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ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

© КОЛЛЕКТИВ АВТОРОВ, 2018

О.В.Бухарин, Е.В.Иванова, Н.Б.Перунова, И.А.Никифоров

ФУНКЦИОНАЛЬНЫЕ ГРУППЫ БИФИДОФЛОРЫ КИШЕЧНОЙ МИКРО-
БИОТЫ В АССОЦИАТИВНОМ СИМБИОЗЕ ЧЕЛОВЕКА

Институт клеточного и внутриклеточного симбиоза УрО РАН, Оренбург

Цель. Определение функциональных групп бифидофлоры толстого кишечника чело- 
века на основе анализа особенностей спектра метаболитов, протеома, биопрофиля, им- 
мунорегуляторных свойств и способности проводить дифференцировку «свой-чужой» 
среди ассоциантов. Материалы и методы. Материалом служили 260 штаммов бифидобак
терий, выделенных из 122 кишечных микросимбиоценозов. Экспериментальные иссле
дования проводились с использованием бактериологических, хроматографического и 
иммунологических методов. Статистическая обработка материала выполнена средствами 
пакета Statistica 10.0 с использованием k-кластерного анализа и дискриминантного мето
да. Результаты. В результате работы определены 3 кластера, содержащих штаммы раз
личных видов бифидобактерий. Первый кластер был представлен В. bifidum и характери
зовался наличием антипептидной активности штаммов в отношении FNO -a и INF-y, 
IL-10. Во втором кластере преобладали культуры В. longum, где значимыми были параме
тры системообразующего фактора микросимбиоценоза, способность к микробному рас
познаванию, антагонистическая активность и продукция уксусной кислоты. В третьем 
кластере видовой состав бифидобактерий был разнообразен, а информативными тестами 
явились — продукция штаммами масляной, капроновой кислот и их изоформ. Заключение. 
Ключевая функция бифидофлоры в регуляции гомеостаза кишечного биотопа реализует
ся за счет образования функциональных кластеров, среди которых первая группа участву
ет в формировании цитокинового баланса, вторая — ответственна за дискриминацию 
ассоциативной микробиоты и прямую защиту биотопа от патогенов, а третья необходима 
для поддержания барьерной метаболической функции энтероцитов в толстом кишечнике 
человека.

Журн. микробиол., 2018, № 1, С. 3—9

Ключевые слова: бифидобактерии, метаболический профиль, персистенция, цитокины, 
микробное распознавание «свой-чужой», штаммоспецифичность, ассоциативный 
симбиоз, гомеостаз

O.V.Bukharin, E.V.Ivanova, N.B.Perunova, I.A.Nikiforov

FUNCTIONAL GROUPS OF BIFIDOFLORA OF INTESTINAL MICROBIOTA IN 
ASSOCIATIVE SYMBIOSIS OF HUMAN

Institute of Cellular and Intracellular Symbiosis, Orenburg, Russia

Aim. Aim of the research is the identification of functional groups of human gut bifidoflora 
based on analysis of the spectrum of metabolites features, proteome, bioprofile, immunoregula- 
tory properties and the ability to differentiate «self/non-self» among the associative microbiota. 
Materials and methods. The materials are 260 strains of bifidobacteria isolated from 122 intestinal 
microsymbiocenoses. Experimental studies were carried out using bacteriological, chromato
graphic and immunological methods. Statistical processing of material is carried out by means of 
the package Statistica 10.0 using of k-cluster analysis and discriminant method. Results. As a result 
of the work, 3 clusters containing strains o f various types of bifidobacteria were identified. The first
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cluster was represented by B. bifidum and was characterized by the antipeptide activity of the 
strains with respect to FN O -a and INF-y, IL-10. In the second cluster o f the B. longum culture 
predominated, where the parameters of the backbone factor of microsymbiocenosis, the ability to 
microbial recognition, antagonistic activity and production o f acetic acid were significant. In the 
third cluster the species composition of bifidobacteria was diverse and products of butyric, cap- 
roic acids and their isoforms were the informative tests. Conclusion. The key function of bifido
flora in the regulation o f the homeostasis o f the intestinal biotope is realized by the formation of 
functional clusters, among which the first group participates in the formation o f the cytokine ba
lance, the second group is responsible for the discrimination of associative microbiota and direct 
protection of the biotope from pathogens, and the third is necessary to maintain the barrier 
metabolic function o f enterocytes in the human large intestine.

Zh. Mikrobiol. (Moscow), 2018, No. 1, P. 3 - 9

Key words: bifidobacteria, metabolic profile, persistence, cytokines, microbial «self/non-self» 
discrimination, strain specifity, associative symbiosis, homeostasis

В В Е Д Е Н И Е

Вопрос о значении бифидобактерий для организма человека был поднят 
основоположником русской бактериологии И.И.Мечниковым и его школой 
на рубеже прошлого столетия. Дальнейшие исследования по изучению био
логии бифидобактерий позволили установить у микроорганизмов данной 
группы широкий спектр антимикробных соединений, определяющих их уча
стие в защите биотопа толстого кишечника от патогенов [8, II]. Показано 
значение метаболических функций бифидофлоры, восполняющих недостаю
щие звенья метаболизма макропартнера (хозяина) [6, 9]. В последнее время 
активно разрабатывается иммунотропная активность бифидобактерий, их 
способности формировать колонизационную резистентность организма, ре
гулируя гомеостаз кишечной микробиоты за счет подавления воспалительных 
реакций и апоптоза [10, 15].

Вместе с тем, вопрос о понимании физиологической роли, особенностей 
функционирования бифидофлоры в условиях кишечного микросимбиоцено- 
за, направленных на поддержание гомеостаза микробиоты и макропартнера, 
остается открытым. К настоящему времени накоплены убедительные мате
риалы штаммовой специфичности бифидофлоры, определяющей различия 
функциональной активности культур в условиях межмикробного общения. 
Так, в ряде работ различные эффекты пробиотических бифидобактерий свя
зывают со штаммоспецифическими особенностями иммуномодулирующего 
действия [5, 7] и метаболической активностью бактерий [12]. Материал, по
лученный нами [2], позволил при изучении белкового профилирования би
фидофлоры, ее антагонистической активности и способности влиять на ассо
циативную микробиоту, выявить, наряду с общностью штаммов, и различия 
между ними внутри вида. Не исключено, что оценивать физиологический 
потенциал бифидобактерий необходимо не только по их видовой принадлеж
ности, но и, возможно, по выявлению функциональных признаков микро
организмов, подсказать природу которых может кластерная группировка 
бактерий.

В связи с этим, целью работы было определение функциональных групп 
бифидофлоры толстого кишечника человека на основе анализа особенностей 
спектра метаболитов, протеома, биопрофиля, иммунорегуляторных свойств 
и способности проводить дифференцировку «свой-чужой» среди ассоциантов,
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позволяющих выявлять особенности формирования функциональных класте
ров доминантов при регуляции гомеостаза толстого кишечника человека.

М А Т Е Р ИА ЛЫ  И МЕТОДЫ

Материалом для исследования послужили 260 штаммов бифидобактерий, 
выделенных из 122 кишечных микросимбиоценозов при обследовании лиц в 
возрасте от 1 года до 45 лет на дисбиоз толстого кишечника. Основным мето
дологическим принципом работы явился комплексный симбиотический под
ход для изучения роли бифидофлоры в ассоциативном симбиозе человека [1]. 
Авторами проведены эксперименты in vitro с использованием бактериологи
ческого, масс-спектрометрического, хроматографического, иммунологиче
ского методов, что позволило представить комплексную характеристику ис
следуемых штаммов бифидобактерий. В работе были оценены параметры 
системообразующего фактора (СОФ) микросимбиоценоза (ростовые свойства
— lg ПМО, антилизоцимная активность — АЛА и биопленкообразование — 
БПО доминанта); персистентные свойства (антииммуноглобулиновая — 
АИГА и антилактоферриновая — АЛфА активность); метаболический профиль 
(спектр и уровень уксусной — УК, пропионовой — ПК, масляной — МК, изо- 
масляной — иМК, валериановой — ВК, капроновой — КК и изокапроновой
— иКК) кислот и масс-спектр белков бифидобактерий.

Материалы по взаимодействию бифидобактерий с ассоциативным звеном 
микросимбиоценоза включили исследования: антагонистической активности 
(АА) бифидофлоры, ее способности к микробному распознаванию «свой- 
чужой», где в качестве параметров были использованы значения дискрими
нантных функций Д1 (распознавание «своего» микросимбионта) и Д2 (рас
познавание «чужого» микросимбионта) [3]. Раздел работы по изучению 
особенностей взаимодействий бифидобактерий с системой врожденного и 
адаптивного иммунитета макропартнера включал результаты изучения способ
ности метаболитов доминантов изменять продукцию (ПЦ) про- (IFN-y, 
TN F-a, IL-17, IL-8, IL-6) и антивоспалительных (IL-10, IL-IRa) цитокинов. 
Данные исследования были проведены с помощью иммуноферментного ана
лиза на модели перитонеальных макрофагов мышей-гибридов (СВАхС57В16) 
F1 и мононуклеаров периферической крови здоровых людей (доноров). 
Антипептидная активность (АЛА) бифидобактерий оценивалась при соинку- 
бировании супернатантов микроорганизмов с рекомбинантными цитокинами 
(FNO-a, INF-y, IL-6, IL-10, IL-17, IL-IRa).

Выявление трех кластеров было осуществлено при помощи k-метода кла
стерного анализа с последующим использованием дискриминантного анали
за для определения значимых параметров биологических свойств исследуемых 
штаммов бифидобактерий. Статистическая обработка материала выполнена 
средствами пакета Statistica 10.0.

РЕЗУЛЬТАТЫ

На первом этапе при поиске оптимального уровня кластеризации анали
зировали число и состав кластеров при разных значениях метрики расстояний, 
отложенных вдоль вертикальной оси полученной дендрограммы. Оптималь
ной считалась такая межкластерная дистанция, при которой частотное рас
пределение штаммов в соответствующих кластерах было бы максимально 
ассимметричным. В результате этой работы определились 3 кластера, содер
жащих штаммы различных видов бифидобактерий.
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Рис. 1. Диаграмма биологических характеристик 
кластерной группы 1 (А), группы 2 (Б) и группы 
3(B).
lg ПМО — показатель микробной обсеменен- 
ности в lg, АЛА — антилизоцимная активность, 
БПО — биопленкообразование, Д1 — значения 
дискриминантных функций микробного рас
познавания «своих» ассоциантов, Д2 — значения 
дискриминантных функций микробного рас
познавания «чужих» ассоциантов, АА — антаго
нистическая активность, УК — уровень уксусной 
кислоты, ПК — пропионовой, МК — масляной, 
иМК — изомасляной, ВК — валериановой, КК 
— капроновой, иМК — изокапроновой кислот, 
АИГА — антииммуноглобулиновая, АЛфА — 
антилактоферриновая, АПА — антипептидная 
активность в отношении FNO-a, INF-y, IL-6, 
IL-10, IL-17, IL-IRa, ПЦ — способность влиять 
на продукцию FNO-a, INF-y, IL-6, IL-10, IL-17, 
IL-IRa мононуклеарами перефирической крови 
здоровых людей (доноров).

Однако природа такой группировки и причины наблюдаемой кластери
зации и формирование групп штаммов для каждой из них не были очевидны
ми. Уточнение этих вопросов легло в основу второго этапа анализа, состоя
щего в изучении физиологической специализации рассматриваемых 
кластерных групп с помощью k-метода кластерного анализа, который вычис
лял средние значения признаков по каждой из трех групп. Соответствующие 
спайдер-диаграммы признаков для каждой группы приведены на рис. 1, где 
значения каждого признака вычислялись как средние для каждого из 
k-кластеров и сравнивались для интерпретации процессов, определяющих 
физиологическую специализацию каждого кластера.

В результате анализа физиологической специализации рассматриваемых 
кластерных групп были установлены виды-лидеры и информативные крите
рии, значимые при их формировании. Так, первый кластер был представлен 
на 52± 1,2% от выборки штаммами, принадлежащими к виду В. bifidum. 
Наиболее значимыми тестами для первой группы (рис. 1А) явились свойства, 
характеризующие способность метаболитов бифидобактерий проявлять анти- 
пептидную активность в отношении маркерных провоспалительных цитоки
нов Thl (IFN-y) и Th2 (TNF-a), а также регуляторного цитокина Trl(IL-lO), 
включая и стимуляцию его продукции через иммуноциты (ПЦ IL-10).
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Выявление признаков, характеризующих способность бифидобактерий регу
лировать баланс про- и противовоспалительного цитокинов, как информа
тивных показателей штаммов из 1 кластера, позволила определить роль В. 
bifidum в формировании иммунного гомеостаза через цитокиновый профиль 
хозяина. Известно, что бифидобактерии посредством изменения концентра
ции цитокинов в микроокружении клеток способны поддерживать цитоки
новый гомеостаз и формировать необходимые условия, в которых реализует
ся созревание и поляризация дендритных клеток с дальнейшей направленной 
активацией эффекторов адаптивного иммунитета [4].

Во втором кластере было установлено преобладание вида бифидобактерий 
В. longum (в 64± 1,5% случаев). Существенная роль среди всех анализируемых 
свойств бифидобактерий принадлежала семи параметрам (рис. 1Б), характе
ризующим участие доминантов в формировании вектора ассоциативного 
симбиоза человека — микросимбиоценоза. Значимыми были такие базовые 
характеристики микросимбионтов как репродуктивная функция (размноже
ние, lg ПМО) и адаптационный потенциал (антилизоцимный тест и образо
вание биопленок) бактерий. Кроме того, важными явились способность би
фидобактерий осуществлять микробное распознавание «свой-чужой» (Д1 /Д2) 
и проявлять антимикробный эффект в отношении патогенов (антагонисти
ческая активность и способность доминантов синтезировать уксусную кисло
ту). Известно, что в антимикробном эффекте бифидофлоры, помимо бакте- 
риоцинов, имеют значение карбоновые кислоты. Так, ацетат проявляет 
токсическое действие в отношении ряда патогенов (сальмонеллы, энтероге- 
моррагическая кишечная палочка, листерии, клостридии) за счет диффузии 
короткоцепочечных жирных кислот внутрь клеток, подавления их роста и 
процессов деления бактериальной клетки [13, 14].

Физиологическая специализация штаммов В. longum второго кластера, 
направленная на защиту биотопа и дискриминацию патогенов, оказалась 
значима в формировании кишечного гомеостаза человека. Первичная дис
криминация «чужеродного материала» бифидобактериями — инициальный 
этап последующего «сигналинга» в регуляции иммунного гомеостаза хозяина, 
где первичный отбор микросимбионтов осуществляют преимущественно 
представители В. longum [3].

В третьем кластере видовой состав бифидофлоры был более разнообразный 
(В. bifidum, В. longum, В. adolescentis, В. catenulatum, В. pseudocatenulatum, В. 
breve, В. infantis), а частотное распределение видов варьировало от 4 % до 28%. 
При оценке информативных параметров, определяющих вклад штаммов би
фидобактерий в формирование третьего кластера (рис. 1В), обращает на себя 
внимание участие свойств, характеризующих способность доминантных бак
терий к синтезу масляной, изомасляной, валериановой, капроновой и изо- 
капроновой кислот. По литературным данным выявленные короткоцепо
чечные жирные кислоты имеют значение в энергетическом обмене и 
поддержании барьерной функции энтероцитов за счет увеличения синтеза 
соединительных белков (клаудин и окклюдин) [13].

О Б С У Ж Д Е Н И Е

Рассмотрение бифидобактерий с позиции ассоциативного симбиоза 
человека позволило приблизить нас к пониманию физиологической роли 
бифидофлоры, направленной на поддержание гомеостаза человека. 
Проведенный анализ комплекса биологических свойств, отражающих био-
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Рис. 2. Физиологическая роль бифидофлоры в защите кишечного биотопа.

коммуникативную активность бифидофлоры при формировании симбио
тических отношений с организмом человека, позволил выявить функциональ
ные кластеры бифидобактерий, характеризующие их способность участвовать 
в регуляции векторов «доминант-ассоциант», «доминант-макропартнер» при 
формировании гомеостаза биотопа толстого кишечника человека.

Полученные материалы позволили определить, что ключевая функция 
бифидофлоры в регуляции гомеостаза кишечного биотопа реализуется за счет 
образования функциональных кластеров, среди которых первая группа уча
ствует в формировании цитокинового баланса, вторая — ответственна за 
микробное «распознавание» ассоциативных микросимбионтов и прямую за
щиту биотопа от патогенов, а третья необходима для поддержания барьерной 
метаболической функции энтероцитов в толстом кишечнике человека 
(рис. 2).

Выделение физиологических групп бифидофлоры может пояснить осо
бенности структурной организации и функционирования консорциумов, 
представленных в кишечном микросимбиоценозе различными видами бифи
добактерий, где лидирующие позиции занимают два вида: В. longum и 
В. bifidum. Как показали исследования для представителей В. bifidum, пре
валирующих в первом кластере, характерна физиологическая специализация, 
направленная на поддержании гомеостаза кишечной микробиоты через ци- 
токиновый профиль хозяина. Тем самым формируется цитокиновое микро
окружение дендритной клетки, которая, в свою очередь, направляет диффе- 
ренцировку и созревание наивных CD4+ Т-лимфоцитов по пути образования 
регуляторных Т-клеток, контролирующих формирование иммунного гомео
стаза биотопа толстого кишечника человека [2, 4].

Поддерживаемый цитокиновый баланс обеспечивает условия оптималь
ного функционирования кишечного биотопа в условиях высокой антигенной 
нагрузки. И здесь приобретают значение представители В. longum, лидирую
щие во втором кластере, реализующие защитную функцию и способность 
бифидобактерий распознавать «свои» и «чужие» штаммы ассоциантов, регу
лируя формирование и функционирование микросимбиоценоза толстого 
кишечника человека. Учитывая, что первичная дискриминация «чужеродно
го материала» бифидобактериями — инициальный этап последующего «сиг- 
налинга» в регуляции иммунного гомеостаза хозяина.

Формирование гистологического барьера, реализуемое штаммами бифи
добактерий третьего кластера, является важной физиологической функцией
8



нормофлоры, сохраняющей гомеостаз биотопа толстого кишечника, в усло
виях которого осуществляется дискриминация патогенов и поддержание ба
ланса про- и противовоспалительных цитокинов. Таким образом, способность 
бифидофлоры объединяться в функциональные кластеры может способство
вать выяснению механизмов интеграции доминантной микрофлоры (бифи
добактерий) с организмом человека при ассоциативном симбиозе.

Наряду с этим, использование инфектологического подхода в изучении 
функциональных групп доминантов позволяет расширить круг возможностей 
клинического использования бифидобактерий: диагностика микроэкологи- 
ческих нарушений биотопа (дисбиоз), разработка критериев для отбора био- 
совместимых композиций пробиотиков, а также конструирование новых 
биопрепаратов (про- и синбиотиков) для коррекции дисбиотических наруше
ний кишечной микробиоты с учетом физиологической «специализации» 
бифидобактерий.

Работа выполнена при грантовой поддержке фундаментальных исследований по 
Программе УрО РАН «Фундаментальные науки — медицине», проект №  18-7-8-34  
«Биосовместимость микроорганизмов в формировании микросимбиоценоза и создании 
новых композиций пробиотических препаратов».
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О Н.И.БРИКО, Е.В.ГЛУШКОВА, 2018

Н.И.Брико, Е. В. Глушкова

СОСТОЯНИЕ И ТЕНДЕНЦИИ ЭПИДЕМИЧЕСКОЙ СИТУАЦИИ ПО СТРЕП
ТОКОККОВОЙ (ГРУППЫ А) ИНФЕКЦИИ В РОССИИ В ПОСЛЕДНИЕ 
ГОДЫ

Московский государственный медицинский университет им. И.М.Сеченова

Цель. Изучить основные эпидемиологические проявления стрептококковой (группы 
А) инфекции в России и оценить масштаб проблемы. Материалы и методы. Проведен 
ретроспективный эпидемиологический анализ данных официальной статистической от
четности (ф.2, ф.12) о заболеваемости и распространенности наиболее значимых форм 
СГА-инфекции за 2009 — 2016 гг. Результаты. Отмечено незначительное снижение по
казателей общей (суммарной) заболеваемости СГА-инфекцией в РФ. В среднем каждый 
год заболевали 1,8 млн человек, среди которых 600 тыс. — дети 0 — 14 лет. Анализ заболе
ваемости острой ревматической лихорадкой (ОРЛ) за 2009 — 2016 гг. показал отсутствие 
достоверной тенденции к снижению заболеваемости (2,0 на 100 тыс). Группа риска — под
ростки, основной удельный вес составляют взрослые (64%). Заболеваемость хронически
ми ревматическими болезнями сердца (ХРБС) в последние годы имеет достоверную 
тенденцию к росту показателей (t=3,8; р<0,05). Этой формой СГА-инфекции в среднем 
заболевают в 5 раз чаще, чем ОРЛ. Распространенность как ОРЛ, так и ХРБС продолжает 
достоверно снижаться. Ежегодно от ОРЛ и ХРБС умирают 2,5 тыс. человек. Заболеваемость 
скарлатиной в последние годы среди детского населения России достоверно уменьшилась 
с 240,7 до 129,7 на 100 тыс. населения (t=91,4; р<0,05). Распространенность хронических 
болезней миндалин и аденоидов (ХБМА) достоверно растет, что обусловлено в основном 
ростом этих показателей в группе взрослого населения. По сравнению с предшествующим 
периодом (1996 — 2007 гг.) улучшилась ситуация с заболеваемостью болезнями кожи и 
подкожной клетчатки (БКПК) и распространенностью болезней почек (БП). Заключение. 
Полученные данные свидетельствуют о высокой распространенности стрептококковой 
инфекции в стране.

Журн. микробиол., 2018, № 1, С. 10—16

Ключевые слова: стрептококки группы А, заболеваемость СГА-инфекцией, острая рев
матическая лихорадка, ревматическая болезнь сердца

N.I.Briko, E.V.Glushkova

STATUS AND TRENDS OF THE EPIDEMIC SITUATION OF GROUP A STREPTO
COCCAL (GAS) INFECTIONS IN RUSSIA IN RECENT YEARS

Sechenov First Moscow State Medical University, Russia

Aim. To study the main epidemiological manifestations of GAS infection in Russia and to 
assess the scale of the problem. Materials and methods. A retrospective epidemiological analysis of 
official statistical reporting data (f. 2, f. 12) about the incidence and prevalence of the most sig
nificant forms of group A streptococcal infection in 2009 — 2016 was performed. Results. There 
was a slight decrease in the total incidence of GAS infection in the Russian Federation. On the 
average, 1.8 million people fell ill every year, o f which 600,000 were children aged 0 — 14. There 
was no reliable trend in incidence o f acute rheumatic fever (ARF) in 2009 — 2016 (2.0 per 100 000 
population). The risk group is adolescents. The main proportion is adults (64%). In recent years 
the incidence of rheumatic heart disease (RHD) increases significantly (t=3.8, p<0.05). On ave
rage this form of GAS infection occurs 5 times more often than the ARF. The prevalence of both 
ARF and RHD are decrease reliably. Annually 2500 people die from the ARF and RHD. In recent 
years the incidence of scarlet feveramong the children of Russia significantly decreased from 240.7 
to 129.7 per 100 000 population (t=91.4, p<0.05). The prevalence of chronic diseases o f the ton
sils and adenoids are significantly increasing. This growth is caused by an increase in the incidence
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rate in the adult group. Compared with the previous period (1996 — 2007), the situation with the 
incidence of diseases of the skin and subcutaneous tissue and prevalence of kidney disease improved. 
Conclusion. The findings indicate a high prevalence of streptococcal infection in the country.

Zh. Mikrobiol. (Moscow), 2018, No. 1, P. 10—16

Keywords: group A streptococcus, incidence of GAS infection, acute rheumatic fever, rheumatic 
heart disease

В В Е Д Е Н И Е

Стрептококк группы А является одним из основных патогенов человека и 
по оценкам ВОЗ входит в десятку наиболее распространенных причин забо
леваемости и смертности при инфекционных заболеваниях [3]. Streptococcus 
pyogenes может поражать как ЛОР-органы, кожу (фарингит, ангина, рожа), 
так и вызывать токсин-опосредованные инфекции (скарлатина, СТШ). В 
ряде случаев поражения, вызванные стрептококком группы А, могут прояв
ляться в виде инвазивной инфекции (некротический фасциит, миозит, сепсис, 
менингит и д.р.) или вызывать постстрептококковые аутоиммунные ослож
нения (ревматическая лихорадка, гломерулонефрит).

По данным на 2005 год, распространенность тяжелых случаев СГА- 
инфекции во всем мире составила примерно 18,1 миллионов, а ежегодная 
заболеваемость — 1,8 млн. Распространенность хронических ревматических 
болезней сердца (ХРБС) в разных странах варьировала от 1 до 150 случаев на 
1000 детей. В промышленно развитых странах этой патологией поражены 1,5 
млн, а в развивающихся — примерно 30 млн детей [3]. При этом после одно
го или нескольких эпизодов острой ревматической лихорадки (ОРЛ) могут 
развиваться ревматические болезни сердца, которые часто осложняются сер
дечной недостаточностью, что может приводить к преждевременной смерти. 
На 2010 год в мире насчитывалось около 34,2 миллионов человек, которые 
страдают ревматическими болезнями сердца, и приблизительно 345 тыс. 
смертей в год [5]. Большая часть случаев смерти приходится на страны с низ
ким и средним уровнем дохода. Самые высокие в мире показатели заболе
ваемости ревматическими болезнями сердца регистрируются у коренного 
населения Австралии и Новой Зеландии. Так, у детей коренного населения 
Австралии в возрасте 5 — 14 лет заболеваемость в 2009 году варьировала в 
пределах 150 — 380 на 100 000 населения [10]. В Новой Зеландии в 2012 году 
среди майори и тихоокеанского населения этой же возрастной группы за
болеваемость составила 40,2 и 81,2 на 100 000 населения соответственно [9]. 
Предполагают, что основной причиной развития ревматических болезней 
сердца в странах с тропическим климатом, таких как Австралия и Фиджи, 
является предшествующая стрептодермия (более 80 случаев на 100 детей в 
год) [8, 11, 13].

Ежегодная заболеваемость инвазивными формами СГА-инфекции (ИСИ) 
в США составляет 3,5 случая на 100 000 населения. В 1994 году в штате 
Миннесота заболеваемость инвазивной СГА-инфекцией составила 24 случая 
на 100 000 населения. В штате Монтана в 1999 году заболеваемость ИСИ до
стигла 30 случаев на 100 000 населения. По имеющимся данным на 2011 год 
смертность при некротическом фасциите в Европе составила 32%, при цел
люлите — 17%, при СТШ — 44%, а на Фиджи и в Новой Каледонии — 100% 
[14]. В Кении уровень заболеваемости инвазивной СГА-инфекцией среди
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новорожденных составляет 0,6 случаев на 1000 с самыми высокими показате
лями в первые две недели жизни [12].

В последние десятилетия в некоторых странах Азии отмечены крупные 
вспышки скарлатины. Так, в 2009 году во Вьетнаме было зафиксировано более 
23 тысяч случаев, в Китае в 2011 г. — более 100 000 случаев, в Гонконге — более 
1000 случаев, в Англии в 2013 г. — более 15 тыс. случаев [4,7]. По мнению ряда 
авторов, эти вспышки связаны с формированием нового варианта возбудите
ля в результате горизонтального переноса мобильных генетических элементов 
(ICE) и бактериофага, кодирующим суперантигены SSA и SPEC (OHKU.vir). 
Эти мобильные генетические элементы экспрессируют суперантигены SSA и 
SPEC, а также отвечают за устойчивость к тетрациклину, эритромицину и 
клиндамицину [2]. В Южной Корее увеличился уровень заболеваемости скар
латиной с 0,3 случая на 100 000 человек в 2008 году до 13,7 случаев на 100 000 
человек в 2015 году. Максимальная заболеваемость была отмечена в городе 
Кванджу и составила 61,5 случаев на 100 000 человек. Заболеваемость скарла
тиной в Южной Корее начала расти в 2011 году и совпала с началом подъема 
заболеваемости скарлатиной в Китае и Гонконге [6]. В 2000 — 2007 гг. в России 
СГА-инфекция в среднем ежегодно отмечалась среди 3,1 млн человек (207,1 
на 10 000 населения). Новых случаев регистрировалось 1,25 млн в год [1].

Цель исследования — изучить основные эпидемиологические проявления 
стрептококковой (группы А) инфекции в России и оценить масштаб проб
лемы.

М А Т Е Р И А Л Ы  И М ЕТО ДЫ

При проведении ретроспективного эпидемиологического исследования 
было выполнено описательное сплошное исследование, основным методом 
которого являлся эпидемиологический анализ, а также статистические мето
ды. Период исследования — 2009 — 2016 гг. В ходе исследования были проана
лизированы данные: из формы № 12 «Сведения о числе заболеваний, зареги
стрированных у больных, проживающих в районе обслуживания лечебного 
учреждения» (заболеваемость и распространенность острой ревматической 
лихорадки (100 — 102), хронических ревматических болезней сердца (105 — 
109), также путем суммирования ОРЛ и ХРБС был рассчитан обобщенный 
показатель — ревматизм; хронические болезни миндалин и аденоидов и пе- 
ритонзиллярного абсцесса (J35 — J36), болезни кожи и подкожной клетчатки 
(L00 — L99), гломерулярных, тубулоинтерстициальных болезней почек и дру
гих болезней почек и мочеточника (N00 — N16, N25 — N29); из формы № 2 
«Сведения об инфекционных и паразитарных заболеваниях» использовались 
материалы о заболеваемости скарлатиной (А38); из формы № С-51 «Смертность 
населения Российской Федерации» использовались данные о смертности от 
ОРЛ и ХРБС.

Был проанализирован уровень и динамика многолетней заболеваемости 
и распространенности как среди всего населения, так и в различных возраст
ных группах населения Российской Федерации. Все данные группировались 
и сводились в таблицы. Были рассчитаны интенсивные и экстенсивные по
казатели. Оценка достоверности различий показателей осуществлялась с ис
пользованием критерия Стьюдента. Эпидемиологическая значимость опреде
лялась с использованием долей разницы показателей. Для построения линии 
тенденции использовалось выравнивание методом наименьших квадратов. 
Также был рассчитан среднегодовой темп прироста (СТП).
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По данным литературы около 15% случаев острых респираторных заболе
ваний (ОРЗ), 80% ангин, 10% болезней кожи и подкожной клетчатки и 20% 
острых нефритов и гломерулонефритов вызваны С ГА. Указанные величины 
были использованы для определения обобщенного числа случаев СГА- 
инфекции среди указанных нозологий с целью установления наиболее близ
кого к истинному значения показателя распространенности инфекции среди 
населения РФ.

Р Е З У Л Ь Т А Т Ы  И О Б С У Ж Д Е Н И Е

С 2009 по 2016 гг. в Российской Федерации было зарегистрировано более 
14 млн случаев заболеваний, предположительно связанных со стрептококком 
группы А. В среднем ежегодно за период 2009 — 2016 гг. СГА-инфекцией забо
левали 1,8 млн человек, что на 530 тыс. больше, чем за период 1996 — 2007 гг. 
[1]. Среди них более 500 тыс. (38%) — дети до 14 лет, 69,7 тыс. (5%) — под
ростки, 615,9 тыс. (45%) — взрослые и 159,3 тыс. (12%) — пенсионеры (жен
щины с 55 лет и мужчины с 60 лет). Общая (суммарная) заболеваемость СГА- 
инфекцией в России в 2009 — 2016 гг. характеризуется незначительным 
достоверным снижением показателей (t=15,4; р<0,05) со среднемноголетним 
значением 123,5 случая на 10 000 населения. Средний темп прироста составил 
4%. Группами риска были дети и подростки. Среднемноголетние показатели 
в этих группах были 226,7 и 212,2 на 10 тыс. соответственно. При сравнении 
с заболеваемостью СГА-инфекцией в предшествующем периоде было выяв
лено, что удельный вес взрослых в общей заболеваемости СГА-инфекцией в 
последние годы увеличился на 7% и составил 57% (из них 12% — пенсионеры). 
Доля детей до 14 лет составила 38%, подростков — 5%.

При анализе многолетней динамики распространенности СГА-инфекции 
наблюдается достоверное снижение показателей с 2010 года (t=49,0; р<0,05). 
В среднем в России СГА-инфекция была ежегодно распространена среди 3,3 
млн человек. Среди детей регистрировалось более 1 млн (30%) случаев, под
ростков — 188,6 тыс. (6%), взрослых — 1,7 млн (49%) и пенсионеров — 515,4 
тыс. (15%) случаев соответственно.
Наибольший вклад в распространен
ность С ГА -инф екции принадлеж ал 
группе взрослых. Следует отметить, что 
в последние годы изменилась ситуация 
с заболеваемостью в группе подростков.
Именно эта возрастная группа стала 
группой риска, в то время как в период 
1996 — 2007 гг. группой риска были дети 
до 14 лет [1]. Среднемноголетний по
казатель в этой группе вырос в 1,5 раза 
по сравнению с периодом 1996 — 2007 гг. 
и составил 573,7 на 10 000. Доля офи
циально регистрируемых форм СГА- 
инфекций в общей (суммарной) рас
пространенности также была различной 
(рис.). Показатели распространенности 
были практически в 2 раза выше, чем 
показатели заболеваемости (табл.).

При анализе данных по заболевае-

Основные регистрируемые формы СГА

Удельны й вес основны х ф орм  стрептококковой  
(группы  А ) и н ф ек ц и и  в о б щ ей  р а с п р о с т р а 
н е н н о ст и  С Г А -и н ф ек ц и и  в Р о с с и и  з а  2 0 0 9  
-  2 0 1 6  гг.
Столбики слева направо — ревматизм, скар
латина, ХБМА, БКПК, БП.
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Уровень заболеваемости и распространенности СГА-инфекции в России в 2009—2016 гг. (в показателях на 
10 000 населения)

Годы 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016

Заболеваемость 117,8 132,9 132,0 132,9 129,7 128,4 124,9 125,7
Распространенность 202,7 236,4 236,5 228,1 234,1 233,6 229,2 229,0

мости острой ревматической лихорадкой (ОРЛ) за период 2009 — 2016 гг. не 
было выявлено достоверной тенденции к изменению показателей (t=l,8; 
р>0,05), тогда как за период 1996 — 2007 гг. он достоверно снижался [1]. 
Среднемноголетние показатели заболеваемости ОРЛ за 8 лет составили 2,0 на 
100 000 населения. В последние годы в абсолютных показателях в среднем 
каждый год заболевали 2,8 тыс. человек. Основную долю заболевших людей 
составило взрослое население (64%). Группой риска по заболеваемости ОРЛ 
в РФ являются подростки. В этой группе отмечался достоверно наиболее вы
сокий уровень заболеваемости (5,9 на 100 тыс. населения).

Анализ многолетней динамики заболеваемости хроническими ревматиче
скими болезнями сердца (ХРБС) выявил достоверный рост показателей в 
последние годы (t=3,5; р>0,05), тогда как в периоде 1996 — 2007 гг. заболевае
мость достоверно снижалась. Среднемноголетний показатель составил 9,7 на 
100 тыс. населения. В среднем ХРБС каждый год формируются у 14 тыс. че
ловек. Основную долю из них составила группа взрослого населения. Однако 
особого внимания заслуживает группа лиц старше 60 лет, т.к. именно среди 
них наблюдается выраженный рост заболеваемости (СТП=6%) со среднемно
голетним показателем 9,8 на 100 тыс. населения.

В России отмечено снижение распространенности ХРБС в последние 
годы. СТП составил 2%. Эта форма патологии ежегодно была в среднем рас
пространена среди 264 тыс. человек. Доля взрослого населения составила 98%. 
Группа риска — взрослые старше 60 лет, удельный вес которых в общей рас
пространенности ХРБС составил 32%. Среднемноголетний интенсивный 
показатель распространенности в последние годы составил 183,1 на 100 000 
населения (t=28,9; р<0,05). В среднем ХРБС зарегистрированы в 2009 — 
2016 гг. у 264 045 человек, а в 1996 — 2007 гг. — 228 439 человек [1].

При изучении современных эпидемиологических проявлений различных 
форм суммарного ревматизма в последние годы в России было выявлено, что 
ситуация по ревматизму (ОРЛ и ХРБС) нестабильная. Если в предшествующем 
периоде наблюдалось достоверное снижение заболеваемости как ОРЛ, так и 
ХРБС, то в последние годы ситуация несколько осложнилась. Показатели 
заболеваемости ОРЛ перестали снижаться, а заболеваемость ХРБС достовер
но растет (t=5,0; р<0,05). В среднем за восемь лет длительность одного случая 
ревматизма в России составила 20 дней. Группой риска по первичной заболе
ваемости ревматизмом в течение изучаемого периода была группа подрост
ков.

Выявлено, что с 2010 г. смертность от ревматизма достоверно снижается 
(t=4,3; р<0,05). Среднемноголетний показатель смертности в последние годы 
составил 1,8 на 100 000 населения, что в 2,7 раза меньше, чем за период 1996 
— 2007 гг. [1]. Смертность от ревматизма среди детей 0 — 17 лет практически 
не встречается. Ежегодно от ревматизма (ОРЛ и ХРБС) умирают 2,5 тыс. че
ловек. За период с 2009 по 2016 гг. официально было зарегистрировано 20,6 
тыс. смертей, что в три раза меньше, чем за период 1996 — 2007 гг. [1].

Ежегодно скарлатиной заболевают 32,6 тыс. детей 3 — 6 лет (69%), 9 тыс.
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детей 7 — 14 лет (19%) и 4,3 тыс. детей 1 — 2 лет (9%), 793 взрослых (2%). 
Максимальное количество случаев скарлатины было зарегистрировано в 2012 
году (55,8 тыс.). В 2016 году скарлатиной переболели 32,7 тыс. человек, что в 
2 раза меньше, чем в 2007 году (64,7 тыс. человек). Динамика показателей за
болеваемости скарлатиной характеризуется достоверным снижением величин 
с 36,5 на 100 тыс. населения до 22,4 на 100 тыс. населения. Среднемноголетний 
показатель заболеваемости составил 32,6 на 100 тыс. населения. Общая за
болеваемость скарлатиной снизилась в сравнении с предшествующим перио
дом на 38,4% (в 1,6 раза).

В среднем ежегодно хроническими болезнями миндалин и аденоидов 
(ХБМА) страдают 1,4 млн человек, из которых 646 тыс. — дети до 14 лет. При 
анализе распространенности ХБМА среди различных возрастных групп на
селения выявлено, что в группе взрослых отмечен рост этого показателя на 
10%, тогда как в остальных группах он снижается.

Динамика распространенности ХБМА в России среди всего населения 
отличалась достоверной тенденцией повышения в период с 2009 по 2016 гг. 
(t=49,6; р<0,05). Среднемноголетний показатель составил 96,0 на 10 000 на
селения. В исследуемый нами период группой риска по распространенности 
ХБМА была группа подростков, тогда как в предыдущие годы — дети до 14 
лет. Среднемноголетние показатели в группе подростков составили 348,7 на 
10 тысяч, что на 69,4 случаев больше, чем в предшествующем периоде (1996
— 2007 гг). Основной удельный вес в распространенности ХБМА составили 
дети и взрослые (по 46% и 39% соответственно).

В среднем ежегодно болезнями кожи и подкожной клетчатки (БКПК) за
болевают 778,2 тыс. человек, среди которых 440,6 тыс. — взрослые, 194,9 тыс.
— дети до 14 лет, 121,8 тыс. — пенсионеры и 36,1 тыс. — подростки. Динамика 
заболеваемости БКПК в России в последние годы характеризуется достовер
ным (t=61,1; р<0,05) выраженным снижением показателей с 2010 года 
(СТП=12%).Среднемноголетний показатель за 8 исследуемых лет составил 
5,4 на 1000, что выше среднемноголетнего показателя за период 1996 — 
2007 гг. на 7,9 случаев. В последние годы заболеваемость БКПК в группе под
ростков была самой высокой со среднемноголетним показателем 11,0 на 1000. 
Наибольший вклад в совокупную заболеваемость БКПК в России принад
лежит группе взрослых (56%).

Ситуация с болезнями почек (БП) в России складывается неоднозначная. 
С одной стороны, наблюдается незначительный рост заболеваемости (t=7,8; 
р<0,05), а с другой — незначительное снижение распространенности (t=17,1; 
р<0,05). В среднем каждый год в нашей стране БП распространены среди 586,6 
тыс. человек. Среди них детей до 14 лет — 74,5 тыс. человек, подростков — 23,0 
тыс. человек, взрослых — 354,4 тыс. человек, пенсионеров — 154,1 тыс. чело
век. Среднемноголетние показатели распространенности БП составили 40,6 
на 10 тыс. человек. Группой риска в последние годы были подростки со сред
немноголетним показателем 69,9 на 10 тыс. населения. Основной удельный 
вес в распространенности составила группа взрослых (59%). Динамика рас
пространенности БП среди различных возрастных групп отличалась. Так, в 
группе взрослых наблюдался достоверный рост показателей распространен
ности (t=25,3; р<0,05), тогда как в остальных группах эти показатели умень
шались.

Среднегодовой показатель заболеваемости БП составил 6,9 на 10 тыс. на
селения. Группой риска также были подростки. Основную долю заболевших 
составило взрослое население (59%). Также весомый вклад в заболеваемость
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вносили дети до 14 лет и лица пенсионного возраста (по 18% в обеих группах). 
При анализе заболеваемости БП в различных возрастных группах выявлена 
достоверная тенденция к увеличению показателей в группе взрослого населе
ния (t= ll,5 ; р<0,05) при достоверном снижении в группах детей (t=57,8; 
р<0,05) и подростков (t=39,3; р<0,05).

