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Чекнёв С.Б., Вострова Е.И., Сарычева М.А., Востров А.В.

ПРОТЕКТИВНЫЕ ЭФФЕКТЫ КАТИОНОВ ЦИНКА  
В ОТНОШЕНИИ БАКТЕРИЙ STAPHYLOCOCCUS AUREUS, 
ПОДВЕРГАЮЩИХСЯ ВОЗДЕЙСТВИЮ АНТИБИОТИКОВ
ФГБУ «Национальный исследовательский центр эпидемиологии и микробиологии имени  
почётного академика Н.Ф. Гамалеи» Минздрава России, 123098, г. Москва, Россия

Цель работы – оценка чувствительности бактерий Staphylococcus aureus к 
стандартному набору антибиотиков при нанесении на диск с антибиотиком катионов 
цинка или в условиях предобработки катионами цинка газона бактерий.
Материалы и методы. Суспензию бактерий S . aureus, содержавшую 108 КОЕ/мл,  
засевали газоном на чашки Петри с питательным агаром. Спустя 30 мин на 
поверхность газона по стандартному шаблону помещали диски с антибиотиками. 
Катионы цинка применяли в виде водного сульфата ZnSO4× 7H2O в 0,15 М растворе 
NaCl. Раствор в объёме 5 мкл наносили на диски с антибиотиками непосредственно 
после их размещения на поверхности газона или предварительно на поверхность 
газона с 10-минутной экспозицией на местах последующей установки дисков с 
антибиотиками. Затем чашки с культурой бактерий инкубировали в течение суток 
при 37 °С, после чего определяли диаметр зоны задержки роста бактерий.
Результаты и обсуждение. В присутствии на диске с антибиотиком 1,0 мкг/мл 
катионов цинка снижение чувствительности S . aureus к действию антибиотиков 
отмечено в 2,9% наблюдений. В присутствии одного, четырёх или восьми катионов 
цинка на молекулу антибиотика на диске протекция бактерий зарегистрирована в 
1,4–5,7% случаев. После предобработки газона катионами цинка защита бактерий 
от последующего воздействия антибиотиков определена в 27,3–45,5% наблюдений.
Заключение. В условиях предобработки газона катионы цинка оказывают 
выраженное протективное действие на бактерии S . aureus, подвергающиеся 
последующему воздействию антибиотиков.

Ключевые слова: S. aureus; антибиотики; протекция; катионы цинка.
Для цитирования: Чекнёв С.Б., Вострова Е.И., Сарычева М.А., Востров А.В. Про-
тективные эффекты катионов цинка в отношении бактерий Staphylococcus aureus, 
подвергающихся воздействию антибиотиков. Журнал микробиологии, эпидемиологии 
и иммунобиологии (ЖМЭИ). 2019; (6): 5-12. 
DOI: https://doi.org/10.36233/0372-9311-2019-6-5-12

Cheknev S.B., Vostrova E.I., Sarycheva M.A., Vostrov A.V.
PROTECTIVE EFFECTS OF ZINC IONS TOWARDS STAPHYLOCOCCUS 
AUREUS BACTERIA EXPOSED WITH ANTIBIOTICS
Federal State Budgetary Institution «National Research Centre for Epidemiology and 
Microbiology named after the honorary academician N.F.Gamaleya» of the Ministry of 
Health of the Russian Federation, Moscow, 123098, Russia
Objective. The work was performed with the purpose to study susceptibility of S . aureus 
bacteria to the action of the standard spectrum of antibiotics in presence of zinc ions 
used on the disks with antibiotics or on the lawn of the bacterial culture preliminarily to 
antibiotics treatment. 
Materials and methods. Suspensions of S . aureus bacteria which contained 108 CFU/
ml were sown by the lawns into the standard Petri dishes coated with the supplemented 
Nutrient Agar. 30 min later the standard disks with antibiotics were passed on the surface 

Для корреспонденции: Чекнёв Сергей Борисович, д-р мед. наук, заместитель директора по научной 
работе, заведующий лабораторией межклеточных взаимодействий ФГБУ «НИЦЭМ им.Н.Ф.Гамалеи» Мин- 
здрава России, 123098, г. Москва. E-mail: cheknev@gamaleya.org
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ORIGINAL RESEARCH

of the lawn, and zinc sulfate was added by the drops of the volume of 5 μl on the surface 
of the disk. Then the dishes with bacterial cultures were incubated for 24 hrs at 37°C 
followed by measuring diameter of the area of culture growth inhibition. In some tests 
preliminarily to the disks with antibiotics passing the places of following disks application 
were treated with the zinc sulfate for 10 min at the room temperature. 
Results and discussion. In presence of 1.0 μg/ml of zinc ions on the disk with antibiotics 
protective action of the metal towards the bacteria was registered at 2.9 per cent 
observations. In presence of one, four or eight zinc ions per one molecule of antibiotic 
protective action was registered at 1.4-5.7 per cent observations. Treatment with zinc 
ions of the surfaces of lawns followed by the disks installation resulted in 27.3-45.5 per 
cent observations of reducing diameter of the area of bacterial growth inhibition. 
Conclusion. The treatment of the surface of the lawn of S . aureus bacteria with zinc ions 
cause protection of the bacteria from the following inhibitory antibiotics action.
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Введение
Антибактериальные свойства катионов цинка, специфически проявляющиеся, в 

частности, на клинических изолятах Streptococcus pyogenes [1], Staphylococcus aureus 
и Pseudomonas aeruginosa [2], на шига-токсигенных Escherichia coli, Klebsiella pneu-
moniae [3], а также способность металла блокировать развитие SOS-реакций, ведущих 
посредством индукции гипермутагенеза к формированию устойчивости бактерий к 
действию антибиотиков [3], определяют методологию комбинирования цинка с ан-
тибактериальными препаратами. По мнению исследователей, это должно повышать 
эффективность последних в терапии хронических инфекций, поскольку применение 
классических антибиотиков не позволяет достичь полной элиминации возбудителя и 
купирования инфекционного процесса [4–6].

Действительно, комплексы цинка с соединениями группы фторхинолонов – лево- 
флоксацином и ципрофлоксацином – за счёт изменения проницаемости клеточной 
мембраны обладают более высокой антимикробной активностью в отношении бакте-
рий S. aureus, E. coli, K. pneumoniae и Bacillus dysenteriae, чем исходные антибиотики 
[4, 5]. Связавший цинк и полимеризованный им ванкомицин реализует повышенную 
активность против резистентных к самому ванкомицину бактерий [6]. В составе эри-
тромицин-цинкового комплекса цинк предотвращает развитие бактериальной рези-
стентности к эритромицину.

В то же время образование антибиотиками комплексов с цинком может приводить не 
только к повышению, но и к снижению их антимикробного потенциала, что позволяет 
трактовать взаимодействие металлов с антибиотиками в качестве фактора, в опреде-
лённой мере препятствующего достижению эффекта антимикробной химиотерапии.
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Целью работы стала оценка чувствительности бактерий S. aureus к действию стан-
дартного набора антибиотиков при нанесении на диск с антибиотиком катионов цинка 
или в условиях предобработки катионами цинка газона бактерий.

Материалы и методы
Первичные культуры бактерий S. aureus получены принятым методом посева пато-

логического биоматериала человека на элективные и селективные питательные среды. 
В работе использовали 10 клинических изолятов S. aureus, предварительно охаракте-
ризованных по чувствительности к антибактериальным препаратам с использованием 
диско-диффузионного метода и стандартных условий.

Для постановки реакций стандартизованную суспензию бактерий, полученную 
из суточных культур S. aureus и содержавшую 108 КОЕ/мл, засевали газоном из 
объёма 1,0 мл суспензии в физиологическом растворе на стандартные стерильные 
чашки Петри диаметром 90 мм с питательным агаром Мюллера–Хинтона (ООО 
«НИЦФ», Санкт-Петербург). Спустя 30 мин на поверхность газона по стандартно-
му шаблону помещали бумажные диски, пропитанные антибиотиками. Использо-
вали расширенный набор из 14 дисков для определения чувствительности стафило-
кокков к противомикробным лекарственным средствам (№011214, ООО «НИЦФ»,  
Санкт-Петербург).

Катионы цинка применяли в виде водного сульфата ZnSO4 × 7H2O в 0,15 М растворе 
NaCl (pH 7,16–7,62). Раствор в объёме 5 мкл наносили на диски с антибиотиками не-
посредственно после их размещения на поверхности газона, добиваясь полного сма-
чивания диска. Искомая концентрация катионов цинка на диске составляла 1,0 мкг/мл 
или соответствовала одному, четырём или восьми катионам на молекулу антибиотика. 
В отдельных экспериментах содержавший катионы цинка в искомых концентрациях 
0,15 М раствор NaCl (pH 7,6–7,8) в объёме 5 мкл наносили непосредственно на по-
верхность газона по стандартному шаблону и выдерживали 10 мин экспозиции при 
комнатной температуре, после чего на местах нанесения катионов цинка размещали 
диски с антибиотиками.

Чашки Петри, содержавшие размещённые на газоне культуры бактерий S. aureus 
диски с антибиотиками и катионы цинка, инкубировали в течение 24 ч при 37 °С. По 
истечении срока инкубации результат учитывали, определяя диаметр зоны задержки 
роста культуры с использованием угловой линейки Partigen (Behringwerke AG, Гер-
мания).

Для каждого клинического изолята бактерий использовали не менее двух параллель-
ных постановок.

На препаративном этапе исследования маточный раствор сульфата цинка в 0,15 М 
NaCl стерилизовали методом мембранной фильтрации с использованием насадок для 
водно-солевых растворов Millex с диаметром пор 0,22 мкм (Millipore, США), после чего 
готовили образцы с искомой концентрацией катионов металла в 0,15 М растворе NaCl.

В ходе экспериментов кислотность 0,15 М раствора NaCl контролировали с помо-
щью базового электронного рН-метра Sartorius PB-11, укомплектованного электродом 
Sartorius PY-P11.

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

Результаты
В присутствии на диске с антибиотиком катионов цинка в физиологической концен-

трации 1,0 мкг/мл зона задержки роста S. aureus увеличилась в диаметре на 3,0 мм 
и более в 8 (5,7%) из 140 наблюдений и уменьшилась на 3,0 мм и более – в 4 (2,9%). 
Тенденция к повышению чувствительности S. aureus проявилась на газоне бактерий, 
подверженных воздействию клиндамицина, линезолида и левомицетина (по 2 наблю-
дения); тенденция к снижению чувствительности обнаружилась при обработке газона 
(другие изоляты) левомицетином (2 наблюдения).
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Из наиболее показательных по средним значениям эффектов катионов цинка следует 
отметить увеличение диаметра зоны задержки роста S. aureus в присутствии клинда-
мицина на 4,1% (р > 0,1), в присутствии ванкомицина – на 4,0% (р < 0,1).

