples from the areas treated with the salts of zinc. Conclusion. Inhibitory 
action of copper and zinc ions used in millimolar concentrations in the cultures of S.pyogenes and 
S.agalactiae was established. S.pyogenes, bacteria demonstrate higher than S.agalactiae sensitivity 
to the action of zinc ions measured by the area of the growth inhibition. Also, in a comparison 
with S.agalactiae, the S.pyogenes bacteria undergo bactericidal action of zinc ions in a higher part 
of observations.

Zh.Mikrobiol. (Moscow), 2017, No 3, P. 26—35

Keywords: antibacterial action, copper, zinc, S.pyogenes, S.agalactiae

В В Е Д Е Н И Е
Сегодня не подлежит сомнению ключевая роль катионов металлов в под­

держании жизнедеятельности бактериальной клетки и реализации ее патоген­
ных свойств в организме хозяина. Выступая структурными, каталитическими 
или регуляторными компонентами биомакромолекул, металлы вовлечены в 
обеспечение многих биологических процессов, принципиально значимых для 
функционирования клетки бактерии и определяющих ее вирулентность [14, 
19,20].

В то же время, высокие концентрации катионов токсичны для бактерий. 
Поэтому бактериальная клетка располагает эволюционно закрепленными 
механизмами и факторами детоксикации, переводящими металл в состояние 
и форму, снижающие или исключающие его токсическое воздействие [8,10, 
11].

В реализации своего токсического действия катионы меди и цинка могут 
конкурировать за сайты связывания в металлопротеинах [7,13], конкурентно 
ингибировать поглощение бактериями других металлов [16], опосредовать 
прямое бактерицидное действие [3, 20].

Ранее нами установлено, что катионы меди и цинка обладают антибакте­
риальным действием в отношении клеток Staphylococcus aureus и Pseudomonas 
aeruginosa [2 — 4]. При этом в миллимолярных концентрациях катионы меди 
реализуют бактерицидное действие, а катионы цинка опосредуют преимуще­
ственно бактериостатические эффекты [3]. В физиологических (микромоляр- 
ных) концентрациях катионы цинка проявляют токсические свойства в отно­
шении бактерий S.aureus, катионы меди обеспечивают достижение полного 
бактерицидного эффекта в культурах S.aureus и P.aeruginosa, подвергнутых 
метаболическому стрессу [4]. В связанном белками у-глобулиновой фракции 
состоянии катионы меди и цинка реализуют антибактериальное действие в 
культурах S.aureus или P.aeruginosa в наномолярных концентрациях [2,4].

Аналогично S.aureus и P.aeruginosa, для патогенных стрептококков катио­
ны металлов, в частности цинка, служат важнейшим фактором, обеспечиваю­
щим взаимодействие бактерий с организмом хозяина [18]. Они определяют 
активность ряда поверхностных белков и факторов вирулентности патогенов 
[18], необходимы для деления бактериальной клетки и поддержания ее жиз­
недеятельности в ходе инфекционного процесса [6].

Вместе с тем, экспрессия стрептококками поверхностных протеинов, не­
сущих сильный отрицательный заряд и содержащих консервативный общий 
эпитоп [ 1 ], может способствовать поступлению в клетки бактерий избыточных 
количеств цинка, что вследствие нарушения биосинтеза капсульной гиалуро- 
новой кислоты и других ключевых звеньев метаболизма с необходимостью
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будет изменять обменные процессы и снижать вирулентность стрептококков 
[OngC.Y.etal.,2015],

Целью работы явилась оценка антибактериального действия миллимоляр- 
ных концентраций катионов меди и цинка, примененных в виде сульфатов 
или хлоридов, в культурах S.pyogenes и S.agalactiae.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Культуры бактерий S.pyogenes и S.agalactiae предоставлены из рабочей 
коллекции лаборатории индикации и ультраструктурного анализа микроор­
ганизмов В.Г.Жуховицким. В работе использовали по три клинических изо- 
лята S.pyogenes и S.agalactiae.

Для постановки реакций стандартизованную суспензию бактерий, полу­
ченную из суточных культур S.pyogenes и S.agalactiae и содержавшую 108 КОЕ/ 
мл, засевали газоном из объема 1.0 мл суспензии в физиологическом растворе 
на стандартные стерильные чашки Петри диаметром 90 мм с питательным 
агаром Blood Base Agar (HiMedia Lab.), дополненным 10% нормальной лоша­
диной сыворотки (Микроген) и 1% глюкозы. Спустя 30 мин на поверхность 
газона с использованием 36-канального штампа-репликатора с диаметром 
наконечников 2.0 мм каплями объемом по 5 мкл наносили солевые растворы
— сульфат меди Q 1SO4X5H2O, сульфат цинка ZnS04x7H20, хлорид меди 
Q 1CI2X2H2C) и хлорид цинка ZnCL в 0.15 М NaCl (pH 7.11 — 7.31) с концен­
трацией по катионам металлов от 5х10'3 М до 5х10-1 М.

На препаративном этапе исследования маточные растворы солей стери­
лизовали методом мембранной фильтрации с использованием насадок для 
водно-солевых растворов МШех с диаметром пор 0.22 мкм (Millipore), после 
чего готовили серии последовательных разведений маточного образца в 0.15 
М растворе NaCl, служившим внутренним контролем системы.

После нанесения солевых растворов каплями на газон содержавшие куль­
туры бактерий S.pyogenes и S.agalactiae чашки Петри инкубировали в течение 
суток при 37°С. По истечении срока инкубации результат реакции учитывали, 
определяя диаметр зоны задержки роста культуры с использованием угловой 
линейки Partigen (Behringwerke AG).

На каждом газоне реакцию бактерий на серию разведений соли металла 
воспроизводили трижды. Для каждого клинического изолята бактерий ис­
пользовали при этом не менее двух параллельных чашек Петри.

Для проверки наличия (отсутствия) жизнеспособных бактерий в зонах 
задержки роста культур и установления вклада бактерицидного компонента в 
действие солей металлов из центра зоны задержки роста микробиологической 
петлей диаметром 1.0 мм производили посевы материала в пробирки, содер­
жавшие по 5.0 мл питательного бульона Nutrient Broth (HiMedia Lab.), допол­
ненного 10% нормальной лошадиной сыворотки (Микроген) и 1% глюкозы. 
Образцы термостатировали в течение срока до 5 суток при 37°С, после чего 
оценивали прозрачность питательного бульона в сравнении с контрольным
— стерильным.

В ходе экспериментов кислотность 0.15 М раствора NaCl контролировали 
с помощью базового электронного pH-метра Sartorius РВ-11, укомплектован­
ного электродом Sartorius PY-P11.

При математической обработке результатов исследования достоверность 
различия средних величин устанавливали с помощью t-критерия Стъю- 
дента.
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РЕЗУЛЬТАТЫ

Как показывают результаты, представленные на рис. 1, в культуре клеток 
S.pyogenes катионы меди и цинка, примененные в виде сульфата (рис. 1А) или 
хлорида (рис. 1Б) в миллимолярных концентрациях, реализуют выраженное 
антибактериальное действие, интенсивность которого при 10-кратном (с 50 
до 500 мМ) повышении содержания катионов металлов в среде культивиро­
вания нарастает в 1.5 — 1.9 раза (р<0.001 — 0.002). В отдельных случаях при 
концентрациях металлов менее 5х10‘2 М в просвете зоны задержки роста на­
блюдали отдельные мелкие колонии; однако граница зоны определялась 
четко и позволяла характеризовать зону по ее диаметру.

Обращает на себя внимание более выраженное, чем в присутствии меди, 
торможение роста бактерий S.pyogenes катионами цинка (рис. 1). В диапазоне 
концентраций металлов от 50 до 500 мМ активность сульфата цинка в 1.5 — 1.7 
раза (р<0.001) превосходит действие сульфата меди (рис. 1А). Действие хло­
рида цинка при концентрациях катионов 100и500мМ в 1.2— 1.3 раза (р<0.05 
— 0.1) превосходит эффекты хлорида меди (рис. 1Б).

Действие катионов цинка нарастает при 10-кратном (с 50 до 500 мМ) по­
вышении содержания металла в среде культивирования тоже более заметно, 
чем действие меди. Если для катионов меди прирост составляет по кратности 
1.5 раза (р<0.001 — 0.002), то в условиях применения катионов цинка размер 
зоны задержки роста бактерий увеличивается в 1.8 — 1.9 раза (р<0.001) (рис. 
1 ).

При этом заметна разница в действии катионов, определяемая анионным 
составом соли металла. Бактерии S.pyogenes более чувствительны к действию 
сульфата цинка, которое на отдельных концентрациях катионов превосходит 
эффекты хлорида в 1.2-1.35 раза (р<0.02 — 0.1) (рис. 1Аи Б). У катионов меди 
обнаруживается тенденция к проявлению более высокой активности металла 
в составе хлорида, действие которого на отдельных концентрациях катионов 
превосходит эффекты сульфата в 1.1 — 1.3 раза (р<0.1 или р>0.1) (рис. 1Аи 
Б).

Посевы материала из зон задержки роста культуры S.pyogenes, обработан­
ных солями меди, в 67 — 85% наблюдений обнаруживают соответствующую

Рис. 1. Торможение роста культуры S.pyogenes в присутствии миллимолярных концентраций катионов 
меди (1) и цинка (2), М ±ш , п= 6 или п=9.
*р<0.1; **р<0.05; ***р<0.001 по сравнению с показателями м еди. Здесь и  на рис. 2: по оси абсцисс 
— концентрация катионов металлов, мМ; по  оси ординат — диаметр зоны  задержки роста, мм. 
А  — водные сульфаты меди (II) и цинка; Б — водный хлорид меди (II) и  хлорид цинка.
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Рис. 2 . Торможение роста культуры S.agalactiae в присутствии миллимолярных концентраций катионов 
меди (1) и цинка (2), М ±ш , п=6 или ц=9.

контрольной прозрачность питательного бульона. Пробы из зон, обработан­
ных солями цинка, по прозрачности питательного бульона соответствуют 
стерильному контролю в 30% случаев.

В отношении клеток S.agalactiae катионы меди и цинка, примененные в 
миллимолярных концентрациях в виде сульфата или хлорида, реализуют анти­
бактериальное действие слабее, чем в культуре S.pyogenes. Интенсивность 
действия, оцениваемая по зонам задержки роста, при 10-кратном (с 50 до 500 
мМ) повышении содержания катионов металлов в среде культивирования 
возрастает в 1.4 — 1.6 раза (р<0.001 — 0.05) (рис. 2). И если в условиях при­
менения сульфата и хлорида меди края зон задержки роста, в целом, были 
четкие и лишь в отдельных случаях отмечено появление единичных мелких 
колоний по краям, то при действии катионов цинка можно было наблюдать 
рост колоний как по краям, так и внутри зоны задержки роста.

Как и в отношении бактерий S.pyogenes, катионы цинка, примененные в 
культуре S.agalactiae в виде сульфата, в 1.15 — 1.3 раза (р>0.1) активнее катио­
нов меди (рис. 2А). В то же время, хлорид цинка оказывается в 1.2 — 1.3 раза 
(р>0.1) слабее сульфата, в результате чего действие хлорида меди становится 
сопоставимо или даже на отдельных концентрациях катионов превосходит на 
8 — 13% (р>0.1) эффекты хлорида цинка (рис. 2Б).

Действие катионов меди при 10-кратном (с 50 до 500 мМ) повышении со­
держания металла в среде культивирования S.agalactiae нарастает в 1.4 — 1.5 
раза (р<0.001), что соизмеримо с показателем в условиях применения цинка, 
составляющим по кратности 1.4 — 1.6 (р<0.05).

Посевы материала из зон задержки роста культуры S.agalactiae, в отличие 
от опытов на клетках S.pyogenes, обнаруживают помутнение питательного 
бульона во всех пробах, содержащих образцы из лунок, обработанных солями 
цинка. Пробы из зон, обработанных солями меди, в 48 — 67% случаев об­
наруживают соответствующую контрольной прозрачность питательного 
бульона.

ОБСУЖДЕНИЕ

Бактерицидное действие металлов на патогенные бактерии, без сомнения, 
служит прямым указанием на возможность их использования в разработке 
подходов к созданию новых средств антибактериальной терапии. В то же вре­
мя, достижение полного бактерицидного эффекта в организме хозяина в 
большинстве своем лимитировано токсическим воздействием металлов на
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собственные, неизмененные клетки организма, аналогично бактериям, кри­
тически нуждающиеся в поступлении катионов металлов и экспрессирующие 
эффективные системы инфлюкса катионов.

Одновременно они располагают специфическими транспортерами, актив­
но выводящими металл из клетки во внеклеточное пространство в условиях 
его избыточного поступления в цитоплазму. Но сколь эффективными окажут­
ся эти транспортеры, когда в ходе инфекционного процесса и воздействия 
токсических концентраций катионов находящиеся в периклеточном про­
странстве бактерии в целях собственной детоксикации будут активно экспор­
тировать металл — сказать сложно.

Иное дело — бактериостатичность металлов, более щадящий с точки зре­
ния влияния на жизнедеятельность режим взаимодействия клетки бактерии 
с катионом, не предполагающий с необходимостью гибель мишени, но вместе 
с тем, создающий условия торможения роста, ограничения персистенции, 
снижения динамики формирования биопленок и, следовательно, снижения 
устойчивости бактерий к действию других факторов противомикробной за­
щиты (лизоцима, комплемента, протеолитических ферментов, активных по 
поверхности клетки). В условиях торможения роста бактерии не могут отвечать 
на неблагоприятное внешнее воздействие за счет многократного увеличения 
численности популяции в результате форсированной пролиферации.

В наших исследованиях бактерицидность выступает проявлением в от­
ношении бактерий токсических свойств катионов меди, бактериостатичность 
преимущественно характеризует действие цинка [3]. Если при этом, как от­
мечали ранее, антибактериальное действие меди соответствует представлени­
ям о высокой редокс-активности металла, его способности выступать в био­
логических системах в качестве мощного окислителя и отчасти деста­
билизировать взаимодействующие с ним биомакромолекулы, то очевидно, 
что вклад окислительно-восстановительных реакций в эффекты катионов 
цинка в большинстве своем отсутствует, поскольку катион цинка в эти реакции 
не вовлечен [3].

В контексте изложенного действие меди, превалирующее над эффектами 
цинка, как в культуре P.aeruginosa [3, 4], или заметно менее выраженное, не­
жели действие цинка, как у золотистого стафилококка [3] и исследованных 
стрептококков, не может трактоваться с позиций его специфичности, по­
скольку деструктурирующий биомакромолекулы окислительный потенциал 
катионов слишком высок, чтобы предполагать возможность экспонирования 
биополимерами специфических сайтов связывания меди, которые были бы 
открытыми на взаимодействие, не занятыми катионами и не подвергались бы 
в условиях хелатирования опосредованной медью деструкции. Известно, что 
распределение меди в организме, ткани и даже в отдельной клетке строго 
локализовано, эпитопически определено и дозировано. Ее содержание в клет­
ках, включая бактериальные, поддерживается в строгом соответствии с по­
требностями в реализации зависящих от меди функций белков и ферментов. 
Ее практически нет в свободной, подлежащей обмену форме. Практически 
вся медь находится в циркуляции и распределяется в органах и тканях в свя­
занном белками, гликопротеинами или аминокислотами состоянии.

Напротив, принимая во внимание неспецифический характер бактери­
цидного действия редокс-активной меди, его было бы неправомерно распро­
странять на бактериостатическое, а тем более, бактерицидное, действие цин­
ка, не участвующего, как отмечали, в окислительно-восстановительных 
реакциях и, в отличие от меди, стабилизирующего взаимодействующие с ним
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биомакромолекулы и тройные к нему лиганды сайтов связывания. Понятно, 
что проявляющий высокое сродство к внутримолекулярным структурам и 
тиоловым группам белков, неактивный в редокс-обмене, но чрезвычайно 
эффективный в качестве комплексообразователя, способного формировать 
многочисленные координационные связи, цинк для реализации механизма 
своего воздействия должен встроиться в структуру связывающего сайта, не 
разрушая, а конформационно преобразуя ее в новую пространственную кон­
фигурацию. Если это действие приводит к изменению потока сигнальных 
путей, вовлекающих данную молекулу-мишень, эффект цинка обоснованно 
трактовать как структурно-регуляторный, коль скоро в локальном микроокру­
жении возникает, по сути, новая структура с новыми или измененными функ­
циями.

А поскольку любая действующая структурно-функциональная связь в 
основе своей специфична, возникновение на этой же основе любой другой 
структурно-функциональной связи или изменение действующей не может 
рассматриваться иначе, как с позиций строгой специфичности, которая, сле­
довательно, характеризует и эффект воздействия фактора, меняющего эту 
специфичность или создающего новую.

В предложенном контексте специфичность — это функция, обеспеченная 
структурно и организованная топически. Топика действия цинка — внутри­
клеточные (бактериальные) сигнальные пути, ответственные за реализацию 
метаболических процессов, формирующих и поддерживающих состояние и 
уровень патогенности и вирулентности. Цинк способен обратимо ингибиро­
вать гемолитическую активность Serpulina hyodysenteriae [9] и угнетать актив­
ность протеаз Borrelia burgdorferi [17]. В отношении бактерий S.pyogenes ка­
тионы цинка ингибируют гемолиз [5], активность цистеинпротеазы, 
необходимой для функционирования ряда факторов патогенности [13], фер­
менты гликолиза, биосинтез капсульной гиалуроновой кислоты [Ong C.Y. et 
al., 2015].

Не подлежит сомнению многофакторное с позиций получаемого резуль­
тата и многоточечное с позиций определения мишеневой локализации и то­
пики реакции, в высокой степени специфическое воздействие катионов 
цинка, которое в ряде наблюдений оказывается обратимым, что, само по себе, 
служит свидетельством специфичности реакции, поскольку она, следователь­
но, может быть воспроизведена новым воздействием на те же молекулярные 
мишени.

В контексте изложенного логичным видится существование у стрептокок­
ков межвидовых различий по чувствительности к действию катионов цинка. 
Средний диаметр зоны задержки роста, оцененный совокупно в присутствии 
сульфата и хлорида цинка, составляет 9.3 мм в культуре S.pyogenes и 6.6 мм в 
культуре S.agalactiae.

Понятно, что если мишенью воздействия катионов выступают внутрикле­
точные сигнальные пути, детерминирующие синтез или активность факторов 
патогенности микроорганизмов, таких мишеней с необходимостью должно 
быть больше и выраженность их экспрессии должна быть выше у патогенных 
S.pyogenes, нежели у условно патогенных S.agalactiae, входящих в состав нор­
мальной микробиоты кишечника человека и обладающих существенно мень­
шей в сравнении с S.pyogenes гемолитической активностью [12, 15, 21]. 
Неспецифическое бактерицидное действие катионов меди, практически не 
различающееся в культурах S.pyogenes и S.agalactiae, служит адекватным кон­
тролем специфическим эффектам катионов цинка.
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В использованном алгоритме сравнения бактерии S.aureus проявляют 
более высокую, чем S.pyogenes, чувствительность к действию катионов цинка. 
Средний диаметр зоны задержки роста в культуре S.aureus составляет 10.9 мм 
[3], в культуре бактерий P.aeruginosa показатель соответствует 6.4 мм [3].

Таким образом, использованная методика оценки торможения роста бак­
терий в культуре позволяет установить наличие и вклад в жизнедеятельность 
бактериальной клетки внутриклеточных сигнальных путей, которые могут 
быть блокированы специфическим воздействием катионов металлов. Она, 
следовательно, становится применимой в скрининговых исследованиях, пред­
полагающих отбор катионов металлов, обладающих наиболее выраженным 
токсическим воздействием на определенные виды патогенных бактерий.
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ИЗУЧЕНИЕ ИММУНОГЕННОСТИ ПРОТОТИПНОГО ВАКЦИННОГО ПРЕ­
ПАРАТА ПРОТИВ ГЕПАТИТА Е

'ФНЦ исследования и разработки иммунобиологических препаратов им. М.П.Чумакова, 
Российская медицинская академия непрерывного профессионального образования, 
3НИИ вакцин и сывороток им. И.И.Мечникова, Москва

Цель. Оценить специфическую иммуногенную активность прототипного варианта 
вакцины против гепатита Е (ГЕ). Материалы и методы. Нелинейных мышей, самцов 
(п=170), иммунизировали однократно внутрибрюшинно прототипной вакциной против 
ГЕ в дозах 5,10 и 20 мкг/животное. Анти-ВГЕ IgG определяли методом ИФА с видоспе­
цифичным конъюгатом на 7,14,21 и 28 дни после иммунизации. Для оптимизации усло­
вий иммуногенности вакцины 250 мышам, разделенным на 25 групп по 10 голов в каждой, 
однократно вводили экспериментальные образцы вакцинного препарата, содержащие 20 
мкг антигена и композиции адъювантов на основе алюминия гидроксида и иммуномоду­
ляторов полиоксидония и глутоксима. Анти-ВГЕ определяли в образцах сыворотки кро­
ви мышей на 28 день после иммунизации и рассчитывали среднюю иммунизирующую 
дозу (IDso) для каждой композиции вакцинного препарата. Результаты. Увеличение им­
муногенности при одной и той же стандартной дозе антигена (20 мкг) при использовании 
в качестве адъюванта глутоксима в концентрации 10 мг/мл в растворе алюминия гидрок­
сида (0,5 мг/мл) составило 51,4%. Для композиции вакцины с полиоксидонием (1,0 мг/ 
мл) также наблюдали незначительное увеличение иммуногенности, однако оно не было 
статистически значимым при сравнении со стандартным адъювантом (алюминия гидрок­
сид 0,5 мг/мл). Заключение. Полученные данные свидетельствуют о высокой иммуноген­
ности вакцинного препарата против гепатита Е. Применение в композиции эксперимен­
тальной вакцины против гепатита Е иммуномодулятора глутоксима обеспечивает ее 
наибольшую иммуногенность.
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Aim. Evaluate specific immunogenic activity of a prototype vaccine against hepatitis E (HE). 
Materials and methods. Non-linear mice, male (n=170), were immunized once intraperitoneally 
by a prototype vaccine against HE at 5,10 and 20 pg per animal. Anti-HEV IgG were determined 
by ELISA using species-specific conjugate at days 7,14,21 and 28 after immunization. Experimental 
samples of the vaccine preparation containing 20 pg of the antigen and compositions of adjuvants 
based on aluminium hydroxide and immune modulators polyoxidonium and glutoxim were ad­
ministered to 250 mice split into 25 groups (10 animals per group) to optimize vaccine immuno- 
genicity. Anti-HEV were determined in mice sera samples at day 28 after the immunization, and 
mean immunization dose (Ш50) for each composition of the vaccine preparation was calculated. 
Results. Increase of immunogenicity for the same standard antigen dose (20 pg) for glutoxim ad­
juvant at 10 mg/ml in aluminium hydroxide solution (0,5 mg/ml) was 51.4%. A non-significant 
increase of immunogenicity was also observed for vaccine composition with polyoxidonium (1.0 
mg/ml), however, it was statistically non-significant when compared with standard adjuvant (alu­
minium hydroxide at 0,5 mg/ml). Conclusion. The data obtained give evidence regarding high 
immunogenicity of the vaccine preparation against hepatitis E. Use of glutoxim immune modula­
tor in the composition of the experimental vaccine against hepatitis E ensures highest immuno­
genicity.

Zh. Mikrobiol. (Moscow), 2017, No. 3, P. 35—43

Key words: hepatitis E virus (HEV), anti-HEV, antigen, vaccine, immunogenicity 

ВВЕДЕНИЕ

Инфекция, вызываемая вирусом гепатита Е (ВГЕ), является одной из 
основных причин заболеваемости острым гепатитом в эндемичных регионах 
Азии, Ближнего Востока и Африки, однако в последние годы также описаны 
спорадические случаи и даже вспышки заболевания на неэндемичных терри­
ториях, включая РФ. Резервуаром ВГЕ на неэндемичных территориях явля­
ются дикие и домашние животные, в частности свиньи. Попадание фекалий 
инфицированных животных в воду приводит к вспышечной заболеваемости 
с вовлечением в эпидемический процесс большого количества восприимчивых 
лиц. Наиболее адекватной мерой специфической профилактики гепатита Е 
(ГЕ) в этих условиях является вакцинация групп риска, а также животных, 
формирующих резервуар вируса. Эпидемиологические особенности распро­
странения ВГЕ-инфекции во многом зависят от генотипа (ГТ) вируса. ГТ1 и 
ГТ2 инфицируют только человека и вызывают эпидемии в эндемичных ре­
гионах, при этом источником инфекции на эндемичных территориях являют­
ся инфицированные лица. ГТЗ и ГТ4 инфицируют как человека, так и неко­
торых животных и вызывают вспышки заболевания на неэндемичных 
территориях. Основными генотипами ВГЕ, циркулирующими на эндемичных 
территориях, являются ГТ1 и ГТ2. Основным генотипом ВГЕ, циркулирую­
щим на неэндемичных территориях, включая РФ, является ГТЗ. Помимо 
собственно человека, ВГЕ был выделен от свиней, оленей, мангустов и кро­
ликов. Антитела к вирусу были обнаружены у более широкого спектра живот­
ных, включая кошек, собак, кроликов, крупный рогатый скот, овец, коз, ло­
шадей, макак, ослов, крыс и мышей [7]. Имеется множество свидетельств 
тому, что животные являются резервуаром ВГЕ ГТЗ и ГТ4 и играют значимую 
роль в поддержании циркуляции вируса. Неоднократно описаны случаи ин­
фицирования людей ГТЗ и ГТ4 ВГЕ после употребления недостаточно терми­
чески обработанного мяса диких кабанов и оленей [4, 13]. Более того, было 
показано, что ВГЕ свиней и кроликов могут преодолевать межвидовой барьер 
и инфицировать приматов [6]. Более высокая распространенность антител к 
ВГЕ у работников, вовлеченных в уход за животными, и схожесть геномных
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последовательностей ВГЕ, выделенных от людей и свиней в одном регионе, 
поддерживают предположение о значимой роли зоонозной трансмиссии в 
распространении ВГЕ-инфекции [8]. Представленные данные позволяют 
предположить, что вакцинация таких значимых природных резервуаров ин­
фекции, как домашние свиньи и кролики, может прервать пищевой путь пере­
дачи и снизить количество случаев заболевания ГЕ у людей.

Инфекция ВГЕ у человека и экспериментальное заражение животных 
приводит к выработке антител и обеспечивает протективный иммунитет. 
Опыты с пассивной иммунопрофилактикой и челленджем на макаках пока­
зали, что наличие антител к ВГЕ предотвращает формирование ВГЕ-инфек­
ции и развитие гепатита [14]. Более того, имеются эпидемиологические сви­
детельства того, что лица, ранее инфицированные ВГЕ, защищены от 
инфекции в ходе вспышек [1]. Было показано, что пост-инфекционные анти­
тела к ВГЕ IgG сохраняются у людей вплоть до 14 лет [2]; после эксперимен­
тального заражения шимпанзе ГТ1 и 2 антитела выявлялись в течение 10 лет 
[3]. Все четыре генотипа ВГЕ объединены одним серотипом, что предполо­
жительно обеспечивает возможность создания универсальной вакцины [9].

В настоящее время в мире существует только одна вакцина против ГЕ, 
основанная на рекомбинантном капсидном белке ВГЕ, полученном в культу­
ре Escherichia coli, и лицензированная для применения исключительно в Ки­
тае. Принимая во внимание невозможность импорта данной вакцины, а 
также отсутствие данных о ее эффективности в предотвращении инфициро­
вания ГТЗ ВГЕ, представляется целесообразной разработка вакцины на осно­
ве штаммов ГТЗ ВГЕ — генотипа вируса, наиболее широко циркулирующего 
на территории РФ.

Ранее нами был разработан прототипный вариант вакцины против гепа­
тита Е на основе экспрессии в культуре E.coli рекомбинантного капсидного 
белка ВГЕ, содержащего основные иммуногенные эпитопы. Целью данного 
исследования являлась оценка специфической иммуногенной активности 
разработанного прототипного варианта вакцины против гепатита Е.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В работе были использованы следующие материалы: прототипный вариант 
вакцины против гепатита Е. Доза — 0,5 мл. Содержание антигена ORF2 ВГЕ 
20 мкг/доза; раствор алюминия гидроксида (Alhedrogel Brenntag Biosector) с 
концентрацией 10,45 мг/мл; глутоксим — иммуностимулирующее средство 
(ЗАО «ФАРМА ВАМ»). Международное непатентованное название: глутамил- 
цистеинил-глицин динатрия; полиоксидоний — иммуномодулятор широкого 
спектра действия, являющийся стимулятором антител ообразования, разрешен 
к медицинскому применению в качестве адъюванта в составе вакцин, для 
которого продемонстрирована способность усиливать иммуногенные свойства 
разных видов вакцин.

Для оценки специфической иммуногенной активности прототипного ва­
рианта препарата «Вакцина против гепатита Е», применяемого в эквитерапев- 
тической дозе (согласно общим рекомендациям для доклинического испыта­
ния препаратов), проводили однократную иммунизацию нелинейных мышей 
(самцов) массой 17 — 20 г. Оценивали показатели 5 (интактной, 3 опытных с 
различной дозой вакцины и контрольной) групп (в каждой — по 10 животных). 
Общее количество мышей, использованных в эксперименте — 170. В ходе экс­
перимента у животных брали образцы сыворотки крови на 7, 14,21 и 28 дни 
после однократной иммунизации и определяли в них наличие анти-ВГЕ.

37



Для оптимизации условий иммуногенности вакцины 250 мышам, разде­
ленным на 25 групп по 10 голов в каждой, вводили экспериментальные об­
разцы вакцинного препарата, содержащие различные композиции адъюван­
тов. В данном эксперименте у животных брали образцы сыворотки крови на 
28 день после однократной иммунизации для определения анти-ВГЕ и рас­
чета средней иммунизирующей дозы (Ш 50) для каждой композиции вакцин­
ного препарата.

Анти-ВГЕ определяли с помощью набора реагентов «ДС-ИФА-АНТИ- 
HEV-G» производства НПО «Диагностические системы» (тест-система им- 
муноферментная для выявления антител к вирусу гепатита Е IgG) по прото­
колу производителя, за исключением конъюгата: вместо входящего в состав 
набора применяли видоспецифичный конъюгат. В качестве антивидового 
конъюгата в постановке ИФА использовали антитела козы к IgG мыши, 
конъюгированные с пероксидазой хрена (HRP) производства Pierce (кат. 
№ РА184388) в разведении 1:10 000 в стерильном фосфатно-солевом буфере. 
Результаты постановки ИФА учитывали, если все образцы сывороток мышей 
интактной группы были идентифицированы как отрицательные (значение ОП 
должно быть ниже значения ОП крит.).

Расчет ИД50 осуществляли по результатам, полученным в группах мышей, 
иммунизированных указанными разведениями испытуемых образцов по ме­
тоду Кербера в соответствии с формулой: lg Hflso=lgDN — 8 (XLi — 0,5) + lgS 
ИД50 = antilg (-lg ИД50), где: D n — минимальное разведение вакцины, исполь­
зуемое в опыте; 5 — логарифм отношения каждой последующей дозы к пре­
дыдущей, т. е. логарифм кратности испытанных разведений; Li — отноше­
ние числа иммунных животных к числу всех вакцинированных животных 
конкретными разведениями испытуемой вакцины и стандартным образцом; 
Е L; — сумма всех значений 1̂ ; S — кратность разведения исследуемых сыво­
роток; ИД50—доза вакцины, вызывающая выработку антител у 50 % вакцини­
рованных животных.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Животных иммунизировали внутрибрюшинно дозами препарата, указан­
ными в табл. 1. На протяжении 4 недель эксперимента у иммунизированных 
мышей не наблюдали видимых изменений внешнего вида и поведения. 
Образцы сывороток, полученные индивидуально от каждого животного, те­
стировали на наличие антител к вирусу гепатита Е в течение первых 24 ч после 
забора образцов крови, используя коммерческую иммуноферментную тест- 
систему для выявления антител к вирусу гепатита Е IgG. На основании вы­
явления анти-ВГЕ в опытных группах были рассчитаны средние значения 
коэффициента позитивности КП ср. (отношение среднего для группы значе-

Т а б л и ц а  1. Схема проведения эксперимента по оценке иммуногенности прототипного вакцинного препарата 
против гепатита Е при однократном внутримышечном введении

Группа 1 ,п = 4 0 Ip y im a  2, л  = 40 Группа 3, п = 4 0 Группа 4 , п= 40 Группа 5, п -Ю

Д е н ь
эксперим ента

В акцинны й
препарат,

5 м кг

В акцинны й  
препарат, 

10 м кг

В акцинны й  
препарат, 

20 м кг

Адъювант, 
алю м иния 
гидроксид, 
0 ,5  м г/м л

И нтактны е
ж ивотны е

ДеньО Иммунизация Забор крови 
(п=10)

Дни 7,14,21,28 Забор крови 
(п=10)

Забор крови 
(п=10)

Забор крови 
(п=10)

Забор крови 
(п=10)

-
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ния ОП к ОП крит.). На 
рис. приведены получен­
ные для каждой группы на 
7,14, 21 и 28 день средние 
показатели коэффициента 
позитивности при опреде­
лении анти-ВГЕ.

В контрольных груп­
пах (интактные и получав­
шие адъювант мыши) слу­
чаи выявления анти-ВГЕ 
не регистрировались, что 
указывает на отсутствие 
неспецифических реакций 
в эксперименте. Все дозы 
образца вакцины вызыва­
ли при эксперименталь­
ной иммунизации мышей 
выработку анти-ВГЕ. К 28 
дню после иммунизации 
во всех группах мышей, получавших вакцину, частота выявления анти-ВГЕ 
составила 100%. Однако в динамике на протяжении эксперимента частота 
выявления анти-ВГЕ и КП различались между группами иммунизированных 
животных. Различия, как правило, носили дозозависимый характер. При им­
мунизации дозой 5 мкг 100% частота выявления анти-ВГЕ происходила толь­
ко на 28 день, тогда как при дозах 10 и 20 мкг — уже к 21 дню. Величина КП 
также возрастала с увеличением дозы вакцины в каждой из анализировавших­
ся временных точек и достигала максимума при дозе 20 мкг.

С целью определения возможности повышения иммуногенности разрабо­
танного вакцинного препарата против ГЕ в состав вакцины вводили препара­
ты, обладающие иммуномодулирующим эффектом. Для проведения исследо­
вания бьши выбраны три адъюванта, обладающие разными механизмами 
действия: 1. алюминия гидроксид, депонирующий антиген, сорбированный 
на нем, и вызывающий местную воспалительную реакцию, что в конечном 
итоге приводит к усилению гуморального иммунного ответа; 2. полиоксидо- 
ний — иммуномодулятор широкого спектра действия, являющийся стимуля­
тором антителообразования, разрешен к медицинскому применению в каче­
стве адъюванта в составе вакцин, для которого продемонстрирована 
способность усиливать иммуногенные свойства разных видов вакцин; 3. глу- 
токсим — иммуностимулирующее средство. Данное соединение, помимо 
иммуномодулирующего действия, способно восстанавливать дисульфидные 
связи и, по-видимому, способствует восстановлению третичной структуры 
белков, в том числе конформационных эпитопов антигенов.

Метод контроля эффективности повышения иммуногенности при при­
менении адъювантов основан на определении методом ИФА дозы препарата 
вакцины (ИД50), вызывающей образование антител к ВГЕ у 50 % мышей.

В табл. 2 приведены концентрации адъювантов, использовавшихся для 
приготовления разведений вакцинных препаратов с дозой антигена, равной 
20 мкг. Из испытуемых образцов готовили ряд последовательных двукратных 
разведений от 1:2 до 1:64. Для разведения использовали плацебо, которое 
представляет собой раствор соответствующего адъюванта, использованного

Величина коэффициента позитивности при определении анти- 
ВГЕ. Планки погрешностей отображают величину относительной 
ошибки.
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при приготовлении вакцин­
ного препарата.

Методом случайной вы­
борки сформировали опыт­
ные и контрольную группы 
по 10 животных в каждой. 
Количество опытных групп 
соответствовало количеству

Т а б л и ц а  2. Состав вакцинных препаратов, использовавшихся 
для изучения повышения иммуногенности вакцины 
против гепатитаЕ

П репарат
С одерж ание 

ан ти гена ВГЕ 
в  дозе препарата

Содерж ание адъю ванта 
в  дозе  препарата

Прототипный вари- 20 мкг/0,5 мл Алюминия гидроксид 
ант вакцины против 0,5 мг/мл
гепатита Е, алюми-

разведений. Мышам опыт­
ных групп внутрибрюшин- 
но вводили по 0,5 мл полу­
ченных разведений образ­
цов препаратов, используя 
одно разведение препарата 
на одну опытную группу.