С 2014 года в России на основании Приказа Росстата № 52 от 28.01.2014 в 
официальную регистрацию была включена стрептококковая септицемия (А40). 
Обязательной регистрации подлежат: септицемия, вызванная стрептококком 
группы A, D, S. pneumoniae, а также другие стрептококковые септицемии и 
неуточненные (по М КБ-10). К сожалению, вклад стрептококковой септицемии 
в общую стрептококковую (группы А) заболеваемость по данным формы № 2 
оценить невозможно в силу далеко неполной регистрации и учета всех ее слу
чаев. Так, за 2014 — 2016 гг. было зарегистрировано всего 39 случаев стрепто
кокковой септицемии. Наибольшее число случаев (23) было зарегистрирова
но в 2014 году, из них 5 случаев — со смертельным исходом. В последующие 
годы было выявлено 16 случаев (по 8 случаев в каждом году).
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ОЦЕНКА ПРОГНОСТИЧЕСКОЙ ЭПИДЕМИОЛОГИЧЕСКОЙ И ЭКОНО
МИЧЕСКОЙ ЭФФЕКТИВНОСТИ ВАКЦИНОПРОФИЛАКТИКИ ПНЕВМО
КОККОВОЙ ИНФЕКЦИИ У МУЖЧИН ТРУДОСПОСОБНОГО ВОЗРАСТА С 
РАЗЛИЧНЫМИ ХРОНИЧЕСКИМИ ЗАБОЛЕВАНИЯМИ

'Первый московский государственный медицинский университет им. И.М.Сеченова, 
2Московский государственный технический университет им. Н.Э.Баумана

Цель. Изучение прогностической эпидемиологической и экономической эффектив
ности вакцинопрофилактики пневмококковой инфекции у мужчин с различными хро
ническими заболеваниями. Материалы и методы. На основе данных литературы по
строена прогностическая модель (Марковская модель) и проведена оценка предполагаемой 
эффективности вакцинации в 5-летней перспективе у мужчин трудоспособного возраста 
против пневмококковой инфекции в снижении смертности, предотвращенной заболе
ваемости и экономического ущерба. По данным официальной статистической отчетности, 
группа высокого риска заболевания пневмонией в РФ включает 21 575 887 мужчин тру
доспособного возраста. Источниками данных о стоимости заболевания служили государ
ственные тарифы в системе ОМС за 2016 год, а о стоимости вакцинопрофилактики — 
результаты конкурсных торгов по закупкам конъюгированной пневмококковой  
13-валентной вакцины (ПКВ13). Результаты. Экстраполяция данных отечественных и 
зарубежных исследований на когорту лиц с хроническими заболеваниями органов дыха
ния, болезнями системы кровообращения или сахарным диабетом показала значимое 
снижение риска развития осложнений основного заболевания (ОР=0,58, р<0,05), числа 
госпитализаций (ОР=0,02, р<0,05) и ожидаемой смертности на фоне вакцинации. Затраты 
на вакцинацию оцениваемой группы пациентов составили 25 869,5 млн руб. Применение 
ПКВ13 позволит статистически значимо сократить число обострений и соответственно 
госпитализаций, что позволит экономить в каждый последующий год после вакцинации 
около 14 359,9 млн руб. Таким образом, уже в 2-летнем горизонте суммарная экономия 
бюджетных средств составит 2 850,30 млн руб. В 5-летней перспективе будет сохранено 
как минимум 61 702 жизней пациентов при условии однократной вакцинации ПКВ13. 
Заключение. Результаты данного исследования свидетельствуют о высокой эпидемиоло
гической и клинической эффективности вакцинации против пневмококковой инфекции 
мужчин трудоспособного возраста, страдающих хроническими заболеваниями. Она сни
жает заболеваемость, число обострений и госпитализаций, а также смертность в группе 
вакцинированных и является экономически выгодной инвестицией в здравоохранение.

Журн. микробиол., 2018, № 1, С. 17—23

Ключевые слова: хроническая обструктивная болезнь легких, ишемическая болезнь сердца, 
вакцинопрофилактика, экономическая эффективность, смертность
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EVALUATION OF THE PROGNOSTIC EPIDEMIOLOGICAL AND ECONOMIC 
EFFICACY OF VACCINATION AGAINST PNEUMOCOCCAL INFECTION IN MEN 
OF WORKING AGE WITH VARIOUS CHRONIC DISEASES
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Aim. The study of the prognosis o f epidemiological and economic effects of pneumococcal 
vaccination in laboring males with various chronic diseases. Materials and methods. Within the 
predictive (Markov) model, based on the published data, assessment of 5-year horizon pneumo
coccal vaccination o f laboring males perceived effectiveness in reducing mortality, avoiding mor
bidity and economic loss in the country had been processed. According to the official statistics in
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the Russian Federation 21 575 887 laboring males are within the high risk group for contracting 
pneumonia. Data source for the cost of the healthcare for disease had been the compulsory health 
insurance system 2016 state tariffs, for the vaccination cost results o f the PCV13 procurement 
bidding had been used. Results. Data extrapolation from national and international studies to the 
cohort of individuals with chronic respiratory diseases, cardiovascular diseases and diabetes mel- 
litus vaccinated against pneumococcal infection showed a significant decrease in the risk of un
derlying diseases complications (OP=0,58, p<0,05), hospitalizations number (OP=0,02, p<0,05) 
and expected mortality. The cost o f vaccination in the evaluated group o f patients was 25 869.5 
min RUB. According to the modeling results PCV13 use will allow to statistically significantly 
decrease the number o f relapses and hospitalizations that will permit to save up to 14 359.9 min 
rubles annually. Thus, in the two-year horizon, the total fiscal savings will amount to 2 850.30 
million RUB and at least 61 702 of the patients' lives retained in a 5-year term with a single dose 
PCV13 administration. Conclusion. The study results indicate potential high epidemiological and 
clinical effectiveness of pneumococcal vaccination o f the laboring males suffering from chronic 
diseases. Vaccination as a cost-effective investment in healthcare creates the opportunity of reduc
tions in morbidity, number of exacerbations, hospitalization rate and mortality in the vaccinated 
cohort.

Zh. Mikrobiol. (Moscow), 2018, No. 1, P. 17—23

Key words: chronic obstructive pulmonary disease, ishemic heart disease, vaccination, economic 
efficiency, mortality

В В Е Д Е Н И Е

Пневмококковая инфекция, согласно данным Всемирной организации 
здравоохранения, признана ведущей причиной смертности у детей и взрослых 
(ВОЗ, 2014 г.). Она может протекать в форме таких инвазивных заболеваний, 
как менингит, сепсис или септическая пневмония, причем последняя являет
ся наиболее часто встречающимся вариантом инвазивной инфекции у взрос
лых лиц. В то же время, роль неинвазивных заболеваний (пневмонии без 
бактериемии — до 85% всех пневмоний у взрослых, отитов, синуситов) также 
достаточно велика, отдаленная смертность при неинвазивной пневмонии 
даже превышает таковую при инвазивных формах заболевания.

В настоящее время прогрессирующими темпами растет резистентность 
возбудителя к антибиотикам, что вызывает определенные трудности в лечении 
пневмоний. Показатель смертности от пневмонии в 2016 году составил 4,9 на 
100 тыс. населения (для детей до 17 лет — 0,4 на 100 тыс. населения). За по
следние 5 лет отмечается значимое увеличение этого показателя (2,26 на 100 
тыс. в 2012 г.). Данные показатели на различных территориях варьируют от 
отсутствия случаев до 22,1 на 100 тыс. населения [2].

Особенно актуальна проблема заболеваемости пневмонией и смертности 
от нее для лиц с хроническими заболеваниями за счет наличия у них допол
нительных фоновых факторов риска, повышающих восприимчивость к ин
фекции и ухудшающих прогноз. Например, каждый 10 пациент с хронической 
обструктивной болезнью легких умирает в 30-дневный срок после перенесен
ной внебольничной пневмонии [14]; каждый 5 пациент с хроническими бо
лезнями сердечно-сосудистой системы умирает в 30-дневный срок после 
перенесенной внебольничной пневмонии [11, 24, 25]; каждый 10 пациент с 
сахарным диабетом умирает в 30-дневный срок после перенесенной внеболь
ничной пневмонии [20, 21].

По данным экспертов, вакцинопрофилактика является одним из наиболее 
эффективных методов снижения заболеваемости пневмонией. Эффективность
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вакцинации конъюгированной пневмококковой 13-валентной вакциной 
(ПКВ13) относительно эпизодов заболевания внебольничными пневмониями 
у пациентов с сахарным диабетом достигает 89,5% [18, 20], у пациентов в воз
расте старше 65 лет — 45,5% [15, 17], а эффективность ПКВ13 относительно 
инвазивных пневмококковых инфекций достигает 75% [15, 17]. Вакцинация 
против пневмококковой инфекции предполагает протективный эффект и 
снижение летальности [16]. Исследования CAPITA [15], а также данные рос
сийских ученых [3, 5 — 7] продемонстрировали долгосрочное сохранение 
эффекта вакцинации. Для всех возрастных групп вакцинация против пневмо
кокковой инфекции несет также потенциал снижения уровня анти- 
биотикорезистентности, что соответствует глобальной стратегии ВОЗ.

В сравнении с вакцинами предыдущего поколения (простыми полисаха
ридными), конъюгированная вакцина имеет ряд преимуществ: формирование 
иммунной памяти и возможности длительной защиты при однократном при
менении, высокая иммуногенность, доказанная профилактическая эффектив
ность в отношении внебольничных пневмоний, серотип-специфическое 
влияние на носительство пневмококка и формирование коллективной защи
ты [8, 18, 19,21,22].

М А Т Е Р ИА ЛЫ  И МЕТОДЫ

В рамках представленного исследования оценивались данные отечествен
ной и зарубежной статистики о заболеваемости и смертности от пневмонии 
среди мужчин трудоспособного возраста, страдающих хроническими заболе
ваниями. Оценивались данные о заболеваемости, частоте обострений, госпи
тализаций и смертность, а также текущие расходы системы здравоохранения 
на ведение больных с данной нозологией и возможная экономия ресурсов на 
фоне вакцинопрофилактики.

Первый этап исследования включал информационный поиск публикаций 
об эпидемиологии пневмонии и эффективности вакцинации в базах данных 
PubMed и еLIBRARY, а также поиск данных государственной статистики. При 
этом предпочтение отдавалось источникам, демонстрирующим отечественные 
эпидемиологические данные [12,13].

На основании этих данных построена Марковская модель [1,4, 14], по
зволяющая спрогнозировать число эпизодов заболевания, обострений, госпи
тализаций, а также выживаемость у мужчин в пятилетием горизонте иссле
дования, а также оценить текущие расходы системы здравоохранения на 
данную группу лиц и возможность экономии ресурсов системы здравоохра
нения в случае профилактики заболевания пневмонией с применением 
ПКВ13.

При этом источниками данных о стоимости эпизодов заболевания, госпи
тализации мужчин по причине пневмонии или основного заболевания, амбу
латорных визитов к врачу служили государственные тарифы в системе ОМС 
за 2016 год, источником данных о стоимости вакцинопрофилактики служили 
результаты конкурсных торгов по закупкам вакцины.

РЕЗУЛЬТАТЫ И О Б С У Ж Д Е Н И Е

Согласно официальным данным, популяция мужчин трудоспособного 
возраста, страдающих хроническими заболеваниями, в Российской Федерации 
составляет 21 575 887 человек, включая 2 102 041 лиц с хроническими заболе
ваниями органов дыхания, 15 328 394 — страдающих сердечно-сосудистыми

19



Год Без вакцинации
Вакциниро

ванные против 
пневмококковой 

инфекции

Количество
сохраненных

жизней

0 458 688 458 688 0
1 388 050 409 608 21 558
2 328 290 365 780 37 490
3 277 734 326 642 48 908
4 234 963 291 691 56 728
5 198 778 260 480 61702

заболеваниями и 4 145 452 больных 
сахарным диабетом [10]. Установлено, 
что на фоне заболеваемости внеболь- 
ничными пневмониями (ВБП) в об
щей популяции, составившей в 2016 
году 418 эпизодов на 100 тыс. человек 
[13], заболеваемость в группах паци
ентов с дополнительными факторами 
риска значительно выше. Так, эпизо
ды ВБП среди больных хроническими 
заболеваниями легких отмечаются в 
8,9 раза чаще, чем в общей популя
ции, среди больных с сердечно
сосудистыми заболеваниями — в 5,1 раза и в 3,1 раза — среди больных сахар
ным диабетом [22,23]. Учитывая представленные данные, можно ожидать, что 
в группе из 21 575 887 мужчин трудоспособного возраста, страдающих хрони
ческими заболеваниями, в течение года будет отмечено 458 688 эпизодов за
болеваний ВБП (из них улице хроническими заболеваниями органов дыхания 
— 78 200, системы кровообращения — 326 771, СД — 53 717).

Согласно действующим клиническим рекомендациям [9], в случае эпизо
да заболевания ВБП у больных с факторами риска показано стационарное 
лечение пациента. В рассматриваемом случае ожидается 458 688 госпитализа
ций в год, при этом ежегодная выживаемость больных ВБП, не получавших 
вакцинопрофилактику, составляет 84,6% от числа госпитализированных боль
ных [16]. Таким образом, в отсутствии вакцинопрофилактики пятилетняя 
выживаемость составит 198 778 человек. В то же время, вакцинопрофилакти- 
ка с применением ПКВ13 позволяет повысить ежегодную выживаемость 
среди госпитализированных больных до 89,3% пациентов, или до 260 480 че
ловек в анализируемой популяции в течение пяти лет. Таким образом, без 
учета сокращения заболеваемости и числа госпитализаций по причине ВБП 
вакцинопрофилактика позволит повысить пятилетнюю выживаемость на 
61 702 человека (23,7%) (табл. 1).

Необходимо отметить, что согласно данным государственной статистики, 
в 2016 году в России госпитализируются лишь 94% заболевших ВБП (327 303 
из 347 944 больных с внебольничной пневмонией [12,13], и 6% пациентов не 
получили необходимого объема медицинской помощи, что позволяет ожидать 
несколько более негативных прогнозов о ежегодной выживаемости больных 
и потенциально лучший эффект от вакцинопрофилактики на фоне сокраще
ния заболеваемости.

Влияние вакцинопрофилактики с применением ПКВ13 на число эпизодов 
ВБП у больных с хроническими заболеваниями легких также было изучено 
Игнатовой Г.Л. и др. [6] на примере популяции больных с ХОБЛ в Челябинской 
области. Авторами установлено, что в данной популяции пациентов вакцино
профилактика позволяет сократить число пневмоний в течение одного года 
после вакцинации в 6 раз в сравнении с исходным уровнем заболеваемости. 
Таким образом, можно ожидать в группе из 2 102 041 мужчин с хроническими 
заболеваниями органов дыхания сокращение числа пневмоний с 78 200 до 
13 033 эпизодов, при этом пятилетняя смертность в группе пневмоний соста
вит лишь 5 632 человека, сократившись в 7,8 раза в сравнении с отсутствием 
вакцинопрофилактики при условии, что все заболевшие получат необходимый 
объем медицинской помощи.
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Вакцинопрофилактика позволяет значительно снизить заболеваемость и 
смертность больных, однако это также потребует значительных ресурсов — 
стоимость вакцины для профилактики пневмококковых инфекций составля
ет 1199 рублей за одну дозу (минимальная цена в Российской Федерации, по 
которой осуществлена закупка в 2017 году вакцины Минздравом России). 
Максимальный эпидемиологический эффект может быть получен при одно
временной вакцинации всех взрослых из групп риска и обеспечения после
дующей вакцинации лиц с впервые установленным диагнозом.

С учетом численности подлежащего иммунизации контингента потреб
ность в вакцине для профилактики пневмококковых инфекций составляет 
для лиц из групп риска 21 575 887 доз стоимостью 25 869,5 млн руб., из них: 
для лиц с хроническими заболеваниями органов дыхания — 2 102 041 доза 
(2 520 347 тыс. руб.), для лиц, страдающих болезнями системы кровообраще
ния — 15 328 394 дозы (18 378 744 тыс. руб.), для лиц, страдающих сахарным 
диабетом — 4 145 452 дозы (4 970 396 тыс. руб.).

Однако данные издержки системы здравоохранения, связанные с про
граммой по вакцинации пациентов из группы повышенного риска, в значи
тельной мере будут компенсированы за счет сокращения последующих затрат 
на лечение обострений основного заболевания (ОР=0,58, р<0,05), госпитали
заций (ОР=0,02, р<0,05), а также эпизодов заболевания ОРВИ (ОР = 0,12, 
р<0,05) [3]. Начиная со второго года после вакцинации, будет достигнута 
экономия бюджетных средств, увеличивающаяся в последующие годы, не 
требующие повторной вакцинации (табл. 2).

Учитывая действующие тарифы в системе ОМС (2016 год), суммарные 
расходы системы здравоохранения на ведение 21 575 887 пациентов составля
ют 16 840,59 млн руб. ежегодно, в то время как расходы в группе вакциниро
ванных больных составят 28 350,18 млн руб. Однако начиная со второго года, 
когда повторная вакцинация не требуется, издержки, связанные с лечением 
обострений, пневмонией, госпитализациями и эпизодами ОРВИ у ранее вак
цинированных пациентов составят всего 2 480,69 млн руб. в сравнении с 
16 840,59 млн руб. в отсутствии вакцинации (расходы системы здравоохранения 
сократятся в 6,8 раза). Таким образом, по сумме двух лет ожидаемая экономия 
бюджета составит 2 850,30 млн руб., а в последующие годы, не требующие по
вторной вакцина- 
ции, экономия бу- 
дет расти, так после 
вакцинации защит- 
ный эффект сохра- 
няется на протяже- 
нии 4 лет и более [7,
17].

Результаты дан- 
ного исследования 
свидетельствуют о 
том, что вакцина- 
ция против пневмо- 
кокковой инфекции 
обладает высокой 
протективной эф - 
фективностью и в
перспективе при- П р и м е ч а н и е .  Стоимость вакцинации — 25 869 488 513 руб.

Горизонт
исследования Осложнение

Расходы 
без вакцинации

(руб-)

Расходы 
с вакцинацией 

(руб.)

1 год Обострение 3 540 173 699 2 053 300 746
Пневмония 65 708 792 39425 275
Госпитализация 12 001 989 948 240 039 799
ОРВИ 1 232 714 946 147 925 793

Всего 1 год (млн руб.) 16 840,59 28 350,18
2 год Обострение 3 540 173 699 2 053 300 746

Пневмония 65 708 792 39425 275
Госпитализация 12 001 989948 240 039 799
ОРВИ 1 232 714 946 147 925 793

Всего 2 год (млн руб.) 16 840,59 2 480,69
Всего за 2 года (млн руб.) 33 681,17 30 830,87
Экономия (млн руб.) 2 850,30
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ведет к существенному снижению летальности в группе вакцинированных 
мужчин, страдающих хроническими заболеваниями. Для трудоспособного 
возраста вакцинация против пневмококковой инфекции может рассматри
ваться как стратегическая инвестиция с точки зрения сохранения человече
ского потенциала, повышения трудового потенциала, снижения социально- 
экономических потерь не только за счет влияния на смертность, но и за счет 
снижения заболеваемости, числа обострений и госпитализаций, прямых и 
непрямых медицинских и немедицинских затрат. Для лиц старше трудоспо
собного возраста, продолжающих трудовую деятельность, выше обозначенные 
перспективы также справедливы. Понесенные расходы на вакцинацию груп
пы риска в значительной степени окупятся за счет сокращения расходов, 
связанных с лечением обострений, госпитализаций, эпизодов ОРВИ, а начиная 
со второго года — позволят достигнуть экономии бюджетных средств.
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О.Г.Орлова1, О.В.Рыбалъченко1, М.В.Эрман1, Т.М.Первунина1’2, А.Ю.Фонтуренко'

РИСК РАЗВИТИЯ ИНФЕКЦИОННОГО ПРОЦЕССА У ДЕТЕЙ С СОЧЕТАН
НЫМИ ВРОЖДЕННЫМИ ПОРОКАМИ РАЗВИТИЯ СЕРДЦА И ПОЧЕК

'Санкт-Петербургский государственный университет, Национальный медицинский 
исследовательский центр им. В.А.Алмазова, Санкт-Петербург

Цель. Выявить потенциальных возбудителей заболеваний, способствующих развитию 
инфекционного процесса при осложнениях в послеоперационный период у детей с врож
денными пороками развития сердца и почек, для разработки эффективной профилакти
ки катетер-ассоциированной мочевой инфекции. Материалы и методы. Клиническим 
материалом для исследования служили образцы испражнений, мочи и мочевых катетеров 
Фолея (Unomedica) от шестнадцати детей с врожденными пороками сердца, находивших
ся налечении в НМИЦим. В.А.Алмазова. Таксономическую принадлежность выделенных 
чистых культур определяли, используя идентификационные системы RapID Systems 
(США). Чувствительность выделенных из клинического материала бактерий кантимикроб- 
ным препаратам анализировали методом дисков (НИЦФ,  Россия). Электронно
микроскопический анализ микробных популяций на катетерах проводили, используя 
сканирующую электронную микроскопию. Полученные культуры Escherichia coli тести
ровали на наличие генов а-гемолизинов Ыу А, В, С с помощью ПЦР в реальном времени 
на детектирующем амплификаторе DTlite (ДНК-Технология, Россия). Результаты. В 
моче у 3 из 16 пациентов выделены Staphylococcus aureus и Е. coli. При посеве испражне
ний у 56% пациентов обнаружены грамположительные кокки, а у 44% — грамотрицатель- 
ные палочки. У 10 из 16 пациентов выделены культуры микроорганизмов с внутренней 
поверхности стенок катетеров; преобладали смешанные культуры, среди которых пре
валировали S. aureus и Е. coli. 85% штаммов S. aureus, выделенных со стенок мочевых 
катетеров, проявляли устойчивость к метициллину. У 60% культур Е. coli определены гены
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а-гемолизинов (Ыу А,В,С), способствующих формированию бактериальных биопленок. 
При электронно-микроскопическом исследовании в двух образцах мочевых катетеров 
обнаружены актиномицетоподобные формы бактерий, невыявляемые при первичном 
бактериологическом исследовании. Заключение. Ранняя диагностика катетер-ассо- 
циированных мочевых инфекций у детей с врожденными пороками развития сердца 
требует разработки комплексного подхода, включающего наряду с классическим микро
биологическим анализом обязательное использование других современных методов диаг
ностики.

Журн. микробиол., 2018, № 1, С. 23—31

Ключевые слова: врожденные пороки развития сердца и почек, катетер-ассоциированная 
инфекция, ген Ыу, метициллинрезистентность, Actinotignum, сканирующая микро
скопия

O.G.Orlova1, O.VRybalchenko1, M.V.Erman1, T.M.Pervunina1-2, A.Yu.Fonturenko1

CATHETER-ASSOCIATED URINARY TRACT INFECTION IN CHILDREN WITH 
CONGENITAL HEART AND KIDNEY DISEASE

’St. Petersburg State University, 2National Medical Research Center, St. Petersburg, Russia

Aim. To detect pathogens that are capable of causing diseases or infections as postoperative 
complications in children with congenital heart and kidney disease, to be effective at preventing 
catheter-associated urinary tract infection. Materials and methods. Clinical material served samples 
of excrement, urine and urinary catheters of Foley (Unomedica) from sixteen children with con
genital heart disease, who were being treated at the Almazov Medical Research Center. The iso
lated strains were classified according to the identification RapID Systems (USA). Antibiotic 
sensitivity ofisolated bacteria was performed by thedisk diffusion method (NICF, Russia). Scanning 
electron microscopy (SEM) imaging revealed several types of bacterial communities on intralu
minal surface of urethral catheter. Escherichia coli strains were tested for presence of virulence 
genes a-hemolysin: hly А, В, C by real-time PCR testing (using the detecting amplifier DTlite 
(DNA Technology, Russia). Results. The main microbial agents were isolated in urines samples 
from 3 of 16 patients were Staphylococcus aureus and E. coli. Gram-positive cocci were found in 
56% samples of excrement and Gram-negative in 44% samples. It was found that on intraluminal 
surface in 10 out of 16 urethral catheter samples mixed microbial cultures were isolated, S. aureus 
and E. coli were prevailed. Methicillin-resistant strains o f S. aureus (MRSA) have been reported 
in 85% cases. E. coli a-hemolysin (Ыу А, В, C) were identified in 60% strains. SEM examination 
two samples of urinary catheters revealed actinomyces-like forms of bacteria that were not de
tected in the primary bacteriological study. Conclusion. Early diagnosis o f catheter-associated 
urinary tract infections in children with congenital heart heart and kidney disease requires a com
prehensive approach to setting detecting priorities and selecting the most effective microbiological 
analysis, and is mandatory to use modem diagnostic methods.

Zh. Mikrobiol. (Moscow), 2018, No. 1, R 23—31

Key words: congenital heart and kidney disease, catheter-associated urinary tract infection, hly 
gene, methicillin resistance, Actinotignum, scanning electron microscopy

В В Е Д Е Н И Е

Врожденные пороки развития остаются на сегодняшний день одной из 
основных проблем медицины, они являются наиболее серьезными отклоне
ниями в здоровье детей и вносят значительный процент в мертворождаемость, 
в младенческую и детскую смертность, инвалидизацию и общее ухудшение 
качества жизни. Врожденные пороки занимают второе место среди причин
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мертворождаемости (60,75 на 100 000), неонатальной и младенческой смерт
ности (190,0 и 344,1 на 100 000 живорожденных соответственно) а также после 
состояний, возникающих в перинатальном периоде (664,1 на 100 000) [2].

По регистру EUROCAT, включающем 1,5 миллиона ежегодных рождений 
в 22 странах, врожденные пороки сердца (ВПС) были наиболее распростра
ненными среди нехромосомных пороков (6,5 на 1000 родившихся), а аномалии 
почек заняли третье место (3,1 на 1000 родившихся) [7]. В Российском регистре 
пороков развития врожденные пороки сердечно-сосудистой системы по рас
пространенности занимают первое место (33,89%), а мочевыделительной 
системы — третье место (17,18%) [1].

Мета-анализ в более, чем в 100 публикациях с 1930 по 2009 гг. о частоте 
ВПС, позволил установить выраженную динамику увеличения распространен
ности в человеческой популяции как всех ВПС, так и отдельных нозологиче
ских форм пороков (септальные дефекты и открытый артериальный проток).

Врожденные аномалии почек и мочевого тракта составляют 20 — 30% всех 
пороков, идентифицированных в пренатальном периоде; 0,3 — 1,6 — на 1000 
новорожденных детей; 3 — 6 — на 1000 детей всех возрастов; 34 — 59% — всех 
случаев хронической болезни почек у детей; 30 — 60% — детей и молодых 
взрослых пациентов в конечной стадии хронической почечной недостаточ
ности (ХПН) [3]. Врожденные пороки сердца и почек могут быть изолирован
ными, сочетанными врожденными пороками сердца и почек и частью на
следственных и врожденных синдромов. G.Cocchi et al. установили, что у 
детей с пороками мочеполовой системы врожденные пороки сердца встреча
лись в 10 раз чаще, чем в общей популяции детей [5]. R.Greenwood et al. от
метили наличие врожденных пороков сердца у 23% детей с врожденными 
пороками почек и мочевыделительной системы [8]. Ежегодно в мире около 1 
миллиона человек подвергаются кардиохирургическим операциям, причем 
развивающиеся осложнения оказывают существенное влияние на результаты 
лечения [16]. Любое оперативное вмешательство связано с риском развития 
осложнений в виде развития инфекционного процесса за счет эндогенной 
микробиоты или экзогенных микроорганизмов. Предотвращение развития 
инфекционного процесса — серьезная проблема общественного здравоохра
нения во всех развитых странах.

Цель работы — выявить потенциальных возбудителей заболеваний, уча
ствующих в развитии инфекционного процесса при осложнениях в послео
перационный период у детей с врожденными пороками развития сердца и 
почек, для разработки эффективной профилактики катетер-ассоциированной 
мочевой инфекции.

М А Т Е Р ИА ЛЫ  И М ЕТОДЫ

Материалом для исследования служили образцы испражнений, мочи и 
мочевых катетеров Фолея (Unomedica) от шестнадцати детей с ВПС, находив
шихся на лечении в ФГБУ МИЦ им. В.А.Алмазова. Образцы для исследования 
отбирали на 5 день после операции — хирургической коррекции врожденных 
пороков сердца. Материал из образцов высевали на жидкую питательную 
среду сердечно-мозговой бульон Bio-RadLaboratories SAS (Франция) и плотную 
питательную среду — колумбийский агар (HiMedia, Индия) с добавлением 5% 
крови. Таксономическую принадлежность выделенных чистых культур опре
деляли с помощью идентификационных систем RapID Systems (США). 
Чувствительность выделенных из клинического материала бактерий к анти
микробным препаратам анализировали методом дисков (НИЦФ, Россия).
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Электронно-микроскопический анализ микробных популяций на поверх
ности катетеров проводили, используя сканирующую электронную микро
скопию (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 сканирующем 
электронном микроскопе JSM-35C (JEOL, Япония) при ускоряющем напря
жении 15 кВ.

Полученные культуры Е. coli тестировали на наличие генов Ыу А, В, С 
(прямой праймер (f) 5'-3'TAT-TGG-GAC-CAC-GCG-TGS-CG) (Beagle, РФ). 
Исследование генов проводили с помощью ПЦР в реальном времени на де
тектирующем амплификаторе DTlite (ДНК-технология, Россия).

Р Е З У Л Ь Т А Т Ы

Бактериологический посев мочи выявил наличие роста микроорганизмов 
только у 3 из 16 пациентов. При этом титр бактерий в моче не превышал 103 
КОЕ/мл. Идентификация полученных микроорганизмов показала, что у 
одного пациента выделен S. aureus, а у двух — Е. coli.

При посеве испражнений у 56% пациентов обнаружены грамположитель- 
ные кокки, среди которых преобладал S. aureus. У 44% детей выделены гра- 
мотрицательные палочки: Е. coli, Enterobacter spp. и др.

Бактериологическое исследование смывов с внутренней поверхности сте
нок катетеров показало, что у 10 из 16 пациентов выделяли смешанные куль
туры микроорганизмов (грамположительные кокки: S. aureus — 70%, 
Streptococcus spp. — 30%; грамотрицательные палочки: Е. coli — 50%, Klebsiella 
oxytoca — 20%; другие — 30%).

Все выделенные бактериальные культуры анализировали на чувствитель
ность к антимикробным препаратам. Показано, что у 85% штаммов S. aureus, 
выделенных со стенок мочевых катетеров, выявлена полирезистентность к 
пяти антимикробным препаратам и более, в том числе устойчивость к мети- 
циллину.

Для оценки вирулентности выделенных культур Е. coli применяли ме
тод ПЦР. Обнаружено, что у 60% культур Е. coli, выделенных со стенок моче
вых катетеров, определены гены а-гемолизинов (Ыу А, В, С), способ
ствующих формированию бактериальной биопленки.

Исследование поверхности мочевых катетеров, установленных у детей по
сле проведения оперативного вмешательства, показало, что развитие бакте
риальных биопленок начинается на первые сутки использования кате
теров. На пятые-седьмые сутки все исследуемые в работе катетеры становились 
в той или иной степени обсемененными бактериальными клетками. Сформи
ровавшиеся биопленки представляли собой монокультуры, состоящие из 
морфологически однородных клеток (рис. 1), или поликомпонентные систе
мы из двух и более морфологических форм бактерий. Во всех случаях наблю
дали корреляцию между данными электронной микроскопии и результатами 
бактериологических исследований.

Особое внимание обращали на себя два образца мочевых катетеров с нео
бычными морфологическими формами микроорганизмов, которые не были 
выявлены при проведении первичного бактериологического исследования.

Образец катетера №  1. Пациент В. 1 год 6 мес. Диагноз: врожденный порок сердца. 
Дефекты межжелудочковой перегородки: перимембранозный и мышечные. Умеренный
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стеноз митрального клапана.
Незакрытое овальное окно.
Состояние после суживания 
легочной артерии и перевязки 
ОАП. Операция Мюллера (су
жение легочной артерии).
Перенесенные заболевания: 
внутриутробная инфекция, 
двусторонняя пневмония. Ана
лиз крови: СОЭ 29 м м /ч.
Анализ мочи: единичные лей
коциты и эритроциты. Бак
териологический посев мочи: 
нет роста микроорганизмов.
Посев испражнений: первич
ный посев >103 К О Е /м л.
Микроскопия испражнений: 
грамположительные кокки  
— стафилококки, в реакции 
латексагглютинации  —  S. 
aureus. Результаты первич
ного бактериологического 
посева смыва с поверхности 
катетера — роста микроор
ганизмов не обнаружено. При 
электронно-микроскопиче
ском исследовании стенок 
мочевого катетера пациента 
В (рис. 2) обнаружены ните
видные клетки бактерий, по 
морфологии напоминающие 
нити актиномицетов.

Образец №  2. Пациент К.
6 мес. Диагноз: врожденные 
аномалии (пороки развития) 
сердечной перегородки: де
фект межжелудочковой пе
регородки мышечный, откры
тое овальное окно. Откры
тый артериальный проток.
Предуктальная коарктация 
аорты. Гипоплазия дисталь
ной дуги аорты. Операция: 
резекция суженного участка аорты; лигирование и пересечение открытого артериаль
ного протока; суживание легочной артерии. Перенесенные заболевания: инфекция моче
выводящих путей, двусторонняя пневмония, конъюнктивит, дакриоцистит, перинаталь
ное повреждение ЦНС. Анализ крови: гранулоциты 78,4%; СОЭ 25мм/ч; С-реактивный 
белок 29,37мг/л. Анализ мочи: белок, единичные лейкоциты. Бактериологический посев 
мочи: нет роста микроорганизмов. Посев испражнений: первичный посев >ЮЗКОЕ/мл, 2 
типа колоний: 1. грамположительные стафилококки, РЛА —  отрицательная. 2. грамо- 
трицательные палочки —  Е. coli. Микроскопия испражнений: S. aureus, Е. coli. Результаты 
первичного бактериологического посева смыва с поверхности катетера: первичный посев

Рис. 1. С Э М . М икроколонии бактерий палочковидной формы 
на поверхности мочевого катетера через двое суток после уста
новки.
Ув. х2800.

Рис. 2. С Э М . Внутренняя поверхность стенки мочевого катетера 
пациента В.
На поверхности различимы нитевидные формы актиноми- 
цетоподобных клеток, единичные бактерии — форма кокков 
и палочек.
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8 КОЕ/мл. Микроскопия: грамположительные стафилококки, РЛА — отрицательная. 
При электронно-микроскопическом исследовании стенок мочевого катетера пациента
К. (рис. 3) обнаружены нитевидные клетки бактерий, по морфологии напоминающие 
нити актиномицетов, а также кокковидные клетки.

О Б С У Ж Д Е Н  И Е

Известно, что катетеризация мочевых путей пациентов в постоперацион
ный период может стать причиной развития инфекционного процесса. 
Первичным этиологическим агентом инфекции мочевых путей являются 
Е. сой (80%), затем S. aureus, Klebsiella spp., Proteus spp. и другие грамотрица- 
тельные бактерии. Степень и глубина развития инфекционного процесса за
висит от вирулентности и чувствительности к антимикробным препаратам 
указанных бактерий.

Уропатогенные клетки Е. coli (UPEC) имеют целый набор факторов виру
лентности, позволяющий колонизировать поверхность слизистых оболочек 
организма-хозяина, повреждать и вторгаться в его ткани, преодолевая защит
ные механизмы. Изоляты Е. сой из мочевых путей часто обладают специфи
ческим набором факторов вирулентности, нераспространенным среди изо- 
лятов нормальной микробиоты ЖКТ. Ф акторы вирулентности Е. сой, 
вызывающие инфекцию мочевых путей, включают адгезины, а-гемолизин 
(Ыу), цитотоксический некротический фактор, фимбрии, капсульный поли
сахарид К1, они обладают повышенной склонностью к образованию биопле
нок [10]. Способность бактерий присоединяться к уроэпителиальным клеткам, 
благодаря специфическим фимбриям, имеет решающее значение для ини
циирования инфекционного процесса.

Отличительной чертой кишечных палочек UPEC является образование 
биопленок, что способствует сохранению патогенных бактерий в мочевых 
путях и препятствует бактериальной эрадикации. Микробные биопленки

труднее уничтожать 
с помощью проти- 
вомикробной тера
п и и , а тесты  на 
восприимчивость in 
vitro показывают по- 
выш енную  рези с
тентность клеток в 
составе биопленок 
[6]. Формирование 
биопленок Е. сой 
требует набора ге
нов, облегчающих 
инициирование ее 
образования, при
крепления и после
дующего -созрева
ния. Основные три 
детерминанты ви 
рулентности изоля- 
тов UPEC, участву
ющие в формиро-

Рис. 3 . СЭМ. Внутренняя поверхность стенок мочевого катетера па
циента К.
На поверхности различимы длинные нитевидные формы актиноми- 
цетоподобных клеток и единичные кокковидные бактерии.
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вании биопленок, это фимбрии типа 1 (fim), кодируемые кластером fim гена, 
Р-фимбрии (рар), кодируемые геном рар, и а-гемолизин (Ыу), член семейства 
токсинов RTX, наличие которых было исследовано в настоящей работе [10].

Особое внимание привлекли данные, полученные в результате электронно
микроскопического исследования стенок катетеров. В большинстве случаев 
данные бактериологических посевов совпадали с данными сканирующей 
микроскопии. Однако в двух образцах (у пациентов В. и К.) были выявлены 
нитевидные формы микроорганизмов. Особенности морфологии этих микро
организмов имели сходство с морфологией клеток представителей семейства 
Actinomycetaceae (р. Arcanobacterium, р. Trueperella и р. Actinobaculum).

Род Actinobaculum впервые был описан как причина инфекции у человека 
в 1997 году [12]. Предполагалось, что представители рода, как и другие пред
ставители семейства Actinomycetaceae, являются частью комменсальной ми
кробиоты урогенитального тракта человека, особенно пожилых людей. В 
последнее время изучению представителей этого семейства уделяют много 
внимания ученые всего мира. Подтверждением этого служит недавние изме
нения в классификации, датируемые 2015 годом, которые привели ктому, что 
род Actinobaculum переименовали в род Actinotignum и теперь он состоит из 
трех видов: A. schaalii, A. sanguinis и A. urinale [18].

Интерес к представителям рода Actinotignum вызван тем, что его предста
вители, являясь, очевидно, представителями нормальной микробиоты, вы
зывают различные заболевания у человека. В статье R. Lotte et al. сообщают о 
172 случаях инфекции, инициированных A. schaalii, причем 121 пациент (70%) 
имел инфекцию мочевого тракта (цистит, пиелонефрит, уросеспис) [13]. И 
хотя A. schaalii ассоциируются с инфекциями мочевого тракта, но также могут 
вызывать инвазивные инфекции, такие как гангрена Фурнье, некроз мочево
го пузыря, бактериемия [14], эндокардит [9], мастит.

В 2003 году Pajkrt D. et al. сообщили о 5-летнем мальчике с пиелонефритом, 
вызванным A. schaalii [ 15]. В 2011 году приводится описание двух детей с ноч
ным энурезом и хронической инфекцией мочевых путей, инфицированных 
A. schaalii [4]. Zimmermann R et al. [19] представили собственный случай вы
деления A. schaalii у 8-месячного ребенка с люмбо-сакральным миеломенин
гоцеле, нейрогенным мочевым пузырем и инфекцией мочевых путей. Авторы 
анализируют 6 педиатрических случаев с A. schaalii с инфекцией мочевых 
путей (цистит, пиелонефрит), причем только у 2 пациентов при бактериоло
гическом посеве мочи выделены бактерии (Klebsiella pneumoniae и негемоли
тические стрептококки).

Род Actinobaculum включает факультативные анаэробные бактерии, по 
Граму окрашивающиеся положительно. Они растут медленно, предпочтитель
но в анаэробных условиях или в присутствии 5% СОг. Среды для культивиро
вания должны быть обогащены кровью. Кроме того, есть мнение, что пред
ставители р. Actinotignum быстро вытесняются другими представителями 
нормальной микробиоты. Крайне редкое выделение изолятов представителей 
р. Actinotignum связано еще и с тем, что культивирование посевов в большин
стве клинических микробиологических лабораторий обычно проходит только 
в аэробных условиях. В настоящее время предпочтительным методом для вы
явления представителей р. Actinotignum считают масс-спектрометрические 
методы (MALDI-TOF MS) и газожидкостную хроматографию [17].

До сих пор не опубликованы рекомендации по лечению инфекций, при
чиной которых являются A. schaalii. Приводится информация об эффектив
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ности лечения инфекции, связанной с A. schaalii, в том числе мочевых путей, 
Р-лактамными препаратами и об отсутствии эффекта и нецелесообразности 
применения фторхинолонов и котримоксазола [11]. Продолжительность анти
бактериальной терапии в публикациях представлена различными сроками 
— от 2 недель до 45 дней.

В отечественной литературе обнаружить упоминания о выделении пред
ставителей р. Actinotignum в качестве возбудителей заболеваний человека не 
удалось. Обнаружение актиномицетоподобных форм, предположительно 
представителей р. Actinotignum, свидетельствует о возможности развития 
инфекционного процесса, диагностика и лечение которого значительно 
осложнена в связи с описанными выше причинами.

Со стенок мочевых катетеров у 63% пациентов с ВПС на фоне антибио- 
тикотерапии выделены клетки S. aureus и Е. coli. О высоком патогенном по
тенциале бактерий свидетельствуют обнаруженные методом ПЦР hly А, В, 
С-гены, кодирующие а-гемолизин Е. coli, которые способствуют усиленному 
биопленкообразованию, а также устойчивость 85% изолятов S. aureus к мети- 
циллину.

Электронно-микроскопическое исследование внутренней поверхности 
мочевых катетеров у всех исследованных пациентов выявило наличие бакте
риальных клеток, микроколоний и сформировавшихся биопленок.

У двух из 16 пациентов на поверхности мочевых катетеров обнаружены не 
только микробные биопленки наиболее часто высеваемых S. aureus и Е. coli, 
но и нитевидные формы актиномицетоподобных клеток. Таким образом, 
электронно-микроскопическое исследование позволило получить новую 
информацию об активном процессе биопленкообразования на внутренних 
стенках катетеров не только наиболее часто выделяемых условно патогенных 
бактерий, но и актиномицетоподобных бактериальных клеток. Ранняя диа
гностика катетер-ассоциированных инфекций у детей с ВПС требует разра
ботки комплексного подхода, включающего наряду с классическим микро
биологическим анализом обязательное использование других современных 
методов диагностики.

Работа выполнена при поддержке гранта РФФИ №  15-04-074-64 и гранта СПб ГУ
0. 37.218.2016.
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Цель. Сравнение популяционного иммунитета населения РФ к вирусам гриппа на
кануне эпидемических сезонов 2015 — 2016 и 2016 — 2017 и исследование образцов от 
пациентов с тяжелым течением заболевания. Материалы и методы. Тестирование сыво
роток в реакции торможения гемагглютинации с референс-антигенами. Выделение изо- 
лятов из клинического и аутопсийного материала и их характеристика. Результаты. По 
сравнению с 2015 г. к осени 2016 г. уровень популяционного иммунитета к вирусам грип
па A(HlNlpdm09) и A(H3N2) возрос. Эпидемический сезон 2015 — 2016, преобладающи
ми в котором были вирусы A(H lNl)pdm 09, относившиеся по гемагглютинину к новой 
генетической группе 6В. 1, характеризовался повышенным количеством случаев тяжелого 
течения, летальных исходов. Один процент исследованных изолятов имел в нейрамини- 
дазе аминокислотную замену H275Y и был резистентен к осельтамивиру. В сезоне 2016 
— 2017 случаев тяжелого течения было меньше, преобладали вирусы А(Н 3N2) и B/Victoria. 
По гемагглютинину изоляты A(H3N2) входили в кладу ЗС.2а, а штаммы B/Victoria — в 
группу 1А. Все тестированные изоляты были чувствительны к антинейраминидазным 
препаратам. Заключение. Рассмотренные сезоны отличались по интенсивности эпидеми
ческого процесса, доминирующему подтипу вируса гриппа А. Иммунизация вакциной с 
обновленным Н 1N 1рйт09-компонентом необходима для формирования популяционно
го иммунитета к новым штаммам данного подтипа группы 6В.1. Антинейраминидазные 
препараты рекомендуются в терапии гриппа.
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Aim. Evaluation o f seroprevalence o f antibodies to influenza A and В viruses and analysis of 
specimens from severe or fatal influenza cases in Russia in 2015 — 2016 and 2016 — 2017 flu 
seasons. Materials and methods. Determination of antibody titer in human serum samples in he
magglutination inhibition assay with reference antigens. Isolation o f influenza viruses from na
sopharyngeal swabs and autopsy material in cell culture. Characterization of isolated strains. Results. 
In 2016, compared to 2015, the proportion o f serum samples, containing antibodies to influenza 
viruses A(H 1N1 pdm09) and A(H3N2), increased. During the 2015—2016 season, elevated number 
of severe and fatal cases o f influenza were registered. The majority o f circulated strains belonged 
to the new clade 6B.1 of A(HlNl)pdm 09 viruses. 1% of analyzed isolates carried H275Y amino
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acid substitution in neuraminidase and were resistant to oseltamivir. In the 2016 — 2017 season, 
there were less severe cases of influenza. The most prevalent were influenza viruses A(H3N2) and 
B/Victoria. Isolated H3N2 viruses belonged to the 3C.2a subclade and B/Victoria isolates were 
from the 1A genetic group. All tested strains were susceptible to neuraminidase inhibitors. 
Conclusions. Flu seasons 2015 — 2016 and 2016 — 2017 differed in intensity of influenza activity 
and in the dominant influenza A virus subtype. Immunization with vaccine, comprising new 
HlNlpdm09-component, is crucial for prophylaxis of influenza infection with viruses from 6B. 1 
subclade in the next season. Neuraminidase inhibitors are recommended for influenza treat
ment.
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В В Е Д Е Н И Е

Эпидемический сезон по гриппу в Северном полушарии в 2015 — 2016 гг. 
имел существенные отличия в разных регионах. В странах Западной Европы 
и Юго-Восточной Азии подъем заболеваемости начался на 50 — 52 неделях
2015 г. и характеризовался плавным увеличением количества заболевших до 9 
— 11 недель 2016 г., а затем снижением до фоновых значений к 15 — 16 неделям. 
В странах Восточной Европы и Ближнего Востока, наоборот, наблюдалось 
резкое повышение заболеваемости с 50 — 51 недель 2015 г., начало сезона 
характеризовалось высокой долей случаев тяжелого течения заболевания, в 
том числе завершившихся летальным исходом. Среди циркулировавших ви
русов сезонного гриппа преобладал субтип A (HlNl)pdm09 во всех странах 
Северного полушария, за исключением Китая, где совместно циркулировали 
вирусы гриппа A(HlNl)pdm09, A(H3N2) и вирус гриппа В. В России резкий 
подъем заболеваемости начался на второй неделе 2016 г. К 12 неделе эпиде
мический сезон по гриппу завершился. В течение этого периода существенно 
преобладал субтип вируса гриппа A (HlNl)pdm09 [1].