В присутствии на диске эквимолярных по отношению к антибиотику количеств ка-
тионов цинка зона задержки роста S. aureus увеличилась в диаметре в 10 (7,1%) из 140 
наблюдений и уменьшилась в 2 (1,4%). Тенденция к повышению чувствительности 
S. aureus проявилась на газоне бактерий, подверженных воздействию линезолида и 
ко-тримоксазола (по 2 наблюдения), левомицетина (4 случая).

Наиболее показательно увеличение диаметра зоны задержки роста S. aureus в при-
сутствии рифампицина на 3,15% (р > 0,1), в присутствии левомицетина – на 11,5% 
(р < 0,1) и уменьшение в присутствии ванкомицина – на 3,4% (р > 0,1).

В присутствии на диске четырёх катионов цинка на молекулу антибиотика зона за-
держки роста S. aureus увеличилась в 1 (0,7%) из 140 наблюдений и уменьшилась в  
3 (2,1%). В присутствии линезолида диаметр зоны задержки роста S. aureus увеличил-
ся на 4,5% (р > 0,1), доксициклина – на 2,7%, левомицетина – на 2,2%, а в присутствии 
фузидина натрия уменьшился на 2,9%.

В присутствии на диске восьми катионов цинка на молекулу антибиотика зона за-
держки роста S. aureus увеличилась в 3 (2,1%) из 140 наблюдений и уменьшилась в  
8 (5,7%). Тенденция к повышению чувствительности S. aureus проявилась на газоне 
бактерий, подверженных воздействию доксициклина, – 2 наблюдения. Тенденция к 
снижению чувствительности обнаружилась при обработке газона бензилпеницилли-
ном, оксациллином и гентамицином – по 2 наблюдения.

Диаметр зоны задержки роста S. aureus в присутствии доксициклина увеличился на 
5,4%, в присутствии левомицетина – на 4,4% (р > 0,1), тогда как в присутствии бензил-
пенициллина уменьшился на 4,0%, оксациллина – на 5,6%, эритромицина – на 3,3% 
(р > 0,1), ципрофлоксацина – на 3,3%, левофлоксацина – на 4,2%, фузидина натрия – на 
3,5% (р > 0,1).

Предобработка газона бактерий в области последующей установки диска с антибио-
тиком катионами цинка (8 катионов на молекулу антибиотика) способствовала уве-
личению диаметра зоны задержки роста S. aureus на 1,0 мм и более в 4 (12,1%) из 33 
проведённых наблюдений и уменьшению на 1,0 мм и более – в 9 (27,3%). Тенденция 
к повышению чувствительности S. aureus проявилась на газоне бактерий, подвержен-
ных воздействию оксациллина, – 3 случая. Тенденция к снижению чувствительности 
обнаружилась при обработке газона ципрофлоксацином, левофлоксацином и фузиди-
ном натрия – по 2 наблюдения.

Как показывают данные табл. 1, по сравнению с действием катионов цинка, нане-
сённых на диск с антибиотиком, предобработка газона катионами цинка оказывает на 
7,2% (р < 0,05) более выраженное протективное действие на бактерии S. aureus, кото-
рые становятся при этом на 10,5% (р < 0,01) более устойчивыми к действию применён-
ного спектра антибиотиков по сравнению с контролем без металла.

Предобработка газона бактерий катионами цинка, применёнными в эквимолярном 
отношении к антибиотику, способствует увеличению диаметра зоны задержки роста 
S. aureus в 1 (3,0%) из 33 наблюдений и уменьшению – в 15 (45,5%). Тенденция к 
снижению чувствительности обнаружилась при обработке газона оксациллином, лево- 
флоксацином и фузидином натрия – по 3 наблюдения.

Как показывают данные табл. 2, по сравнению с действием катионов цинка, нане-
сённых на диск с антибиотиком, предобработка газона катионами цинка оказывает на 
10,4% (р < 0,05) более выраженное протективное действие на бактерии S. aureus, кото-
рые становятся при этом на 9,3% (р > 0,1) более устойчивыми к действию применён-
ного спектра антибиотиков, чем в контроле без металла.

Обсуждение
Эволюционная динамика бактериальных популяций в контексте их адаптации к ус-

ловиям окружающей среды и персистенции в организме хозяина формирует ряд ме-
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ханизмов, позволяющих бактериям поддерживать режимы продуктивного развития, 
даже подвергаясь воздействию неблагоприятных факторов макро- и микроокружения. 
К числу таких механизмов правомерно относить на первый взгляд не связанные меж-
ду собой тонкие настройки гомеостаза тяжёлых металлов, в первую очередь цинка, 
содержание которого в клетках разных видов бактерий поддерживается на достаточно 
близком уровне при относительно невысоком диапазоне вариабельности [7, 8], спо-
собность к образованию биоплёнок, существенно повышающих устойчивость микро-
бов к действию токсичных соединений и антибиотиков [9, 10], генерацию популяций 
персистеров, обеспечивающих бактериям переживание неблагоприятных условий 
окружения и восстановление в последующем процессов персистенции [11, 12].

Поскольку металлы не синтезируются и не подлежат деградации в биологических 
системах, поддержание их гомеостаза определяется регуляцией транспортных и об-
менных процессов между клеткой и окружающей её средой [7]. На ограничение до-
ступности металлов бактериальная клетка отвечает дерепрессией высокоаффинных 
систем импорта, заменой металлозависимых белков и ферментов на металлонезависи-
мые, мобилизацией металла из внутриклеточных депо, перепрограммированием про-
теома на трансляционную репрессию синтеза менее важных для её жизнеобеспечения 
ферментов [7].

Первостепенная роль цинка в процессах деления бактериальной клетки и поддер-
жания её жизнедеятельности в ходе инфекционного процесса обусловливает экспрес-
сию бактериями Streptococcus pneumoniae специфических импортёров цинка AdcA  
и AdcAII, продукцию S. aureus металлофора стафилонина и высокоаффинных спец-
ифических транспортёров, наличие в протеоме Bacillus subtilis белков, связывающих 
цинк с константами порядка 10-15 М, которые определяют содержание у бактерий, со-
ответствующих по размерам B. subtilis, не более 106 атомов цинка на клетку и отсут-
ствие в физиологических условиях полностью гидратированного (свободного) цинка 
в цитозоле [8].

Активное потребление бактериями катионов цинка, даже в условиях применения 
относительно низких сублетальных концентраций металла, вызывает форсирование 
мутагенеза и обогащение de novo мутантов, селекционируемых под давлением ме-
ханизмов отбора на проявление множественной устойчивости к антибиотикам. Од-
новременно физиологические концентрации цинка (но не кальция или магния) спо-

Т а б л и ц а  1
Зоны задержки роста S. aureus в условиях локальной 10-минутной предобработки газона бактерий 

катионами цинка (М ± m, n = 9). Восемь катионов цинка на молекулу антибиотика

Группы наблюдения Зона задержки роста, мм Протективный эффект, %
Контроль 25,7 ± 0,33 –
Цинк на диске 24,8 ± 0,40 3,5
Цинк – предобработка 23,0 ± 0,44* 7,2
Цинк – предобработка по 
сравнению с контролем

23,0 ± 0,44** 10,5

П р и м е ч а н и е. * р<0,05 по сравнению с цинком на диске; ** р<0,01 по сравнению с контролем. 

Т а б л и ц а  2
Зоны задержки роста S. aureus в условиях локальной 10-минутной предобработки газона бактерий 

катионами цинка (М ± m, n = 13). Один катион цинка на молекулу антибиотика

Группы наблюдения Зона задержки роста, мм Протективный эффект, %
Контроль 23,7 ± 0,70 –
Цинк на диске 24,0 ± 0,51 –
Цинк – предобработка 21,5 ± 0,63* 10,4
Цинк – предобработка по сравнению с контролем 21,5 ± 0,63 9,3

П р и м е ч а н и е. * р<0,05 по сравнению с цинком на диске. 
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собствуют формированию биоплёнок S. aureus, образующихся с участием фибронек-
тин-связывающих белков [13] и переводящих бактерии в семидормантное состояние. 
Микробы оказываются недоступными для распознавания и не подлежат элиминации 
нейтрофилами и макрофагами организма хозяина, обретая при этом устойчивость к 
антибиотикам [13].

Биоплёнки S. aureus, формирующиеся у бактерий в условиях повышенной агрега-
ции из подобных биоплёнкам кластеров, которые образуются вследствие снижения 
активности регуляторной системы Agr, ответственной за диспергирование биоплёнок 
посредством синтеза фенол-растворимых модулинов [9], совокупностью химических, 
физических и физиологических механизмов, включая факторы фенотипической ди-
версификации популяций, создают условия для защиты бактерий от антибиотиков, 
дезинфектантов и тяжёлых металлов [10]. Даже высокие концентрации антибиотиков 
не эффективны в отношении бактерий S. aureus, переведённых в состояние биоплёнки 
[9, 10].

Вместе с тем биоплёнки стафилококков, как и других патогенных плёнкообразую-
щих бактерий – стрептококков, P. aeruginosa, E. coli, Mycobacterium tuberculosis, созда-
ют условия для проявления генерации или собственно генерации клеток-персистеров, 
метаболически неактивных клеточных форм, находящихся в дормантном состоянии, 
близком к некультивируемому, с заблокированными на активную реализацию процес-
сами биосинтеза РНК, ДНК, белков, пептидогликанов и фолиевой кислоты, служащи-
ми мишенями воздействия классических антибиотиков [11, 12]. В силу особенностей 
метаболизма и физиологического состояния персистеры защищены от действия клас-
сических антибиотиков и тяжёлых металлов [11, 12, 14, 15], активно экспрессируют 
энергозависимый экспортирующий белок TolC, способствующий эффективному вы-
ведению токсичных соединений из клетки [14], гены шаперонов, регулоны множе-
ственной устойчивости к антибиотикам, белки холодового шока [10], определяются в 
микробных биоплёнках в количествах, в тысячи раз превышающих содержание этих 
клеточных форм в планктонных популяциях [10]. Для разработки средств борьбы с та-
кими персистентными инфекциями требуются принципиально иные, нежели основан-
ные на воздействии на активные метаболические процессы в популяции возбудителей, 
подходы к антимикробной химиотерапии [11, 12, 15].