ния гидроксид 
Прототипный 
вариант вакцины 
против гепатита Е, 
полиоксидоний 
Прототипный 
вариант вакцины 
против гепатита Е, 
глутоксим

20 мкг/0,5 мл Алюминия гидроксид
0,5 мг/мл + полиоксидоний 
1,0 мг/мл

20 мкг/0,5 мл Алюминия гидроксид 
0,5 мг/мл + глутоксим 
10 мг/мл

Мышам контрольной груп­
пы тем же способом вводили плацебо. Через 28 суток животных обескровли­
вали и готовили сыворотку в объеме не менее 0,1 мл. Образцы сывороток,
полученные индивидуально от каждого животного, тестировали на наличие 
антител к вирусу гепатита Е в течение первых 24 часов.

На протяжении 4 недель эксперимента у иммунизированных мышей не 
наблюдали видимых изменений внешнего вида и поведения. Определение 
анти-ВГЕ проводили на 28 день после иммунизации в сыворотках крови мы­
шей во всех группах. Результаты определения анти-ВГЕ в образцах сыворотки 
крови мышей через 28 дней после иммунизации приведены в табл. 3.

На основании выявления анти-ВГЕ в опытных группах были рассчитаны 
значения Ц (отношение числа прореагировавших животных к числу всех им­
мунизированных животных конкретными разведениями препаратов вакцины) 
и ИД50 на 28 день после иммунизации (табл. 3).

Полученные результаты свидетельствуют о достоверном увеличении им­
муногенности вакцины против гепатита Е, определяемой как величина ИД50 
для каждой комбинации вакцины при использовании в качестве адъюванта 
глутоксима в концентрации 10 мг/мл в растворе алюминия гидроксида (0,5 
мг/мл). Увеличение иммуногенности при одной и той же стандартной дозе 
антигена (20 мкг) составило 51,4%. Для композиции вакцины с полиоксидо- 
нием также наблюдали незначительное увеличение иммуногенности. Однако 
оно не было статистически значимым при сравнении с аналогичным показа­
телем, полученным в группе мышей, иммунизированных вакциной с алюми­
ния гидроксидом в качестве адъюванта.

ОБСУЖДЕНИЕ

Оптимальными антигенами для создания вакцины против ГЕ являются 
производные ОРС2 ВГЕ, экспрессированные в клетках бактерий, млекопи­
тающих или насекомых. Целый ряд пептидов, кодируемых как полноразмер­
ной последовательностью ОРС2, так и ее фрагментами показал иммуноген­
ность на мышах и приматах, а также эффективность в предотвращении 
развития инфекции и формирования гепатита после экспериментального за­
ражения, однако при этом во многих случаях наблюдались различия в эффек­
тивности вакцин при проведении челленджа тем же генотипом, на основе 
последовательностей которого была приготовлена вакцина, или другим гено­
типом ВГЕ. К настоящему моменту только две кандидатные вакцины, осно-
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Т а б л и ц а  3. Результаты определения анти-ВГЕ в образцах сыворотки крови мышей на 28 день после имму­
низации различными композициями вакцинного препарата

Группа
№

в группе К ом позиция вакцины Разведение
в акцины

К оличество 
прореагировавш их 

ж ивотны х по отнош ению  
к  общ ем у числу ж ивотны х XL, И Д »

Абсолю тное
число

О тнош ение
Li

1 10 ВГЕ PORF2/ 20 мкг/ цельная 6/10 0,6 1,6 4,26
2 10 алюминия гидроксид 1:2 3/10 0,3
3 10 1:4 3/10 0,3
4 10 1:8 2/10 0,2
5 10 1:16 1/10 0,1
6 10 1:32 1/10 0,1
7 10 1:64 0/10 0
8 10 ВГЕ PORF2/ 20 мкг/ цельная 7/10 0,7 1,7 4,57
9 10 алюминия 1:2 4/10 0,4
10 10 гвдроксид+полиоксидоний 1:4 3/10 0,3
11 10 1:8 2/10 0,2
12 10 1:16 1/10 0,1
13 10 1:32 0/10 0
14 10 1:64 0/10 0
15 10 ВГЕ PORF2/ 20 мкг/ цельная 7/10 0,7 2,3 6,92
16 9 алюминия гидроксид+глутоксим 1:2 3/9 0,3
17 10 1:4 5/10 0,5
18 10 1:8 2/10 0,2
19 10 1:16 2/10 0,2
20 10 1:32 2/10 0,2
21 10 1:64 2/10 0,2
22 10 Плацебо 1 (алюминия — 0/10 0 0 0

гидроксид)
23 10 Плацебо 2 (алюминия гидроксид — 0/10 0 0 0

+ глутоксим)
24 10 Плацебо 3 (алюминия гидроксид — 0/10 0 0 0

+ глутоксим)
25 10 Интактные — 0/10 0 0 0

ванные на капсидном белке вируса — экспрессированный с помощью баку- 
ловирусного вектора белок 56 кДа и экспрессированный в культуре E.coli 
пептид HEV239, дошли до стадии клинических исследований [12,15]. В 2007 г. 
М. Shrestha et al. провели исследования рекомбинантной вакцины против 
гепатита Е в Непале. Эффективность данной вакцины после трехкратной 
иммунизации по результатам двухлетнего наблюдения составила =95% [12], 
однако в дальнейшем прогресса в разработке этой вакцины не наблюдалось.

Вестерн-блотт с другим рекомбинантным пептидом на основе капсидного 
белка ВГЕ, trpE-C2, продемонстрировал способность связываться с антите­
лами к ВГЕ у пациентов с предполагаемой ВГЕ-инфекцией из Азии, Африки 
и Северной Америки, а также у экспериментально зараженных приматов. В 
дальнейшем было показано, что белок trpE-C2 обладает способностью абсор­
бировать анти-ВГЕ из сыворотки крови пациентов в конкурентном тесте с 
флуоресцентными антителами [10]. В небольшом доклиническом исследова­
нии иммуногенности и эффективности вакцины четыре яванских макака 
были двукратно иммунизированы (0 и 34 сут.) двумя дозами (80 мкг) trpE-C2 
с алюминиевыми квасцами в качестве адъюванта; двум животным через две 
недели после второй иммунизации была введена третья доза безадъювантной
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вакцины. У всех четырех животных произошла выработка антител в высоких 
концентрациях, однако у животных, получивших две дозы вакцины, защиты 
против инфекции и развития заболевания при гомологическом (бирманский 
изолят ВГЕ, ГТ1) и негомологическом челлендже (мексиканский изолят ВГЕ, 
ГТ2) не наблюдалось. Из двух животных, получивших 3 дозы вакцины, у одно­
го наблюдалась полная защита против гомологического челленджа, тогда как 
у второго животного после гетерологического челленджа наблюдалась защита 
от развития заболевания, но не от инфекции, что проявлялось присутствием 
РНК ВГЕ в фекалиях и антигена ВГЕ в печени [11]. Это было первое иссле­
дование, в котором была продемонстрирована иммуногенность рекомбинант­
ного белка ОРС2 и его важность в защите от ВГЕ-инфекции.

Исследования другого вакцинного препарата, основанного на фрагменте 
капсидного белка ВГЕ, рЕ2 с алюминиевыми квасцами в качестве адъюванта, 
показали низкую иммуногенность у мышей, что сделало препарат неподходя­
щим для дальнейших исследований [5].

В 2010 F.-C. Zhu et al. провели оценку иммунологической и эпидемио­
логической эффективности рекомбинантной вакцины HEV 239 на более чем 
100 000 здоровых взрослых лиц из китайской провинции Цзянсу — региона, 
эндемичного по ГЕ. После введения третьей дозы вакцины у 100% вакцини­
рованных наблюдалась выработка антител против ВГЕ, при этом у привитых 
лиц в течение года наблюдения не было зарегистрировано случаев гепатита 
[ 15]. В настоящее время данная вакцина одобрена китайской Государственной 
службой надзора за пищей и лекарствами — организацией, не получившей 
сертификат ВОЗ для регулирования и надзора за производством вакцин. Таким 
образом, использование данной вакцины за пределами КНР в настоящее 
время невозможно [Nelson К.Е. et al., 2014].

Проведенные нами исследования на нелинейных мышах продемонстри­
ровали, что отечественный прототипный вариант вакцинного препарата про­
тив ГЕ в эквитерапевтической дозе 20 мкг антигена/мл вызывает выработку 
специфических анти-ВГЕ IgG у 100% иммунизированных животных. 
Полученные данные свидетельствуют о высокой иммуногенности данного 
вакцинного препарата. Применение в композиции экспериментального вак­
цинного препарата иммуномодулятора глутоксима обеспечивало наибольшую 
иммуногенность вакцины против гепатита Е. При содержании антител ВГЕ в 
препарате вакцины, равном 20 мкг, концентрация глутоксима 10 мг/мл дава­
ла увеличение иммуногенности по сравнению со стандартной композицией 
вакцины с той же дозой АГ ВГЕ на 51,4% на 28 день после однократной им­
мунизации.

Таким образом, полученные результаты свидетельствуют о перспектив­
ности дальнейшего изучения протективных свойств данного прототипного 
препарата на восприимчивых к ВГЕ животных — домашних свиньях и при­
матах.

Проект осуществлен при финансовой поддержке Министерства образования и науки 
Российской Федерации, уникальный идентификатор проекта RFMEFI60414X0064.
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ОСОБЕННОСТИ ЦИРКУЛЯЦИИ ВИРУСА ГЕПАТИТА С В ХАБАРОВСКОМ 
КРАЕ
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Цель. Изучить интенсивность циркуляции ВГС на территории Хабаровского края и 
генетические варианты вируса, циркулирующие в регионе. Материалы и методы. 
Исследованы 940 образцов сыворотки крови, полученных от лиц с неустановленными 
факторами риска инфицирования ВГС в поликлинике Дальневосточного окружного 
Центра по профилактике и борьбе со СПИД (Хабаровск). В исследование были включены 
лица следующих возрастных групп: 1 — 4 лет, 5 — 9 лет, 10 — 14 лет, 15 — 19 лет, 20 — 29 
лет, 30 — 39 лет, 40 — 49 лет, 50 — 59 лет, старше 60 лет; каждая группа включала около 100 
человек. Во всех образцах определяли анти-ВГС, в положительных по анти-ВГС — опре­
деляли РНК ВГС. Для реконструкции истории распространения ВГС в Хабаровском крае 
был проведен филогенетический анализ с временной шкалой для выявленных геновари- 
антов ВГС. Деревья были построены с помощью пакета программ BEAST vl.8.2 по двум

43



участкам генома—core (1043 п.о.) и NS5B (389 п.о.). Результаты. Средняя распространен­
ность анти-ВГС среди обследованных лиц составила 9,3% (87/940). Доля лиц с текущей 
ВГС-инфекцией (с наличием РНК ВГС) составила 4,2% (39/940). Резкий подъем распро­
страненности ВГС наблюдался, начиная с возрастной группы 20 — 29 лет, где частота 
выявления анти-ВГС составила 13,1% (13/99), что в 6 раз выше по сравнению с предыду­
щей возрастной группе 15 — 19 лет (2,2%, р<0,01). Наибольшая частота выявления мар­
керов ВГС наблюдалась в возрастной группе 40 — 49 лет (20,8% и 9,4% для анти-ВГС и 
РНК ВГС соответственно). Частота выявления анти-ВГС и РНК ВГС в группе 30 — 39 лет 
составила 20,2% и 8,9% соответственно, среди лиц старше 60 лет — 16,8% и 7,4% соот­
ветственно. Генотип lb был определен для 64,2% изолятов ВГС, 28,3% изолятов относились 
к генотипу За, и три изолята были единичными представителями генотипов 1а, 2а и 2с. 
Генотип lb был занесен на территорию Хабаровского края порядка 55 — 65 лет назад из 
Японии и США, примерно на 15 лет позднее—генотип За. Импортирование новых штам­
мов ВГС генотипа За из Европы происходило многократно, эти штаммы встречаются на 
всей территории России. Заключение. Полученные результаты продемонстрировали ши­
рокое распространение ВГС в Хабаровском крае, сформировавшееся в результате дли­
тельной циркуляции вируса в регионе.

Журн. микробиол., 2017, № 3, С. 43—51

Ключевые слова: вирус гепатита С (ВГС), анти-ВГС, возрастные когорты, популяционные 
исследования, генотипы ВГС
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Aim. Study the intensity of circulation of HCV in Khabarovsk Region and genetic variants of 
the virus circulating in the region. Materials and methods. 940 sera samples obtained from indi­
viduals with unestablished risk factors for HCV infection in polyclinic of the Far-Eastern Regional 
Centre for Prophylaxis and Control of AIDS (Khabarovsk) were studied. Individuals of the fol­
lowing age groups were included into the study: 1 — 4,5 — 9,10 — 14,15 — 19,20 — 29,30 — 39, 
40 — 49,50 — 59, older than 60 years; each group included approximately 100 individuals. Anti- 
HCV was determined in all the samples, HCV RNA was determined in samples positive for anti- 
HCV. Phylogenetic analysis with a time scale for the detected genovariants of HCV was carried 
out for reconstruction of the history of prevalence of HCV in Khabarovsk Region. Trees were 
constructed using BEAST vl.8.2 program by 2 genome sequences — core (1043 bp) and NS5B 
(389 bp). Results. The mean prevalence of anti-HCV among the examined individuals was 9.3% 
(87/940). The proportion of individuals with a current HCV-infection (presence of HCV RNA) 
was 4.2% (39/940). A sharp increase of HCV prevalence was observed beginning from the age 
group 20 — 29, where frequency of anti-HCV was 13.1% (13/99) that is 6 times higher compared 
with the previous age group of 15 — 19 (2,2%, p<0.01). The highest frequency of detection of HCV 
markers was observed in the age group 40 — 49 (20.8 and 9.4% for anti-HCV and HCV RNA, 
respectively). The frequency of detection of anti-HCV and HCV RNAin the 30-39 group was 20.2 
and 8.9%, respectively, and among individuals olderthan 60—16.8 and 7.4%, respectively. Genotype 
lb was determined for 64.2% of HCV isolates, 28.3% of isolates belonged to genotype 3a, and 3 
isolates were similar to genotype la , 2a and 2c members. Genotype lb  was introduced into 
Khabarovsk Region around 55 — 65 years ago from Japan and the USA, around 15 years later — 
genotype 3a. Importation of novel HCV genotype 3a strains from Europe took place many times, 
these strains are present across the whole Russia. Conclusion. The data obtained have demon­
strated high prevalence of HCV in the Khabarovsk Region, that has formed due to a prolonged
circulation of the virus in the region.
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ВВЕДЕНИЕ

Гепатит С (ГС) остается одной из важнейших медико-социальных проблем 
здравоохранения во многих странах мира, в том числе и в Российской 
Федерации, что обусловлено значимым социально-экономическим ущербом, 
повсеместным распространением, тяжестью течения и активным вовлечени­
ем в эпидемический процесс лиц репродуктивного и трудоспособного возрас­
та [2, 7]. Согласно оценкам ВОЗ, на данный момент количество инфициро­
ванных вирусом гепатита С (ВГС) достигает 130 — 200 миллионов человек. 
Около 350 000 человек ежегодно умирают от последствий гепатита С. ВГС 
является распространенной вирусной инфекцией в РФ, по материалам 
Государственного статистического наблюдения в 2015 году заболеваемость 
хроническим гепатитом С (ХГС) составила 39,9 на 100 тыс. нас., в 2015 году
— 38 на 100 тыс. нас. Хабаровский край является одним из неблагополучных 
по ВГС-инфекции регионов РФ, заболеваемость ХГС на этой территории на 
протяжении многих лет превышает среднероссийские показатели. Очевидно, 
что регистрируемая заболеваемость ХГС отражает только часть реальной кар­
тины распространенности ВГС в России и на ее отдельных территориях, в том 
числе в Хабаровском крае. Такое предположение основано на преимуществен­
но бессимптомном и субклиническом характере течения ВГС-инфекции на 
протяжении многих лет, что приводит к ускользанию большого числа случаев 
инфекции от регистрации. Такая ситуация характерна не только для России, 
во многих странах мира, по разным оценкам, от 40 до 80% инфицированных 
ВГС лиц в настоящее время не выявлены и не знают о своем статусе [10]. 
Ранняя диагностика и своевременная терапия ХГС являются наиболее пер­
спективной стратегией в борьбе с эпидемией данной инфекции [6]. 
Сероэпидемиологические популяционные исследования необходимы для 
оценки истинной распространенности ВГС и понимания эпидемиологических 
особенностей инфекции на разных территориях. Целью данного исследования 
являлось определение распространенности маркеров инфицирования ВГС 
среди условно здорового населения Хабаровского края и изучение генетиче­
ских вариантов вируса, циркулирующих в регионе.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Исследованы 940 образцов сыворотки крови, полученные от лиц с неуста­
новленными факторами риска инфицирования, проживающими в Хабаров­
ском крае и проходившими рутинное обследование в поликлинике 
Дальневосточного окружного Центра по профилактике и борьбе со СПИД 
(Хабаровск). В исследование были включены лица следующих возрастных 
групп: 1 — 4 лет, 5 — 9 лет, 10 — 14 лет, 15 — 19 лет, 20 — 29 лет, 30 — 39 лет, 40
— 49 лет, 50 — 59 лет, старше 60 лет; каждая группа включала около 100 чело­
век. Соотношение мужчин и женщин составило 1:1,12 (47,1 и 52,9% соответ­
ственно). От всех участников было получено информированное согласие на 
проведение исследования.

Антитела к ВГС (анти-ВГС) определяли методом иммуноферментного 
анализа с использованием тест-системы «ИФА-АНТИ-HCV» (НПО  
«Диагностические системы»). Все положительные случаи выявления анти-ВГС
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были подтверждены методом ИФА на наличие антител к структурным и не­
структурным белкам ВГС с использованием тест-системы «ДС-ИФА-АНТИ- 
HCV-CITEKTP-GM» (НПО «Диагностические системы»).

Во всех образцах сывороток крови, положительных по анти-ВГС, опреде­
ляли РНК ВГС в полимеразной цепной реакции с обратной транскрипцией 
(ОТ-ПЦР) с использованием праймеров к 5’-нетранслируемой области (5’- 
НТО). Праймеры для детекции представлены в табл. Выделение нуклеиновых 
кислот проводили с помощью набора «QIAamp Viral RNA Mini Kit», «QIAgen 
GmbH» по протоколу производителя из образцов сыворотки крови объемом 
140 мкл. Условия первого раунда ПЦР, совмещенного с обратной транскрип­
цией, были следующими: 42°С — 60 мин., 94°С — 2 мин, затем 35 циклов ПЦР: 
денатурация при 94°С — 30 сек., отжиг при 55°С — 30 сек. и удлинение цепи 
при 72°С — 45 сек.; финальная элонгация — 72°С — 7 мин. Условия второго 
раунда ПЦР были теми же. Детекцию продукта второй ПЦР величиной 207 
п.н. проводили методом электрофореза в 2% агарозном геле.

Для определения генотипа ВГС амплифицировали и секвенировали два 
участка вирусного генома — core и фрагмент участка NS5B с праймерами 
(табл.). Обратную транскрипцию и амплификацию участков геномов core и 
NS5B проводили с помощью наборов Transcriptor First Strand cDNA Synthesis 
Kit и Fast Start High Fidelity PCR System (Roche) согласно протоколу произво­
дителя. Для амплификации участка core условия обоих раундов ПЦР были 
следующими: 94°С — 5 мин, затем 35 циклов денатурации при 94°С — 45 мин, 
отжига при 55°С — 45 сек и удлинение цепи при 72°С — 90 сек, финальная 
элонгация — 72°С — 7 мин. Размер полученного фрагмента — 1043 п.н.

Условия одностадийной ПЦР для амплификации области NS5B генома 
ВГС были следующие: 94°С — 5 мин, затем 40 циклов денатурации 94°С — 30 
сек., отжига при 55°С — 30 сек. И удлинение цепи при 72°С — 45 сек, финаль­
ная элонгация при 72°С — 7 мин. Размер полученного фрагмента 398 нт.

Продукты амплификации вырезали из геля и выделяли из агарозного геля 
с помощью набора «QIAquick Gel Extraction kit» (QIAGEN). Первичную ну­
клеотидную последовательность определяли на автоматическом секвенаторе 
3130 Genetic Analyzer (ABI). На основании полученных последовательностей 
было построено филогенетическое дерево с временной шкалой. Для этого 
использовали пакет программ BEAST vl.8.2, алгоритм которых основан на 
Bayesian Markov chain Monte Carlo method. Деревья были построены для двух

Праймеры, использованные для амплификации фрагментов генома ВГС

У часток геном а ВГС П оследовательность П олож ение Н аправление
П олож ение 
в  геноме*

5-НТО 5’- ctg tga gga act act gtc tt -3’ Внешний Прямой 45-64
5’- tat cag gca gta cca caa gg -3’ Внешний Обратный 275-298
5’- ttc acg cag aaa gcg tct ag -3’ Внутренний Прямой 63-82
5’- acc caa cac tac teg get ag -3’ Внутренний Обратный 250-269

core 5’- get age ega gta gtg ttg gg -3’ Внешний Прямой 249-268
5’- acc agt tea tea tea tat yee -3’ Внешний Обратный 1300-1320
5’- gaa agg cct tgt ggt act gc -3’ Внутренний Прямой 273-292
5’- ttc ate ate ata ttc cat gcca -3’ Внутренний Обратный 1294-1315

NS5B 5’- ttc ter tat gay acc ege tgy ttt ga -3’ — Прямой 8250-8275
5’- tac ctv gtv ata gcc tcc gtg aa -3’ - Обратный 8616-8638

П р и м е ч а н и е. * Нумерация нуклеотидных позиций приведена по прототипному изоляту ВГС, 
штамм H77, генотип 1а (номер в базе данных GenBank AF011753).
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фрагментов: core и NS5B. Скорость мутации в соте — 6,5х10'4замен на сайт в 
год, NS5b — 1,Зх10'3 замен на сайт в год. Были использованы: модель SRD06 
[11], Constant population size model и relaxed clock — для последовательностей 
участка core, и Exponential growth — для последовательностей участка NS5B. 
Запуск был сделан для 100 млн генераций. В Tracer vl .6 было оценено качество 
постановки (ESS>200).Bce запуски были сделаны в двух повторах. Деревья 
были анатированы в TreeAnnotatorv. 1.8.3, первые 10% были отброшены когда 
были построены Maximum Clade Credibility (МСС) деревья. Для визуализации 
использовались igTreev. 1.4.2. и CorelDRAWХ7.

Статистическая обработка данных проведена с использованием вариаци­
онной статистики с помощью стандартной программы EXCEL 2010 и про­
граммы статистической обработки данных GraphPadPism 4. Статистическая 
обработка данных включала: выявление достоверности различий средних 
значений показателей в сравниваемых группах с использованием критерия 
Хи-квадрат (различия оценивались как достоверные при вероятности 95%
— р<0,01).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Поданным официальной статистики, на момент сбора образцов сыворот­
ки крови (2008 год) заболеваемость острым гепатитом С (ОГС), отражающая 
новые случаи заражения, в регионе не превышала среднероссийский показа­
тель (1,5 и 2,8 на 100 тыс. нас. соответственно). Заболеваемость ХГС в 
Хабаровском крае в 2008 г. составила 59,1 на 100 тыс. нас., что в 1,5 раза выше 
среднего показателя по РФ в этом же году (39,1 на 100 тыс.). Анализ много­
летней динамики показал, что, как и в РФ в целом, в Хабаровском крае на­
блюдается тенденция к снижению заболеваемости ОГС. Однако на протяже­
нии 10 лет (с 2005 по 2015 гг.) в регионе отмечаются высокие показатели 
заболеваемости ХГС, превышающие в среднем в 1,5 раза заболеваемость ХГС 
в РФ. Наибольшая заболеваемость ХГС в Хабаровске была зарегистрирована 
в 2010 году и составила 62,7 на 100 тыс. нас. За последние пять лет наблюда­
ется тенденция к некоторому снижению заболеваемости ХГС в Хабаровском 
крае, в 2015 году этот показатель составил 46,5 на 100 тыс. нас. (в РФ — 38 на 
100 тыс. нас.).

По результатам проведенного серологического исследования общая рас­
пространенность анти-ВГС в обследованной когорте составила 9,3% (87/940). 
Наибольшая частота выявления анти-ВГС наблюдалась в возрастной группе 
40 — 49 лет и составила 20,8 % (20/96), 30 — 39 лет — 20,2 % (18/89), лиц стар­
ше 60 лет— 16,8% (16/95). В возрастной группе 50 — 59 лет происходит стати­
стически значимое снижение частоты выявления анти-ВГС по сравнению с 
предыдущей возрастной группой 40 — 49 лет (8,2% против 20,8%, р<0,01), и 
подъем до 16,8% среди лиц старше 60 лет.

Обращает на себя внимание возрастная группа лиц 20 — 29 лет, где частота 
выявления анти-ВГС составила 13,1% (13/99), что в 6 раз выше по сравненик 
с частотой выявления анти-ВГС в предыдущей возрастной группе 15 — 19 лет 
(2,2%, 2/90). В детских и подростковых возрастных группах частота выявления 
анти-ВГС варьирует от 1,0 до 3,8%, что достоверно ниже по сравнению сс 
взрослыми возрастными группами (р<0,01).

Доля лиц с текущей ВГС-инфекцией (положительный результат выявления 
РНК ВГС) в обследованной когорте составила 4,2% (39/940). Наибольшая 
частота выявления РНК ВГС наблюдалась в возрастных группах 40 — 49 лет 
(9,4%, 9/96), 30 -  39 лет (8,9%, 8/89) и 20 -  29 лет (8,1%, 8/99). Также высокая
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частота выявления РНК ВГС отмечена среди лиц старше 60 лет — 7,4% (7/95) 
и в группе 50 — 59 лет — 5,1% (5/98). Аналогично анти-ВГС, статистически 
достоверный подъем частоты выявления РНК ВГС происходит, начиная с 
возрастной группы 20 — 29 лет (р<0,01).

Среди детей в возрасте 1—4 года большинство случаев анти-ВГС не сопро­
вождалось выявлением РНК ВГС (3,8% против 0,5%), что свидетельствует о 
перенесенной инфекции или сохранившихся материнских антителах. В старших 
детских группах, до 14 лет включительно, не выявлено ни одного случая теку­
щей ВГС-инфекции, подтвержденной обнаружением РНК ВГС. Среди под­
ростков 15 — 19 лет и среди взрослых лиц около половины случаев выявления 
анти-ВГС сопровождалось детекцией РНК ВГС, что указывало на текущую 
инфекцию. Среди взрослого населения доля лиц с предполагаемой перенесен­
ной инфекцией (наличие анти-ВГС при отсутствии выявляемой РНК ВГС) 
варьировала от 38 — 39% в группах 50 — 59 лет и 20 — 29 лет соответственно до 
64 — 66% в группах старше 60 лет, 40 — 49 лет и 30 — 39 лет соответственно.

Анализ генотипического разнообразия выявленных изолятов ВГС про­
демонстрировал доминирование в Хабаровском крае генотипа lb (64,1%, 
25/39). Доля субтипа За составила 28,2% (11/39). Генотип За не был выявлен 
среди лиц старше 50 лет, тогда как генотип lb бьш представлен во всех воз­
растных группах. Три изолята были единичными представителями генотипов 
1а, 2а и 2с. Средний возраст лиц с субтипом lb составил 42,3±3,3 лет, лица с 
субтипом За были несколько моложе (38,3+2,6 лет), однако различия не были 
статистически достоверными.

Для реконструкции истории распространения ВГС в Хабаровском крае 
нами бьш проведен филогенетический анализ с временной шкалой выяв­
ленных геновариантов вируса. Для более точной реконструкции заносов в 
качестве референсных образцов были использованы как последовательности, 
взятые из GenBank, так и российские изоляты из 5 регионов РФ (Москва, 
Ростов, Тыва, Якутия, Свердловск), выделенные также в 2008 году. Деревья 
были для наибольшей информативности построены по двум участкам генома 
— core (1043 п.о.) и NS5B (389 п.о.). Результаты анализа двух фрагментов ге­
нома ВГС дали сходные результаты.

В результате было установлено, что генотип 2а бьш занесен в регион около 
40 лет назад из Японии, 2с — 45 лет назад из Европы, 1а — из Европы около 35 
лет назад. Наиболее распространенный генотип lb бьш занесен на данную тер­
риторию порядка 55 — 65 лет назад из Японии и США, В дальнейшем ряд 
штаммов генотипа lb закрепились на данной территории, а другие вышли за 
пределы края и распространяются в других регионах Российской Федерации.

Генотип За многократно заносился на данную территорию из различных 
регионов мира — Индии и Пакистана, Японии, Европы. Индийско- 
пакистанский штамм бьш занесен в Хабаровский край около 50 лет назад и 
сейчас, скорее, распространен в Республике Тыва. Японский штамм появил­
ся сравнительно недавно, порядка 25 лет назад. Он одновременно попал на 
территорию Якутии, Ростова и Хабаровска. Импортирование новых штаммов 
ВГС генотипа За из Европы происходило многократно, эти штаммы встреча­
ются на всей территории России.

ОБСУЖДЕНИЕ

Основной задачей исследования являлось определение распространен­
ности ВГС среди населения Хабаровского края и выявление возрастных групп, 
наиболее пораженных этой инфекцией. Данная информация необходима для
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уточнения когорт, в которых целесообразно сосредоточить скрининговые 
программы, направленные на наиболее полное выявление инфицированных 
ВГС лиц. Аналогичные исследования, проведенные в США, продемонстри­
ровали наиболее высокую частоту выявления анти-ВГС (до 4,3%, что в 5 раз 
превышает показатель в общей популяции) в группе лиц, рожденных между 
1945 и 1965 гг. [5]. Это в итоге привело к появлению рекомендаций по скри­
нингу на анти-ВГС для данного поколения и смещению ориентированности 
скрининговых программ от групп риска к возрастным когортам [8,12].

По данным официальной регистрации заболеваемости в РФ наиболее вы­
сокий показатель заболеваемости ГС в целом по стране регистрируется в воз­
растной группе 30 — 39 лет, на долю которой приходится 32% всех состоящих 
на учете больных ГС. Второе место по показателю заболеваемости ХГС в боль­
шей части округов занимают лица в возрасте 20 — 29 лет, на долю которых 
приходится около 24% от всех больных ХГС. Однако в Дальневосточном 
Федеральном округе второе место по заболеваемости ХГС занимает возрастная 
группа 40 — 49 лет, которая по всем остальным округам РФ занимает лишь 
третье место по распространенности и на ее долю приходится 17 — 23% от всех 
больных ХГС [1].

Результаты данного популяционного исследования указывают на наи­
большую распространенность ВГС среди лиц в возрасте от 30 до 49 лет. В 
следующей возрастной группе 50 — 59 лет частота выявления маркеров ВГС 
снижается в два раза и снова возрастает среди лиц старше 60 лет. Такое рас­
пределение маркеров ВГС позволяет предполагать существование в регионе 
двух моделей передачи ВГС. Всего выделяют три модели передачи ВГС на 
основании данных по сероэпидемиологии ВГС. В странах, для которых харак­
терна первая модель (США, Австралия), большинство случаев инфекции вы­
являют среди лиц в возрасте 30 — 49 лет, заразившихся в относительно не­
давнем прошлом (10 — 30 лет назад). В странах, для которых характерна вторая 
модель передачи ВГС (Япония, Италия), большинство случаев заражения 
регистрируют среди пожилых лиц, инфицированных, по-видимому, в отда­
ленном прошлом. В странах с третьей моделью распространения ВГС (Египет) 
высокие показатели инфицированности наблюдаются во всех возрастных 
группах, что указывает на сохраняющийся риск передачи ВГС. В странах с 
первой моделью передачи вируса инъекционная наркомания является доми­
нирующим фактором риска, тогда как при второй и третьей моделях передачи 
ВГС основную роль в распространении вируса играют небезопасные инъекции 
и контаминированное оборудование, применяемое при медицинских мани­
пуляциях [13]. Применительно к полученным в нашем исследовании данным 
такая классификация позволяет отнести Хабаровский край сразу к двум пер­
вым моделям передачи вируса.

Полученные в данном исследовании результаты выявления ВГС в различ­
ных возрастных когортах населения Хабаровского края свидетельствуют о 
высокой степени пораженности инфекцией практически всех возрастных 
групп в интервале от 20 лет до >60 лет. При этом, согласно данным анкетиро­
вания, никто из обследованных лиц, у которых были выявлены маркеры ГС, 
не знал о своем статусе. Разумеется, обследованную когорту нельзя рассма­
тривать как репрезентативную для условно здорового населения Хабаровского 
края. Поскольку данная когорта формировалась из лиц, проходящих рутинное 
лабораторное обследование в поликлинике Дальневосточного окружного 
Центра по профилактике и борьбе со СПИД, наряду с беременными и паци­
ентами, проходящими обследование перед плановыми хирургическими вме­
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шательствами, в нее могли войти и пациенты с хроническими заболеваниями 
печени неясной этиологии, а также пациенты различных групп риска (потре­
бители наркотиков и лица, практикующие опасные сексуальные связи). Тем 
не менее, результаты, полученные в данной когорте среди взрослого населения 
Хабаровского края, в несколько раз превышают условный показатель, при­
меняемый для дифференциации средней и высокой распространенности ВГС 
в мире, равный 3,5% [9].

Обращает на себя внимание относительно невысокая частота выявления 
маркеров ГС среди детей и подростков при столь широкой распространен­
ности ВГС среди взрослого населения. Резкий подъем частоты выявления 
ВГС-инфекции происходит, начиная с лиц возрастной группы 20 — 29 лет. 
По-видимому, в распространение инфекции в регионе основной вклад дают 
факторы риска и пути передачи, характерные для взрослых лиц, в первую 
очередь, инъекционная наркомания. Так, в 2000 г. общая заболеваемость 
наркоманией в Хабаровском крае превышала общероссийский показатель на 
40%, при этом в общей структуре заболеваемости наркоманией 76% при­
ходится на опиоидную инъекционную наркоманию [4]. Косвенно на вклад 
инъекционной наркомании в распространении ВГС в регионе указывает рас­
пространенность инъекционной передачи ВИЧ. По данным Центра по про­
филактике и борьбе со СПИД и инфекционными заболеваниями Министер­
ства здравоохранения Хабаровского края, в период с 1992 по 2006 годы 
показатель наркотической передачи ВИЧ-инфекции составлял в среднем 
68,9%, к 2012 году данный показатель снизился и в среднем составляет 
51,6%.

Для понимания причин столь широкого распространения ВГС в обследо­
ванной когорте и для реконструкции истории распространения ВГС в 
Хабаровском крае нами бьш проведен филогенетический анализ с временной 
шкалой для выявленных геновариантов вируса. Распределение генотипов ВГС 
среди выявленных в данном исследовании штаммов соответствовало описан­
ному ранее в дальневосточном регионе [3] — доминировал генотип lb, не­
сколько реже встречался генотип За, генотипы 1а и 2 представлены единич­
ными изолятами. Предположение о том, что в разных возрастных группах 
циркулируют разные генотипы ВГС не подтвердилось — генотипы lb и За 
встречались во всех возрастных группах, и средний возраст лиц, инфициро­
ванных этими генотипами, достоверно не отличался.

Филогенетический анализ со временной шкалой, проведенный для вы­
явленных в регионе штаммов ВГС, показал, что неоднократные заносы разных 
генотипов ВГС на территорию Хабаровского края происходили в XX веке в 
разные временные интервалы, первым в регион попал и распространился 
генотип lb, примерно на 15 лет позднее — генотип За. В Хабаровском крае для 
обоих доминирующих в регионе генотипов ВГС ( lb и За) характерно наличие 
родственных штаммов, эволюционировавших на одной территории на про­
тяжении нескольких десятков лет, а также присутствие отдельных вариантов, 
связанных с циркулирующими в других регионах России и мира штаммами 
вируса. Формирование и распространение специфичных для Хабаровского 
края штаммов ВГС генотипов lb и За указывает на длительный и интенсивный 
эпидемический процесс ВГС-инфекции в регионе, приведший к высокому 
уровню инфицированности населения региона.

Таким образом, полученные результаты продемонстрировали широкое 
распространение ВГС в Хабаровском крае, сформировавшееся в результате 
длительной циркуляции вируса в регионе. Для понимания эпидемиологиче­
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ской ситуации по ГС в регионе необходимы сероэпидемиологические иссле­
дования, включающие в себя большие когорты условно здорового населения
всех возрастных групп.