В 2016 — 2017 гг. эпидемический сезон по гриппу начался раньше обыч
ного: подъем заболеваемости в России был зарегистрирован на 48 — 49 не
делях 2016 г. Широкое географическое распространение эпидемия получила 
на 2 неделе 2017 г., когда число субъектов РФ с превышением пороговых уров
ней заболеваемости достигло 52. Активность гриппа оставалась высокой вплоть 
до 10 недели 2017 г., когда эпидемия пошла на спад. На 15 неделе 2017 г. не 
было зарегистрировано превышения эпидемических порогов по совокупному 
населению ни в одном из регионов РФ, в связи с чем было объявлено о за
вершении эпидемического сезона. В течение сезона произошла смена доми
нирующего возбудителя гриппа: до 7 недели 2017 г. в циркуляции преобладал 
вирус гриппа A (H3N2), а начиная с 8 недели — вирус гриппа В. В целом, сезон
2016 — 2017 характеризовался более ранним, чем обычно, и более длительным, 
чем в прошлом сезоне, подъемом заболеваемости, меньшей интенсивностью 
эпидемического процесса и низкой летальностью. Осенью 2016 г. были вак
цинированы около 56 млн человек, что, несомненно, повысило популяцион
ный иммунитет к гриппу населения РФ [2].

По приказу Роспотребнадзора от 24.07.2015 № 627 в ГНЦ ВБ «Вектор» из 
региональных Центров гигиены и эпидемиологии (ГиЭ) поступают положи
тельные на наличие РНК вирусов гриппа аутопсийные и клинические образ
цы от пациентов с тяжелым течением заболевания, в том числе завершившим-
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ся летальным исходом, а также положительные клинические образцы от 
пациентов, вакцинированных перед эпидемией.

В целях оценки популяционного иммунитета населения РФ в ГНЦ ВБ 
«Вектор» проводится анализ сывороток крови здоровых доноров на наличие 
антител к различным субтипам вирусов гриппа А и В.

В связи с этим, целью настоящей работы явился сравнительный анализ 
эпидемических сезонов 2015 — 2016 гг. и 2016 — 2017 гг. по результатам тести
рования популяционного иммунитета населения РФ накануне эпидемических 
сезонов и исследования образцов от пациентов с тяжелым течением гриппа и 
летальных случаев заболевания.

М А Т Е Р И А Л Ы  И МЕТОДЫ

Анализ популяционного иммунитета к гриппу проводили с помощью ре
акции торможения гемагглютинации (РТГА) с использованием сывороток 
крови здоровых доноров, собранных в 42 регионах РФ. В РТГА использовали 
антигены вакцинных штаммов вирусов гриппа А — A/California/7/09 
(HlNlpdm09); A/Switzerland/9715293/13 иА /Hong Kong/4801/14 (H3N2) и В 
— B/Brisbane/60/08 (линия Виктория), а также антигены высокопатогенных 
штаммов вируса гриппа А — A/rook/Chany/32/15 (H5N1), A/Anhui/01/13 
(H7N9) [5].

Сбор и ОТ-ПЦР анализ первичного материала от пациентов с гриппопо
добными симптомами осуществлялся сотрудниками региональных Центров 
ГиЭ. Клинический материал (мазки из носа и зева), полученный от пациентов 
с тяжелым течением заболевания или лиц, вакцинированных от гриппа на
кануне эпидемии, а также аутопсийный материал (фрагменты бронхов, трахеи, 
легких), в котором было подтверждено наличие РНК вирусов гриппа А и В, 
направлялся в ГНЦ ВБ «Вектор», где из него проводилось выделение изолятов 
в культуре клеток MDCK линии Лондон [9].

Типирование выделенных изолятов вирусов гриппа А и В и изучение их 
антигенных свойств проводили в РТГА [9], используя постинфекционные 
хорьковые референс-сыворотки, предоставленные Сотрудничающим Центром 
ВОЗ по гриппу (Атланта, США). Результаты типирования в РТГА подтверж
дали методом ОТ-ПЦР с гибридизационно-флуоресцентной детекцией, ис
пользуя набор реагентов для выявления PH К вирусов гриппа А и В «АмплиСенс 
Influenza virus А/B-FL» и набор для субтипирования вирусов гриппа А 
«АмплиСенс Influenza virus А-тип-FL» производства ЦНИИЭ (Москва).

В 2016 г. определение нуклеотидных последовательностей генов НА, NA h 
NS вирусов гриппа А и В проводили по методу Сэнгера. В 2017 г. полногеном
ное секвенирование осуществлялось на платформе NGS MiSeq (Illumina, 
США).

Фенотипическое тестирование чувствительности изолятов к осельтамиви- 
ру и занамивиру проводили флуоресцентным методом по методическим ука
заниям ВОЗ [7].

РЕЗУЛЬТАТЫ

Для исследования популяционного иммунитета бьшо тестировано 4548 
образцов сыворотки крови здоровых доноров, собранных осенью 2015 года, и 
4979 образцов, собранных осенью 2016 г. Результаты, полученные в РТГА с 
вакцинными штаммами вируса гриппа А подтипов HlNlpdm09 и H3N2 и 
вируса гриппа В (линия Виктория), представлены на рис.
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По сравнению с осенью 
2015 г. к осени 2016 г. во всех 
регионах выросла доля 
положительных сыворо
ток к вирусам гриппа А 
(HlNlpdm09) и A (H3N2).
Прирост доли положитель
ных сывороток к вирусу А 
(HlNlpdm09) можно объ
яснить как вакцинацией, 
так и перенесенным заболе
ванием во время эпидемии 
2015 — 2016 гг., поскольку 
тогда в циркуляции пре
обладали штаммы именно 
данного подтипа. Прирост доли положительных сывороток к вирусу гриппа 
A (H3N2), имевшему крайне ограниченное распространение на территории 
РФ в эпидемическом сезоне 2015 — 2016 гг., является следствием массовой 
вакцинации населения в сентябре—октябре 2016 года. Анализ сывороток в 
РТГА с высокопатогенными вирусами гриппа A H5N1 и H7N9 не выявил на
личия антител к ним ни в одном образце, что свидетельствует об отсутствии в 
России циркуляции данных штаммов среди людей.

С декабря 2015 г. по апрель 2016 г. в ГНЦ ВБ «Вектор» поступил клиниче
ский и аутопсийный материал из ЦГиЭ шестидесяти пяти субъектов РФ. Всего 
было получено 1799 первичных образцов, в том числе 501 от людей, умерших 
предположительно от гриппа (табл.). Наиболее пострадал от эпидемии Северо- 
Западный регион России: из г. Санкт-Петербург были получены образцы от 
112 фатальных случаев заболевания гриппом. Из поступивших образцов нами 
было выделено 354 штамма вируса гриппа А, из них 109 от летальных случаев; 
348 изолятов принадлежали к подтипу А (Н 1N lpdm09), 6 изолятов относились 
к A (H3N2) подтипу. Все штаммы вируса гриппа А (Н 1N lpdm09) были охарак
теризованы в РТГА с хорьковой референс-сывороткой как A/Califomia/7/09- 
подобные. Для 22 штаммов A (HlNlpdm09) были определены нуклеотидные 
последовательности генов НА, NA и NS. По результатам филогенетического 
анализа гена гемагглютинина они были отнесены к двум новым субкладам,
Данные о пациентах, от которых были получены образцы

Доля сывороток, положительных на наличие антител к вак
цинным штаммам вируса гриппа А подтипов H lN lp dm 09 и 
H 3N 2 и вируса гриппа В.

Группа
Летальные случаи Тяжелые случаи 

с благоприятным исходом

2015-2016 2016-2017 2015-2016 2016-2017

Пол
М 260 25 451 141
Ж 233 20 728 297
Пол не известен 8 4 119 19

Возрастная группа
0—18 лет 20 12 436 192
19—59 лет 306 14 678 210
60 лет и старше 173 20 133 34
Возраст не известен 2 3 51 21

Беременные женщины 5 0 153 166
Вакцинированные против гриппа 8 0 48 119
Всего 501 49 1298 457
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выделенным в 2016 г. в группе 6В [3]; 19 изолятов вошли в подгруппу 6В.1, а 
оставшиеся 3 в 6В.2. Среди летальных случаев отмечено увеличение доли 
штаммов с аминокислотной заменой D222G в рецептор-связывающем сайте 
гемагглютинина. Большинство проанализированных штаммов подтипа А 
(Н lNlpdm09) были чувствительны к ингибирующему действию осельтамиви- 
ра и занамивира. Два штамма, характеризовавшиеся резистентностью к осель- 
тамивиру, имели аминокислотную замену H275Y b нейраминидазе.

В следующем эпидемическом сезоне с октября 2016 г. по апрель 2017 г. в 
ГНЦ ВБ «Вектор» из 29 региональных Центров ГиЭ поступил биологический 
материал от 506 лабораторно-подтвержденных случаев заболевания гриппом, 
49 из которых были фатальными (табл.). Для подтверждения данных, полу
ченных в Центрах ГиЭ, с помощью ОТ-ПЦР анализа было повторно проана
лизировано около 300 образцов клинического и 49 образцов аутопсийного 
материала. В ходе работы была замечена тенденция к снижению чувствитель
ности ОТ-ПЦР тест-системы по детекции маркера НЗ в образцах с низкой 
концентрацией возбудителя. В результате около 10% клинических образцов, 
положительных на наличие гена М вируса гриппа А и типированных по ней
раминидазе как N2, не определялись по субтипу гемагглютинина, а из 42 об
разцов секционного материала, первоначально типированных Центрами ГиЭ 
в ОТ-ПЦР как A/H3N2, лишь 28 оказались положительными при повторном 
анализе (что также может быть связано со снижением качества образцов в 
ходе транспортировки из одной лаборатории в другую).

В ходе пассирования клинического материала в культуре клеток MDCK 
нами было выделено 76 штаммов вируса гриппа A (H3N2), 14 штаммов виру
са гриппа B/Victoria и 1 штамм вируса гриппа А (Н IN lpdm09). Из 49 образцов 
секционного материала нами было выделено 2 изолята вируса гриппа B/Victoria 
и 1 изолятвируса гриппа A (HlNlpdm09). Из аутопсийного материала не уда
лось выделить ни одного изолята вируса гриппа A(H3N2). С помощью РТГА 
с использованием референс-сывороток было показано, что выделенные штам
мы подтипа A (HlNlpdm09) антигенно сходны с вакцинным штаммом А/ 
Califomia/7/09, а все изоляты вируса гриппа В относятся к генетической линии 
Виктория. Проведение антигенной характеристики штаммов A (H3N2) с по
мощью РТГА было затруднительно, так как большинство изолятов на первом 
пассаже не агглютинировали эритроциты петуха, гуся и морской свинки. 
Агглютинация эритроцитов морской свинки появлялась после двух или более 
пассажей в культуре клеток MDCK. Большинство исследованных изолятов 
A (H3N2), культивированных подобным образом, не реагировали в РТГА с 
референсной сывороткой anti-A/Switzerland/9715293/13, однако взаимодей
ствовали с хорьковой сывороткой, полученной против штамма, входящего в 
ту же генетическую подгруппу (ЗС.2а), что и вакцинный штамм A/Hong 
Kong/4801/14. Все штаммы, выделенные в сезоне 2016 — 2017 гг., были чув
ствительны к действию осельтамивира и занамивира. Для 21 штамма вируса 
гриппа A (H3N2), 2 штаммов A(HlNlpdm09) и 7 штаммов вируса гриппа В 
было проведено полногеномное секвенирование. Филогенетический анализ 
гена гемагглютинина показал, что все исследованные штаммы подтипа H3N2 
входят в состав подгруппы ЗС.2а, к которой относится вакцинный штамм А/ 
Hong Kong/4801/14. Анализ гена гемагглютинина изолятов вируса гриппа А 
(Н 1N 1 pdm09) позволил отнести их к группе 6В. 1, в которую входит штамм А/ 
Michigan/45/15, заменивший штамм A/Califomia/7/09 в составе вакцины, 
рекомендованной для использования накануне следующего эпидемического 
сезона. Все изоляты вируса гриппа В (Victoria), как и референс-штамм В/
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Brisbane/60/08, по последовательности гена гемагглютинина были отнесены 
к группе 1А.

О Б С У Ж Д Е Н И Е

Целью настоящего исследования явился сравнительный анализ двух по
следних эпидемических сезонов по гриппу. Сезоны отличались доминирую
щим субтипом вируса гриппа А, временем начала эпидемии, ее продолжитель
ностью, количеством случаев тяжелого течения заболевания, а также 
смертностью от гриппа.

Эпидемия 2015 — 2016 гг. в России началась резким подъемом заболевае
мости на второй неделе 2016 г. и продолжалась в течение 10 недель [1]. На 
протяжении всего сезона в циркуляции преобладал вирус гриппа А подтипа 
Н 1N lpdm09. Респираторная инфекция, вызванная данным вирусом, зачастую 
характеризовалась тяжелым течением, 501 смертельный исход был подтверж
ден лабораторными исследованиями.

Для эпидемического сезона 2016 — 2017 был характерен ранний подъем 
заболеваемости: в Европе он начался уже на 46, а в России на 48 неделе 2016 г. 
Штаммы A (H3N2) подтипа преобладали в этиологической структуре заболе
ваемости гриппом вплоть до 8 недели 2017 г., когда наибольшее распростра
нение получил вирус гриппа В генетической линии Виктория. Эпидемический 
сезон 2016 — 2017 гг. был более длительным, чем предыдущий, однако подъем 
заболеваемости был менее резким, и было зарегистрировано значительно 
меньшее количество случаев смерти от гриппа.

Эпидемиологические данные о количестве иммунизированных среди тя
желых и фатальных случаев заболевания гриппом свидетельствуют о том, что 
вакцинация может оказывать протективный эффект, снижая тяжесть течения 
и вероятность развития осложнений, способных привести к летальному ис
ходу. Так, в 2016 г. среди 501 человека, умершего от гриппа, только 2% соста
вили привитые, а в 2017 г. среди 49 умерших не было ни одного человека, 
вакцинированного от гриппа накануне эпидемии. В связи с этим, особую 
актуальность имеет вакцинация людей, входящих в группы риска: детей млад
ше 5 лет, лиц старше 65 лет, беременных, пациентов с хроническими заболе
ваниями, медицинских работников. Из 1298 человек, перенесших тяжелую 
форму гриппа в эпидемическом сезоне 2015 — 2016, в группы риска входили 
60%, и подавляющее большинство этих людей не были вакцинированы. Среди 
них было 297 детей и подростков до 16 лет включительно, 153 беременные 
женщины.

В сезоне 2016 — 2017 из проанализированных нами данных 457 человек, 
переболевших гриппом, 119 были вакцинированы накануне эпидемии. Анализ 
противогриппозных вакцин в Канаде, США и Европе продемонстрировал их 
недостаточную протективную эффективность в отношении вируса гриппа А 
(H3N2) (42%, 43% и 38% соответственно) [4, 6]. Хотя имеющийся уровень 
эффективности является субоптимальным, до сегодняшнего дня не удавалось 
добиться значительно лучших результатов: по данным, полученным в США и 
Европе, эффективность вакцины в отношении H3N2 вирусов в разные годы 
колебалась от 11% (ошибка в выборе вакцинного штамма, 2014 — 2015) до 42 
— 43% (2011 — 2013). Большей эффективности удается достигать в отношении 
других подтипов вирусов гриппа. Известно, что скорость антигенного дрейфа 
вируса гриппа A(H3N2) превосходит скорость дрейфа других вирусов, вызы
вающих сезонный грипп, в связи с чем, именно данный компонент трехва
лентной вакцины приходится менять чаще остальных. Тем не менее, несмотря
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на субоптимальность вакцины, ее применение способствует формированию 
популяционного иммунитета и во многих случаях позволяет избежать забо
левания или перенести его в легкой форме: в сезоне 2016 — 2017 гг. в России 
не было ни одного смертельного случая от гриппа среди лиц, вакцинирован
ных осенью 2016 г. Большая часть циркулирующих штаммов H3N2 остаются 
антигенно-сходными с А/Hong Kong/4801/14, в связи с чем, ВОЗ вновь реко
мендовала включить его в состав вакцины для следующего эпидемического 
сезона [8].

Несколько последних эпидемических сезонов характеризовались чередо
ванием доминирующего в циркуляции подтипа вируса гриппа А. Так, в 2014
— 2015 гг. преобладал подтип H3N2, в 2015 — 2016 гг. — HlNlpdm09, в 2016
— 2017 гг. — вновь H3N2. В связи с этим, можно предположить, что в сезоне 
2017 — 2018 гг. более широкое распространение могут получить штаммы ви
руса гриппа A (HlNlpdm09). Несмотря на то, что исследование циркулирую
щих в настоящее время штаммов HlNlpdm09 из генетической группы 6В в 
РТГА с хорьковыми референс-сыворотками не позволяет отличить их по анти
генным свойствам от штамма A/Califomia/7/09, осенью 2016 г. ВОЗ рекомен
довала заменить его в составе вакцины на новый (A/Michigan/45/15) [8]. 
Необходимость замены обусловлена значимым снижением титров сывороток 
людей, вакцинированных старым штаммом, в РТГА с актуальными вирусами 
из группы 6В, по сравнению с титром при постановке РТГА с гомологичным 
вирусом. Вследствие этого имеющийся адаптивный иммунитет к гриппу А 
(HlNlpdm09), сформировавшийся в результате предыдущей вакцинации, 
может обладать недостаточной протективностью в отношении новых штаммов. 
Именно поэтому особое значение в профилактике заболеваемости гриппом в 
следующем эпидемическом сезоне придается иммунизации широких слоев 
населения вакциной обновленного состава.

Более 99% циркулирующих вирусов гриппа А и В остаются чувствитель
ными к действию ингибиторов нейраминидазы, что позволяет рекомендовать 
их применение в качестве эффективного средства терапии на ранних стадиях 
развития гриппозной инфекции.

Авторы выражают благодарность коллегам из Центров гигиены и эпидемиологии 
субъектов РФ за сбор, анализ и своевременную доставку в ГНЦ ВБ «Вектор» аутопсийных 
и клинических образцов и сывороток.
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ОСОБЕННОСТИ ВСПЫШКИ ВНЕБОЛЬНИЧНОЙ ПНЕВМОНИИ, ВЫЗ
ВАННОЙ MYCOPLASMA PNEUMONIAE, У ДЕТЕЙ В ХАБАРОВСКОМ КРАЕ

'НИИ охраны материнства и детства — филиал Дальневосточного НЦ физиологии и 
патологии дыхания, Дальневосточная дирекция здравоохранения — Структурное под
разделение центральной дирекции здравоохранения — Филиал ОАО «РЖД», Детская 
городская клиническая больница № 9, Хабаровск

Цель. Изучение особенностей вспышки внебольничной пневмонии, обусловленной 
М.pneumoniae, у детей в Хабаровском крае в осенне-зимний период 2016 — 2017 гг. 
Материалы и методы. Проведено исследование 30 клинических образцов — мазков с задней 
стенки глотки и образцов мокроты, полученных у пациентов с внебольничной пневмони
ей, обусловленной М. pneumoniae. Образцы были исследованы на наличие мутаций в гене 
23S рРНК М. pneumoniae. Результаты. Возраст пациентов составил от 2 до 16 лет. В двух 
случаях имели место семейные очаги заболеваемости внебольничной пневмонией. В 19 
образцах была выявлена мутация в 23S рРНК Mycoplasma pneumoniae. Заключение. 
Полученные данные свидетельствуют о том, что в развитии вспышки внебольничной 
пневмонии, обусловленной M.pneumoniae, у детей в Хабаровском крае в осенне-зимний 
период 2016 — 2017 гг. участвовали макролидрезистентные штаммы возбудителя.

Жури, микробиол., 2018, № 1, С. 39—45

Ключевые слова: дети, Mycoplasma pneumoniae, вспышка, респираторная система, мута
ция, устойчивость к макролидам

O.E.Guseva’, O.A.Lebedko’, E.B.Nagovitsyna’, M.N.Lazutkin2,
E.A.Savitskaya’, S.V.Klyueva3, O.V.Putilina3

FEATURES OF THE OUTBREAK OF THE COMMUNITY-ACQUIRED PNEUMO
NIA CAUSED BY M YCOPLASM A PNEUMONIAE AT CHILDREN IN KHABAROVSK 
REGION
'Research Institute of Mother and Child Health Care — Branch of Far-Eastern Research Center 
o f Respiratory Physiology and Pathology, 2Far Eastern Directorate o f Health — Structural 
Subdivision of Central Directorate of Health — JSC «Russian Railways», Children’s City 
Clinical Hospital No. 9, Khabarovsk, Russia

Aim. To study the features of outbreak of community-acquired pneumonia caused by M. 
pneumoniae in children in the Khabarovsk region during the autumn-winter period 2016 — 2017. 
Materials and methods. A study was conducted of 30 clinical samples — smears from the posterior 
pharyngeal wall and sputum samples obtained from patients with community-acquired pneumo
nia due to M. pneumoniae. Samples were examined for the presence o f mutations in the 23S rRNA
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gene of M. pneumoniae. Results. The age of the patients was from 2 to 16 years. In two cases, family 
foci of the incidence o f community-acquired pneumonia occurred. In 19 samples, a mutation was 
detected in 23S rRNA of M. pneumoniae. Conclusion. The data obtained indicate that in the de
velopment of the outbreak o f community-acquired pneumonia caused by M. pneumoniae in 
children in the Khabarovsk region in the autumn-winter period 2016 — 2017, macrolide-resistant 
strains of the pathogen were involved.

Zh. Mikrobiol. (Moscow), 2018, No. 1, P. 39—45

Keywords: children, Mycoplasma pneumoniae, outbreak, respiratory system, mutation, macrolide 
resistance

В В Е Д Е Н И Е

Mycoplasma pneumoniae является этиологическим агентом целого ряда за
болеваний респираторного тракта [10, 13], в структуре острых инфекций ор
ганов дыхания в период эпидемических вспышек доля M.pneumoniae может 
достигать 30 — 40% [9]. Вспышки инфекции, вызванной M.pneumoniae, реги
стрируются в разных странах с интервалами 3 — 7 лет с максимальным подъ
емом заболеваемости в осенне-зимний период [1,4, 13].

На территории Российской Федерации вспышки респираторного мико- 
плазмоза были описаны в Хабаровском крае (Хабаровск, п. Ванино) в августе 
2004 г. — феврале 2005 г. [4], в Москве — в сентябре—октябре 2012 г. [2], в 
Смоленском регионе (п. Озерный) в феврале—марте 2013 г. [ 1], в Воронежской 
области (г. Россошь, г. Нововоронеж) в октябре—ноябре 2013 г. [6]. В 2016 г. в 
Хабаровском крае зарегистрировано 5 вспышек внебольничных пневмоний, 
в Хабаровске заболеваемость внебольничной пневмонией составила 3072 
случая, превысив при этом в 1,76 раза показатели 2015 г. [3]. По данным еже
недельного оперативного мониторинга заболеваемости ОРВИ Министерства 
здравоохранения Хабаровского края в октябре—ноябре 2016 г. число заболев
ших внебольничными пневмониями в два раза превысило уровень прошлого 
года. На долю детей пришлось 37% случаев пневмоний. Заболеваемость пре
имущественно протекала в среднетяжелой форме. Среди детей, заболевших 
пневмонией, организованные дети, посещающие детские сады и школы, со
ставили 75%. В большинстве очагов внебольничных пневмоний установлены 
возбудители — M .pneumoniae и респираторные вирусы (письмо М3 
Хабаровского края «О проведении противоэпидемических мероприятий» от 
12.12.2016 г.).

Известно, что препаратами выбора для этиотропной терапии респиратор
ного микоплазмоза в педиатрической практике являются макролиды, к кото
рым M.pneumoniae обладает природной чувствительностью. Однако ряд за
рубежных публикаций в последнее время свидетельствует о появлении и 
нарастании вторичной устойчивости к макролидам у штаммов этого возбуди
теля [7, 8]. В странах Европы, Азии и Северной Америки зарегистрированы 
локальные вспышки респираторных инфекций, вызванных устойчивыми к 
макролидам штаммами M.pneumoniae [14, 15].

Проблема формирования антибиотикорезистентности у M.pneumoniae 
активно изучается. Одним из механизмов формирования резистентности к 
макролидным антибиотикам является наличие мутаций в генах 23S рРНК 
(главным образом, в позициях 2063, 2064 и 2617) и рибосомальных белков, 
приводящих к конформационным изменениям пептидилтрансферазного 
центра и соответственно к снижению аффинности препаратов. Выявление
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соответствующих однонуклеотидных замен позволяет эффективно предска
зать фенотип устойчивости к макролидам [7].

М АТ ЕРИ АЛЫ И МЕТОДЫ

В исследование было включено 160 клинических образцов — соскобов с 
задней стенки глотки (п=108) и проб мокроты (п=52), полученных в 2016 — 
2017  гг. Биопробы были получены у пациентов, находившихся на лечении в 
педиатрическом отделении Хабаровского НИИ охраны материнства и детства, 
педиатрическом отделении №3 Детской городской клинической больницы 
№ 9, детском отделении отделенческой больницы ОАО «РЖД» на станции 
Новый Ургал, при амбулаторном посещении консультативно-диагностиче
ского отделения клиники НИИ охраны материнства и детства по поводу ин
фекций нижних дыхательных путей (бронхит, пневмония).

В лаборатории молекулярно-генетических методов исследования НИИ 
охраны материнства и детства клинический материал был исследован на на
личие ДНК M.pneumoniae с использованием коммерческого набора реагентов 
«АмплиСенс® Mycoplasma pneumoniae/Chlamydophila pneumoniae-FL» 
(ЦНИИЭ, Москва) на основе технологии ПЦР в режиме реального времени 
с гибридизационно-флюоресцентной детекцией. Выделение ДНК проводили 
с использованием набора «Рибо-Преп» (ЦНИИЭ, Москва).

Положительные образцы биопроб — соскобов с задней стенки глотки 
(п=28) и проб мокроты (п=2) в рамках научно-исследовательского сотрудни
чества были переданы для изучения в лабораторию молекулярной диагности
ки НИИ антимикробной химиотерапии Смоленского государственного ме
дицинского университета на наличие мутаций в гене 23S рРНК М. 
pneumoniae.

В качестве контроля использовали образцы ДНК контрольного штамма 
M.pneumoniae FH АТСС® 15531 (последовательность гена 23S рРНК «дикого» 
типа), M.pneumoniae Р05/132 (23S рДНК А2064С), M.pneumoniae Т79 (23S 
рДНК A2063G), M.pneumoniae В 4010 (23S рДНК A2064G), M.pneumoniae В 
6329 (23S рДНК C2617G) [7].

Наличие мутаций в гене 23S рРНК M.pneumoniae определяли с использо
ванием модифицированного метода ПЦР-РВ с эффектом гашения флуорес
ценции зонда праймером [7]. Разработанный метод обеспечивал возможность 
выявления любых нуклеотидных замен в позициях 2063,2064 и 2617 в гене 23S 
рРНК M.pneumoniae (2058, 2059 и 2611 согласно нумерации для Escherichia 
coli) с помощью анализа кривых плавления зондов непосредственно после 
проведения амплификации в мультиплексном формате. Амплификацию и 
анализ кривых плавления зондов проводили с помощью Rotor-Gene 6000 
(Corbett Research, Австралия). Все образцы ДНК M.pneumoniae, выделенные 
от пациентов, также были дополнительно исследованы методом секвениро- 
вания. Идентификацию последовательностей «дикого» типа и мутаций в гене 
23S рРНК проводили в соответствии с температурой плавления зондов. При 
выявлении с помощью ПЦР-РВ отличной от контрольного образца темпера
туры плавления зонда, свидетельствующей о наличии мутаций в гене 23S 
рРНК, внутренний фрагмент длиной 747 п.н. исследовали путем дополнитель
ной амплификации и секвенирования с внутренними праймерами. 
Секвенирование проводили с помощью наборов BigDye® Terminator v3.1 Cycle 
Sequencing Kit и генетического анализатора Applied Biosystems 3500 Genetic 
Analyzer (Life Technologies, CA, USA).
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РЕЗУЛЬТАТЫ И О Б С У Ж Д Е Н И Е

В ходе молекулярно-генетического исследования в 30 образцах были по
лучены положительные результаты на наличие ДНК M.pneumoniae. Необхо
димо отметить, что 95% положительных клинических образцов было получено, 
начиная со второй декады октября 2016 г., в период подъема заболеваемости 
внебольничной пневмонией детей в Хабаровске и Хабаровском крае.

Были проанализированы клинические случаи 22 пациентов с рентгеноло
гически подтвержденной внебольничной пневмонией средней степени тяже
сти, в биопробах которых была выявлена ДНК M.pneumoniae. Возраст паци
ентов составил от 2 до 16 лет.

Важное значение для понимания географии распространения M.pneumo
niae имеет место жительства пациентов. Семнадцать пациентов — жители 
Хабаровска и Хабаровского района (77,2%). Пятеро пациентов — жители 
Хабаровского края (22,7%): двое пациентов —Комсомольска-на Амуре и трое 
— п. Новый Ургал. Расстояние между всеми указанными населенными пунк
тами составляет от 270 до 338 км.

В двух случаях имели место семейные очаги заболеваемости внебольнич
ной пневмонией: в первом случае — мать и сын, во втором случае — двое детей 
из одной семьи (8653, 8724 в табл.).

Средняя продолжительность пребывания пациентов в стационаре соста
вила 12 койко-дней. У четверых пациентов отмечалось замедленное разреше
ние пневмонии. При этом, наибольшее количество койко-дней (27) отмеча
лось у пациента с пневмонией, протекающей на фоне бронхиальной астмы и 
пневмоплеврофиброза (8525 в табл.), а также с пневмонией (18 койко-дней), 
протекающей на фоне порока развития легких — простой гипоплазии средней 
доли (8806 в табл.). Ряд наблюдений подтверждает, что M.pneumoniae обуслов
ливает более тяжелое течение неспецифических заболеваний легких, является 
триггером обострения хронической бронхолегочной патологии [11, 12]. У 
третьего пациента с длительным разрешением инфильтрации (19 койко-дней) 
при вирусологическом исследовании мазков ротоглотки на респираторные 
вирусы был выявлен вирус парагриппа 2 типа (8501 в табл.), у четвертого па
циента (17 койко-дней) отмечалось стремительное, на третий день заболева
ния, развитие инфильтрации в легких, сопровождавшееся выраженными 
симптомами интоксикации и стойким фебрилитетом (8724 в табл.).

Локализация инфильтративных изменений в 95,4% случаев носила одно
сторонний характер, практически в равной степени как слева (п=11), так и 
справа (п=10), занимая при этом от одного до трех сегментов. В одном случае 
инфильтрация легочной ткани носила двусторонний характер (8840 в табл.). 
Очаговые изменения описаны в 72,7% случаев, очагово-сливные — в 27,3% 
случаев. В дебюте заболевания фебрилитет отмечался у 15 пациентов —в 72,7% 
случаев, в 18,2% — субфебрилитет и в 9,1% случаев — пневмония была диа
гностирована на фоне нормотермии. У 100% пациентов при поступлении в 
стационар отмечались симптомы интоксикации.

В исследованиях НИИ охраны материнства и детства, проведенных ранее, 
поданным изучения вспышки респираторного микоплазмоза в 2004 г. [4, 5], 
рентгенологически определяли преимущественно однородную инфильтрацию 
по типу очаговых поражений с выраженным интерстициальным компонентом 
и медленным обратным развитием. По данным Островской О.В. и др. [5] ми- 
коплазменные пневмонии, наблюдаемые во время вспышки 2004 г., также 
имели более выраженную клиническую картину, чем во вневспышечный пе-
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РИОД: В 2 раза чаще протекали С Наличие мутации в гене 23S рРНК M.pneumoniae у 22 
фебрильной температурой, чаще пациентов с внебольничной пневмонией

встречался малопродуктивный, 
сильный кашель, в большинстве 
случаев (70,2%) диагностировали 
фарингит. При спорадических 
случаях микоплазменных пневмо
ний в 4 раза чаще имела место 
нормотермия [5].

Из 30 биопроб, исследованных 
на наличие мутаций в гене 23 S 
рРНК М.pneumoniae девятнадцать 
образцов продемонстрировали 
характерное снижение температу
ры плавления зонда (ДТт=10°С), 
свидетельствующее о наличии му
тации в позиции A2063/2064G 23S 
рРНК M.pneumoniae. В остальных 
11 образцах были выявлены спе
цифические последовательности, 
которые имели профиль плавле
ния Мрп2063-РЬ, идентичный 
«дикому» типу (табл.).

Последующий анализ с ис
пользованием секвенирования 
подтвердил наличие однонуклео
тидной транзиции в области свя

Пациент Пол Возраст Дата забора 
биоматериала ПЦР-мутация*

8409 м 5 20/09/2016 S (WT)
8484 F 9 12/10/2016 S(WT)
8501 F 11 18/10/2016 R (A2063G)
8525 F 6 21/10/2016 R (A2063G)
8542 F 11 21/10/2016 R (A2063G)
8543 F 13 21/10/2016 R (A2063G)
8545 м 14 21/10/2016 R (A2063G)
8582 м 11 31/10/2016 S (WT)
8653 м 7 14/11/2016 R (A2063G)
8655 м 9 14/11/2016 R (A2063G)
8656 F 14 14/11/2016 R (A2063G)
8715 м 13 25/11/2016 R (A2063G)
8724 м 12 28/11/2016 R (A2063G)
8729 м 6 28/11/2016 S(WT)
8741 м 13 30/11/2016 R (A2063G)
8757 F 11 02/12/2016 S(WT)
8806 F 9 14/12/2016 S(WT)
8818 F 16 19/12/2016 S(WT)
8836 F 10 23/12/2016 R (A2063G)
8840 F 8 23/12/2016 R (A2063G)
8903 м 2 24/01/2017 R (A2063G)
8981 м 10 13/02/2017 R (A2063G)

зывания зонда в центральной
петле домена V, которая соответствует замене A->G в позиции 2063. Это самый 
распространенный генотип, описанный в литературе, характеризующийся 
высокими значениями минимальной подавляющей концентрации (МПК) к 
макролидным антибиотикам.

Известно, что данные мутации приводят к нарушению связывания анти
биотиков с консервативным участком-петлей V домена 23S рРНК и тем самым 
к формированию устойчивости к препаратам данной группы у различных 
видов грамотрицательных микроорганизмов [11, 14]. Анализ молекулярной 
характеристики M.pneumoniae, выявленной в регионе у детей с внебольничной 
пневмонией, позволил зафиксировать появление мутации в 23S рРНК у воз
будителя.

В этом аспекте несомненный интерес вызывают схемы лечения пациентов
с внебольничной пневмонией, обусловленной M.pneumoniae. Пациенты по
лучали комбинированные схемы антибактериальной терапии — сочетание 
р-лактамов — цефалоспоринов III поколения с различными препаратами
макролидового ряда: спирамицином, джозамицином, кларитромицином, 
азитромицином. Однако при анализе обратного развития клинических сим
птомов у пациентов статистически значимого различия при использовании 
различных схем сочетания препаратов выявлено не было. У 82% (п=18) вос
становление пневматизации легочной ткани было достигнуто в стандартные 
сроки, в среднем на 10 день пребывания в стационаре.

Необходимо отметить, что ранее, в ходе молекулярно-генетического скри
нинга коллекции респираторных образцов, содержавших ДНК M.pneumoniae

43



(в т.ч. исследование вспышки респираторного микоплазмоза в Смоленской 
области в 2013 гг.), не были выявлены значимые мутации, связанные со сни
жением чувствительности к макролидным препаратам [1,9].

Немаловажное значение имеет тот факт, что в странах Азии, расположен
ных в географической близости к территории Хабаровского края, распростра
нение резистентности к макролидам у M.pneumoniae составляет: Япония — 50 
— 90%; Южная Корея — более 50%; Китай — более 90% [11,15,17,]. В доступ
ной литературе нами не найдено сведений о регистрации макролидрезистент- 
ных штаммов M.pneumoniae на территории Российской Федерации.

Полученные данные свидетельствуют о том, что в развитии вспышки вне
больничной пневмонии, обусловленной M.pneumoniae, у детей в Хабаровском 
крае в осенне-зимний период 2016 — 2017 гг. участвовали макролидрезистент- 
ные штаммы возбудителя.

Коллектив авторов выражает признательность зав. лаб. молекулярной диагностики 
НИИ антимикробной химиотерапии Смоленского государственного медицинского уни
верситета Эйделыитейн И.А. за помощь в подготовке материалов статьи.
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Д.В.Ефременко

БИОЛОГИЧЕСКАЯ БЕЗОПАСНОСТЬ МАССОВЫХ МЕРОПРИЯТИЙ: ОСО
БЕННОСТИ ЛАБОРАТОРНОЙ ДИАГНОСТИКИ

Ставропольский научно-исследовательский противочумный институт

Научно обоснована номенклатура приоритетных патогенных биологических агентов 
(ПБА) и вызываемых ими инфекционных болезней для лабораторной диагностики при 
обеспечении биологической безопасности массовых мероприятий. Оценку ПБА (вирусов, 
бактерий, биологических токсинов I — IV групп патогенности) проводили, используя 
критерии, позволяющие на качественном уровне прогнозировать их потенциальное не
гативное воздействие. Разработана научно обоснованная номенклатура ПБА, представ
ляющих наибольшую угрозу биологической безопасности вне зависимости от их приуро
ченности к территории риска и времени риска. В перечень вошли возбудители 
бактериальных (чума, сибирская язва, холера) и вирусных (ортопоксвирусы, филовирусы, 
аренавирусы, коронавирусы, ортомиксовирусы) инфекций, относящиеся к I — II группам 
патогенности. Подготовлена номенклатура возбудителей широко распространенных 
природно-очаговых (туляремия, лептоспироз, Ку-лихорадка, геморрагическая лихорадка 
с почечным синдромом, орнитоз) и убиквитарных (бруцеллез, геморрагический колибак- 
териоз, гемолитико-уремический синдром, кишечный иерсиниоз, псевдотуберкулез, 
болезнь легионеров) инфекций, способных вызвать серьезное осложнение санитарно- 
эпидемиологической обстановки. На основании проведенной оценки опасных биологи
ческих факторов был сформирован универсальный перечень ПБА для приоритетного 
обеспечения готовности к лабораторной диагностике в период массовых мероприятий.

Журн. микробиол., 2018, № 1, С. 45—52

Ключевые слова: массовые мероприятия, биологическая безопасность, лабораторная 
диагностика, номенклатура патогенных биологических агентов, особо опасные ин
фекции

D.V.Efremenko

BIOLOGICAL SAFETY OF PUBLIC EVENTS: FEATURES OF LABORATORY DI
AGNOSTICS

Stavropol Research Institute for Plague Control, Russia

To scientifically prove the nomenclature of the priority pathogenic biological agents (PBA) 
and the infectious diseases caused by them for laboratory diagnostics when ensuring biological 
safety of public events. PBA assessment (viruses, bacteria, biological toxins I — IV o f groups of 
pathogenicity) was carried out, using the criteria allowing to predict their potential negative impact 
at the qualitative level. The evidence-based nomenclature of PBA posing the greatest threat of 
biological safety regardless of their confmedness to the territory of risk and time of risk is developed.
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The list included the bacterial (plague, anthrax, cholera) and viral agents (orthopoxviruses, filo- 
viruses, arenaviruses, coronaviruses, orthomyxoviruses) o f the I — II groups o f the pathogenicity. 
The nomenclature of the widespread natural and focal (tularemia, leptospirosis, the Q fever, he
morrhagic fever with a renal syndrome, ornithosis) and the ubiquitous (brucellosis, hemorrhagic 
colibacillosis, a hemolytic-uremic syndrome, intestinal yersiniosis, pseudotuberculosis, 
Legionnaires' disease) infections capable to cause the serious complication of the sanitary and 
epidemiologic situation is prepared. On the basis of the carried-out assessment of dangerous bio
logical factors the universal list of PBA for priority ensuring readiness for laboratory diagnostics 
during public events was created.

Zh. Mikrobiol. (Moscow), 2018, No. 1, P. 45—52

Key words: public events, biological safety, laboratory diagnostics, nomenclature of pathogenic 
biological agents, especially dangerous infections

Лабораторная диагностика инфекционных болезней и индикация пато
генных биологических агентов (ПБА) — одно из важных направлений работы 
в рамках функционирования системы надзора и контроля в области биологи
ческой безопасности [7]. Критерием ее эффективности служит способность 
своевременно выявлять и идентифицировать опасные биологические факто
ры.

Во время массовых мероприятий, особенно международных, возрастают 
риски заноса и трансграничного распространения инфекционных патологий, 
в том числе экзотических для территории проведения. Увеличивается насто
роженность в связи с угрозой биологического терроризма. Вероятные чрез
вычайные ситуации (ЧС) рассматриваются с точек зрения потенциальной 
опасности для населения, дальнейшего проведения мероприятия, а также 
возможных политических, экономических и социальных последствий, кото
рые могут превосходить таковые в обычных обстоятельствах [3]. В этой связи, 
готовность лабораторной сети должна быть повышенной, качественно и ко
личественно соответствовать сопутствующим рискам.

Цель работы — научно обосновать номенклатуру приоритетных ПБА и 
вызываемых ими инфекционных болезней для лабораторной диагностики при 
обеспечении биологической безопасности массовых мероприятий.