В контексте описанных механизмов переживания бактериями неблагоприятных ус-
ловий существования даже кратковременная экспозиция с катионами цинка индуциру-
ет переход возбудителей в некультивируемое состояние, связанное с генерацией кле-
ток-персистеров. Реализация эффектов катионов в ходе образования биоплёнок S. au-
reus с участием фибронектин-связывающих белков происходит на стадии, следующей 
сразу за первичным прилипанием [13]. В полностью сформированных биоплёнках 
E. coli цинк не проникает глубоко и действует по поверхности матрикса [10].

Следовательно, обменные процессы, связанные с транспортом катионов цинка, обра-
зование биоплёнок и генерация персистеров обоснованно представляются механизмами 
обеспечения переживания бактериальных популяций, имеющими глубокие, последова-
тельно реализуемые причинно-следственные связи, в совокупность которых катионы 
цинка вовлечены на инициальных и ранних постинициальных этапах [10, 13].

Результаты настоящего исследования свидетельствуют о протективном действии кати-
онов цинка, нанесённых на диск с антибиотиком, в отношении бактерий S. aureus, под-
вергающихся воздействию этого антибиотика. Эффект реализуется при использовании 
физиологической концентрации цинка (протекция бактерий в 2,9% наблюдений) и в при-
сутствии на диске одного, четырёх или восьми катионов цинка на молекулу антибиотика 
(последовательное нарастание от 1,4 до 5,7% случаев протекции). При этом наиболее 
выраженное протективное действие катионов (от 27,3 до 45,5% наблюдений в селекци-
онированных по чувствительности изолятах) отмечено в условиях 10-минутной пред- 
обработки газона бактерий катионами цинка на местах последующей установки диска 
с антибиотиком. В этих опытах до половины наблюдений демонстрировали очевидное 
протективное действие определённой концентрации катионов цинка (см. табл. 1 и 2).
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Можно спорить о том, насколько правомерны сравнение начальных этапов форми-
рования газона бактерий с инициальными стадиями образования биоплёнок и рас-
смотрение краткосрочной экспозиции катионов цинка с клетками на формирующемся 
газоне в качестве подобия дисперсии катионов по поверхности плёнки [10, 13], но 
не подлежит сомнению высочайшая скорость реагирования микробов на присутствие 
тяжёлого металла, отражающая быстрое включение механизмов стрессовых реакций 
в условиях реализации токсического воздействия. Произведённые расчёты показыва-
ют, что концентрации цинка в местах предобработки газона бактерий, ответивших на 
воздействие металла снижением чувствительности к антибиотикам, по отношению к 
которым они и были подобраны, варьировали в диапазоне от 0,25 до 2,0 мг/мл, а в 
отдельных наблюдениях достигали 8,0 мг/мл, т.е. более чем на 3 порядка превышали 
физиологические и следовательно могут оцениваться в качестве токсичных.

Снижение чувствительности бактерий к антибиотикам выступает естественным 
следствием немедленного включения S. aureus механизмов протекции популяции от 
токсического воздействия тяжёлого металла, общность которых с механизмами защи-
ты бактерий от других неблагоприятных воздействий хорошо документирована в на-
учной периодике [10].

Заключение
В совокупности современных представлений о природе и путях возникновения 

множественной лекарственной устойчивости возбудителей инфекционных заболе-
ваний человека, связывающих динамическое нарастание количества резистентных к 
антибиотикам и другим антимикробным препаратам бактерий с наличием в экоси-
стеме доступных микробам меди и цинка в условиях продолжающегося нарастания 
содержания тяжёлых металлов в окружающей среде, появляется важнейшая времен-
ная категория, определяющая эволюционную динамику резистентности как процесс, 
запускаемый импульсным воздействием тяжёлых металлов, конкретно – цинка, и, не 
исключено, не контролируемый в дальнейшем для подвергшейся такому воздействию 
популяции бактерий меняющимися условиями окружения.

Финансирование. Исследование не имело спонсорской поддержки.
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Введение. При беременности часто активизируются хронические и латентные ин-
фекции. Цель – установление патогенетической роли микробных патогенов при 
урогенитальной инфекции (УГИ) беременных.
Материалы и методы. Проводили общеклиническое обследование 89 беремен-
ных с исследованием мазков, бактериологическим посевом вагинального содержи-
мого; иммуноферментный анализ, полимеразную цепную реакцию и определение 
антител для верификации вируса простого герпеса (ВПГ) I и II типа, цитомегалови-
руса (ЦМВ), вируса Эпштейна–Барр (ВЭБ) и возбудителей УГИ беременных в крови 
и соскобах слизистых. 
Результаты. Превалировали Herpesviridae (в 90–100% случаев – ВЭБ, ВПГ I и II 
типа, ЦМВ), в 41% случаев выявлены возбудители бактериальной природы, в 57% 
случаев – микоплазмы, уреаплазмы.
Обсуждение. При преждевременных родах и прерывании беременности чаще вы-
являлись микоплазмы и уреаплазмы, а при прерывании беременности – ассоциа-
ция ВПГ I и II типа по сравнению со срочными родами; при последних одинаково 
часто – ВПГ I типа и ассоциация ВПГ I и II типа; при срочных родах (инфициро-
ванность) чаще ВПГ I типа, чем ассоциация ВПГ I и II типа; при преждевременных 
родах чаще ВПГ I типа, чем ассоциация ВПГ I и II типа, и реже, чем сочетание ВПГ 
I типа и ассоциации ВПГ I и II типа при прерывании беременности; при последней 
чаще – ассоциация ВПГ I и II типа, чем ВПГ I типа. Повышение уровней экспрессии 
генов TLRs зависит от ВПГ I типа меньше, чем от ассоциации ВПГ I и II типа, мень-
ше чем от сочетания ВПГ I типа и ассоциации ВПГ I и II типа (определяет клиниче-
ские проявления генитального герпеса). 
Заключение. Микробные патогены определяют характер развития беременности, а 
ВПГ I и II типа – триггеры инфекционного процесса, прогнозирующие его развитие. 

Ключевые слова: микробные патогены; характер развития беременности; клиниче-
ские проявления; триггеры; инфекционный процесс.
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Introduction. Chronic and latent infections are often activated during pregnancy. 
Aim - to asses the pathogenetic role of microbial pathogens in urogenital tract infection 
(UTI) in pregnant women. 
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Materials and methods. 89 pregnant women underwent general clinical examination, 
examination of smears from urethra, vagina, cervical canal; bacteriological analysis of 
vaginal contents; enzyme-linked immunosorbent assay, polymerase chain reaction and 
determination of specific antibodies for verification of herpes simplex virus (HSV) type 
I and II, cytomegalovirus (CMV), Epstein-Barr (EBV) and UTI pathogens in pregnant 
women in blood and mucosal scrapes. 
Results. Prevalence of Herpesviridae was revealed (90-100% -EBV, HSV type I and II, 
CMV); in 41% of cases - bacterial pathogens, in 57% of cases - Mycoplasma, Ureaplasma.
Discussion. In preterm birth and pregnancy termination mycoplasma and ureaplasma 
were more often revealed, and in pregnancy termination - association of HSV type I and 
II in comparison with urgent birth; in the last equally often - HSV type I and association of 
HSV type I and II; in urgent birth (infection) more often - HSV type I, than association of 
HSV type I and II; in preterm birth more often - HSV type I, than the association of HSV 
types I and II, and less often than combination of HSV type I and association of HSV types 
I and II in pregnancy termination; in the last, the association of HSV types I and II is more 
common than HSV type I. Increase of TLRs genes expression levels depends on HSV 
type I  less than from association of HSV types I and II, less than from combination of 
HSV type I and association of HSV types I and II (it determines the clinical manifestations 
of genital herpes). 
Conclusion. Microbial pathogens determine the character of pregnancy course, and 
HSV types I and II- are the triggers of the infectious process, prognosing its course. 
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triggers; infectious process.

For citation: Karaulov A.V., Afanasiev M.S., Nesvizhsky Yu.V., Afanasiev S.S., Voropaeva 
E.A., Borisova  O.Yu., Voropaev A.D., Borisova A.B.  Microbial pathogens in urogenital 
infection in pregnant women.  Zhurnal mikrobiologii, epidemiologii i immunobiologii 
(Journal of  microbiology, epidemiology and immunobiology,  Russian journal). 2019; (6): 
13-20. (In Russ.).
DOI: https://doi.org/10.36233/0372-9311-2019-6-13-20
For correspondence: Alexandr V. Karaulov, Academician of RAS, Doctor of Medical  
Sciences, Professor, Head of the Department of Clinical Allergology and Immunology  
of I.M. Sechenov First Moscow State Medical University , Moscow, 119991, Russia.  
E-mail: drkaraulov@mail.ru  
Information about authors:
Karaulov A.V. https://orcid.org/0000-0002-1930-5424
Afanasiev М.S. https://orcid.org/0000-0002-5860-4152 
Nesvizhsky Y.V. http://orcid.org/0000-0003-0386-3883
Afanasiev S.S. https://orcid.org/0000-0001-6497-1795
Voropaeva E.A. http://orcid.org/0000-0002-0463-0136
Borisova O.Y.  https://orcid.org/0000-0001-6316-5046
Voropaev A.D. https://orcid.org/0000-0002-6431-811X
Borisova A.B.  https://orcid.org/0000-0003-4425-8428
Acknowledgments. The study had no sponsorship.
Conflict of interest. The authors declare no conflict of interest. 
 Received 04 June 2019  
Accepted 24 September 2019

Введение

Женщины чаще являются бессимптомными носителями микоплазм, уреаплазм, хла-
мидий, хотя в некоторых случаях у них развиваются бактериальные циститы, ваги-
ниты и сальпингиты. Бессимптомное носительство этих инфекций оценивается как 
состояние риска. Во многих случаях уреаплазмы и хламидии вызывают латентную 
инфекцию, которая под влиянием различных стрессовых факторов может перейти в 
хроническую рецидивирующую форму или в острую инфекцию [1, 2]. Значительное 
распространение хронических инфекционно-воспалительных заболеваний у женщин 
фертильного возраста, снижение неспецифической резистентности приводят к дли-
тельной персистенции патогенных возбудителей в организме беременных и к росту 
частоты внутриутробной инфекции (ВУИ), которая обусловливает срывы адаптации у 
новорождённых и способствует увеличению у них числа инфекционных осложнений. 
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Не существует ярко выраженных специфических симптомов, свойственных данной 
патологии, и отсутствует корреляция между тяжестью инфекционной патологии бе-
ременной и поражением плода [3, 4]. При беременности на фоне физиологического 
иммунодефицита и гормональных изменений часто активизируются хронические и ла-
тентные инфекции [5, 6]. С инфекционной патологией женских половых органов тесно 
связаны воспалительные заболевания гениталий, хронические тазовые боли, ослож-
нённое течение беременности, в том числе привычное невынашивание, преждевре-
менные роды, плацентарная недостаточность, задержка развития плода, ВУИ плода и 
новорождённого. Известно, что организм беременной предрасположен к инвазии пато-
генных микроорганизмов и последующему их развитию. Инфекционные заболевания, 
встречающиеся во время гестационного процесса, можно подразделить на инфекции, 
передаваемые половым путём, воспалительные заболевания органов малого таза, ин-
фекционные осложнения послеродового периода, а также экстрагенитальные и нозо-
комиальные инфекции. Генитальные инфекции являются основными факторами риска 
преждевременного разрыва плодных оболочек, хориоамнионита и, соответственно, 
преждевременных родов, а также ВУИ плода [7–10].