Исследование выполнено за счет гранта Российского научного фонда (проект № 15-15-
30039).
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РЕКОМБИНАНТНЫЕ АНТИГЕНЫ PSEUDOMONAS AERUGINOSA: ВЛИЯ­
НИЕ НА ИММУННЫЙ ОТВЕТ У МЫШЕЙ

НИИ вакцин и сывороток им. И.И. Мечникова

Цель. Исследование влияния рекомбинантных антигенов Р. aeruginosa на ключевые 
эффекторы иммунной системы. Материалы и методы. Мышам внутрибрюшинно вводи­
ли по 25 мкг OprF и 50 мкг анатоксина, сорбированных на геле гидроксида алюминия, с 
интервалом в 2 недели. Через 7 дней после последней иммунизации у животных оцени­
вали субпопуляционную структуру лимфоцитов селезенок методом проточной цитометрии. 
Уровень цитокинов в сыворотках мышей после однократной иммунизации реком­
бинантными антигенами OprF и анатоксином исследовали через 4, 8, 24 час и 14 суток 
методом проточной цитометрии при помощи тест-системы FlowCytomix Mouse ТЫ ДЬ2 
10 plex. Результаты. Рекомбинантные антигены OprF и анатоксина оказывали влияние 
на молекулярно-клеточные механизмы иммунного ответа, приводящие к изменению 
уровня экспрессии дифференцировочных и активационных молекул, а также синтеза ТЫ/ 
Th2/Thl7/Th21 /Th22 цитокинов у мышей, необходимых для эффективной презентации 
антигена. Заключение. Комплекс рекомбинантных OprF и анатоксина способствовал 
формированию полноценного иммунного ответа против синегнойной палочки.

Журн. микробиол., 2017, № 3, С. 52—58

Ключевые слова: Pseudomonas aeruginosa, белокF наружной мембраны (OprF), анатоксин, 
рекомбинантный белок, иммунофенотип, цитокины
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RECOMBINANT ANTIGENS OF PSEUDOMONAS AERUGINOSA: EFFECT ON IM­
MUNE RESPONSE IN MICE

Mechnikov Research Institute of Vaccines and Sera, Russia

Aim. Study the effect of recombinant antigens of P. aeruginosa on key effectors of the immune 
system. Materials and methods. Mice were immunized intraperiotoneally with 25 pg of OprF and 
50 pg of anatoxin sorbed on aluminium hydroxide gel with a 2 week interval. 7 days after the last 
immunization spleen lymphocyte subpopulation structure was evaluated by flow cytometry. Cytokine 
levels in mice sera were studied after a single immunization with recombinant OprF and anatoxin 
at 4, 8, 24 hours and 14 days by flow cytometry using FlowCytomix Mouse Thl/Th2 10 plex. 
Results. OprF recombinant antigens and anatoxin affect molecular-cell mechanisms of immune 
response resulting in alteration of expression of differentiating and activating molecules as well as 
synthesis of Th 1/Th2/Th 17/Th21/Th22 cytokines in mice that are necessary for effective presen­
tation of the antigen. Conclusion. Complex of recombinant OprF and anatoxin facilitated forma­
tion of complete immune response against pseudomonas.

Zh. Mikrobiol. (Moscow), 2017, No. 3, P. 52—58

Key words: Pseudomonas aeruginosa, outer membrane protein F, anatoxin, recombinant protein, 
immune phenotype, cytokines

ВВЕДЕНИЕ

Бактерия Pseudomonas aeruginosa — грамотрицательная палочка, относя­
щаяся к семейству Pseudomonadaceae, условный патоген, способный вызывать 
заболевания у людей, животных и растений. Она имеет важное медицинское
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значение вследствие своей убиквитарности, широкой антибиотикорезистент- 
ности, а клиническое течение патологии, вызванной данным возбудителем, 
характеризуется полиорганностью поражения (кожа, подкожная клетчатка, 
мочевыводящие пути, ЖКТ, ЦНС и др.) [4].

Инфекции, вызванные синегнойной палочкой, зачастую встречаются у 
иммунокомпрометированных лиц либо осложняют течение предсуществующей 
острой (ожоговая болезнь) или хронической (муковисцидоз) болезни [7,10].

В настоящее время проводятся исследования различных факторов виру­
лентности Р. aeruginosa, изучаются новые пути введения вакцин (пероральный, 
назальный), разрабатываются модели рекомбинантных вакцин нового по­
коления [6]. Но результаты клинических испытаний вакцин против синегной­
ной инфекции, проводимых во всем мире, не подтверждают их высокую эф­
фективность, которая могла бы обеспечить защиту от Р. aeruginosa [11].

Причины неудач остаются не вполне ясными. Один из факторов, мешаю­
щих организму выработать эффективный иммунный ответ на вакцинацию 
— способность синегнойной палочки изменять фенотип при росте в организ­
ме. Так, положить начало колонизации дыхательных путей может бактерия 
немукоидного фенотипа с низкой продукцией альгината, а затем изменить 
фенотип в сторону его гиперпродукции с образованием биопленки, но скуд­
ным синтезом цепей О-антигена [12].

Белки наружной мембраны — одни из наиболее многообещающих в каче­
стве компонентов кандидатных вакцин благодаря возможности получения их 
генно-инженерным методом и генетической либо химической модификаци­
ей [ 11 ]. Современная технология белков располагает методами конъюгирова- 
ния между собой и с веществами отличной химической природы, например, 
полисахаридами. Методы генной инженерии позволяют синтезировать в 
клетках определенные антигены с заранее заданными свойствами, и в на­
стоящее время с применением этих методов разрабатываются вакцины против 
Р. aeruginosa и исследуются иммуногенные свойства кандидатных препаратов 
[2, 5, 6, 9].

Ранее получены и исследованы рекомбинантный белок наружной мембра­
ны (OprF) [1] и рекомбинантная делеционная атоксическая форма экзоток­
сина А (анатоксин) [3], которые обладали протективной активностью, защи­
щая животных от живой вирулентной культуры Р. aeruginosa. При этом 
подобрана оптимальная схема введения препаратов и оптимальные иммуни­
зирующие дозы, а также показано, что использование обоих рекомбинантных 
белков в комплексе приводило к аддитивному эффекту [2].

В настоящее время индукция иммунного ответа под воздействием 
Р. aeruginosa, а также клеточные и молекулярные события, вызванные анти­
генными компонентами этого патогена, остаются мало охарактеризованными. 
Поэтому целью нашего исследования явилось изучение влияния ре­
комбинантных антигенов Р. aeruginosa на ключевые эффекторы иммунной 
системы.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В качестве препарата исследования использовали комплекс очищенных 
рекомбинантных белков (рекомбинантный белок наружной мембраны и ре­
комбинантный анатоксин), получение и очистка которых описана в предыду­
щих исследованиях [2]. Для иммунизации препарат рекомбинантных белков 
смешивали в равных весовых долях с гелем гидроксида алюминия (НПО 
«Микроген»), разводили в фосфатно-солевом буфере (ФСБ) и проводили
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сорбцию в течение 12 часов при температуре 4°С. Вакцинный препарат вво­
дили мышам-самкам линии BALB/c весом 14 — 16 г внутрибрюшинно в 
объеме 0,5 мл.

Суспензию мононуклеарных лейкоцитов (МЛ) получали, гомогенизируя 
селезенку в 5 мл среды RPMI 1640 (ПанЭко, Россия). Клетки осаждали цен­
трифугированием с ускорением 250 g при температуре 4°С в течение 10 минут. 
Осадок ресуспендировали и удаляли эритроциты гипотоническим шоком: к 
осадку добавляли 900 мкл дистиллированной воды и перемешивали 10 сек, 
затем добавляли 100 мкл 10-кратного раствора Хэнкса (МПБП, Россия). После 
лизиса эритроцитов спленоциты осаждали и дважды отмывали средой 
RPMI-1640. Подсчет живых и мертвых клеток проводили в камере Горяева, 
используя 0,1% раствор трипанового синего в 0,9% растворе NaCl.

Оценку субпопуляционной структуры лимфоцитов селезенки мышей осу­
ществляли методом проточной цитометрии с применением моноклональных 
антител против соответствующих антигенов различных субпопуляций лим­
фоцитов. Через 7 дней после последней иммунизации у животных забирали 
селезенки в соответствии с «Правилами проведения работ с эксперименталь­
ными животными» для последующего получения лимфоцитов. Клетки от­
мывали холодным ФСБ с 1% фетальной телячьей сывороткой (ФТС) и окра­
шивали согласно инструкции производителя (Caltag Laboratories, США) 
меченными флюорохромом моноклональными антителами к поверхностным 
клеточным маркерам (CD3, CD4, CD8, CD 19, МНС II, меченные FITC; CD25, 
NK1.1 (CD16/CD32) — РЕ). Затем клетки отмывали 2 раза холодным ФСБ с 
1% ФТС. Результаты учитывали на проточном цитометре FC-500 (Beckman 
Coulter, США). Гейт (окно) популяции клеток устанавливали на основе ком­
бинации прямого и бокового светорассеяния и размера клеток. При учете 
результатов подсчитывали 5000 клеток в гейте. Статистическую обработку 
материала проводили при помощи программного пакета WinMDI 2.8.

Уровень цитокинов в сыворотках и супернатантах селезенок мышей 
определяли на проточном цитометре FC-500 (Beckman Coulter, США) при 
помощи тест-системы FlowCytomix Mouse T h l/rh2 10 plex с использованием 
шариков, сенсибилизированных моноклональными антителами к цитокинам 
(GM-CSF, INF-у, IL-1J3, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-17, TN F-a), eBio- 
science (США).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Комплекс рекомбинантных OprF и анатоксина в дозах 25 мкг и 50 мкг 
вводили самкам мышей BALB/c. Через 4 часа, 8 часов, 24 часа и 14 дней после 
иммунизации по десять мышей использовали для тотального забора крови с 
целью получения групповых пулов сыворотки крови. В качестве контрольной 
сыворотки использовали пул сывороток крови, отобранной у десяти мышей 
до иммунизации.

Уровень TNF-a в сыворотке крови мышей до введения рекомбинантных 
белков (0 ч) составлял 4,53 пг/мл. Введение препарата способствовало посте­
пенному повышению уровня TNF-a, который достигал максимальных зна­
чении к 24 ч (38,5 пг/мл, р<0,05). К концу второй недели после иммунизации 
данный показатель снижался до 7,5 пкг/мл. IL-1(3 у мышей до введения белков 
составил 2,43 пг/мл, после введения препарата уровень его активно возрастал 
и к » часам достигал максимального значения (32,47 пкг/мл). Далее проис­
ходило его постепенное снижение до 10,4 пкг/мл к 24 часам и до 4,82 пкг/мл 

на сутки наблюдения. Аналогичная картина наблюдалась в отношении 
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IL-la: максимальный уровень выявлен на 8 ч исследования, который посте­
пенно понижался к 24 часам (6,7 пкг/мл) и 14 суткам (7,84 пкг/мл). Уровень 
IFN-y повышался только на 24 ч после введения препарата (с 1,4 до 15,23 пкг/ 
мл, р<0,05) и снижался до 5,9 пкг/мл через 14 суток. Содержание IL-12p70 
значимо возрастало к 8 часам наблюдения (23,13 пгн/мл) и достигло макси­
мальных значений через 24 часа (34,23 пкг/мл).

Изначально концентрация IL-2, обеспечивающего пролиферацию и диф­
ференцировку ТЫ клеток, соответствовала 2,8 пг/мл. Использование ком­
плекса приводило к некоторому повышению этого показателя у мышей уже 
через 4 часа, и он оставался на уровне нормальных значений весь период на­
блюдения. Уровень IL-4 незначительно повышался (с 4,99 до 7,1 пкг/мл) через 
8 часов после введения препарата и достигал нормальных значений к 24 часам. 
Уровень IL-5 через 4 часа после иммунизации повышался приблизительно в 
3 раза по сравнению с интактными мышами (4,26+1,2), в то время как уровень 
IL-10 нарастал только к концу 1 суток после введения препарата (в 4 раза) — с 
5,7 до 21,13 пкг/мл. Положительная динамика на срок 8 и 24 часов отмечалась 
в отношении IL-6 (повышение с 3,42 до 7,46 и 18,43 пкг/мл соответственно). 
Только со стороны IL-13 не отмечалось разницы после введения препарата 
(3,66±0,66 и 3,78±0,55 изначально и к 24 ч соответственно).

Далее были изучены показатели Thl7/Th21/Th22 цитокинов в сыворотках 
мышей под воздействием комплекса рекомбинантных белков. Значительное 
усиление продукции IL-17 происходило уже в первые часы после введения 
препарата, и его пик приходился на 8 часов (4801 пкг/мл). Через сутки проис­
ходило снижение уровня данного цитокина, но он все равно был выше ис­
ходных значений в 7,56 раза (146,3 пкг/мл против 19,33 пкг/мл). К 14 суткам 
данный показатель возвращался к исходному уровню (19,33 пкг/мл). 
Концентрация IL-21 также нарастала постепенно, начиная с 4 часов (с 0 пкг/ 
мл до 3,66 — 11,77 пкг/мл), максимальные значения IL-21 (17,33 пкг/мл) от­
мечались через 8 часов после введения препарата. В отношении IL-22 выяв­
лено значимое повышение концентрации только через 8 часов после имму­
низации животных (15,03 пкг/мл). На 14 сутки уровень IL-21 и IL-22 
соответствовали фоновым значениям.

Таким образом, в отношении IL-ip, IL -la и TNF-a отмечалось повышение 
уровня на все сроки наблюдения с постепенным снижением к концу суток 
(кроме TNF-a). Концентрация IL-2 также возрастала в те же сроки, но не столь 
существенно. IFN-y повышался только через 24 часа после иммунизации, а 
IL-12р70 — через 8 и 24 часа. Таким образом, комплекс рекомбинантных бел­
ков индуцировал синтез ТЫ цитокинов у мышей. В отношении Th2 цитокинов 
наблюдали статистически значимый ответ со стороны IL-4, IL-5 и IL-10 (со­
ответственно через 8,4 и 24 часа). Продукция IL-6 была более результативной 
на 8 и 24 часа определения. Исследование динамики Thl7/Th21/Th22 цито­
кинов выявило повышение уровня IL-17A и IL-21 на все сроки наблюдения, 
а IL-22 — только через 8 часов (повышение в 3,2 раза).

Комплекс рекомбинантных OprF и анатоксина у мышей BALB/c статисти­
чески значимо повышал уровень Thl/Th2/Thl7/Th21/Th22 цитокинов в сыво­
ротках крови в разные сроки после введения: через 4 часа IL-la, IL-5 (соответ­
ственно в 5,14; 1,9 раза); через 8 часов — IL-1J3, IL-2, IL-4 (соответственно в 13; 
2,7; 1,4 раза), а также Thl7/Th21/Th22 цитокинов — IL-17A и IL-22 (соответ­
ственно в 248 и 3,24 раза) и IL-21 (с неопределяемого значения до 17,13±1,59 
пкг/мл); через 24 часа — IL-6, IL-10, IL-12p70, TNF-a и IFN-у (соответственно, 
в 8,5; 10,8; 5,3; 3,7; 5,4 раза) по сравнению с исходным уровнем.
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Т а б л и ц а  1. Экспрессия цитокинов в культуре спленоцитов мышей BALB/c под воздействием комплекса 
рекомбинантных белков

Ц итокин М ы ш и

Т ип Класс И нтактны е
И нтактны е 

+  ФГА
И м м унизированны е

И м м унизированны е 
+  ФГА

ты IL-ip 5,7±0,36 39,37+2,96 5,1+0,91 21,2+2,1*
IL -la 5,3+0,75 58,65+1,94 4,23+0,51 10,6+2,19*
IL-2 9,3+1,41 17,33+2,05 5,6+0,91 21,37+2,87
TNF-a 3,3+0,65 11,8+7,43 3,23+0,8 16,2+2,1
IFN-y 31,97+3,32 107,9+13,47 48,57+6,23 164,7+7,37*
IL-12p70 6,76+0,45 18,2+2 18,27+2,1 45,17+5*

Th2 IL-4 6,43+0,22 24,07+2,9 4,26+1,05 25,3+2,74
IL-5 3,36+0,8 12,87+2,27 4,4+0,01 43,43+58,78*
IL-6 4,66+0,85 21,37+2,75 3,76+0,35 15,4+2,95
IL-10 12,43+2,27 45,77+3,65 28,33+2,96 67,73+5,98*
IL-13 8,51+1 514,9+53,03 9,2+1,01 112,41+14,01*

П р и м е ч а н и е .  Здесь и в табл. 2 ,3  данные представлены как среднее значение±стандартное откло­
нение. * достоверность различий по сравнению со стимулированными спленоцитами неиммунизиро- 
ванных мышей, Р<0,05 (Тест Манна-Уитни).

Исходя из вышеприведенных данных, можно сделать заключение, что 
препарат активирует как клеточное, так и гуморальное звено иммунной си­
стемы. Учитывая, что в сыворотках на 14 сутки уровень практически всех 
цитокинов соответствовал референсным значениям, интерес представляло 
определение стимулированной активности лимфоцитов селезенок иммуни­
зированных мышей. В качестве контроля использовали селезенки интактных 
мышей.

Данные табл. 1 показывают, что фитогемагглютинин (ФГА) в культуре 
интактных спленоцитов активнее индуцировал синтез IL-ip, IL -la  (соответ­
ственно в 1,86 и 5,53 раза), а в культуре клеток иммунизированных мышей 
— регуляторных цитокинов IFN-уи IL-12p70 (соответственно в 1,52 и 2,5 раза). 
По экспрессии IL-2 и TN F-a эти группы значимо между собой не отличались. 
В отношении Th2 цитокинов спленоциты иммунизированных мышей при 
стимуляции их ФГА продуцировали большее количество IL-5 и IL-10 (в 3,4 и 
1,5 раза) и значительно меньшее — IL-13 (в 4,6 раза) по сравнению с неимму- 
низированными.

Что касается Thl7/Th21/Th22 цитокинов, то уровень IL-17A и IL-21 У 
иммунизированных мышей при стимуляции клеток ФГА статистически зна­
чимо не отличался от стимулированной культуры неиммунизированных жи­
вотных, в отличие от IL-22, где активность спленоцитов у иммунизированных 
животных превышала значения у интактных в 1,64 раза (табл. 2).

Изучение субпопуляционной структуры лимфоцитов селезенок мышей
(табл. 3) показало, что в опыт­
ной группе (иммунизированные 
мыши) повышалось содержа­
ние NK-клеток (CD16+/CD32+, 
в 1,64 раза), Т-хелперов (CD4+, 
в 1,25 раза), В 1 -лимфоцитов 
(CD5+, в 1,13 раза), В2-лимфо- 
цитов (CD19+, в 2,3 раза) при 
снижении численности цитоток­
сических лимфоцитов (CD8+, в

Т а б л и ц а  2. Экспрессия Thl7/Th21/Th22 цитокинов в 
культуре спленоцитов мышей BALB/c под 
воздействием комплекса рекомбинантных 
белков

М ы ш и IL-17A IL-21 IL-22

Интактные 
Интактные+ ФГА 
Иммунизир. 
Иммунизир. + ФГА

154+7,93
2444±82,98
38,19±3,93
2450±71,51

О
34,б±4,38
17,67±17,3
39,07±3,1

11,63±1,59
27,87±2,8
25,9±2,55

45,83±3,75*
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Л им ф оциты О пы т К онтроль

CD3+ 58,57±0,7 61,37+1,09
CD16+/CD32+ 13,28+1,81* 8,06±0,68
CD3+/CD16/CD32 5,46±0,40 3,06±0,25
CD4 + 45,17+1,05* 36,04±0,88
CD25+ 29,4±1,93* 5,33±0,85
CD5+ 51,5±0,8* 45,3±0,96
CD19+ 28,17±1,33* 12,17+1
CD8a+ 14,7±1,03* 21,63±1,66
MHCII+ 25,43+1,06* 14,3±0,91

1,47 раза) ПО сравнению С контролем Т а б л и ц а  3. Иммунофенотип лимфоцитов селезе- 

(неиммунизированные мыши). В об- 
щей популяции клеток повышалось 
содержание типов, экспрессирующих 
маркеры ранней (CD25+) и поздней 
(MHCII+) активации клеток.

ОБСУЖДЕНИЕ

Изучение экспрессии цитокинов 
при внутрибрюшинном введении 
мышам комплекса рекомбинантных 
OprF и анатоксина позволяет сделать 
вывод о различной направленности 
иммунных процессов. Так, данный 
комплекс у мышей BALB/c в сыво­
ротках крови статистически значимо повышал уровень Thl/Th2/Thl7/Th21/ 
Th22 цитокинов в разные сроки после введения: через 4 часа IL- la , IL-5; через 
8 часов — IL-ip, IL-2, IL-4, а также Thl7/Th21/Th22 цитокинов — IL-17, IL- 
21; через 24 часа — IL-6, IL-10, IL-12p70, TN F-a и IFN-y по сравнению с ис­
ходным уровнем. К концу второй недели эти показатели возвращались к ис­
ходным значениям, что может свидетельствовать о закономерной норма­
лизации цитокинового профиля мышей.

В культуре спленоцитов у иммунизированных мышей отмечено повыше­
ние индуцированной ФГА продукции регуляторных ТЫ цитокинов IFN-y и 
IL- 12р70; Th2 цитокинов — IL-5 и IL-10; снижение уровня IL-13. В отношении 
Th22 цитокинов — выявлено повышение в 1,64 раза концентрации IL-22 в 
супернатантах селезенок мышей по сравнению с неиммунизированными 
животными.

У иммунизированных мышей по сравнению с интактными повышалась 
численность активированных NK-клеток, Т-хелперов, В1, В2-лимфоцитов 
при выявленном снижении численности цитотоксических Т-лимфоцитов.

Повышение содержания провоспалительных цитокинов IL-ip и IL-6 в 
сыворотке иммунизированных животных должно стимулировать выработку 
INF-y NK-клетками и Т-лимфоцитами. Согласно современным представ­
лениям, INF-y индуцирует дифференцировку CD4 + клеток в ТЫ-хел- 
перы, обладающие способностью к продукции INF-y, IL-2 и лимфотоксина-a. 
IN F-a способен ингибировать дифференцировку CD4+ клеток в ТЪ2 тип, 
синтезирующий IL-4, IL-5, и IL-10, которые являются мощными ингибито­
рами цитокинов ТЫ типа.

В данном исследовании введение мышам комплекса рекомбинантных 
OprF и анатоксина приводило к повышению уровня Th9/Thl7/Th22 цитоки­
нов. Известно, что IL-17A продуцируется уникальной субпопуляцией 
Т-хелперных клеток независимо от Th 1 /Th2 клеточного развития. Th 17 клет­
ки играют роль в защите организма от внеклеточных патогенов посредством 
рекрутирования нейтрофилов и макрофагов в инфицированные ткани [8].

Выявленное в данной работе повышение провоспалительных и противовос­
палительных цитокинов свидетельствует о закономерности происходящих собы­
тий, поскольку продукция противовоспалительных цитокинов может оказывать 
сдерживающее действие на чрезмерный синтез провоспалительных цитокинов, 
способный оказывать повреждающий эффект на ткани и функции органов.

На тканевом уровне Th цитокины ответственны за развитие воспаления с
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последующей регенерацией тканей. При развитии системной воспалительной 
реакции цитокины влияют практически на все органы и системы организма, 
участвующие в регуляции гомеостаза.

Исследования выявили, что комплекс рекомбинантных OprF и анатокси­
на может способствовать формированию клеточного звена иммунного ответа, 
обеспечивая полноценный противомикробный иммунитет.

Резюмируя вышеизложенное, можно сделать следующее заключение: 
комплекс рекомбинантных OprF и анатоксина Р. aeruginosa оказывает влияние 
на молекулярно-клеточные механизмы иммунного ответа, приводящее к из­
менению уровня экспрессии дифференцировочных молекул и молекул акти­
вации, а также синтеза цитокинов у мышей. Действие комплекса рекомби­
нантных OprF и анатоксина связано с регулирующим действием на иммунные 
механизмы, активацией эффекторов иммунной системы для эффективной 
презентации антигена и формирования полноценного иммунного ответа. 
Поэтому комплекс рекомбинантных OprF и анатоксина может рассматривать­
ся в качестве кандидата в разработке вакцины против синегнойной палочки.

Работа выполнена при поддержке Программы фундаментальных исследований Президиума 
РАН «Фундаментальные исследования для разработки биомедицинских технологий» на 2016 год.
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Цель. Определение распространенности маркеров гепатитов А и Е среди трудовых 
мигрантов, недавно прибывших в РФ из стран с разной степенью эндемичности в отно­
шении этих инфекций. Материалы и методы. Были исследованы образцы сыворотки 
крови от 1333 трудовых мигрантов, недавно прибывших в РФ из Узбекистана (п=464), 
Таджикистана (п=415), Украины (п=308) и Молдовы (п=146). Анти-ВГА IgG, анти-ВГЕ 
IgM и IgG определяли с помощью коммерческих ИФА-тестов. РНК ВГЕ определяли в 
образцах, положительных по анти-ВГЕ IgM, методом ОТ-ПЦР с вырожденными прай­
мерами к участку генома ВГЕ, кодирующему капсидный белок. Результаты. Анти-ВГЕ 
IgG достоверно чаще выявлялись среди мигрантов из Узбекистана и Таджикистана по 
сравнению с мигрантами из Украины и Молдовы (25,4 и 43,1% против 7,8 и 12,3% соот­
ветственно, р<0,05), что отражает степень эндемичности в отношении гепатита Е регио­
нов происхождения обследованных лиц. Частота выявления анти-ВГА IgG также зависе­
ла от страны происхождения — серопозитивные лица достоверно реже встречались среди 
мигрантов из Украины по сравнению с лицами, прибывшими из Молдовы, Узбекистана 
и Таджикистана (70,1% против 91,8; 98,7; 99,8% соответственно, р<0,05). Анти-ВГЕ IgM, 
свидетельствующие о текущей или недавно перенесенной инфекции, выявляли среди 
мигрантов из Узбекистана, Таджикистана, Украины и Молдовы с примерно одинаковой 
частотой — 3,9; 7,8; 5,8 и 6,8% соответственно. Ни в одном из образцов, положительных 
по анти-ВГЕ IgM, не была выявлена вирусная РНК, что, по-видимому, связано с коротким 
периодом виремии при гепатите Е. Заключение. Значительная доля трудовых мигрантов, 
прибывающих в РФ, имеют анамнестические антитела к ВГА и ВГЕ, величина этого по­
казателя отражает степень эндемичности страны происхождения мигрантов. Высокая 
частота выявления анти-ВГЕ IgM у трудовых мигрантов, свидетельствующая о текущей 
или недавно перенесенной инфекции, позволяет предполагать высокую вероятность за­
воза ВГЕ в РФ, что делает необходимым включение в алгоритм обследования маркеров 
острой ВГЕ-инфекции.
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Aim. Determination of prevalence of markers of hepatitis A and E among migrant workers, 
who had recently arrived in Russian Federation from countries with various degree of endemicity 
regarding this infection. Materials and methods. Sera samples from 1333 migrant workers, who had 
recently arrived in Russian Federation from Uzbekistan (n=464), Tadzhikistan (n=415), Ukraine 
(n=308) and Moldova (n=146) were studied. Anti-HAV IgG, anti-HEV IgM and IgG were de­
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termined using commercial ELISA tests. HEV RNA was determined in samples positive for anti- 
HEV IgM by RT-PCR with degenerate primers to HEV genome sequence coding capsid protein. 
Anti-HEV IgG were detected significantly more frequently among migrants from Uzbekistan and 
Tajikistan compared with migrants from the Ukraine and Moldova (25,4 and 43,1% versus 7,8 and 
12,3%, respectively, p<0,05), that reflects the degree of endemicity regarding hepatitis E from 
regions of origin of the examined individuals. Frequency of detection of anti-HAV IgG also de­
pended on the country of origin — seropositive individuals were present significantly less fre­
quently among migrants from the Ukraine compared with individuals who had arrived from 
Moldova, Uzbekistan and Tajikistan (70,1% versus 91,8; 98,7; 99,8%, respectively, p<0,05). Anti- 
HEV IgM that give evidence on the current or recent infection were detected among migrants 
from Uzbekistan, Tajikistan, Ukraine and Moldova with approximately the same frequency—3,9; 
7,8; 5,8 и 6,8%, respectively. Viral RNA was detected in none of the samples positive for anti-HEV 
IgM that could be related to the short period of viremia during hepatitis E. Conclusion. A significant 
portion of migrant workers arriving in Russian Federation have anamnestic antibodies against HAV 
and HEV, and this parameter reflects the degree of endemicity of the country of origin for migrants. 
High frequency of detection of anti-HEV IgM in migrant workers, that gives evidence on the cur­
rent and recent infection, allows to assume high possibility of import of HEVinto Russian Federation, 
and this necessitates introduction of acute HEV infection markers into algorithm of examina­
tion.
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ВВЕДЕНИЕ

Миграция населения является одним из важных факторов, определяющих 
распространение многих инфекций. В настоящее время Россия занимает 
одно из ведущих мест в мире по притоку трудовых мигрантов. По данным 
Федеральной миграционной службы в настоящее время в России находятся 
свыше 10 миллионов иностранных граждан, из них граждан стран СНГ — око­
ло 8,7 миллиона человек. Большинство прибывших в Россию трудовых ми­
грантов составляют граждане Узбекистана, Таджикистана и Украины ( 4 2 ,16 и 
11% соответственно). Страны Средней Азии являются эндемичными в отно­
шении гепатитов А и Е, при этом эпидемиология этих инфекций в регионе 
имеет свои особенности — если с вирусом гепатита А (ВГА) большинство на­
селения встречается в раннем детстве, переносит бессимптомно и приобрета­
ет пожизненный иммунитет, то вирусом гепатита Е (ВГЕ), как правило, ин­
фицируются молодые взрослые лица [13]. ВГЕ широко распространен в 
странах Средней Азии, где с ним связывают крупные вспышки с высокой 
летальностью среди беременных женщин [9]. Украина, как и Российская 
Федерация, относится к странам с переходной стадией эндемичности в от­
ношении гепатита А (ГА), для которой характерно снижение циркуляции ВГА 
и увеличение неиммунных подростков и молодых взрослых при сохранении 
достаточно высокого риска инфицирования [2]. О распространенности ВГЕ 
на территории Украины данные отсутствуют.

В странах умеренного климата, в том числе в Российской Федерации, не­
завозные (автохтонные) случаи гепатита Е (ГЕ) регистрируется редко, и свя­
заны они, как правило, с зоонозной передачей ВГЕ генотипа 3, способного 
инфицировать как людей, так и животных (свиней, оленей) [Wedemeyer Н. et 
al., 2012].В отличие от РФ, в эндемичных регионах, в том числе на территории 
стран Средней Азии, большинство случаев ГЕ связаны с 1 генотипом вируса, 
являющимся строгим антропонозом с фекально-оральным механизмом nepej 
дачи [15] .Завозные случаи ГА и ГЕ в РФ описаны [1,4], однако потенциальный
60



вклад трудовой миграции в распространение этих инфекций остается неизу­
ченным. Целью данного исследования являлось определение распространен­
ности маркеров ГА и ГЕ среди трудовых мигрантов, недавно прибывших в РФ 
из стран с разной степенью эндемичности в отношении этих инфекций.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Были исследованы образцы сыворотки крови от 1333 трудовых мигрантов, 
недавно прибывших в РФ из Узбекистана (п=464), Таджикистана (п=415), 
Украины (п=308) и Молдовы (п=146) и проходивших обследование в Центре 
гигиены и эпидемиологии в Московской области. Образцы были собраны с 
августа 2015 г. по август 2016 г. и хранились в аликвотах при -70°С до после­
дующего тестирования в ИФА на анти-ВГА IgG, анти-ВГЕ IgM и IgG и РНК 
ВГЕ методом обратной транскрипции — полимеразной цепной реакции (ОТ- 
ПЦР).

Анти-ВГА IgG определи с помощью коммерческой тест-системы  
ДС-ИФА-АНТИ-HAV-G производства НПО «Диагностические системы». 
Анти-ВГЕ IgM и IgG определяли с помощью коммерческих ИФА-тестов ДС- 
ИФА-АНТИ-HEV-M и ДС-ИФА-АНТИ-HEV-G соответственно производ­
ства НПО «Диагностические системы». Все постановки ИФА проводили по 
протоколам производителя соответствующих тест-систем. РНК ВГЕ опреде­
ляли в образцах, положительных по анти-ВГЕ IgM, методом ОТ-ПЦР с вы­
рожденными праймерами к участку генома ВГЕ, кодирующему капсидный 
белок.

Выделение нуклеиновых кислот из сыворотки крови объемом 50 мкл про­
водили с помощью набора компании «Sileks» на магнитных частичках Sileks 
MagNa согласно инструкции производителя. Для детекции РНК ВГЕ в ОТ- 
ПЦР использовали следующие олигонуклеотиды: внешняя пара праймеров
— 5’-aaytatgcmcagtaccgggttg-3’ (прямой) и 5 ’—cccttatcctgctgagcattctc-З’ (обрат­
ный), внутренняя пара праймеров — 5’-gtyatgytytgcatacatggct-3’ (прямой) и 
5’-agccgacgaaatyaattctgtc-3’(o6paTHbra). Первый раунд ПЦР проводили со­
вместно с ОТ, условия реакции были следующими: 42°С — 1 час, затем 5 мин.
— 94°С (денатурация и инактивация фермента обратной транскриптазы), затем 
35 циклов: 94°С — 30 сек., 45°С — 30 сек., 72°С — 45 сек., финальная элонгация
— 72°С — 7 мин. Условия для второго раунда ПЦР — 35 циклов: 94°С — 30 сек., 
45°С — 30 сек., 72°С — 45 сек., финальная элонгация — 72°С — 7 мин. 
Полученные продукты ПЦР, соответствующие ВГЕ, определяли в 1,5% ага­
розном геле в ТВЕ. Величина продукта амплификации для ВГЕ составляла 350 
пар оснований.

Выявление достоверности различий значений показателей в сравниваемых 
группах оценивали с использованием критерия Фишера, различия оценива­
лись как достоверные при вероятности 95% (р<0,05).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Частота выявления анти-ВГА IgG среди трудовых мигрантов составила в 
среднем 91,7% (1222/1333), при этом мужчины были анти-ВГА позитивными 
достоверно чаще по сравнению с женщинами (92,6% против 87,1%, р<0,01). 
Также отмечали различия по частоте выявления анти-ВГА IgG в зависимости 
от страны происхождения — серопозитивные лица достоверно реже встреча­
лись среди мигрантов из Украины (70,1%) по сравнению с лицами, прибыв­
шими из Молдовы, Узбекистана и Таджикистана (91,8; 98,7 и 99,8% соответ­
ственно).
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Образцы сыворотки от 1333 мигрантов подвергли скринингу на присут­
ствие анти-ВГЕ IgM и IgG. В среднем, 5,93% (79/1333) мигрантов были серо­
позитивными по анти-ВГЕ IgM, 25,36% (338/1333) были положительными по 
анти-ВГЕ IgG, и 3% (40/1333) имели одновременно анти-ВГЕ IgM и IgG.

Анти-ВГЕ IgG достоверно чаще выявляли среди мигрантов из Узбекистана 
и Таджикистана, по сравнению с мигрантами из Украины и Молдовы (25,4 и 
43,1% посравнению с 7,8 и 12,3%, соответственно, р<0,01). Наличие анти-ВГЕ 
IgM, указывающее на текущую или недавнюю инфекцию, было установлено 
среди мигрантов из Узбекистана, Таджикистана, Украины и Молдовы (3,9; 7,8; 
5,8 и 6,8% соответственно. РНК ВГЕ не была обнаружена ни в одном из 79 
образцов сыворотки крови, содержащем IgM или IgM и IgG.

При анализе распространенности анти-ВГЕ IgG, но не IgM, была отмече­
на связь серопозитивности с полом, возрастом и этническим происхождени­
ем. Случаи выявления анти-ВГЕ IgM были равномерно распределены среди 
мужчин и женщин, в разных возрастных группах и среди мигрантов из разных 
стран. В то же время, анти-ВГЕ IgG значительно чаще выявляли среди мужчин 
по сравнению с женщинами (26,7% против 18,8%, р<0,01). Было отмечено 
постепенное возрастание доли лиц с анти-ВГЕ IgG с увеличением возраста 
(от 18,8% в возрастной группе 18 — 30 лет до 37,8% среди лиц в возрасте 41 
— 50 лет). Однако в самой старшей возрастной группе, среди лиц старше 50 
лет, число позитивных по анти-ВГЕ IgG несколько снижалось (до 19,8%).

Проведенное сероэпидемиологическое исследование энтеральных вирус­
ных гепатитов А и Е среди трудовых мигрантов было направлено на решение 
двух вопросов. Во-первых, какая доля трудовых мигрантов, прибывающих в 
РФ, имеет анамнестические антитела к ВГА и соответственно является защи­
щенной от инфицирования. Во-вторых, какая доля лиц, прибывающих в РФ 
из регионов с разной степенью в отношении ГЕ, имеет маркеры перенесенной 
и текущей ВГЕ-инфекции, и соответственно какова вероятность завоза ВГЕ 
в РФ.

Данные, полученные по распространенности анти-ВГА среди трудовых 
мигрантов, показали, что более 90% лиц, прибывающих из Узбекистана, 
Таджикистана и Молдовы, то есть эндемичных в отношении ГА стран, имеют 
анамнестические антитела. Столь широкая распространенность анти-ВГА IgG, 
с одной стороны, свидетельствует о минимальном риске завоза ВГА трудовы­
ми мигрантами из этих стран, поскольку большинство из них уже невоспри­
имчиво к заражению, а с другой стороны, указывает на отсутствие целе­
сообразности вакцинопрофилактики ГА среди мигрантов из этих стран. Среди 
трудовых мигрантов из Украины того же возраста распространенность анти- 
ВГА достоверно ниже, в результате около 30% лиц в этой когорте остаются 
восприимчивыми к ВГА.