При разработке перечня актуальных инфекционных нозологий изучались 
научно-практические и информационно-аналитические материалы, посвя
щенные организации санитарно-эпидемиологического благополучия во вре
мя наиболее значимых международных событий, проходивших в России и за 
рубежом (Олимпийские игры и другие крупные спортивные соревнования, 
политические саммиты). Оценку ПБА (вирусов, бактерий, биологических 
токсинов I — IV групп патогенности) для составления соответствующей но
менклатуры проводили, используя критерии, позволяющие на качественном 
уровне прогнозировать их потенциальное негативное воздействие.

Особенности функционирования лабораторной службы на администра
тивных территориях определяются характерными биологическими, природ
ными и социальными факторами. Разнообразие климатогеографических 
условий и существующие отличия культурно-бытовых традиций этносов, на
селяющих Россию, влияют на показатели заболеваемости природно-очаго
выми и убиквитарными инфекциями. Готовность к лабораторной диагности
ке обеспечивается, прежде всего, в отношении истинных и статистических 
эндемий, регистрирующихся в субъекте.

На период наиболее важных массовых мероприятий, учитывая возрастаю-
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щий внутренний и внешний эпидемиологический риск, укрепляется 
санитарно-эпидемиологическая служба региона, в частности, задействуются 
специализированные противоэпидемические бригады (СПЭБ) Роспотреб
надзора. В задачи СПЭБ входит выявление в биотическом и абиотическом 
материале возбудителей особо опасных и экзотических инфекций, лаборатор
ная диагностика заболеваний неустановленной этиологии с тяжелым и ати
пичным течением, усиление местной лабораторной сети при вспышках. То 
есть, деятельность лабораторий бригады во многом ориентирована на предот
вращение и минимизацию последствий возможных осложнений эпидемио
логической обстановки. Однако очевидно, что потенциал вызывать ЧС био
логического характера у различных возбудителей существенно варьирует. 
Таким образом, с целью разработки перечня наиболее актуальных ПБА для 
приоритетного обеспечения готовности к лабораторной диагностике в пери
од массовых мероприятий необходимо определить условия их отбора. Были 
выбраны следующие критерии оценки опасных биологических факторов и 
вызываемых ими инфекционных болезней, позволяющие проводить много
факторный анализ и прогнозировать их потенциальное негативное воздей
ствие.

1. Эпидемический потенциал возбудителя: потенциальная способность 
вызывать ЧС биологического характера (при единичном случае заболевания, 
при эпидемической вспышке, при множественных очагах инфекции); есте
ственная восприимчивость людей; возможность передачи возбудителя от 
человека к человеку; возможность эпидемического распространения инфек
ции. 2. Механизм передачи возбудителя инфекции: вероятность реализации 
аэрогенного, фекально-орального, контактного механизмов. 3. Распростране
ние инфекции (возбудителя) в мире. 4. Наличие иммунной прослойки у на
селения. 5. Особенности клинического течения болезни: длительность инку
бационного периода; тяжесть течения манифестной формы; возможность 
субклинической формы (носительства возбудителя). 6. Возможность и опас
ность применения возбудителя в целях биологического терроризма (в соот
ветствии с [6, 8]).

С использованием соответствующих критериев рассмотрены ПБА I — IV 
групп патогенности, возбудители болезней вирусной и бактериальной этио
логии.

С эпидемиологической точки зрения ключевое значение среди вышеука
занных факторов имеет эпидемический потенциал патогена и непосредствен
но его способность вызывать ЧС, что тесно связано и зависит от механизма и 
путей передачи. Сведения о полноте охвата населения профилактическими 
прививками, особенностях клинического течения болезни, вероятности ис
пользования ПБА в целях биологического терроризма позволили дополнить 
и уточнить информацию о потенциальной опасности возбудителя, однако они 
носят вспомогательный характер и в данной статье подробно рассматривать
ся не будут. Обеспечение готовности к лабораторной диагностике инфекций, 
эндемичных для региона массового мероприятия с учетом сезонного фактора, 
представляет обязательное условие, этому вопросу посвящено значительное 
количество научных публикаций [1 — 3, 5] и предметом настоящего исследо
вания не являлось. Целевым направлением работы было создание перечня 
наиболее актуальных нозологий и патогенов вне зависимости от их приуро
ченности к территории риска и времени риска, способных вызвать ЧС в об
ласти биологической безопасности.

Наибольшим эпидемическим потенциалом обладают возбудители с
47



воздушно-капельным и фекально-оральным путями передачи, к которым 
имеется высокая естественная восприимчивость у людей, способные пере
даваться от человека к человеку. При наличии даже одного источника инфек
ции в таком случае в эпидемический процесс может быть вовлечена значи
тельная группа контактных лиц. Для целого ряда ПБА I — II групп 
патогенности ведущим механизмом передачи является контактный. В его 
реализации весомая роль отводится культурно-бытовым особенностям на
селения, что в последние годы наглядно показано на примере эпидемии бо
лезни, вызванной вирусом Эбола в Западной Африке и вспышки сибирской
Та б л и ц а 1. Номенклатура и эпидемиологическая характеристика ПБА для приоритетного обеспечения 

готовности к лабораторной диагностике в период массового мероприятия: возбудители ви
русных инфекций
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ПБА (заболевание) Источник и факторы передачи Механизм передачи 
(пути передачи) Распространение

орто- вирус атуральной оспы отделяемое верхних дыхательных а, к, вер (в-к, офиц. в 2 лаб.
покс- (оспа) путей, пораженная кожа (гной- к-б, вер) (РФ, США)
вирусы ное отделяемое, струпья) 

инфицированного человека,
трупа

вирус оспы безьян те же и биологические жидкости, ДРК (бас. р. Конго),
(оспа обезьян) мясо инфицированного живот

ного (приматы, грызуны, белки)
ЦАР, Ю. Судан

фило- вирус Эбола (болезнь, кровь, экскреты инфициро- к, г (к, к-б, Ц. и Зап. Африка
вирусы вызванная вирусом ванного человека, животного пол)

Эбола) (приматы, летучие мыши и др.), 
трупа; контаминированные ме
дицинские инструменты; сперма

вирус Марбург (бо- те же и отделяемое верхних ды- те же и а? В. и Ц. Африка
лезнь, вызванная ви- хательных путей инфицирован-
русом Марбург) ного человека?

арена- вирус Ласса (лихорад- а, ф-о, к, г, вер Ц. и 3. Африка
вирусы ка Ласса) (в-п, пиш, вод,

вирусы комплекса загрязненные мочой грызунов к-б, к, в-к, Ю. Америка
Такарибе (геморра- пища, вода, др. предметы; кровь, пол,вер)
гические лихорадки): экскреты, отделяемое верхних
Хунин (Аргентинская), дыхательных путей, сперма ин-
Мачупо (Боливийс- фицированного человека; кон-
кая), Гуанарито таминированные медицинские
(Венесуэльская), 
Сэбия (Бразильская)

инструменты

корона- ТОРС-АКВ (тяжелый отделяемое верхних дыхательных а, ф-о? (в-к, Китай? Ю.-В. Азия?
вирусы острый респиратор- путей инфицированного чело- в-п, пищ? вод?

ный синдром) века, животного? (енотовидные 
собаки, барсуки, летучие мыши 
и др.); пища? вода?

к-б?)

БВРС-КоВ (ближне- экскреты и отделяемое верхних к, ф-о? а? (к, Б. Восток
восточный респира- дыхательных путей инфициро- пиш, к-б?
торный синдром) ванного верблюда, человека 

(тесный контакт); верблюжьи
в-к?)

мясо, молоко, слюна; летучие 
мыши и др. животные?

орто- вирус гриппа типа А инфицированные домашние а (в-к, в-п) В. и Ю.-В. Азия
миксо- (Н5) (высокопатоген- и дикие водоплавающие пере-
вирусы ный птичий грипп) летные птицы, их экскреты и

вирус гриппа типа А секреты; контаминированная
(H7N9) (высокопато- товарная продукция (тушки
генный птичий грипп) птиц, яйца, перо и др.), корма; 

больной человек? (при тесном 
контакте — крайне редко)

П р и м е ч а н и е .  Сокращ ения механизма передачи см. в табл. 2.



Т а б л и ц а  2. Номенклатура и эпидемиологическая характеристика ПБА для приоритетного обеспечения 
готовности к лабораторной диагностике в период массового мероприятия: возбудители бак
териальных инфекций

П р и м е ч а н и е .  Здесь и в табл. 1 и 3: а — аэрогенный, к  — контактный, вер — вертикальный, к-б — 
контактно-бытовой, г — гемоконтакгный, пол — половой, ф-о — фекально-оральный, в-п — воздушно
пылевой, пищ — пищевой, вод — водный, в-к — воздушно-капельный, т — трансмиссивный, воз — воз
душный.

язвы в Ямало-Ненецком автономном округе [4, 9, 10]. Эпидемиологическая 
опасность инфекций с трансмиссивным механизмом передачи возбудителя 
напрямую зависит от соответствующей территории, сезона и наличия факто
ров риска. При отсутствии условий для распространения в регионе данных 
болезней готовность к лабораторным исследованиям должна обеспечиваться, 
учитывая необходимость выявления отдельных заносных случаев заболевания, 
которые не представляют большую угрозу биологической безопасности, а 
также в целях дифференциальной диагностики.

По результатам выполненной оценки опасных биологических факторов 
сформирован универсальный для любой территории массового мероприятия 
перечень ПБА вирусной (табл. 1) и бактериальной (табл. 2) природы, способ
ных привести к ЧС биологического характера при инфицировании одного или 
нескольких человек, в отношении которых в случае реализации неблагопри
ятных сценариев комплекс противоэпидемических мер будет носить макси
мальный характер.

Готовность к лабораторной диагностике инфекций, имеющих повсемест
ное распространение, должна касаться не только эндемий с традиционно 
высокими показателями заболеваемости. Ряд нозологических форм, возбуди
тели которых относятся ко II — III группе патогенности, при эпидемических 
проявлениях, характеризующихся вспышечной заболеваемостью, наличием 
множественных очагов, способны вызвать серьезное осложнение эпидемио
логической обстановки и представляют весомою угрозу биологической безо
пасности массовых мероприятий (табл. 3). При этом обеспеченность лабора
торий диагностическими препаратами для индикации и идентификации 
соответствующих ПБА в различных субъектах России не всегда является до
статочной.

Таким образом, на основании проведенной на качественном уровне оцен
ки опасных биологических факторов был сформирован универсальный пере-
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ПБА (заболевание) Источник и факторы передачи Механизм передачи 
(пути передачи) Распространение

Yersinia pestis 
(чума)

носители в природном очаге (сусли
ки, сурки, песчанки, полевки, пищу
хи), синантропные грызуны (крысы, 
мышевидные), домашние животные 
(верблюды, собаки), дикие жи
вотные (зайцы, лисы), человек, их 
трупы; специфический переносчик
— блохи, механические переносчики
— клещи, вши; пища, вода, воздух

т, к, ф-о, а 
(т, к, пищ, вод, 
в-к)

Азия (Казахстан, Китай, 
Монголия, Вьетнам), Африка 
(Конго, Танзания, Мадагаскар), 
Северная (США) и Южная 
(Перу) Америка, Россия (наиб, 
акт. оч. — КБР, КЧР, Р. Алтай, 
Дагестан, Калмыкия, Тыва, 
Астраханская обл.)

Bacillus anthracis 
(сибирская язва)

КРС, МРС, лошади, ослы, верблю
ды, свиньи, дикие животные (редко), 
их трупы; почва, пища (продукты 
животноводства), вода, воздух; пере
носчик? (слепни, муха-жигалка, 
комары)

к, ф-о, а, т? 
(к, пищ, вод, 
в-п, т?)

практически повсеместное

Vibrio cholerae 
(холера)

испражнения, рвотные массы инфи
цированного человека

ф-о (вод, пищ, 
к-б)

Ю. и Ю.-В. Азия, 3., Ц., В. 
Африка, стр. Кариб, бас.



Т а б л и ц а  3. Номенклатура и эпидемиологическая характеристика ПБА для обеспечения готовности к лабо
раторной диагностике в период массового мероприятия: возбудители широко распространенных 
природно-очаговых и убиквитарных инфекций

ПБА
(заболевание)

Источник и 
факторы передачи

Механизм передачи 
(пути передачи)

Francisella tularensis 
(туляремия)

основной источник — мышевидные, 
зайцы, крысы, хомяки, их трупы; пере
носчики — клещи, комары, слепни; фак
торы — пища, вода, воздух

т, к, ф-о, а (т, к, пищ, вод, в-п)

Leptospira spp. 
(лептоспироз)

грызуны, КРС, МРС, свиньи, лошади, 
собаки; вода, трава, влажная почва (за
грязненные мочой грызунов), молоко, 
мясо

к (к, пищ и вод — редко)

Coxiella burnetii в антропургических очагах — КРС, а, ф-о, к, т — редко (в-п, пищ,
(Ky-лихорадка) МРС, свиньи, собаки, домашние птицы; 

молоко и молочные продукты, сырье 
животного происхождения, вода, экс
креты, клещи (редко)

к, к-б, т)

Hantavirus
(геморрагическая лихорадка 
с почечным синдромом)

предметы, загрязненные экскретами 
грызунов, пищевые продукты, вода

а, ф-о, к (в-п, пищ, вод, к)

Chlamydophila psittaci 
(орнитоз)

синантропные, декоративные и домаш
ние птицы (основные — семейства По
пугаевых и голубиных); больной человек 
— крайне редко; воздух, пища

а, ф-о — до 10 % (в-п, пищ)

Brucella spp. (бруцеллез) МРС, КРС, свиньи, олени; молоко и мо
лочные продукты, мясо, околоплодная 
жидкость, абортивный материал

к, ф-о, а — редко (к, пищ, в-п)

Escherichia coli 0157:H7, 
O104:H4 и другие серотипы 
продуценты веротоксина 
(геморрагический колибакте- 
риоз, гемолитико-уремический 
синдром)

загрязненные испражнениями инфици
рованного человека продукты, вода, бы
товые предметы; испражнения КРС?

ф-о (пищ, вод, к-б)

Yersinia enterocolitica 
(кишечный иерсиниоз)

Yersinia pseudotuberculosis 
(п севдотуберкулез)

основной источник — грызуны, КРС, 
МРС, свиньи, кролики, кошки, собаки, 
птицы; факторы — молоко и молочные 
продукты, мясо, овощи, вода
основной источник — грызуны; факторы 
— овощи, зелень, соленья, реже фрукты, 
молоко и молочные продукты, вода

ф-о, а — редко (пищ, вод, в-п)

Legionella pneumophila 
(болезнь легионеров)

вода (системы водоснабжения, конди
ционирования, орошения)

а(в-к)

чень ПБА для приоритетного обеспечения готовности к лабораторной диа
гностике в период массовых мероприятий. Однако при подготовке 
необходимо учитывать масштабность события, то есть его продолжительность 
относительно инкубационного периода различных заболеваний, количество 
участников и гостей, их региональное представительство.

Наибольшую угрозу биологической безопасности представляют больные 
натуральной оспой и легочной формой чумы. Даже единичный случай забо
левания из-за их высокой контагиозности должен рассматриваться как ЧС. 
Остальные возбудители из перечня приоритетных ПБА представляют макси
мальную угрозу при регистрации множественных очагов и вспышек инфек
ций. Если говорить об опасности биологического терроризма, то необходимо 
отметить, что все патогены из данной номенклатуры могут в том или ином 
виде быть использованы с этой целью.

50



Как потенциальные агенты биотерроризма рассматриваются также воз
будители инфекций, имеющих широкое распространение (туляремии, бру
целлеза, Ку-лихорадки, геморрагического колибактериоза, гемолитико- 
уремического синдрома, легионеллеза) и некоторые другие ПБА [6, 8]. 
Например, бактерии из рода Burkholderia, вызывающие сап и мелиоидоз, за
болеваемость которыми регистрируется в некоторых странах Азии, Африки и 
Южной Америки, обладают высокой контагиозностью при аэрозольном рас
пылении. Из биологических токсинов, в этой связи, наибольшую опасность 
представляют ботулинические и стафилококковые. Они могут применяться 
как для заражения пищевых продуктов и воды, так и в виде аэрозолей. В армии 
США созданы запасы стафилококкового энтеротоксина типа В (SEB), кото
рый хранится в виде белого порошка, быстро растворяется в воде, переводит
ся в аэрозольное состояние и устойчив к воздействию высокой температуры. 
Из-за имеющихся пробелов в иммунизации населения различных стран на
стороженность должна сохраняться в отношении болезней, поражающих 
преимущественно детский контингент, таких как менингококковая инфекция, 
корь, полиомиелит.

В разработанную номенклатуру ПБА не были включены возбудители ин
фекций с трансмиссивным механизмом передачи, так как их опасность для 
каждой территории в течение года различна и зависит от ряда факторов био
тической и абиотической природы — наличия векторов (специфических и 
механических переносчиков), климатических условий, ландшафтно
географических особенностей. Следовательно, готовность к лабораторной 
диагностике данных нозологических форм в период массовых мероприятий 
также должна носить дифференцированный характер.
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ИДЕНТИФИКАЦИЯ ИММУНОГЕННЫХ БЕЛКОВ ШТАММОВ BACILLUS 
ANTHRACIS В MALDITOF MS

Волгоградский научно-исследовательский противочумный институт

Цель. Идентификация иммуногенных белков штаммов Bacillus anthracis, продуцируе
мых в условиях, имитирующих организм хозяина. Материалы и методы. В работе исполь
зованы культуральные фильтраты изогенных вариантов штамма B.anthracis 575/122: R02 
(pXOl' рХ02+); R01 (рХ01+ рХ02"); R00 (рХОГ р Х 02), полученные в условиях, имити
рующих организм хозяина. В одномерном электрофорезе и иммуноблотганге с гиперим
мунными сыворотками определены иммунодоминантные белки, которые идентифици
рованы в MALDI TOF MS. Результаты. В иммуноблотинге выявлены белки м.м. 97 — 14,1 
кДа. Белок 90 кДа штамма B.anthracis 575/122 R01 в MALDI TOF MS идентифицирован 
как протективный антиген м.м. 85,810 кДа, белок м.м. 60 — как GMP синтаза м.м. 57,239 
кДа. В культуральных фильтратах трех штаммов определено два общих антигена: белок с 
м.м. 97 кДа, идентифицированный как ЕА 1 В. anthracis м.м. 91,361 кДа и белок м.м. 45 
кДа — как энолаза В. anthracis м.м. 46,418 кДа. Заключение. Таким образом, условия, ими
тирующие организм хозяина, способствуют продукции иммунодоминантных белков В. 
anthracis. В MALDI TOF MS подтверждены данные по молекулярно-весовой характери
стике протективного антигена и белка ЕА1, а также ряда протеаз В. anthracis. Результаты 
могут быть использованы при выделении этих белков с целью усовершенствования диа
гностических и вакцинных препаратов.

Журн. микробиол., 2018, № 1, С. 52—57

Ключевые слова: Bacillus anthracis, иммунодоминантные белки, одномерный электрофорез, 
иммуноблотгинг, MALDI TOF MS
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IDENTIFICATION OF IMMUNOGENIC PROTEINS OF STRAINS OF BACILLUS  
ANTHRACIS IN  MALDI TOF MS

Volgograd State Research Institute for Plague Control, Russia

Aim. Identification of obtained in host-simulated conditions immunogenic proteins of iso
genic variants of Bacillus anthracis 575/122. Materials and methods. We used culture filtrate of 
isogenic variants of B. anthracis 575/122: R02 (pXOL pX02+); R01 (pX01+ pX02‘); R00 (pXOL 
pX02~), obtained in host-simulated conditions. In the one-dimensional polyacrylamide gel elec
trophoresis and immunoblotting with hyperimmune serums immunodominant proteins, that have 
been identified in MALDI TOF MS. Results. Immunoblotting revealed proteins with molecular 
masses in range 97 — 14.1 kDa. 90 kDa protein from strain B. anthracis 575/122 R01 in MALDI 
TOF MS was identified as protective antigen with 85.810 kDa. Protein with molecular mass 60 
kDa was identified as GMP synthase with molecular mass 57.239 kDa. In the culture filtrates of 
three strains two common antigen were identified: protein with molecular mass 97 kDa, identified 
as B. anthracis EA 1 with molecular mass 91.361 kDa protein and 45 kDa protein as enolase 
B. anthracis with molecular mass 46.418 kDa. Conclusion. Thus, the conditions that simulate the 
host can promote the production of immunodominant proteins of B. anthracis. The data about 
molecular-weight characteristics of protective antigen and EA 1 protein as well as some o f pro
teases of B. anthracis are confirmed by the MALDI TOF MS. The results can be used for isolation 
of these proteins to improve the diagnostic and vaccine preparations.

Zh. Mikrobiol. (Moscow), 2018, No. 1, P. 52—57

Key words: Bacillus anthracis, immunodominant proteins, dimensional electrophoresis, immu
noblotting, MALDI TOF MS

M.P.Chervakova, T.N.Sharov, LA.Barkova, A.M.Barkov, D.V.Viktorov, A.VToporkov

В В Е Д Е Н И Е

Bacillus anthracis — грамположительная спорообразующая бактерия. 
Капсула и экзотоксин являются основными факторами вирулентности, кото
рые детерминируются плазмидами токсинообразования (рХ01) и капсулоо- 
бразования (рХ02). Продукция токсинов и капсулы возможна in vitro, когда 
микроорганизм выращивают в анаэробных условиях при температуре 37°С в 
минимальной безбелковой питательной среде с бикарбонатом. Считается, что 
таким образом создаются условия, подобные встречающимся в организме 
хозяина (in vivo) [15].

В настоящее время изучаются нативные белки В. anthracis, секретируемые 
во внеклеточную среду (секретомы), которые участвуют во взаимодействии 
хозяин — патоген, что делает их потенциальными мишенями для иммуноде
текции и иммунопрофилактики [7, 8, 10 — 12].

Цель исследования — идентификация иммуногенных белков штаммов 
В. anthracis, продуцируемых в условиях, имитирующих организм хозяина.

М А Т Е Р И А Л Ы  И МЕТОДЫ

В работе использованы изогенные варианты вирулентного штамма 
В. anthracis 575/122, отличающиеся по набору плазмид вирулентности: ток- 
синпродуцирующий В. anthracis 575/122 R01 (рХ01+ рХ02'); капсулосодержа
щий В. anthracis 575/122 R02 (pXOL рХ02+); бесплазмидный В. anthracis 
575/122 R00 (pXOL рХ 02) [1].

Штаммы засевали на сердечно-мозговой агар, инкубировали втечение 
ночи (16 часов) при 37°С. Единичные колонии суспендировали в 2 мл R среды
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[ 13] и 1 мл полученной суспензии засевали в 100 мл R среды с 0,25% (вес/объ- 
ем) глюкозы, инкубировали при 37°С в течение 4 часов со встряхиванием при 
120 оборотах в минуту. Затем по 10 мл бактериальных взвесей переносили в 
колбы объемом 500 мл, содержащие 100 мл R среды с 0,25% глюкозы и 0,85% 
бикрбоната натрия (вес/объем). Три колбы помещали в условия, моделирую
щие организм хозяина (анаэробные), в СОг инкубатор, при 37°С с 5% СО2. 
КФ выращивали 18 часов, стерилизовали через фильтр с диаметром пор 0,20 
мкм, концентрировали в 10 раз на ультрафильтре Р М 10 «Аппсоп».

Осаждение белков бесклеточных культуральных фильтратов (КФ), одно
мерный электрофорез и иммуноблоттинг проводили по методике, описанной 
ранее [1, 2]. Белковые фракции из полиакриламидных гелей вырезали, про
мывали и обрабатывали трипсином в соответствии с протоколом A. Shevchenko 
et al. [14]. Пептиды после трипсинолиза идентифицировали в MALDI-TOF 
MS, в качестве матрицы использовали раствор альфа-циано-4-гидрок- 
сикоричной кислоты (10 мг/мл) в 0,1% трифторуксусной кислоты и 50% аце
тонитрила. Масс-спектры получали с использованием масс-спектрометра 
Axima Performance™ (Shimadzu) в режиме «Linear Mode» и анализировали с 
использованием the Mascot Daemon software package (Matrix Science, Boston, 
MA). Параметры поиска были: число пропущенных сайтов гидролиза не более 
одного, точность определения массы ±0,5 Da.

Р Е З У Л  ЬТ АТ Ы

Проведен электрофоретический анализ белков КФ трех генотипов штам
ма В. anthracis 575/122 (рис.). Наибольшее количество интенсивно окрашен
ных полос определялось у штамма В. anthracis 575/122 R01. Все штаммы про-

И м м унодом и нан тн ы е белк и  К Ф  и зоген ны х вариантов В . an th rac is 5 7 5 /1 2 2 ,  вы ращ енны х в условиях, 
м одели р ую щ и х организм  х о зя и н а .
А — электрофорез; Б — иммуноблотинг с гипериммунной кроличьей сывороткой; В — иммуно
блоттинг с сывороткой зараженной морской свинки. М — маркеры м.м.; R02 — КФ B.anthracis 
575/122 R02; R01 -  КФ B.anthracis 575/122 R01; R00 -  КФ B.anthracis 575/122 R00.
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Иммунодоминантные белки культуральных фильтратов изогенных вариантов штамма В. anthracis 575/122, 
идентифицированные в MALDI TOF MS

Белок
м.м.(кДа)* В. anthracis 575/122R01 B.anthracis575/122 R02 В. anthracis 575/122R00

97 Белок ЕА1 91,361 кДа Белок ЕА1 91,361 кДа Белок ЕА1 91,361 кДа
90 Протективный антиген 

85,810 кДа
Отсутствовал** Отсутствовал

87 Отсутствовал Не идентифицирован Не идентифицирован
60 GMP синтаза 57,239 кДа Отсутствовал Отсутствовал
45 Энолаза 46,418 кДа Энолаза 46,418 кДа Энолаза 46,418 кДа
40 Ацетил гамма глутамил фосфат редуктаза 

Bacillus amyloliquefaciens 37, 925 кДа
Отсутствовал Отсутствовал

П р и м е ч а н и е . *  Мм определена по электрофоретической подвижности, ** на электрофореграмме 
не окрашивался.

дуцировали белок 97 кДа. Белок с м.м. 87 кДа не визуализировался в КФ В. 
anthracis 575/122 R01. В КФ В. anthracis 575/122 R02 выявлялись электрофо
ретические фракции, сходные с фракциями КФ В. anthracis 575/122 R01, за 
исключением ПА, но они были слабо окрашены. Следует отметить, что КФ 
содержали компоненты, которые не окрашивались Кумасси, но реагировали 
с гипериммунными сыворотками (кроличьей и морской свинки), что может 
свидетельствовать об их небелковой природе либо незначительном содержа
нии. В связи с чем, для MALDI TOF MS использованы иммунодоминантные 
белки, которые выявлялись антисыворотками и окрашивались Кумасси — 
белки м.м.: 97, 90, 60, 45, 40 кДа токсинпродуцирующего штамма В. anthracis 
575/122 R01, 97, 87 и 45 кДа бесплазмидного В. anthracis 575/122 R00 и капсу
лосодержащего В. anthracis 575/122 R02 штаммов.

Белковые полосы, окрашенные Кумасси, вырезали из полиакриламидно
го геля, промывали и обрабатывали трипсином в соответствии с методикой 
[14]. Протеины идентифицировали в MALDI TOF MS с помощью про
граммного обеспечения MASCOT, сравнивая полученные масс-спектры с 
референтными значениями базы данных SWISS-PROT. Результаты проведен
ной идентификации представлены в табл.

О Б С У Ж Д Е Н И Е

Наряду с известными факторами вирулентности В. anthracis (например, 
ПА, ОФ, ЛФ) определен ряд антигенов, которые могут стать основой для 
диагностических тест-систем и вакцин [8,11,12]. Рекомбинантные белки об
ладают недостаточной иммуногенностью, в том числе, вследствие отсутствия 
у них патоген-ассоциированных молекулярных структур микроорганизмов, 
взаимодействующих с рецепторами врожденного иммунитета [4]. В связи с 
чем, представлялось целесообразным изучение нативных белков, накапли
ваемых in vitro, с последующей идентификацией иммунодоминантных анти
генов, экспрессируемых in vivo [7,15].

В настоящем исследовании одномерный электрофорез в полиакриламид
ном геле с додецилсульфатом натрия, иммуноблотгинг и MALDI TOF MS 
использовали для выявления и идентификации иммунодоминантных анти
генов КФ изогенных вариантов штамма В. anthracis 575/122. Одномерный 
электрофорез был выбран нами из-за возможности последующего препара
тивного накопления белков.

Штаммы трех генотипов В. anthracis 575/122 выращивали в условиях, мо-
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делирующих среду хозяина, что подразумевает инкубацию в жидкой R-среде 
при 37°С и 5% С 02 [7, 13,15]. Электрофоретическая картина при разделении 
белков КФ штаммов В. anthracis 575/122 R00 и R01 не отличалась от картины, 
описанной ранее [1,2]. Мажорными белками капсулосодержащего штамма В. 
anthracis 575/122 R02 были белки с м.м. 97 и 87 кДа. При этом другие электро
форетические фракции R02 штамма совпадали со штаммом R01, но очень 
слабо окрашивались, несмотря на увеличение белковой нагрузки при нанесе
нии на гель. Это можно объяснить влиянием продуктов транскрипции генов 
асрА и atxA на экспрессию генов В. anthracis. Ген atxA, расположенный на 
плазмиде рХО 1, контролирует экспрессию путем активации или подавления 
более сотни генов, отвечающих за вирулентность, расположенных на обеих 
плазмидах и хромосоме. Механизм взаимного регулирования генов асрА и 
atxA до конца не изучен [9].

Иммуноблоттинг с белками КФ штаммов, выращенных в анаэробных 
условиях, проводили с гипериммунными сыворотками кролика и морской 
свинки. Таким образом, выявляли иммунодоминантные антигены, экспрес
сируемые in vivo, которые накапливали in vitro в условиях, моделирующих 
организм хозяина [7, 15]. Иммунные сыворотки реагировали с белками м.м. 
97,90,60,45,40 кДатоксинпродуцирующего штамма (В. anthracis 575/122 R01) 
97, 87 и 45 кДа бесплазмидного (В. anthracis 575/122 R00) и капсулосодержа
щего (В. anthracis 575/122 R02) штаммов.

Иммунодоминантные белки, окрашенные Кумасси, идентифицировали в 
MALDI TOF MS, для интерпретации масс-спектрометрических данных ис
пользовали базу данных SWISS-PROT, которая на сегодняшний момент явля
ется одной из самых надежных. Данные о каждом белке, внесенном в эту базу, 
тщательно верифицированы и включают в себя такую информацию, как ва
риации структуры, функции белка, ссылки на публикации и многое другое 
[3]. Белок токсинпродуцирующего штамма 90 кДа был определен, как ПА м.м. 
85,810 кДа. По литературным данным ПА имеет молекулярную массу 82,684 
кДа, летальный фактор (ЛФ) — 90,337 кДа, отечный фактор (ОФ) — 88,808 
кДа [6]. В проведенном исследовании белки, соответствующие ЛФ и ОФ, 
определены не были. Поданным Lamonica J.M. et al. (2007), при проведении 
протеомного анализа ПА, ОФ и ЛФ были выявлены в КФ вирулентного штам
ма RA3 (рХ01+, рХ02+). Однако в токсинпродуцирующем штамме RA3R 
(рХ01+) ОФ и ЛФ не идентифицированы, а ПА был определен в значительно 
более низком количестве. Авторы связывают это с подавлением транскрипции 
генов pXOl, в связи с потерей плазмиды рХ02. Влияние асрВ, гена регулятора 
рХ02, на гены pXOl не изучалось [10].

В нашем исследовании белки м.м. 87 кДа КФ штаммов В. anthracis 575/122 
R02 и В. anthracis 575/122 R00 при помощи MALDI TOF MS идентифицировать 
не удалось, но их м.м. совпадает с м.м. белка Sap В. anthracis (86,7 кДа) [10].

Белки м.м. 60 кДа и 40 кДа токсинпродуцирующего штамма были иденти
фицированы, как GMP синтаза В. anthracis м.м. 57,239 кДа и ацетил гамма 
глутамил фосфат редуктаза В. amyloliquefaciens м.м. 37, 925 кДа.

При одномерном разделении белков КФ трех вариантов штамма В. anthra
cis 575/122 определено два общих антигена: белок с м.м. 97 кДа, идентифици
рованный как EA 1 В. anthracis (м.м. 91,361 кДа), белок м.м. 45 кДа, иденти
фицированный как энолаза В. anthracis (м.м. 46,418 кДа).

Энолаза B.anthracis является иммунодоминантным антигеном и фактором 
вирулентности, позволяет бактериям приобретать поверхностно-связанную
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протеолитическую активность путем связывания плазминогена в организме 
инфицированного хозяина [5, 7, 15].

Иммунодиагностические свойства ПА и белка EA 1, выделенных препа
ративным электрофорезом, были изучены нами в предыдущих исследованиях 
[2]. Белок м.м. 46,418 кДа накоплен в препаративном электрофорезе, его свой
ства не изучались.

Таким образом, в MALDI TOF MS идентифицированы иммунодоминант
ные антигены изогенных вариантов В. anthracis 575/122. Данные белки В. 
anthracis продуцируются in vivo, могут быть накоплены в препаративном 
электрофорезе (in vitro) и использованы для усовершенствования диагности
ческих и вакцинных препаратов.
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БАКТЕРИЦИДНОЕ ДЕЙСТВИЕ СЫВОРОТКИ КРОВИ ЧЕЛОВЕКА НА 
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Цель. Целью данной работы было изучение бактерицидного действия сыворотки кро
ви человека на Borrelia miyamotoi in vitro. Материалы и методы. Спирохеты В. miyamotoi, 
штаммы НТ31 и LB-2001, инкубировали в неиммунной сыворотке здоровых доноров 
(СЗД), в СЗД с инактивированной нагреванием системой комплемента, а также в образ
цах сыворотки крови переболевших ИКБ-БМ. Жизнеспособность (подвижность) борре- 
лий после инкубации контролировали путем темнопольной микроскопии. Уровень сы
вороточных антител к специфическим белкам В. m iyamotoi (ферменту GlpQ и 
поверхностным белкам Vlpl 5/16, Vlpl 8, Vspl, Vlp5) измеряли с помощью специально раз
работанного планарного белкового иммуночипа. Результаты. Боррелии полностью со
храняют жизнеспособность в неиммунной СЗД, но их подвижность частично или полно
стью подавляется при добавлении сыворотки крови переболевших ИКБ-БМ или кроличьих 
антител к В. miyamotoi. Иммобилизирующее действие иммунной сыворотки в существен
ной степени ингибируется при ее инактивации нагреванием, что указывает на опосредо- 
ванность этого эффекта системой комплемента. Заключение. Антитело-зависимое 
комплемент-опосредованное бактерицидное действие сыворотки крови человека, веро
ятно, не является единственным, 100% эффективным механизмом защиты человека от 
инфекции В. miyamotoi, но требует поддержки со стороны клеточного иммунитета.

Журн. микробиол., 2018, № 1, С. 58—67

Ключевые слова: иксодовый клещевой боррелиоз, Borrelia miyamotoi, бактерицидное 
действие сыворотки, in vitro, антитела, система комплемента

А.Е.Platonov1, J.Koetsveld2, O.A.Stukolova1, A.S.Dolgova1,
N.M.Kolyasnikova13, M.G.Toporkova4, D.S.Sarksyan5

BACTERICIDAL EFFECT OF HUMAN SERUM ON BORRELIA M IYAM OTOI, 
CAUSATIVE AGENT OF IXODES TICK-BORNE BORRELIOSIS (ITBB-BM)
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Aim. Our aim was to study the bactericidal effect o f human serum on Borrelia miyamotoi in 
vitro. Materials and methods. B. miyamotoi spirochetes (strains HT31 and LB-2001) were incu
bated in non-immune serum of healthy donors (SHD) and in heat inactivated complement-de
pleted SHD, as well as in serum samples of the patients recovered from ITBB-BM. The viability, 
that is motility, of borrelia after incubation was investigated by dark-field microscopy. The levels 
of serum antibody to Rmiyamofoi-specificproteins (GlpQ enzyme and four variable majorproteins 
Vlpl5/16, Vlpl8, Vspl, and Vlp5) were measured by specially designed plane protein microarray. 
Results. Borrelia fully retain their viability in non-immune SHD, but their motility is partially or 
completely suppressed by the addition of serum from ITBB-BM convalescents or rabbit antibod
ies to Д. miyamotoi. The immobilizing effect o f the immune serum is substantially inhibited by its 
heat-inactivation, which indicates that immobilizing effect is mediated by the complement system.
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Conclusion. Antibody-dependent complement-mediated bactericidal action of human blood serum 
is probably not the only and 100% effective mechanism for human defense against B. miyamotoi 
infection, but requires support from cellular immunity.

Zh. Mikrobiol. (Moscow), 2018, No. 1, P. 58—67

Key words: ixodes tick-borne borreliosis, Borrelia miyamotoi, serum bactericidal activity, in vitro, 
antibodies, complement system

В В Е Д Е Н И Е

Иксодовый клещевой боррелиоз, вызванный Borrelia miyamotoi (ИКБ-БМ) 
— ранее неизвестное инфекционное заболевание, открытое в России [2, 18]. 
В отличие от «классического» иксодового боррелиоза — болезни Лайма (БЛ), 
вызываемой В. burgdorferi sensu lato, И К Б-БМ  представляет собой 
генерализованную инфекцию с преобладанием лихорадочного синдрома и 
возможностью преходящих нарушений функций печени, почек, сердца и 
других органов [1,5,6,8]. У иммунокомпрометированных пациентов инфекция 
В. miyamotoi может становиться хронической и сопровождаться таким угро
жающим жизни осложнением как менингоэнцефалит [13, 14].

Боррелии вида В. miyamotoi обнаруживаются повсеместно в иксодовых 
клещах, распространенных в зонах умеренного климата Евразии и Северной 
Америки, и генетически принадлежат к группе боррелий — возбудителей 
клещевых возвратных лихорадок (КВЛ) [17, 26]. При условии адекватной 
антибиотикотерапии рецидивов ИКБ-БМ не возникает; в естественных усло
виях, без антибиотикотерапии возможны, как и при КВЛ, новые приступы 
лихорадки через 1 — 2 недели [9]. Для понимания динамики инфекционного 
процесса при ИКБ и КВЛ необходимо, в первую очередь, ответить на ряд во
просов: что позволяет возбудителям в течение инкубационного периода 
успешно размножаться в крови и тканях организма человека, несмотря на 
сопротивление иммунной системы? Что происходит на стадии естественной, 
без антибиотикотерапии элиминации возбудителя в ходе выздоровления? 
Какие эффекторные звенья иммунитета критически необходимы для выздо
ровления? Почему выздоровление не всегда бывает полным и возможны ре
цидивы или хронизация боррелиозов? История изучения БЛ насчитывает 
более 30 лет, а КВЛ — даже более 100 лет, тем не менее, убедительных и полных 
ответов на сформулированные выше вопросы не получено. Предполагается, 
что вирулентные штаммы возбудителей КВЛ и БЛ защищены от бактериоли- 
тического действия системы комплемента (СК) млекопитающих, поскольку 
экспрессируют на своей поверхности ряд фактор Н-связывающих белков 
(Fhbp). Такие белки-липопротеины выявлены у В. burgdorferi s.l. (OspE, 
BbCRASPs, BaCRASPs), В. hermsii (BhCRASPs или FhbA) и других боррелий 
[4, 20, 21, 23]. В свою очередь, фактор Н и фактор Н-похожие белки хозяина 
способствуют инактивации фактора СЗЬ, распаду СЗ-конвертазы и, тем самым, 
ингибируют сборку мембраноатакующих комплексов (МАК) комплемента на 
поверхности бактерий. Защищенные в результате этой «молекулярной мими
крии», по крайней мере, от активации СК по альтернативному пути, боррелии 
размножаются и накапливаются в кровотоке, при КВЛ до таких высоких кон
центраций как 108 боррелий на мл крови [4]. Ряд экспериментов показывает, 
что Т-независимая продукция специфических IgM необходима и достаточна 
для защиты мышей от КВЛ [12]. При этом важными антигенами возбудителей
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КВЛ являются вариабельные основные липопротеины наружной мембраны 
— variable major lipoproteins (VMPs), разделяемые на два семейства: variable 
small lipoproteins (Vsp) и variable large lipoproteins (Vlp). Vlp, в свою очередь, 
разделяются на подсемейства alpha, beta, gamma и delta. Антитела к VMPs по
тенциально могут быть протективными. Однако у возбудителей КВЛ от 26 до 
80 вариантов генов Vsp и Vlp, хотя в каждый отдельный момент активен толь
ко ген, находящийся в специальном месте экспрессии на линейной плазмиде. 
Остальные варианты находятся на молчащих архивных плазмидах, но в про
цессе рекомбинации могут заместить работающий ген [11, 24]. По мере того, 
как вырабатываются антитела к первому серотипу, количество боррелий в 
крови уменьшается, при возникновении нового удачного сероварианта бор
релии вновь накапливаются в крови.

Сведения о взаимодействии нового возбудителя В. miyamotoi с иммунной 
системой человека практически отсутствуют. В заголовках двух публикаций 
сообщается, что боррелии вида В. miyamotoi являются комплемент- 
резистентными [22, 25], в третьей статье уточняется, что резистентность обе
спечивается фактор Н-связывающим белком CbiA [19]. Это весьма неточное 
утверждение, поскольку реально в этих исследованиях показано только, что 
бактерицидное действие сыворотки крови человека не реализуется в условиях 
отсутствия анти-боррелиозных антител, то есть по механизму активации аль
тернативного и/или лектинового пути СК. В нашей работе рассматривается 
взаимодействие В. miyamotoi с сывороткой крови в более физиологических 
условиях, в первую очередь, при добавлении сыворотки переболевших ИКБ- 
БМ, богатой специфическими антителами к VMPs.
М А Т Е Р И А Л Ы  И М ЕТ ОДЫ

Работа проведена на базе ООО МО «Новая больница» Екатеринбурга и 
Республиканской клинической инфекционной больницы Удмуртской 
Республики в эпидемический сезон (июнь—июль) 2015 и 2016 гг. Критерием 
включения пациента было подозрение на клещевую инфекцию. Применялись 
как стандартные диагностические методы (определение IgM и IgG кборрели- 
ям и вирусу клещевого энцефалита), так и оригинальные методики специфи
ческих ПЦР, выявляющих ДНК В. miyamotoi или В. burgdorferi s.l., описанные 
в деталях ранее [2, 18]. ИКБ-БМ диагностировался на основании детекции 
ДНК В. miyamotoi в крови больного при отсутствии лабораторных признаков 
иных инфекций. Образцы сыворотки крови больных ИКБ-БМ собирались во 
время лечения и на стадии реконвалесценции — через 1 и 3 месяца после на
чала заболевания и затем хранились и транспортировались в условиях глубо
кой заморозки до момента использования в эксперименте.