Цель исследования – установление патогенетической роли микробных патогенов 
при урогенитальной инфекции (УГИ) беременных.

Материалы и методы
Обследованы 89 женщин на сроке I, II триместров гестации в возрасте от 18 до  

35 лет (средний возраст 27,5 ± 5,6 года). Критерии включения пациенток в исследо-
вательскую когорту: физиологическое наступление беременности, сроки гестации 8– 
20 нед, письменное согласие на проведение клинического лабораторного исследова-
ния и обработку персональных данных, отсутствие эндокринных, аутоиммунных и ге-
нетических заболеваний. Всем пациенткам помимо стандартного общеклинического 
обследования проводили микроскопическое исследование мазка отделяемого половых 
путей (из трёх точек: уретра, влагалище, цервикальный канал), бактериологический 
посев вагинального содержимого, твердофазный иммуноферментный анализ (ИФА) с 
наборами ЗАО «Вектор-Бест» (Новосибирск, Россия) для определения титров специ- 
фических антител к вирусу простого герпеса (ВПГ) I и II типа, цитомегаловирусу 
(ЦМВ) и вирусу Эпштейна–Барр (ВЭБ). Для определения ВПГ I и II типа, ЦМВ, ВЭБ, 
изучения спектра возбудителей УГИ беременных в крови и соскобах со слизистых 
урогенитального тракта применяли полимеразную цепную реакцию (ПЦР) с исполь-
зованием коммерческих тест-систем ФБУН ЦНИИ эпидемиологии Роспотребнадзора 
(Москва, Россия).

Математическую обработку полученных данных проводили с использованием мето-
дов вариационной статистики (пакет Statistica 8.0 и MS Office Excel 2010). По каждому 
признаку в сравниваемых группах определяли среднюю арифметическую величину 
(М) со средним квадратическим отклонением изученных показателей или с вычисле-
нием ошибки средней арифметической (m). Группы количественных и порядковых 
признаков сравнивали с помощью двустороннего t-критерия Стьюдента для незави-
симых переменных с вероятностью p < 0,05. Группы номинальных признаков сравни-
вали с помощью критерия χ2 Пирсона с поправкой Йетса, и если хотя бы одна частота 
была менее 5 – точного метода Фишера. Нулевую гипотезу отвергали при критическом 
уровне значимости р < 0,05.

Результаты
У 62% из 89 обследованных (табл. 1) зарегистрированы инфицирование и клини-

ческие проявления (КПР) УГИ беременных (острые инфекционно-воспалительные 
заболевания, лабиальный герпес и другие проявления генитального герпеса рециди-
вирующего и нерецидивирующего характера), а у 39% – только инфицирование (раз-
личия по частоте встречаемости КПР достоверны, χ2 = 7,28 при р < 0,01). С учётом 
наличия или отсутствия КПР, а также характера развития беременности среди обсле-
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дованных выделили несколько групп: срочные роды (инфицированность) и срочные 
роды (инфицированность, КПР), преждевременные роды (инфицированность, КПР и 
их рецидивы), прерывание беременности (инфицированность, КПР и их рецидивы). 
При инфекционно-воспалительных заболеваниях урогенитального тракта у 36% из 89 
беременных регистрируются срочные роды (инфицированность), у 26% – срочные ро-
ды, у 27% – преждевременные роды, у 11% – прерывание беременности. При сравне-
нии частоты регистрации получены следующие данные: срочные роды (инфицирован-
ность) со срочными родами – χ2 = 0; срочные роды (инфицированность) со срочными 
родами (инфицированность) и срочными родами – χ2 = 10,88, р < 0,001; срочные роды 
(инфицированность) с преждевременными родами – χ2=0; срочные роды (инфициро-
ванность) с прерыванием беременности – χ2 = 13,74, р < 0,001. При сравнении частоты 
регистрации срочных родов с частотой регистрации срочных родов (инфицирован-
ность) и срочных родов – χ2 = 21,93, р < 0,001; срочных родов с преждевременными 
родами – χ2 = 0; срочных родов и прерывания беременности – χ2=5,36, р<0,05. Различия 
между частотой регистрации у беременных групп срочные роды (инфицированность) 
и срочные роды – преждевременные роды: χ2=20,48, р < 0,001), группы срочные роды 
(инфицированность) и срочные роды – прерывание беременности χ2 = 46,92, р<0,001; 
преждевременные роды – прерывание беременности χ2=15,76, р<0,001. Следователь-
но, различия по частоте регистрации между выделенными группами достоверны за 
исключением срочные роды (инфицированность) – срочные роды, срочные роды (ин-
фицированность) – преждевременные роды, срочные роды – преждевременные роды. 
При срочных родах (инфицированность) частота регистрации у беременных рециди-
вов КПР (0%, n = 28) была ниже таковой при преждевременных родах (92%, n = 25) –  
χ2 = 41,84 при р < 0,001, не отличалась от частоты регистрации при срочных родах 
(0%, n = 20) и при прерывании беременности (10%, n = 10). При срочных родах часто-
та регистрации у беременных рецидивов КПР (0%, n = 20) не отличалась от таковой 
при срочных родах (инфицированность; 0%, n = 28) и при прерывании беременности 
(10%, n = 10), но была ниже, чем при преждевременных родах (92%, n = 25; χ2 = 34,00 
при р < 0,001). При преждевременных родах частота регистрации у беременных реци-
дивов КПР УГИ (92%, n = 25) выше таковой при срочных родах (инфицированность) 
(0%, n = 28) – χ2 = 41,84 при р < 0,001, при срочных родах (0%, n = 20) – χ2 = 34,00 
при р < 0,001, при прерывании беременности (10%, n = 10) – χ2 = 18,64 при р < 0,001. 
При прерывании беременности частота регистрации у беременных рецидивов КПР 
(10%, n = 10) ниже таковой при преждевременных родах (92%, n = 25) – χ2 = 18,64 
при р < 0,001, не отличалась от таковой при срочных родах (0%, n = 20) и срочных 
родах (инфицированность; 0%, n = 28). Следовательно, при срочных родах (инфициро-
ванность) отсутствуют КПР, при срочных родах регистрируются нерецидивирующие 
КПР, при преждевременных родах – рецидивирующие КПР. Различия по частоте ре-
гистрации рецидивов КПР между выделенными группами достоверны; низкая частота 
регистрации рецидивирующего характера КПР при прерывании беременности объяс-
няется краткосрочностью беременности.

О состоянии и характере моно- или полиинфицированности (см. табл. 1) свидетель-
ствуют высев бактерий (≥ 4 lg КОЕ/мл), положительные результаты ПЦР на наличие 
вирусов (в клиническом материале соскобе со слизистых и/или крови) и ИФА – IgM и 
IgG. В 100% случаев рецидивирующий характер КПР инфекционно-воспалительных 
заболеваний в сочетании с инфицированием регистрировался при преждевременных 
родах и прерывании беременности, а при срочных родах КПР нерецидивирующего 
характера отмечены в 42% случаев; достоверны различия между группами срочные 
роды + срочные роды (инфицированность) и преждевременные роды (χ2 = 21,11; 
р < 0,001), срочные роды + срочные роды (инфицированность) и прерывание бере-
менности (χ2 = 9,25; р < 0,01). У 58% из 48 беременных со срочными родами и сроч-
ными родами (инфицированность) регистрировалась только инфицированность, а у 
42% пациенток инфицированность сочеталась с КПР. При этом специфические ди-
агностические IgM также достоверно чаще выявляются при преждевременных ро-
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дах – χ2 = 9,23 при р < 0,01, а также при прерывании беременности по сравнению с 
преждевременными родами (χ2 = 5,47 при р < 0,05). В 100% случаев у беременных 
регистрируется смешанная вирусно-бактериальная инфицированность. У 36 (41%) 
из 89 беременных высевались возбудители бактериальной природы, у 51 (57%) ве-
рифицировались патогены (бактерии, микоплазмы, уреаплазмы и т.д.) в соскобном 
материале из урогенитального тракта (различия между сравниваемыми группами 
достоверны: χ2 = 4,41 при р < 0,05), в 100% случаев бактериальные клетки патоге-
нов выявлялись в мазках из цервикального канала (см. табл. 1). Интенсивность ин-
фицированности (два патогена и более) не определяет выраженность инфекционного 
процесса. При срочных родах (инфицированность) и срочных родах, преждевремен-
ных родах и прерывании беременности в 87, 92 и 90% случаях соответственно реги-
стрируется ВЭБ; в 80, 87 и 90% случаев – ВПГ I и II типа; в 91, 96 и 100% случаев –  
ЦМВ. При срочных родах и срочных родах (инфицированность) у 65% беременных за-
регистрирован ВПГ I типа, у 35% беременных верифицирована ассоциация ВПГ I и II 
типа. При преждевременных родах у 71% беременных зарегистрирован ВПГ I типа, у 
29% верифицирована ассоциация ВПГ I и II типа. Различия между группами срочные 
роды + срочные роды (инфицированность) и преждевременные роды достоверны: в 
случае регистрации ВПГ I типа (χ2 = 8,18 при р < 0,01), а в случае регистрации ассоци-
ации ВПГ I и II типа χ2 = 6,75 при р < 0,01; при прерывании беременности ассоциация 
ВПГ I и II типа зарегистрирована в 90% случаев.