ВГЕ-инфекция человека имеет две различные эпидемиологические моде­
ли [5], [Pavio N. et al., 2010]. В развивающихся странах, в том числе странах 
Средней Азии, ГЕ вызывается вирусом 1 генотипа, проявляется в виде крупных 
вспышек со значительными показателями заболеваемости и смертности, а 
также спорадических случаев и представляет собой серьезную проблему обще­
ственному здравоохранению. При этом, в отличие от ГА, ГЕ болеют чаще 
молодые взрослые и соответственно ВГЕ-инфекция 1 генотипа может импор­
тироваться из этих стран трудовыми мигрантами. В промышленно развитых 
странах, с другой стороны, ГЕ не является эндемическим заболеванием, как 
правило, ограничен среди путешественников, возвращающихся из эндемич­
ных регионов, а также встречается в виде спорадической заболеваемости,
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чаще пищевого зоонозного происхождения, чем водного, и ассоциирован 
преимущественно с генотипом 3 ВГЕ, реже — с генотипом 4 [16].

Полученные в данном исследовании результаты выявления анамнестиче­
ских анти-ВГЕ IgG отражают степень эндемичности по ГЕ территорий про­
исхождения обследованных лиц — стран Средней Азии и Восточной Европы. 
В России частота выявления анти-ВГЕ IgG в общей популяции составляет в 
среднем 5 — 10% [3], что сходно с показателями, выявленными среди мигран- 
товиз Украины и Молдовы. Сероэпидемиологические исследования проде­
монстрировали также довольно широкую распространенность анти-ВГЕ IgG 
в развитых странах, от 5% в Японии до 15 — 22% во Франции, Германии и 
Дании, атакже в Соединенных Штатах [10,12,14,17,18]. Несмотря на одина­
ковый механизм передачи и широкою распространенность ВГА и ВГЕ в стра­
нах Средней Азии частота выявления анти-ВГЕ IgG была значительно ниже 
по сравнению с распространенностью анти-ВГА IgG среди мигрантов из 
Узбекистана и Таджикистана. Такое различие совпадает с данными по сероэ- 
пидемиологии этих инфекций в других эндемичных по ГЕ странах, таких как 
Индия и Иран [6,7]. Данное наблюдение подтверждает представление о том, 
что даже в гиперэндемичных регионах встреча с этими двумя вирусами про­
исходит в разном возрасте, с ВГА — в детстве, с ВГЕ — гораздо позднее. На 
это же указывает и увеличение доли позитивных анти-ВГЕ IgG лиц с возрас­
том в обследованных когортах мигрантов, равно как и присутствие анти-ВГЕ 
IgM.

Заслуживает особого интереса относительно высокая частота выявления 
анти-ВГЕ IgM, свидетельствующая о текущей или недавней инфекции, среди 
обследованных лиц. В среднем около 5% мигрантов имели анти-ВГЕ IgM, 
независимо от степени эндемичности страны происхождения и возраста. 
Полученные данные подтверждают оценочные показатели для стран Восточной 
Европы и бывшего СССР, превышающие 2%, и сходны с частотой выявления 
анти-ВГЕ IgM среди первичных доноров в РФ, составляющей 2,8 — 4,5% [3]. 
Все обследованные нами лица не имели клинических проявлений острого 
гепатита и не имели виремии ВГЕ по результатам тестирования в ОТ-ПЦР.

Остается открытым вопрос о подтверждении диагноза ВГЕ-инфекция при 
отсутствии РНК в крови обследуемых и специфичности выявления IgM у 
значительной доли людей, не имеющих клинических проявлений заболевания. 
Тем не менее, тест-система, применявшаяся для выявления анти-ВГЕ IgM, 
является одной из наиболее чувствительных и специфичных в мире, что было 
подтверждено испытаниями [11]. Отсутствие РНК ВГЕ в анти-ВГЕ IgM- 
позитивных образцах, возможно, связано с кратким периодом виремии, за­
кончившейся до взятия образцов крови для исследования. РНК ВГЕ, как 
правило, обнаруживается в течение 2 — 4 недель после появления симптомов, 
тогда как анти-ВГЕ IgM могут сохраняться от 2 до 6 месяцев после завершения 
инфекции [8].

Таким образом, результаты проведенного исследования продемонстриро­
вали, что значительное число трудовых мигрантов, прибывающих в РФ, име­
ет анамнестические антитела к ВГА и ВГЕ, и величина этих показателей от­
ражает степень эндемичности страны происхождения мигрантов. Полученные 
результаты свидетельствуют об отсутствии целесообразности вакцинопрофи­
лактики ГА среди трудовых мигрантов, прибывающих в РФ, поскольку их 
подавляющее большинство уже имеет иммунитет к данной инфекции. Высокая 
частота выявления анти-ВГЕ IgM у трудовых мигрантов, свидетельствующая 
о текущей или недавно перенесенной инфекции, позволяет предполагать вы-
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сокую вероятность завоза в РФ ВГЕ-инфекции, что делает необходимым
включение в алгоритм обследования маркеров острой ВГЕ-инфекции.

Проект осуществлен при финансовой поддержке Министерства образования и науки
Российской Федерации, уникальный идентификатор проекта RFMEFI60414X0064.
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ГОРИЗОНТАЛЬНАЯ ТРАНСМ ИССИЯ ВАКЦИННОГО Ш ТАМ М А ВИРУСА  
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Цель. С целью изучения горизонтальной трансмиссии вакцинного штамма вируса 
паротита (ВП) было проведено контролируемое исследование. Материалы и методы. В 
исследовании приняли участие 20 супружеских пар. В течение 42 дней после однократной 
вакцинации одного из супругов проводили мониторинг состояния обоих супругов, изуча­
ли в динамике уровень специфических IgM и IgG в сыворотке крови, и вируснейтрали- 
зующих IgG в сыворотке крови и слюне, также определяли РНК ВП в образцах крови и 
слюны. Амплифицированные фрагменты генов F, SH, NP и HN ВП были секвенированы. 
Результаты. Передача вакцинного штамма ВП была зарегистрирована во всех супружеских 
парах, кроме одной. За исключением одного контактного супруга, все остальные проде­
монстрировали формирование специфического иммунного ответа. На 4 месяце наблю­
дения группа вакцинированных супругов статистически достоверно отличалась от группы 
контактных супругов только по показателям общего содержания специфических IgG и их 
авидности. Заключение. Таким образом, в нашем исследовании продемонстрирована го­
ризонтальная трансмиссия штамма ВП в супружеских парах после вакцинации одного из 
супругов, которая привела к формированию специфического иммунитета у 95% контакт­
ных лиц.

Журн. микробиол., 2017, № 3, С. 65—71
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Aim. A controlled study was carried out regarding horizontal transmission of the vaccine strain 
of parotitic virus (PV). Materials and methods. 20 couples took part in the study. Monitoring of both 
spouses was carried out for 42 days after a single vaccination of one of them, levels of specific IgM 
and IgG in sera and virus-neutralizing IgG in sera and saliva were studied in dynamics, PV RNA 
was also determined in sera and saliva samples. Amplified fragments of F, SH, NP and HN genes 
of PV were sequenced. Results. Transfer of PV vaccine strain was registered in all the couples except 
for one. Except a single contact spouse, all the rest demonstrated formation of a specific immune 
response. At month 4 of the observation, group of vaccinated spouses differed significantly from a 
group of contact spouses only by total content ofspecific IgG and their avidity. Conclusion. Horizontal 
transmission of PV strain was demonstrated in couples after vaccination of one of the spouses and 
resulted in formation of specific immunity in 95% of contact individuals.

Zh. Mikrobiol. (Moscow), 2017, No. 3, P. 65—71

Key words: vaccine strain transmission, parotitis

В В Е Д Е Н И Е
Феномен горизонтальной трансмиссии вакцинных штаммов от вакцини­

рованных их близким контактам отмечен при применении целого ряда живых 
вирусных вакцин [4 — 9, 11, 12, 14 — 18]. Описано выделение вакцинного
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штамма вируса паротита (ВП) от лиц, иммунизированных паротитными вак­
цинами со штаммами ВП Urabe АМ9, Ленинград-3 (Л-3) и Ленинград-Загреб 
(Л-Загреб), и от их близких контактов [4, 5, 8, 12, 16 — 18].

С целью изучения горизонтальной трансмиссии вакцинного штамма ВП 
Л-3 было проведено контролируемое исследование, в задачи которого входи­
ло выделение РНК штамма ВП Л-3 из образцов слюны и сыворотки крови 
вакцинированных лиц и их контактов в динамике, а также изучение в дина­
мике уровня специфических антител в сыворотке крови и вируснейтрализую- 
щих IgG в сыворотке крови и слюне.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В исследовании приняли участие супружеские пары, не имеющие детей 
или имеющие детей в возрасте старше 7 лет. Критериями включения в иссле­
дование было отсутствие в анамнезе хронических заболеваний, вакцинации 
паротитной вакциной и перенесенного эпидемического паротита (по данным 
медицинских карт). Все исследования были согласованы с локальным этиче­
ским комитетом (IRB00001360). Все добровольцы дали письменное согласие 
на участие в исследовании, и были предупреждены о необходимости немед­
ленного информирования о контакте с лицами, вакцинированными паротит­
ной вакциной, а также о контакте с больными эпидемическим паротитом или 
с подозрением на данное заболевание. Исследование проводилось в летний 
период, в отсутствие массовой вакцинации детей.

В исследование были включены супружеские пары, у которых отсутство­
вали специфические антитела к ВП (IgM и IgG), в том числе вируснейтрали- 
зующие IgG относительно вакцинного штамма ВП Л-3. После формирования 
группы из 20 супружеских пар в возрасте 22 — 45 лет мужья были иммунизи­
рованы одной серией паротитной вакцины (НПО «Микроген») с титром ВП 
в дозе 4,82 lg ТПЦ50/доза. Супруги вакцинированных рассматривались как 
контроль трансмиссии вакцинного штамма ВП. В течение 21 суток после 
вакцинации проводилось ежедневное медицинское обследование, включаю­
щее осмотр места вакцинации у вакцинированных лиц, а также осмотр сли­
зистых и термометрию обоих супругов.

Образцы сыворотки крови и слюны собирались у супружеских пар в тече­
ние 15 дней после вакцинации, а далее ежемесячно в течение 4 месяцев. 
Образцы сывороток крови были расфасованы по 200 мкл и хранились при 
температуре -80°С до одномоментного проведения исследования. Для полу­
чения образцов слюны использовали пробирки OraSure (OraSure Technologies, 
Inc., США). Каждый образец слюны (в объеме 3 мл) центрифугировался в 
течение 5 минут при 3000 оборотов/минуту, надосадок был профильтрован 
через стерилизующий фильтр с диаметром пор 0,45 мкм, после чего фильтрат 
был расфасован по 200 мкл и хранился при температуре -80°С до одномомент­
ного проведения исследования.

В сыворотке крови определяли наличие специфических IgM, титр 
специфических IgG и их авидность с использованием коммерческих наборов
ИФА (Enzygnost, Dade Behring). Использовали установленную производите­
лем систему оценки результата: отрицательный < 1 :100, положительный 
>1:200, пороговый (равнозначный) <1:200 и >1:100. Оценку авидности 
специфических IgG проводили по ранее описанной методике [4,14]. Индекс 
авидности (ИА) определяли как процентное соотношение абсорбции до и 
после обработки мочевиной. Использовали установленную систему оценки
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ИА для противопаротитных IgG: ИА<31% — низкий, ИА >32% — высокий 
[4,14].

Выделение РНК из клинических образцов крови и слюны проводили с 
использованием QIAGEN RNeasy mini kit (Qiagen, Германия). Полученные 
образцы РНК были использованы в реакции ОТ-ПЦР, как описано ранее [1]. 
Для изучения РНК штамма ВП, выделенного от вакцинированных или кон­
тактных участников исследования, использовались праймеры для амплифи­
кации фрагментов генов F, SH, NP и HN, описанные ранее для вакцинного 
штамма ВП Л-3 [1]. Амплифицированные фрагменты были секвенированы с 
использованием CEQ 2000 Dye Terminator Cycle Sequencing Kit (Beckman 
Coulter, USA) согласно инструкции производителя. Полученные последова­
тельности указанных фрагментов генов ВП сравнивали с эталонной последо­
вательностью РНК вакцинного штамма ВП Л-3, депонированного в GenBank 
под номером AY508995.

При проведении реакции нейтрализации (PH) с сывороткой крови и слю­
ной вакцинированных и контактных лиц использовали штамм ВП Л-3. 
Реакцию нейтрализации проводили по ранее описанной методике [2, 4, 5]. 
Отрицательный контроль (неиммунную сыворотку) использовали при про­
ведении каждой PH. Нейтрализующие титры (НТ) были трансформированы 
в -log2 для статистической обработки. Титр 1:4 (2-log2) был принят как мини­
мальный уровень серопозитивности в PH.

Средние значения титров IgG, ИА и НТ в группах вакцинированных и 
контактных выражали как среднее арифметическое ±  стандартное отклонение. 
Статистический анализ проводили с вычислением Student’s t-test. Стати­
стическую достоверность определяли как р<0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

После проведенной вакцинации паротитной вакциной ни у одного из при­
витых супругов не было отмечено температурной реакции. Катаральные яв­
ления отмечены у 5 вакцинированных лиц (25%), начиная со 2 до 6 суток 
включительно. Реакция в виде покраснения и слабо выраженного отека на 
месте введения вакцины отмечалась у 7 привитых лиц (35%) с первых до тре­
тьих суток. Симптомы со стороны нервной системы (головная боль, тошнота, 
ригидность затылочных мышц) не отмечались ни у одного из привитых суп­
ругов.

На третьи сутки после проведенной вакцинации в группе контактных лиц 
отмечено повышение температуры тела до 37,3°С у 2 контактных супругов, 
которое наблюдалось до 5 суток. Катаральные явления отмечались у 5 (25%) 
контактных супругов, включая двоих с субфебрилитетом, с 3 по 5 сутки от­
носительно вакцинации супругов. Неврологическая симптоматика не отме­
чалась ни у одного из контактных лиц.

В сыворотке крови РНК ВП не определялась ни у одного участника на всем 
сроке наблюдения. При этом в слюне всех привитых супругов (100%), начиная 
со 2 суток после вакцинации, определялась РНК ВП: у 16 привитых (80%) РНК 
ВП определялась до 5 суток и у 4 привитых (20%) — до 6 суток. На 7 сутки по­
сле вакцинации вирусная РНК в слюне не определялась ни у одного приви­
того супруга. Начиная с 4 суток после вакцинации супругов, у 19 контактных 
лиц (95%) в слюне определялась РНК ВП: у 16 контактных лиц (80%) РНК ВП 
определялась до 6 суток иуЗ(15% ) контактных супругов — до 7 суток.

Анализ последовательностей фрагментов генов F, SH, NP и HN РНК ВП
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из образцов слюны привитых и контактных супругов подтвердил гомологич­
ность этих фрагментов как между собой, так и относительно последователь­
ности аналогичных фрагментов штамма ВП Л-3, выделенного из образца 
серии вакцины, использованной для иммунизации, а также относительно 
аналогичным последовательностям вакцинного штамма ВП Л-3 (GenBank 
AY508995).

Появление специфических IgM у вакцинированных супругов отмечалось 
с 3 суток. На 7 сутки после иммунизации специфические IgM отмечались у 
максимального количества вакцинированных супругов, у 18 (90%). С 12 суток 
IgM не выявлялись ни у одного привитого супруга. Появление специфических 
IgM у контактных супругов отмечалось с 5 суток после вакцинации супругов. 
На 7 сутки специфические IgM определялись у 14 контактных супругов (70%). 
С 12 суток после начала исследования IgM не выявлялись ни у одного кон­
тактного супруга.

Через месяц после вакцинации у 14 привитых супругов (70%) в сыворотке 
крови была выявлена сероконверсия в ИФА. Через 3 месяца сероконверсия 
была выявлена у 100% вакцинированных супругов. У 8 контактных супругов 
(40%) сероконверсия была отмечена также через один месяц; и через 3 месяца 
сероконверсия отмечена у 19 контактных супругов (95%). Отсутствие серо- 
конверсии наблюдалось у одного контактного супруга, у которого в слюне не 
была выявлена РНК ВП.

На 4 месяце наблюдения титр специфических IgG составил 462,8+29,2 и 
369,7+24,8 соответственно у группы вакцинированных супругов и у группы 
контактных лиц. Разница между титрами специфических IgG у группы при­
витых супругов и у группы контактных супругов была статистически досто­
верна (р=0,0066). У вакцинированных и контактных лиц, начиная со 2 месяца 
исследования, отмечался рост ИА, который к 4 месяцу составил 26,02+0,47% 
и 20,3+0,65% соответственно у привитых и контактных супругов. На 4 месяце 
наблюдения выявлена достоверная разница между ИА у группы привитых 
супругов и группы контактных супругов (р=0,003).

Начиная с 1 месяца после иммунизации как у вакцинированных лиц, так 
и у контактных лиц отмечалось появление вируснейтрализующих специфи­
ческих антител в сыворотке крови и в слюне. Максимальный уровень НТ как 
сыворотки крови, так и слюны в обеих группах регистрировался на 4 месяце 
после проведенной вакцинации одного из супругов. Соответственно у группы 
привитых и у группы контактных супругов НТ сыворотки крови были сле­
дующими — 3,45±0,058-log2 и 3,2±0,23-log2 (р=0,284), а НТ слюны соответ­
ственно — 2,8±0,058-log2 и 2,75+0,17-log2 (р=0,787). Не выявлено статистиче­
ски достоверной разницы между НТ сыворотки крови и слюны у группы 
вакцинированных супругов по сравнению с аналогичными показателями 
группы контактных супругов (р>0,5). На 4 месяце после вакцинации НТ сы­
воротки крови у вакцинированных супругов достоверно превосходил анало­
гичный показатель в слюне (р=0,0078). А у контактных супругов достоверной 
разницы между этими показателями выявлено не было (р=0,087).

ОБСУЖДЕНИЕ

Впервые Sawada Н. et al. в 1993 году описали передачу вакцинного штамма 
ВП Urabe от вакцинированного ребенка с развившимся после вакцинации па­
ротитом здоровой младшей сестре [16]. За последние годы появился ряд публи­
кации о случаях горизонтальной трансмиссии вакцинных штаммов ВП Л-3 и
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Л-Загреб от вакцинированных лиц близким контактам с последующим разви­
тием острой паротитно-вирусной инфекции, в том числе осложненной менин­
гитом [4, 17, 18]. Также описаны случаи горизонтальной симптоматической 
трансмиссии вакцинного штамма ВП ранее вакцинированным лицам [4, 5].

Возможность репликации и экскреции вирусных штаммов живых вакцин 
реципиентами была показана ранее [4 ,5 ,9 ,11 ,12]. Признано, что иммуниза­
ция аттенуированными вакцинами против кори и паротита сопровождается 
развитием субклинической формы инфекции у вакцинированных лиц [10].

Данное исследование является первым контролируемым исследованием 
горизонтальной трансмиссии вакцинного штамма ВП Л-3 от реципиента 
близкому неиммунному контакту.

В нашем исследовании наблюдалась реакции на иммунизацию паротитной 
вакциной, содержащей штамм ВП Л-3, у привитых супругов, которые не пре­
восходили по выраженности и длительности таковые, описанные в инструк­
ции по применению данной вакцины. В целом, можно сделать заключение, 
что иммунизация сопровождалась субклинической формой инфекции с ката­
ральными явлениями у 5 (25%) привитых супругов. При этом у 5 (25%) кон­
тактных супругов также наблюдались признаки субклинической инфекции, 
в том числе с субфебрилитетом у 2 контактных супругов. Полного соответствия 
развития субклинической формы поствакцинальной инфекции в супружеских 
парах не наблюдалось. Только в 3 супружеских парах отмечалась субклиниче­
ская форма инфекции как у привитых, так и у контактных супругов (15% от­
носительно всех супружеских пар).

РНК ВП была определена в слюне всех вакцинированных супругов и 19 
(95%) контактных супругов. Только у одной супружеской пары, по сути, не 
наблюдалась трансмиссия вакцинного штамма ВП. У вакцинированных су­
пругов РНК ВП в слюне определялась со 2 по 5 — 6 сутки после вакцинации, 
в среднем 4 — 5 суток. А у контактных лиц РНК ВП в слюне определялась с 4 
по 6 — 7 сутки после вакцинации супругов, в среднем 3 — 4 суток. Таким об­
разом, через 2 суток после вакцинации супругов РНК ВП уже определялась в 
слюне контактных супругов. В сыворотке крови вакцинированных и контакт­
ных супругов РНК ВП обнаружена не была.

Можно предположить, что аттенуированный вакцинный штамм ВП может 
претерпевать некоторые структурные изменения при пассажах через реципи­
ента и близкий контакт. В нашем исследовании не выявлено замен ни в одном 
из исследованных локусов РНК ВП, выделенной из слюны вакцинированных 
и контактных супругов, по сравнению с референс-нггаммом ВП Л-3 (GenBank 
AY508995). Таким образом, показана полная гомология между изученными 
нуклеотидными последовательностями локусов РНК ВП, выделенного из об­
разцов слюны участников исследования, штаммом ВП Л-3 из серии вакцины, 
использованной для иммунизации. Несмотря на то, что фрагменты генов F, 
SH, NP и HN генома ВП, проанализированные в данном исследовании, были 
выбраны как наиболее вариабельные области среди всех генотипов ВП, сум­
марно они покрывают 32% генома вируса. Поэтому полностью исключить 
отсутствие структурных замен в геноме ВП Л-3 нельзя. До сих пор только для 
ВП Urabe АМ9 была обнаружена разница в структуре гена HN между вакцин­
ным штаммом и штаммом, выделенным от лиц с вакцин-ассоциированным 
менингитом [3].

Специфические IgM регистрировались в сыворотке крови у 90% привитых 
супругов с 3 по 12 сутки после вакцинации и у 70% контактных супругов со­

69



ответственно с 5 по 12 сутки. Сероконверсия отмечена у 100% вакцинирован­
ных и у 95% контактных супругов. Таким образом, специфические антитела в 
сыворотке крови, также, как и РНК ВП в слюне, не были выявлены лишь у 
одного контактного супруга.

ИА у всех участников исследования на 4 месяце наблюдения находился 
ниже 31%, т.е. был низким, что свидетельствует о первичном иммунном от­
вете на вакцинацию и соответственно на контакт с вакцинным штаммом ВП 
Л-3 [13]. Ранее нами было показано, что специфические антитела при первич­
ном иммунном ответе достигают зрелости (ИА >32%) не ранее 6 месяца после 
иммунизации [2]. Поэтому можно предположить, что к 6 месяцу ИА достигнет 
уровня зрелости, прежде всего, у привитых супругов.

Формирование специфических нейтрализующих антител отмечено у всех 
привитых супругов и у 95% контактных супругов. Уровень нейтрализующих 
антител бьш выше в сыворотке крови, чем в слюне.

При сравнении иммунологических показателей между привитыми и кон­
тактными супругами статистически достоверная разница была обнаружена 
только в общем содержании специфических IgG и их авидности.

Таким образом, в нашем контролируемом исследовании продемонстри­
рована горизонтальная трансмиссия штамма ВП Л-3 в супружеских парах 
после вакцинации одного из супругов. Факт трансмиссии вакцинного штам­
ма ВП Л-3 бьш подтвержден серологическими и молекулярно-биологиче­
скими методами. За исключением одного контактного лица, все контактные 
супруги продемонстрировали иммунный ответ с формированием вирусней- 
трализующих антител. У части контактных супругов трансмиссия вакцин­
ного штамма ВП сопровождалась развитием субклинической формы инфек­
ции.
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СРЕДСТВО ДЛЯ ИНГИБИРОВАНИЯ ПРОДУКЦИИ СТАФИЛОКОККОВЫХ 
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Цель. Расширение арсенала средств, способных ингибировать продукцию стафило­
кокковых энтеротоксинов (СЭ) и обладающих способностью удалять их из биологических 
субстратов, а также снижающих рост стафилококков. Материалы и методы. В качестве 
продуцента СЭ типа А (СЭА) использовали референс-штамм Staphylococcus aureus FRI 
722, в качестве продуцента СЭ типа В (СЭВ) — S. aureus S6 715Н. Использовали полиме- 
тилсилоксана полигидрат (ПМС ПГ) в концентрациях 1,82; 9,09 и 18,2%. Результаты. С 
помощью метода двойной диффузии в геле и ИФАмы установили, что 18,2% раствор ПМС 
ПГ (энтеросгель; при содержании полиметилсилоксана полигидрата—70 г, воды очищен­
ной — 30 г на 100 г продукта) является оптимальной концентрацией, приводящей к ин­
гибированию продукции стафилококкового энтеротоксина типа А в 100 и более раз, а 
продукции стафилококкового энтеротоксина типа В — более чем в 300 раз. Заключение. 
Полиметилсилоксана полигидрат обладает способностью удалять стафилококковые эн­
теротоксины типов А и В из биологических субстратов более чем на 50% и существенно 
уменьшать рост стафилококков.

Журн. микробиол., 2017, № 3, С. 71—77

Ключевые слова: стафилококки, стафилококковые энтеротоксины, полиметилсилоксана 
полигидрат, ингибирование, адсорбент
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M EANS FOR INHIBITION OF PRODUCTION OF STAPHYLOCOCCUS ENTERO- 
TOXINS AND THEIR ELIMINATION FROM BIOLOGICAL SUBSTRATES

'Gamaleya Federal Research Centre of Epidemiology and Microbiology, 2Sechenov First 
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Aim. Expansion of arsenal of means capable of inhibiting production of staphylococci entero- 
toxins (SE) and having an ability to eliminate them from biological substrates, as well as reducing 
the growth of staphylococci. Materials and methods. Reference strain of Staphylococcus aureus FRI 
722 was used as SE producer type A (SEA), S. aureus S6 715H — as SE type В producer (SEB). 
Polymethylsiloxane polyhydrate (PMSPH) was used at concentrations of 1.82, 9.09 and 18.2%. 
Results. By using gel doublediffusionmethodandELISA we have established thata 18.2% solution 
of PMSPH (enterosgel; PMSPH — 70 g, purified water — 30 g per 100 g of the product) is an 
optimal concentration for inhibition of production of staphylococcus enterotoxin type A by 100 
and more times, and production of staphylococci enterotoxin type В — by more than 300 times. 
Conclusion. PMSPH is able to eliminate staphylococci enterotoxins type A and В from biological 
substrates for more than 50% and significantly reduce growth of staphylococci.

Zh. Mikrobiol. (Moscow), 2017, No. 3, P. 71—77

Key words: staphylococci, staphylococci enterotoxins, polymethylsiloxane polyhydrate, inhibi­
tion, adsorbent

F.S.Fluer1, A.V.Kudryavtseva2, S.I.Titarev1, 1.B.Bykova3

В В Е Д Е Н И Е

Стафилококки продуцируют 23 иммунологически различных типов энте­
ротоксинов, имеющих большое значение как факторы патогенности более 100 
различных заболеваний, вызываемых стафилококками [9,17]. Энтеротоксины 
стафилококков (СЭ) обладают полифункциональными свойствами: рвотным 
действием, пирогенностью, способностью увеличивать токсичность эндоток­
синов (липополисахаридов, продуктов грамотрицательных бактерий) в 100 000 
раз [13,14,16].

Все СЭ являются суперантигенами и в концентрации от 1 пкг/мл до 1 мкг/ 
мл могут вызывать активацию до 50% Т-лимфоцитов и выработку ряда интер­
лейкинов, которые вызывают интоксикацию и необратимое нарушение нор­
мального функционирования разных систем организма вплоть до летального 
исхода [12]. СЭ в концентрации 100 нг могут вызывать пищевые отравления. 
Борьба с СЭ затруднена из-за невозможности создания анатоксинов и про­
ведения вакцинопрофилактики. В связи с этим, основное внимание при 
борьбе с СЭ уделяется вопросам профилактики попадания энтеротоксигенных 
штаммов стафилококков и их энтеротоксинов в среду организма человека.

СЭ являются белками с молекулярной массой 25 000 — 30 000 дальтон, 
обладающими способностью выступать в качестве аллергенов и индуцировать 
продукцию специфических IgE. Такими свойствами обладают СЭ типов А 
(СЭА), В (СЭВ) и С (СЭС), эксфолиативный токсин и токсин синдрома ток­
сического шока (ТСТШ-1) [12]. Доказано, что СЭ способны также приводить 
к выбросу макрофагами и клетками Лангенгарса IL-1, IL-12 и TNFa, являю­
щихся провоспалительными цитокинами, которые способны поддерживать 
местное аллергическое воспаление при атопическом дерматите [15]. Изданных 
литературы известно об участии токсинов синдрома ТСТШ-1 и СЭВ в раз­
витии тяжелым форм атопического дерматита [8,13].
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Одним из важных аспектов борьбы с энтеротоксигенными штаммами 
стафилококков является поиск благоприятных физиологичных способов уда­
ления стафилококков и подавления продукции ими СЭ.

Известно средство для подавления продукции энтеротоксинов у стафило­
кокков — применение 2,0% раствора свекловичного пектина [1 1 ], однако 
данное средство не обладает способностью удалять СЭ из биологических суб­
стратов.

Кроме того, установлено, что в качестве детоксикационного средства при­
меняется полиметилсилоксана полигидрат (полиметилсилоксана ПГ), пред­
ставляющий собой продукт нелинейной поликонденсации 1,1,3,3-тетра- 
гидрокси-1,3-диметилдисилоксана полигидрата в форме пасты для приема 
внутрь (Энтеросгель. Патент №2293744. Per. № PN003719/02. Свидетельства 
на товарные знаки №219832 №269595).

Указанный препарат применяется в качестве детоксикационного средства 
у взрослых и детей при таких заболеваниях, как острые и хронические инток­
сикации различного происхождения; отравления сильнодействующими и 
ядовитыми веществами, в т.ч. лекарственными препаратами, алкоголем, алка­
лоидами, солями тяжелых металлов, и другие острые кишечные инфекции 
любого генеза в составе комплексной терапии (токсикоинфекции, сальмонел­
лез, дизентерия, диарейный синдром неинфекционного происхождения, дис­
бактериоз); гнойно-септические заболевания, сопровождающиеся выраженной 
интоксикацией, в составе комплексной терапии; пищевая и лекарственная 
аллергия; желтуха (в т.ч. после вирусного гепатита), гипербилирубинемия; 
хроническая почечная недостаточность (гиперазотемия); профилактика хро­
нических интоксикаций у работников вредных производств.

Полиметилсилоксана ПГ обладает способностью сорбировать вещества с 
определенной молекулярной массой, но не способен вызывать дисбиоти- 
ческие нарушения в микрофлоре кишечника, не связывается и не поврежда­
ет слизистую оболочку кишечника.

Известно, что полиметилсилоксана ПГ широко используется в медицин­
ской практике для профилактики и лечения различных заболеваний, вызван­
ных микроорганизмами. Сведений о влиянии полиметилсилоксана ПГ на 
продукцию СЭ не обнаружено.

Целью исследования является расширение арсенала средств, способных 
ингибировать продукцию стафилококковых энтеротоксинов и обладающих 
способностью удалять их из биологических субстратов, а также снижающих 
рост стафилококков.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В качестве продуцента СЭА использовали референс-штамм Staphylococcus 
aureus FR I722; в качестве продуцента СЭВ использовали референс-штамм S. 
aureus S6 715Н. Для изучения способности подавления энтеротоксинообра- 
зования у стафилококков нами исследовано влияние полиметилсилоксана ПГ 
на продукцию СЭ. Способность подавлять продукцию СЭ исследовали с по­
мощью модельной микробиологической системы, состоящей из штаммов 
стафилококков, обладающих способностью продуцировать СЭ, питательной 
среды для культивирования стафилококков и полиметилсилоксана ПГ.

В работе использовали полиметилсилоксана ПГ различных концентраций. 
Концентрацию выражали, исходя из стандартного содержания: на 100 г про­
дукта — 70 г сухого препарата полиметилсилоксана ПГ и 30 г воды очищенной. 
В исследовании мы использовали различные концентрации полиметилсилок-
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Т а б л и ц а  1. Влияние различных концентраций ПМС ПГ 
на рост S.aureus F R I722 и S.aureus S6 715Н 
и удаление СЭА и СЭВ из культуральной 
среды

Р еакция О П п р и
И сследуемые образцы преципитации Еио нм,

S.aureus FR I722 (контроль) 
Контрольный фильтрат культуры 
S.aureus FRI 722 + 1,82% ПМС ПГ 
Культуральный фильтрат 
S.aureus FRI 722 + 9,09% ПМС ПГ 
S.aureus FRI722 + 18,2% ПМС ПГ 
S.aureus S6 715Н (контроль) 
S.aureus S6 715Н + 1,82% ПМС ПГ 
S.aureus S6 715Н + 9,09% ПМС ПГ 
S.aureus S6 715Н +18,2% ПМС ПГ

в геле 

+ 

+

+
+

разведение 1:30

0,3

0,3

0,21
0,19
0,45
0,41
0,4
0,18

сана ПГ для того, чтобы выявить 
среди них оптимальную кон­
центрацию этого вещества, об­
ладающую максимально вы­
раженной способностью по­
давлять рост стафилококков, 
продукцию СЭ и выведения СЭ 
из культуральной жидкости —
1,82; 9,09 и 18,2%.

Культивирование стафило­
кокков, продуцирующих СЭ, 
проводили на специальной жид­
кой питательной среде с фер­
ментативной казеиновой осно­
вой [Флуер Ф.С., 2007].

Содержание аминного азота 
в среде — 200 мг/%. В среду до­
бавляли 1,0% сердечно-мозговую вытяжку (Difco, США).

Устанавливали pH среды 7,2. Затем среду разливали по 4,5 мл и стерили­
зовали 15 мин при 1 атм., 120°С, после чего в пробирки с питательной средой 
вносили по 0,5 мл суточной культуры стафилококков, содержащей 107 КОЕ/ 
мл, и асептически вносили полиметилсилоксан ПГ в конечных концентраци­
ях в среде от 10,0% до 20,0%. Выращивание проводили на шутгель-аппарате 
при непрерывном встряхивании 210 об/мин в течение 24 часов при 37°С. Сразу 
после посева из каждой пробирки проводили количественные высевы на 
чашки Петри с плотной питательной средой Baird—Parker с теллуритом калия 
[5]. Плотность микробных клеток контроля и опытных образцов определяли 
на спектрофотометре при длине волны E560HM.

После окончания культивирования через 24 часа высев повторяли. Затем 
микробные клетки удаляли центрифугированием при 10 000 об/мин в течение 
15 минут. Контролем служили те же штаммы стафилококков, культивируемые 
в тех же условиях, что и опытные образцы, но без добавления полиметилси­
локсана ПГ.

СЭ в опытных и контрольных образцах определяли методом двойной диф­
фузии в геле [4] с использованием моноспецифических антиэнтеротокси- 
ческих сывороток типа А и В [3,10] и иммуноферментным методом с исполь­
зованием иммуноферментных тест-систем для определения стафилококковых 
энтеротоксинов типов А и В [1,2].

В частности, нами был проведен сравнительный анализ определения диф­
ференцированного регуляторного воздействия полиметилсилоксана ПГ на 
способность подавления продукции СЭА и СЭВ.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Культуру S. aureus FRI 722 (референс, продуцирующий СЭА), S. aureus 
S6 715Н (продуцент СЭВ) и клинический изолят S. aureus выращивали в пи­
тательной среде, содержащей полиметилсилоксана ПГ в концентрации 1,82; 
9,09 и 18,2% (табл. 1). После культивирования на чашках Петри выявляли рост 
стафилококков при различных разведениях препарата. Особый интерес пред­
ставляло сравнение возможностей ингибирования продукции СЭ, а также 
способностей выведения СЭ у полиметилсилоксана ПГ. Результаты представ­
лены в табл. 1 и 2.
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Т а б л и ц а  2. Использование ИФА для исследования влияния различных концентраций ПМС ПГ на рост 
S.aureus FRI-722 на продукцию СЭА, S.aureus 715Н на продукцию СЭВ и удаление СЭА и 
СЭВ из культуральной среды

С реда культивирования, ш тамм -продуцент 
и  концентрация П М С  П Г

О птическая плотность 
при  Е$бонм(1/30)

Средний полож ительны й титр 
токси н а  в  реакции  ИФ А

Контроль S.aureus FRI 722 0,3 С Э А - 1:200
Контроль S.aureus клинический штамм 30 0,3 С Э А - 1:100

9,09% ПМС ПГ + S.aureus FRI 722 0,21 СЭА — Без разведения — 1:10
9,09% ПМС ПГ + S.aureus клин, штамм 30 0,22 СЭА — Без разведения — 1:10

18,2% ПМС ПГ + S.aureus FRI 722 0,19 СЭА — Без разведения +
18,2% ПМС ПГ + S.aureus клин, штамм 30 0,18 СЭА — Без разведения +

Контроль S. aureus S6 715Н(Без ПМС ПГ) 0,45 С Э В - 1:6400

1,82% ПМС ПГ+ S. aureus S6 715Н 0,41 СЭВ-1:6400

9,09% ПМС ПГ + S.aureus S6 715Н 0,4 СЭВ-1:3200

18,2% ПМС ПГ + S.aureus S6 715Н 0,18 С Э В - 1:10

Как видно из табл. 1, использование 1,82% полиметилсилоксана ПГ не 
обладает способностью подавлять рост стафилококков. При добавлении в 
питательную среду полиметилсилоксана ПГ происходило уменьшение коли­
чества микробных клеток, а СЭ в препарате не был обнаружен. При при­
менении 18,2% полиметилсилоксана ПГ также наблюдалось уменьшение 
роста стафилококков и отсутствие СЭ в культуральной жидкости.