Для серологической дифференциации ИКБ, вызываемых В. burgdorferi s.l. 
и В. miyamotoi, предложено использовать антитела к ферменту глицеро- 
фосфодиэстер-фосфодиэстеразе (GlpQ), который не синтезируется видами 
В. burgdorferi s.l., но встречается у В. miyamotoi [17, 24, 26]. Разработанный в 
ЦНИИ эпидемиологии планарный белковый биочип включает белки-антигены 
как В. burgdorferi s.l., так и В. miyamotoi (GlpQ, Vlpl5/16, Vlpl8, Vspl, Vlp5), 
для которых были получены генноинженерные конструкции, кодирующие 
антигенную область, фрагмент белка или полную последовательность белка. 
Антигены были экспрессированы в Escherichia coli, очищены методами аф
финной и ионообменной хроматографии и нанесены на иммуночип/слайд с 
альдегидным покрытием 3D-Aldehyde Glass Slides (PolyAn, Германия). Учет 
результатов анализа после нанесения на иммуночип сыворотки крови больных
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и вторичных антител к иммуноглобулинам человека проводили с помощью 
многоканального флуоресцентного сканера MarS (Ditabis, Германия), а обсчет, 
стандартизацию и интерпретацию результатов — с использованием специ
ально разработанного программного обеспечения StarSky. Уровень специфи
ческих IgM и IgG характеризовали полуколичественным способом по вели
чине стандартизованного оптического сигнала [10].

В работе использованы два штамма В. miyamotoi НТ31 и LB-2001, из кол
лекции Академического медицинского центра, Амстердам. Штамм НТ31 
принадлежит к азиатскому генотипу и изолирован от клеща Ixodes persulcatus 
в Японии, получен из хранилища Центров по контролю заболеваемости, США. 
Штамм LB-2001, принадлежащий к американскому генотипу, получен из 
Йельского университета, ранее изолирован от клеща Ixodes scapularis. Штаммы 
первых пассажей (до десятого) хранились в условиях глубокой заморозки, для 
целей данной работы они подращивались в ранее разработанной специали
зированной среде MKP-FS [16, 25] при 33°С до окончания логарифмической 
фазы роста приблизительно через неделю при концентрации около 107 бор- 
релий/мл. После центрифугирования и отмывки свежей средой MKP-FS 
приготовляли суспензию боррелий, содержащую точно 107 живых подвижных 
спирохет на мл (компонент 1 экспериментальной среды). Подсчет клеток и 
контроль их жизнеспособности проводили методом темнопольной микро
скопии.

Экспериментальная среда состояла из двух-трех компонентов (табл.). В 
лунки с U-образным дном полипропиленового 96-луночного планшета до-
Подвижность и иммобилизация В. miyamotoi при инкубации в различных условиях

П р и м е ч а н и е .  СЗД50 — сыворотка крови здорового донора, 50%; СЗД25 — СЗД, 25%; ИН-СЗД50 
— инактивированная нагреванием СЗД, 50%; ИН-СЗД25 — ИН-СЗД, 25%. С-ИКБ-БМ  — сыворотка 
крови переболевшего ИКБ-БМ , взятая на стадии реконвалесценции, 25%. Код соответствует пациенту и 
времени взятия образца сыворотки. С-ИКБ-БМ5 —С-ИКБ-БМ , разведенная MKP-FS, 5%. ИН-С-ИКБ- 
БМ — инактивированная нагреванием С-ИКБ-БМ , 25%. Компонент 3 — суспензия боррелий в среде 
MKP-FS, 5х106намл. Указаны финальные концентрации сыворотки, антител, зимозана и боррелий после 
их смешивания в составе экспериментальной среды инкубации. Жирным шрифтом выделены условия, в 
которых число подвижных боррелий ниже 70%.
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Номер
п/п

Состав экспериментальной среды, в которой проводится инкубация боррелий Доля подвижных боррелий (%), 
среднее±стандартное отклонение

Компонент 1 
(сыворотка 

крови)
Компонент 2

Компонент 3 
(штамм 

В. miyamotoi)
В начале 

инкубации
Через час 

инкубации
Через 3 часа 
инкубации

1 СЗД50 нет LB-2001 95.1±2.4 91.6+1.9 90.1+1.5
2 ИН-СЗД50 нет LB-2001 95.4+1.4 91.8+2.2 91.9+2.9
3 СЗД50 нет НТ31 90.7± 1.9 86.7+3.2 85.3+3.5
4 ИН-СЗД50 нет НТ31 95.0+1.0 95.0+1.0 95.9+1.4
5 СЗД50 Анти-Vspl IgG, 100 мкг/мл LB-2001 92.1+1.7 0.3+0.5 0.0
6 ИН-СЗД50 Анти-Vspl IgG, 100 мкг/мл LB-2001 91.1+1.3 49.8+3.1 6.5±4.8
7 СЗД50 Анти-\%р1 IgG, 20 мкг/мл LB-2001 95.3+1.1 39.2+6.3 1.7+3.2
8 ИН-СЗД50 Анти-Vspl IgG, 20 мкг/мл LB-2001 96.6+0.6 83.9+6.3 33.9+8.8
9 СЗД50 активированный зимозан, 0.05% LB-2001 94.8+1.7 88.9+1.8 90.5+1.6
10 СЗД50 активированный зимозан, 0.05% HT31 90.3+2.1 84.8 ±6.7 90.4+4.2
11 СЗД25 С-ИКБ-БМ, код MIR-4672-D2 HT31 96.7+0.8 68.6+4.3 58.0+4.9
12 СЗД25 С-ИКБ-БМ5, код MIR-4672-D2 HT31 96.7+0.8 92.9+2.9 71.7+1.7
13 ИН-СЗД25 ИН-С-ИКБ-БМ, код M1R-4672-D2 HT31 96.7+0.8 95.1+1.7 95.3+1.1
14 СЗД25 С-ИКБ-БМ, код SHU-7-3M HT31 96.7+0.8 69.0+3.0 59.5+3.5
15 ИН-СЗД25 ИН-С-ИКБ-БМ, код SHU-7-3M HT31 96.7+0.8 88.9+2.6 94.9+1.6
16 СЗД25 С-ИКБ-БМ, код SHI-3-1M HT31 96.7+0.8 56.1+5.1 47.2+3.7
17 ИН-СЗД25 ИН-С-ИКБ-БМ, код SHI-3-1M HT31 96.7+0.8 89.3+2.2 88.5+1.9



бавляли компонент 1, сыворотку крови здорового донора (СЗД) без IgM и IgG 
к боррелиям. В отсутствии второго компонента объем компонента 1 составлял 
50% от общего объема экспериментальной среды, то есть обычно 50 мкл. В 
некоторых опытах вместо СЗД использовали инактивированную нагреванием 
СЗД (ИН-СЗД). Известно, что после инактивации сыворотки нагреванием 
(56°С, 1 час) литическая активность СК равна нулю, в то время как большин
ство других белков, включая антитела, остаются интактными. В качестве 2 
компонента мог быть использован раствор поликлональных кроличьих IgG к 
Vspl [24] в различных концентрациях в фосфатном буфере (ФБ) в объеме 5 
мкл или для контроля эффекта этих антител просто ФБ 5 мкл. При этом объ
ем компонента 1 уменьшали до 45 мкл. Еще в одном эксперименте компонен
том 2 служила взвесь активированного зимозана в ФБ. Чаще всего в качестве 
компонента 2 как источник специфических антител использовали сыворотку 
крови переболевших ИКБ-БМ в объеме 25 мкл. При этом для стандартизации 
условий эксперимента (активности СК, биохимического состава сыворотки 
и т.п.) в экспериментальной среде присутствовал и компонент 1 — СЗД — в 
объеме 25 мкл. Третьим компонентом, также в объеме 50% от общего объема 
или 50 мкл, была суспензия боррелий. Таким образом, во всех эксперимен
тальных условиях в начале эксперимента в лунке находилось 5х106/мл спиро
хет, 90 — 97% из которых были подвижными.

После окончательного заполнения лунок планшет немедленно заклеивали 
и помещали в термостат для инкубации в микроаэробных условиях. Через I 
час и 3 часа инкубации из каждой лунки отбирали по 4 капли эксперименталь
ной среды с боррелиями объемом 5 мкл и наносили по отдельности на пред
метное стекло под покровное стекло. Оценка доли подвижных и неподвижных 
боррелий проводилась немедленно методом темнопольной микроскопии не
зависимым исследователем, не оповещенным о статусе изучаемого образца 
(контроль или опыт и т.п.). В каждой капле определяли состояние не менее 
100 боррелий, как правило, в 5 — 6 полях зрения. Ранее было показано, что 
оценка числа подвижных боррелий в остром эксперименте, длящемся 1 — 3 
часа, практически равноценна оценке способности боррелий к росту в анало
гичных условиях в эксперименте, длящемся трое суток: иммобилизация 100% 
боррелий соответствует 100% ингибированию роста, иммобилизация 50% 
боррелий соответствует окончательной гибели 50% боррелий на более поздних 
стадиях инкубации и т.п. [15, 19]. Визуально первая стадия лизиса боррелий, 
следующая за иммобилизацией, выражается в нарушении строгой штопоро
образной формы спирохет, их скрючивании, появлении многочисленных 
выпячиваний (blebs) наружной мембраны.

Все статистические расчеты и оценки проведены с помощью лицензион
ной программы IBM SPSS Statistics 19. Для оценки значимости различий 
распределений количественных и качественных переменных использовали 
стандартные непараметрические методы [3].
РЕЗУЛЬТАТЫ

При инкубации в течение 1 — 3 часов в среде MKP-FS боррелии сохраня
ют подвижность; то же самое наблюдается и при инкубации в среде, содержа
щей 50% СЗД (табл, строки 1 и 3) или же 50% ИН-СЗД (строки 2 и 4). 
Добавление 100 мкг/мл IgG к Vspl приводит к быстрой и необратимой иммо
билизации и лизису боррелий штамма LB-2001, которые экспрессируют 
именно этот VMP (строка 5); использование ИН-СЗД вместо СЗД замедляет, 
но не прекращает этот процесс (строка 6). При использовании меньшей кон-
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центрации антител к Vsp 1(20 мкг/мл) иммобилизация в СЗД также существен
но замедляется (строка 7), а иммобилизация в ИН-СЗД незначительна (стро
ка 8) — через 3 часа и даже через 24 часа инкубации (данные не приводятся) 
часть боррелий сохраняет жизнеспособность. На штамм НТ31, не экспресси
рующий белки семейства Vsp, антитела к Vspl не действуют (данные не при
водятся).

Если в среду, содержащую СЗД и боррелии, добавляется активированный 
зимозан в количестве (0,05% по весу), достаточном для связывания и потре
бления присутствующих компонентов СК, значимой иммобилизации борре
лий также не происходит (строки 9 и 10). Это значит, что отсутствует так на
зываемый «эффект свидетеля», когда образующиеся в ходе активации СК 
растворимые МАК неспецифически связываются с соседними клетками, вы
зывая их повреждение.

Наибольшее число экспериментов поставлено в условиях, когда в среде 
инкубации присутствуют 25% СЗД, не содержащей антител к боррелиям (как 
стандартизованный источник компонентов СК), и 25% сыворотки крови 
переболевших ИКБ-БМ, взятой на стадии реконвалесценции, до 3 месяцев 
после начала заболевания (как источник специфических противоборрелиоз- 
ных антител). Сыворотку крови, взятую 
во время лечения, нельзя было исполь
зовать, так как она содержала антибио
тик. Как и ожидалось, эффект различ
ных образцов сыворотки переболевших 
варьировал в широком диапазоне: от 0 
до 100% иммобилизованных спирохет.
Всреднемчерез 1 час инкубации 70±15%
(среднее±стандартное отклонение,
M±SD) спирохет штамма НТ31 были 
подвижными (изучено 20 образцов от 14 
больных). Через 3 часа эта величина 
менялась незначительно — до 66+19%.

В табл, приведено несколько при
меров иммобилизирующего действия 
сыворотки крови переболевших (строки 
11,14,16), его ингибирования при пред
варительной инактивации СК нагрева
нием (строки 13, 15, 17) или при раз
бавлении сыворотки переболевших 
(строка 12).

На основании данных табл, возмож
ны многочисленные сравнения прояв
лений эффекта иммобилизации в раз
личных условиях. Для краткости ве
личины уровня значимости всех по
добных сравнений не приводятся. При 
рассмотрении табл, можно восполь
зоваться «правилом двух сигм»: если 
диапазоны Mi—2xSDi и M2+ 2XSD2 не 
пересекаются, то величины Mi и Мг за
ведомо различны (р<0,05).

Из 20 образцов сыворотки, исполь-

Ось ординат — доля подвижных боррелий  
штамма Н Т З1 после 1 и 3 часов инкубации  
в см еси образцов сыворотки крови пере
болевших И КБ -БМ  (компонент 2) и сыво
ротки крови здорового донора (ком понент  
1). Группа А  — образцы сыворотки крови 
переболевш их И К Б -Б М , не содерж ащ ие  
IgM к VM P или содерж ащ ие антитела толь
ко к одном у из 4 VMPs; Б — образцы сыво
ротки крови переболевш их И К Б -Б М , с о 
держащие IgM к двум или более из 4 VMPs. 
Достоверность различия между группами А  
и Б по критерию М анна-У итни р= 0,0007  
и 0,00002 для 1 и 3 часов инкубации соот
ветственно.

63



зованных в опытах со штаммом НТЗ1,
15 содержали IgM к GlpQ и 14 — IgG; 
только в двух образцах отсутствовали 
и IgM, и IgG. Однако ни наличие, ни 
уровень антител к этому внутрикле
точному ферменту не коррелировали 
с иммобилизующим действием сыво
ротки. Также эффект сыворотки пере
болевших не коррелировал и с уров
нем IgM или IgG к каждому из 4 VMPs 
по отдельности. Влияние IgM (но не 
IgG) к VMPs проявлялось следующим 
образом: 14 образцов сыворотки со
держали IgM к Vlp 15/16,9 к  Vlp5, по 4 
образца — антитела к Vlp 18 или Vspl.
При этом 6 использованных образцов 
не содержало антител ни к одному из 
4 VMPs, 6 — только антитела к Vlpl5/16, 
и 2, 4 и 2 образца содержали IgM к 
двум, трем или 4 VMPs соответствен
но. Иммобилизующий эффект был 
значимо выше у образцов, содержа
щих антитела к 2 и более VMPs (рис.
1) и коррелировал с суммарной кон
центрацией IgM к VMPs (рис. 2).

О Б С У Ж Д Е Н И Е

Результаты позволяют прийти к некоторым выводам и гипотезам, пока 
предварительным, поскольку наша работа является первым исследованием 
такого типа. Как и некоторые другие, хотя и не все, патогенные боррелии [19, 
22, 25] В. miyamotoi успешно выживают в неиммунной сыворотке крови че
ловека. Это означает, что активация СК по альтернативному и лектиновому 
пути и последующая сборка МАК на поверхности боррелий ингибируются, 
вероятно, за счет присутствия специальных белков, отвечающих за «молеку
лярную мимикрию» [4, 21,23]. При таких генерализованных инфекциях, как 
ИКБ-БМ, активация СК может идти не только на поверхности собственно 
бактерий, но и на поверхности эндотелия сосудов и клеток крови. 
Активированные компоненты СК гипотетически могли бы атаковать боррелии 
за счет «эффекта свидетеля» (bystander lysis), однако в опытах с активирован
ным зимозаном нами подобного явления не обнаружено.

Специфические антитела способны инициировать иммобилизацию и ги
бель В. miyamotoi, судя по всему, двумя способами. Первый способ не требует 
активации СК и реализуется при очень высоких, практически не физиологи
ческих концентрациях антител, заключаясь, по-видимому, в нарушении 
структуры липидной наружной мембраны. Второй способ предполагает акти
вацию СК по классическому пути и образование МАК, поскольку не функ
ционирует при «декомплементации» сыворотки нагреванием. Эффект антител 
дозозависим и снижается при разбавлении сыворотки как источника антител. 
При анализе связи содержания IgM и IgG к  специфическим белкам В. miya
motoi (VMPs и GlpQ) и иммобилизующего действия конкретного образца 
сыворотки на штамм НТ31 обращает на себя внимание несколько обстоя-

К о н ц е н т р а ц и я  I g M  к  V M P s ,  у е л . е д ./ м л

Рис. 2. Влияние содержания IgM  к VM Ps на 
иммобилизацию В. miyamotoi.
Ось ординат — доля подвиж ны х боррелий  
ш тамма НТ31 п осл е 3 часов инкубац ии  в 
см еси образцов сыворотки крови переболев
ш их И К Б -Б М  (ком понент  2) и сы воротки  
крови здорового донора (ком понент 1). Ось 
абсцисс — суммарный уровень антител к 4 
VM Ps (V lp l5 /16 , Vlp5, V lpl8 и Vspl). Кружки 
представляю т результаты отдельны х эк сп е
риментов с 20 образцам и сыворотки крови 
переболевш их И К Б -Б М , линия — линейная 
аппроксимация взаим освязи, коэф ф ициент  
корреляции Спирмена 0,70, р=0,001.
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тельств. На фоне наличия IgM не удается выявить заметного влияния при
сутствия IgG в образце. В этой связи, планируется изучить эффект IgG с ис
пользованием «поздних» образцов, взятых спустя год и позже от начала 
заболевания. Антитела к GlpQ, хотя и являются хорошим диагностическим 
серомаркером инфекции ИКБ-БМ, вероятно, слабо участвуют в иммобили
зующем действии сыворотки и не являются протективными. Эффект антител 
к VMPs максимален при их высокой концентрации и в большей степени вы
ражен при синэргичном действии антител к нескольким VMPs, чем при воз
действии только антител к наиболее распространенному в изученных услови
ях VMP, то есть к Vlpl5/16. Примечательно, что при анализе клинических 
проявлений ИКБ-БМ выясняется, что тяжесть заболевания в большей степе
ни коррелирует также с суммарным количеством антител к VMPs, а не с уров
нем антител к отдельным VMP [Платонов А.Е. и др., 2017].

Теоретически рассуждая, полное выздоровление, хотя бы и после несколь
ких приступов ИКБ, должно сопровождаться полной и окончательной эли
минацией боррелий из организма. В наших экспериментах даже в самых 
«бактерицидных» образцах сыворотки переболевших сохраняется некоторое 
количество жизнеспособных, подвижных боррелий. Можно сформулировать 
ряд объяснений этому факту. Во-первых, у всех наших больных выздоровление 
было достигнуто путем ранней антибиотикотерапии. Возможно, при этом 
продукция достаточного количества антител не запускается. Во-вторых, «бак
терицидное» действие сыворотки может быть крайне узкоспецифичным, то 
есть 100% эффект будет достигаться только против штамма, вызвавшего за
болевание, или «очень похожих» изолятов, а не против лабораторных штаммов 
НТ31и LB-2001. Предварительные опыты с клиническими изолятами В. mi
yamotoi, которые удалось получить [7, 16], свидетельствуют в пользу этого 
предположения. В-третьих, следует ожидать синэргичного действия защитных 
сил организма против генерализованной инфекции ИКБ-БМ: в элиминации 
В. miyamotoi могут принимать участие не только антитела и СК, но и фагоци
ты крови, резидентные макрофаги, дендритные клетки. В любом случае, ис
следование взаимодействия различных компонентов иммунной системы с В. 
miyamotoi должно быть продолжено и расширено в контексте патогенеза этой 
новой, практически неизученной инфекции.

Исследование выполнено за счет гранта Российского научного фонда (проект №  15- 
15-00072). Авторы признательны медицинскому персоналу ООО МО «Новая больница» 
Екатеринбурга и Республиканской клинической инфекционной больницы Удмуртской 
Республики за помощь в проведении исследования.
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Цель. Изучение влияния экзополисахаридов (ЭПС) молочнокислых кокков на цито- 
киновую активность макрофагов мышей при фагоцитозе in vitro Staphylococcus aureus 
209-P. Материалы и методы. В работе использовали ЭПС Streptococcus thermophilus и 
Lactococcus lactis В -1662. На 1, 3, 5 и 7 выделяли альвеолярные (АМФ) и перитонеальные 
(ПМФ) макрофаги и моделировали процесс фагоцитоза in vitro. Через 30 минут, 1,6 и 24 
часа определяли содержание провоспалительных цитокинов ИЛ- 1а и ФНО-а. Результаты. 
ЭПС оказывали неоднозначное влияние на продукцию цитокинов. Наибольшее действие 
на синтез ИЛ-1 а  и ФНО-а оказывал ЭПС S. thermophilus. Заключение. Результаты иссле
дований позволяют говорить о возможности использования ЭПС S. thermophilus в качестве 
профилактического иммуностимулятора для коррекции цитокинового статуса живот
ных.
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EFFECT OF EXOPOLISACCHARIDES OF LACTIC ACID BACTERIA ON THE 
SYNTHESIS OF PROINFLAMMATORY CYTOKINES BY MACROPHAGIC MICE 
IN PHAGOCYTOSIS OF STAPHYLOCOCCUS AUREUS

Vavilov State Agrarian University, Saratov, Russia

Aim. Study o f the effect o f exopolysaccharides (EPS) o f lactic acid cocci on cytokine activity 
of macrophages of mice with phagocytosis in vitro Staphylococcus aureus 209-P. Materials and 
methods. The EPS of Streptococcus thermophilus and Lactococcus lactis B-1662 was used in the 
work. At 1,3, 5 and 7, AMP and PMP were isolated and the phagocytosis process was modeled in 
vitro. After 30 minutes, 1, 6 and 24 hours, the content of pro-inflammatory cytokines IL-1 a  and 
T N F-a was determined. Results. EPSs had an ambiguous effect on the production of cytokines. 
The greatest effect on the synthesis was provided by EPS of S. thermophilus. Conclusion. The results 
of the study allow us to talk about the possibility of using EPS of S. thermophilus as a preventive 
immunomodulator for correction o f the cytokine status of animals.
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В В Е Д Е Н И Е

В последние годы большое внимание уделяется изучению роли экзополи
сахаридов в организме человека и животных. Известно, что ЭПС таких мо
лочнокислых бактерий, как Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus, 
Bifidobacterium adolescentis, L. rhamnosus, L. kefiranofaciens обладают иммуно
стимулирующим эффектом [2, 4, 7 — 12]. Биополимеры этих бактерий спо
собны повышать продукцию иммунокомпетентными клетками провоспали
тельных цитокинов, таких как интерлейкин- 1а (ИЛ- 1а) и фактор некроза 
опухоли-а (ФНО-а), играющих важную роль в активации макрофагов и лим
фоцитов.

В настоящей работе было изучено влияние экзополисахаридов Streptococ
cus thermophilus и Lactococcus lactis В-1662 на цитокиновый статус лаборатор
ных мышей при фагоцитозе in vitro Staphylococcus aureus 209-P.

М А Т Е Р И А Л Ы  И М ЕТ ОДЫ

В работе использовали ранее выделенные нами ЭПС из S. thermophilus и 
L. lactis В-1662 [5, 6]. Культура S. thermophilus была получена из Всероссий
ского НИИ молочной промышленности, Москва, L. lactis В -1662 — из 
Всероссийской коллекции микроорганизмов, г. Пущино-на-Оке.

Экзополисахариды в концентрации 0,06 г/мл вводили по 0,2 мл внутри- 
брюшинно беспородным мышам-самцам массой 18 — 20 г возрастом 2 — 3 
месяца. Концентрация была подобрана из расчета предельно допустимой до
зы ЭПС (0,06%) для организма животных [1]. Альвеолярные (АМФ) и пери
тонеальные (ПМФ) макрофаги выделяли из легких и брюшной полости по 
общепринятой методике [3] на 1,3, 5 и 7 сутки после введения экзополисаха
ридов. В качестве объекта фагоцитоза использовали суточную культуру S. 
aureus 209-Р, полученную из музея кафедры микробиологии, вирусологии и 
иммунологии СГМУ им. В.И.Разумовского. Провоспалительные цитокины 
ИЛ-1а и Ф НО-а, продуцируемые макрофагами в процессе фагоцитоза, 
определяли с помощью иммуноферментных моноклональных тест-систем 
(ООО «Цитокин», Санкт-Петербург). Результаты учитывали на микроплан- 
шетном фотометре Multiskan FC (Thermo Fisher Scientific, США) при 450 нм. 
По значениям оптической плотности стандартных образцов строили калибро
вочные кривые и с учетом оптической плотности образцов определяли кон
центрации цитокинов.

РЕЗУЛЬТАТЫ

В процессе исследований было показано, что изучаемые ЭПС способны 
индуцировать провоспалительные цитокины ИЛ-1а и ФНО-а, но характер 
воздействия оказался различен. Так, альвеолярные макрофаги под действием 
экзополисахарида S. thermophilus были наиболее активны в продуцировании 
ИЛ-1 а  через 24 ч на 1 и 7 сутки процесса фагоцитоза, что в обоих случаях в 1,4 
раза больше контрольных значений (табл. 1). Аналогичную тенденцию к по
вышению продукции ИЛ-1а наблюдали в отношении перитонеальных макро
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фагов на 5 и 7 сутки эксперимента. Продукция ПМФ ИЛ- 1а под действием 
ЭПС S. thermophilus через 24 ч фагоцитоза была выше контрольных значений 
в 3,3 и 1,3 раза для 5 и 7 суток соответственно (табл. 1).

В отношении ФНО-а альвеолярные макрофаги были наиболее активны 
на 1, 3 и 5 сутки: значения отличались от контрольных в 1,4 раза для 1 и 5 суток 
и в 1,2 раза для 3 суток (на протяжении всего эксперимента наблюдали по
следовательное увеличение содержания цитокина в крови). Перитонеальные 
макрофаги были активны в синтезе ФНО-а на 1 и 5 сутки эксперимента: к 24 
ч концентрация цитокина была больше контрольных значений в 2,1 и 1,3 раза 
соответственно (табл. 1).

При изучении влияния ЭПС L. lactis В-1662 на продукцию ИЛ-1а было 
показано неоднозначное его влияние на различные макрофаги. Так, в отно
шении АМФ не было замечено увеличения продукции ИЛ-1а под влиянием 
ЭПС лактококка. Однако перитонеальные макрофаги к 24 ч продуцировали 
ИЛ-1а больше контрольных в 2,1 и 7,75 раза на 1 и 7 сутки соответственно 
(табл. 2).

При изучении влияния ЭПС L. lactis В-1662 на продукцию ФНО-а макро-
Т а б л и ц а  1. Влияние экзополисахарида S. thermophilus на синтез ИЛ-1а и ФНО-а макрофагами мышей 

при фагоцитозе in vitro S. aureus 209-P

Макрофаги
Время процесса фагоцитоза

30 мин 1 Ч 6ч 24 ч

Содержание ИЛ-1а, нг/мл
Контроль АМФ 54,30±0,12 84,30+0,14 54,30+0,12 558,00+0,13

ПМФ 51,30±0,12 57,30±0,11 53,30+0,13 100,00+0,15
1 сутки

АМФ 51,30±0,22* 44,80+0,12 40,30±0,24* 782,0010,11
ПМФ 96,80±0,12 53,80±0,21* 55,30±0,31* 84,8010,12

3 сутки
АМФ 76,30+0,12 106,30+0,15 180,80+0,22* 211,8010,17
ПМФ 65,30+0,13 115,30±0,20 79,30+0,21* 74,3010,13

Опыт 5 сутки
АМФ 82,80±0,15 89,30+0,21 84,80+0,12 121,8010,23*
ПМФ 120,30±0,17 134,30+0,31* 111,80+0,12 328,3010,28*

7 сутки
АМФ 94,30+0,22* 97,30±0,25* 118,30+0,17* 771,8010,18*
ПМФ 154,30+0,20* 133,80±0,21* 143,30+0,42* 133,3010,22*

Содержание ФНО-а, нг/мл
Контроль АМФ 1,24±0,22 1,32±0,12 1,35+0,17 1,6010,23

ПМФ 1,20+0,28 1,45±0,23 2,30±0,32 1,4210,15
1 сутки

АМФ 1,48±0,22 1,45+0,12 1,80±0,28 2,2110,30*
ПМФ 1,27±0,27 1,55+0,18 2,80+0,23 3,00+0,27*

3 сутки
АМФ 1,4810,15 1,51+0,18 2,00±0,20 1,7910,28*
ПМФ 1,48+0,27 1,50+0,22 1,43+0,12 1,79+0,17

Опыт 5 сутки
АМФ 2,19±0,18 1,52+0,30 1,50+0,17 1,4810,22
ПМФ 1,70±0,17 1,85+0,18 2,26±0,25 1,9410,13

7 сутки
АМФ 1,50±0,21 1,50+0,17 1,58+0,28* 1,65+0,21
ПМФ 1,34+0,20 1,39+0,15 1,32+0,31* 1,6010,25

П р и м е ч а н и е : *  Достоверные различия по сравнению с контролем при р<0,05.
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Т а б л и ц а  2. Влияние экзополисахарида L. lactis В-1662 на синтез И Л -1аи ФНО-а макрофагами мышей 
при фагоцитозе S. aureus 209-Р

П р и м е ч а н и е : *  Достоверные различия по сравнению с контролем при р<0,05.

фагами более активны в отношении синтеза данного цитокина были АМФ на 
1 и 3 сутки эксперимента — к 24 часам опытное значение превышало кон
трольное в 1,4 и 1,5 раза соответственно. Перитонеальные макрофаги, выде
ленные от мышей, которым вводили ЭПС L. lactis В-1662, во все сроки ис
следования не были активны в продукции ФНО-а (табл. 2).

О Б С У Ж Д Е Н И Е

Из данных литературы известно, что ЭПС, синтезированные молочнокис
лыми бактериями, составляющими основу слизистой оболочки кишечника, 
способны поддерживать гомеостаз кишечника, влиять на систему иммуните
та через цитокины, синтезируя их в кровь, т.е. регулировать защитный имму
нитет [12]. Полисахариды, синтезируемые бактериями рода Lactobacillus, 
обладают иммуностимулирующим эффектом и активацией макрофагов и 
лимфоцитов [7, 8, 10, 11], иммуномодулирующими свойствами в отношении 
спленоцитов мышей за счет стимуляции выработки макрофагами ФНО-а, 
ИЛ-6, ИЛ-12, ИФ-у [9].
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Макрофаги
Время процесса фагоцитоза

30 мин 1 Ч 6  Ч 24 ч

Содержание ИЛ-1а, нг/мл
Контроль АМФ 54,30+0,12 84,30+0,14 54,30+0,12 558,00+0,13

ПМФ 51,30+0,12 57,30+0,11 53,30+0,13 100,00+0,15
1 сутки

АМФ 120,80+0,11 119,30+0,17 77,30+0,20* 131,30+0,15*
ПМФ 107,30+0,12 169,30+0,25* 146,80+0,21* 150,00+0,25*

3 сутки
АМФ 80,30+0,13 60,30+0,32* 47,80+0,12* 59,80+0,19*
ПМФ 98,30+0,12 66,80+0,18* 87,30+0,21* 114,80+0,23*

Опыт 5 сутки
АМФ 97,30+0,27* 79,80+0,17 50,80+0,11* 51,80+0,13
ПМФ 58,30+0,25* 89,30+0,21 52,80+0,25* 57,80+0,18
7 сутки
АМФ 65,80+0,21* 94,80+0,13 110,30+0,16* 150,80+0,15*
ПМФ 53,80+0,20 64,30+0,17 46,80+0,22* 775,80+0,31*

Содержание ФНО-а, нг/мл
Контроль АМФ 1,24+0,22 1,32+0,12 1,35+0,17 1,60+0,23

ПМФ 1,20+0,28 1,45+0,23 2,30+0,32 1,42+0,15
1 сутки

АМФ 1,37+0,12 1,29+0,13 1,39+0,28 2,20+0,11
ПМФ 1,34+0,11 1,50+0,18 1,37+0,16 1,40+0,18

3 сутки
АМФ 1,30+0,22 1,37+0,32* 1,51+0,15 2,40+0,21*
ПМФ 1,50+0,20 1,35+0,18* 1,50+0,21 1,69+0,17*

Опыт 5 сутки
АМФ 1,45+0,15* 1,37+0,21* 1,47+0,17 1,39+0,11
ПМФ 1,58+0,12* 1,45+0,17* 1,43+0,18 1,40+0,21

7 сутки
АМФ 1,50+0,23 1,40+0,13 1,42+0,21* 1,57+0,17
ПМФ 1,40+0,15 1,44+0,27 1,60+0,25* 1,58+0,15



В настоящем исследовании нами было показано, что ЭПС S. thermophilus 
и L. lactis В-1662 оказывают влияние на продукцию цитокинов макрофагами 
в процессе фагоцитоза in vitro. При моделировании процесса фагоцитоза ЭПС 
термофильного стрептококка, по сравнению с ЭПС L. lactis В-1662, оказывал 
более выраженное воздействие на синтез провоспалительных цитокинов, в 
особенности ФНО-а. Представленные результаты коррелируют с полученны
ми нами ранее данными [2,4], согласно которым ЭПС других молочнокислых 
бактерий — Lactobacillus delbrueckii subsp. delbrueckii В-1596, L. delbrueckii 
В-1936 и L. delbrueckii ssp. bulgaricus способствуют синтезу ИЛ-la  и ФНО-a  
перитонеальными и альвеолярными макрофагами в процессе фагоцитоза 
бактерий [2,4].

Таким образом, на основании полученных результатов можно говорить о 
возможном участии экзополисахаридов S. thermophilus и L. lactis В-1662 в 
регуляции цитокинового статуса в организме животных при фагоцитозе S. 
aureus 209-Р.
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МОЛЕКУЛЯРНО-ГЕНЕТИЧЕСКАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА ШТАММА SHIGELLA 
SONNEI-2013, ВЫДЕЛЕННОГО ПРИ ВСПЫШКЕ ДИЗЕНТЕРИИ В РЕС
ПУБЛИКЕ АБХАЗИЯ В 2013 ГОДУ

Ставропольский научно-исследовательский противочумный институт

Цель. Изучить молекулярно-генетические свойства штамма Shigella sonnei-2013, вы
деленного во время вспышки дизентерии в Республике Абхазия в 2013 г. Материалы и 
методы. Генетическое типирование исследуемого штамма осуществляли методом муль- 
тилокусного сиквенс-типирования (MLST). Анализировали нуклеотидные последователь
ности фрагментов 7 консервативных генов «домашнего хозяйства» adk, fumC, icd, mdh, 
purA, recA, gyrB. Секвенированные фрагменты ДНК сравнивали с референсными после
довательностями из базы данных Escherichia coli MLST. Филогенетический анализ про
водили с помощью метода UPGMA и компьютерной программы START 2. Полногеномное 
секвенирование выполняли на генетическом анализаторе Ion Torrent Personal Genome 
Machine (PGM™) с использованием фрагментных библиотек (shot-gun). Картирование 
ридов проводили в программе GS Reference Mapper. Результаты. Определен сиквенс-тип 
исследуемого штамма — ST-152, являющийся одним из распространенных генотипов для 
S. sonnei. Показана высокая степень сходства полученных контигов с последовательностью 
хромосомы и плазмид А, В, С и Е штаммов S. sonnei 53G и S. sonnei Ss046. Выявлены 
контиги с высоким процентом сходства с последовательностью плазмиды вирулентности 
p026-Vir штамма Е. coli 0 2 6 :H li (Н30). В геноме штамма S. sonnei-2013 обнаружены 
нуклеотидные последовательности 136 генов, расположенных на плазмиде p026-Vir 
штамма Е. coli 026:Н11 (Н30). Обнаружены гены, контролирующие биосинтез пилей IV 
типа, участвующих в адгезии к абиотическим поверхностям и формировании биопленки. 
Заключение. Выявлены структурные особенности штамма, обусловленные наличием 
фрагментов плазмиды вирулентности p026-Vir штамма Е. coli 026:Н 11 (НЗО).

Журн. микробиол., 2018, № 1, С. 72—76

Ключевые слова: дизентерия, S. sonnei, MLST-генотипирование, полногеномное секве
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MOLECULAR-GENETIC CHARACTERISTICS OF SH IG ELLA SO N N E I-2013  
STRAIN ISOLATED DURING THE OUTBREAK IN DYSENTERY IN THE RE
PUBLIC ABKHAZIA IN 2013

Stavropol Research Institute for Plague Control, Russia

Aim. Study of molecular-genetic properties of Shigella sonnei-2013 strain isolated during the 
outbreak in dysentery in the republic Abkhazia in 2013. Materials and methods. Genetic typing of 
the tested strains using multilocus sequence typing (MLST). Analyzed of nucleotide sequence 
fragments 7 of conservative «housekeeping» genes adk, fumC, icd, mdh, purA, recA, gyrB. 
Sequenced o f DNA fragments compared with reference sequences from database of Escherichia 
coli MLST. Phylogenetic analysis was performed using UPGMA method and computer program 
START 2. Whole-genome sequencing performed on a genetic analyzer Ion Torrent Personal 
Genome Machine (PGM™) using fragment libraries (shot-gun). Aligning reads have been carried 
out with the program GS Reference Mapper. Results. Defined sequence — type of the studied 
strain — ST-152, one o f the most common genotypes for S. sonnei. Demonstrated the high degree 
of similarity obtained contig to the sequences o f the chromosome and plasmids А, В, С и E strains 
S. sonnei 53G and S. sonnei Ss046. Identified contigs with a high percentage similarity to the se
quence of virulence plasmid p026-Vir of E. coli 026:H 11 (H30). In the genomic S. sonnei-2013 
revealed nucleotide sequence o f 136 genes were found located on the p026-Vir strain of E. coli
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026:Н11 (НЗО). Discovered genes controlling biosynthesis of type IV pili involved in adhesion to 
abiotic surfaces and biofilm formation. Conclusion. Identified structural peculiarities of strain 
induced by fragments of virulence plasmid p026-Vir strain E. coli 026:H 11 (H30).

Zh. Mikrobiol. (Moscow), 2018, N o .l, P. 72—76

Key words: dysentery, S. sonnei, MLST genotyping, whole-genome sequencing

В В Е Д Е Н И Е

В конце ноября 2013 г. в г. Ткуарчал была зафиксирована вспышка кишеч
ной инфекции. Всего с 24.11.2013 г. по 20.12.2013 г. зарегистрировано 1260 
больных, в том числе 390 детей в возрасте до 14 лет и 870 взрослых. Причиной 
вспышки было бактериальное загрязнение водозабора на р. Геджирке, являю
щейся источником питьевого водоснабжения для города. Результаты лабора
торных исследований показали, что этиологическим фактором заболевания 
явилась Shigella sonnei. Особенностью вспышки была реализация водного 
пути передачи инфекции, как правило, не являющегося основным для S. 
sonnei.

Цель работы — изучить молекулярно-генетические свойства штамма 
Shigella sonnei-2013, выделенного во время вспышки дизентерии в Республике 
Абхазия в 2013 г.

М А Т Е Р И А Л Ы  И МЕТОДЫ

Выделение и исследование возбудителя шигеллеза проводили в соответ
ствии с [2], определение чувствительности выделенных штаммов шигелл к 
антибактериальным препаратам — в соответствии с [1].

Генетическое типирование исследуемого штамма осуществляли методом 
мультилокусного сиквенс-типирования (MLST). Анализировали нуклеотид
ные последовательности фрагментов 7 консервативных генов «домашнего 
хозяйства»: adk — adenylate kinase, fumC — fumarate hydratase, gyrB — DNA 
gyrase, icd — isocitrate/isopropylmalate dehydrogenase, mdh — malate dehydro
genase, purA — adenylosuccinate dehydrogenase, recA — ATP/GTP binding motif. 
Секвенированные фрагменты ДНК сравнивали с референсными значениями 
из базы данных Е. coli MLST, доступной на сайте http://mlst.ucc.ie, и исполь
зовали для проведения филогенетического анализа.

Полногеномное секвенирование выполняли на генетическом анализаторе 
Ion Torrent Personal Genome Machine (PGM™) с использованием соответ
ствующих фрагментных библиотек (shot-gun). Выделение ДНК штаммов для 
получения геномных библиотек проводили с использованием набора для вы
деления геномной ДНК бактерий ChargeSwitch gDNA Mini Bacteria Kit 
(«Invitrogen», США) в соответствии с протоколом производителя. При сборке 
контигов (фрагментов геномной последовательности) и определении их вза
имного расположения использовали программу Newbler Assembler 2.9 (454 Life 
Science).

Достоверность наличия целевого фрагмента в геноме оценивали, анали
зируя специфичность картирования ридов на референсную последователь
ность плазмиды вирулентности p026-Vir штамма Е. coli 026, депонированную 
в базе данных NCBI (FJ 386569).

Специфичным считали картирование, при котором наблюдается равно
мерное покрытие ридами более 90% референсной последовательности. При
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этом различия консенсусной и референсной нуклеотидных последователь
ностей генов-мишеней не должны превышать 3%. Картирование ридов про
водили в программе GS Reference Mapper.

РЕЗУЛЬТАТЫ И О Б С У Ж Д Е Н И Е

Этиологическим агентом эпидемической вспышки ОКИ в г. Ткуарчал 
была S. sonnei (штамм S. sonnei-2013) с типичными морфологическими и био
химическими свойствами.

Изоляты S.sonnei-2013 чувствительны к антибактериальным препаратам: 
левомицетину, ципрофлоксацину, ломефлоксацину, цефотаксиму, цефтриак- 
сону, фуразолидону и дизентерийному бактериофагу.

Проведено мультилокусное сиквенс-типирование исследуемого штамма. 
Установлены аллельные типы исследуемых генов: adk — 11, fumC — 63, icd 
— 7, mdh — 14, purA — 7, recA — 7, gyrB — 7, нуклеотидные замены на иссле
дуемых локусах не выявлены. В результате анализа определен сиквенс-тип 
исследуемого штамма — ST-152, один из распространенных генотипов для 
S. sonnei [3]. Штаммы с ST-152 были выделены в Германии в 2009 г. и в Китае 
в 2009 — 2010 гг. Данные о российских штаммах шигелл в базе данных Е. coli 
MLST отсутствуют. В соответствии с полученными сведениями, с помощью 
метода UPGMA и компьютерной программы START 2 построена дендрограм
ма, отображающая степень филогенетического родства штаммов рода Shigella 
(рис.).

Геном исследованного штамма S. sonnei-2013 представлен 410 контигами 
общим размером 4 471 773 п.н. Сравнение контигов с базой нуклетидных по
следовательностей NT проводили с помощью ресурса BLASTn (htt://blast. 
ncbi.nlm.nih.gov). Анализ показал высокую степень сходства (99%) получен
ных контигов с последовательностью хромосомы и плазмид А, В, С и Е штам
мов S. sonnei 53G и S. sonnei Ss046. Однако были выявлены контиги с высоким 
процентом сходства с последовательностью плазмиды вирулентности p026-Vir 
штамма Е. coli 026:Н11 (Н30).

Е. coli 026:Н11 штамм Н30 впервые описан в 1977 году Konowalchuk J. et 
al. [6] и отнесен к шига-токсинпродуцирующим штаммам (STEC), являющим-
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ся актуальной проблемой общественного здравоохранения во многих странах 
мира. Штаммы группы STEC могут вызывать заболевания с различными кли
ническими проявлениями: от колита и гемоколита без внекишечных ослож
нений до «геморрагического» колита с развитием гемолитико-уремического 
синдрома [4, 7, 10].

Штамм Е. coli 026:Н11 (Н30) содержит 6 плазмид, наибольшая из них — 
p026-Vir размером 168 kb включает 196 генов, ряд транспозонов и вставочных 
элементов. Плазмида состоит из двух регионов. Первый включает гены виру
лентности, второй — гены переноса и гены, регулирующие биосинтез пилей 
IV типа. Вирулентный регион плазмиды p026-Vir включает ген toxB, ген се- 
рин-протеазы espP, каталазы-пероксидазы katP и кластер гемолизина (hlyA-D). 
Регион, содержащий гены переноса, состоит из генов traL-traV протяженно
стью 111,774 — 134,889 Ьр [9]. Регион, контролирующий биосинтез пилей IV 
типа, состоит из 10 тесно связанных между собой генов (pilL-pilV) [8].