Ассоциация ВПГ I и II типа (табл. 2) достоверно чаще регистрируется у беременных 
с прерыванием беременности по сравнению с беременными с преждевременными ро-
дами (χ2 = 3,94 при р < 0,05) и со срочными родами (инфицированность) (χ2 = 5,71 при 
р < 0,05); также ассоциация ВПГ I и II типа достоверно чаще верифицируется у бере-
менных со срочными родами по сравнению с беременными со срочными родами (ин-
фицированность) (χ2 = 4,37 при р < 0,05). При срочных родах у беременных достоверно 

 Т а б л и ц а  1
Вирусно-бактериальная инфицированность при урогенитальной инфекции беременных

Показатель СР (инфицирован-
ность) и СР

ПР ПРБ Всего  
пациенток

Количество пациенток, абс. (%) 55 (62) 24 (27) 10 (11) 89 (100)
Частота клинических проявлений, 
абс. (%)

20 (42) 24 (100) 10 (100) 54 (61)

Частота рецидивов клинических 
проявлений, абс. (%) 

0 22 (92) 1 (10) 23 (26)

Инфицирование, абс. (%)  28 (58) 24 (100) 10 (100) 32 (36)
Полиинфицирование вирусно-бакте-
риальной этиологии, абс. (%)

55 (100) 24 (100) 10 (100) 89 (100)

Инфицированность ВЭБ, абс. (%) 48 (87) 22 (92) 9 (90) 79 (89)
Инфицированность ЦМВ, абс. (%) 50 (91) 23 (96) 10 (100) 83 (93)
Инфицированность ВПГ I и II типа, 
абс. (%)

44 (80) 21 (87) 9 (90) 74 (83)

Бактериологические высевы, абс. (%) Не проводили Не прово-
дили

Не про-
водили

36 (41)

Верификация микоплазм, уреаплазм 
в соскобном материале, абс. (%)

18 (33) 9 (38) 7 (70) 51 (57)

Бактериальные клетки в мазках из 
цервикального канала, абс. (%)

55 (100) 24 (100) 10 (100) 89 (100)

IgM и IgG 10 (18) 5 (21) 7 (70) 23 (26)
П р и м е ч а н и е . Здесь и в табл. 2: СР – срочные роды (наличие инфицированности и клинических прояв-

лений); СР (инфицированность) – срочные роды (инфицированность); ПР – преждевременные роды (наличие 
инфицированности, клинических проявлений и их рецидивов); ПРБ – прерывание беременности (наличие 
инфицированности, клинических проявлений и их рецидивов); ВПГ – вирус простого герпеса; ВЭБ – вирус 
Эпштейнa–Барр; ЦМВ – цитомегаловирус. 
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чаще верифицировались ВПГ I типa и ассоциация ВПГ I и II типа в сопоставлении с 
беременными без верификации ВПГ (χ2 = 5,16 при р < 0,05) и (χ2 = 9,64 при р < 0,01 
соответственно). При срочных родах (инфицированность) у беременных достоверно 
чаще верифицировался ВПГ I типa в сопоставлении с аналогичными показателями бе-
ременных без верификации ВПГ (χ2 = 9,06 при р < 0,01), а также при верификации ас-
социации ВПГ I и II типа (χ2=7,38 при р<0,01). При преждевременных родах достовер-
но чаще верифицировался ВПГ I типa в сопоставлении с аналогичными показателями 
беременных без верификации ВПГ (χ2 = 9,33 при р < 0,01), а также при верификации 
ассоциации ВПГ I и II типа (χ2 = 4,33 при р < 0,05). При прерывании беременности 
чаще верифицировалась ассоциация ВПГ I и II типа в сопоставлении с аналогичными 
показателями беременных без верификации ВПГ (χ2 = 5,21 при р < 0,05). При преж-
девременных родах и прерывании беременности достоверно чаще верифицировались 
ВПГ I типa и ассоциация ВПГ I и II типа в сопоставлении с аналогичными данными 
беременных без верификации ВПГ (χ2 = 8,68 при р < 0,01 и χ2 = 5,07 при р < 0,05 
соответственно). Следовательно, при УГИ беременных превалировало инфицирова-
ние вирусными патогенами по сравнению с бактериальными. Из вирусных патогенов 
превалирует семейство Herpesviridae: в 90–100% случаев верифицируются ВЭБ, ВПГ 
I и II типа, ЦМВ; в 41% случаев высевались возбудители бактериальной природы, в 
57% случаев верифицировались внутриклеточные микроорганизмы: микоплазмы, уре-
аплазмы. При преждевременных родах и прерывании беременности достоверно чаще 
выявлялись внутриклеточные бактериальные патогены, а при прерывании беременно-
сти чаще верифицировалась ассоциация ВПГ I и II типа по сравнению с беременными 
со срочными родами. Выявление КПР генитального герпеса у пациенток совпадает с 
выявлением у них ассоциации ВПГ I и II типа. Интересен факт частой верификации в 
клиническом материале со слизистой цервикального канала беременных ВПГ I типа, а 
также ассоциации ВПГ I и II типа.

При срочных родах (инфицированность) частота регистрации у беременных сме-
шанного вирусно-бактериального инфицирования (68%, n = 28) выше частоты вирус-
ного моноинфицирования (32%, n = 28) – χ2 = 5,79 при р < 0,05, не отличается от 
частоты регистрации при срочных родах (60%, n=20), при преждевременных родах 
(72%, n = 25) и при прерывании беременности (100%, n = 10). Частота вирусного мо-
ноинфицирования беременных не отличалась при срочных родах (40%, n = 20), сроч-
ных родах (инфицированность; 32%, n = 28), преждевременных родах (28%, n = 25) 
и прерывании беременности (0%, n = 10). При срочных родах частота регистрации 
у беременных вирусно-бактериального смешанного инфицирования (60%, n = 20) не 
отличается от частоты вирусного моноинфицирования (40%, n = 20), от частоты реги-
страции при срочных родах (инфицированность; 68%, n = 28), при преждевременных 
родах (72%, n = 25) и при прерывании беременности (100%, n=10). При преждевремен-
ных родах частота регистрации у беременных вирусно-бактериального смешанного 

Т а б л и ц а   2
Роль верификации вируса простого герпеса при урогенитальной инфекции беременных (n=89)

Группы беременных ВПГ I 
типа,

абс. (%)

Ассоциация 
ВПГ I и II типа, 

абс. (%)

ВПГ I типа и ассоциа-
ция вирусов ВПГ I и II 

типа, абс. (%)

ВПГ не 
верифи-
цирован

СР (n=20) 8 (40) 11 (55) 19 (95) 1 (5)
ПР (n=23) 14 (61) 6 (26) 20 (87) 3 (13)
ПРБ (n=10) 2 (20) 7 (70) 9 (90) 1 (10)
СР (инфицированность) (n=28) 17 (61) 6 (21) 23 (82) 5 (18) 
СР + СР (инфицированность) (n=48) 25 (52) 17 (35) 40 (83) 7 (15)
В с е г о… 37 (42) 41 (47) 78 (89) 10 (11)
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инфицирования (72%, n = 25) выше частоты регистрации вирусного моноинфициро-
вания (28%, n = 25) – χ2 = 8,00 при р < 0,01, не отличается от частоты регистрации при 
срочных родах (инфицированность; 68%, n=28), при срочных родах (60%, n=20) и при 
прерывании беременности (100%, n=10). При прерывании беременности частота реги-
страции у беременных вирусно-бактериального смешанного инфицирования (100%, 
n = 10) выше частоты регистрации вирусного моноинфицирования (0%, n = 10) –  
χ2 = 16,20 при р < 0,001, не отличалась от таковой при срочных родах (инфицирован-
ность; 68%, n = 28), при срочных родах (60%, n = 20) и при преждевременных родах 
(72%, n = 25). Следовательно, при срочных родах (инфицированность) смешанное 
вирусно-бактериальное инфицирование превалировало над вирусным моноинфици-
рованием, при срочных родах регистрировалось смешанное вирусно-бактериальное 
инфицирование, а при преждевременных родах и прерывании беременности смешан-
ное вирусно-бактериальное инфицирование превалировало над вирусным моноинфи-
цированием.

Обсуждение
При УГИ беременных регистрируется смешанная вирусно-бактериальная инфици-

рованность с превалированием инфицирования вирусными патогенами по сравнению 
с бактериальными. Из вирусных патогенов превалирует семейство Herpesviridae: в 
90–100% случаев верифицируются ВЭБ, ВПГ I и II типа, ЦМВ; в 41% случаев высе-
вались возбудители бактериальной природы, в 57% случаев верифицировались вну-
триклеточные микроорганизмы – микоплазмы, уреаплазмы. При преждевременных 
родах и прерывании беременности достоверно чаще выявлялись внутриклеточные 
бактериальные патогены, а при прерывании беременности верифицировалась ассоци-
ация вирусов ВПГ I и II типа по сравнению с показателями беременных со срочными 
родами. При срочных родах (инфицированность) достоверно чаще верифицировался 
ВПГ I типа, чем ассоциация ВПГ I и II типа; при срочных родах в одинаковом проценте 
случаев встречались ВПГ I типа и ассоциация ВПГ I и II типа; при преждевременных 
родах достоверно чаще верифицировался ВПГ I типа, чем ассоциация ВПГ I и II типа, 
и реже, чем сочетание ВПГ I типа и ассоциации ВПГ I и II типа при прерывании бе-
ременности; при прерывании беременности достоверно чаще выявлялась ассоциация 
ВПГ I и II типа, чем ВПГ I типа. Ранее нами установлено, что повышение уровней 
экспрессии генов TLRs зависит от типов ВПГ и их сочетания: ВПГ I типа меньше, чем 
ассоциация ВПГ I и II типа, и меньше, чем сочетание ВПГ I типа и ассоциации ВПГ I 
и II типа [11]. КПР генитального герпеса сочетаются с одновременной верификацией 
ассоциации ВПГ I и II типа. ВПГ (их наличие или отсутствие) у беременных с УГИ 
служат маркёрами течения инфекционного процесса. Интересен факт частой верифи-
кации в клиническом материале со слизистой цервикального канала беременных ВПГ 
I типа, а также ассоциации ВПГ I и II типа.