Нами также проводились исследования по ингибированию СЭ при ис­
пользовании полиметилсилоксана ПГ различной концентрации методом ИФА 
(табл. 2).

Установлено, что в питательной среде с добавлением 9,09% полиметилси­
локсана ПГ при выращивании S. aureus происходило частичное подавление 
роста стафилококков и значительное подавление продукции СЭ. При исполь­
зовании 18,2% концентрации полиметилсилоксана ПГ в питательной среде 
как в случае референс-штамма, так и в случае клинического штамма проис­
ходило ингибирование продукции СЭА и СЭВ и сорбция СЭА и СЭВ на по­
лиметилсилоксана ПГ; в результате концентрация СЭА в культуральном 
фильтрате снижалась в 200 раз, а концентрация СЭВ в культуральном филь­
трате снижалась в 640 раз (табл. 2).

Нами была предпринята попытка элюировать энтеротоксин из полиме­
тилсилоксана ПГ с помощью 
0,1 М глицин-НС1-буфера (pH 
3,0), который часто использует­
ся в аффинной хроматографии 
для выделения антител, однако 
добиться элюции энтеротокси­
на таким образом нам не уда­
лось.

При исследовании возмож­
ности 18,2% концентрации по­
лиметилсилоксана ПГ сорби­
ровать и выводить СЭА и СЭВ 
из культуральной жидкости 
установлено, что полиметилси- 
локсан ПГ при концентрации в

Т а б л и ц а  3. Исследование сорбции СЭ типа типа А и В 
из культуральных супернатантов с помощью 
ПМ СПГ

Исследуемые образцы
Э нтеротоксигенная 
активность в ИФА 

в разведениях

Культуральный супернатант 
S.aureus FRI 722

1:200-1:400

Культуральный супернатант 
S.aureus FRI 722 + 18,2% ПМС ПГ 
(20 часов при 20‘С ± 2‘С)

1 : 1 0 0 - 1 : 2 0 0

Культуральный супернатант 
S.aureus S6 715Н

1:6400

Культуральный супернатант 
S.aureus S6 715Н + 18,2 % ПМС ПГ 
(20 часов при 20'С ± 2'С)

1:3200
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среде 18,2% обладает способностью выводить из культуральной жидкости до 
50,0% СЭА и СЭВ. Результаты представлены в табл. 3.

Показано, что 18,2 % концентрация полиметилсилоксана ПГ подавля­
ет продукцию энтеротоксина типа В у штамма S. aureus S6 715Н в 320 — 640 
раз. Этот штамм при выращивании в питательной среде без добавления 
полиметилсилоксана ПГ образует энтеротоксин типа В, который выявля­
ется иммуноферментным методом в разведении 1:3200 — 1:6400. В то же 
время, этот же штамм, выращиваемый в присутствии полиметилсилоксана 
ПГ, частично (по сравнению с контролем) продуцировал энтеротоксин, 
который выявляли иммуноферментным методом всего лишь в разведении 
1:10.

Большой интерес отводится препаратам, которые обладают способностью 
ингибировать рост патогенной микрофлоры, продукцию энтеротоксинов и 
выведению их из биологических субстратов. Известно, что для ингибирования 
роста стафилококков и продукции СЭ можно использовать свекловичный 
пектин [11]. Однако свекловичный пектин не обладает способностью выводить 
СЭ из биотопов. Из литературы известно, что многие сорбенты (в том числе 
полиметилсилоксана ПГ), обладают широким спектром противобактери- 
ального действия. Их используют в медицине при различных заболеваниях 
[6,7].

Полученные результаты показали, что полиметилсилоксан ПГ в концен­
трации 18,2% способен ингибировать продукцию СЭА более чем в 100 раз, 
продукцию СЭВ — более чем в 300 раз. Кроме того, этот препарат, снижая рост 
стафилококков, выводит из биологических субстратов более 50,0% СЭА и 
СЭВ.
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НАДЗОР ЗА БЕШ ЕНСТВОМ  В СО ВРЕМ ЕН Н Ы Х УСЛОВИЯХ
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ный медицинский университет им. И.М. Сеченова; 3НИИ вакцин и сывороток им. 
И.И.Мечникова, Москва

Цель. Оценка действующей в Российской Федерации системы эпизоотолого- 
эпидемиологического надзора, которая демонстрировала свою высокую эффективность 
в конце прошлого века, а также определение направлений ее совершенствования в 
современных условиях. Материалы и методы. Данные официальной статистики, ре­
зультаты эпидемиологической диагностики, данные зарубежных исследований. Для 
оценки ситуации по бешенству в Российской Федерации в 2000 — 2015 гг. применялись 
описательно-оценочные эпидемиологические методы, а также материалы проведенных 
ранее собственных исследований по изучению информированности населения. 
Результаты. Выявлен характер современной эпизоотолого-эпидемиологической си­
туации по бешенству в Российской Федерации. Показано, что, несмотря на снижение 
числа регистрируемых случаев бешенства среди населения, риск инфицирования со­
храняется. В связи с интенсивной миграцией населения, низкой его информирован­
ностью, широкомасштабной постэкспозиционной профилактикой меняются клинико­
эпидемиологические особенности бешенства, снижающие эффективность надзора. 
Заключение. Действующая система эпидемиологического надзора за бешенством нуж­
дается в совершенствовании путем изменения организационной структуры, а также 
оптимизации ее диагностического компонента.

Журн. микробиол., 2017, № 3, С. 77—83

Ключевые слова: бешенство, пре- и постэкспозиционная профилактика, эпидемиологи­
ческий надзор, диагностика бешенства, факторы риска
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ВВЕДЕНИЕ

26 октября 2015 года исполнилось 130 лет со дня, когда Луи Пастер сооб­
щил медицинскому сообществу о победе над бешенством. Создание первой в 
мире вакцины, которая была антирабической, дало человечеству надежду на 
спасение от этой древнейшей и единственной абсолютно летальной ин­
фекции.

Несмотря на снижение заболеваемости людей, которое благодаря вне­
дрению специфической профилактики особенно заметно в настоящее 
время в экономически развитых странах, бешенство по сей день остается 
актуальной проблемой. Так, в США и Канаде ежегодно регистрируется по­
рядка 5 случаев бешенства, в Европе 1 — 3 случая [14]. В России средне­
многолетний уровень заболеваемости населения составляет 12 случаев, а 
экономический ущерб от укусов, наносимых животными — потенциаль­
ными источниками возбудителя, достигает более 3,5 млрд рублей в год [2 
- 4 ].

Накопленные в последние годы данные свидетельствуют об изменении 
эпизоотологических и эпидемиологических проявлений бешенства, которые 
должны своевременно улавливаться системой надзора, распознаваться еще на 
уровне изучения риска и учитываться при разработке профилактических ме­
роприятий.

Цель настоящего исследования заключалась в оценке действующей в 
Российской Федерации системы эпизоотолого-эпидемиологического над­
зора, которая демонстрировала свою высокую эффективность в конце про­
шлого века [5], а также в определении направлений ее совершенствования в 
современных условиях.
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Объектом исследования явилась система надзора, а точнее, ее эпи­
демиолого-диагностические возможности, позволяющие вскрыть причины и 
условия формирования ситуации по бешенству, характерной для изучаемого 
периода. Оценены способности системы распознавать особенности распре­
деления заболеваемости по территориям, группам, контингентам и времени 
риска, а также улавливать меняющиеся факторы риска на фоне таких глобаль­
ных процессов, как дальнейшая урбанизация территорий, рост миграционной 
активности и др.

Материалами исследования послужили данные эпизоотолого-эпиде- 
миологического надзора за бешенством в Российской Федерации в период с 
2000 по 2015 гг. С использованием описательно-оценочных эпидемиологиче­
ских методов изучены уровень, структура и динамика заболеваемости людей, 
выявления случаев бешенства среди животных, а также существующие на 
территории Российской Федерации риски.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Оценка эпизоотолого-эпидемиологической ситуации по бешенству в 
Российской Федерации в целом показала, что в динамике отмечается сниже­
ние заболеваемости населения. Число случаев бешенства, выявляемого среди 
животных, напротив, растет (табл.).

При существующих подходах к диагностике бешенства это свидетельству­
ет об эпизоотическом неблагополучии, а следовательно, о сохраняющемся 
риске заражения населения. Следует учитывать, что максимально полно диа­
гностика осуществляется только среди сельскохозяйственных животных, 
которые считаются индикатором бешенства и занимают в структуре заболе­
ваемости животных третью позицию. Второе место практически на всех тер­
риториях страны по частоте выявления занимает бешенство собак и кошек, а 
первое — принадлежит бешенству
ДИКИХ ЖИВОТНЫХ. Бешенство в России

При практически неизменном 
уровне проводимых ветеринарной Гоны

Заболеваемость
животных Заболеваемость людей

службой лабораторных исследо-
2000 1406 8ваний выявляемость бешенства

среди диких животных достовер- 2001 2440 22

но растет. Особым эпизоотологи- 2002 3951 17

ческим неблагополучием характе- 2003 4293 15
ризуются регионы Центральной 2004 3268 17
России и Поволжья. Именно 2005 5253 16
здесь с 2014 года наблюдается 2006 2264 4

максимальная интенсивность 2007 5503 8
эпизоотий среди диких плотояд- 2008 4637 17

ных животных, а основным резер- 2009 4442 12
вуаром рабической инфекции 2010 4437 16
является лисица [6]. За всю исто- 2011 3188 13
рию наблюдений в плотном коль- 2012 2802 4
це эпизоотий впервые оказалась 2013 3507 6
Москва. И это не случайно, т.к. 2014 2315 3
Центральная Россия и, прежде 2015 3371 6
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всего Московский регион, являются наиболее урбанизированными террито­
риями, на которых создаются особые условия для циркуляции возбудителя 
среди животных. Фактически, дикие животные находятся под воздействием 
жесточайшего стресса, вызванного все возрастающей антропогенной нагруз­
кой. Не в лучшую сторону меняется их среда обитания, а соответственно, и 
снижается иммунная защита, что подтверждают исследователи [8]. Это про­
исходит на фоне отсутствия контроля численности популяций животных, 
имеющих эпидемиологическое значение, что способствует росту заболевае­
мости бешенством.

В результате, из 184 случаев гидрофобии, зарегистрированных в России с 
начала текущего столетия, большая часть выявлена на территориях 
Центрального федерального округа (40%). Так, в 2015 году 4 из 6 случаев за­
болеваний людей пришлись именно на эти регионы (Липецкая, Ярославская, 
Владимирская области). С начала века максимальное число заболевших в 
Центральной России было выявлено в Московской, Тверской, Воронежской 
и Тульской областях. Таким образом, эпидемиологический надзор дает ответ 
на вопрос, где болеет население и почему в настоящее время основная забо­
леваемость приходится именно на эти территории.

Также надзор позволяет определить группы риска, которые меняются в 
динамике. Так, если до 2006 года болели преимущественно школьники и 
взрослые в возрасте от 40 до 50 лет, то в последние годы заболеваемость сме­
стилась на наиболее мобильные группы населения — 20 — 29 и 50 — 59 лет, 
которые в результате своей активности все чаще подвергаются риску зараже­
ния, в т.ч. находясь на территориях природных очагов.

Известен и портрет человека, входящего в группу максимального риска 
заражения — это мужчина, чаще неработающий (более 60%) и проживающий 
или длительно находящийся в сельской местности, или точнее, вне городской 
черты [2].

Случаи заболеваний, хотя и значительно реже, регистрируются и среди 
детей. Такие случаи наблюдались в 2012, 2014 и 2015 годах. В последние годы 
в России не регистрируются случаи, связанные с профессиональным зараже­
нием. Ежегодно вакцинируют и ревакцинируют от 16 до 24 тыс. человек, от­
носящихся к данным группам риска.

Несмотря на то, что заражение людей происходит в течение всего года, 
большинство случаев приходится на летний период, что связано с максималь­
ными контактами населения с источниками возбудителя.

Ответ на вопрос, почему население продолжает болеть, становится оче­
видным после анализа случаев заболеваний, а также оказываемой населению 
антирабической помощи. Во-первых, изучение локализации укусов свиде­
тельствует о значительной доле, так называемых, спровоцированных укусов 
животными. Более 80% таких повреждений приходятся на кисти рук, а также 
других частей тела и относится к укусам опасной локализации. Во-вторых, 
население все реже обращается за антирабической помощью. Так, если до 2005 
года на долю таких случаев приходилось менее половины от числа зарегистри­
рованных, то в настоящее время их количество приблизилось к 70%. И 
в-третьих, даже в случаях обращения за медицинской помощью по вине само­
го населения она оказывается не всегда: процент отказов от антирабических 
прививок вырос в 3,6 раза.

Таким образом, основная причина заболеваемости кроется в низком уров­
не информированности населения о проблеме, что приводит к сохранению 
риска инфицирования. Это подтверждает динамика обращаемости населения
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Российской Федерации за антирабической помощью по поводу укусов, оца­
рапываний и ослюнений животными. С начала века она снизилась практиче­
ски на 100 тыс. случаев (450 тыс. в 2000 г. до 370 тыс. человек в 2014 г.).

Как показали результаты нашего исследования, посвященного оценке 
информированности и существующего риска среди жителей московского 
региона, у населения не просто отсутствует настороженность в отношении 
бешенства, оно практически ничего не знает о нем [2]. ВОЗ отнесла бешенство 
к группе забытых инфекций. Действительно, в нашей стране бешенство, ре­
гистрируемое у людей, является болезнью дефицита знаний.

Таким образом, действующая в Российской Федерации система надзора 
за бешенством позволяет выявить особенности территориального распреде­
ления заболеваемости населения, а также выявить группы, контингенты и 
время риска. Вместе с тем, есть проблемы, которые надзор пока не в состоянии 
обнаружить и соответственно оценить. К числу таких первоочередных проблем 
относится состояние диагностики.

Клиницистам хорошо известно, что бешенство — эта та из немногих ин­
фекций, которую нельзя пропустить, поскольку имеются патогномоничные 
признаки и ведущий из них — гидрофобия. Между тем, все большее число 
наблюдений свидетельствует о возможности атипичного клинического тече­
ния, которое возникает, прежде всего, на фоне вакцинации в анамнезе. Так, в 
2014 году описан случай бешенства у 27-летнего мужчины в Иране, сопрово­
ждавшийся абдоминальным синдромом [7], а в 2015 году — клиника энцефа­
лита без гидрофобии у 6-летнего тунисского мальчика [13].

Подтверждением названной тенденции служит и исследование, проведен­
ное в нашей стране, в результате которого сотрудникам ЦНИИЭ и Омского 
института природно-очаговых инфекций удалось ретроспективно установить 
рабическую инфекцию у двух человек, умерших от энцефалита в Астраханской 
области в 2003 году [9].

Но даже при наличии в клинической картине гидрофобии и другой типич­
ной неврологической симптоматики, развивающейся на финальной стадии 
болезни, все чаще выявляются ошибки в постановке первичного диагноза. 
Как показывает эпидемиологический анализ, основываясь только на клини­
ческих данных, заболевшим ставятся самые разнообразные первичные диа­
гнозы — от банального ОРВИ до патологии различных органов и систем, что 
сопровождается соответствующими дополнительными, в т.ч. инструменталь­
ными исследованиями. Это приводит к существенной отсрочке в проведении 
противоэпидемических мероприятий среди населения, подвергшегося вместе 
с больных риску заражения, а дополнительной группой риска становятся еще 
и медицинские работники. Так, например, в 2011 году описан случай заболе­
вания 9-летней девочки, проживающей в Подольском районе Московской 
области, возникший спустя 2 месяца после укуса одичавшей кошки [1 ]. 
Заболевание началось с появлений сыпи в области ягодиц и кожного зуда, и 
ребенку был поставлен диагноз «стрептодермия». Когда у больной появилась 
боль в горле и затрудненное дыхание, врач-оториноларинголог заподозрил 
заглоточный абсцесс, ребенку неоднократно проводилась ларингоскопия. 
Далее в процессе диагностики ребенок осматривался офтальмологом, кар­
диологом, детским хирургом, инфекционистами и неврологом. В результате 
риску заражения подверглись 14 человек, которые уже по результатам пост­
мортальной диагностики получали антирабическую иммунизацию.

Приведенные данные свидетельствуют о недостаточной подготовке 
врачей-клиницистов, а также необходимости рассмотрения вопроса о про­
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ведении, в т.ч. прижизненной, диагностики бешенства с использованием 
современных и эффективных методов. Принятый в качестве «золотого стан­
дарта» диагностики метод флюорисцирующих антител, как показали иссле­
дования, имеет свои достоинства и недостатки. Последние связаны с необхо­
димостью проведения его в кратчайшие сроки, а это не всегда удается в связи 
с организационными особенностями системы — в стране имеется всего одна 
лаборатория, выполняющая данные исследования. Внедрение ПЦР-РТ диа­
гностики позволит не только расшифровывать атипичные случаи бешенства, 
но и будет способствовать изучению особенностей выявленных на территории 
Российской Федерации вариантов возбудителя. В результате сложится полная 
картина эпизоотолого-эпидемиологической ситуации не только по классиче­
скому бешенству, но и по всем лиссавирусным инфекциям. Согласно Девятому 
отчету международного комитета по таксономии вирусов, род Lyssavirus, кро­
ме классического вируса бешенства — Rabies virus (RABV), включает следую­
щие виды возбудителей нейротропных инфекций, вызывающих необратимые 
поражения головного мозга человека и теплокровных животных: Australian bat 
lyssavirus (ABLV), European bat lyssavirus 1 and 2 (EBL1,2), Khujand lyssavirus 
(KHUV), Aravan lyssavirus (ARAV), Irkut lyssavirus (IRKV), Duvenhge lyssavirus 
(D U W ), Lagos bat lyssavirus (LBV), Mokola lyssavirus (MOKV), West Caucasian 
bat lyssavirus (WCBV), Shimoni bat virus (SHIBV) [11].

Большая часть известных к настоящему времени лиссавирусов обнару­
жена за пределами нашей страны, и это значит, что возрастает риск зара­
жения граждан России, выезжающих за рубеж. Начиная с 2001 года, систе­
мой надзора выявлено всего несколько таких завозных случаев у россиян. 
Между тем, с учетом набирающей темпы миграции населения таких случаев 
может быть значительно больше, что необходимо учитывать при разработ­
ке мероприятий по профилактике бешенства путешественников. Следует 
отметить, что за рубежом предусмотрены учреждения, оказывающие 
лечебно-профилактическую и диагностическую помощь таким гражданам 
[12, 15].

Другая проблема надзора связана со снижением качества эпидемиологи­
ческой диагностики бешенства — растет число случаев с неизвестной при­
чиной заболевания, т.е. без укуса животным в анамнезе. Это может быть обу­
словлено несколькими обстоятельствами. Во-первых, длительным инку­
бационным периодом, который, по нашим данным, в среднем составляет от 
20 до 90 дней, но может значительно удлиняться в случаях заражения за рубе­
жом, а также на фоне постэкспозиционной профилактики. Описаны случаи 
бешенства с инкубацией до 8 и более лет [10,15]. Во-вторых, заражение чело­
века может происходить вне связи с укусами животных посредством непрямой 
передачи вируса, например, при пересадке различных органов и тканей [16], 
а также контактно-бытовым путем от человека человеку [17].

Современная ситуация по бешенству в мире и в Российской Федерации, 
новые данные об изменении эпидемических проявлений диктуют необходи­
мость изменения существующей системы надзора. Ее совершенствование 
должно предусматривать создание научно-исследовательского координаци­
онного центра с одной, а в перспективе — сетью референс-лабораторий, 
объединение усилий научных групп, занятых разработкой вопросов диагно­
стики, надзора и контроля за бешенством, внедрение молекулярно­
генетического мониторинга, а также создание благоприятных условий для 
межведомственного взаимодействия, в т.ч. эпидемиологов, клиницистов, 
ветеринаров, лабораторных и др. специалистов.
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ВВЕДЕНИЕ

Липополисахариды (ЛПС), или бактериальные эндотоксины клеточных 
стенок грамотрицательных бактерий все чаще оказываются в зоне присталь­
ного внимания исследователей, что обусловлено их выраженным системным 
биологическим эффектом. В частности, показано, что высвобождение ЛПС 
сопровождается лихорадкой, падением артериального давления, мультиор- 
ганными поражениями, шоком и летальным исходом. В основе указанного 
находится ЛПС-ассоциированная эндотоксинемия — одна из наиболее суще­
ственных составляющих различных форм инфекционной патологии человека 
[5,6].

Наряду с этим в литературе все больше появляется данных о том, что бак­
териальный компонент микробиоты человека — основной фактор формиро­
вания адаптивных иммунных реакций, в том числе обусловленных ЛПС [ 10]. 
Механизмы переключения направления эффектов ЛПС неизвестны, однако 
высока вероятность того, что они могут быть связаны с качественными и ко­
личественными различиями биологической активности отдельных структур­
ных компонентов и/или фракций ЛПС [15]. Учитывая, что одно из ключевых 
звеньев иммунных реакций при бактериальных инфекциях TLR-onocpe- 
дованная активация фагоцитоза [1 1 ], целью данного исследования явилась 
сравнительная экспериментальная оценка влияния трех различных фракций 
ЛПС E.coli на фагоцитарную и метаболическую активность нейтрофилов 
крови лабораторных мышей с индуцированным иммунодефицитом.
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В качестве стандартного источника липополисахаридов использовали 
культуру (штамм М17, колибактерин). Субстанции различных фракций ЛПС 
для данного исследования получали в соответствии с разработанным нами 
способом [2].

При выполнении работы соблюдались правила проведения работ с ис­
пользованием экспериментальных животных. В работе были задействованы 
беспородные мыши из вивария БГМУ. Было сформировано 6 групп по 12 
особей весом 20 — 30 г: 1 группа — интактные и 2 — 6 группы — с индуциро­
ванным иммунодефицитом, вызванным однократной внутрибрюшинной 
инъекцией циклофосфамида (50 мг/кг циклофосфан, ОАО «Киевмедпре- 
парат») [4]. Контрольным препаратом для сравнения иммуномодулирующей 
активности фракций ЛПС (Л ПС-1, ЛПС-2, ЛПС-3) служил (группа 3) ликопид 
[4-0-(2-ацетиламино-2-дезокси-Р-0-глюкопиранозил)-М-ацетилмурамил]- 
Ь-аланил-О-а-глутамиламид), являющийся синтетическим аналогом бакте­
риальных гликопептидов и относящийся к фармакотерапевтической группе 
иммуностимулирующих средств. Разовую дозу рассчитали, исходя из инструк­
ции по терапевтическому применению препарата для взрослых (0,14 — 0,28 
мг/кг). Она составила 0,1 мл свежеприготовленного раствора препарата срав­
нения (0,05 мг/мл) для одного подопытного животного при среднем весе в 30 г 
— 0,17 мг/кг.

Препарат сравнения и исследуемые фракции Л П С-1, ЛПС-2, ЛПС-3 вво­
дили в рассчитанных дозировках внутрибрюшинно мышам 3, 4, 5 и 6 групп 
соответственно через сутки после индуцирования экспериментального имму- 
нодефицитного состояния, ежедневно, в течение 21 дня. Для исследуемых 
фракций ЛПС разовая доза составляла 0,2 мл (10 пг/мл, обоснование далее по 
тексту).

На 22 сутки в каждой группе оценивали функциональную способность
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нейтрофильных гранулоцитов, определяли фагоцитарное число, фагоцитар­
ный индекс и интегральный фагоцитарный индекс. Функциональный резерв 
клеток оценивали в сравнительном двухвариантном НСТ-тесте (спонтанный/ 
индуцированный) по проценту лейкоцитов с гранулами восстановленного 
НСТ (диформазан черного цвета), по среднему цитохимическому коэффици­
енту и индексу стимуляции [ 1 ].

Для статистической обработки данных применялись непараметрические 
методы, для описания количественных признаков в малых выборках — ме­
диана (Me) и интерквартильный размах (Q1-Q3), для расчета статистической 
значимости различий количественных признаков между группами — непара­
метрический критерий Манна-Уитни для двух независимых групп. Отличия 
считались статистически значимыми при р<0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Для оценкие иммуномодулирующих эффектов ЛПС E.coli нами с помо­
щью жидкостной колоночной хроматографии было получено 5 условных 
фракций общей массой около 250 мг. Из них по результатам спектроскопии 
ЯМР !Н три были идентифицированы каклипополисахариды (ЛПС-1, ЛПС- 
2 и ЛПС-3) благодаря наличию в их спектрах характерных сигналов протонов 
жирнокислотных остатков при 1,3 м.д., углеводных остатков при 4,8 м.д. и 
СНг-групп, сопряженных с полярными фрагментами (3,2 м.д.). Две другие 
хроматографические фракции, судя по спектрам ЯМР 'Н, представляли собой 
фрагменты ЛПС — его липидную и олигосахаридную части и выходили на 
первой и третьей ступенях элюции соответственно. Фракции ЛПС-1, ЛПС-2 
и ЛПС-3 выходили из колонки на этапе элюции смесью этанол-триэтиламин, 
хорошо растворялись в воде и имели спектры ЯМР 1Н, идентичные по сигна­
лам, но различавшиеся по интегральной интенсивности пиков (табл. 1 , груп­
па протонов III). В результате наименее редуцированной по углеводному 
фрагменту, т.е. наименее разрушенной, была фракция ЛПС-3, однако для 
дальнейших сравнительных исследований были взяты все три фракции 
ЛПС.

Для наглядности сравнительной оценки иммуномодулирующей актив­
ности полученных субстанций ЛПС нами была выбрана модель экспери­
ментального вторичного иммунодефицита, вызываемого циклофосфами- 
дом [4]. Внутрибрюшинное введение цитостатика в экспериментально 
подобранной дозе 50 мг/кг обеспечивало равномерное поступление веще­
ства в систему кровообращения и кроветворные органы животного и фор­
мировало выраженное и стойкое иммунодефицитное состояние, не вызы­
вая при этом непредсказуемой гибели лабораторных животных на 
протяжении всего периода наблюдения. Безусловно изменения иммуноре­
активности, возникающие при тех или иных воздействиях, не являются 
иммунодефицитами. Однако в результате экспериментального сравнения

фагоцитарной активности 
Т а б л и ц а  1. Соотношение количества атомов водорода в разных нейтрофилов И Н ТаК ТН Ы Х  

фракциях ЛПС МЫШеЙ КОНТРОЛЬНОЙ Г руП -

пы  (группа 1) и  мыш ей, 
подвергавш ихся воздей­
ствию циклоф осф ам ида 

(группа 2), было показано 

достоверное снижение Ф Ч  

на 57,3%, ФИ -  на 23,5%,

И нтенсивность сигнала
N3 I руппа протонов

Л П С -1 Л П С -2 Л П С -3

I -СН (углеводные остатки) 35 39 52
II -СНг («полярные») 23 24 24
III -СН? («неполярные») 36 36 36
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Т а б л и ц а  2. Влияние ликопида, ЛПС-1, ЛПС-2 и ЛПС-3 на фагоцитарную активность нейтрофилов крови 
мышей с вторичным иммунодефицитом

Группы мышей

П оказатель 1 (п=12) 2 (п=12) 3 (п= 12) 4 (п = 1 2 ) 5(п=12) б(п= 12)

Контроль
интактны е

Контроль
б /лечения

Л икопид Л П С -1 Л П С -2 Л П С -3

Фагоцитарное число
М±а 5,4±0,Ю 9 2,3± 0 ,324 3,8+0,36 3,5±0,427 3,2+0,183 4,2  +0,31
Ме 5,4 2,305 3,67 3,62 3,145 4,25
[Qi-СЫ [5 ,3 -5 ,5 ] [2 ,1 5 -2 ,6 ] [3 ,5 -4 ,1 5 ] [3 ,1 5 -3 ,9 5 ] [3 ,0 5 -3 ,3 5 ] [4 ,0 5 -4 ,5 ]

Р 1 -2 = 0 ,0 0 0 0 3 Р 2- з = 0 ,0 0 0 0 3 Р2_4=0,0 0 0 0 4 Р2-5= 0 , 0 0 0 0 4 Р 2 -б = 0 ,0 0 0 0 3
Рз_4«0,29 Рз-5= 0 ,0 0 0 2 р з-б = 0 , 0 2

Фагоцитарный индекс
М±а 68±5,09 51,8+4,19 56,4+5,73 57,4±4,16 56±2,398 57,8 ± 3 ,35
Ме 68 52 57 56 56 59
[Qi-СЫ [6 5 -7 0 ,5 ] [4 8 ,5 -5 4 ,5 ] [5 1 ,5 -5 9 ,5 ] [5 5 -6 0 ] [5 5 ,5 -5 7 ] [5 5 -6 0 ,5 ]

р м = 0 , 0 0 0 0 3 Р2.з= 0 ,0 3 5 Р 2 -4 = 0 ,0 0 3 р 2 -5 = 0 ,0 0 8 Р2 -б =  0 , 0 0 1

Рз-4=0,6 рз-з=0,73 Рз-б=0,26

Интегральный фагоцитирующий индекс
НСТ-СП 3,68+0,22 1,18+0,15 2 ,12±2,22 2,02±0,22 1,78+0,18 2,42 ± 0 ,04
( % ) 3,69 1,21 2,04 1,95 1,84 2,4

[3 ,5 3 -3 ,8 8 ] [1 ,1 1 -1 ,2 5 ] [1 ,9 5 -2 ,2 4 ] [1 ,8 3 -2 ,2 4 ] [1 ,6 9 -1 ,9 2 ] [2 ,3 8 -2 ,4 2 ]
Р1.2= 0 , 0 0 0 0 3 р 2- з = 0 ,0 0 0 0 3 Р 2 -4 = 0 ,0 0 0 0 5 р 2. 5= 0 , 0 0 0 0 4 Р 2 -б ~ 0 ,00 0 0 3

Р з-4= 0,19 рз-5= 0 , 0 0 1 7 Рз-6= 0 ,0 0 4

НСТ-СП (%)
М ±а 7 ,6 ±  1,367 5±0,847 6 ,6± 1 ,07 5,4±0 ,656 5 ,2 ±  1,003 7 ±1
Ме 7,5 5 6,5 6 5,5 7
[Qi-СЫ [ 7 -8 ,5 ] 1 5 -6 ] [ 6 - 7 ] [ 5 - 6 ] 1 5 -6 ] [ 6 - 8 ]

pj_2—0,0 0 0 1 P w = 0 ,0 0 1 5 р 2 -4 ~ 0 ,2 7 3 p 2.j= 0 ,622 Р 2 -4 -0 ,0 0 1
р з ^ = 0 ,0 0 9 Рз-5 = 0 ,0 0 5 Рз-б=0,6

НСТ-ИН ( % )

М ±а 60±6,57 41,6±10 ,8 54±3,79 49,6±2 ,49 47 ,8±3,83 58,2±4,49
Ме 59,5 46 53,5 49 48 59
[ Q 1- Q 3] [5 5 -6 5 1 [3 4 ,5 -5 1 1 [5 1 ,5 -5 6 ] [48-511 [4 6 -5 0 ,5 1 [5 5 -6 1 ,5 ]

pi-2— 0 ,0 0 0 1 Р 2 -3—0 ,0 0 2 р2-4= 0,126 P2-s=0,371 Р 2 -4 = 0 ,0 0 0 2
Рз-4= 0 ,0 0 1 рз-5= 0 ,0 0 0 5 Рз-4 = 0 ,0 2 3

СЦК-СП
М±а 0,27+ 0 ,04 0 ,2± 0 ,03 0 ,3± 0 ,03 0,3±0,02 0 ,3± 0 ,03 0,31 ± 0 ,04
Ме 0,31 0,22 0,28 0,29 0,28 0,31
[ Q 1- Q 3 ] [0 ,2 8 -0 ,3 4 ] [0 ,2 -0 ,2 4 ] [0 ,2 7 -0 ,3 1 ] [0 ,2 6 -0 ,3 0 5 ] [0 ,2 7 -0 ,3 0 5 ] [0 ,2 8 -0 ,3 5 ]

Р 1 -2 = 0 ,0 0 0 1 Р 2. з = 0 , 0 0 0 0 4 Р 2 -4 = 0 ,0 0 0 1 р 2-5= 0 , 0 0 0 2 Р 2 -б = 0 ,0 0 0 0 3

СЦК-ИН
РЗ-4= 0,1 Р3-5=0,6 рз-б=0,06

М+а 0 ,7± 0 ,04 0 ,5± 0 ,06 0 ,61± 0 ,04 0,62±0,07 0 ,59±0,02 0,68 ± 0 ,03
Ме 0,7 0,505 0,61 0,625 0,6 0,7

[ Q 1- Q 3] [0 ,6 8 -0 ,7 2 ] [0 ,4 7 5 -0 ,5 4 ] [0 ,5 7 -0 ,7 5 ] [0 ,5 6 -0 ,6 6 ] [0 ,5 9 -0 ,6 2 ] [0 ,6 9 -0 ,7 2
Р 1 -2 = 0 ,0 0 0 0 3 Р2.3= 0 ,0 0 0 1 Р 2 -4 = 0 ,0 0 4 Р2-5= 0 ,0 0 0 1 Р2-6= 0 , 0 0 0 0 3

Р3-4=0,6 Рз-з=0,9 р з -4 ~ 0 ,0 0 0 3

ИС
М ±а 2,3+ 0 ,42 1,26±0,11 1,96±0,15 2,08±0,29 1,72+0,19 2,22 ± 0 ,26
Ме 2,385 1,255 1,97 2,06 1,725 2,185

[ Q 1- Q 3 ] [1 ,9 8 -2 ,6 0 5 ] [1 ,1 8 5 -1 ,3 4 5 ] [1 ,8 7 5 -2 ,0 8 5 ] [1 ,9 0 5 -2 ,3 5 ] [1 ,5 9 5 -1 ,8 6 ] [2 ,0 1 -2 ,4 3 ]
р , .2 = 0 ,0 0 0 0 3 Р 2_з= 0 ,0 0 0 0 3 Р 2-4= 0 ,0 0 0 0 3 Р 2 -5 = 0 ,0 0 0 0 4 Р 2-4= 0 ,0 0 0 0 3

Р з-4= 0,27 рз_5= 0 ,0 0 6 Рз-б= 0 ,0 0 б

ИФИ — на 67,2% в течение трех недель. Функциональные резервы клеток 
у мышей группы 2 также были ниже, чем соответствующие показатели у 
интактных мышей группы 1. В частности после введения циклофосфамида 
значения НСТ-СП (%) и НСТ-ИН (%), цитохимических коэффициентов
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СЦК-СП (у.е.), СЦК-ИН (у.е.) и ИС (у.е.) снижались на 33,3; 22,7; 29; 27,9 
и 47,4% соответственно (табл. 2). Указанное, исходя из патогенетического 
принципа функциональной оценки иммунной системы, позволило нам 
трактовать индуцированное циклофосфамидом состояние в качестве вто­
ричного иммунодефицитного [3].

При введении в качестве положительного контроля мышам с вторичным 
иммунодефицитом (группа 3) ликопида через 21 день была установлена до­
стоверно значимая активация фагоцитоза: ФЧ повышалось на 59,2%, ФИ — на 
9,6%, ИФИ -  на 68,6%, НСТ-СП (%) -  на 30%, НСТ-ИН -  на 17%, цито­
химические коэффициенты СЦК-СП (у.е.), СЦК-ИН (у.е.) и ИС (у.е.) — на 
27,3%, 20,1% и 57% соответственно в сравнении с соответствующими по­
казателями иммунодефицитных мышей, не получавших данный препарат 
(табл. 2).

Для сравнительной оценки иммуномодулирующей активности получен­
ных нами субстанций ЛПС-1, ЛПС-2 и ЛПС-3 была рассчитана разовая доза. 
При этом мы руководствовались тем, что физиологический уровень ЛПС в 
системном кровотоке человека составляет 2 — 10 пкг/мл ( 0 — 1 EU/мл) сво­
бодного эндотоксина [8], в среднем — 10 — 50 нг/организм человека. Это в 
норме при среднем весе человека 80 кг составит 125 — 625 пкг/кг веса, а экс­
периментально установленная летальная доза ЛПС (wJinC E.coli 0:55), вы­
зывавшая у мышей эндотоксический шок — 3 мг/мышь (150 мг/кг) [7]. В 
наших исследованиях при ежедневном введении мышам в соответствующих 
группах по 2 пкг субстанций сравниваемых фракций ЛПС разовая доза со­
ставляла 67 — 100 пкг/кг, а с учетом возможного их аккумулирования — 1,4 
— 2,1 нг/кг веса одного лабораторного животного.