С целью выявления генов плазмиды p026-Vir штамма Е. coli 026:Н 11 (Н30) 
в геноме штамма S. sonnei-2013 проведено картирование ридов на специфич
ные нуклеотидные последовательности генов плазмиды p026-Vir штамма Е. 
coli 026.-Н11 (ИЗО).

В геноме штамма S. sonnei-2013 обнаружены нуклеотидные последователь
ности 136 генов, расположенных на плазмиде p026-Vir штамма Е. coli 026: Н 11 
(ИЗО), из них 74 с предполагаемыми функциями и 62 с известными. К послед
ним относятся 14 генов, расположенных в tra кластере (гены переноса traL- 
traW) и 10 генов, регулирующих биосинтез пилей IVтипа (pilL-pilV) (табл.), и 
38 генов, отвечающих за репликацию, транскипцию, трансляцию, конъюга
цию, стабилизацию плазмиды и другие функции. Покрытие всех выявленных 
локусов ридами является специфичным, риды картировались на 100 % длины 
референсных последовательностей генов-мишеней.

Следует отметить, что в геноме S. sonnei-2013 отсутствуют гены toxB, espP, 
katP, hlyA-D, входящие в вирулентный регион плазмиды p026-Vir, но имеют
ся гены, регулирующие биосинтез пилей IV типа (pilL-pilV). Пили IV типа 
присутствуют у некоторых патогенных бактерий (энтеротоксигенных, энте- 
ропатогенных, энтероаггрегативных Е. coli) и являются одним из факторов 
патогенности, обеспечивающим прикрепление к клеткам кишечного эпителия. 
Пили IV участвуют в адгезии 
к абиотическим поверхностям 
и формировании биопленки
[5].

Анализ результатов сек- 
венирования показал высо
кую степень сходства нуклео
тидной последовательности 
хромосомной ДНК с последо
вательностями ранее секве- 
нированных штаммов, опу
бликованными в базе данных 
GeneBank. В связи с этим, 
результаты MLST-типиро- 
вания, основанного на секве- 
нировании участков хромо
сомных генов, не позволили 
выявить значительные отли

Гены плазмиды p026-Vir штамма Е. coli 026:Н11 (HЗО), 
выявленные в геноме S. sonnei-2013

Наименование целевого участка
Число специ

фично картиро
ванных ридов

% от общего 
числа картиро
ванных ридов

Гены Тга кластера
L, J, V, L, М, N, О, Р, Q, R, S, Т, U, W 30 172 60,0

Гены, регулирующие биосинтез пилей IV типа
pilN 3628 7,2
pilV 3505 7,0
pilR 2948 5,9
pilO 2427 4,8
pilU 1481 2,9
pilS 1468 2,9
pilL 1345 2,7
pilT 1235 2,5
pilP 998 2,0
pilM 862 1,7
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чия данного штамма от ранее описанных. При анализе данных полногеном
ного секвенирования выявлены структурные особенности генома — наличие 
фрагментов плазмиды вирулентности p026-Vir Е. coli (ИЗО), обусловивших 
отличительные особенности штамма.
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АНАЛИЗ ИНФЕКЦИЙ НИЖНИХ ДЫХАТЕЛЬНЫХ ПУТЕЙ С ИССЛЕДОВА
НИЕМ МИКРОБНОГО ПЕЙЗАЖА МАТЕРИАЛА У ВИЧ-ИНФИЦИРОВАН
НЫХ ПАЦИЕНТОВ

‘Омский государственный медицинский университет, 2Инфекционная клиническая 
больница № 1, Омск

Цель. Изучение частоты, характеристики инфекций нижних дыхательных путей и 
результатов микробиологических исследований биоматериала у ВИЧ-инфицированных 
пациентов. Материалы и методы. Использовались материалы Инфекционной клинической 
больницы № 1 г. Омск за 5 лет (2012 — 2016). Результаты. Из пролеченных 1926 ВИЧ- 
инфицированных инфекции нижних дыхательных путей встретились у 538 пациентов. На 
долю бактериальных пневмоний приходилось 45,2%, летальность при которых составила 
18,1%. Был проведен анализ результатов микробиологических исследований биомате
риалов у ВИЧ-инфицированных пациентов. Из мокроты наиболее часто выделялись 
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Enterococcus faecalis и другие микроорганиз
мы. Частой находкой в биоматериале были Streptococcus viridans и грибы рода Candida.
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Заключение. Полученные результаты требуют дальнейших исследований для сопоставле
ния клинико-рентгенологических проявлений и результата микробиологического иссле
дования биоматериалов ВИЧ-инфицированных больных.
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ANALYSIS OF LOWER RESPIRATORY TRACT INFECTIONS WITH A RE
SEARCH OF A MICROBIAL LANDSCAPE OF MATERIAL AT HIV-POSITIVE 
PATIENTS

’Omsk State Medical University, infectious Hospital No. 1, Omsk, Russia

Aim. Study of frequency, the characteristic of lower respiratory tract infections, and results of 
microbiological researches ofbiomaterial at HIV-positive patients. Materials and methods. Materials 
of the Infectious hospital No. 1 of Omsk in 5 years (2012 — 2016) were used. Results. From the 
treated 1926 HIV-positive patients, lower respiratory tract infections occurred in 538 patients. 
45,2% at which lethality was 18,1% fell to the share of bacteriemic pneumonia. The analysis of 
results of microbiological researches of biomaterials at HIV-positive patients was carried out. In 
a sputum Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Enterococcus faecalis and other microor
ganisms was most often allocated. Streptococcus viridans and mushrooms of the sort Candida were 
a frequent find in biomaterial. Conclusion. The received results demand further researches for 
comparison of clinicoradiological implications and result o f a microbiological research of bioma
terials o f HIV-positive patients.

Zh. Mikrobiol. (Moscow), 2018, No. 1, P. 7 6 -8 4

Key words: lower respiratory tract infections, microbiological research, HIV-positive patients, 
bacteriemic pneumonia, sputum, microorganisms

ВВ ЕД Е НИ Е

Инфекции нижних дыхательных путей (ИНДП) являются основной при
чиной заболеваемости и смертности среди людей, живущих с вирусом имму
нодефицита человека. Частота их снизилась после появления высокоактивной 
антиретровирусной терапии, однако у этих пациентов сохраняется крайне 
высокий риск развития данных инфекционных заболеваний по сравнению с 
общей популяцией и имеются более высокие показатели смертности [21].

Эпидемиология ВИЧ-ассоциированных легочных заболеваний является 
комплексной и изменяется под влиянием различных факторов, в частности, 
региональной распространенности возбудителей болезней, таких как тубер
кулез, а также доступности к услугам здравоохранения, в основном, к анти
ретровирусной терапии и антибактериальной профилактике [22].

На первом месте у иммунокомпрометированного населения регистриру
ется туберкулез органов дыхания, развитие которого зависит от уровня СД4+ 
лимфоцитов в крови (менее 350 кл/мкл). На втором месте по частоте инфек
ционной патологии респираторного тракта находятся бактериальные пнев
монии, которые могут встречаться при достаточно высоком количестве СД+ 
лимфоцитов (от 500 кл/мкл и ниже) [7,9]. Основными этиологическими аген
тами ИНДП у ВИЧ-инфицированных больных, по мнению ряда авторов,
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являются Mycobacterium tuberculosis, Pneumocystis carinii, Staphylococcus 
aureus, Streptococcus pneumoniae [3,16]. К редким проявлениям инфекционной 
патологии органов дыхания у пациентов с ВИЧ предлагают относить канди- 
дозное, аспергиллезное, криптококковое поражения [17], а также выделение 
в биологическом материале Mycoplasma pneumoniae, Chlamydia spp. идр. [14]. 
Нередко встречаются смешанные инфекции, что усложняет своевременную 
постановку диагноза [3].

У пациентов с ИНДП на фоне ВИЧ-инфекции регистрируется неблаго
приятный исход, несмотря на интенсивность антибактериальной терапии, что 
объясняется массивностью поражения, сочетанной патологией, экзогенной 
интоксикацией и т.д. [4, 6, 8, 10].

Изучение этиологических агентов ИНДП является важным ориентиром 
эмпирической терапии, оказывает существенное влияние на прогноз пациен
тов и требует постоянного обновления в условиях конкретной территории.

Цель работы — изучение частоты, характеристики инфекций нижних ды
хательных путей, а также результатов микробиологических исследований 
биоматериала у ВИЧ-инфицированных пациентов.

М А Т Е Р И А Л Ы  И МЕТОДЫ

Для работы использовались данные 5 инфекционного отделения (ВИЧ- 
инфекции и СПИД-маркерных заболеваний) и отделения клинико
лабораторной диагностики Инфекционной клинической больницы № 1 Омска 
в период с 01.01.2012 по 01.01.2017 гг.

На первом этапе исследования была проанализирована структура ВИЧ- 
инфицированных пациентов с инфекционной патологией нижних дыхатель
ных путей (п=526). При анализе летальных исходов группа исследования со
ставила 313 чел. без пациентов с выявленным туберкулезом органов дыхания.

На втором этапе проведено сопоставление микробиологических исследо
ваний мокроты, бронхо-альвеолярного лаважа, плеврального экссудата у 
пациентов в группе исследования (п=232) с клинико-рентгенологической 
картиной пневмонии. Приведены данные результата мазка из зева на грибы 
рода Candida.

Критерии включения: ВИЧ-инфекция, наличие рентгенологических из
менений органов дыхания или подозрение на инфекцию нижних дыхательных 
путей.

Поиск микобактериальной культуры первоначально проводился у всех 
ВИЧ-инфицированных пациентов в ИКБ № 1 при исследовании мокроты 
простой микроскопией с окраской по Цилю-Нильсену. Также материал на
правлялся на базу Клинического противотуберкулезного диспансера для про
ведения молекулярно-генетической диагностики (метод ПЦР для обнаруже
ния ДНК МБТ), люминесцентной микроскопии и посева на МБТ на систему 
Bactec. При положительном результате осуществлялась консультация врача 
фтизиатра и перевод в специализированное медицинское учреждение.

Бактериологическое исследование материала проводилось для выделения 
чистой культуры возбудителей и их идентификации. Исследование начиналось 
с первичной микроскопии, что давало ориентировочные представления о на
личии в клиническом материале различных морфологических форм микро
организмов (кроме мазка из зева). Затем проводился первичный посев на 
следующие питательные среды: кровяной агар (для выделения стафилококков 
и стрептококков), сывороточный агар (для роста стрептококков, пневмо
кокков и др), среду Эндо (для бактерий семейства Enterobacteriaceae), среду
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Сабуро (для выделения грибов), шоколадный агар (для выделения и культи
вирования патогенных бактерий). В последующем проводилось накопление 
чистой культуры, изучение комплекса биологических свойств полученного 
материала и окончательная идентификация возбудителя, согласно общепри
нятым алгоритмам микробиологических исследований [2].

Выполненная работа не ущемляла прав, не подвергала опасности пациен
тов в группе исследования. Описательная статистика результатов исследования 
представлена в виде процентных долей и их стандартных ошибок, которые 
рассчитывались по формуле: квадратный корень из [Рх( 100—Р)]/п, где Р — 
процентная доля, п — число наблюдений в группе. Количественные данные 
представлены в виде М±с, где М — среднее арифметическое, а  — стандартное 
отклонение [11].
РЕЗУЛЬТАТЫ И О Б С У Ж Д Е Н И Е

В течение пяти лет в условиях 5 инфекционного отделения ИКБ № 1 Омска 
было пролечено 1926 ВИЧ-инфицированных пациентов.

В ИКБ № 1 пациенты наиболее часто поступали либо по направлению из 
Центра по профилактике и борьбе со СПИД и инфекционными заболева
ниями — 449 (23,3+0,96%), либо переводом из других лечебных учреждений, 
при затяжном течении, трудно дифференцируемой патологии или низкоэф
фективном лечении — 1012 (52,5+1,14%). В иных случаях — 348 (18,1±0,88%) 
больных были доставлены скорой медицинской помощью в связи с ухудше
нием состояния. Оставшиеся 117 (6,1+0,55%) ВИЧ-инфицированных паци
ентов были госпитализированы при самообращении.

Из всех госпитализированных больных лиц с инфекционной патологией 
нижних дыхательных путей (ИНДП) было 538 (27,9± 1,02%) пациентов. 
Наиболее часто из ИНДП регистрировалась бактериальная пневмония — 243 
(45,2+2,15%). Туберкулез органов дыхания, несомненно, встречается доволь
но часто у ВИЧ-инфицированных больных. В нашем исследовании он был 
выявлен у 225 (41,8±2,13%) пациентов, что объясняется проведением диффе
ренциальной диагностики как на догоспитальном этапе, так и в других ста
ционарах терапевтического профиля. Подтвержденная пневмоцистная пнев
мония зарегистрирована у 54 (10,0+1,3%) ВИЧ-инфицированных, а 
ЦМВ-пневмониятолькоу7 (1,3±0,49%). Отсутствие ЦМВ-пневмониив2012 
и 2013 гг. объясняется низкой информированностью, слабой диагностической 
и лабораторной базой в тот период времени. Кандидозная пневмония была 
подтверждена у 8 (1,5±0,52%), а аспергиллезное поражение легочной ткани у 
1 (0,2+0,19%) ВИЧ-инфицированного пациента.

Среди ВИЧ-инфицированных пациентов с ИНДП преобладали лица муж
ского пола 81,6+1,67% (439), женщин было 18,4± 1,67% (99). Средний возраст 
мужчин в группе исследования составил 37,1+7,2 лет, женщин — 31,9±3,3 лет. 
Средний срок от момента выявления ВИЧ-инфекции до госпитализации в 
стационар составил 2,8+1,3 лет.

При анализе больных ВИЧ-инфекцией были установлены следующие 
клинико-патогенетические варианты заболевания в соответствии с класси
фикацией [5]. Наиболее часто ИНДП встречались у пациентов с 4Б (253; 
47,0+2,15%) и 4А(198; 36,7±2,08%) стадиями ВИЧ-инфекции. Реже зареги
стрированы стадии 4В — у 74 (13,8± 1,48%) больных и 2В — у 13 (2,4±0,66%) 
ВИЧ-инфицированных. Уровень СД4+лифоцитов в группе исследования со
ставил 88,89±32,08 кл/мкл, а вирусная нагрузка РКН ВИЧ составляла 
1 617 006+817 565,4 копий/мл крови.
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В дальнейшем мы проанализировали летальные исходы у пациентов с 
ИНДП (п=313), исключая группу больных с верифицированным туберкуле
зом, которые были переведены в специализированное медицинское учрежде
ние. Всего в течение 5 лет было зарегистрировано 70 неблагоприятных исходов 
у ВИЧ-инфицированных с ИНДП. У пациентов с бактериальными пневмо
ниями отмечено 44 (18,1±2,47%) летальных исхода, у больных с пневмоцист- 
ной пневмонией — 18 (33,3±6,42%). Кандидозное поражение легочной ткани 
привело к смертельному исходу у 3 (37,5±17,12%) больных ВИЧ-инфекцией. 
Наименьшая выживаемость наблюдалась у больных с ЦМВ-пневмонией — 
71,4±17,07% (5).

Летальность при бактериальных пневмониях у ВИЧ-инфицированных 
больных по результатам нашего исследования составила 18,107%, от пневмо- 
цистных пневмоний — 33,33%, при ЦМВ-пневмониях — 71,43%, при канди- 
дозном поражении легочной ткани — 37,5%. Всего летальность при ИНДП 
составила 22,37%.

На следующем этапе был проведен анализ микробиологического исследо
вания мокроты и другого материала в группе пациентов с бактериальными 
пневмониями.

Наиболее частым методом диагностики и верификации заболеваний ор
ганов дыхания является микробиологическое исследование мокроты в виду 
его доступности и простоты забора материала.

Возбудителей ИНДП делят на три группы, согласно их приоритетности. 
К наиболее патогенным относятся Staphylococcus aureus, Haemophilus 
influenzae, Klebsiella pneumoniae, Streptococcus pneumoniae. Микроорганизмы 
среднего уровня патогенности в развитии ИНДП являются Candida albicans, 
Moraxella (Branhamella) catarrhalis, энтеробактерии, а низкого — Mycoplasma 
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Chlamydia spp., Legionella pneumophila и 
ряд других микроорганизмов [12]. Также известно, что при обнаружении 
микроорганизмов в разведении 105 КОЕ/мл результат оценивается как конта
минация мокроты. Клинически значимым числом для мокроты является 106— 
107 КОЕ/мл. Для бронхиальных смывов после бронхо-альвеолярного лаважа 
-  104-  105 КОЕ/мл.

Из проанализированного 251 результата микробиологическое исследова
ние мокроты проведено в 235 случаях, бронхо-альвеолярного лаважа — в 13, 
плеврального экссудата — в 2 случаях.

Роста микрофлоры при исследовании мокроты не было выявлено в 38 
(15,1+2,26%) образцах. У 89 (35,5±3,02%) больных в мокроте были обнаруже
ны Streptococcus viridans в различных разведениях (чаще от 106), которые, как 
известно, являются симбионтами микрофлоры верхних дыхательных путей. 
Также часто в мокроте выявлялась С. albicans— у 92 (39,1 ±3,18%) ВИЧ- 
инфицированных пациентов (от единичных колоний — 56 колоний до мас
сивного роста), С. krusei — у 27 (11,5±2,08%) (от 103 КОЕ/мл до массивного 
роста), С. glabrata — у 4 (1,7±0,84%) (все Ю5КОЕ/мл), С. tropicalis — у 1 
(17,0+2,45%) (104КОЕ/мл) иммунокомпрометированного больного. При про
ведении мазка из зева грибы рода Candida встречались у 139 (59,1+3,21%) 
больных, что объясняется развитием кандидоза ротоглотки при выраженном 
иммунодефицитом состоянии больных. Поэтому выделение Streptococcus 
viridans и грибов рода Candida не являлось абсолютным доказательством на
личия ИНДП у ВИЧ-инфицированных больных.

Наиболее часто встречались комбинации Streptococcus viridans и гри
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Результаты микробиологического исследования мокроты у ВИЧ- 
инфицированных пациентов с ИНДП (п=235)

бов рода Candida — у 51 
(21,7+2,69%) больного. В 
некоторых случаях у 32 
ВИЧ-инфицированных па
циентов, несмотря на ре
зультат микробиологиче
ского исследования (на
личие условно патогенной 
флоры), наблюдалась кли
нико-рентгенологическая 
картина пневмоний пре
имущественно нижнедо
левой (правосторонней у 
25, левосторонней у 8).

Среди патогенной фло
ры наиболее часто опреде
лялся рост S. aureus в 19 
случаях (табл.). Указанный возбудитель у ВИЧ-инфицированных больных 
часто является проявлением сепсиса [3]. Этим же коллективом авторов от
мечено, что в 30,1% случаев возбудителем ИНДП являлся S. pneumoniae, од
нако в нашем исследовании указанная флора не была выявлена ни в одном 
случае.

Нередко в мокроте определялась Pseudomonas aeruginosa (2,6+3,21%), 
являющаяся частой причиной заболеваний органовдыхания [1].

Enterococcus faecalis является представителем нормальной микрофлоры 
кишечника человека, который в определенных условиях вызывает различные 
инфекции, в том числе пневмонии и сепсис, характеризующийся высокой 
устойчивостью к противомикробным препаратам и 24% летальностью в тече
ние месяца [24]. Е. faecalis был выявлен у 5,1 ±1,44% ВИЧ-инфицированных 
пациентов с признаками ИНДП.

Streptococcus pyogenes является одним из основных возбудителей инфек
ционной патологии человека, вызывающих широкий спектр гнойных и не
гнойных заболеваний, например, фарингит, рожистое воспаление, сепсис, 
менингит, пневмонию, и особенно тяжелые проявления некротизирующего 
фасциита и синдрома стрептококкового токсического шока [18]. У пациентов 
с ВИЧ-инфекцией колонизация данного возбудителя проявляется наиболее 
тяжелой клинической картиной [23]. В нашем исследовании S. pyogenes был 
выделен в мокроте у 3,8+1,25% иммунокомпрометированных больных с 
клинико-рентгенологически подтвержденным распространенным тяжелым 
течением внебольничной пневмонии.

Кишечно-ассоциированная лимфоидная ткань, крупная составляющая 
лимфоидной системы, является основным местом синтеза ВИЧ, что приво
дит к ее истощению, в первую очередь, CD4+ Т-клеток, т.е. СР4-экспрес- 
сирующих Т-клетки, расположенные в собственной пластинке слизистой 
оболочки, взаимодействующих с антигенами и микробными телами. Мас
штаб истощения оказывает негативное влияние на иммунную систему 
человека, что, по мнению многих авторов, объясняет возникновение ин
фекционной патологии кишечника у ВИЧ-инфицированных больных [19, 
23].

В нашем исследовании клебсиеллезная пневмония была подтверждена у
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Возбудитель
Степень разведения Частота

min КОЕ/мл max КОЕ/мл абс (%)

Staphylococcus aureus 104 108 19 (8,J ±1,78)
Klebsiella pneumoniae 104 107 17 (7,2±1,69)
Pseudomonas aeruginosa 106 108 6(2,6+3,21)
Streptococcus pyogenes 104 108 9 (3,8±1,25)
Enterobacter cloacae 107 107 2 (0,9±0,6)
Enterococcus faecalis 106 107 12 (5,1±1,44)
Escherichia coli 105 106 7 (3,0±1,11)
Salmonella enteritidis 105 105 2 (0,9+0,6)
Staphylococcus epidermidis 106 107 3 (1,3±0,73)
Staphylococcus haemolyticus 107 107 2 (0,9±0,6)
Cryptococcus 
(подтвержденные ПЦР)

104 106 3 (1,3±0,73)

Плесневые грибы массивный
рост

2 (0,9±0,6)



7,2±1,69% больных. Выделение в мокроте Escherichia coli наблюдалось у 
3,0+1,11%, Enterobacter cloacae и Salmonella enteritidis — у 0,9±0,6% ВИЧ- 
инфицированных пациентов с клиническими проявлениями ИНДП.

Стафилококки как повсеместно распространенная грамположительная 
кокковая флора встречаются на всем протяжении желудочно-кишечного 
тракта, слизистых и т.д. Несмотря на то, что Staphylococcus epidermidis явля
ется симбионтом микрофлоры кожи человека, он был обнаружен в мокроте у 
1,3+0,73% ВИЧ-положительных пациентов в 106~7 КОЕ. У этих же больных в 
дальнейшем был установлен ангиогенный сепсис. Staphylococcus haemolyticus 
является частым возбудителем ангины, фарингитов, бронхита, пневмоний, а 
у детей нередко причиной сепсиса [15]. При микробиологическом исследова
нии мокроты S. haemolyticus был выделен у 0,9+0,6% ВИЧ-инфицирован
ных пациентов в значимом разведении — 107 КОЕ.

Люди подвергаются воздействию грибков в течение всей жизни через вды
хание, пищеварения и/или травматической инокуляции грибных частиц. 
Подавляющее большинство этих встреч проходит бессимптомно, и меньше 
чем 100 из примерно 5 миллионов видов грибов могут вызывать инфекцион
ные заболевания человека. Грибы могут либо существовать в виде сферических 
дрожжевых клеток (например, Cryptoccocus) или как формы, которые обра
зуют ветвящиеся трубчатые гифы (например, грибов Aspergillus fumigatus) 
[20].

Патогенные грибки вызывают целый ряд синдромов у иммунокомпетент- 
ных и ослабленным иммунитетом лиц с опасным для жизни заболеванием, в 
первую очередь, у ВИЧ-инфицированных. Дрожжеподобные грибы рода 
Cryptococcus у иммунокомпетентных лиц могут стать причиной различных 
оппортунистических инфекций, из которых наиболее тяжелым является крип
тококковый менингит [13]. Дрожжеподобные грибы рода Cryptococcus были 
выявлены в мокроте у 1,3+0,73% ВИЧ-инфицированных пациентов, которые 
в дальнейшем были подтверждены методом ПЦР диагностики. У этих больных 
был повторно выделен С. neoformans в крови и ликворе, что подтвердило раз
витие генерализованного криптококкоза, в том числе с поражением легочной 
ткани.

Массивный рост плесневых грибов был заподозрен у 0,9±0,6% ВИЧ- 
инфицированных больных. В обоих случаях было проведено серологическое 
исследование на антитела к грибам Aspergillus fumigatus, в результате которо
го наличие грибов подтвердилось.

В некоторых случаях встречалась ассоциация патогенных микроорга
низмов в мокроте. По одному случаю были зарегистрированы сочетания Е. 
faecalis и К. pneumoniae, S. enteritidis и S. aureus, S. pyogenes и S. aureus 
(0,4±0,42%).

При исследовании бронхо-альвеолярного лаважа (п=13) были верифици
рованы следующие микроорганизмы: К. pneumoniae — у 5 (38,5± 13,49%), Р. 
aeruginosa — у 3 (23,1±11,69%), S. pyogenes — у 2 (15,4±10,01%), Е. faecalis — у 
2 (15,4± 10,01%) и Е. coli — у 1 (7,7±7,39%) ВИЧ-инфицированного па
циента.

При микробиологическом исследовании плеврального экссудата (п=2) 
были выделены культуры S. enteritidis и К. pneumoniae (50,0±35,36%).

Примечательно, что у одной пациентки, с выявлением S. enteritidis в мо
кроте и плевральной жидкости, а у другой в мокроте и крови был диаг
ностирован сальмонеллезный сепсис, закончившийся летально в обоих слу
чаях.
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Таким образом, ИНДП встречаются почти у каждого третьего ВИЧ- 
инфицированного пациента, обратившегося за медицинской помощью, сре
ди которых превалирует бактериальное поражение респираторного тракта с 
летальностью 22,4%.

У всех ВИЧ-инфицированных пациентов с наличием клинико-рентге
нологических проявлений ИНДП необходимо в первые сутки госпитализации 
проводить исследование мокроты на микрофлору, что поможет в выборе даль
нейшей тактики лечения. При невозможности исследования мокроты необ
ходимо провести забор бронхо-альвеолярного лаважа, что только повысит 
качество микробиологического результата исследования.

Разнообразие возбудителей в биологических материалах у ВИЧ- 
инфицированных пациентов диктует проведение дальнейших научных ис
следований для разработки алгоритмов диагностики и лечения ИНДП.
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Н.П.Храпова, Л.К.Меринова, Т.В.Замарина, Д.М.Фролов, Т.В.Сенина, И.И.Корсакова

ПРИМЕНЕНИЕ РЕАКЦИИ ЛАТЕКС-АГГЛЮТИНАЦИИ НА ОСНОВЕ МОНО
КЛОНАЛЬНЫХ АНТИТЕЛ ДЛЯ ОБНАРУЖЕНИЯ И ИДЕНТИФИКАЦИИ 
ВОЗБУДИТЕЛЯ МЕЛИОИДОЗА В ПРОБАХ С ОБЪЕКТОВ ВНЕШНЕЙ СРЕДЫ 
И БИОЛОГИЧЕСКОГО МАТЕРИАЛА

Волгоградский научно-исследовательский противочумный институт

В обзоре обобщены основные сведения о разработке и диагностических возможностях 
реакции латекс-агглютинации (РЛА), применяемой для целей обнаружения и последую
щей идентификации возбудителя мелиоидоза. Как свидетельствуют опубликованные 
данные, применение мелиоидозных моноклональных антител различной эпитопной на
правленности для изготовления суспензионного носителя — основного детектирующего 
ингредиента этой реакции, способствует повышению диагностических возможностей 
данного метода (его чувствительности и специфичности), что неоднократно было под
тверждено специалистами, работавшими как в зонах эндемичного распространения 
Burkholderia pseudomallei, так и вне этих территорий. Как отметило большинство авторов 
публикаций, после внедрения этой реакции в практическую работу профильных лабора
торий, низкозатратная коммерческая продукция (тестовый набор реагентов для реакции 
латекс-агглютинации) может найти широкое применение как в стационарных, так и мо
бильных лабораториях. Несомненными достоинствами метода являются его простота, 
наглядность, пригодность для работы с различными образцами с объектов внешней сре
ды и биологического материала, а также полученные доказательства возможности ис-
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пользования РЛА для обеспечения эффективной дифференциации В. pseudomallei от 
авирулентных родственных бактерий и выявления возбудителя на ранних стадиях забо
левания за относительно короткие промежутки времени, что делает ее перспективным 
методом диагностики мелиоидоза, потенциально смертельной инфекции, требующей 
раннего начала соответствующей антибиотикотерапии.
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The review summarizes the basic information on the development and diagnostic capabilities 
of the latex agglutination test (LAT), used for detection and subsequent identification of melio
idosis pathogen. According to the published literature, the use of melioidosis monoclonal antibod
ies of various epitope direction for coat the latex beads (suspension carrier), the main detection 
ingredient of this reaction, contributes to an increase in the diagnostic capabilities of this method: 
its sensitivity and specificity, which has been repeatedly confirmed by specialists working both in 
endemic zone distribution of Burkholderia pseudomallei and outside these territories. As most 
authors of the publications noted, after introduction of this reaction into practical work of profile 
laboratories, low-cost commercial products (test set o f reagents for latex agglutination reaction) 
can find wide application both in stationary and mobile laboratories. The undoubted merits of the 
method are its simplicity, clarity, suitability for working with various samples from objects of the 
external environment and biological material, as well as obtained evidence of the suitability of LAT 
to ensure effective differentiation of B. pseudomallei from avirulent related bacteria and detection 
of the causative agent in the early stages of the disease for relatively short intervals, which makes 
it a promising method for diagnosing melioidosis, a potentially fatal infection requiring an early 
onset appropriate antibiotic therapy.
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Возбудитель мелиоидоза (Burkholderia pseudomallei) — микроорганизм II 
группы патогенности (опасности) для человека, внесенный в список «В» ве
роятных агентов биотерроризма [9, 17]. Согласно зарубежной градации этот 
микроорганизм классифицируют как «агент выбора первого уровня» (Tier 1 
select agent) [ 15,20]. В род Burkholderia входят также филогенетически близкие 
виды Burkholderia mallei и Burkholderia thailandensis, отличающиеся от воз
будителя мелиоидоза по признакам патогенности и способности к существо
ванию во внешней среде [1,21].

Степень риска предполагаемой реализации применения В. pseudomallei в 
качестве биологического агента неизвестна, поэтому основное внимание спе
циалистов, занимающихся вопросами индикации возбудителей особо опасных 
инфекционных болезней, сконцентрировано на вопросах эффективности, 
доступности и безопасности лабораторных методов экспресс-обнаружения и 
последующей достоверной идентификации возбудителя мелиоидоза.

Эндемичные территории распространения В. pseudomallei находятся,
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преимущественно, в северо-восточном Таиланде и в районе северной терри
тории Австралии [10, 12]. Не остаются без внимания сведения о тенденции 
глобального распространения В. pseudomallei и расширения географических 
зон обитания этого микроорганизма [11,13]. Все чаще появляются сообщения 
о регистрируемом росте числа спорадических случаев заболевания мелиоидо
зом в различных странах за пределами Азиатско-Тихоокеанского региона, в 
том числе в Европе, Индии, Северной и Южной Америке, Западной Африке, 
что вызывает повышенную настороженность профильных специалистов, за
нимающихся вопросами эпиднадзора за мелиоидозной инфекцией [21].

В гиперэндемичных регионах Таиланда при септицемической форме ме
лиоидоза в течение первых 48 ч после госпитализации летальность может 
достигать 90% при отсутствии лечения [10]. В связи с этим, врачи уделяют 
повышенное внимание вопросам ранней диагностики заболевания, так как 
она способствует своевременному началу антибиотикотерапии и в ряде слу
чаев может привести к существенному снижению летальности, по крайней, 
мере наполовину [31]. В то же время, следует обратить внимание на мнение 
профессионалов, анализирующих состояние диагностики мелиоидоза в кли
нических лабораториях различного уровня, работающих за пределами энде
мичных регионов, сотрудники которых не располагают всем набором совре
менных средств (питательных сред, диагностических наборов), необходимых 
для работы с первичными образцами проб, предположительно контаминиро- 
ванных патогенными буркхольдериями. В подобных случаях неидентифици- 
рованные изоляты из лабораторий первичного уровня необходимо направлять 
в Референс-центры для окончательной идентификации полученной пробы 
[17]. Т. Inglis et al. отметили также, что этиологический агент мелиоидоза, В. 
pseudomallei, может оказаться трудным объектом для надежной идентифика
ции в обычных клинических лабораториях вследствие ограниченного опыта 
микробиологов в части практической работы с патогенными буркхольдерия
ми и недостатка утвержденных диагностических реагентов. Все это препят
ствует быстрому обнаружению В. pseudomallei [18].

Современные схемы индикации и идентификации возбудителя мелиои
доза, перечни методов и средств, применяемых на этапах проведения диа
гностики, включающей клинические, эпидемиологические и диагностические 
(этиологические) критерии тестирования различных проб, постоянно попол
няются вновь разрабатываемыми и апробируемыми не только высокотехно
логичными методами, но и относительно простыми в исполнении методами, 
доступными для применения как в стационарных лабораториях любой степе
ни оснащенности, так и в полевых условиях [2, 3, 7,21,26].

В последнее время заметно повысился интерес к внедрению в практику 
суспензионных латексных носителей для методов обнаружения возбудителей 
особо опасных инфекций, в том числе возбудителя милиоидоза. Этому спо
собствовал ряд причин: повышение качества синтетических носителей, в 
частности, латексных частиц целевого назначения, накопление сведений о 
преимуществах применения моноклональных антител (МКА) по сравнению 
с поликлональными антителами в качестве детектирующего агента в реакции 
латекс-агглютинации [6,27], а также доказательства успешной лиофилизации 
суспензионных частиц, нагруженных МКА заданной специфичности, без по
тери иммунологической активности, что особенно важно для работы в усло
виях чрезвычайных ситуаций. Известно, что для постановки правильного 
диагноза необходимым условием является выделение чистой культуры, «зо
лотого стандарта диагностики», которое при традиционном выполнении
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культивирования изучаемых образцов материала требует не менее 3 — 4 суток. 
Стала очевидной необходимость разработки быстрого, эффективного, высо
кочувствительного и специфичного метода, отвечающего современным тре
бованиям, воспроизводимого как в условиях стационарной, так и мобильной 
лаборатории, простого в постановке и учете результатов.

Как свидетельствуют данные многочисленных исследований, проводив
шихся большей частью специалистами, работавшими в зонах эндемичного 
распространения возбудителя мелиоидоза, этим критериям соответствовала 
реакция латекс-агглютинации (РЛА) с применением МКА к диагностически 
значимым антигенным мишеням, чаще всего к экзополисахариду 200 kDa, 
ЛПС или белку наружной мембраны 30 kDa В. pseudomallei [14,16,29]. Одной 
из первых публикаций, посвященных разработке теста латекс-агглютинации 
на основе МКА к экзополисахариду с м.м. >150 kDa для ускоренной иденти
фикации В. pseudomallei, была статья I. Steinmetz et al. [29]. Авторы этой ра
боты с помощью РЛА изучили 74 штамма В. pseudomallei, изолированные из 
внешней среды и клинического материала, отобранные в районах Юго- 
Восточной Азии, северной территории Австралии и Африки. Четкая специфи
ческая агглютинация была зарегистрирована в реакциях с вирулентными 
Ага" штаммами В. pseudomallei, но не с Burkholderia подобными авирулентны- 
ми изолятами (Ага+), в частности не с В. thailandensis и другими видами бак
терий. Впервые о возможности дифференциации таких штаммов в лаборатор
ных условиях сообщили V. Wuthiekanum et al. [32, 34] и M.D. Smith et al. [28], 
которые установили, что авирулентные штаммы (Ага+), изолированные из 
внешней среды, способные ассимилировать L-арабинозу, отличаются от ви
рулентных клинических изолятов В. pseudomallei (Ага") тем, что они не об
ладают таким свойством. Позже после получения МКА к экзополисахариду 
В. pseudomallei с м.м. 200 kDa и их использования для диагностических целей 
было установлено, что дифференциацию вирулентных (Ага") и авирулентных 
(Ага+) штаммов В. pseudomallei можно осуществлять по признаку наличия или 
отсутствия этого антигена на поверхности бактериальной клетки соответствен
но [8,25], что впоследствии было многократно подтверждено специалистами, 
работавшими в эндемичных районах распространения возбудителя мелиои
доза [29, 32]. Преимущества использования МКА для приготовления латекс
ного диагностикума стали очевидны в сравнении с применением поликло
нальных антител, так как ранее РЛА, разработанная с применением 
поликлональной смеси иммуноглобулинов, не обеспечивала эффективную 
дифференциацию В. pseudomallei и В. thailandensis [6,27]. Важным итогом этих 
работ явились доказательства того, что РЛА на основе МКА — простой, бы
стрый и высокоспецифичный способ идентификации культур В. pseudomallei, 
изолированных из проб клинического материала и образцов почвы, собранных 
в различных географических регионах [25, 30].

Мишенями для идентификации В. pseudomallei в пробах клинического 
материала могут служить различные диагностически значимые антигены воз
будителя мелиоидоза, в том числе, белок наружной мембраны с м.м. 30 kDa, 
локализованный на поверхности этих бактерий [16, 22]. Антиген 30 kDa, по 
данным авторов, накапливается в жидкой среде культиирования буркхольде- 
рий. Установлено, что МКА к данному белку в реакции агглютинации (РА) 
взаимодействовали с В. pseudomallei, но не с В. thailandensis [22]. Использова
ние этих MICA в реакции агглютинации с клиническими изолятами позволи
ло авторам в 243 случаях получить положительные результаты [23]. РА с дру
гими видами грамотрицательных бактерий оказались негативными, за
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исключением положительной РА с одним штаммом возбудителя сапа В. mal
lei. Отмечено также, что МКА этого типа обладали кросс-реактивностью в 
отношении грамположительных Bacillus spp. и Streptococcus pyogenes. При 
использовании вышеназванных МКА в качестве основы при разработке РЛА 
чувствительность реакции достигла 100%, а специфичность колебалась в диа
пазоне от 85,96 до 96,49% в зависимости от режима предварительного под
ращивания тестируемой пробы. Получены доказательства того, что сочетанное 
применение культурального метода в режиме подращивания исследуемого 
материала с последующей постановкой РЛА можно применять для ускоренной 
диагностики мелиоидоза в обычной бактериологической лаборатории. Этот 
метод позволяет сокращать время обнаружения искомых бактерий в пробе 
крови, по крайней мере, на 2 дня по сравнению с традиционным культураль
ным методом.

Диагностическая ценность РЛА была подтверждена также двумя незави
симыми группами исследователей из Таиланда. Первая группа [14] для быстрой 
идентификации В. pseudomallei разработала тест-набор для РЛА на основе 
МКА Bps-Ll к липополисахаридному (ЛПС) антигену возбудителя мелиои
доза. Этот набор реагентов был использован при проверке 88 образцов проб 
крови пациентов, предположительно больных мелиоидозом. В 96,8% случаев 
в исследованных образцах был выявлен ЛПС возбудителя мелиоидоза и под
тверждена специфичность использованных диагностических реагентов. 
Оценивая полученные результаты, авторы работы пришли к заключению о 
том, что выявление ЛПС В. pseudomallei в РЛА с применением суспензионно
го носителя, нагруженного МКА, гомологичными данному антигену, целе
сообразно применять для быстрой идентификации бактерий в образцах куль
тивируемых проб крови больных с септикопиемической формой заболевания. 
Работа участников второй группы [24] также была связана с обследованием 
больных септицемическим мелиоидозом. После разработки теста латекс- 
агглютинации (Mab-LA) на основе смеси из трех вариантов МКА различной 
эпитопной направленности его применили для тестировании 396 гемокультур 
с положительным бактериальным ростом, из числа которых 75 культур, со
гласно данным общепринятых биохимических тестов, являлись представите
лями вида В. pseudomallei. Чувствительность и специфичность теста Mab-LA 
составила 95% и 100% соответственно. Метод был признан надежным и удоб
ным для ускоренной диагностики острой формы мелиоидоза, позволяющим 
сократить время, которое обычно используют для воспроизведения традици
онной схемы лабораторного анализа (3 — 4 дня), до 30 ч. При этом отмечено, 
что большая часть этих 30 ч уходит на подращивание достаточного количества 
бактерий для постановки реакции Mab-LA, которая сама по себе требует не 
более 5 минут.

Одно из наиболее масштабных исследований проб клинического мате
риала больных с приобретенной септицемией было проведено в Таиланде [5]. 
Для быстрой идентификации В. pseudomallei авторы публикации использова
ли тест латекс-агглютинации, разработанный на основе одного из вариантов 
МКА, взаимодействующих с антигеном 200 kDa возбудителя мелиоидоза. 
Исследованию подлежали 1369 изолятов, выделенных после культивирования 
образцов крови больных септицемией, поступивших из 12 госпиталей, нахо
дившихся на территории северо-восточного региона Таиланда. В результате 
культивирования исследуемого материала процент идентифицированных 
штаммов В. pseudomallei из общего числа 1369 изолятов составил 15% (204 
изолята). При проверке этих штаммов в реакции латекс-агглютинации были
88



получены 194 положительных результата. Чувствительность реакции достигла 
95%, что сравнимо с чувствительностью методик выделения чистых культур, 
а также совпала с результатами биохимических тестов. Авторы подтвердили 
высокую степень воспроизводимости данного метода, не требующего доро
гого и сложного оборудования, его экономичность и простоту в исполне
нии.

Позже сопоставимое по объему исследование, направленное на выявление 
и идентификацию В. pseudomallei в пробах крови септицемических больных, 
было предпринято Ekpo R et al., которые использовали РЛА на основе МКА 
к белку 30 kDa для обнаружения В. pseudomallei в культивируемых образцах 
крови 1139 пациентов с приобретенной септицемией [16]. Согласно более 
ранним исследованиям, примененный диагностикум выявлял только виру
лентные, не утилизирующие арабинозу (Ага-) клинические изоляты, и не 
взаимодействовал с другими грамотрицательными бактериями, включая В. 
thailandensis. Чувствительность и специфичность реакции были равны 96,75% 
и 99,61% соответственно. При проведении исследования авторы использова
ли ранее разработанную методику подращивания образцов крови больных, 
доставленных из 11 госпиталей регионального и провинциального уровня, 
расположенных на северо-востоке Таиланда [24]. Из 1139 протестированных 
образцов 123 были идентифицированы как В. pseudomallei, из которых в РЛА 
119 образцов продемонстрировали положительные результаты. Четыре об
разца выдали ложноположительные ответы, похожие на результаты, зареги
стрированные ранее, обусловленные перекрестной активностью МКА 30 kDa 
в отношении стрептококка группы А и Bacillus spp. При использовании РЛА 
для идентификации В. pseudomallei напрямую без подращивания в 309 об
разцах среды культивирования крови, полученных из двух региональных 
больниц, были зарегистрированы положительные результаты, при этом по
казатели чувствительности и специфичности соответствовали 95,24 и 99,65%. 
Один образец с ложноположительным результатом в РЛА сравнили с резуль
татами биохимических тестов и установили, что перекрестная активность 
была обусловлена присутствием в пробе стрептококка группы А. Ранее авторы 
данной работы установили повышение специфичности РЛА при исследовании 
проб, прошедших два этапа подращивания: первый — в среде для культиви
рования проб крови больного, второй — дополнительный этап подращивания 
в сердечно-мозговом бульоне (BHIB), по сравнению с тестированием первич
ного высева на этапе культивирования (96,49% против 85,96%). При сравне
нии данных, полученных в исследовании, о котором идет речь, с ранее опу
бликованными результатами группы N. Anuntagool et al. [5], применявшими 
для изготовления латексного диагностикума МКА к 200 kDa антигену, уста
новлено, что как в первом, так и во втором исследовании результаты РЛА 
были сопоставимыми. В целом, РЛА с применением МКА к белку наружной 
мембраны 30 kDa В. pseudomallei хорошо себя проявила в условиях диагно
стических лабораторий в сельской местности, обеспеченных минимумом 
оборудования и относительно мало подготовленным персоналом. Авторам 
удалось получить доказательства пригодности РЛА для обеспечения эффек
тивной дифференциации В. pseudomallei от авирулентных родственных бак
терий и выявления возбудителя на ранних стадиях заболевания за относитель
но короткие промежутки времени, что делает ее перспективным методом 
диагностики мелиоидоза [16].