Заключение
Микробные патогены определяют характер развития беременности, а наличие или 

отсутствие ВПГ I и II типа у беременных с УГИ служат маркёрами течения инфекци-
онного процесса и могут рассматриваться как триггеры его утяжеления, определяю-
щие прогноз и исход развития УГИ у беременных.
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ВКЛЮЧЕНИЕ САЙТ-СПЕЦИФИЧЕСКИХ МУТАЦИЙ В РВ1-ГЕН 
ВИРУЛЕНТНОГО ШТАММА A/WSN/33 (H1N1) ВИРУСА ГРИППА А 
МЕНЯЕТ ЕГО ФЕНОТИПИЧЕСКИЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ
 ФГБНУ НИИ вакцин и сывороток им. И.И. Мечникова, 115088, г. Москва, Россия

Цель – изучение изменений фенотипических характеристик вирулентного штамма 
А/WSN/33 вируса гриппа А под влиянием включения сайт-специфических мутаций в 
его РВ1-гене.
Материалы и методы. С помощью двухступенчатой полимеразной цепной реакции 
в РВ1-гене штамма А/WSN/33(H1N1) были включены ts-мутации, взятые из гено-
ма холодоадаптированных (ХА) штаммов – доноров аттенуации А/Энн Арбор/6/60 
(H2N2), А/Ленинград/134/17/57 (H2N2) и А/Краснодар/101/35/59 (H2N2). Исследова-
ли ts- и att-фенотип полученных сайт-специфических мутантов, иммуногенность, а 
также снижение массы тела у инфицированных мышей. 
Результаты. Показано, что включение ts-мутаций из генома ХА штаммов – доноров 
аттенуации в РВ1-ген вирулентного штамма А/WSN/33 (H1N1) приводит к различ-
ным изменениям его фенотипических характеристик.
Обсуждение. Анализ генома ХА штаммов – доноров аттенуации вируса гриппа ука-
зывает на исключительно важное значение функциональных дефектов в РВ1-белке 
для формирования аттенуационного фенотипа вируса.
Заключение. Технологию сайт-специфического мутагенеза можно использовать 
для модификации РВ1-гена вирулентного штамма вируса гриппа А с целью кон-
струирования живых гриппозных вакцин нового поколения. 

Ключевые слова: вирус гриппа А; аттенуация; холодоадаптированные штаммы – 
доноры аттенуации; сайт-специфический мутагенез; ts-фенотип; 
att-фенотип; иммуногенность.

Для цитирования: Кост В.Ю., Сухова О.A., Акопова И.И., Горбачёва Е.О., Лисовская К.В., 
Ртищев А.А., Маркушин С.Г. Включение сайт-специфических мутаций в РВ1-ген ви-
рулентного штамма A/WSN/33 (H1N1) вируса гриппа А меняет его фенотипические 
характеристики. Журнал микробиологии, эпидемиологии и иммунобиологии (ЖМЭИ). 
2019; (6): 21-29. DOI: https://doi.org/10.36233/0372-9311-2019-6-21-29

Kost V.Yu., Sukhova O.A., Akopova I.I., Gorbacheva E.O., Lisovskaya K.V., 
Rtishchev A.A., Markushin S.G.
INCLUSION OF SITE-SPECIFIC MUTATIONS IN THE PB1-GENE OF A 
VIRULENT A/WSN/33 (H1N1) STRAIN OF INFLUENZA A VIRUS CHANGES 
ITS PHENOTYPIC CHARACTERISTICS
I.I. Mechnikov Research Institute of Vaccines and Sera, Moscow,115088, Russia
Aim. Study of changes in the phenotypic characteristics of the virulent A/WSN/33 (H1N1) 
strain of influenza A virus under the influence of the inclusion of site-specific mutations in 
the PB1-gene of this strain.
Materials and methods. Using a two-step polymerase reaction in the PB1 gene of A/
WSN/33 (H1N1) strain were included ts mutations taken from the genome of attenuated 
CA donors-strains: A/Ann Arbor/6/60 (H2N2), A/Leningrad 134/17/57 (H2N2) and A/
Krasnodar/101/35/59. Ts-phenotype, att-phenotype, immunogenicity, as well as weight loss 
in mice infected with these mutants were studied in the obtained site-specific mutants.
Results. It was shown that the inclusion of ts mutations from the genome of CA donors-
strains of attenuation in the PB1 gene of the virulent A/WSN/33 (H1N1) strain leads to a 
change in the phenotypic characteristics of this strain to different degrees.
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Discussion. Analysis of the genome of CA strains- donors of attenuation of influenza 
virus indicates the crucial importance of the presence of functional defects in the PB1–
protein for the formation of the attenuation phenotype of the virus.
Conclusion. The technology of site-specific mutagenesis canbe successfully used to 
modify the PB1 gene of a virulent influenza A virus strain in order to construct a new 
generation of live influenza vaccines. 

Keywords: influenza virus; cold-adapted (CA) strains-donors of attenuation; site-specific 
mutagenesis; ts- phenotype; att-phenotype; immunogenicity.
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Введение 
Использование генно-инженерных подходов при получении гриппозных живых 

вакцин значительно расширяет возможности их конструирования. В последнее вре-
мя значительный интерес среди исследователей вызывает генно-инженерный подход, 
предполагающий прямое включение заранее изученных и охарактеризованных мута-
ций, взятых из геномов холодоадаптированных (ХА) штаммов – доноров аттенуации, 
в геном вирулентного штамма вируса гриппа с целью его трансформации в аттенуиро-
ванный вакцинный вариант. Эта стратегия теоретически должна обеспечить лучшую 
иммунную защиту по сравнению с используемыми в настоящее время реассортант-
ными живыми гриппозными вакцинами на базе стандартных ХА доноров аттенуации.  

Цель данной работы – изучение изменений фенотипа вирулентного штамма  
А/WSN/33 вируса гриппа под влиянием включения в его геном отдельных ts-мутаций, 
локализованных в РВ1-гене ХА штаммов – доноров аттенуации. 

Данные литературы в последнее время свидетельствуют о том, что использование 
технологии сайт-специфических мутаций может значительно продвинуть разработку 
живых гриппозных вакцин как в медицине, так и в ветеринарии. Вместе с тем про-
гресс в этой области обозначил наличие серьёзных нерешённых проблем. Согласно 
данным литературы, основным источником сайт-специфических ts-мутаций является 
ХА штамм А/Энн Арбор/6/60, полученный д-ром Х. Маассабом более полувека назад 
[1]. Три мутации из РВ1-гена данного штамма (K391E, E581G, A661T), одна мутация 
из РВ2-гена (N265S) и одна из NP-гена (D34G) составляют стандартный набор для 
модификации генома подавляющего количества вирулентных штаммов вируса грип-
па человека, животных и птиц [2–5]. Однако использование этого набора мутаций не 
позволяет полностью аттенуировать не только пандемический штамм, но и некоторые 
вирулентные сезонные варианты вируса гриппа человека [2, 3]. Для полной аттенуа-



23

ЖУРНАЛ МИКРОБИОЛОГИИ, ЭПИДЕМИОЛОГИИ И ИММУНОБИОЛОГИИ. 2019; (6)
DOI: https://doi.org/10.36233/0372-9311-2019-6-21-29

ОРИГИНАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

ции пандемического штамма NY-1681 (H1N1) потребовалось включение 7 ts-мутаций 
в РВ1- и РВ2-гены, включая ts-мутации из генома штамма А/Энн Арбор/6/60 [6]. 

По данным литературы, включение сайт-специфических мутаций даже в геном се-
рологически близкородственного вируса не всегда бывает удачным. В этой связи для 
получения новых вакцинных гриппозных штаммов целесообразно увеличить арсенал 
аттенуирующих мутаций и провести сравнительное исследование ts-мутаций, взятых 
из генома других ХА штаммов вируса гриппа человека. В России в течение многих 
лет в качестве донора аттенуации для живых гриппозных вакцин используется ХА 
штамм А/Ленинград/134/17/57 (Н2N2) [7–9]. Генетические детерминанты, ответ-
ственные за аттенуацию этого штамма, главным образом сосредоточены в РВ1-гене 
(K265N, V591I) и РВ2-гене (V478L). В другом недавно полученном ХА штамме А/
Краснодар/101/35/59 (Н2N2) ts-мутация, ответственная за ts-фенотип, локализована в 
РВ1-гене (I147T) [10]. Потенциал данных ts-мутаций, а также ts-мутаций в РА- и NP-
генах этих штаммов в плане влияния на модификацию фенотипических характеристик 
вирулентных штаммов вируса гриппа изучен достаточно поверхностно. Исследования 
в этом направлении дали бы возможность сравнить эффективность описанных выше 
мутаций, а также расширить арсенал сайт-специфических мутаций, что весьма полез-
но для дальнейшего конструирования живых гриппозных вакцин. Основной мишенью 
для включения сайт-специфических мутаций остаются гены, кодирующие белки поли-
меразного комплекса, состоящего из трёх субъединиц: РВ1, РВ2 и РА. В данной работе 
мы попытались провести сравнительное исследование аттенуационного потенциала 
отдельных ts-мутаций, локализованных в РВ1-гене отечественных ХА штаммов-доно-
ров А/Ленинград/134/17/57 (H2N2) и А/Краснодар/101/35/59 (H2N2) и канонического 
штамма А/Энн Арбор/6/60 (H2N2) при включении в их геном гетерологичного виру-
лентного штамма А/WSN/33 (Н1N1). 

Материалы и методы
Вирусы. В работе был использован генно-инженерный штамм А/WSN/33, получен-

ный методом обратной генетики с помощью набора плазмид pHW2000 [11], содержа-
щих отдельные гены данного вируса.

Куриные эмбрионы (КЭ). Все использованные в работе сайт-специфические мутан-
ты поддерживали путём пассажей в 10–11-дневных КЭ. Активность репродукции ви-
русов гриппа оценивали по результатам титрования в КЭ, инкубированных при 34, 37, 
38 и 39 °С, и выражали в RCT (reproductive capacity at different temperatures). RCT39 = 
(lg ЭИД50/0,2 мл при 34 °С – lg ЭИД50/0,2 мл при 39 °С). Вирусы считали температуро-
чувствительными (ts-фенотип), если RCT39 > 5,0 lg ЭИД50/0,2 мл. 

Культуры клеток. В опытах по трансфекции использовали клетки HEK293T и ли-
нию клеток MDCK, полученных из Института Пастера (Франция). Все клетки выра-
щивали при 37 °С в СО2-инкубаторе. 

Мутагенез. Для генно-инженерных работ с вирусом гриппа штамма A/WSN/33 
(H1N1) использовали 8-плазмидную трансфекционную систему на основе вектора 
pHW2000. Каждая из 8 плазмид содержала соответствующий ген вируса гриппа, флан-
кированный необходимыми регулирующими элементами для сборки вируса на кле-
точной культуре при трансфекции [11].