При введении иммунодефицитным мышам субстанций ЛПС-1 (группа 4), 
ЛПС-2 (группа 5) и ЛПС-3 (группа 6) в сравнении с мышами, не получавши­
ми указанные препараты, были установлены достоверно более высокие зна­
чения ФЧ на 57,1; 36,5 и 84,4%, ФИ -  на 7,7; 7,7 и 13,5%, ИФИ -  на 61,2; 52,1 
и 98,4%, НСТ-СП (%) -  на 20; 10 и 40%, НСТ-ИН -  на 6,5; 4,4 и 28,3%, цито­
химических коэффициентов СЦК-СП (у.е.) — на 31,8; 27,3 и 40,9%, СЦК-ИН 
(у.е.) — 23,7; 18,8 и 38,6%, ИС (у.е.) — на 64,2; 37,5 и 74,1% соответственно 
(табл. 2).

При введении мышам с вторичным иммунодефицитом субстанции ЛПС- 
3 (группа 6) было показано достоверно наибольшее для данного исследования 
повышение ФЧ (на 15,8%), ИФИ (на 17,7%), НСТ-ИН (на 10,3%), цитохими­
ческих коэффициентов СЦК-ИН (у.е.) и ИС (у.е.) — на 14,8 и 10,9% соответ­
ственно в сравнении с соответствующими показателями иммунодефицитных 
мышей, получавших ликопид (табл. 2).

ОБСУЖДЕНИЕ

В последние годы представления о роли иммунитета претерпели суще­
ственные изменения в связи с предложениями рассматривать систему 
микробиота-человек в качестве новой гармонизированной формы существо­
вания живых организмов, названной суперорганизмом. Микробиота суперор­
ганизма может выполнять функции программной оболочки (прим, авт.: по 
аналогии со средой Windows по формальному признаку), поскольку количе­
ство микроорганизмов только в кишечнике человека ( 1014) почти в 100 раз 
превышает количество всех клеток человека ( 1012), количество видов — свыше 
1000, количество генов микроорганизмов — порядка 106, тогда как количество
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генов организма-хозяина — приблизительно 2х104. Еще теснее связи между 
микробиотой и макроорганизмом на метаболическом уровне, что сделало 
практически общепринятым понятие метаболом [14].

В связи с вышеизложенным, иммунная система представляется уже не 
только в качестве защитной, но и в качестве коммуникативно-регуляторной 
между макроорганизмом и микробиотой. Они взаимодействуют благодаря 
многоуровневым механизмам, среди которых наиболее интенсивно изучают­
ся молекулярные, сопряженные с биологически активными соединениями, 
например с ЛПС. Однако исходно сложный химический состав ЛПС, кон- 
формационные и другие варианты этой молекулы в эксперименте определяют 
наглядность преимущественно крайней степени их биологических эффектов, 
например, таких, как сепсис, при которых как в мелодии сложно уловить на 
слух составляющие ее отдельные ноты. Тогда как показано, что системное 
воспаление и токсический эффект, связанный с активацией Toll-подобных 
рецепторов, могут обусловливать и относительно простые молекулы, напри­
мер, внеклеточные гистоны [12]. Руководствуясь указанным, нам предста­
вилась целесообразной экспериментальная оценка эффектов не эндотоксина, 
не ЛПС в целом, а отдельных его фракций. Выбор механизма фагоцитоза в 
качестве системы для сравнительной оценки биологической активности 
ЛПС-1, ЛПС-2 и ЛПС-3 был связан с тем, что фагоцит являет собой, на наш 
взгляд, точку кристаллизации, начиная с которой различные межклеточные 
и межмолекулярные взаимодействия трансформируются в функционально 
единую систему иммунитета. В связи с этим, даже основываясь на относи­
тельно небольшом объеме полученных в ходе проведенного исследования 
данных, можно обозначить научную перспективу понимания целого ряда 
новых иммунных механизмов, инициируемых грамотрицательными бакте­
риями микробиоты человека. В частности, показанная нами на гранулоцитах 
мышей иммуностимулирующая активность фракции ЛПС-3 предполагает 
возможность продолжения этих исследований для расшифровки следующих 
этапов этого процесса.

Исследования последних лет показали, что иммуностимуляция в дальней­
шем для эндотоксина в целом опосредуется такими медиаторами иммунного 
ответа, как интерлейкин-22 (IL-22), ЕТ-1, S1P, резистин, интерлейкин-17 (IL- 
17), висфатин, HMGB1, остеопонтин (OPN) и гистоны. Соответственно ми­
шенями для фракций ЛПС могут быть продуцирующие вышеуказанные мо­
лекулы клетки — Т-лимфоциты, DCs, NKT-клетки, тучные клетки, 
эндотелиальные клетки, фибробласты, эритроциты, тромбоциты, адипоциты, 
макрофаги, Th-17, нейроны, остеокласты, эпителиальные и другие эукарио- 
циты [9].

Безусловно обозначенная на иммунодефицитных мышах иммуностиму­
лирующая активность одной из фракций липополисахарида E.coli М17 не 
может в полной мере охарактеризовать ее эффект для человека. Однако, если 
исходить из установленной в эксперименте разницы в дозах эндотоксина, не­
обходимых для инициирования воспалительного ответа у мышей линии 
C57BL/6 — 500 нг/кг и у человека — лишь 2 нг/кг [13], предположение об 
эффективности фракции ЛПС-3 применительно к людям не представляется 
преувеличенным.

Работа выполнена при поддержке Федеральной целевой программы «Научные и научно­
педагогические кадры инновационной России» на 2009— 2013 гг., в рамках реализации меро­
приятия М  1.2.1. Государственный контракт М ПЗ85 от 30.07.2009.
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ОЦЕНКА НАПРЯЖЕННОСТИ ГУМОРАЛЬНОГО ИММУНИТЕТА К КОРИ И 
КРАСНУХЕ У БЕРЕМЕННЫХ ЖЕНЩИН В МОСКВЕ

'Федеральный научно-исследовательский центр эпидемиологии и микробиологии им. 
Н.Ф.Гамалеи, Москва; Государственный гуманитарно-технологический университет, 
Орехово-Зуево; Российская медицинская академия последипломного образования, 
Москва

Цель. Качественная и количественная оценка гуморального иммунитета в отношении 
возбудителей управляемых инфекций у беременных женщин в Москве. Материалы и 
методы. Исследованы сыворотки крови 559 беременных и 201 небеременных женщин на 
наличие антител к вирусам кори и краснухи методом ИФА. Результаты. Выявлена зна­
чительная доля серонегативных к кори лиц среди беременных (21,5%) и небеременных 
(29,1%) женщин в возрасте 18 — 45 лет, что превышает уровень, допустимый действую­
щими нормативными требованиями, в 3,1 и 4,2 раза соответственно. С возрастом этот 
показатель увеличивался, и среди серопозитивных лиц отмечалась высокая концентрация 
IgG к  вирусу кори. Это свидетельствуют о том, что лица старшего возраста недостаточно 
охвачены вакцинацией против кори, при этом значительная их часть имеет постинфек­
ционный иммунитет, более высокий и стойкий по сравнению с поствакцинальным. В 
отношении краснушной инфекции установлена более благоприятная ситуация: доля се­
ронегативных лиц среди обследуемых составила 8,9 и 10,5% соответственно. С возрастом 
доля серонегативных лиц уменьшалась и к  36 — 45 годам достигла минимума — 4,7%. В 
возрастной группе 26 — 30 лет выявлено как максимальное количество серонегативных к 
краснухе лиц — 12,5%, так и максимальная доля лиц, имеющих высокие значения кон­
центрации специфических IgG. С увеличением срока гестации наблюдали увеличение 
доли серонегативных результатов в отношении обеих инфекций. Коррелятивная связь 
между напряженностью иммунитета к кори и краснухе у обследованных женщин отсут­
ствовала. Заключение. Предложено разработать меры по дополнительной вакцинации 
взрослого населения и проводить лабораторное обследование беременных и женщин, 
планирующих беременность, не только в отношении краснухи, но и кори.

Журн. микробиол., 2017, № 3, С. 91—98

Ключевые слова: корь, краснуха, беременность, гуморальный иммунитет

A. VNozdracheva1, T.A.Semenenko1 , S.G.Mardanly2, S. V.Rotanov3

EVALUATION OF INTENSITY OF HUMORAL IMMUNITY TO MEASLES AND 
RUBELLA IN PREGNANT WOMEN IN MOSCOW

'Gamaleya Federal Research Centre of Epidemiology and Microbiology, Moscow; 2State 
Humanitarian-Technological University, Orekhovo-Zuevo; 3Russian Medical Academy of 
Post-Graduate Education, Moscow, Russia

Aim. Qualitative and quantitative evaluation of humoral immunity regarding causative agents 
of controllable infections in pregnant women in Moscow. Materials and methods. Sera of 559 
pregnant and 201 non-pregnant women were studied for the presence of antibodies against measles 
and rubella virus by ELISA. Results. Asignificant proportion of individuals seronegative to measles 
was detected among pregnant (21.5%) and non-pregnant (29.1%) women aged 18 — 45, that 
exceeds the level acceptable by regulatory requirements by 3.1 and 4.2 times, respectively. The 
parameter increased with age and among seropositive individuals a high concentration of IgG 
against measles was noted. This gives evidence, that older individuals are not covered by measles 
vaccination enough, and a significant part of them has post-infection immunity that is higher and 
more robust compared with post-vaccination. Regarding rubella infection, a more favorable situ­
ation was established: proportion of seronegative individuals among the examined was 8.9 and
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10.5%, respectively. The proportion of seronegative individuals decreased with age, and by age 36 
— 45 reached the minimal 4,7%. A maximum amount of rubella seronegative individuals was 
detected in the 26-30 age group — 12.5%, as well as maximum proportion of individuals who have 
high concentration of specific IgG. An increase of the amount of seronegative results was observed 
with the increase of gestation period for both infections. Correlation between intensity of immu­
nity against measles and rubella in the examined women was not present. Conclusion. Means for 
development of extra vaccination of the adult population and execution of laboratory examination 
of pregnant and women planning pregnancy are proposed regarding not only rubella, but also 
measles.

Zh. Mikrobiol. (Moscow), 2017, No. 3, P. 91—98

Key words: measles, rubella, pregnancy, humoral immunity

В В Е Д Е Н И Е
В структуре заболеваемости детей в Российской Федерации инфекционная 

патология традиционно занимает первое место. Из группы управляемых ин­
фекций наиболее актуальными для детей являются корь и краснуха. Это обу­
словлено тем фактом, что Национальный календарь прививок в России 
предусматривает начало вакцинации детей в отношении указанных инфекций 
только с возраста 12 месяцев. При этом трансплацентарные материнские 
антитела (в случае если они присутствовали в кровотоке беременной женщи­
ны на достаточно высоком уровне), циркулирующие в кровотоке новорож­
денного, способны защищать ребенка до возраста около 6 месяцев, после 
этого срока материнские антитела постепенно элиминируют и дети становят­
ся более уязвимыми в отношении указанных инфекций [1]. Источником по­
лучения инфекции для данного контингента являются, прежде всего, близкие 
родственники и родители.

В случае заболевания корью невакцинированные дети раннего возраста в 
силу возрастного несовершенства иммунной защиты подвергаются самому 
высокому риску развития осложнений, включая пневмонию, энцефалит, по­
дострый склерозирующий панэнцефалит (развивается, в среднем, через 4 — 10 
лет после перенесенной инфекции в 4 — 11 случаях на 100 тыс. переболевших 
корью) [18]. По данным ВОЗ корь остается одной из основных причин смер­
ти у детей раннего возраста во всем мире [3, 4]. Риску развития тяжелых 
осложнений подвергаются также инфицированные женщины во время бере­
менности, а сама беременность может закончиться самопроизвольным абор­
том, преждевременными родами, рождением ребенка с низкой массой тела 
[4,18]. Кроме того, описаны случаи внутриутробного заражения корью плода, 
что повышает риск мертворождения и развития у ребенка в будущем подо­
строго склерозирующего панэнцефалита с более коротким латентным перио­
дом и прогрессивным течением, чем у детей, которые заразились корью после 
рождения [18].

Краснуха характеризуется более легким течением у взрослых и детей, чем 
корь, и сопровождается меньшим риском развития осложнений у заболевше­
го. Однако эпидемиологическая значимость этой инфекции определяется 
опасностью появления врожденных аномалий развития плода (синдром врож­
денной краснухи (СВК) при инфицировании краснухой беременной женщи­
ны. По оценкам ВОЗ, ежегодно в мире рождается более 100 000 детей с СВК 
[3], в связи с чем программа «Инициатива ВОЗ по борьбе с внутриутробными 
и детскими инфекциями» стремится обеспечить условия, при которых ни один 
ребенок не умирал бы от кори или не рождался с СКВ.
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Довакцинальный период развития медицины характеризовался высокой 
заболеваемостью перечисленными инфекциями преимущественно среди 
детского населения и повсеместным их распространением. В настоящее вре­
мя заболеваемость в России находится на спорадическом уровне, что являет­
ся следствием проведения масштабной вакцинации. В то же время, накопле­
ние в популяции прослойки неиммунных лиц в отношении указанных 
инфекций (не болевших, не привитых по каким-либо причинам или приви­
тых, но не выработавших иммунитет — так называемые «первичные и вторич­
ные вакцинные неудачи») может явиться причиной подъема заболеваемости. 
Примером такого осложнения эпидемической ситуации явилась эпидемия 
кори, случившаяся в 2011 — 2014 годах. В России бьш зафиксирован рост 
интенсивного показателя заболеваемости корью с 0,09 на 100 тыс. населения 
в 2010 году до 3,23 — в 2014 году (129 и 4 711 случаев соответственно) [9, 10]. 
Одновременно наблюдали эпидемию и в США, где в 2000 году была зареги­
стрирована элиминация кори. Так, по данным литературных источников в 
2004 году в США было зарегистрировано всего 37 случаев кори (что было 
оценено авторами, как низкий уровень заболеваемости), а в 2014 году — 668 
случаев (высокий уровень) [18].

В настоящее время эпидемическая ситуация по кори относительно стаби­
лизировалась. Показатель заболеваемости в Российской Федерации в 2015 
году составил 0,58 на 100 тыс. населения, в то время как в Москве — 1,9 на 100 
тыс. населения. Заболеваемость корью в России за январь—май 2016 года по 
сравнению с тем же периодом 2015 года понизилась в 14,8 раза и составила 
0,03 на 100 тыс. населения (против 0,46 случаев на 100 тыс. населения в 2015 
году). Всего за 5 месяцев 2016 года в 13 субъектах Российской Федерации бы­
ло зарегистрировано 46 случаев кори [2], а в Москве — только два завозных 
случая кори [Фомкина Н.Н., 2016].

В январе—мае 2016 года в России было зарегистрировано 38 случаев крас­
нухи (что составило 0,03 случая на 100 тыс. населения), в том числе 3 случая 
— у детей до 14 лет. При этом интенсивный показатель заболеваемости насе­
ления этой инфекцией по стране в целом вырос в 2,9 раза по сравнению с 
аналогичным периодом 2015 года, когда было зарегистрировано 13 случаев, в 
том числе у ребенка до 14 лет [2]. В Москве случаев краснухи за истекший 
период 2016 года зарегистрировано не было [Фомкина Н.Н., 2016].

Согласно действующим нормативным документам [7, 8] критерием эпи­
демиологического благополучия при кори и краснухе принято считать вы­
явление в каждой «индикаторной» группе не более 7% лиц с отрицательными 
результатами серологических лабораторных тестов. Однако многие авторы не 
только в России [1, 9], но и за рубежом [15, 16] в последние годы отмечают 
превышение указанного уровня при проведении серологического скрининга. 
Исследователями также бьш отмечен низкий уровень иммунологической за­
щищенности против кори у беременных женщин.

Вышеизложенное определяет актуальность изучения иммунологической 
защищенности против кори и краснухи у беременных женщин, входящих в 
группу риска.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В исследовании использованы 559 образцов из коллекции Банка сыворо- 
токкрови ФНИЦЭМ им. Н.Ф.Гамалеи, которые были получены в 2013 — 2014 
годах от беременных женщин разных сроков гестации (опытная группа) в воз­
расте 18 — 45 лет (средний возраст составил 31,7 лет). В качестве группы срав­

93



нения была исследована кровь, полученная в2013 — 2014 годах от неберемен­
ных женщин (контрольная группа; п=201) в возрасте 18 — 60 лет, включая 182 
женщину в возрасте 18 — 45 лет (средний возраст — 31,9 лет) и 19 — в возрас­
те от 45 до 60 лет (средний возраст 51,8 лет). Все обследованные лица прожи­
вали в Москве, указанный фактор являлся одним из основных критериев 
отбора в настоящее исследование.

Исследование было организовано и проведено в соответствии с МУ 
3.1.2943-11 [7]. Изучение напряженности иммунитета к вирусам кори и крас­
нухи в сыворотках крови осуществляли методом количественного ИФА с ис­
пользованием отечественных тест-систем, разрешенных к применению в 
медицинских целях в России. Полученные результаты интерпретировали со­
гласно инструкциям по применению соответствующих диагностических на­
боров: положительными считали образцы сыворотки крови, в которых 
специфические IgG определялись в концентрации 0,18 МЕ/мл к вирусу кори 
и 10 МЕ/мл к вирусу краснухи.

Полученные в исследовании данные были подвергнуты статистической 
обработке: рассчитаны средние значения (М) концентрации противокоревых 
и противокраснушных IgG в соответствующих возрастных группах, стандарт­
ное отклонение и ошибка средней арифметической (т ) . Достоверность раз­
личий полученных количественных показателей оценивали с помощью 
t-критерия Стьюдента для несвязанных выборок (для вероятности прогноза 
95,5%). Для оценки наличия связи явлений использовали коэффициент кор­
реляции Спирмена (г).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В результате проведенного обследования была выявлена значительная до­
ля серонегативных к кори лиц в возрасте 18 — 45 лет как в основной, так и в 
контрольной группах, составившая 21,5 и 29,1 % соответственно (табл. 1). 
Полученные в обеих группах результаты превышали допустимый действую­
щими нормативными документами уровень (7%) в 3,1 и 4,2 раза соответствен­
но. При этом средняя концентрация IgG к вирусу кори в сыворотке крови 
женщин контрольной группы более старшего возраста (от 45 до 60 лет) была 
достоверно выше, чем у беременных и небеременных женщин в возрасте 18
— 45 лет (t=3,49; р=0,0005).

В отношении краснушной инфекции была выявлена более благоприятная 
ситуация: доля серонегативных лиц в группах беременных и доноров соста­
вила в среднем 8,9% и 10,5% соответственно (табл. 2). При этом статистически 
достоверных различий средних значений концентрации IgG к вирусу красну­
хи в сыворотке крови обследованных лиц не было выявлено (t= 1,84; 
р>0,05).

Полученные нами результаты соответствуют данным зарубежной литера­
туры, где неоднократно обсуждалось выявление значимой доли восприимчи­
вых к кори и краснухе лиц среди беременных. Так, результатами исследований 
в Иране среди беременных в возрасте 16 — 42 лет (средний возраст — 27,3±5 
лет) серонегативными к кори были 18,3% обследованных, а к вирусу краснухи
— 4,2% [12]. По данным других источников в 2004 — 2010 годах в Японии в 
результате проведения аналогичного исследования было выявлено 28% серо­
негативных лиц или лиц, имевших низкий уровень коревых IgG, которые, по 
мнению исследователей, нуждались в дополнительной вакцинации [15].

Превышение нормативного уровня фактической защищенности населе­
ния против указанных инфекций (особенно в индикаторных группах и группах
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Т а б л и ц а  1. Результаты определения специфических IgG к возбудителю кори методом ИФА в крови у бе­
ременных и небеременных женщин

Сравниваемые показатели О сновная группа 
(берем енны е)

Группа сравнения 
(неберем енны е ж енщ ины )

18—45 лет от 45 д о  60 лет

Количество серонегативных результатов к возбудителю кори 120(21,5%) 53 (29,1%) 4(21,1%)
Максимальная концентрация IgG к возбудителю кори (МЕ/мл) 7,3±1,29 5,3±0,08 4,3±0,42
Средняя концентрация IgG к возбудителю кори (МЕ/мл) 0,98±0,06 0,77±0,075 2,05±0,42
Доля лиц с низким уровнем коревых IgG 74,3% 76,7% 40,7%
Доля лиц со средним уровнем коревых IgG 15,5% 14,7% 6,7%
Доля лиц с высоким уровнем коревых IgG 10,3% 8,5% 53,7%

Т а б л и ц а  2. Результаты определения специфических IgG к возбудителю краснухи методом ИФА в крови у 
беременных и небеременных женщин

Сравниваемые показатели О сновная  группа 
(берем енны е)

Группа сравнения 
(неберем енны е ж енщ ины )

18—45 лет от 45 до  60 л ет

Количество серонегативных результатов к возбудителю краснухи 50 (8,9%) 21(10,5%) 3(15,8%)
Средняя концентрация IgG к вирусу краснухи (МЕ/мл) 579,25±15,87 605,4±33,4 561,7±128,2
Максимальная концентрация IgG к вирусу краснухи (МЕ/мл) 1499±15,9 1482±33,4 1508± 128,2

риска) при проведении серологического скрининга было описано в отече­
ственной литературе неоднократно [5,6, 9]. По данным исследования сыво­
роток крови, полученных от женщин, проживавших в городе Москва и 
Московской области, было выявлено в среднем до 20,1 % серонегативных лиц 
[11]. Современная эпидемиологическая ситуация делает актуальным вопрос 
организации дополнительной вакцинации против указанных инфекций не 
только отдельных групп, но и всего взрослого населения, а также организацию 
проведения серологического скрининга у женщин, планирующих беремен­
ность.

В литературе имеются работы по изучению напряженности гуморального 
иммунитета к управляемым инфекциям у привитых и переболевших лиц. Так, 
в работе А.П. Топтыгиной приведены данные о средней концентрации спе­
цифических противокоревых антител в крови здоровых людей [10]. У при­
витых лиц концентрация указанных антител составила 1,248+0,156 МЕ/мл, у 
переболевших корью ранее — 2,923+0,137 МЕ/мл. В нашей работе указанный 
уровень мы использовали как ориентировочный при определении пороговых 
значений концентрации коревых IgG (1,5 и 3,3 МЕ/мл) в качестве критериев 
для оценки интенсивности гуморального иммунитета у беременных женщин: 
низкая концентрация — 0,18 — 1,49 МЕ/мл — наиболее характерна для лиц, 
привитых против кори; средняя концентрация — 1,50 — 3,29 МЕ/мл — от­
мечается с равной вероятностью как у привитых, так и переболевших корью; 
высокая концентрация — более 3,3 МЕ/мл — чаще встречается у лиц, пере­
болевших корью ранее.

Как видно из табл. 1, частота выявления разного уровня антикоревых 
антител у лиц основной и контрольной группы в возрасте до 45 лет не имела 
статистически достоверных различий: наибольший удельный вес (74,3 — 
76,7%) имели лица, вакцинированные против кори, отнесенные нами к первой 
группе с низкой концентрацией IgG в крови, наиболее редко встречались 
женщины, по всей видимости, переболевшие корью ранее и имевшие высокую 
концентрацию IgG (10,3 и 8,5% соответственно).
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Выявленная тенденция служит дополнительным подтверждением ведущей 
роли вакцинации в создании невосприимчивости населения к управляемым 
инфекциям, в частности к кори.

По данным литературных источников у жителей развивающихся стран, 
где отсутствуют программы массовой вакцинации населения, доля лиц, 
имеющих IgG к вирусу краснухи на защитном уровне, меньше, чем в европей­
ском регионе, она варьирует в пределах от 52,9 до 97,9%, при этом количество 
восприимчивых к инфекции беременных женщин колеблется от 2,1 до 47,1% 
[17].

В нашей работе проведен анализ возрастной структуры серонегативных к 
кори и краснухе лиц в группе беременных женщин.

Установлено, что у беременных женщин с возрастом отмечается тенденция 
к увеличению количества серонегативных лиц в отношении коревой инфек­
ции (18 -  25 лет: 8,5%; 26 -  30 лет: 20,8%; 31 -  35 лет: 16,7%). В возрасте 36 
— 45 лет их доля была максимальной и составила 29,7%. Результаты, анало­
гичные нашим, были получены в Иране, где среди обследованных беременных 
серонегативными к вирусу кори были 26,7% женщин в возрасте старше 35 лет, 
а среди лиц в возрасте 34 года и моложе — только 17,5% [12].

Противоположная тенденция была нами выявлена в отношении краснуш- 
ной инфекции: с возрастом доля серонегативных лиц уменьшалась, и в воз­
расте 36 — 45 лет она достигла минимума в 4,7%. При оценке среднего и 
максимального значений концентрации IgG в каждой возрастной группе бы­
ло установлено следующее. Максимальные значения указанных показателей 
были определены у лиц в возрасте 26 — 30 лет (635±28,7 МЕ/мл и 1499+28,7 
МЕ/мл соответственно), при этом, как было указано выше, именно в этой 
группе была максимальной доля лиц, серонегативных к вирусу краснухи.

При анализе возрастного состава серопревалентных к кори лиц установ­
лено, что среди лиц с высокой концентрацией коревых IgG преобладают 
женщины старшей возрастной группы (36 — 45 лет), в которой доля сероне­
гативных к кори лиц была максимальной (29,7%). Выявленная тенденция 
подтверждается данными обследования группы сравнения, женщин в воз­
расте 45 — 60 лет (табл. 1): концентрация IgG к вирусу кори в сыворотке кро­
ви в этой группе достоверно выше, чем у всех обследованных лиц в возрасте 
до 45 лет.

Такие разнонаправленные тенденции, с нашей точки зрения, могли быть 
обусловлены спецификой обследованного контингента: в соответствии с дей­
ствующим законодательством женщины, планирующие беременность, и бе- 
ременые на ранних сроках должны быть обследованы с использованием ла­
бораторных методов на наличие гуморального иммунитета к краснухе. Кроме 
того, беременные женщины более старшего возраста могли быть привиты 
против краснухи дополнительно во время предыдущих беременностей.

Суммируя изложенное выше, можно заключить, что лица старшего воз­
раста недостаточно охвачены вакцинацией против кори, и значительная часть 
их имеет постинфекционный иммунитет более высокий и стойкий по срав­
нению с поствакцинальным. В отношении краснухи наиболее уязвимыми 
являются женщины в возрасте 26 — 30 лет. Полученные данные служат до­
полнительным подтверждением необходимости проведения дополнительной 
вакцинопрофилактики в указанных возрастных группах, а также увеличения 
возраста иммунизации взрослого населения против кори (в соответствии с 
действующим Национальным календарем профилактических прививок от 
2011 года этот возраст составляет 35 лет).
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Все обследованные беременные находились на разных сроках гестации, в 
соответствии с этим они были разделены на три подгруппы с общепринятыми 
подходами к срокам наблюдения. Средний возраст женщин в каждой из по­
лученных подгрупп составил: на 1 триместре (тр.) — 31,9+5,2 лет, на 2 триме­
стре — 31,3±5,1 лет, на 3 триместре — 33+4,7 лет.

Установлено, что доля серонегативных и восприимчивых к обеим инфек­
циям лиц с увеличением срока беременности нарастает (1 тр. — 1 ,35%; 2 тр. 
— 1,8%; 3 тр. — 9,5%), что косвенно свидетельствует о постепенном пониже­
нии иммунологической защищенности в период беременности и, по всей 
видимости, обусловлено особенностями гормональной перестройки в орга­
низме женщины.

При сравнении средних значений концентрации IgG к вирусу кори у жен­
щин на разных сроках беременности не было выявлено статистически значи­
мых различий.

Было установлено, что у женщин, находящихся в третьем триместре бере­
менности, среднее значение концентрации IgG к вирусу краснухи достоверно 
ниже таковой у женщин в первом и втором триместрах (t=2,2 при р=0,03), что 
указывает на то, что женщины, находящиеся на последних сроках беремен­
ности, наиболее уязвимы в отношении коревой и краснушной инфекций.

Другим важным аспектом нашей работы явилось установление взаимос­
вязи между напряженностью иммунитета к кори и краснухе. Ввиду того, что 
в нашей стране женщинам при планировании беременности рекомендуется 
обследования на напряженность иммунитета только к краснухе, открытым 
остается вопрос: как защитный уровень антител к краснухе соотносится с 
иммунологической восприимчивостью к кори?

Для ответа на этот вопрос нами обработаны полученные в исследовании 
данные (концентрация IgG к вирусам кори и краснухи) с использованием 
корреляционной статистики Спирмена (г). В результате проведенного анали­
за было получены показатели, свидетельствующие об отсутствии у обследо­
ванных лиц корреляции между напряженностью иммунитета к кори и крас­
нухе: г=0,127; р=0,05.

Таким образом, наличие защитного и даже высокого уровня антител 
к вирусу кори не свидетельствует о восприимчивости или ее отсутствии к 
вирусу краснухи. Аналогичные результаты были получены исследователями 
из США при обследовании условно здоровых женщин (коэффициент 
Каппа=0,1366) [13].

Для повышения эффективности профилактических мероприятий в от­
ношении кори нами рекомендуется проведение исследований на напряжен­
ность иммунитета не только к краснухе, но и к кори, в том числе, и при пла­
нировании и на ранних сроках беременности для последующего решения 
вопроса о назначении дополнительной вакцинации. По данным исследова­
ний, проведенных в 6 странах Америки [14], а также в Бразилии было уста­
новлено, что практически отсутствует риск развития СВК у новорожденных, 
матери которых были привиты живой краснушной вакциной в период менее 
30 дней беременности.
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Цель. Определить распространенность антител к вирусу гепатита С (анти-ВГС) среди 
условно здорового населения РФ. Материалы и методы. Исследованы образцы сыворот­
ки крови, полученные от условно здорового населения РФ из пяти географически удален­
ных регионов с разным уровнем заболеваемости гепатитом С: Свердловской, Ростовской, 
Московской областей, Республики Тыва и Республики Саха (Якутия). Всего исследовано 
4764 образцов, полученных от лиц из 10 возрастных групп: меньше 1 года, 1 — 4 лет, 5 — 9 
лет, 10 — 14 лет, 15 — 19 лет, 20 — 29 лет, 30 — 39 лет, 40 — 49 лет, 50 — 59 лет, старше 60 
лет. Анти-ВГС определяли методом иммуноферментного анализа с коммерческими тест- 
системами. Результаты. Общая распространенность анти-ВГС в 5 регионах РФ состави­
ла 2,6% (1 26/4764). Наибольшая частота выявления анти-ВГС была выявлена в Республиках 
Тыва и Якутия и составила 3,3%, в остальных регионах данный показатель варьировал от
I, 7% (Московская область) до 3% в Свердловской области. Пиковые показатели выявле­
ния анти-ВГС среди населения в разных регионах были приурочены к разным возрастным 
группам: >60 лет в Республиках Тыва и Якутия (11% и 9,9% соответственно), 40 — 49 лет 
в Московской области (6,2%), 1 — 4 года и 30 — 39 лет в Свердловской области (5,9 и 4,9% 
соответственно) и 20 — 39 лет в Ростовской области (3,9%). Заключение. Результаты вы­
явления анти-ВГС в различных возрастных когортах условно здорового населения РФ 
свидетельствуют о высокой степени пораженности ВГС практически всех возрастных 
групп в интервале от 20 лет до >60 лет. В каждом из обследованных регионов выявлены 
возрастные когорты, для которых целесообразно включение в региональные скрининго­
вые программы.
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Aim. Determine the prevalence of antibodies to hepatitis C vims (anti-HCV) among condi­
tionally healthy population of Russian Federation. Materials and methods. Sera samples obtained 
from conditionally healthy population of the Russian Federation from 5 geographically distant 
regions with different levels of morbidity for hepatitis C were studied: Sverdlovsk, Rostov, Moscow 
regions, Tyva and Sakha (Yakutia) Republics. 4764 samples were studied in total obtained from 
individuals of 10 age groups: younger than 1,1 — 4, 5 — 9,10 — 14, 15 — 19, 20 — 29, 30 — 39, 
40 — 49,50 — 59, older than 60 years. Anti-HCV were determined by commercial ELISA. Results. 
The total prevalence of anti-HCV in 5 regions of Russian Federation was 2.6% (126/4764). The 
highest frequency of detection of anti-HCV was detected in Tyva and Yakutia Republics and was 
3.3%, in other regions this parameter varied from 1,7 (Moscow region) to 3% in Sverdlovsk region. 
Peak parameters of anti-HCV detection among population in various regions were connected with 
various age groups: older than 60 years in Tyva and Yakutia Republics (11 and 9.9%, respectively), 
40 _  49 in Moscow region (6.2%), 1 — 4 and 30 — 39 years in Sverdlovsk region (5.9 and 4.9%, 
respectively) and 20 — 39 in Rostov region (3.9%). Conclusion. Results of anti-HCV detection in 
various age cohorts of conditionally healthy population of Russian Federation give evidence re­
garding high morbidity with HCV of almost all the age groups in the interval from 20 to older than 
60 years. Age cohorts were detected in each of the studied regions for which inclusion into re­
gional screening programs is feasible.

Zh. Mikrobiol. (Moscow), 2017, No. 3, P. 99—106

Keywords: hepatitis C, anti-HCV, age cohorts, diagnostics, screening

ВВЕДЕНИЕ

Гепатит С (ГС) является одной из важнейших медико-социальных проблем 
здравоохранения во многих странах мира, в том числе и в Российской 
Федерации. Фундаментальные научные исследования молекулярной биологии 
вируса гепатита С (ВГС) позволили расшифровать различные аспекты его 
репликации и создать высокоэффективные (более 95%) безинтерфированные 
лекарственные препараты [6]. Наличие таких лекарств сделало реальным раз­
работку и осуществление программ по контролю за гепатитом С [4]. 
Современный арсенал профилактических (вакцины против гепатитов А и В, 
противоэпидемические мероприятия) и лечебных средств, препараты для 
лечения хронических гепатитов В и С позволили ВОЗ поставить цель — сни­
зить к 2030 г. заболеваемость гепатитами в мире на 90% [7]. Достижение такой 
цели требует решения многих научных задач, получения объективных знаний 
о значимости вирусных гепатитов для здравоохранения, смертности и рас­
пространения как среди популяции в целом, так и в различных группах на­
селения.

Анализ заболеваемости и смертности от вирусных гепатитов, проведенный 
в 2016 году, установил, что ранее полученные показатели не соответствовали 
истинному распространению вирусных гепатитов [8]. Сегодня считают, что 
более 1/3 населения Земли были ранее инфицированы вызывающими гепатит 
вирусами, а более 300 миллионов человек умирают от этой инфекции. 
Значительная доля заболеваемости и смертности принадлежит гепатиту С.

В разрабатываемых глобальных и региональных программах контроля за 
вирусными гепатитами существенное место отводится определению широты 
распространения гепатита С при помощи определения частоты обнаружения 
антител к вирусу гепатита С (анти-ВГС) в различных группах населения. 
Обязательным условием проведения таких работ является строго контроли­
руемое исследование с использованием диагностических препаратов высокой 
чувствительности и специфичности. Изменение интенсивности циркуляции 
ВГС находит свое отражение в частоте обнаружения анти-ВГС, что делает
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актуальным проведение новых скрининговых исследований [Kandeel A. et al., 
2016]. Учитывая необходимость разработки российской программы по кон­
тролю над гепатитом С, такие работы являются актуальными.

Цель исследования — определение доли серопозитивных по анти-ВГС лиц 
в различных возрастных группах условно здорового населения, проживающих 
в регионах России с разным уровнем заболеваемости гепатитом С.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Исследованы образцы сыворотки крови, полученные от условно здорово­
го населения РФ из пяти географически удаленных регионов с разным уровнем 
заболеваемости ГС: Свердловской, Ростовской, Московской областей, 
Республики Тыва и Республики Саха (Якутия).

Всего было исследовано 4764 образца сыворотки крови, отобранных ме­
тодом случайной выборки: 1047 — из Московской области, 954 — из Ростов­
ской области, 871 — из Свердловской области, 910 — из Республики Тыва, 
982 — из Республики Саха (Якутия). В исследование были включены лица 10 
возрастных групп: меньше 1 года, 1 —4 лет, 5 — 9 лет, 10— 14 лет, 15— 19 лет, 
20 — 29 лет, 30 — 39 лет, 40 — 49 лет, 50 — 59 лет, старше 60 лет; каждая группа 
включала около 100 человек. Соотношение мужчин и женщин составило 1:1,4 
(42,5%, 2023/4764 и 57,5%, 2741/4764 соответственно).

От всех пациентов было получено информированное согласие на прове­
дение исследования, а также данные анкеты о факторах риска инфицирования 
ВГС (наличие татуировок, переливаний крови и хирургических вмешательств 
в анамнезе).