Простой, надежный и оригинальный способ дифференциации В. pseudo
mallei и В. thailandensis был предложен V. Wuthiekanun et al. [32]. Его особен
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ность состояла в одновременном применении двух тест-систем для ла
текс-агглютинации, приготовленных на основе МКА. Анти-ЛПС система 
взаимодействовала как с В. pseudomallei, так и с В. thailandensis, в то время как 
МКА к экзополисахариду агглютинировали только возбудитель мелиоидоза. 
В сравнении с классическими биохимическими тестами этот метод обладает 
высокой степенью воспроизводимости результатов и точностью. Он особенно 
полезен для идентификации буркхольдерий в образцах внешней среды, кото
рые могут содержать как тот, так и другой микроорганизмы, например, об
разцы почвы из района эндемичного распространения В. pseudomallei, в ко
торой возможно присутствие В. thailandensis.

Несмотря на то, что многие исследователи сообщали об эффективности 
применения РЛА для идентификации В. pseudomallei и отмечали ее высокую 
чувствительность и специфичность, этот метод пока не вышел за пределы 
регионов эндемичного распространения В. pseudomallei. Коммерческий диа
гностический набор реагентов для РЛА был разработан и апробирован, по- 
видимому, только в Австралии [18].

Большой интерес представляют исследования, посвященные сравнитель
ному анализу методов, применяемых для точной идентификации В. pseudo
mallei [4], в частности системы API 20NE и реакции латекс-агглютинации с 
применением MICA к экзополисахариду 200 kDa. При апробации API 20NE 
системы для идентификации Burkholderia spp. корректная идентификации В. 
pseudomallei была получена в 99% случаев при тестировании 800 изолятов 
этого микроорганизма, а при тестировании 19 изолятов В. cepacia правильный 
ответ был получен в 17 случаях (89%). При этом стало очевидно, что данная 
система не позволяет дифференцировать В. pseudomallei и В. mallei, а также 
не пригодна для идентификации изолятов В. thailandensis. В то же время, ре
акция латекс-агглютинации была положительной в 796 из 800 (99,5%) случаев 
при работе с В. pseudomallei и отрицательной при проверке других 120 
оксидазо-положительных грамотрицательных бактерий. Обобщая результаты 
работы, авторы данной публикации подчеркнули несколько важных момен
тов, сопряженных с характером выполненных исследований. Важно иметь в 
виду, что прямое сравнение РЛА с системой API 20NE невозможно, так как 
она не обеспечивает альтернативную бактериальную идентификацию нега
тивных изолятов; РЛА — высокочувствительная и специфичная реакция для 
идентификации В. pseudomallei, но она не способна дифференцировать В. 
pseudomallei и В. mallei. После внедрения этой реакции в практическую рабо
ту профильных лабораторий низкозатратная коммерческая продукция (тесто
вый набор реагентов для реакции латекс-агглютинации) может найти широкое 
применение как в стационарных, так и мобильных лабораториях.

Альтернативой автоматизированным методам обнаружения буркхольдерий 
является прямое тестирование пробы с целью выявления в ней антигена с по
мощью иммунофлуоресцентного метода или реакции агглютинации [19, 33]. 
Быстрое иммунофлуоресцентное обнаружение В. pseudomallei и В. mallei при
меняют при исследовании клинических образцов до того, как будет выделена 
чистая культура. Как было установлено, прямой метод флуоресцирующих 
антител (МФА) высокоспецифичен при поиске В. pseudomallei в образцах 
клинического материала (>99%). Однако, поданным V.Wuthiekanun et al. [33], 
чувствительность этого метода в конкретных условиях оказалась ниже (66%). 
При этом РЛА на основе поли- и моноклональных антител против В. pseudo
mallei проявила 100% чувствительность и 90% специфичность при тестирова
нии образцов культуральной среды, в которую была засеяна проба крови 
больного [19]. В связи с этим, следует согласиться с суждением о том, что
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быстрый и высокочувствительный тест необходим для клинических лабора
торий и оперативного применения в полевых условиях [15, 26]. Относительно 
недавно В. Duval et al. разработали тест латекс-агглютинации, с помощью 
которого возможна идентификация как В. pseudomallei, так и В. mallei изо
лятов [15]. В этом тесте авторы использовали МКА, которые специфичны в 
отношении капсульного полисахарида, продуцируемого В. pseudomallei и 
В. mallei, но отсутствующего у близкородственных видов буркхольдерий. Всего 
были протестированы 110 штаммов В. pseudomallei и В. mallei и 36 штаммов 
близкородственных бактерий. При постановке реакции с В. pseudomallei и 
В. mallei (110) были получены 109 положительных результатов, чувствитель
ность реакции составила 99,1%. По мнению авторов, именно быстрые диа
гностические тесты для идентификации патогенных буркхольдерий явятся 
существенным подспорьем для специалистов в условиях состоявшегося био- 
террористического события. В целом, разработанная реакция окажется наи
более востребованной в клинических лабораториях [15].

Что касается лабораторий первичного уровня, то до тех пор, пока совре
менные диагностические системы не станут для них доступными, основной 
объем работы с пробами материала, подозрительного на принадлежность к В. 
pseudomallei, будет состоять из определения минимального набора феноти
пических признаков этого микроорганизма и выполнения биохимических 
тестов, применяемых при постановке ориентировочного диагноза.
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ТЕКЦИИ БАКТЕРИАЛЬНЫХ ТОКСИНОВ
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Токсины — высокомолекулярные соединения, образуемые микроорганизмами, жи
вотными, растениями и обладающие антигеными свойствами. В последнее время в связи 
с возникшей угрозой террористических действий идентификация ряда бактериальных 
токсинов становится особенно актуальной. Новый подход в идентификации токсинов 
связан с развитием масс-спектрометрии и позволяет успешно проводить анализ большин
ства природных токсинов. Метод MALDI-MS позволяет проводить детекцию таких ток
синов, как Shiga-toxin Escherichia coli, delta-toxin Staphylococcus aureus, цитотоксин Bacillus 
cereus, ботулинический нейротоксин, холерный токсин. Аналитические и диагностические 
характеристики метода, простота и скорость исследования свидетельствуют о перспекти
ве внедрения метода в практику лабораторной диагностики при определении токсино- 
продукции исследуемых микроорганизмов.
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Ключевые слова: MALDI-MS спекрометрический анализ, времяпролетная масс- 
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BACTERIAL TOXINS
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Toxins — molecular weight compounds produced by microorganisms, animals, plants and 
possessing antigene properties. Recently due to the perceived threat of terrorist actions identifica
tion of a number of bacterial toxins is especially important. A new approach in the identification 
of toxins associated with the development of mass spectrometry and can be successfully used for 
analysis o f most environmental toxins. The method of MALDI-MS allows the detection of toxins 
such as Shiga-toxin Escherichia coli, delta-toxin of Staphylococcus aureus, Bacillus cereus par
ticular, botulinum neurotoxin, cholera toxin. Analytical and diagnostic characteristics of the 
method, the simplicity and speed studies indicate the long term implementation of a method in 
the practice of laboratory diagnostics in determining toxinproducing of the studied microorga
nisms.
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matrix, calibrant, Mascot, identification

Токсины — высокомолекулярные соединения, образуемые микроорганиз
мами, животными, растениями, обладающие антигенными свойствами и 
сильным токсическим действием на человеческий организм. Наиболее ток
сичными являются бактериальные токсины. К сильным токсинам, продуци
руемым микроорганизмами, относятся ботулинический, столбнячный, холер
ный токсины [14]. Они определяют основные симптомы инфекционных 
болезней человека и животных, а также рассматриваются в качестве биологи
ческого оружия [6, 39].
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Большинство биологических токсинов имеют полипептидную природу, 
однако известны и низкомолекулярные соединения, имеющие высокую ток
сичность [16,18,33]. Большая часть токсинов представляют собой A-В струк
туру, что предполагает наличие двух компонентов — В-субъединицы, которая 
участвует в связывании токсина с рецептором на поверхности клетки хозяина 
и способствует транспортировке токсина в клетку хозяина; и А-субъединицы 
— проявляющей энзиматическую (токсическую) активность в клетке хозяина. 
Структура В-доменов зависит от структуры рецепторов-мишеней, с которыми 
взаимодействует токсин. А-субъединицы более консервативны, чем В, осо
бенно в участках, критических для их ферментативной активности [11, 20].

Идентификация токсинов в различных средах — одна из наиболее сложных 
задач в аналитической токсикологии. В последнее время из-за возникшей 
угрозы террористических действий детекция ряда бактериальных токсинов в 
связи с их потенциальной опасностью становится особенно актуальной. Для 
идентификации и анализа токсинов используются различные лабораторные 
методы, включающие тесты на животных, микробиологические методы, ПЦР- 
анализ, иммунологические методы. Все эти методы не лишены недостатков 
[15,28,29].

О масс-спектрометрии (МС) как о методе исследования биологических 
образцов заговорили с появлением так называемых мягких методов иониза
ции: электрораспыления и лазерной десорбции на матрице (MALDI — Matrix 
Assisted Laser Desorption/Ionization, матрично активированная лазерная де- 
сорбция/ионизация) [10, 12]. Масс-спектрометрия — метод исследования 
вещества, основанный на определении отношения массы к заряду ионов, об
разующихся при ионизации представляющих интерес компонентов пробы. 
Совокупность значений m/z и относительных величин токов этих ионов, пред
ставленная в виде графика, называется масс-спектром вещества [6, 7, 21, 25, 
26]. Широкое применение в задачах идентификации белков по массам пепти
дов, входящих в их состав, нашли времяпролетные масс-спектрометры (TOF) 
с источником ионизации MALDI.

С развитием масс-спектрометрии связан и новый подход в идентификации 
токсинов, что позволяет успешно анализировать термолабильные нелетучие 
соединения, к которым и относится большинство природных токсинов. 
Основное преимущество метода MALDI-MS состоит в том, что этим методом 
можно определять молекулярные массы цельных белков без предварительно
го расщепления на пептиды. Несмотря на то, что некоторые белки отсутству
ют в базах данных, используемый метод сравнения аминокислотных после
довательностей, определенных в ходе исследования (например, тандемный 
MS-MS анализ), с последовательностями уже определенных белков позволя
ет если не идентифицировать белки, то хотя бы определить их класс [6].

Характер масс-спектров сильно зависит от многих параметров: природы 
матрицы, способа приготовления образца, количественного соотношения 
матрица/анализируемое соединение, длины волны, долготы импульса и мощ
ности лазерного излучения. Поэтому анализ каждого типа соединений требу
ет оптимального подбора многих этих параметров [9].

М ат рица M A LD I — нелетучий твердый материал, обеспечивающий про
цессы десорбции и ионизации посредством поглощения лазерного излучения. 
Как результат, и матрица, и любой образец, встроенный в нее, испаряется. 
Матрица также служит для того, чтобы минимизировать ущерб образцу от 
лазерного излучения путем поглощения большей части падающей энергии 
[21,26].
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Основные требования к материалу матрицы заключаются в его высокой 
способности поглощать лазерное излучение; кристаллизоваться с включени
ем в структуру молекул анализируемого вещества; инертности по отношению 
к анализируемому веществу; хорошей растворимости в растворителях, ис
пользуемых для растворения образца, низкой летучести в условиях вакуума. 
Матрицы обладают селективностью и по отношению к классу анализируемых 
соединений. Во многом это определяется различной природой механизмов 
образования ионов анализируемого вещества. Чаще всего в качестве матриц 
используются твердотельные (в виде порошков) слабые органические кисло
ты. Растворитель также играет очень важную роль в процессе подготовки об
разца для анализа. Он должен одинаково хорошо растворять как матрицу, так 
и анализируемое вещество. Разная растворимость компонентов приводит к их 
дробной кристаллизации, что является абсолютно неприемлемым для про
ведения анализа [5, 6, 21, 25].

Наиболее широкое в качестве матриц применение нашли: синапиновая 
кислота (sinapic acid ) — для исследования пептидов и больших протеинов с 
молекулярной массой 10 — 150 кДа, в качестве растворителя используются 
тетрагидрофуран, диметил формамид; альфа-циано-4-гидроксикоричная кис
лота (a-cyano-4-hydroxycinnamic acid) — для пептидов с массой менее 10 кДа, 
липидов и углеводов, растворители — ацетон, ацетонитрил, тетрагидрофуран, 
диметилформамид, этанол; 2,5-дигидроксибензойная кислота (2,5-dihydro- 
xybenzoic acid) — для пептидов, протеинов, углеводов, олигонуклеотидов, 
полимеров и других органических молекул, в качестве растворителя исполь
зуются вода, этанол, метанол, ацетон, ацетонитрил, хлороформ, тетрагидро
фуран.

Также в качестве матрицы могут использоваться: 2-(4-гидроксифенилазо)- 
бензойная кислота (2-(4-hydroxyphenyazo)-benzoic acid) — для исследования 
пептидов, белков, синтетических полимеров, растворители — диоксан, ацетон, 
тетрагидрофуран, диметилформамид; феруловая кислота (ferulic acid) — для 
пептидов, белков, растворители — тетрагидрофуран, диметилформамид.

Для успешного проведения анализа необходимо правильно выбрать не 
только матрицу, но и растворитель, а также соотношение между матрицей и 
анализируемым веществом — чем выше молекулярная масса анализируемого 
вещества, тем больше матрицы нужно использовать. Очень важно, чтобы 
кристаллизация матрицы и анализируемого вещества проходила одновремен
но, сопровождаясь встраиванием молекул анализируемого вещества в кри
сталлы матрицы, что является необходимым условием получения хорошо 
разрешимого спектра [5]. Обычно раствор матрицы в подходящем раствори
теле готовится ежедневно, поскольку он светочувствителен и подвержен фото
разложению, но может храниться короткое время в защищенном от света 
месте.

Калибрант. Для получения точных и достоверных результатов любое ана
литическое оборудование требует настройки и калибровки. Для калибровки 
масс-спектрометров применяются определенные стандарты. Выбор стандар
та зависит от диапазона работы прибора и знака анализируемых ионов. Для 
калибровки в области от 2 до 15 кДа удобно использовать стандарты полиме
ров с заранее известными концевыми группами. Основной задачей при кали
бровке является правильное соотнесение сигналов на начальной стадии. Для 
этого могут помочь стандарты на основе протеинов. Так, для увеличения до
стоверности анализа системы Biotyper используется калибровочный бактери
альный стандарт, представляющий собой смесь белков E.coli DH5a с добав-
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лением двух белков крупной массы. Калибровка происходит в диапазоне масс 
от 4 до 17 кДа.

П робоподгот овка. Существует несколько методик нанесения образца на 
мишень. Чаще всего аналит и матрицу тщательно перемешивают в отдельной 
емкости и затем совместно наносят на мишень. Кроме того, можно наносить 
на мишень последовательно сначала матрицу, а потом аналит, и наоборот — 
сначала аналит, затем матрицу. Разработаны методики и имеются готовые 
коммерчески доступные микроколонки (например, ZipTip фирмы «МПНроге», 
Supel-Tips фирмы «Supelco») для одновременного обессоливания образца и 
нанесения его на мишень. Процедура включает в себя такие стадии, как на
несение образца на колонку, промывку водой и элюирование аналита прямо 
на мишень. Стоит отметить, что эта процедура также позволяет концентри
ровать анализируемые вещества [6].

Перед анализом важно очистить анализируемый белок от примесных ком
понентов, что достигается методами хроматографии. Необходимо отметить, 
что в настоящее время разработаны устройства, позволяющие совместить 
MALDI масс-спектрометр с жидкостным хроматографом, что позволяет про
водить определение белков в их смесях в режиме рутинных анализов [5].

При масс-спектрометрическом анализе белков различают несколько под
ходов: «top-down» — получение информации на основе масс-спектрометриче- 
ского анализа целых, неповрежденных белковых молекул. Недостатком ме
тода является селективность, поскольку для каждой массы белка можно 
подобрать множество белков-кандидатов с такой массой [37]; «bottom-up» — 
восстановление информации о белках за счет анализа отдельных пептидов 
этих белков; «middle-down» — недавно возникший подход, основанный на 
неполном протеолизе исходного белка с последующим масс-спектрометриче- 
ским анализом данных длинных пептидов методом «top-down» [35].

Наиболее широко распространенным вариантом анализа белков стал под
ход «bottom-ир». Он представляет собой предварительное биохимическое 
расщепление белка на более мелкие пептиды, очистку полученного образца 
от низкомолекулярных примесей и масс-спектрометрический анализ смеси. 
Чаще всего для пробоподготовки в масс-спектрометрии используется трипсин. 
В результате триптического гидролиза получается набор от 10 до 100 и более 
пептидов массой 500 — 4000 дальтон. В некоторых случаях используются и 
другие агенты избирательного гидролиза (пепсина, химотрипсина, эластазы 
и др.). Таким образом, объектом масс-спектрометрического анализа стано
вится смесь пептидов, являющихся фрагментами исходных белков [8,23]. Для 
каждого из белков набор пептидов, полученных в результате ферментативно
го гидролиза, уникален, соответственно набор молекулярных масс пептидов 
гидролизата является характеризующим параметром для идентификации 
белка [2, 34].

Регистрация м асс-спект ров. Следующий этап — регистрация масс-спектра 
полученной смеси, в результате чего получается набор или список молекуляр
ных масс. Он не дает никакой информации о структуре или других свойствах 
продуктов. В основе метода только предположение, что это молекулярные 
массы пептидов, и эти пептиды образовались в результате специфического 
гидролиза. Здесь и заключается главная идея подхода — если каждый белок 
имеет свой набор пептидов и соответствующий ему перечень молекулярных 
масс, то вполне возможно и решение обратной задачи — найти для получен
ного перечня молекулярных масс соответствующий ему белок [Курова В.С. и 
др., 2009].
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Белковые базы данных. Для использования в различных средствах анализа 
масс-спектрометрических данных существуют белковые базы данных. 
Наиболее распространенными поисковыми системами являются Mascot, 
OMSSA и др. [1]. Во всех системах идентификация осуществляется по полу
ченным исследователем масс-спектрометрическим данным, путем их сопо
ставления с известными структурами белков.

Например, поисковая программа Mascot проводит поиск и идентифика
цию белков по базам данных первичных последовательностей белков и соот
ветствующих генов. Принцип работы Mascot основан на алгоритме MOWSE 
(MOlecular Weight SEarch), разработанном в 1993 году D.J.Pappin [31]. Первым 
этапом поиска с использованием алгоритма MOWSE является сравнение вы
численных масс пептидов для всех записей последовательностей в базе данных. 
Каждая вычисленная величина, которая совпадает с заданной погрешностью 
с экспериментальной величиной, считается как совпавшая. Молекулярная 
масса интактного белка может быть использована как пре-фильтр. Вместо 
простого счета числа совпавших пептидов MOWSE-алгоритм использует эм
пирически определенные факторы, чтобы приписывать статистический вес 
каждому совпавшему пептиду [1].

Диалоговое окно программы Mascot позволяет указать базу данных для 
поиска, способ фрагментации белка (химический или ферментативный ги
дролиз) и возможные модификации аминокислотных остатков (заданные или 
теоретически возможные в данных условиях). Также можно оптимизировать 
поиск, выбрав биологический таксон, указав предположительную массу ис
комого белка и установив точность, с которой экспериментальные данные 
должны соответствовать теоретическим. Далее, загрузив список эксперимен
тальных масс и зарядовых состояний ионов, можно начать поиск. Программа 
Mascot позволяет обращаться к различным базам данных, наиболее универ
сальными из которых являются MSDB, NCBI, SwissProt и dbEST [Курова В.С. 
и др., 2009].

Идентификация бакт ериальных токсинов. Основной проблемой в иденти
фикации отдельных молекул, например, токсинов, является их низкая про
дукция в условиях in vitro и, как следствие, низкая интенсивность пиков 
относительно других белковых молекул — примесей. Также зачастую по зна
чению молекулярной массы невозможно идентифицировать белок, т. к. боль
шое количество белков обладает близкими по значению молекулярными 
массами; также встречаются фрагменты белков — пептиды — с одинаковыми 
последовательностями, которые могут принадлежать совершенно разным 
белкам. В последнее время появляется все больше работ, посвященных иден
тификации токсинов биологического происхождения, в которых авторы пред
лагают различные подходы к решению этих проблем [13,17,19, 22, 24, 27, 30, 
32].

C.K.Fagerquist et al. разработан метод для определения а-субъединицы 
Shiga-toxin 2 (a-Stx2) энтерогеморрагических штаммов Е. coli 0157:Н7 с ис
пользованием MALDI-TOF MS. На этапе пробоподготовки проводили лизис 
клеток бактериофагом, что позволило повысить степень обнаружения STX по 
сравнению с механическим лизисом [19].

S.KulI et al. была показана возможность использования MALDI для одно
временного выявления рицина, стафилококкового энтеротоксина и ботули- 
нического нейротоксина. Предлагаемый авторами метод позволяет определять 
указанные токсины в смешанных образцах в таких субстратах, как молоко или 
сок. Метод включает в себя этап аффинного обогащения с использованием

97



специфических моноклональных антител к каждому из токсинов с последую
щей идентификацией MALDI-TOF MS. Чувствительность метода составила 
500 fmol для каждого из токсинов [27].

J.Gagnaire et al. (2012) метод MALDI-TOF MS был использован для детек
ции delta-toxin Staphylococcus aureus. Авторы оценивали наличие пика, соот
ветствующего delta-toxin, используя очищенный токсин, природные штаммы, 
а также мутантные по гену, кодирубщему токсин. Был определен пик, соот
ветствующий значению m/z 3005±5 и показана возможность анализа цельно
клеточных препаратов (одной колонии микроорганизма, выращенной на 
плотной питательной среде) в MALDI-TOF MS для рутинной идентификации 
основного фактора патогенности S. aureus.

Bacillus cereus продуцируют такие токсины, как цитотоксин К1 (CytKl) и 
Non-энтеротоксин гемолитический (NHE), способные вызывать пищевые 
отравления у людей. Обнаружение данных токсинов затруднено, и бельгий
ские ученые применили метод MALDI-TOF MS и показали, что он может быть 
успешно использован для выявления указанных токсинов. На этапе пробо- 
подготовки проводили предварительную трипсинизацию [36].

J.R.Barr et al. был разработан высокочувствительный и быстрый метод 
MALDI-TOF MS, позволяющий выявлять специфические продукты расще
пления для каждого серотипа токсина (А, В, Е и F). В работе использовался 
очищенный токсин, обработанный трипсином [14]. Возможность использо
вания методов жидкостной хроматографии — масс-спектрометрии и тандем
ной масс-спектрометрии для детекции ботулинического токсина была также 
показана в [24, 38, 39].

Цианобактерии синтезируют в основном цианотоксины двух типов — ней
ротоксины и гепатотоксины. Надежность определения присутствия циано- 
токсинов достигается сочетанием метода жидкостной хроматографии и мето
да масс-спектрометрии, которое дает точные значения молекулярных масс, 
характеризующих определяемые соединения. Для экстракции внутриклеточ
ных токсинов из образцов биомассы необходимо разрушение клеточной 
стенки бактерий, что достигается либо лиофилизацией, либо многократным 
замораживанием-размораживанием образца с последующей экстракцией. В 
данном случае лиофилизат биомассы известной навески экстрагировали дву
мя порциями комплексного элюента (ацетонитрил-вода-ТФУ) при помощи 
ультразвука. Полученный экстракт центрифугировали и анализировали. Таким 
образом, авторами разработан и апробирован высокоселективный чувстви
тельный метод определения цианотоксинов в природной воде, основанный 
на жидкостной хроматографии — масс-спектрометрии высокого разрешения 
[РусскихЯ.В. идр.].

Сотрудниками РосНИПЧИ «Микроб» была проведена индикация холер
ного токсина с помощью MALDI масс-спектрометрии. Использовали очи
щенный холерный токсин, полученный из штамма Vibrio cholerae 569В. 
Супернатант, содержащий холерный токсин, наносили на планшет MALDI в 
количестве 0,5 мкл, в качестве матрицы использовали 10 мг/мл а-циано-4- 
гидроксикоричной кислоты. В результате проведенного исследования был 
определен масс-спектр холерного токсина и выявлены специфические пики. 
На основании полученных данных выделены маркеры (спектральные пики с 
определенным значением ш/z), соответствующие коммерческому препарату 
холерного токсина (значения m/z 2899+1, 3868±1,5803±4,7738±6,11603±7). 
Спектральный пике m/z, равным 11603±7, предположительно, соответствовал
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мономеру В-субъединицы холерного токсина с молекулярной массой —11,6 
кДа. Использовать данный метод можно для индикации токсинов в объектах 
окружающей среды при наработке базы данных токсинов биологического 
происхождения [3, 4].

Интенсивное развитие технологий анализа биологических объектов, в 
частности создание спектра методов обнаружения и расшифровки структуры 
природных биополимеров, таких как белки, молекулы ДНК, РНК, существен
но расширили возможности в исследовании микроорганизмов. Технология 
MALDI-MS позволяет не только повысить точность видовой идентификации 
микроорганизмов, но и успешно проводить детекцию большинства природных 
токсинов. Аналитические и диагностические характеристики метода, про
стота и скорость исследования свидетельствуют о перспективе внедрения 
метода в практику лабораторной диагностики при определении токсинопро- 
дукции исследуемых микроорганизмов.
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Патогенные буркхольдерий (Burkholderia pseudomallei и Burkholderia mal
lei), возбудители мелиоидоза и сапа, тяжелых инфекционных заболеваний 
человека и животных. Между этими видами буркхольдерий существует высо
кая степень генетического родства, тем не менее, они отличаются по ряду 
биологических свойств, определяющих, главным образом, их адаптационный 
потенциал и экологическую пластичность [23]. Известно, что В. pseudomallei, 
сапрофитный микроорганизм, патоген с широким кругом хозяев, естествен
ной средой обитания которого являются почва и вода эндемичных регионов 
Юго-Восточной Азии, Северной Австралии, Западной и Центральной Африки 
[8]. Принципиальное отличие возбудителя сапа от В. pseudomallei заключает
ся в его облигатной паразитической природе, сформировавшейся в процессе 
адаптации к организму млекопитающих [23, 30].

Лечение мелиоидоза и сапа, особенно в острой форме, сопряжено со значи
тельными трудностями, связанными, с одной стороны, с высокой природной 
резистентностью возбудителей к антибактериальным препаратам, с другой — со 
способностью их к внутриклеточному персистированию в макроорганизме [18, 
35].

В свете современных представлений о биологии микроорганизмов стало 
очевидным, что большинство бактерий в окружающей среде и организме че
ловека существует преимущественно не в планктонном (свободном) состоя
нии, а образует сообщества (биопленки).

Биопленка представляет собой высокоорганизованное сообщество, обра
зованное клетками одного или нескольких видов бактерий, адгезированных к 
поверхности (абиотической или биотической) и друг к другу, заключенных в 
экзополимерный матрикс и имеющих фенотип, отличный от планктонных 
клеток, позволяющий им адаптироваться и выживать как во внешней среде, 
так и в макроорганизме [3,11]. В первую очередь, биопленочная форма суще
ствования обеспечивает бактериям защиту от неблагоприятных воздействий, 
таких как антибактериальные средства, дезинфицирующие вещества и факто
ры иммунной системы. Считается, что образование биопленок имеет отноше
ние к патогенезу более чем 80% инфекционно-воспалительных заболеваний. 
Формирование бактериальных сообществ в очаге воспаления может приводить 
кхронизации инфекционного процесса, развитию осложнений и сопровожда
ется неудовлетворительным результатом антибиотикотерапии [3,10].

В ряде исследований in vitro и in vivo показана способность возбудителей 
мелиоидоза и сапа к образованию микроколоний и биопленок. Предполагают, 
что образование биопленок не играет существенной роли для вирулентности 
В. pseudomallei, но связано с развитием рецидивов и устойчивости к антибак
териальным препаратам [40].

Известно, что процесс формирования биопленки состоит из нескольких 
последовательных стадий с общими особенностями, независимо от вида ми
кроорганизма: стадия первичного прикрепления планктонных клеток к суб
страту из окружающей среды и образование монослоя (обратимая адгезия); 
стадия необратимого связывания с поверхностью и начало формирования 
микроколоний (фиксация); стадия интенсивной пролиферации и синтеза 
экстрацеллюлярного полимерного матрикса (созревание); стадия дифферен
циации микроколоний в зрелые биопленки (рост); стадия распространения 
или дисперсии (открепление от поверхности зрелой биопленки отдельных 
клеток, их перенос и прикрепление в отдаленных тканях макроорганизма с 
образованием новых колоний) [14, 22].
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Адгезия грамотрицательных бактерий к абиогенным и биогенным поверх
ностям — ключевой этап в биопленочном процессе, обусловленный неспеци
фическими физико-химическими взаимодействиями клеток с поверхностью 
(электростатическими, гидрофобными, силами Ван-дер-Ваальса) и специфи
ческими контактами белков-адгезинов с рецепторами эукариотических клеток 
[14].

Важными элементами в процессе специфической адгезии и колонизации 
субстратов планктонными бактериями В. pseudomallei являются жгутики, 
фимбрии (пили IVтипа), белки-автотранспортеры (ВоаА, ВоаВ) и липополи- 
сахариды (ЛПС).

Жгутиковая подвижность способствует первичному прикреплению бакте
рий, образованию и распространению клеточного монослоя, облегчая пере
мещение буркхольдерий к поверхностям. Было показано, что мутант В. 
pseudomallei (ММ35) по структурному гену флагеллина fliC, утративший жгу
тиковую подвижность, характеризуется более низким уровнем образования 
биопленки, чем штамм дикого типа [12, 41].

Фимбрии (пили) также могут принимать участие как в непосредственной 
адгезии В. pseudomallei к субстратам (например, к клеткам макроорганизма), 
так и в межклеточных контактах при формировании возбудителем мелиоидо
за микроколоний и биопленок. Было продемонстрировано, что мутации в 
генах, кодирующих пили IVтипа, влияют на способность В. pseudomallei при
крепляться к эукариотическим клеткам и проявлять вирулентность в отноше
нии нематод и мышей. У мутанта В. pseudomallei, не формирующего пили, 
одновременно наблюдается снижение как адгезивных, так и вирулентных 
свойств [17].

При исследовании штаммов В. pseudomallei UM1 и UM6, отличающихся 
по способности к образованию биопленок, у штамма UM6 с высокой 
биопленкообразующей способностью была обнаружена гиперэкспрессия 
генов, ответственных за образование фимбрий, включая три шаперонных 
кластера генов (BPSL1799 -  BPSL1801; BPSL2026 -  BPSL2028; BPSS0091 -  
BPSS0093), формирующих шаперонный путь фимбриеобразования (CUP), 
что предполагает их участие в адгезии возбудителя к абиотическим поверх
ностям. При этом штамм UM1 со сниженной способностью к образованию 
биопленки формировал мукоидный морфотип колоний и характеризовался 
низким уровнем экспрессии пилей, фимбрий, липопротеинов, полисахаридов 
и EPS-связанных генов по сравнению с UM6, образующим колонии шерохо
ватого типа [9].

На ранних стадиях образования буркхольдериями биопленок значитель
ную роль играют также тримерные белки-автотранспортеры адгезинов (ТАА). 
Lazar Adler N.R. et al. сообщают, что геном В. pseudomallei К96243 содержит 
гены девяти ТАА, среди которых охарактеризованы только два белка — ВоаА 
и ВоаВ, участвующих в адгезии возбудителя к эукариотическим клеткам. 
Показано, что мутации в генах ЬоаА и ЬоаВ приводят к снижению адгезивных 
свойств В. pseudomallei к эукариотическим клеткам хозяина, в то время как 
экспрессия рекомбинантных белков ВоаА и ВоаВ в Escherichia coli повышает 
адгезивные свойства микроорганизма [27].

Экспериментально установлено непосредственное влияние тримерных 
белков-автотранспортеров адгезинов на образование биопленок возбудителем 
мелиоидоза. Инсерционный мутант, дефектный по гену bpssl439 (гипотети
ческого ТАА), демонстрировал сниженную биопленкообразующую способ-

юз



ность и вирулентность для мышей по сравнению с диким типом В. pseudo
mallei 10276. Кроме того, мутант В. pseudomallei обладал низкой способно
стью к адгезии и формированию микроколоний на абиотических поверхностях 
[4, 26].

Липополисахариды — основные компоненты наружной мембраны бакте
риальных клеток, придающие им гидрофильность, играют важную роль в 
первоначальном прикреплении клеток к субстратам и в развитии зрелой био
пленки за счет взаимодействий клеток с другими клетками и с компонентами 
матрикса.

В исследованиях Yuen C.W. et al. показано, что мутантные штаммы В. 
pseudomallei с нарушенным биогенезом капсулы и липополисахарида харак
теризуются различной способностью к образованию биопленок. Интересно, 
что бескапсульный мутант В. pseudomallei wcbB (ген гликозилтрансферазы, 
участвующий в синтезе капсульного полисахарида) демонстрировал уровень 
формирования биопленки аналогичный дикому штамму. Наряду с этим, бес
капсульный мутант В. pseudomallei wzm (ген белка АВС транспортера капсуль
ного полисахарида) характеризовался сниженной биопленкообразующей 
способностью, повышенной чувствительностью к окислительному стрессу и 
высушиванию при выращивании на минимальной питательной среде, но не 
в LB бульоне. Сканирующая электронная микроскопия мутантных бактери
альных клеток выявила дефекты в структуре мембран. Вероятно, транспорт
ный мембранный белок участвует в процессе биопленкообразования при 
определенных условиях среды [47].

После адгезии клетки В. pseudomallei прекращают активно передвигаться 
и начинают интенсивно размножаться с образованием монослоя. Формиру
ются многоклеточные скопления (микроколонии), которые синтезируют 
внеклеточный биополимерный матрикс.

В ряде исследований методами трансмиссионной и сканирующей элек
тронной микроскопии установлено, что в процессе колонизации биотических 
и абиотических поверхностей В. pseudomallei продуцирует высокогидратиро- 
ванный гликокаликс [21,46]. С помощью хромато-массспектрометрического 
анализа (ГХ-МС) экзополисахарида В. pseudomallei Mongkolrob R. et al. по
казали, что в его состав входят молекулы глюкозы, галактозы, маннозы, рам- 
нозы в соотношении 1.00:1.31:0.82:0.30 [32].

Микроколонии дифференцируются в зрелые биопленки, приобретая ха
рактерную форму. На периферии биопленки находятся быстрорастущие клет
ки, внутри биопленки, где создаются анаэробные условия, клетки растут 
медленнее. Ввиду того, что плотность бактериальной популяции быстро уве
личивается, к регуляции биопленочного процесса подключаются коммуни
кативные системы и формируется резистентный фенотип.

Установлено, что образование и развитие биопленок — динамический 
многостадийный процесс со сложной системой регуляции, основанной на 
межклеточной коммуникации. Наиболее изученными являются системы 
quorum sensing (QS), обнаруженные у большинства грамотрицательных пато
генных и фитопатогенных бактерий, принадлежащих к родам Aeromonas, 
Burkholderia, Chromobacterium, Citrobacter, Enterobacter, Pseudomonas, 
Ralstonia, Rhodobacter, Rhizobium, Serratia, Vibrio, Yersinia. QS-системы регу
ляции экспрессии генов функционируют с участием молекул аутоиндукгоров 
из семейства ацилгомосеринлакгонов (AHL); синтез аутоиндукторов проис
ходит в ответ на изменение плотности популяции [1].
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В настоящее время показано, что у патогенных буркхольдерий генетически 
регулируемый процесс образования биопленок контролируется посредством 
коммуникативных систем [19].

Геном В. pseudomallei кодирует три регуляторные ацилгомосеринлактон- 
ные системы quorum sensing (AHL QS), гомологичные генетической системе 
luxI-luxR кворум — зависимой системы BpsIl-BpsRl (QS-1), BpsI2-BpsR2 (QS- 
2) и BpsI3-BpsR3 (QS-3) Vibrio fischeri [42, 43].

QS-1 или система BpsIl-BpsRl, где Bpsll (N-ацилгомосеринлактонсин- 
таза), продуктом которой является ]Ч-(октаноил)-лактон гомосерина (CgHSL), 
a BpsRl — белок регулятор транскрипции; CgHL, связываясь с BpsRl, акти
вирует его, в результате чего изменяется экспрессия QS-зависимых генов- 
мишеней [19, 24].

Система QS-2 включает BpsI2-BpsR2, продуцирует М-(3)-гидроксиде- 
каноил-лактон гомосерина (ЗОНСю-HSL), и QS-3 состоит из BpsI3-BpsR3 и 
М-(3)-гидроксиоктаноил-лактон гомосерина (30HCg-HSL). Возбудители 
сапа и мелиоидоза используют гомологичные системы AHL QS. Однако в 
процессе адаптивной эволюции В. mallei потерял большую геномную область, 
содержащую гены QS-2 и поэтому содержит только системы QS-1 и QS-3 
(Bmall-BmaRl и BmaI3-BmaR3) [15, 16, 31].

Экспериментально показано, что QS-1 В. pseudomallei KHW необходима 
для образования биопленок. Мутанты В. pseudomallei с выключенными BpsI 1- 
BpsRl не могут синтезировать CgHSL и характеризуются сниженной способ
ностью к образованию биопленок, которая может быть восстановлена до 
уровня дикого типа внесением экзогенного лактона CgHSL [19]. Наряду с этим 
установлено, что внеклеточная секреция AHLs у В. pseudomallei зависит от 
эффлюкс-системы ВреАВ-ОргВ, ответственной за множественную лекарст
венную устойчивость и ее обратного регулятора BpeR [7].

Отмечено, что индукция экспрессии генов ЬреАВ-оргВ происходит в ста
ционарной фазе роста культур, а также in vitro при добавлении в среду лакто- 
нов CgHSL или CioHSL. Изучение мутантов В. pseudomallei ЬреАВ или штам
мов с гиперэкспрессией bpeR показало, что эффлюкс-система необходима для 
образования биопленок, синтеза сидерофоров и фосфолипазы С. Кроме того 
мутанты, лишенные этой системы, обладали пониженной инвазивностью и 
цитотоксичностью для эукариотических клеток легочного эпителия и макро
фагов, а снижение инвазивности частично восполнялось добавлением AHL, 
Q H SL [7].

У В. pseudomallei была выявлена еще одна QS-подобная система, имеющая 
отношение к продукции, высвобождению и распознаванию сигнальных мо
лекул 4-гидрокси-3-метил-2-алкилхинолона (HMAQ). В геноме В. pseudomal
lei К96243 был идентифицирован оперон, названный hmqABCDEFG 
(BPSS0481—BPSS0487), гомологичный генам биосинтеза HMAQ у Pseudomo
nas aeruginosa, регулирующим экспрессию генов, ответственных за вирулент
ность, образование биопленок и, таким образом, играющих ключевую роль в 
развитии инфекции, вызываемой Р. aeruginosa.

Мутант В. pseudomallei hmqAHe синтезировал HMAQ и имел измененную 
морфологию колоний, повышенный уровень продукции эластазы, который 
снижался до уровня штамма дикого типа при добавлении экзогенного HMAQ. 
Роль хинолоновой кворум системы в формировании биопленок В. pseudomal
lei еще предстоит выяснить [13,45].

Кроме того, установлено, что QS системы связаны с вирулентностью как
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В. pseudomallei, так и В. mallei. Мутантные штаммы этих микроорганизмов с 
инактивированными генами luxl или luxR были аттенуированны по вирулент
ности на нескольких моделях инфекций и демонстрировали абберантную 
внутриклеточную репликацию [20,31,44]. Некоторые исследователи предпо
лагают, что QS системы могут играть немаловажную роль в развитии сапа и 
мелиоидоза, а также в регуляции перехода инфекционного процесса от остро
го к хроническому течению. Не известно, какой QS-контролируемый фактор 
или группа факторов реализуются в макроорганизме, однако описание этих 
факторов позволяет прийти к более глубокому пониманию патогенеза сапа и 
мелиоидоза [31].

Другим регуляторным механизмом, который потенциально может играть 
роль в образовании буркхольдериальных биопленок, является альтернативный 
сигма-фактор RpoE (субъединица РНК-полимеразы). Сигма-фактор (RpoE) 
in vivo является глобальным регуляторным фактором экспрессии генов при 
переходе клеток к стационарной фазе роста, в том числе, в условиях стресса. 
Инактивация оперона гроЕ приводит к снижению способности В. pseudomal
lei образовывать биопленки, а также к понижению вирулентности и устойчи
вости к окислительному стрессу. Было показано, что у мутантных по генам 
гроЕ штаммов В. pseudomallei на 50% снижается биопленкообразующая спо
собность по сравнению с диким типом [18, 19, 25].

Существенная роль в регуляции процессов образования и отторжения 
биопленки у возбудителя мелиоидоза отводится циклическому дигуанозин- 
монофосфату (c-di-GMP). Уровень c-di-GMP регулируется двумя классами 
ферментов — дигуанилатциклазами, которые синтезируют c-di-GMP, а также 
фосфодиэстеразами, которые гидролизуют c-di-GMP, превращая его в неак
тивную форму дигуанозинмонофосфата, который, в свою очередь, выступает 
в качестве вторичного мессенджера и влияет на синтез внеклеточного матрик
са и адгезию бактерий.

Известно, что низкий уровень c-di-GMP повышает способность бактерий 
к планктонному образу жизни, усиливает жгутиковую подвижность, продук
цию факторов патогенности, а высокий, наоборот, способствует снижению 
подвижности, повышению продукции экзополисахаридов и агрегации клеток 
(биопленкообразованию) [34].

Показано, что мутант В. pseudomallei KHW cdpA, дефектный по гену c-di- 
GMP-фосфодиэстеразы (фермента регулирующего уровень циклического 
дигуанозинмонофосфата в клетке) с высоким уровнем синтеза c-di-GMP, 
характеризовался снижением подвижности, цитотоксичности и вирулентно
сти, а также повышенной агрегацией, продукцией внеклеточного экзополи
сахарида и высоким уровнем биопленкообразования [28].

К коммуникативным системам также относят системы, реагирующие не 
только на плотность бактериальной популяции, но и на условия, сигна
лизирующие о стрессовых ситуациях, с которыми сталкиваются бактерии. 
Chin C.Y. et al. [9] при проведении глобального транскрипционного анализа 
генов, ответственных за формирование биопленочного фенотипа у штаммов 
В. pseudomallei, обнаружили 563 дифференциально экспрессирующихся гена, 
имеющих отношение к образованию биопленок, что составляет около 9,5 % 
всего генома возбудителя мелиоидоза. Основываясь на транскрипционных 
профилях штаммов с высоким уровнем формирования биопленок, авторы 
высказали предположение, что у В. pseudomallei в ответ на изменение условий 
среды (pH, температуры, осмотического давления и концентрации кислорода)
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активируются различные двухкомпонентные системы передачи (трансдукции) 
сигнала (TCS).