Мутагенез РВ1-гена проводили с помощью полимеразной цепной реакции (ПЦР) за 
2 раунда. Для ПЦР использовали стандартный протокол по набору реактивов Tersus 
PCR Kit (кат. номер PK021). Для контроля длины ПЦР продукта проводили аналитиче-
ский форез в 1,5% агарозном геле с добавлением буфера ТАЕ. Клонирование проводи-
ли с помощью так называемой Golden Gate реакции [12]: совмещение рестрикции-ли-
гирования вставки с вектором в одной реакции. Для этого была получена линейная 
форма вектора pHW2000 с помощью ПЦР c праймеров, на 5’-концах которых нахо-
дились сайты рестрикции BsmBI. Реакцию Golden Gate ставили в 10 мкл. Использо-
вали рестриктазу Esp3I (BsmBI) (Fermentas/ThermoScientific), которую добавляли до 
0,25 ед./мкл, 10× Fermentas Tango Buffer, Т4 ДНК лигаза (Сибэнзим, Россия) до 5 ед./
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мкл, дитиотреитол до 1 mM, АТФ до 1 mM и линейный вектор со вставкой по 50 нг 
(молярное соотношение вектор/вставка = 1/3). Реакцию проводили в амплификаторе с 
программой: 15 циклов каждый по 5 мин при 37 °С и 5 мин при 17 °С.

Трансформацию проводили на рубидиевых компетентных бактериальных клетках 
(комп. 10-7,0) штамма DH5a. После разморозки во льду к клеткам добавляли ½ часть 
лигазной смеси. Далее суспензию клеток инкубировали 1 ч во льду, проводили «хит 
шок» (2 мин при 42 °С на водяной бане), инкубировали во льду 2 мин, добавляли среду 
LB без антибиотика и инкубировали в течение 30 мин при 37 °С. Клетки высеивали на 
чашки Петри с 1,5% агаром и средой LB с ампициллином (200 мкг/мл), инкубировали 
16 ч при 37 °С. Скрининг удачных клонов, в которых плазмида содержала вставку 
нужной длины, проводили при помощи ПЦР с последующим электрофоретическим 
анализом. Контроль нуклеотидной последовательности осуществляли с помощью 
секвенирования.

Для выделения плазмиды из бактериальных клеток использовали Thermo Scientific 
GeneJET Plasmid Miniprep Kit (кат. номер K0503). Концентрацию и чистоту (отноше-
ние 260/280 ≥1,8) измеряли на «NanoDrop 2000».

Рекомбинантная ДНК и обратно-генетические методы. В экспериментах исполь-
зовали плазмиду pHW2000 [11], разработанную для получения вируса гриппа методом 
обратной генетики. Плазмида pHW2000, а также плазмиды со вставками генов штамма 
вируса гриппа А/WSN/33 были любезно предоставлены д-ром Р. Вебстером (Мемфис, 
США). Для накопления плазмид использовали штамм E. coli DH5alpha. 

Накопление и концентрирование вирусов. Вирусы накапливали в КЭ по стандартной ме-
тодике. Для последующего выделения РНК вирусы концентрировали центрифугированием.

Выделение вирусной РНК. Для последующей постановки ПЦР выделяли вирусную 
РНК при помощи набора для выделения РНК из плазмы и сыворотки крови (ООО «Ла-
боратория Изоген», Москва).

Полимеразная цепная реакция в обратной транскрипции. Обратную транскрипцию 
ставили отдельно от ПЦР при помощи ревертазы M-MuLV (НПО «СибЭнзим», Ново-
сибирск) в соответствии с рекомендациями производителя. ПЦР ставили с высокоточ-
ной полимеразой Tersus (ЗАО «Евроген», Москва) в соответствии с рекомендациями 
производителя. Очистку полученных ПЦР-продуктов из легкоплавкой агарозы осу-
ществляли при помощи набора (Thermo Fisher Scientific, США).

Клонирование в Е. coli. Опыты по клонированию (работа с бактериями, рестрик-
ция, лигирование и т.п.) проводили по стандартным методикам или в соответствии 
с рекомендациями производителя для соответствующих ферментов (Т4 ДНК лигаза, 
рестриктазы Esp3I и Eco31I).

Секвенирование вставок в полученных плазмидах проводило ЗАО «Евроген» на ав-
томатическом секвенаторе «MegaBACE-500». 

Трансфекцию проводили при помощи реагента Lipofectamine LTX (Invitrogen, США) 
либо в кокультуре клеток 293Т и MDCK, либо в однодневном монослое клеток 293Т 
(плотность клеточного монослоя около 70%) в соответствии с методическим протоко-
лом, прилагаемым к реагенту Lipofectamine LTX.

Репродукция вирусов в лёгких мышей. Изучали att-фенотип по следующей мето-
дике: группы самок беспородных мышей (по 5 голов на группу) инфицировали ин-
траназально под лёгким эфирным наркозом анализируемыми вирусами в инфекци-
онном титре 105,0 ЭИД50

 (в дозе 50 мкл на мышь). Через 72 ч мышей усыпляли и 
извлекали лёгочную ткань. Из лёгочной ткани готовили 10% суспензию в ступках с 
тёртым стёклом. Инфекционный титр вируса в 10% суспензии лёгких определяли в 
КЭ и выражали в lg ЭИД50./0,2 мл. Все реассортанты были исследованы в трёх неза-
висимых опытах.

Статистическую обработку результатов осуществляли с использованием програм-
мы Excel. Измерения проводили в трёх пробах, подсчитывали среднее значение (М) и 
стандартное отклонение (SD). Данные представляли как М ± SD. Достоверность раз-
личий оценивали с помощью t-критерия Стьюдента.
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Результаты
Сравнительное изучение ts-фенотипа вариантов штамма А/WSN/33 вируса гриппа, 

имеющих сайт-специфические мутации в гене РВ1. Ts-маркёр является важнейшим мар-
кёром аттенуации для штаммов – кандидатов в живые гриппозные вакцины. Поэтому на 
первом этапе был исследован данный генетический признак у полученных сайт-спец-
ифических мутантов. Как видно из данных табл. 1, включение мутаций из РВ1-гена 
ХА штаммов – доноров аттенуации в геном вирулентного штамма А/WSN/33 приво-
дило к снижению или к резкому снижению размножения при повышенной температу-
ре (38–39 °С). Следует отметить, что выраженность ts-фенотипа сайт-специфических 
мутантов варьировала в широком диапазоне в зависимости от включения ts-мутаций из 
РВ1-гена того или иного ХА штамма – донора аттенуации и количества включённых 
мутаций. Так, включение единичных ts-мутаций K391E, E581G, E457D или А661T из 
РВ1-гена ХА штамма А/Энн Арбор/6/60 (H2N2) в геном исходного вирулентного штам-
ма А/WSN/33 (H1N1) приводило к незначительному изменению ts-фенотипа вируса.  
С другой стороны, включение большего количества ts-мутаций из РВ1-гена ХА штам-
мов А/Энн Арбор/6/60 (H2N2) вызывало резкое снижение способности вируса реплици-
роваться при температуре 39 °С. Включение единичных ts-мутаций из генома ХА штам-
ма А/Ленинград/134/17/57 в геном штамма А/WSN/33 также вызывало недостаточно 
глубокое изменение ts-фенотипа вирулентного штамма. Однако совместное включение 
двух мутаций из РВ1-гена А/Ленинград/134/17/57 в геном штамма А/WSN/33 приводило 
к резкому падению размножения вирулентного штамма в КЭ при 38–39 °С. Интерес-
но отметить, что единичная ts-мутация из РВ1-гена ХА штамма А/Краснодар/101/35/59 
(H2N2) при включении в геном штамма А/WSN/33 (H1N1) способствовала резкой утра-
те способности к размножению вируса-реципиента в КЭ при непермиссивных условиях. 
Следует отметить, что субъединица РВ1 содержит каталитический центр полимеразного 
комплекса, что делает структуру данного белка более ригидной. Это обстоятельство за-
трудняет включение ts-мутаций из генома разных ХА штаммов – доноров аттенуации. 
Многократные попытки включить в РВ1-ген штамма А/WSN/33 (H1N1) ts-мутации из 
разных ХА штаммов – доноров аттенуации были безуспешными. 

Изучение вирулентности полученных сайт-специфических мутантов для мышей. 
Анализ вирулентности исследованных трансфектантов для мышей свидетельствует о 

Т а б л и ц а  1
Изучение ts-фенотипа трансфектантов на базе штамма А/WSN/33, содержащих сайт-специфические 

мутации в РВ1-гене

Исходный вирус  
и трансфектант

Титр вируса в куриных эмбрионах при разной  
температуре инкубации (lg ЭИД50/0,2 мл)

34 °С 37 °С 38 °С 39 °С

A/WSN/33 6,5 ± 0,5 6,5 ± 0,5 6,25 ± 0,4 6,25 ± 04
№ 1  А/Энн Арбор/6/60٭
(K391E, E581G, E457D٭٭) 

6,5 ± 0,32 4,5 ± 0,74 2,5 ± 0,5 2,0 ± 0,2

№ 2 А/Ленинград/134/17/57 (K265N, V591I) 6,5 ± 0,4 5,0 ± 0,25 2,5 ± 0,2 < 1,0
№ 3 А/Краснодар/101/35/59 (I147T) 6,5 ± 0,5 4,0 ± 0,7 2,0 ± 0,5 < 1,0
№ 4 А/Энн Арбор/6/60  (E581G) 6,75 ± 0,25 6,5 ± 0,25 5,5 ± 0,75 4,5 ± 0,5
№ 5 А/ Энн Арбор/6/60 (К391Е) 6,5 ± 1,0 6,5 ± 0,5 5,0 ± 0,56 4,0 ± 0,4
№ 6  А/ Энн Арбор/6/60 (Е457D) 7,0 ± 0,2 7,0 ± 1,0 5,5 ± 0,32 4,5 ± 1,0
№ 7 А/Ленинград/134/17/57 (K265N) 7,0 ± 0,5 7,0 ± 0,25 5,0 ± 0,4 3,5 ± 0,4
№ 8  А/Ленинград/134/17/57  (V591I) 7,0 ± 1,0 6,5 ± 0,25 6,0 ± 0,5 5,5 ± 0,75
№ 9 А/Энн Арбор/6/60 (А661T) 7,0 ± 1,0 7,0 ± 0,75 6,5 ± 0,56 5,5 ± 1,0

П р и м е ч а н и е. Здесь и в табл. 2, 3: * – название ХА штамма, из генома которого были использованы 
мутации; ** – в скобках указано количество мутаций и их локализация в РВ1-белке трансфектанта.
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том, что включение ts-мутаций из РВ1-гена ХА штаммов в геном вирулентного штам-
ма А/WSN/33 приводит к снижению вирулентности данного штамма. В частности, как 
видно из данных табл. 2, включение двух ts-мутаций из РВ1-гена ХА штаммов А/Ле-
нинград/134/17/57 (K265N, V591I) или одной ts-мутации из РВ1-гена (I147T) штамма 
А/Краснодар/101/35/59 в геном штамма А/WSN/33 значительно подавляло размноже-
ние этого штамма в лёгких мышей. С другой стороны, в лёгких мышей, инфицирован-
ных трансфектантами № 4 или 5, унаследовавшими единичные мутации из РВ1-гена 
ХА штамма А/Энн Арбор/6/60, наблюдалось сниженное, но заметное размножение 
вируса. Как видно из наших данных, включение единичных ts-мутаций из РВ1-гена 
ХА штаммов в геном вирулентного штамма А/WSN/33, как правило, незначитель-
но снижает его вирулентность. Исключением является ts-мутация I147T из РВ1-гена 
ХА штамма А/Краснодар/101/35/59. Включение этой мутации в геном вирулентного 
штамма А/WSN/33 значительно подавляло размножение вируса в лёгких мышей. Ин-
тересно отметить, что при заражении мышей реассортантом между ХА штаммом А/
Краснодар/101/36/59 и штаммом А/WSN/33, который содержал мутантный РВ1-ген от 
штамма А/Краснодар/101/35/59, наблюдалось более заметное подавление размноже-
ния вирулентного вируса в лёгких, при одинаковой дозе интраназального заражения 
(см. табл. 2). Данное явление можно рассматривать как влияние фенотипического 
окружения на проявление эффекта мутации. 