Анти-ВГС определяли методом иммуноферментного анализа с использо­
ванием тест-системы «ИФА-АНТИ-HCV» (НПО «Диагностические систе­
мы»). Все анти-ВГС позитивные образцы были подтверждены методом ИФА 
на наличие антител к структурным и неструктурным белкам ВГС с использо­
ванием тест-системы «ДС-ИФА-АНТИ-HCV-CnEKTP-GM» (НПО «Диаг­
ностические системы»). Также все образцы, реактивные в первом скрининго­
вом тесте на анти-ВГС, повторно тестировали в тесте на анти-ВГС другого 
производителя («MONOLISA Anti-HCV PLUS Assay Version 2», BioRad). 
Положительными признавали образцы, реактивные в двух тестах на анти-ВГС 
и в подтверждающем тесте на антитела к структурным и неструктурным белкам 
ВГС.

Статистическая обработка данных проведена с использованием вариаци­
онной статистики с помощью стандартной программы EXCEL 2010 и про­
граммы статистической обработки данных GraphPadPism 4. Статистическая 
обработка данных включала: выявление достоверности различий средних 
значений показателей в сравниваемых группах с использованием точного 
теста Хи-квадрат (различия оценивались как достоверные при вероятности 
95% — р<0,05).

РЕЗУЛЬТАТЫ

На момент сбора образцов сыворотки крови от условно здорового населе­
ния (2008 г.) наибольшие показатели заболеваемости ОГС (выше среднего 
показателя по РФ — 2,8 на 100 тыс. населения) отмечены в Московской об­
ласти — 5,4 на 100 тыс. населения и Свердловской области — 4,4 на 100 тыс. 
населения. В отношении ХГС заболеваемость не превышала средний показа­
тель по РФ (39,1 на 100 тыс. нас.), а в Республике Тыва была зарегистрирова­
на самая низкая заболеваемость ХГС в сравнении с другими регионами (9,3
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на 100 тыс. населения). В 2015 г. соотношение уровня заболеваемости ХГС в 
данных регионах оставалось таким же — в Московской, Ростовской, 
Свердловской областях и Республике Тыва заболеваемость ХГС (18; 17,3; 28 
и 20,3 на 100 тыс. нас. соответственно) была ниже среднего показателя по РФ 
(38 на 100 тыс. нас.), в Республике Саха (Якутия) значительно превышала 
среднероссийский показатель (54,5 на 100 тыс. нас.).

Проведенное серологическое исследование установило, что общая рас­
пространенность анти-ВГС в 6 регионах РФ составила 2,6% (126/4764). При 
этом частота обнаружения анти-ВГС в Свердловской области составила 3,0% 
(26/871), в Республике Тыва — 3,3% (30/910), в Республике Саха (Якутия) — 
3,3% (32/982), в Ростовской области -  2,1% (20/954). Самые низкие — в 
Московской области (1,7%; 18/1047, р<0,01 при сравнении с показателями в 
республиках Тыва и Якутия).

Анализ возрастной структуры обнаружения анти-ВГС установил различия 
в исследуемых регионах РФ. В Республике Тыва самые высокие показатели 
распространенности анти-ВГС наблюдались в возрастных группах 40 — 49 лет 
и >60 лет и составили 9,1% (5/55) и 11% (12/110) соответственно (р<0,05 при 
сравнении с остальными возрастными группами в регионе). В Якутии наи­
большая частота выявления анти-ВГС зарегистрирована у лиц 30 — 39 лет — 
8,1% (11/136) и >60 лет — 9,9% (9/91), что достоверно превышало показатель 
в остальных возрастных группах в регионе, составлявший не более 5,1% 
(р<0,05). В Свердловской области высокие показатели выявления анти-ВГС 
наблюдались у детей в возрасте 1 —4 лет — 5,9% (9/152) и в возрастной группе 
30 — 39 лет — 4,9% (4/82), при этом анти-ВГС не были выявлены у детей до 1 
года и в группе обследованных в возрасте 10 — 14 лет. В Ростовской области 
показатели распространенности анти-ВГС были выше у лиц в возрасте 20 — 29 
лет и 30 — 39 лет и составили 3,9% в обеих группах. В возрастной группе лиц 
до 1 года, 5 — 9 лет и 15 — 19 лет анти-ВГС в образцах сыворотки крови не 
были обнаружены. В Московской области частота выявления анти-ВГС у лиц 
20 — 29 лет составила 4,8% (5/103) и 40 — 49 лет — 6,2% (4/65) (р<0,05 при 
сравнении с остальными возрастными группами в регионе).

В целом в 5 регионах РФ наиболее высокие показатели частоты выявления 
анти-ВГС отмечены в возрастных группах лиц старше 60 лет — 5,2% (28/537), 
30 -  39 лет -  4,9% (22/452), 40 -  49 лет, 50 -  59 лет -  3,8% (16/424; 15/396 
соответственно). Данные показатели достоверно отличаются от уровня вы­
явления анти-ВГС в остальных возрастных группах (р<0,05).

Проведенный анализ анкетных данных среди анти-ВГС позитивных лиц 
установил, что обследованные лица ранее не были осведомлены о своем ВГС- 
статусе. Результаты позволили выделить три основных фактора риска инфи­
цирования ВГС: наличие хирургических операций в анамнезе и переливание 
крови, а также татуировок. Анализ распространенности факторов риска уста­
новил, что эти факторы регистрируются у анти-ВГС позитивных по сравнению 
с анти-ВГС-негативными лицами в возрастных группах 15 — 19 лет, 20 — 29 
лет, 30 — 39 лет и 40 — 49 лет. В возрастной группе 50 — 59 лет факторы риска 
инфицирования ВГС регистрировались со сходной частотой как среди анти- 
ВГС позитивных, так и среди анти-ВГС негативных лиц (53,3 и 52% соответ­
ственно).

Доля лиц, имеющих, согласно анкетным данным, факторы риска инфи­
цирования ВГС, составила 32,3% в возрастной группе 20 — 29 лет, независимо 
от статуса по анти-ВГС, что в 2,3 раза выше по сравнению с аналогичным по­
казателем в возрастной группе 15 — 19 лет — 13,9%. В более старших возраст­
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ных группах этот показатель еще более увеличивается и составляет в возраст­
ных группах 30 — 39 лет, 40 — 49 лет, 50 — 59 лет и >60 лет 37,2; 46,6; 52 и 69% 
соответственно. Таким образом, начиная с возрастной группы 20 — 29 лет на­
блюдается резкое увеличение доли лиц, имеющих в анамнезе факторы риска 
инфицирования ВГС.

О БС УЖ ДЕН И Е
Наиболее адекватным методом оценки уровня распространения вирусно­

го гепатита С в стране в целом и ее регионах является анализ регистрируемой 
заболеваемости в сочетании с определением процента обнаружения антител 
в различных группах населения. Особую важность при этом представляет со­
бой возрастное распределение, так как полученные знания позволяют сосре­
доточить внимание на наиболее пораженных группах населения, что опреде­
ляет дальнейшее принятие практических решений по профилактике гепатита 
С.

Так, исследования, проведенные в США, продемонстрировали наиболее 
высокую частоту выявления анти-ВГС (до 4,3%), в 5 раз превышающую по­
казатель в общей популяции, в группе лиц, рожденных между 1945 и 1965 гг. 
[3]. Это в итоге привело к появлению рекомендаций по обязательному про­
ведению скрининга на анти-ВГС для этого поколения и смещению ориенти­
рованности программ от групп риска к возрастным когортам [10, 12].

По данным официальной регистрации заболеваемости в РФ, наиболее 
высокий показатель заболеваемости ХГС регистрируется в возрастной группе 
30 — 39 лет, на долю который приходится 32% всех состоящих на учете больных 
ГС. Второе место по показателю заболеваемости ХГС в большей части округов 
занимают лица в возрасте 20 — 29 лет, доля которых составляет около 24% от 
всех больных ХГС. Однако в Дальневосточном Федеральном и Северокавказ­
ском Федеральном округах второе место по заболеваемости ХГС занимает 
возрастная группа 40 — 49 лет, которая по всем остальным округам РФ зани­
мает лишь третье место по распространенности и на ее долю приходится 17
— 23% от всех больных ХГС[1].

Для исследования распространенности анти-ВГС как маркера встречи с 
вирусом в разных возрастных когортах нами были выбраны пять регионов РФ 
с разными уровнями заболеваемости ХГС: высоким (Республика Саха — 
Якутия), средним (Ростовская и Свердловская области), низким (Московская 
область и Республика Тыва). Полученные результаты продемонстрировали, что 
наибольшая частота выявления анти-ВГС пришлась на возрастную группу 
старше 60 лет (5,2%), далее следуют возрастные группы 30 — 39 лет (4,9%) и 40
— 49 лет, 50 — 59 лет ( по 3,8%). Средний показатель, рассчитанный для всех 
обследованных возрастных групп — 2,6% (126/4764), представляется средним, 
поскольку не превышает условный показатель 3,5%, применяемый для диф­
ференциации средней и высокой распространенности ВГС в мире [11].

В пяти обследованных регионах наибольшая распространенность анти- 
ВГС была приурочена к разным возрастным группам. Так, среди лиц старше 
60 лет высокие показатели выявления анти-ВГС были отмечены в Республиках 
Тыва и Саха (Якутия). В средних возрастных группах также наблюдались от­
личия — группа 30 — 39 лет была наиболее пораженной в Свердловской об­
ласти и Республике Саха (Якутия), тогда как в Московской области и 
Республике Тыва пик выявления анти-ВГС смещался в следующую возрастную 
группу — 40 — 49 лет. Кроме того, в Московской и Ростовской областях также 
высокая частота выявления была отмечена в возрастных группе 20 — 29 лет.
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Выявленные различия между регионами в возрастной динамике распро­
страненности анти-ВГС могут отражать региональные различия эпидемиоло­
гии ГС. На основании анализа данных по выявления анти-ВГС выделяют три 
модели передачи ВГС. В странах, для которых характерна первая модель (США, 
Австралия), большинство случаев инфекции выявляют среди лиц в возрасте 
30 — 49 лет, заразившихся в относительно недавнем прошлом (10 — 30 лет 
назад). В странах, для которых характерна вторая модель передачи ВГС 
(Япония, Италия), большинство случаев заражения регистрируют среди по­
жилых лиц, инфицированных, по-видимому, в отдаленном прошлом. В стра­
нах с третьей моделью распространения ВГС (Египет) высокие показатели 
инфицированности наблюдаются во всех возрастных группах, что указывает 
на сохраняющийся риск передачи ВГС. В странах с первой моделью передачи 
вируса инъекционная наркомания является доминирующим фактором риска, 
тогда как при второй и третьей моделях передачи ВГС основную роль в рас­
пространении вируса играют небезопасные инъекции и контаминированное 
оборудование, применяемое при медицинских манипуляциях [13]. При­
менительно к полученным в нашем исследовании данным о распространен­
ности анти-ВГС в разных возрастных группах такая классификация позволя­
ет отнести Московскую область к первому типу передачи ВГС. В остальных 
регионах, наряду с высокой пораженностью лиц в возрасте 30 — 49 лет, харак­
терной для первого типа передачи вируса, присутствует второй пик выявления 
анти-ВГС среди лиц старше 60 лет, характерный для второго типа распростра­
нения ВГС. Таким образом, по-видимому, для РФ характерно сочетание двух 
моделей распространения ВГС, при котором среди молодых взрослых инфи­
цирование происходит преимущественно в результате инъекционной нарко­
мании, а среди пожилых лиц имела место нозокомиальная передача вируса. 
Для подтверждения данного предположения необходим генетический анализ 
штаммов ВГС, выделенных в данном исследовании, для оценки распределения 
генотипов ВГС в разных возрастных группах и установления филогенети­
ческих связей между выявленными изолятами вируса. Это является целью 
дальнейшей работы в данном направлении.

Важным фактом является то, что никто из обследованных лиц, у которых 
были выявлены анти-ВГС, не знал о своем статусе. По данным литературы, 
около 65 — 75% людей, инфицированных ВГС, не знают о своем статусе, при 
этом такая ситуация характерна и для развитых стран [5, 9]. Это свидетель­
ствует о том, что существующие рекомендации по скринингу на основании 
факторов риска недостаточно эффективны. В РФ разработаны «Рекомендации 
по диагностике и лечению взрослых больных гепатитом С» под ред. 
В.Т.Ивашкина, НД.Ющука (2014 г.), согласно которым скрининг на маркеры 
инфицирования ВГС необходимо проводить следующим группам лиц: бере­
менные женщины; реципиенты крови и ее компонентов, органов и тканей; 
персонал медицинских организаций; пациенты центров и отделений гемо­
диализа, пересадки почки, сердечно-сосудистой и легочной хирургии, гема­
тологии; пациенты перед поступлением на плановые хирургические вмеша­
тельства, перед проведением химиотерапии; больные с хроническими 
заболеваниями, в том числе с поражением печени; пациенты наркологических 
и кожно-венерологических диспансеров; опекаемые и персонал учреждений 
с круглосуточным пребыванием детей или взрослых; контактные лица в оча­
гах острого и хронического гепатита С; лица, относящиеся к группам риска 
по заражению ВГС (потребители инъекционных наркотиков и их половые 
партнеры, лица, оказывающие услуги сексуального характера, и их половые
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партнеры, мужчины, практикующие секс с мужчинами, лица с большим ко­
личеством случайных половых партнеров); лица, находящиеся в местах лише­
ния свободы; доноры крови (ее компонентов), органов и тканей, спермы; 
дети в возрасте до 12 месяцев, рожденные от инфицированных ВГС матерей; 
больные с иммунодефицитом (больные онкологическими заболеваниями, 
пациенты на гемодиализе, пациенты на лечении иммунодепрессантами и др.); 
больные, имеющие заболевание печени неясной этиологии [2].

Полученные в нашем исследовании результаты выявления анти-ВГС в 
различных возрастных когортах условно здорового населения РФ свидетель­
ствуют о высокой степени пораженности ВГС практически всех возрастных 
групп в интервале от 20 лет до >60 лет. Такие результаты не позволяют реко­
мендовать в масштабах страны скрининг на анти-ВГС какой-либо одной воз­
растной когорты как имеющий преимущество перед скринингом групп риска. 
Однако в каждом из обследованных регионов были выявлены возрастные 
когорты, для которых целесообразно включение в региональные скрининго­
вые программы. Так, для Республики Тыва — это возрастные группы 40 — 49 
лет и >60 лет, для Республики Саха (Якутия) и Свердловской области — 30 — 
39 лет и >60 лет, для Московской области — 20 — 29 и 40 — 49 лет, для Ростов­
ской области — 20 — 39 лет. В заключение необходимо отметить, что скринин­
говые программы приобретают экономическую эффективность в случае, 
когда сочетаются с программами доступного эффективного лечения ГС. 
Дальнейшие исследования необходимы для оценки величины охвата противо­
вирусной терапией, требующейся для значимого снижения ВГС-ассо- 
циированной смертности и предотвращения дальнейшего распространения 
инфекции с учетом текущей эпидемиологической ситуации.

Исследование выполнено за счет гранта Российского научного фонда (проект №15-15- 
30039).
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Представлены последние достижения в использовании иммунохимических методов 
с детекцией методом гигантского комбинационного рассеяния света (ГКР), которые 
могут найти применение для выявления вирусных маркеров. Каки в случае традиционных 
иммунохимических анализов, эти методы часто базируются на твердофазном иммунохи- 
мическом анализе «сандвич-типа». Необходимым составляющим иммунохимических 
методов с ГКР-детекцией являются ГКР-активные субстраты, для создания которых в 
последние годы было разработано множество подходов. Несмотря на сложность дости­
жения высокой чувствительности и специфичности при анализе многокомпонентных 
клинических образцов продемонстрирован ряд успешных примеров с многообещающими 
результатами.
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This review presents the latest advances in the use of surface-enhanced Raman scattering 
(SERS) immunoassay, which can be used to detect viral markers. As in the case of conventional 
immunoassays, these methods are often based on «sandwich-type» solid phase immunoassay. In

106



recent years the necessary components of the immunochemical methods with SERS detection is 
SERS-active substrates to create a variety of approaches have been developed. Despite the diffi­
culty of achieving high sensitivity and specificity in the analysis of clinical samples, a number of 
successful examples with promising results have been demonstrated.
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Разработка быстрых, чувствительных и селективных методов выявления 
и идентификации патогенных вирусов, особенно в случаях, требующих неот­
ложной медицинской помощи, остается актуальной задачей здравоохранения. 
Существующие на сегодняшний день экспресс тест-системы для диагностики 
вирусных заболеваний доступны только для выявления ограниченного коли­
чества возбудителей и основаны преимущественно на реакциях антиген- 
антитело с визуальной детекцией результата, таких как реакции иммунохро­
матографии и латекс-агглютинации. Невысокая аналитическая чувст­
вительность этих методов не позволяет их использовать в случаях, когда 
маркеры инфекции присутствуют в клиническом образце в низкой концен­
трации, что сильно ограничивает сферу их применения. Высокочувстви­
тельное выявление возбудителя возможно с помощью твердофазного имму- 
ноферментного анализа (ИФА) и полимеразной цепной реакции (ПЦР), 
которые однако не являются экспресс-методами и выполняются только в спе­
циально оборудованной лаборатории.

В последнее время наблюдается устойчивый интерес к разработке диагно­
стических тестов с детекцией методом гигантского комбинационного рассея­
ния света (ГКР). Развитие аналитического приборостроения, включая разра­
ботку портативных ГКР-анализаторов [5], способствует развитию методов 
ГКР-диагностики инфекционных заболеваний, в том числе на месте оказания 
медицинской помощи. Детекция конкретных маркеров вирусных инфекций 
представлена в небольшом количестве работ, при этом далеко не все предло­
женные методы пригодны для выявления биомаркеров в клинических образцах, 
имеющих сложный состав. Вместе с тем, анализ литературы позволяет выделить 
подходы, основанные на ГКР-детекции результатов иммунохимического ана­
лиза, которые, на наш взгляд, могут найти применение в этиологической диа­
гностике вирусных инфекций.

Эффект гигантского комбинационного рассеяния света. Явление неупругого 
(римановского или, как его называют в русскоязычной литературе, комбина­
ционного) рассеяния (сокращенно КР) света заключается в том, что при 
взаимодействии лазерного излучения фиксированной частоты од с веществом 
происходят процессы рассеяния света, которые сопровождаются рождением 
в этом веществе различных мод колебательных или вращательных возбужде­
ний с характерными частотами Qi, что приводит к появлению новых линий в 
спектре рассеянного света, которые сдвинуты от лазерной линии од на часто­
ты +Qj (антистоксовская компонента) и -Д  (стоксовская компонента). Из 
набора возбужденных состояний Qj, измеренного по спектру рассеянного 
света, можно однозначно сделать заключение о природе молекул, из которых 
состоит исследуемое вещество. Этот факт и обеспечивает ценность метода 
комбинационного рассеяния света. Однако вероятность процесса КР (отно­
шение числа фотонов, испытавших рассеяние, к числу налетающих фотонов) 
чрезвычайно мала. Именно поэтому детектирование спектров КР от малого
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количества анализируемых молекул является очень трудной задачей. Однако 
после открытия явления гигантского комбинационного рассеяния (ГКР) све­
та [8] появилась возможность экспресс-детектирования следового количества 
биологических молекул [27, 32], осажденных на наноструктурированные ме­
таллические подложки. Высокая чувствительность ГКР-методов достигается 
за счет резонансного усиления электромагнитного поля вблизи поверхности 
нано-островковых металлических пленок. Согласно современным представле­
ниям, эффект ГКР объясняется комбинацией причин, среди которых домини­
рующим является электродинамический вклад, связанный с гигантским увели­
чением локального электрического поля вблизи острых краев шероховатой 
поверхности металла.

Общие схемы ГКР-иммуноанализа белковых молекул. Методы выявления 
биомакромолекул с применением принципов ГКР часто базируются на твер­
дофазном иммунохимическом анализе «сандвич-типа», включающем иммо­
билизацию антител для иммунного захвата на твердой фазе, инкубацию с 
исследуемым образцом и детектирующими антителами и отделение от несвя- 
завшихся детектирующих антител [12, 21, 26, 30, 34]. Детектирующие анти­
тела связаны с ГКР-репортером, позволяющим произвести индикацию сиг­
нала. Также может использоваться схема, соответствующая «половинке 
сандвича» и реализующая иммунный захват антигена [15].

Мультиплексные иммунохимические методы, в которых одновременно 
выявляются несколько биомаркеров, обладают такими преимуществами, как 
высокая пропускная способность, малые объемы анализируемых образцов, 
относительно низкая цена исследования. Рамановские полосы обычно в 10 
— 100 раз уже, чем большинство флуоресцентных, что минимизирует возмож­
ное перекрывание спектров различных репортеров в выбранном спектральном 
диапазоне. Спектральное положение рамановских линий не зависит от длины 
волны возбуждающего излучения, взаимодействующего с молекулой, что 
делает возможным использовать один и тот же источник лазерного излучения 
для различных репортерных молекул. Эти особенности делают ГКР- 
спектроскопию наиболее совместимой с концепцией мультиплексности по 
сравнению с другими спектроскопическими методами. Для мультиплексного 
анализа решающее значение имеет подбор спектрально отличающихся репор­
терных молекул, а также оптимизация их концентрации.

Заслуживает внимания использование пористых мембран для выделения 
иммунного комплекса и последующей его индикации, в том числе мембран, по­
лученных методом ионно-трековой технологии с нанесенным на их поверхность 
тонким слоем золота. Проведение иммунохимического анализа базируется как 
на полном «сандвич-методе», так и на концентрировании и выделении на по­
верхности пористой мембраны иммунных комплексов детектируемых антигенов 
с золотыми наночастицами, одновременно модифицированными антителами к 
выявляемому аналиту и ГКР-репортером. Применение пористых трековых мем­
бран позволяет повысить чувствительность анализа при уменьшении времени 
проведения анализа по сравнению с ИФА [26, 30]. Дополнительным преиму­
ществом пористых мембран является возможность использование простых 
устройств для активного транспорта анализируемого образца и реагентов [26].

Распространенным способом сепарации иммунных комплексов и несвя- 
завшихся детектирующих антител является применение принципов иммуно- 
магнитной сепарации. Проведение реакции антиген-антитело во взвешенном 
состоянии с применением сенсибилизиованных антителами магнитных ми­
крочастиц позволяет не только обеспечить эффективную сепарацию, но и 
ускорить реакцию.
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Ъшы субстратов для иммунохимического ГКР-анализа. Необходимым со­
ставляющим иммунохимического метода с ГКР-детекцией является ГКР- 
активный субстрат, обеспечивающий не только высокую чувствительность 
анализа, но и сепарацию иммунных комплексов. Используемые ГКР-активные 
субстраты могут использоваться в различных формах: в виде пластинок с ком­
бинацией диэлектрических и металлических слоев (ГКР-подложки); димери­
зованные наночастицы; наночастицы строения «ядро-оболочка»; трехмерные 
наночастицы; наноструктуры, полученные с помощью литографии [1, 23]. У 
всех ГКР-активных субстратов наружный слой представлен наноструктурами 
благородных металлов, преимущественно серебра (Ag) и золота (Аи) (нанос­
феры, нанокубы, треугольные и шестиугольные нанопирамиды, нанопрово­
локи, частицы грибовидной формы) [3, 16, 23, 36] и т.д. ГКР-подложки из­
готавливаются в виде непористых и пористых субстратов на основе кремния 
(Si), стекла, поликарбоната и других материалов. Зачастую кроме наружного 
металлического нано-структурированного слоя при изготовлении ГКР- 
подложек используются диэлектрические спейсеры, диэлектрические свой­
ства которых играют важную роль в плазмонном резонансе.

Плазмонные и ГКР-свойства золота и серебра сильно зависят от формы, 
размера, состава частиц и их диэлектрического окружения. С точки зрения 
сенсорной чувствительности важно, чтобы мнимая часть диэлектрической 
проницаемости, которая отвечает за потери в среде, была минимальной. Среди 
всех металлов в оптическом диапазоне наилучшими характеристиками об­
ладает серебро, на втором месте идет золото. Однако субстраты на основе 
наноструктурированного серебра очень нестабильны, поэтому на практике 
широкое применение получили более устойчивые золотые или специально 
приготовленные стабилизированные серебряные субстраты [10, 24].

В ГКР-иммуноанализе широкое применение получили золотые наносфе­
ры, меченные ГКР-репортерами и ковалентно связанные с антителами к вы­
являемому антигену. После образования иммунного комплекса и отмывки от 
несвязавшихся компонентов, при облучении лазером образующийся иммун­
ный комплекс детектируется ГКР-анализатором [31]. В качестве ГКР- 
репортеров часто используют флуоресцентные красители, такие как Су5, R6G, 
FITC, а также 4-меркаптобензойная кислота, пиридин, 5,5'-дитиобис(2- 
нитробензойная кислота), 4,4'-дипиридил, толуидиновый голубой, малахито­
вый зеленый [2 ,4 ,9 , 22, 24, 29].

Важное значение имеют работы по увеличению стабильности не только 
серебряных, но и золотых наночастиц. Широко распространенным методом 
стало изготовление наночастиц по принципу «соге/shell» («ядро/оболочка») 
— покрытие Ag-наночастиц защитным слоем различного происхождения, 
например, золота или оксида кремния, к которому привязаны антитела и ГКР- 
репортеры [34]. Такого рода биметаллические Ag+Au или комбинированные 
Ag+Au+Si субстраты сочетают высокий коэффициент усиления сигнала, при­
сущий серебряным субстратам, с высокой стабильностью [16, 36, 37]. Так, в 
работе Khaywah M.Y. et al. «соге/shell» наночастицы Au—Ag/Au сохраняли вы­
сокий коэффициент усиления даже через год хранения при комнатной тем­
пературе [14].

Все чаще при конструировании ГКР-биосенсоров используют магнитные 
частицы. Существенное преимущество таким субстратам дают суперпарамаг­
нитные свойства оксида железа, входящего в состав ядра микрочастиц, что по­
зволяет легко собрать их магнитом, обеспечивая процессы сепарации и отмыв­
ки. Оболочка в суперпарамагнитных частицах может быть золотой, конъюги­
рованной с антителами, реже с антигенами [29], либо в системе детекции
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применяется два типа частиц, сенсибилизированных антителами—магнитные 
и золотые, меченные ГКР-репортером [2,4,9].

В последних работах часто используют частицы с более сложным строе­
нием. Так, были описаны трехслойные частицы с серебряным ядром и двус­
лойной оболочкой: внутренний слой SiCh и наружный слой Ag [19]. Другим 
примером трехслойных частиц являются «золотые звезды». Ядром в таких 
частицах выступают золотые наночастицы в форме звезды, внутренняя обо­
лочка представляет собой ГКР-репортер, а наружная — еще один слой Au [Yang 
Т. et al., 2016]. Еще одним сложным субстратом являются «золотые наноагре­
гаты», полученные путем контролируемой агрегации золотых наночастиц, 
инкапсулированных вместе с ГКР-репортерами в оболочку из оксида кремния 
[18]. Все эти работы имеют целью повышение чувствительности теста и/или 
стабильности ГКР-субстратов.

ГКР-детекция вирусов по «молекулярным отпечаткам пальцев». В научной 
литературе представлен ряд работ по ГКР-детекции вирусов в образцах без 
применения ГКР-репортеров («label-free») — по «молекулярным отпечаткам 
пальцев», то есть характерным линиям рамановского спектра. Интерпретация 
получаемых рамановских спектров чистых химических соединений прово­
дится с помощью программного обеспечения ГКР-анализатора путем сличе­
ния получаемого спектра с библиотекой спектров разных соединений. Однако 
ГКР-идентификация даже чистых культур микроорганизмов представляет 
особую проблему ввиду сложности химического состава их поверхностных 
элементов и требует применения сложных алгоритмов хемометрического 
анализа.

В ряде работ описывается ГКР-детекция вирусов без иммунного захвата. 
В одном исследовании применялись ГКР-активные поверхности на основе 
наночастиц золота для обнаружения и распознавания препаратов семи видов 
вирусов млекопитающих [7]. Используя высокоочищенные концентрирован­
ные препараты вирусов (от 8 до 9 lg БОЕ/мл), авторам не только удалось об­
наружить достоверные различия в спектрах оболочечных и безоболочечных 
вирусов, но и дифференцировать ГКР-спектры разных вирусов. Во второй 
работе [6] были проанализированы ГКР-спектры восьми штаммов ротавиру­
сов, относящихся к разным G/Р  генотипам, и с 96% надежностью выявлены 
различия между ними. Ротавирусы перед ГКР-анализом размножали в клетках 
МА-104 и исследовали в виде клеточных лизатов. Прикладное значение по­
добных работ остается под вопросом, однако они демонстрируют принципи­
альную возможность выявлять видовые и штаммовые различия между виру­
сами путем хемометрического анализа получаемых ГКР-спектров.

Применение иммунного захвата с последующим ГКР-анализом по «моле­
кулярным отпечаткам пальцев» позволяет работать с неочищенными препа­
ратами вируса, поскольку перед измерением имеется возможность удалить 
несвязавшиеся компоненты путем отмывки. Примером использования им­
мунного захвата антигена с последующей детекцией по характерным ГКР- 
спектрам, или так называемым «молекулярным отпечаткам пальцев», являет­
ся работа по выявлению вирусоподобных частиц ВИЧ [15]. В работе 
продемонстрирована линейная зависимость интенсивности рамановских 
пиков от логарифма концентрации антигена.

В немногочисленных работах по ГКР-детекции вирусов по «молекулярным 
отпечаткам пальцев» (безметочная технология) ГКР-спектры для вирусов 
были получены с использованием концентрированных препаратов коллекци­
онных штаммов вирусов, вирусоподобных частиц, либо лизатов зараженных 
вирусом клеточных культур. В них не представлены данные по идентификации
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вирусов в составе клинических образцов или в смеси двух и более разных ви­
русов, что, вероятно, связано с высоким уровнем «паразитного» сигнала. 
Очевидно, что такие результаты не демонстрируют каких-то преимуществ 
«label-free» ГКР-детекции перед стандартными методами выявления виру­
сов.

Интересно, что больший прогресс достигнут в работах по безметочной ГКР- 
идентификации разных видов патогенных бактерий [WuH. etal., 2015]. Однако 
и в области диагностики бактериальных инфекций прорыва пока нет, посколь­
ку большинство работ предусматривает длительный этап выделения чистых 
культур бактерий.

Выявление вирусных маркеров в иммуноанализе с применением ГКР- 
репортеров. Одна из первых работ по иммунохимической ГКР-детекции ви­
русов посвящена выявлению маркера гепатита В — Hbs-антигена [33]. 
Твердофазный ГКР-иммуноанализ проводился на силиконовом или кварце­
вом субстрате с ковалентно иммобилизованными на его поверхности поли­
клональными антителами к HBs-антигену. После инкубации с образцами, 
содержащими HBs-антиген в различной концентрации, и последующей от­
мывки иммуночипа проводилась вторая инкубация с золотыми наночастица­
ми, модифицированными 4-меркаптобензойной кислотой и мышиными 
моноклональными антителами к HBs-антигену. После химического покрытия 
золотых наночастиц слоем серебра проводилось измерение ГКР-спектров 
4-меркаптобензойной кислоты. По калибровочному графику зависимости 
интенсивности сигнала при 1585 с м 1 от концентрации бьш определен предел 
обнаружения HBs-антигена, который составил 0,5 нг/мл. Общая продолжи­
тельность анализа была более 4 часов, однако авторы статьи не проводили 
оптимизацию метода.

Более высокая чувствительность выявления HBs-антигена в плазме была 
достигнута с использованием ряда технических решений. В работе использо­
ваны не только золотые модифицированные наночастицы, но и ГКР-актив- 
ный стабильный субстрат, ранее разработанный авторами [12]. Детектирую­
щие антитела и ГКР-репортер (основной фуксин) были ковалентно 
иммобилизованы на поверхности золотых «наноцветов», состоящих из золо­
тых наночастиц. Проведение анализа в микрожидкостном устройстве также 
повышало эффективность иммунохимической реакции и приводило к улуч­
шению функциональных характеристик метода. Разработанный метод по­
зволил проводить количественное определение HBs-антигена в низких кон­
центрациях с пределом обнаружения 0,01 МЕ/мл, что соответствует 
чувствительности коммерческих иммуноферментных наборов реагентов.

Описан метод выявления нуклеопротеина вируса гриппа на оригинальном 
ГКР-субстрате, представляющем собой последовательные слои серебра и 
золота на оксидах индия и олова [13]. Специфичность выявления вирусного 
белка определяли золотые наночастицы 25 нм, модифицированные ГКР- 
репортером ТВВТ (4,4'-тиобисбензентиол) и антителами. Метод с использо­
ванием двухслойного субстрата показал четырехкратное усиление по сравне­
нию с однослойным золотым покрытием. Однако следует отметить, что схема 
проведения анализа выявления нуклеопротеина вируса гриппа А соответство­
вала прямому иммунохимическому анализу, в котором выявляемый антиген 
в разных концентрациях ковалентно присоединялся к субстрату. Такой метод 
непригоден для детекции антигенов в реальных биологических образцах, 
имеющих сложный белковый состав.

Такой же недостаток присущ методу, предложенному для субтипирования 
вируса гриппа. ГКР-иммуноанализ включал иммобилизацию выявляемого
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антигена на твердой фазе, которой служила нитроцеллюлозная мембрана [18]. 
После нанесения антигена мембрану инкубировали в суспензии золотых на­
ночастиц, конъюгированных с ГКР-репортером и типоспецифическими анти­
телами к Н 1N 1, H3N2 или H5N1. Авторы заявляют о более высокой чувстви­
тельности ГКР-детекции вируса в сравнении с иммуноферментным анализом 
(30 нг/мл против 1 мкг/мл), проводившимся по аналогичной схеме.

На модели вируса животных (цирковирус свиней 2 типа) изучена эффек­
тивность ГКР-иммуноанализа с использованием разветвленных золотых на­
ночастиц, меченных р-меркаптобензойной кислотой и ковалентно связанных 
с моноклональными антителами к капсидному белку вируса [20]. Предел чув­
ствительности выявления цирковирусных вирионов составил 8x102 копий/мл, 
а в опытах на клинических образцах наблюдался удовлетворительный уровень 
совпадения с результатами ПЦР — 75 и 87,5% для отрицательных и положи­
тельных сывороток соответственно.

Оригинальный подход для детекции респираторно-синцитиального виру­
са (РСВ) заключался в использовании рамановских свойств окисленной фор­
мы 3,3',5,5'-тетраметилбензидина (ТМВ) [35]. Авторы установили, что только 
окисленная форма ТМВ имеет выраженный рамановский спектр с максиму­
мами при 1191 см-1, 1346 см' 1 и 1606 см'1. Использовались компоненты ком­
мерческого набора для иммуноферментного сандвич-метода выявления РСВ, 
основанного на колориметрической детекции результата ферментативной 
реакции пероксидазы с субстратной системой, включающей ТМВ. Раманов­
ский спектр измерялся после взаимодействия окисленной формы ТМВ с се­
ребряными наночастицами, при этом была достигнута чувствительность в 20 
раз выше, чем при колориметрической детекции.

Возможность мультиплексного выявления белков в ГКР-иммуноанализе 
экспериментально обоснована в ряде работ с использованием модельных 
антигенов — IgG мыши и человека и онкологических маркеров [17, 28]. 
Чувствительность выявления модельных антигенов достигала высоких значе­
ний — 1 фг/мл с возможностью количественного определения аналита. В 
работе J.P. Nolan et al. разработаны принципы мультиплексного ГКР-анализа 
на золотых наночастицах с автоматизированным учетом результатов в про­
точном ГКР-анализаторе, подобном проточному цитофлуориметру [25]. 
Одним из преимуществ проточного ГКР-анализатора является применение 
лишь одного лазера и детектора и потенциально более высокая степень муль- 
типлексности, по сравнению с применением проточных цитофлуориметров. 
Примером применения мультиплексного ГКР-иммуноанализа вирусных анти­
генов служит работа J. Neng et al. Описан иммунохимический метод, основан­
ный на ГКР-спектроскопии, для одновременной детекции двух аналитов: 
поверхностного антигена вируса Лихорадки Западного Нила и капсидного 
антигена вируса Лихорадки Долины Рифт [21]. Образование сандвича проис­
ходило между парамагнитными частицами, модифицированными поликло­
нальными антителами, специфичными к каждому из целевых маркеров, и 
золотыми наночастицами с экспонированными на их поверхности парами 
антитело и ГКР-репортер, также соответствующими каждому из аналитов. 
Количественное определение антигенов проводилось по зависимости интен­
сивности рамановских пиков, характерных для каждого из репортеров, от 
логарифма концентрации. В работе показана высокая чувствительность — 
предел обнаружения вирусного антигена составил ~5 фг/мл в фосфатном 
буферном растворе и ~25пг/мл в растворе с бычьей сывороткой.