В условиях стрессового воздействия на клеточные мембраны В. pseudomal- 
lei, вероятно, активируется система RcsB/RcsC TCS, которая регулирует транс
крипцию генов, кодирующих белки, участвующие в изменении поверхност
ных структур клеток, а именно, капсульных полисахаридов, липопротеинов, 
биогенезе клеточной оболочки и синтезе фосфолипаз и жирных кислот, тем 
самым обеспечивая выживание В. pseudomallei в организме хозяина. Кроме 
того, у штамма В. pseudomallei с высокой биопленкообразующей способностью 
наблюдалось значительное усиление продукции двух гипотетических белков 
(BPSL0616 и BPSL0617), относящихся к суперсемейству CRP/FNR. Один из 
них (BPSL0617) предположительно ортологичен белку регулятору транскрип
ции Всат1349, который путем связывания с c-di-GMP регулирует образование 
биопленки, индуцируя экспрессию генов, кодирующих ферменты для синте
за целлюлозы и фимбрий у Burkholderia cenocepacia в ответ на изменение 
уровня c-di-GMP [9].

Из перечисленных свойств биопленок клиническое значение имеют вы
сокая устойчивость к  антибактериальным препаратам, внешним воздействи
ям и факторам иммунной системы макроорганизма. Важным является тот 
факт, что в составе биопленок патогенные буркхольдерий приобретают высо
кую устойчивость к антибактериальным препаратам, применяемым для лече
ния сапа и мелиоидоза.

В настоящее время многими исследователями показано значительное по
вышение антибиотикорезистентности к цефтазидиму, имипенему, доксици- 
клину, ко-тримоксазолу и амоксиклаву штаммов В. pseudomallei, интегриро
ванных в биопленки, по сравнению с планктонными культурами [5, 6, 36].

Предполагают, что повышенная резистентность бактерий в биопленке 
может определяться рядом факторов: барьерной функцией матрикса, затруд
няющего или замедляющего диффузию препаратов во внутренние слои био
пленки; присутствием в биопленках метаболически неактивных клеток- 
персистеров, нечувствительных к антибактериальным средствам; более 
эффективной индукцией систем транспорта и ферментативного расщепления 
антибактериальных препаратов; селекцией штаммов бактерий с множествен
ной антибиотикорезистентностью [2, 33].

В работе Pibalpakdee R et al. показано, чтобиопленки В. pseudomallei явля
ются барьером для диффузии имипенема и цефтазидима. При сравнении 
скорости диффузии антибактериальных препаратов через биопленки штаммов 
с низкой и высокой интенсивностью биопленкообразования установлено за
медление проникновения имипенема и цефтазидима в биопленку штамма, 
характеризующегося высоким уровнем биопленкообразования. При этом 
авторами отмечена низкая эффективность антибактериальных препаратов в 
отношении биопленочных буркхольдерий обоих штаммов [33]. В исследова
ниях Castelo-Branco D.S. et al. обнаружено усиление действия антибактери
альных препаратов, применяемых при лечении мелиоидоза, на зрелые био
пленки В. pseudomallei при их сочетании с фарнезолом (сесквитерпеновым 
спиртом). Предполагается, что под воздействием фарнезола происходит де
зорганизация матрикса биопленок, что, в свою очередь, облегчает проникно
вение антибактериальных препаратов в толщу биопленок [6].

Экспериментально установлено, что в биопленках грамотрицательных 
бактерий происходит более эффективная индукция (гиперэкспрессия) эф-
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флюксных систем выведения и ферментативных систем расщепления анти
бактериальных препаратов по сравнению с планктонными бактериями [37, 
39].

В этой связи, интересной является работа Sidrim J.J. et al. по изучению 
влияния на планктонные бактерии и биопленки В. pseudomallei антибактери
альных препаратов в сочетании с ингибитором эффлюкс-систем — промета- 
зином. Исследователи провели сравнительную оценку чувствительности 
планктонных и биопленочных буркхольдерий к гентамицину, эритромицину, 
ципрофлоксацину и ко-тримоксазолу, являющихся субстратами для эффлюкс- 
систем, в сочетании с прометазином и без него. Было установлено, что инги
битор эффлюкс-систем повышает эффективность антибактериальных пре
паратов в отношении как биопленок В. pseudomallei, так и планктонных 
бактерий. Кроме того, с помощью электронной микроскопии были продемон
стрированы деструктивные изменения 48-часовых биопленок В. pseudomallei 
под воздействием прометазина (деформация, фрагментация, уменьшение 
биомассы) [38].

По мнению авторов, ингибиторы эффлюксных систем могут рассматри
ваться как потенциальные средства для преодоления биопленочной устойчи
вости. Однако механизмы их антибиопленочной активности еще предстоит 
изучить. Вероятно, под действием ингибиторов происходит накопление мета
болитов в клетке, а также снижение транспорта компонентов кворум-систем, 
что приводит к нарушению динамического процесса биопленкообразования 
и, как следствие, к снижению резистентности бактериальной популяции. 
Наряду с этим, изменения в структуре биопленки могут способствовать луч
шему проникновению антибактериальных препаратов.

Неоднородность условий среды, возникающих в разных слоях биопленки 
(разница в доступе кислорода, питательных веществ, pH), создает предпо
сылки для одновременного существования активно растущих клеток (пери
ферия биопленки), клеток со сниженным уровнем метаболизма — персистеров, 
а также метаболически неактивных клеток (покоящихся и неделящихся), рас
положенных во внутренних слоях. В глубоких слоях биопленки бактерии, 
испытывая дефицит питательных веществ и кислорода (анаэробные условия), 
переходят в покоящееся или некультивируемое состояние, а медленно расту
щие или нерастующие клетки оказываются малочувствительными к воздей
ствию антибактериальных средств. Показано, что В. pseudomallei при форми
ровании биопленок в анаэробных условиях может утилизировать нитраты в 
качестве альтернативного акцептора электронов, используя путь денитрифи
кации. Предполагают, что В. pseudomallei может реагировать на условия не
достатка кислорода с помощью двухкомпонентной системы NarX/NarL TCS, 
через активацию оперона генов, ответственных за синтез специфических для 
нитратного дыхания ферментов (нитратредуктаз). Анаэробные субпопуляции 
биопленок возбудителя мелиоидоза обладают более выраженной способно
стью к адаптации, приобретая устойчивость к факторам окружающей среды, 
а также резистентность к действию антибактериальных препаратов, что в ор
ганизме хозяина приводит к персистированию возбудителя и хронизации 
процесса [9].

Связь между хроническим рецидивирующим течением мелиоидозной 
инфекции и способностью В. pseudomallei к формированию биопленок вы
явлена в работе Limmathurotsakul D. et al. Установлено, что клинические изо
ляты В. pseudomallei, вызывающие хроническую инфекцию, обладают более
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высокой биопленкообразующей способностью по сравнению с изолятами, 
выделенными от больных с острой формой мелиоидоза [29].

Предположительно биопленки патогенных буркхольдерий могут пред
ставлять собой постоянный источник персистирующих клеток, время от 
времени высвобождающихся из матрикса и диссеминирующих в ткани ма
кроорганизма, приводя к формированию очагов хронической инфекции и 
способствуя рецидивированию заболевания [9, 36].

Таким образом, из приведенных в обзоре данных следует, что способность 
образовывать биопленки играет важную роль в формировании у патогенных 
буркхольдерий резистентности к антибиотикам и одновременно оказывает 
существенное влияние на характер инфекционного процесса. Очевидно, что 
повышению эффективности антибиотикотерапии мелиоидоза и сапа будет 
способствовать разработка и внедрение новых подходов, намечающихся в 
связи с изучением у патогенных буркхольдерий биопленкообразования: соз
дание средств, нарушающих межклеточный обмен информацией (ингибито
ры коммуникативных систем); применение в составе комплексной терапии 
препаратов, блокирующих начальные стадии образования биопленок (инги
биторов адгезии бактерий к поверхности); применение веществ, блокирующих 
синтез или разрушающих внеклеточный матрикс биопленки и, тем самым, 
облегчающих доступ антибактериальных средств; использование препаратов, 
обеспечивающих эффективную комбинированную терапию мелиоидоза и 
сапа.
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ВЛИЯНИЕ МИКРОФЛОРЫ ж  КТ НА ОЖИРЕНИЕ. ПРИМЕНЕНИЕ ПРО
БИОТИКОВ КАК ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ
Первый московский государственный медицинский университет им. И.М.Сеченова

В настоящее время проблема излишнего веса и ожирения, согласно данным ВОЗ, по
лучает распространение не только в странах с большим уровнем дохода, но и во всех 
остальных. Такая ситуация вызывает беспокойство и заставляет ученый мир рассматривать 
ожирение со всех сторон, вовлекая в изучение этой проблемы специалистов всех областей. 
Микробном человека является его неотъемлемой частью. Однако его энергетической 
функции до недавнего времени придавалось небольшое значение. Его участие в обмене 
короткоцепочечных жирных кислот (КЖК) играет ключевую роль в энергетическом об
мене энтероцитов, обеспечивая 70% энергии, в общем же метаболизме около 10% энергии 
синтезируется из КЖК. Короткоцепочечные жирные кислоты также влияют на активность 
аденозинмонофосфат-зависимой протеинкиназы, стимулируют выработку лептина, уча
ствуют в синтезе холестерола. Микробном регулирует синтез глюкагон-подобного пепти
да, обладающего контринсулярным эффектом, правильный состав микробиома позволя
ет снизить уровень неспецифического воспаления; бифидо- и лактобациллы синтезируют 
изомеры линолевой кислоты, которые обладают противовоспалительным действием. В 
данной работе рассматривается целесообразность применения про-, пре- и эубиотических 
препаратов для лечения ожирения, а также состояний, которые могут осложнять его те
чение (атеросклероз, гипертония, депрессия).

Журн. микробиол., 2018, № 1, С. 112—119
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A.M.Karamzin, N.M. Tereshin

GASTROINTESTINAL MICROBIOTA AND OBESITY. APPROVING PROBIOTICS 
AS DRUGS FOR TREATMENT OF OBESITY

Sechenov First Moscow State Medical University, Russia

Once considered as a problem only in high income countries, overweight and obesity now rise 
in low- and middle-income countries, particularly in urban settings. This situation accelerates the 
development of different approaches to investigation of obesity, makes the medical community 
look for new approaches to investigation of the obesity. Human’s microbiome is an imprescripti
ble part of it. Nevertheless it’s energetic function wasn’t fully appraised. Microbiome takes part in 
shorty chain fatty acids metabolism. Bacterial cells provide over 70% of daily energy for enterocytes, 
it’s part in general metabolism takes over 10%. ScFA can change activity of adenosine monophos
phate-dependent protein kinase, stimulate leptin synthesis. Microbiome regulates synthesis of 
glucagon-like peptide, which has contrinsular effect. Right composition of microbiome reduces 
non-specific inflammation, produces isomers of linoleic acid, which can cause reduction of in
flammation too. This article appraises probiotics as drugs for treatment to obesity and eradication 
of some conditions that can arise during obesity (atherosclerosis, hypertension, depression).

Zh. Mikrobiol. (Moscow), 2018, No. 1, R 112—119

Key words: gastrointestinal microbiota, obesity, probiotics

В последнее время появляется все больше и больше научных работ, по
священных микрофлоре организма человека, что свидетельствует о возросшем 
интересе к ее исследованию. Ее связь с патогенезом множества заболеваний
112



доказана уже давно, а новый подход к изучению таких заболеваний, как са
харный диабет (СД) [12, 32J, ожирение, синдром раздраженного кишечника 
[10], аутоиммунные заболевания [32], различные аллергии [18], воспалитель
ные заболевания кишечника (болезнь Крона) [22], неспецифический язвенный 
колит [26], позволяет открывать новые звенья в развитии этих заболеваний и 
предлагать альтернативные варианты для их лечения и профилактики. Даже 
при некоторых нервных расстройствах обнаруживается «след» м и кроф лоры . 
При изучении этих болезней во внимание стали браться не только местные ее 
эффекты (такие как регуляция проницаемости стенки, создание колонизаци
онной резистентности, иммуностимулирующая функция), но и системные, 
то есть регуляция метаболических путей.

Все чаще проводятся исследования, в которых изучается влияние микро
флоры на процессы, протекающие в организме. При этом уделяется внимание 
ее составу, что дает возможность разработки терапии и профилактики выше
перечисленных заболеваний.

В работе Ridaura V.K. et al. [28] был проведен эксперимент: от двух близ
нецов, дискордантных по ожирению, микрофлору пересадили двум сте
рильным м ы ш ам , которых содержали на диете с  м и н и м ал ьн ы м  количе
ством жира и максимальным количеством полисахаридов по версии 
NHANES(National Health and Nutrition Examination Survey). Несмотря на 
одинаковый рацион питания, мыши с микрофлорой, пересаженной от стра
дающего ожирением близнеца, прибавляли в весе по сравнению с контроль
ной группой и мышами с микрофлорой от здорового близнеца. Увеличение 
массы тела реализовывалось за счет увеличения количества жировой и мы
шечной тканей.

Авторы работы утверждают, что микрофлора человека с ожирением про
изводит большее по сравнению со здоровой микрофлорой количество как 
незаменимых, так и заменимых аминокислот, а также значительное количество 
ам инокислот  с  развет вленной  цеп ью . Таким образом , мож но предполож ить, 
что увеличение мышечной массы обусловливается усилением образования 
аминокислот, которые идут на построение мышечных волокон [25]. Кроме 
того, увеличение продукции микрофлорой аминокислот с разветвленной це
пью ведет к возникновению инсулиновой резистентности, ассоциированной 
с ожирением [25].

У мышей, с пересаженными бактериальными сообществами от здоровых 
близнецов наблюдалось увеличение экспрессии генов ферментов, участвую
щих в превращении полисахаридов в короткоцепочечные жирные кислоты. 
Это приводит к увеличению в кишке количества пропионата и бутирата и 
снижению количества моно- и дисахаридов по сравнению с микрофлорой лиц, 
страдающих ожирением [25]. С о гл а сн о  работам [19, 20, 27, 36] имеется 2 
основных пути синтеза короткоцепочечных жирных кислот: с помощью аце
тил Ко-A и через путь Вуда-Льюнгдаля. Представители типа Firmicutes явля
ются источником бутирата, пропионат главным образом образуется по двум 
путям: через сукцинатный путь (тип Bacterioidetes) и лактатный путь (тип 
Firmicutes). Следующие виды бактерий являются основными продуцентами 
бутирата: Faecalibacterium prausnitzii, Eubacterium rectale, Eubacterium hallii и 
Ruminococcus bromi, последняя обеспечивает расщепление крахмала в тол
стой кишке.

Короткоцепочечные жирные кислоты являются очень важным компонен
том в регуляции работы не только кишки, но и всего организма. Они выпол
няют иммуностимулирующую [9], гипотензивную [24], энергетическую [14]
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функции. Основываясь на таком разнообразии функций этих кислот, можно 
предположить, что они играют роль и в развитии ожирения.

Бутират, ацетат и пропионат являются основным источником энергии для 
энтероцитов. Метаболизируя их, энтероциты получают 60 — 70% от всей про
изведенной энергии [29], участие же КЖК в общем метаболизме оценивается 
в 5 — 10% [14]. Основной КЖК, которая используется как источник получения 
энергии, является бутират, затем идут пропионат и ацетат.

Главным органом — потребителем КЖК (помимо кишечника) является 
печень. В ней из 70% ацетата, производимого бактериальными клетками, 
синтезируется холестерол [5], происходит построение длинноцепочечных 
жирных кислот, а также идет синтез аминокислот [17].

Пропионат, поступающий по воротной вене в печень, используется в ЦТК 
как источник энергии, а также (после нескольких превращений) может ста
новиться субстратом глюкогенеза [2].

Таким образом, можно сказать, что основной процент КЖК, попадающих 
в кровь, используется печенью как для получения энергии (через их включение 
в ЦТК (пропионат=>пропионил-КоА=>сукцинил-КоА), так и для синтеза 
холестерола, глюкозы, длинноцепочечных жирных кислот и аминокислот [5]. 
То есть продукты метаболизма микрофлоры, образующиеся в результате ее 
жизнедеятельности, секретируются в просвет кишки и потребляются организ
мом хозяина. Данные метаболиты оказывают влияние как на местном уровне, 
осуществляя иммуностимулирующую и энергетическую функции, так и на 
системном, участвуя в абсолютно всех метаболических путях обмена жизнен
но важных соединений. А обмен некоторых из них как раз и нарушается при 
ожирении. Таким образом, участие КЖК в обмене энергией между организмом 
и внешней средой не подлежит сомнению, при этом именно повышенный 
уровень энергосбережения является характерным для ожирения.

В частности, КЖК усиливают активность аденозинмонофосфат-зависимой 
протеинкиназы [34], которая является ферментом, регулирующим соотноше
ние АТФ/АМФ, т.е. является регулятором количества энергии, которое об
разует клетка. При ее активации происходит снижение образования в клетке 
жирных кислот de novo, усиливается В-окисление жирных кислот в печени, 
мышцах, белой и бурой жировой тканях, при этом в бурой жировой ткани он 
также стимулирует выработку лептина посредством активации Ffar-2 [3, 35]. 
Лептин является гормоном, обладающим анорексигенным эффектом, т.е. 
снижающим аппетит.

Основываясь на вышеперечисленных данных и работе Ridaura V.K. et al. 
[28], можно сделать следующие выводы: несмотря на то, что производство 
короткоцепочечных жирных кислот предоставляет организму от 5 до 10% ис
пользуемой им энергии задень, системное использование КЖК весьма огра
ничено, а основными их потребителями являются энтероциты; системное 
действие этих кислот весьма разнообразно — они участвуют в обмене амино
кислот, углеводов и жиров, который играет в нашем случае одну из самых 
важных ролей; усиление КЖК активности аденозинмонофосфат-зависимой 
протеинкиназы ведет к  возрастанию активности В-окисления жирных кислот, 
снижению липогенеза и утилизации жира.

Для лечения ожирения на основе пробиотиков необходимо подобрать 
такую композицию микрофлоры, которая будет соответствовать потребностям 
организма. Однако сделать это очень сложно, т.к. мы не знаем всех граней 
взаимодействия между организмом хозяина и его микробиомом.

Те же Ridaura V.K. et al. [28] пересадили микрофлору от мыши с нормальной
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массой тела мыши с избыточной массой тела. Образовавшаяся гибридная 
микрофлора стала способствовать потере веса у последней, а ее доминантной 
флорой стала флора мыши с нормальной массой тела. При этом преобладали 
представители типа Bacterioidetes. Взяв за основу 39 видов, полученных из 
гибридного образца, авторы пересадила эту композицию худой мыши, пред
полагая, что эти бактерии способствуют похудению. Однако эксперимент 
провалился: мышь стала набирать вес быстрее, чем контрольная группа. Таким 
образом, подтвердилась теория о том, что в основе снижения массы тела лежат 
сложные микробные взаимодейстия.

Следующим механизмом, посредством которого осуществляется влияние 
микрофлоры на пищеварение, является регуляция синтеза глюкагон-подобного 
гормона (ГПГ) и проглюкагона [11]. Глюкагон-подобный пептид стимулиру
ет синтез инсулина, а также снижает моторику ЖКТ. Увеличение ГПГ в плаз
ме связано с увеличением синтеза в толстой кишке проглюкагона. При бога
той видами кишечной флоре, продуцирующей необходимое количество КЖК, 
снижается уровень проглюкагона и, следовательно, уровень ГПГ (КЖК сни
жают секрецию проглюкагона). В опыте, проведенном A.Wichmann et al. [33], 
было показано, что у стерильных мышей и мышей, подвергшихся антибио
тикотерапии, наблюдался низкий уровень КЖК, а следовательно, высокий 
уровень ГПГ и проглюкагона. Увеличение концентрации у стерильной мыши 
ГПГ не привело к контринсулярному эффекту гормона, но снизило моторику 
кишечника, что, в свою очередь, приводило к более медленному пассажу пи
щи через ЖКТ, а следовательно, лучшему всасыванию питательных веществ. 
Если предположить, что нарушение перистальтики кишечника приводит к 
тому, что всасывается большее количество метаболитов, чем нужно организму, 
то можно сказать, что это приведет к большему количеству ненужной энергии, 
которая будет способствовать отложению ее в виде жира. Поэтому при нару
шении регуляцией микрофлорой гормонального фона может нарушиться и 
всасывание полезных веществ, т.е. произойдет усиление всасывания энергии, 
которая организму не требуется. Энергия эта будет запасаться в виде жирных 
кислот в адипоцитах.

Довольно важной частью развития ожирения является неспецифическое 
воспаление. В нормофлоре имеются как Грам-положительные, так и Грам- 
отрицательные бактерии. В стенке Грам-отрицательных бактерий имеется 
липополисахарид (ЛПС). ЛПС может запускать иммунный ответ через CD -14 
толл-подобные рецепторы-4 (TLR-4) на поверхности иммунных клеток. 
Стимуляция TLR-4 активирует индукцию синтеза цитокинов и развитие вос
паления. А воспалительный компонент, как известно, играет важную роль в 
развитии инсулиновой резистентности, ассоциированной с ожирением [13]. 
Кроме того, авторы работы показали, что воспаление это обусловлено тем, что 
жирные кислоты, циркулирующие в крови при ожирении, вызывают актива
цию TLR-4, что и вызывает воспалительную реакцию. Мыши, у которых был 
удален ген TLR-4, не были подвержены возникновению инсулиновой рези
стентности. Связано это, по мнению авторов, как раз с активацией TLR-4. 
Исходя из полученных данных можно предположить, что активация толл- 
подобных рецепторов-4 как жирными кислотами, так и циркулирующим ЛПС 
ведет к развитию инсулинорезистентности, связанной с ожирением.

В просвете кишки постоянно умирает большое количество Грам- 
отрицательных бактерий, что ведет к высвобождению определенного количе
ства Л ПС. В норме микрофлора регулирует степень проницаемости кишечной 
стенки [1,23]. Если в ее составе не будет достаточного числа полезных бакте
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рий, то проницаемость будет нарушена [8]. ЛПС, образующийся в просвете 
кишки, будет попадать в системный кровоток между энтероцитами, что будет 
приводить к эндотоксинемии [6] и системному неспецифическому воспале
нию, из-за которого будет развиваться повреждение р-клеток поджелудочной 
железы. При этом будет повышаться уровень ИЛ-1 и ИЛ-8, что приведет к 
повышению уровня воспалительного повреждения Р-клеток поджелудочной 
железы и недостатку инсулина. Кроме того, это воспаление ведет к увеличению 
инсулинорезистентности рецепторов [7,31]. Стоит отметить, что выделяемый 
микрофлорой бутират обладает противовоспалительным эффектом, что объ
ясняет отсутствие местного действия ЛПС [1].

Еще один эффект, при помощи которого микрофлора препятствует раз
витию ожирения, является синтез бифидо- и лактобациллами изомеров ли- 
нолевой кислоты, которая обладает противовоспалительным и противодиа- 
бетическим действием [30].

Все эти эффекты микрофлоры играют одну из решающих ролей в развитии 
ожирения. Поиск идеального состава микрофлоры на сегодняшний день яв
ляется очень важным. Во-первых, это обусловлено недостаточной эффектив
ностью препаратов первого ряда в нынешнем курсе лечения ожирения. Во- 
вторых, не все пациенты способны изменять свой жизненный образ, чтобы 
похудеть, а коррекция образа жизни как раз и является на текущий момент 
самым действенным средством. В-третьих, врачи наконец-то получат возмож
ность не эмпирического назначения препаратов, а точечного, персонализи
рованного, подхода к лечению ожирения. Коррекция микробиома у каждого 
пациента позволит достичь очень хороших результатов у высокого процента 
людей.

Кроме того, на данный момент побочные эффекты пробиотиков почти не 
встречаются у населения. Основным побочным эффектом являются аллерги
ческие реакции на компоненты препарата, а не на сами бактерии. Их при
менение может быть ограничено только у тяжелобольных с нарушенной 
функцией иммунитета, т.к. при этом может возникнуть бактериемия или сеп
сис.

Здесь уместно рассказать о других препаратах, способных корректировать 
поврежденный микробном — пребиотиках. Пребиотики — препараты, которые 
стимулируют рост и размножение флоры. Они являются неперевариваемыми 
углеводами, которые ферментируются микробиомом, т.е. по сути пребиотики 
— БАД для микрофлоры. При правильном питании бактерии получают с пи
щей субстраты для жизнедеятельности, а при неправильном питании количе
ство этих субстратов снижается и возникают нарушения в метаболоме. 
Основным пребиотиком на данный момент является инулин — органическое 
вещество из группы полисахаридов. В последнее время стали появляться ра
боты, в которых исследуется целесообразность применения пребиотиков при 
лейкемии, т.к. применять их при тяжелых заболеваниях несколько безопаснее, 
чем пробиотики [4]. В работе также предполагалось наличие пользы пектино
вых олигосахаридов (ПОС). По результатам работы были сделаны хорошие 
выводы: применение инулина снижало инвазию лейкемических клеток в пе
чень, повышало уровень КЖК в портальной вене, применение же ПОС сни
жало риск развития кахексии, корректировало метаболические нарушения 
лучше (по сравнению с инулином) [4].

Таким образом, можно сказать, что при ожирении целесообразно приме
нять не только пробиотики, но и пребиотики. Вместе такие препараты назы
ваются симбиотиками.
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Как сказано выше, пробиотики — довольно безопасные препараты. А из 
этого следует, что их свободная реализация не вызывает большого риска воз
никновения побочных эффектов и передозировок у населения.

Препараты про- и пребиотического ряда могут стать обязательным до
полнением к терапии ряда других заболеваний. Например, об этом свидетель
ствует работа F.H.Karlsson et al. [16].

В современных исследованиях связи между метаболическим синдромом 
и составом микрофлоры важную роль играет анализ метаболома, т.е. изучает
ся совокупность всех метаболитов, являющихся конечным продуктом обмена 
веществ в клетке, ткани, органе или организме [15].

Данные F.H.Karlsson et al. показывают роль нарушения состава микро
флоры в развитии системного атеросклероза [16]. Атеросклероз является вос
палительным заболеванием, которое очень часто ассоциировано с ожирением. 
Так, улиц, предрасположенных к ожирению, можно будет снизить риск раз
вития атеросклероза, если подобрать им такой микробный состав, который 
способен предотвратить неспецифическое воспаление. Такими бактериями, 
по мнению авторов работы, являются Roseburia и Eubacterium, которые были 
высеяны от здоровых людей. Напротив, наличие у пациентов бактерий 
Collinsella совпадало с выраженным атеросклерозом. Дальнейшее описание 
метаболома показало, что у здоровых пациентов в сыворотке наблюдался 
больший уровень бета-каротина, а у флоры больных пациентов наблюдалась 
повышенная экспрессия генов, кодирующих строение пептидогликана, и 
сниженное содержание фитиновой дегидрогеназы (участвует в переваривании 
бактериями бобовых, хлебных злаков). Так как они являются углеводами, 
бактерии из них образуют КЖК, о функциях которых сказано выше. Несмотря 
на то, что авторы рассматривают противовоспалительный эффект флоры 
только в связи с атеросклерозом, эти данные, несомненно, можно применить 
и к развитию ожирения.

Таким образом, постоянное применение синбиотиков позволит улучшить 
прогноз у пациентов, страдающих системным атеросклерозом, снизить веро
ятность развития инфаркта миокарда, увеличить их уровень жизни.

Кроме того, нарушение состава микрофлоры [6,25] играет роль в возник
новении инсулинорезистентности рецепторов, т.е. развитию диабета 2 типа 
— заболевания, которое часто сопровождает ожирение. Применение пробио
тиков позволит снизить риск его возникновения, а следовательно, улучшить 
прогноз.

Ожирение, как правило, является довольно тяжелой психологической 
проблемой. Особенно сильно это сказывается на детях. Из-за постоянного 
стресса у пациентов могут возникнуть различные психические заболевания, 
например, депрессия. В работе [21 ] авторы утверждают, что кишечно-мозговая 
ось и кишечная микрофлора оказывают сильное влияние на раннее прогрес
сирование психических заболеваний. В данном исследовании проводился 
обзор влияния микрофлоры ЖКТ на нейротрофический фактор мозга (BDNF) 
и его отношения с рецепторами к N-Memii-D-аспартату (NMDA), так как 
считается, что они вовлечены в синаптическую гибкость и когнитивные 
функции. При нарушении состава кишечной микрофлоры уровень BDNF 
значительно снижается. Это, в свою очередь, снижает количество NMDA- 
рецепторов. Снижение количества этих рецепторов приводит к нарушению 
функционирования ГАМК-ергической системы, что приводит к нарушению 
когнитивных функций. При патологии количество нейротрофического фак
тора мозга снижается, а микрофлора способна нейтрализовать его недостаток,
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предотвратив развитие нервных патологий (например, депрессии). В основ
ном это происходит либо через кинуриновый путь (в головном мозге из него 
синтезируется серотонин), либо через уже хорошо известные КЖК. Основы
ваясь на этой информации, можно сказать, что при применении пробиотиков 
для лечения ожирения снижается риск развития депрессии, которая может 
возникнуть в результате тяжелой субъективной переносимости этого заболе
вания [21].
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В Н И М А Н И Ю  АВТОРОВ!

Р ед к о л л еги я  п р и н и м а е т  н а  р а с с м о т р е н и е  статьи  п о  в о п р о с а м  м е д и ц и н с к о й  м и к р о б и о л о г и и  и  б и о тех н о л о г и и , 
э п и д е м и о л о г и и , в а к ц и н о л о г и и , э к о л о г и и  м и к р о о р г а н и з м о в , и м м у н о т е р а п и и  и  и м м у н о д и а г н о с т и к и  и н ф е к ц и 
о н н ы х  б о л е з н е й  ч е л о в е к а , а  т а к ж е  р а б о т ы , о с в е щ а ю щ и е  з а к о н о м е р н о с т и  и м м у н н о г о  о тв е т а  н а  в о зб у д и те л и , 
с е к р е т и р у е м ы е  и м и  п р о д у к ты  и  и х  а н т и г е н ы .

П р и  н а п р а в л е н и и  с т а т е й  в Ж М Э И  ав т о р а м  сл ед у ет  со б л ю д а т ь  с л ед у ю щ и е  п р ав и л а :
1. С т а т ь я  д о л ж н а  и м е т ь  н а п р а в л е н и е  о т  у ч р е ж д е н и я . П р и с ы л а т ь  п о  п о ч т е  (п . 1 3 )2  э к з .  с т а т ь и  ч е р е з  2 и н т е р 

в ал а  н а  к о м п ь ю т е р е  с л а з е р н ы м  п р и н т е р о м  ш р и ф т о м  н е  м е н ь ш е  1 2 — 14 к егл я . Н е  будут п р и н и м а т ь с я  «слеп ы е»  
р а с п е ч а т к и  б у м а ж н о го  в а р и а н т а  стат ей . К  б у м аж н о м у  в а р и а н т у  д о л ж е н  б ы т ь  п р и л о ж е н  л а з е р н ы й  к о м п а к т -д и с к  
в ж е с т к о й  у п а к о в к е  то л ь к о  с  т е к с т о м  с тат ь и , л и т е р а ту р о й , таб л ., р е зю м е , п о д р и с . п о д п и с я м и , е сл и  есть  р и с . (ри с. 
н а  о т д е л ь н о м  д и с к е ) . Р а зм е р  стат ей  н е  д о л ж е н  п р е в ы ш а т ь  у о р и г и н а л ь н ы х  10— 12 с т р ., о б з о р о в  15 с т р ., к р а т к и х  
с о о б щ е н и й  8 с т р ., о с т а л ь н ы х  3— 5 стр .

2. В в ы х о д н ы х  д а н н ы х  у к а з ы в а т ь  и н и ц и а л ы  и ф а м и л и и  а в т о р о в  ( и н о с т р а н н ы х  в и н о с т р а н н о й  т р а н с 
к р и п ц и и ) ,  н а з в а н и е  р а б о т ы , у ч р е ж д е н и е , го р о д . С т а ть я  д о л ж н а  б ы т ь  п о д п и с а н а  в с е м и  а в т о р а м и  с  у к а за н и е м  
т о л ь к о  д л я  о д н о г о  и з  а в т о р о в  (д л я  к о н т а к т н о й  и н ф о р м а ц и и )  п о л н ы х  и м е н и  и  о т ч е с т в а , м еста  р а б о т ы , у ч е н о г о  
з в а н и я , у ч е н о й  с т е п е н и , с л у ж е б н о го  ад р е с а  (с  и н д е к с о м  го р о д а )  и  сл у ж е б н о го  т е л е ф о н а ; с о т о в о г о  т е л е ф о н а  и 
e -m a il  (е с л и  есть )  в  к о н ц е  с т а т ь и  в н а б р а н н о м  в и д е . Н е о б х о д и м ы  ц и ф р о в ы е  с с ы л к и  у ф а м и л и й  а в т о р о в  и  у  и н 
с ти ту т о в , где о н и  р аб о таю т.

3. О р и г и н а л ь н а я  с т а т ь я  д о л ж н а  с о с т о я т ь  и з  р а з д е л о в :  В в е д е н и е , М а т е р и а л ы  и м е т о д ы , Р е з у л ь т а т ы , 
О б су ж д е н и е . К  о р и г и н а л ь н ы м  с та т ь я м , о б з о р а м  и  к р а т к и м  с о о б щ е н и я м  д о л ж н о  п р и л агат ьс я  р е зю м е  н а  р усском  
и а н г л и й с к о м  я з ы к а х  с  у к а з а н и е м  а в т о р о в , н а з в а н и я  с т а т ь и , и н с т и т у т о в  (н а  о т д е л ь н о й  с т р а н и ц е , н е  б о л ее  1500 
з н а к о в  к а ж д о е )  и  к л ю ч е в ы е  с л о в а  н а  р у с с к о м  и  а н г л и й с к о м  я з ы к а х . Р е зю м е  д о л ж н о  и м е т ь  р а зд ел ы : Ц ел ь , 
М а т е р и а л ы  и  м е т о д ы , Р езу л ь тат ы , З а к л ю ч е н и е . В р е зю м е  к  о б з о р а м  р а зд е л ы  н е  н у ж н ы .

4. К о л и ч е с т в о  р и с . и т а б л и ц  в  су м м е  н е  д о л ж н о  п р е в ы ш а т ь  3. П р и н и м а ю т с я  т о л ь к о  г р а ф и к и , с х ем ы , м и к р о 
ф о т о , ф и л о г е н е т и ч е с к и е  д е р е в ь я . М и к р о ф о т о  д о л ж н ы  б ы т ь  к о н т р а с т н ы м и , 6x9 и л и  5x8, в 2 э к з . В п о д п и с и  
у к а з а т ь  о к у л я р ,  о б ъ е к т и в  и м е т о д  о к р а с к и  и л и  и м п р е г н а ц и и .  Г р а ф и к и  и сх ем ы  д о л ж н ы  б ы ть  ч е т к и м и , н е  
п е р е г р у ж е н ы  п о д п и с я м и . И л л ю с т р а ц и и  п р и н и м а ю т с я  т о л ь к о  в ч е р н о -б е л о м  в а р и а н т е . Р а з м е р  ф и л о г е н е т и ч е 
с к о г о  д е р е в а  н е  б о л е е  1 /2  п е ч а т н о й  с т р а н и ц ы .  К р о м е  б у м а ж н о го  в а р и а н т а  и л л ю с т р а ц и й  н е о б х о д и м  ф а й л  и л 
л ю с т р а т и в н ы х  п р о г р а м м  ( T I F F  и  д р .)  н а  о т д е л ь н о м  д и с к е . Т аб л и ц ы  н е  д о л ж н ы  д у б л и р о в а т ь  г р а ф и к и , и м е ть  
к р а т к о е  н а з в а н и е , б ы т ь  к о м п а к т н ы м и , с  « ш ап к ам и » , т о ч н о  о т р а ж а ю щ и м и  с о д е р ж а н и е  гр а ф . Ц и ф р ы  в  та б л и ц а х  
д о л ж н ы  б ы т ь  с т а т и с т и ч е с к и  о б р а б о т а н ы  и  с о о т в е т с т в о в а т ь  т а к о в ы м  в т е к с т е . Н е  п р и н и м а ю т с я  таб л , р а зм е р о м  
б о л е е  1 п е ч а т н о й  стр . П е р е ч и с л я е м ы е  п р а й м е р ы  н е  д о л ж н ы  п р е в ы ш а т ь  1 / 4  п е ч а т н о й  стр .

5. Р о д о в ы е  и в и д о в ы е  н а з в а н и я  м и к р о о р г а н и з м о в , и н ф р а п о д в и д о в ы е  к а т е г о р и и , н а и м е н о в а н и я  се м е й с т в  
д о л ж н ы  с о о т в е т с т в о в а т ь  п р и н я т ы м  М е ж д у н ар о д н ы м  т а к с о н о м и ч е с к и м  к о м и т е т о м  (9 и зд . « Р у к о в о д ст в о  п о  с и 
с т е м а т и к е  б а к т е р и й  Б е р ги » ), П е р в ы й  р а з  н а з в а н и е  б а к т е р и й  п и ш е т с я  п о л н о с т ь ю  (S h ig e lla  flex n e ri) , д а л е е  р о д  
о д н о й  п р о п и с н о й  б у к в о й , в и д  п о л н о с т ь ю  с о  с т р о ч н о й  (S .f lex n e ri) . Н а и м е н о в а н и я  с е м е й с т в  п и ш у т с я  п о л н о 
стью .

6. В м а т е м а т и ч е с к и х  ф о р м у л а х  р а з м е ч а т ь  с т р о ч н ы е  и  п р о п и с н ы е ,  п о д с т р о ч н ы е  и н а д с т р о ч н ы е  б у к в ы . 
С о к р а щ е н и я  ( з а  и с к л ю ч е н и е  о б щ е п р и н я т ы х  х и м и ч е с к и х  и  м а т е м а т и ч е с к и х  в е л и ч и н )  н е  д о п у с к а ю т с я .  
И с п о л ь зо в а т ь  т о л ь к о  е д и н и ц ы  С И .

7. Л и т е р а т у р а  (в  о р и г и н а л ь н ы х  с тат ья х  не б о л ее  15, п р о б л е м н ы х  и о б з о р а х  н е  б о л е е  50 , к р а т к и х  с о о б щ е н и я х  
н е  б о л ее  10) п е ч а та е тс я  н а  о т д е л ь н о м  л и с т е  к о л о н к о й  в а л ф а в и т н о м  п о р я д к е  (р у сск и е  а в т о р ы , п о т о м  и н о с т р а н 
н ы е ) . В т е к с т е  д а е т с я  с с ы л к а  н а  п о р я д к о в ы й  н о м е р  с п и с к а . В с п и с к е  п р и в о д я т с я  в се  о т е ч е с т в е н н ы е  а в т о р ы , 
и н о с т р а н н ы е  — 3 а в т о р а  e t a l., н а з в а н и е  с т а т ь и , н а з в а н и е  ж у р н а л а  и л и  с б о р н и к а , го д , н о м е р , с т р а н и ц ы . Д л я  
кн и г, п а т е н т о в  и  а в т о р е ф е р а т о в  д и с с е р т а ц и й  д а в а т ь  т о ч н о е  н а зв а н и е . С с ы л к и  н а  т е з и с ы  к о н ф е р е н ц и й , с и м п о 
зи у м о в , п л е н у м о в , с ъ е зд о в  и  н а  н е о п у б л и к о в а н н ы е  р а б о т ы  н е  д о п у с к а ю т с я . Ф а м и л и и  и н о с т р а н н ы х  а в т о р о в  в 
т е к с т е  с т а т ь и  д аю тся  в и н о с т р а н н о й  т р а н с к р и п ц и и .

8. Н а п р а в л е н и е  в Ж М Э И  р аб о т , п о с л а н н ы х  в д р у ги е  р е д а к ц и и , н е  д о п у с к а е т с я . С т а т ь и , о ф о р м л е н н ы е  н е  по 
п р ав и л ам , р ед к о л л еги ей  н е  р асс м а т р и в а ю т с я  и  ав то р а м  н е  в о зв р ащ а ю тс я ; п о сы л аетс я  л и ш ь  с о о б щ е н и е  р е д а к ц и и  
о  н е п р а в и л ь н о м  о ф о р м л е н и и .

9. Т о л ь к о  п р и  о ф о р м л е н и и  с т ат ей  п о  в ы ш е п е р е ч и с л е н н ы м  п р а в и л а м  о н и  р е ц е н зи р у ю т с я  ч л е н а м и  р е д к о л л е 
гии  и /и л и  с п е ц и а л и с т а м и  п р о ф и л ь н ы х  н ау ч н ы х  у ч р е ж д е н и й . С т ать и  с п о л о ж и т е л ь н ы м и  р е ц е н з и я м и  п р и н и м а 
ю тся  в п еч а ть . О т к л о н е н н ы е  п о  р е ц е н з и и  р у к о п и с и , н е п р о ф и л ь н ы е  статьи  и р е к о м е н д о в а н н ы е  д л я  д о р а б о т к и  
ав то р а м  н е  в о зв р а щ а ю т с я , п о сы л аетс я  то л ь к о  р е ш е н и е  р е д к о л л е г и и  и р е ц е н зи я . П о с т у п и в ш и е  п о сл е  п ер е р а б о т 
ки  р у к о п и с и  в н о в ь  р а с с м а т р и в а ю т с я  н а  за с е д а н и и  р е д к о л л е г и и  и  п ри  в ы п о л н е н и и  ав т о р о м  р е к о м е н д а ц и й  р е 
ц е н з е н т а  п р и н и м а ю т с я  в  п еч а ть . Д а т о й  п о с т у п л е н и я  с т а т ь и  с ч и т а е т с я  д а т а  ее  п р и н я т и я  в п еч ать .

10. Р е д а к ц и я  о с та в л я е т  з а  с о б о й  п р ав о  р ед а к т и р о в а т ь  с тат ь и , с о к р а щ а т ь  и л и  и с п р а в л я т ь  и х , а  т а к ж е  п о м ещ а ть  
в в и д е  к р а т к и х  с о о б щ е н и й : 8 стр . т е к с т а  с р е зю м е  (п . 3) и  л и т е р а т у р о й  (п . 7) б е з  р и с у н к о в  и  т а б л и ф

11. П л ата  с  а с п и р а н т о в  з а  п у б л и к а ц и ю  с т а т е й  н е  в зи м а е т с я .
12. П р и  в ы п о л н е н и и  э к с п е р и м е н т а л ь н ы х  р а б о т  а в то р ы  о б я з а н ы  п р и д е р ж и в а т ь с я  « П р а в и л  п р о в е д е н и я  р аб о т  

с и с п о л ь з о в а н и е м  э к с п е р и м е н т а л ь н ы х  ж и в о тн ы х » . В стат ье  н ео б х о д и м о  у к а зы в а т ь  ви д , к о л и ч е с т в о  и с п о л ь з о 
в а н н ы х  ж и в о т н ы х , м ето д ы  о б е з б о л и в а н и я  и  у м е р щ в л е н и я .

13. С т а т ь и  и  за п р о с ы  о  п р о х о ж д е н и и  с т а т е й  н а п р а в л я т ь  п о  ад р есу : 121059, М о с к в а , О О О  « С -и н ф о » , а /я  88, 
р е д а к ц и я  Ж М Э И . З а  с тат ь и , п о с л а н н ы е  и н ы м  п у тем , р е д а к ц и я  о т в е т с т в е н н о с т и  н е  несет .