В последние годы в научных публикациях активно ведется поиск опти­
мального технического решения для создания биосенсоров, сочетающих
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специфичность иммунохимического взаимодействия с высокой чувствитель­
ностью детекции методом гигантского комбинационного рассеяния света. 
Однако большинство работ проведено на модельных системах, а чувствитель­
ность и специфичность анализа не установлены испытаниями на реальных 
клинических образцах. В то же время, для традиционных иммунохимических 
методов, представляющих неотъемлемую часть клинической лабораторной 
диагностики, разработана обширная реагентная база, приобретен опыт опти­
мизации функциональных характеристик анализа. Для разработки новой 
платформы, которая сможет сравниться по своей эффективности с методами 
ИФА и ПЦР и обеспечит выигрыш в экспрессное™ и эргономичности мето­
да, необходима опора на эту базу и совместные усилия специалистов различ­
ного профиля.

Исследование выполнено за счет гранта Российского научного фонда (проект №16-15- 
10332).
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Бактериальные липополисахариды (ЛПС) — высокотоксичные молекулы, выделяю­
щиеся при лизисе бактериальных клеток. Они играют ключевую роль в патогенезе сепси­
са, а также могут контаминировать лекарственные препараты, поэтому их удаление из 
водных растворов и биологических жидкостей — крайне важная задача. В настоящем 
обзоре рассмотрена структура ЛПС, его токсичность для различных животных, а также 
различные низко- и высокомолекулярные лиганды, пригодные для эффективного связы­
вания и удаления ЛПС из растворов. Основное внимание уделено взаимосвязи химиче­
ского строения лиганда с его способностью образовывать прочные комплексы с ЛПС и 
принципам создания селективных лигандов для депирогенизации фармацевтических 
субстанций и создания гемосорбционных колонок для терапии сепсиса.
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Bacterial lipopolysaccharides (LPS) are highly toxic molecules released during the lysis of 
bacterial cells. They play important role in the pathogenesis of sepsis, and can contaminate phar­
maceuticals, so removing them from aqueous solutions and biological fluids is an extremely im­
portant task. Structure of LPS and its toxicity for various animals are presented in this review. 
\hrious low- and high-molecular ligands, suitable for efficient binding and removal LPS from 
solutions are studied and demonstrated. The main attention is paid to the relationship between 
the chemical structure of the ligand and its ability to form strong complexes with LPS and the 
principles of creating selective ligands for the depyrogenation of pharmaceutical substances and 
the creation of hemoperfusion columns for the sepsis therapy.
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Липополисахарид (ЛПС) грамотрицательных бактерий фрагмент наружной 
мембраны клеточной стенки, является бактериальным эндотоксином (БЭ) 
антигеном системы врожденного иммунитета млекопитающих [16, 24]. Хотя сам 
ЛПС химически инертен, при попадании в кровеносную систему при генерали­
зованной бактериальной инфекции, он связывается с рецепторами и клетками
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иммунной системы, регулирующими воспалительный ответ. При этом происходит 
избыточный выброс медиаторов воспаления (цитокинов), и развивается слишком 
сильный системный воспалительный ответ, характеризующийся повреждением 
эндотелия кровеносных сосудов, коагулопатией, гипоперфузией тканей, сер­
дечно-сосудистой недостаточностью, полиорганной дисфункцией. Именно эта 
последовательность событий сегодня признается ключевым звеном патогенеза 
сепсиса, грозного осложнения бактериальных инфекций, ежегодно уносящего 
сотни тысяч жизней [9].

Химическое строение ЛПС придает им свойства поверхностно-активных ве­
ществ, поэтому в водных растворах и в биологических жидкостях, в частности, в 
крови, равновесие сдвинуто в сторону образования супрамолекулярных структур 
переменного состава и строения, в состав которых могут также входить белки 
плазмы крови и ионы металлов [32, 42]. В то же время, физиологической актив­
ностью ЛПС обладают в ничтожно низких концентрациях порядка 10'9 г/кг [42]. 
Эффективным методом, позволяющим добиться снижения их концентрации 
ниже физиологически значимых величин, является применение аффинных сор­
бентов на основе иммобилизованных лигандов, специфичных к ЛПС. При этом 
константа образования комплекса с иммобилизованным лигандом должна быть 
достаточно высока (~10б — 109) [12]. Это позволяет сдвинуть равновесие сорбци­
онного процесса в сторону образования иммобилизованных комплексов ЛПС с 
лигандом. Важно отметить, что неселективные сорбенты с развитой поверхно­
стью, способные эффективно удалять малые молекулы, такие как активированный 
уголь, алюмосиликаты, полисахаридные гели и другие, зачастую не позволяют 
снизить концентрацию ЛПС до приемлемого уровня [31].

Экстракорпоральные методы детоксикации, направленные на извлечение из 
крови пациента БЭ, при своевременном применении обладают клинически до­
казанной эффективностью при лечении сепсиса и септического шока [3, 14]. 
Наиболее перспективной разновидностью экстракорпоральной детоксикации 
являются селективная Л ПС-гемосорбция. Ее принцип заключается в избиратель­
ном связывании (и направленном удалении) БЭ, первичного звена патогенеза 
сепсиса. Существуют также гемосорбенты, способные удалять одновременно как 
БЭ, так и эндогенные медиаторы воспаления — цитокины («мультимодальные» 
гемосорбенты) [3].

Другой важной задачей, решаемой с помощью подобных сорбентов, может стать 
проблема «депирогенизации» (удаления «пирогенных» примесей — чаще всего это 
те же самые ЛПС) лекарственных препаратов. Особенно остро эта проблема стоит 
для лекарств, получаемых биотехнологическим путем, продуцентами которых яв­
ляются грамотрицательные бактерии. Универсального способа решения этой про­
блемы пока не найдено, но есть отдельные сообщения об эффективных идеях [2].

Для рационального дизайна таких умных материалов, избирательно погло­
щающих ЛПС из физиологических жидкостей, требуется глубокое понимание 
механизма связывания ЛПС с их лигандами. О принципах строения таких лиган­
дов и пойдет речь в данном обзоре

1. Структура и свойства бактериальных эндотоксинов. БЭ являются неотъем­
лемой частью внешней мембраны грамотрицательных бактерий, они также уча­
ствуют в стабилизации клеточной стенки бактерий [26, 27]. Общая химическая 
структура ЛПС у большинства бактерий сходная. ЛПС содержит полярный гете- 
рополисахаридный фрагмент (О-антиген), внутренний олигосахаридный и ли­
пидный (липид А) фрагменты [36, 50].

Фрагмент О-антигена состоит из повторяющихся сахаридных фрагментов и 
присутствует в эндотоксинах не всех грамотрицательных бактерий [26], в част­
ности некоторые бактерии из рода Neisseria продуцируют ЛПС без О-антигенного 
фрагмента, при этом биологическая функция БЭ сохраняется [10]. В отличие от 
внутреннего полисахаридного фрагмента в О-антигене довольно часто присут­
ствуют деоксисахара, при этом встречаются как линейные, так и сильно развет­
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вленные полисахаридные фрагменты, функционолизированные различными 
агликонами, такими, как ацетилфосфат, фосфорилэтаноламин, формил, ацета­
мид, и аминокислотными остатками [6, 20]. В целом, О-антиген является наи­
менее консервативным участком бактериальных ЛПС.

Внутренняя часть олигосахаридного фрагмента более консервативна и содер­
жит семиуглеродные сахара гептозы (Нер) и, как минимум, один остаток 
3-дезокси-Б-манно-окт-2-улозоновой кислоты (Kdo). Фрагмент Kdo редко встре­
чается в других гликанах, это означает, что его можно рассматривать в качестве 
маркера присутствия ЛПС [44], Стоит отметить, что у некоторых жизнеспособных 
штаммов бактерий отсутствует как О-антиген, так и большая часть внутреннего 
олигосахарида, но фрагмент Kdo необходим для жизнеспособности бактерий. 
Если рассматривать содержание семиуглеродных сахаров, к примеру, в бактериях 
вида Escherichia coli и в других энтеробактериях, в зависимости от конкретного 
вида может быть два или три остатка Б-глицеро-а-Б-манно-гептопиранозы и 
L-глицеро-ос-Б-манно-гептопиранозы.

Внутренний олигосахаридный фрагмент можно условно разделить на внутрен­
нюю и внешнюю часть. Внешняя часть, также как и О-антиген, может сильно 
различаться у разных видов бактерий, и преимущественно содержит в своем со­
ставе остатки типичных шестиуглеродных сахаров, таких как глюкоза (Glc), глю- 
козамин (GlcN), ацетилглюкозамин (GlcNAc), в количестве от 8 до 12 сахаридных 
фрагментов. Эта сахара нередко модифицированы фосфатными, пирофосфатны­
ми и фосфорилэтаноламинными группами в 1 и 4 положениях [26].

Липид А — наиболее консервативная часть молекулы ЛПС, представляющая 
собой уникальный фосфорилированный гликолипид [49]. Все липиды А содержат 
D-глюкозоаминные остатки (или 2,3-диамино-2,3-дидезокси-Б-глюкозу), кото­
рые присутствуют в виде Р-(1-»6) связанных димеров. Другими характерными 
особенностями липида А является наличие фосфатов в 1 и 4' положениях и (R)-

Токсичность БЭ для различных видов животных

Вид ЖИВОТНОГО Л Д » , м г /к г П родуцент Б Э , способ введения С сы лка

Крупный рогатый скот 0,025' Е. coli 078 [8]
Собаки 0,125—-0,52 Е. coli [38]

4' Е. coli 078 [8]
Кролики 3' Е. coli 078 [8]

Salmonella spp. [23J
Salmonella spp. [23]

0,52
Свиньи 5‘ E. coli 078 [8]

0.0923 S. abortus equi [231
И S. abortus equi [23]

Морские свинки 101 E. coli 078 [81
Крысы 13-24,8 E. coli 0128:B12 [П]

20-601 E. coli 078 [8]
Мыши 0,25—0,40 мг/мышь S. typhimurium Lt2 [23]

0,38—0,43 мг/мышь S. typhimurium Lt2 [23J
0,34—0,36 мг/мышь2 S. typhimurium rouB (Rn) [23]
0,42—0,50 мг/мышь2 S. typhimurium rouB (Rn) [23]
25-601 E. coli 078 [8]

Кошки 151 E. coli 078 [81
Макаки-резус >25 E. coli, S. typhosa [41]

Цыплята >50 E. coli 078 [8]
Лягушки >100 E. coli 078 [8]
Ящере цы >200 E. coli 0128:B12 [17]

Рыбы (карп) >200 E. coli 078 [17]

П р и м е ч а н и е .  •Приведено значение летальной дозы, вероятно, имеется в виду ЛДюо; 2в.в способ 
введения; 3рассчитано методом пробит-анализа по данным из статьи; ЛД юо-
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3-гидрокси-жирных кислот в 2, 2’, 3 и З’-положениях сахаров, связанных амид­
ными или же эфирными связями.

В зависимости от строения гексозоаминов, степени фосфорилирования, при­
сутствия заместителей в фосфатной группе, а также длины цепи и строения жир­
ных кислот молекулы липида А могут различаться между собой для различных 
видов бактерий и даже для одного штамма при определенных условиях [37].

Наиболее изученная структура липида А Е. coli содержит две фосфатных груп­
пы и шесть остатков жирных кислот (С12:0 и С14:0). Однако в особых условиях 
под действием ферментов фосфатные группы могут быть этерифицированы эта- 
ноламином, 4-амино-4-дезокси-Ь-арабинозой или пальмитиновым спиртом [35]. 
В структуре липида А бактерии Rhizobium etli присутствует остаток длинноцепо­
чечной жирной кислоты (С28:0) в положении 2’, но отсутствуют фосфатные 
группы. В структуре липида A Francisella tularensis есть только одна фосфатная 
группа и четыре остатка жирных кислот (С16:0, С18:0). В липиде A Salmonella 
typhimurium имеется дополнительный остаток жирной кислоты в положении 2 
(С 16:0). Дополнительные к основному остову углеводные фрагменты были также 
обнаружены в составе липида А таких бактерий, как, например, Е tularensis, 
S. typhimurium и R. etli.

Таким образом, молекула ЛПС заряжена отрицательно (рКа 1,3 [30]) при на­
личии фосфатных групп в липиде А и внутреннем сахаридном фрагменте и имеет 
как гидрофильные (О-антиген, так и гидрофобные (жирные кислоты в липиде А) 
участки. Молекулярная масса ЛПС варьируется в широких пределах от 2,5 кДа (в 
случае отсутствия О-антигена) до 70 кДа (очень большой О-антиген), обычно — от 
10 до 20 кДа [ 10]. Молекула ЛПС является очень гибкой, значительно более гиб­
кой, чем глобулярные белки [19].

Другой отличительной особенностью Л ПС является способность образовывать 
прочные супрамолекулярные структуры под действием гидрофобных взаимодей­
ствий между остатками жирных кислот и образований мостиков между фосфат­
ными группами и двувалентными катионами, в частности, Са2+ и Mg2+ [10].

2. Токсичность бактериальных эндотоксинов. Хотя БЭ прочно связаны с кле­
точной стенкой бактерий, они могут высвобождаться в окружающую среду не 
только при гибели клеток, но и во время их роста и деления [22], при этом одна 
бактериальная клетка может содержать приблизительно 2 миллиона молекул ЛПС 
[49]. Поэтому БЭ обнаруживаются во всех средах, где обнаруживаются грамотри- 
цательные бактерии. Особенно высокие концентрации БЭ наблюдаются при 
массовой гибели бактерий в очаге инфекции и в средах биотехнологических про­
изводств [10].

Остро стоит проблема очистки фармацевтических препаратов, предназначен­
ных для парентерального введения [26]. Безопасным считается введение БЭ в 
дозе не более 5 ЕЭ/кг/ч (1 ЕЭ=100 пг БЭ) [1]. Наиболее часто БЭ могут содер­
жаться в рекомбинантных белках, получаемых генно-инжереным путем, ведь 
продуцентом зачастую являются грамотрицательные бактерии. Очистка таких 
препаратов — важная и зачастую не простая задача [26].

БЭ весьма токсичны при попадении в кровь, причем разные виды животных 
имеют не одинаковую чувствительность к БЭ (табл.; данные ЛД50 приведены для 
интраперитонеального введения вещества, если не сказано отдельно).

Исходя из данных, представленных в табл., можно сделать вывод, что разные 
животные имеют различную чувствительность к БЭ. Рыбы, пресмыкающиеся, 
земноводные, цыплята и макаки не погибают даже при введении очень высоких 
доз БЭ, хотя у цыплят и макак отмечаются симптомы заболевания. Мыши, крысы, 
морские свинки, свиньи, кролики и собаки имеют умеренную восприимчивость 
к ЛПС, в то же время, для крупного рогатого скота БЭ является чрезвычайно 
токсичным веществом со смертельной дозой 0,025 мг/кг. Также следует отметить, 
что для собак при в/в введении смертельная доза на порядок ниже, чем при ин- 
траперитонеальном.
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Наиболее частыми симптомами при отравлении БЭ у животных являются 
лихорадка, диарея, малоподвижность, тахикардия, учащенное дыхание, цианоз. 
Для кошек также наблюдалось агрессивное поведение и рвота через 1 — 2 ч после 
введения ЛПС. У кошек и собак развивался понос с кровью, у мышей — паралич. 
У различных животных также наблюдались отеки и геморрагии в сочетании с 
шоковым состоянием. У восприимчивых к БЭ животных наибольшие изменения 
отмечены в желудочно-кишечном тракте. У крыс и собак кровотечения отмеча­
ются преимущественно в лимфатической системе, а также в тимусе и бляшках 
Пейера. У собак иногда наблюдаются кровотечения в селезенке. У свиней и кошек 
кровотечения возникают в эпикарде и эндокарде, также иногда отмечается отек 
легких [8].

Для человека БЭ представляют не меньшую опасность. Так, введение БЭ в 
дозе 0,0025 мкг/кг вызывает повышение температуры [39]. В больших дозах (от 
0,02 до 0,04 мкг/кг) отмечается заметный токсический эффект, во многом напо­
минающий клинику септического шока [46]. Описан клинический случай в/в 
введения БЭ (Е. coli 0127:В8) в дозе 2 мкг. После введения отмечалась лихорадка, 
озноб, понижение АД, что потребовало лечения в отделении интенсивной терапии 
в течение 8 ч [40].

БЭ играют непосредственную роль в развитии клинической картины тяжело­
го сепсиса и септического шока [45]. Поэтому на удалении БЭ основаны совре­
менные высокоэффективные методы терапии сепсиса [4].

3. Создание селективных лигандов для удаления бактериальных эндотоксинов. 
Из-за вариативности химических структур БЭ, выражающихся в различных мо­
дификациях О-антигена и внутреннего олигосахарида, лиганд должен характери­
зоваться максимальным связыванием с самой консервативной частью БЭ — ли­
пидом А. Применение специально подобранных лигандов для создания 
гемосорбентов позволяет проводить селективное удаления токсикантов (БЭ) из 
крови и различных растворов.

Как было сказано выше, липид А, а также внутренний олигосахаридный фраг­
мент, входящие в состав БЭ, фосфорилированы, чем обусловлен отрицательный 
заряд БЭ при обычных условиях (рКа 1.3) [6, 19]. Можно предположить, что для 
лучшего связывания эндотоксина необходим лиганд, обладающий положитель­
ным зарядом, носителем которого обычно выступают положительно заряженные 
протонированные аминогруппы. Ниже приведен подробный анализ молекул, 
используемых для удаления БЭ.

3.1 Полимиксин В. Полимиксин В — это своеобразный «золотой стандарт» 
среди лигандов, взаимодействующих с ЛПС. В структуре полимиксинов можно 
выделить гидрофобную область, состоящую из остатков жирных кислот и амино­
кислот, а также полярную часть, несущую положительный заряд [16, 28]. 
Полимиксин В используется в колонках Toraymyxin™ в качестве лиганда для 
удаления ЛПС [13,43].

Бактерицидная активность полимиксина В в отношении грамотрицательных 
бактерий обусловлена его способностью встраиваться и разрушать клеточную 
стенку бактерий, взаимодействуя с ЛПС. Изучению взаимодействия полимикси­
на В с БЭ посвящено много работ [5,18, 34].

Mares J. et al. проводили изучение структуры комплекса, образующегося в 
результате взаимодействия нескольких типов полимиксинов с ЛПС [28]. Мето­
дами ЯМР-спектроскопии было показано, что амидные фрагменты пептидного 
макроцикла образуют связи с фосфатной группой GlcN-B в липиде-А. Гидрофоб­
ные фрагменты D-Phe and Leu оказываются в непосредственной близости от 
жирно-кислотных остатков ЛПС, при этом Leu дополнительно связывается с 
фрагментом GlcN-B. Аминогруппы из Dab вступают в электростатические взаи­
модействия с фосфатным фрагментом GlcN-A, а также с карбоксильной группой 
в Kdo-C. Таким образом, комплекс Л ПС-полимиксин В возникает за счет связы­
вания с фрагментом GlcN-B, соседних с ними атомов из GlcN-A, и функциональ­
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ными группами в Kdo-C. Структура этого комплекса подтверждается данными 
химических сдвигов и межмолекулярным ядерным эффектом Оверхаузера [43].

Многие научные группы проводили аналогичные эксперименты по определе­
нию взаимодействия полимиксина В с ЛПС. Так, было показано, что связывание 
происходит благодаря взаимодействию гидрофобной части пептида в полимик- 
сине В с липидом А [47, 48], однако кинетика связывания такого комплекса до­
статочно медленная, и время контакта, необходимое для реакции, составило 16 
часов при экспериментах в статичных режимах.

Несмотря на чрезвычайно высокие показатели по адсорбции БЭ, сорбенты на 
основе полимиксина В обладают рядом существенных недостатков. Основная 
проблема — нейротоксичность и нефротоксичность полимиксина В в случае 
смывания с полимерной матрицы [15, 33]. Также при пропускании растворов 
через колонки с полимиксином В наблюдалась существенная адсорбция белков, 
таких как бычья каталаза (24%) [21] и бычий сывороточный альбумин (20%) [7]. 
Удерживание белков на колонке с полимиксином В обусловлено электростатиче­
ским взаимодействием между положительно заряженным лигандом и отрицатель­
но заряженными белками при низкой ионной силе.

3.2Гистамин и гистидин. Уже в 1982 г. японские ученые показали, что помимо 
азотистых оснований (аденина, цитозина и др.) гистидин и гистамин эффективно 
удаляют ЛПС из различных культур микроорганизмов [29]. По эффективности 
использования в качестве лигандов для извлечения БЭ гистидин и гистамин не 
уступают полимиксину В при очистке растворов таких белков, как альбумин, 
инсулин, лизоцим и миоглобин. Несмотря на то, что оба этих лиганда могут эф­
фективно связываться с ЛПС, предпочтение было отдано гистидину, так как он 
не обладает такой биологической активностью, как гистамин, а потому является 
более безопасным.

Как и в случае с полимиксином В, при оценке эффективности адсорбции 
важно учитывать селективность удаления БЭ. Присутствие в растворе белков 
существенно влияет на способность лигандов к селективной сорбции ЛПС из-за 
высокой степени извлечения белковых компонентов [7, 25]. Эффективность ги­
стидина в качестве лиганда обусловлена гидрофобными и электростатическими 
взаимодействиями, возникающими за счет положительного заряженного имида­
зольного фрагмента в молекуле, а также, заряженных аминогрупп [34]. При этом 
опубликованы данные, подтверждающие эффективность самого диаминогексана 
в качестве агента для извлечения БЭ из растворов [Hou К.С. et al., 1991]. При ис­
пользовании гистидина в комплексе с незаряженным спейсером на основе диок- 
сиранов эффективного извлечения ЛПС удалось добиться только в кислой среде 
при pH <5,5, когда на имидазольном кольце присутствует положительный заряд 
(рК имидазола 6,0).

3.3 Поликатионные лиганды. Для селективного извлечения БЭ из водных рас­
творов, а также из плазмы крови применяются разнообразные поликатионные 
лиганды. Большое количество модификаций таких лигандов для связывания БЭ 
свидетельствует о том, что точное структурное соответствие между молекулами 
лиганда и БЭ не является необходимым. Главным условием для создания селек­
тивного лиганда является наличие поликатионной молекулы с гидрофобными 
областями [Takahashi I. et al., 1987].

Среди поликатионных лигандов ниаболее популярным соединением является 
полиэтиленимин — разветвленный полимер весом порядка 60 кДа, содержащий 
в своем составе первичные, вторичные и третичные аминогруппы в соотношении 
1:2:1. При нейтральных условиях полиэтиленимин заряжен положительно (рК >9 
у первичных аминогрупп и рК >0.5 у вторичных аминогорупп); а БЭ в аналогич­
ных условиях обладают отрицательным зарядом за счет фосфатных груп, входящих 
в состав липида А [18]. Таким образом, связывание происходит благодаря электро­
статическим взаимодействиям. Кроме того, после сближения молекул полиэти- 
ленимина и БЭ за счет электростатических взаимодействий возникают дополни­
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тельные силы притяжения между гидрофобными фрагментами благодаря 
близкому расположению последних.

Полиэтиленимин, иммобилизованный на целлюлозной подложке, был успеш­
но протестирован при экстракорпоральном извлечение БЭ из плазмы [Mitzner S. 
et al., 1993]. Показано, что эффективность сорбции сравнима с действием поли­
миксина В, а биосовместимость таких сорбентов — выше. При извлечении ЛПС 
из раствора бычьего сывороточного альбумина, полиэтиленимины на целлюлоз­
ных волокнах адсорбировали БЭ эффективнее, чем соответствующие сорбенты с 
гистидином, и не так сильно зависели от ионной силы и pH исследуемых раство­
ров [Morimoto S. et al., 1995]. Растворы миоглобина, у-глобулина и цитохрома С 
были очищены от БЭ в циклическом режиме (эффективность — 98%, концентра­
ция оставшегося в растворе БЭ<0,05 нг/мл), при этом степень извлечения белка 
не превышала 2%.

В качестве подложки также могут применяться пористые частицы оксида 
циркония. Сорбенты на основе полиэтилениминов, иммобилизованных на оксиде 
циркония, стабильны даже в щелочных условиях и обладают достаточно высокой 
емкостью по эндотоксину (снижение концентрации БЭ с 5-106 ЕЭ/мл до 5 
ЕЭ/мл).

Поли-Ь-лизин является более гидрофобным из-за наличия в структуре алкиль­
ных цепей и также успешно применяется для извлечения БЭ из растворов БСА. 
Его эффективность не уступает полимиксину В или гистамину и гистидину, при­
чем селективность по отношению к белку выше [7].

Известны работы, подтверждающие, что хитозан — катионный полиэлектро­
лит, представляющий собой линейный полисахарид, построенный из (3-1,4- 
глюкозоаминных остатков, взаимодействует с ЛПС с образованием стабильных 
растворимых комплексов разного состава благодаря заряженным аминогруппам 
[Naberezhnykh G.A. et al., 2013].

Взаимодействие БЭ с поликатионами вероятнее всего основывается на том же 
принципе, что и флокуляция клеток. При флокуляции в начале образуются 
полианинонные-поликатионные комплексы. После этого молекулы воды заме­
щаются и образуются агрегаты больших размеров — процесс, получивший на­
звание комплексная коацервация [Xia J. et al., 1994]. Если представить, что такой 
же процесс происходит при взаимодействии БЭ и поликатионов, то можно пред­
положить, что образующиеся комплексы непрерывно выделяются из растворов. 
Это могло бы объяснить наличие отдельных областей связывания, которые на­
блюдаются при термодинамических исследованиях, а также селективность по- 
ликатионных лигандов в присутствии белков.

3.4 Лиганды на основе белковых молекул. Некоторые белки также могут взаимо­
действовать с БЭ. В их числе можно выделить ЛПС-связывающий белок, бакте­
рицидный белок, увеличивающий проницаемость клеточной мембраны, компо­
нент амилоида Р и некоторые другие [6].

Катионные амфифильные белки, составляющие основную часть антимикроб­
ных агентов, связываются с ЛПС не хуже, чем полимиксин В. На крысах было 
показано, что белок кателицидин LL-37 нейтрализует биологическую активность 
БЭ и может спасти от летального исхода при высоких содержаниях БЭ в крови. 
Однако в присутствии двухвалентных катионов или при относительно высоких 
концентрациях других электролитов активность катионных амфифильных белков 
снижается. Учитывая эти особенности, бьш синтезирован искусственный белок 
WLBU2, синтетический аналог LL-37. Такой белок активно связывается и вы­
зывает агрегацию БЭ при физиологических концентрациях NaCl в растворах, а 
также проявляет более высокую антимикробную активность по сравнению с по­
лимиксином В или LL-37 в отношении широкого спектра бактерий [Ryder М.Р. 
etal., 2014].

В имеющихся на рынке колонках Endotrap применяется сорбент на основе 
ЛПС-специфичного белка, полученного из бактериофага, иммобилизованного
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на агарозную матрицу. Такие системы селективны по отношению к БЭ, обладают 
высокой адсорбционной эффективностью и стабильностью в широком диапазо­
не pH от 5 до 10. Применяющаяся на сегодняшний день колонка для экстракор­
поральной детоксикации крови при сепсисе Alteco представляет собой пористую 
полиэтиленовую матрицу, которая покрыта специально сконструированным 
синтетическим катионным пептидом, разработанным для адсорбции БЭ. Матрица 
также специально разработана для обеспечения оптимальной поверхности свя­
зывания. Такая конструкция сорбента сводит к минимуму нежелательные эффек­
ты, оказываемые на клетки крови, при этом сохраняется максимальная поверх­
ность и количество сайтов связывания пептида с БЭ. Благодаря высокому сродству 
сорбента к липиду А достигается эффективное снижение уровня БЭ различных 
видов бактерий [Adamik В. et al., 2015].

3.5 Дендримерные лиганды. Исходя из ранее сделанных выводов о том, какая 
должна быть структура ЛПС-селективного лиганда, можно предположить, что 
дендримерные молекулы полиамидоаминного типа должны эффективно удалять 
БЭ из растворов. Однако несмотря на то, что формально дендримеры типа А 
можно считать амфифильными за счет присутствия и неполярных, и положитель­
но заряженных функциональных групп, взаимодействия с БЭ не происходит.

Это объясняется тем, что большие дендримерные молекулы легко сворачива­
ются в «клубки», в результате чего гидрофобные фрагменты оказываются внутри, 
а на поверхности остаются заряженные аминогруппы, взаимодействующие с рас­
творителями. Таким образом, в разбавленных растворах поведение таких молекул 
сходно с полиэлектролитами, а не с катионными амфифильными полимерами, 
так как гидрофобные области недоступны для контакта. Среди более 50 изученных 
видов различных дендримерных поликатионов, только один класс — моноден- 
дроны додециламина с четырьмя или восемью зарядами связываются с липидом 
А и адсорбируют БЭ [16].

3.6 Производные гуанидина, бигуанида и алифатических аминов. Ряд катионных 
амфифильных лекарств, применяющихся в клинической практике, также были 
исследованы на предмет связывания с липидом А и нейтрализации ЛПС. Среди 
них препараты против малярии на основе 4-аминохинолинов, нейролептики 
фенотиазины, производные бис- и бигуанидинов, хлоргексидин, пентамидин и 
др. Критерием при выборе именно таких препаратов служил их катионный ам­
фифильный характер [David S.A. etal., 1994]. Из проводимых ранее исследований 
известно, что пентамидин и хлоргексидин взаимодействуют с липидом А, с кон­
стантой связывания K<i 0,12 и 0,87 рМ соответственно. Стоит отметить, что соот­
ветствующая Кадля полимиксина В составляет 0,37 рМ. Бисбигуанидин и хлор­
гексидин связываются с липидом А на 1 — 2 порядка лучше, чем соответствующие 
монобигуанидины: метформин и фенформин.

Оба этих соединения эффективно блокировали активность ЛПС по данным 
гель-тромб ЛАЛ (Limulus amebocyte lysate) теста. Это одно из первых подтверж­
дений о том, что присутствие двух основных групп на некотором расстоянии в 
молекуле может коррелировать с высокой способностью связывания ЛПС. Как в 
пентамидине, так и в хлоргексидине присутствуют два идентичных фрагмента 
— производные гуанидина. В связи с этим особый интерес представляет варьи­
рование основности этих фрагментов (рК) и расстояния между ними с точки 
зрения оценки эффективности комплексообразования с БЭ [Escamilla G.H., 1994]. 
Было показано, что введение метокси группы в орто-положение по отношению 
к амидиниевой группе в бензольном кольце уменьшает основность последней, но 
практически не влияет на связывания с ЛПС. Все рассмотренные аналоги пента- 
мидина обладают практически одинаковой способностью к образованию ком­
плекса с липидом А, из чего следует вывод, что основность не является опреде­
ляющим фактором при оценке способности к комплексообразованию. 
Электростатические взаимодействия катионных лигандов с липидом А протекают 
с образованием ионных Н-связей («солевых мостиков»), так как было показано,
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что некоторые соединения с кватернизованными полиамидиниевыми функцио­
нальными группами не связываются с БЭ [Rietschel Е.Т. et al., 1993].

а, со — Диаминоалканы, полиамины спермидин и спермин и их производные, 
представляющие собой линейные молекулы, с расстоянием между аминогруппа­
ми от 5 до 16 А, использовались для анализа. Оптимальное расстояние между 
основными группами для хорошего связывания с БЭ составило 16 А (спермин), 
чуть хуже показывает себя спермидин — 11 А.

Было показано, что гомологизованный спермин, в котором расстояние между 
аминогруппами соответствует исходному спермину и составляет 16 А, более ак­
тивен, чем моноацилированный спермин, что подтверждает предположение о 
важности расстояния между основными аминогруппами. Стоит отметить, что 
благодаря алкильной группе на конце молекулы соединения В его константа 
связывания в 5 раз лучше, чем улипополиаминов с гидрофобными заместителя­
ми, находящимися не на конце молекулы, такими, как DOSPER.

Показана эффективность микросфер на основе макропористых производных 
поли-(у-алкил-Ь-глутамата) и их производных с введенными первичными ами­
ногруппами для селективного удаления ЛПС из водных растворов, а также для 
очистки вакцин против дифтерии и столбняка [Hirayama С. etal., 1990]. Афинность 
таких микросфер по отношению к БЭ обусловлена катионными и слабыми ги­
дрофобными свойствами микросфер на основе алкилглутаматов. Предположение 
об ионных взаимодействиях подтверждалось тем фактом, что адсорбционная 
способность таких сорбентов возрастала с увеличением количества введенных 
аминогрупп и значительно уменьшалась при высоких значениях ионной силы 
(1—1) растворов. Что касается гидрофобных взаимодействий, в пользу этого пред­
положения свидетельствует тот факт, что даже не содержащие аминогрупп соеди­
нения могут связываться с ЛПС лучше, чем некоторые коммерчески доступные 
микросферы, в частности Pyrosep.

3.7 Молекулярный импринтинг. Сравнительно новая техника молекулярного 
импринтинга, получившая широкое распространение в последние годы, основы­
вается на получении функциональных полимерных матриц при помощи специ­
альных молекул-темплатов, которые образуют в матрицах так называемые «от­
печатки» или полости [Cutivet A. et al., 2009]. Это позволяет получать полимеры, 
которые обладают ярко выраженным сродством к тем или иным биомолекулам, 
что, в свою очередь, открывает возможности использования таких матриц для 
разделения, очистки или идентификации биомолекул.

Подход, основанный на методе молекулярного импринтинга, позволяет соз­
давать функциональные полимеры, связывающие ЛПС. Так, в работе [Long Y. et 
al., 2016] методом эмульсионной полимеризации были получены наночастицы, 
обладающие сильной афинностью по отношению к бактериям семейства 
Pseudomonadaceae. Для синтеза таких полимерных наночастиц с «молекулярными 
отпечатками» в качестве темплата использовался ЛПС, выделенный из бактерий 
Р. aeruginosa.

Принцип работы таких наночастиц заключается в том, что при проведении 
микроэмульсионной полимеризации к раствору мономеров добавляется БЭ, вы­
ступающий в роли темплата. Молекулы мономера располагаются определенным 
образом вокруг него, после чего проводится синтез наночастиц. На последнем 
этапе происходит удаление ЛПС из продукта, в результате чего на том месте, где 
бьш введен ЛПС, в полимере остаются так называемые «полости», идеально под­
ходящие по размеру к молекуле ЛПС.

Методом флуоресцентной поляризации, а также микромасштабного термо- 
фореза было продемонстрировано специфическое связывание таких частиц с 
ЛПС. Также было показано на моделях кератита у кроликов и менингита у мышей, 
вызванных Р. aeruginosa, что наночастицы избирательно взаимодействовали с по­
верхностью бактериальных клеток.

Таким образом было продемонстрировано, что полученные методом молеку­
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лярного импринтинга наночастицы могут обладать высокой аффинностью по 
отношению к ЛПС и грамотрицательным бактериям, это открывает новые пути 
для получения сорбентов селективных для удаления БЭ.

Наиболее эффективным, производительным и надежным методом удаления 
токсичных ЛПС из растворов, применяемым как в лабораториях, так и в клини­
ческой практике, является использование аффинных сорбентов. Несмотря на 
высокую вариабельность структуры ЛПС различных бактерий, домен липид А, 
содержащий две фосфорильные группы и фрагмент липида, является консерва­
тивным, и может рассматриваться в качестве молекулярной мишени для связы­
вания самых разных ЛПС.

На протяжении уже нескольких десятилетий «золотым стандартом» в каче­
стве лиганда для липида А рассматривается олигопептид полимиксин В, в сос­
тав которого входит пять остатков лизина и гидрофобный алкильный замест- 
тель. Изучение трехмерной структуры прочного комплекса ЛПС и полимик­
сина В с помощью современных физико-химических методов позволило 
подтвердить ключевую роль в его формировании электростатических взаимодей­
ствий аминогрупп лиганда и фосфатных групп липида А, а также вспомогатель­
ную роль гидрофобных взаимодействий соответствующих алкильных замести­
телей.

Это позволило сделать ключевые выводы, сформулировать основные прин­
ципы создания синтетических лигандов для связывания липида А: таким лигандом 
должно являться амфифильное органическое соединение, содержащее две ами­
ногруппы на расстоянии —15 А друг от друга и гидрофобный алкильный замести­
тель. Критичным является именно наличие аминогрупп, роль алкильного заме­
стителя является вспомогательной. Многие эффективные лиганды вообще не 
содержат подобных гидрофобных структурных фрагментов. Следует также не за­
бывать о том, что наиболее эффективные лиганды в этом ряду (содержащие ал­
кильный заместитель) являются цитотоксичными катионными поверхностно­
активными веществами.

Таким образом, в зависимости от условий проведения сорбции, желаемой 
степени очистки раствора и дополнительных требований к процессу (например, 
био- и гемосовместимость сорбента, для возможности его применения в гемо­
сорбционных колонках), аффинный сорбент может быть получен на основе самых 
необычных комбинаций матриц и лигандов, общие принципы создания которых 
мы постарались описать.

Работа выполнена при финансовой поддержке Российского научного фонда (грант №  16- 
14-00112).
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