Изучение иммуногенности сайт-специфических мутантов. Проведён сравнительный 
анализ способности отдельных сайт-специфических мутантов индуцировать гумораль-
ный иммунитет у мышей в ответ на интраназальное заражение. В качестве объектов из-
учения были выбраны трансфектант № 1, имеющий в геноме 3 мутации из РВ1-гена ХА 
штамма А/Энн Арбор/6/60, трансфектант № 2, унаследовавший 2 мутации из РВ1-гена 
ХА штамма А/Ленинград/134/17/57, и трансфектант № 3 с единичной мутацией в гено-
ме из РВ1-гена ХА штамма А/Краснодар/101/35/59. Исследование гуморального ответа 
было проведено с целью оценить иммуногенность вирусов, реплицирующихся в пре-
делах верхнего респираторного тракта мышей. Как видно из табл. 3, наивысший титр 
гуморальных антител (1 : 1280) был обнаружен у мышей, иммунизированных трансфек-
тантом № 1, содержащим в геноме мутации из РВ1-гена ХА штамма А/Энн Арбор/6/60. 
Этот факт можно было объяснить размножением остаточного вируса в лёгких мышей. 
Трансфектанты № 2 и 3, содержащие в геноме ts-мутации из РВ1-гена ХА штаммов  
А/Ленинград/134/17/57 и А/Краснодар/101/35/59, при интраназальной иммунизации 
мышей индуцировали умеренный уровень гуморального иммунного ответа (1 : 320, 1 : 

 Т а б л и ц а  2
Изучение att-фенотипа трансфектантов на базе штамма А/WSN/33, содержащих сайт-специфические 

мутации в РВ1-гене 

Исходный вирус и трансфектанты Титр вируса в лёгких мышей (lg ЭИД50/1,0 г лёгочной ткани)

А/WSN/33 5,3 ± 0,4
№ 1 А/Энн Арбор/6/60٭ (K391E, E581G, 
E457D٭٭)

2,5 ± 0,4

№ 2 А/Ленинград/134/17/57 (K265N, V591I) 2,5
№ 3 А/Краснодар/101/35/59 (I147T) < 1,0
№ 4 А/Энн Арбор/6/60 (Е581G) 3,5 ± 0,4
№ 5 А/ Энн Арбор/6/60 (K391) 4,5 ± 0,4
№ 7 А/Ленинград/134/17/57 (К265N) 2,5 ± 0,5
№ 8 А/Ленинград/134/17/57 (V591I) 4,0 ± 1.0
Реассортант А/Краснодар/101/35/59 x
A/WSN/33, имеющий мутантный РВ1-ген  
от штамма А/Краснодар/101/35/59

1,3 ± 0,3
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160). Важно отметить, что в сыворотке крови иммунизированных мышей наблюдались 
антитела, способные реагировать с дрейфовыми вариантами. 

Изучение весовых характеристик мышей, инфицированных интраназально вариан-
тами штамма А/WSN/33 вируса гриппа, содержащими сайт-специфические мута-
ции в гене РВ1. Как показано на рисунке, у мышей, инфицированных интраназаль-
но вариантами штамма А/WSN/33, содержащими в гене РВ1 сайт-специфические 
мутации, унаследованные от различных ХА штаммов – доноров аттенуации, наблю-
дались различные темпы снижения массы тела. У мышей, инфицированных исход-
ным вирулентным штаммом А/WSN/33, отмечено быстрое и значительное снижение 
массы тела (20–25%) к 6-му или 7-му дню с момента заражения. Масса тела мышей, 
инфицированных трансфектантом, имевшем в РВ1-гене 3 мутации из РВ1-гена ХА 
штамма А/Энн Арбор/6/60 (K391E, E581G,Е457D), не снижалась столь значительно. 
Наблюдалось снижение массы тела в пределах 10–12%. Этот факт свидетельствует 
о том, что наличие трёх мутаций из пяти, формирующих ts-фенотип ХА штамма А/
Энн Арбор/6/60 в геноме вирулентного штамма А/WSN/33, значительно снижает его 
вирулентный потенциал. Трансфектанты, имеющие в РВ1-гене единичные мутации из 
РВ1-гена ХА штамма А/Энн Арбор/6/60, по динамике снижения массы тела занима-
ли среднее положение между трансфектантом с тремя мутациями из ХА штамма А/
Анн Арбор/6/60 и исходным вирулентным штаммом А/WSN/33. Интересно отметить, 
что у мышей, инфицированных трансфектантом, имеющим в РВ1-гене только одну 
мутацию Ile147Thr из РВ1-гена ХА штамма А/Краснодар/101/35/59 (Н2N2), отмечено 
наименьшее снижение массы тела на протяжении всего срока наблюдения: не более 
3–5% на 7–8-е сутки. Минимальное снижение массы тела наблюдалось и у мышей, 
инфицированных трансфектантом, содержащем в геноме две ts-мутации из РВ1-ге-
на ХА штамма А/Ленинград/134/17/59 (K265N, V591I). Как видно из наших данных, 
интенсивность уменьшения массы тела у животных не коррелировала с количеством 
мутаций, включённых в геном вирулентного штамма. 

Обсуждение
Согласно данным литературы, РВ1-белок функционирует в качестве полимеразной 

каталитической субъединицы, вовлечённой в элонгацию вирусспецифической РНК 
[13]. Он включает консервативные мотивы и субдомены («пальцы» и «ладонь»), харак-
терные для РНК-зависимых РНК-полимераз, ассоциированных с промоторными по-
следовательностями вирионной и комплементарной РНК. Первые 15 аминокислотных 
остатков РВ1-белка связаны с С-концевым доменом РА-белка. Внешняя поверхность 
субдоменов («пальцы» и «ладонь») РВ1-белка тесно примыкает к линкерной последо-
вательности РА-белка (аминокислотные последовательности 197–257), формируя мно-
гочисленные гидрофобные и полярные взаимодействия [14]. Специфическая область 
РВ1-белка взаимодействует с N-концевым доменом РВ2-белка. Каталитический центр 
РВ1-белка содержит три консервативных аминокислотных остатка (Asp 305, Asp 444, 

Т а б л и ц а   3
Изучение иммуногенности трансфектантов на базе штамма А/WSN/33, содержащих  

сайт-специфические мутации в РВ1-гене

Трансфектанты Титр сывороточных антител в РЗГА*** при взаимодей-
ствии вирусов с антисыворотками

антигены

А/WSN/33 А/Брисбен/07 А/Калифорния/09

№ 1 А/Энн Арбор/6/60٭ (К381Е, Е581G, E457D٭٭) 1 : 1280 1 : 40 < 1 : 10
№ 2  А/Ленинград/134/ 17/57 (К265N, V591I) 1 : 320 1 : 40 < 1 : 10
№ 3  А/Краснодар/101/35/59(I147T) 1 : 160 1 : 40 < 1 : 10

П р и м е ч а н и е. *** РЗГА – реакция задержки гемагглютинирующей активности.
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Asp 445), связанных с двумя ионами двухвалентных металлов, важных для синтеза 
вирусспецифической РНК [15]. 

Анализ генома ХА штаммов – доноров аттенуации вируса гриппа свидетельству-
ет о постоянном наличии ts-мутаций в различных доменах РВ1-гена в этих штам-
мах, что указывает на исключительно важное значение функциональных дефектов в 
РВ1-белке для формирования аттенуационного фенотипа вируса [4, 7, 10, 16]. В этой 
связи изучение возможности включения ts-мутаций из генома различных ХА штам-
мов в РВ1-ген вирулентного штамма с целью его аттенуации представляет теоретиче-
ский и практический интерес. Полученные нами данные свидетельствуют о том, что 
включение ts-мутаций, локализованных в РВ1-гене ХА штаммов-доноров А/Ленин-
град/134/17/57 ((H2N2) и А/Краснодар/101/35/59 (H2N2), в геном вирулентного штам-
ма А/WSN/33 (H1N1)) приводит к изменению его ts- и att-фенотипа, при этом практи-
чески не влияя на снижение массы тела иммунизированных мышей, превращает его 
в аттенуированный вариант. При проведении сайт-специфического мутагенеза мы не 
наблюдали влияния нового фенотипического окружения на эффективность фенотипи-
ческого проявления включенных мутаций. Мы объясняем это принадлежностью как 
ХА штаммов-доноров, так и штамма-реципиента к вирусам гриппа человека, облада-
ющим сходным температурным оптимумом активности вирусной РНК-полимеразы. 
В связи с этим РВ1-субъединица, как часть полимеразного комплекса, выполняющая 
в инфицированных клетках каталитическую функцию, характеризуется повышенной 
ригидностью, что создаёт определённые трудности для одновременного включения ts-
мутаций из генома различных ХА штаммов-доноров. Наши многократные попытки 
включить одновременно в РВ1-ген ts-мутации из генома различных ХА штаммов-до-
норов не приводили к успеху. С другой стороны, в РВ2-ген штамма А/WSN/33, обла-
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Динамика снижения массы тела мышей, инфицированных штаммом А/WSN/33 и трансфектантами  
№ 1, 2, 3 на базе этого штамма, содержащими мутации в РВ1-гене. 

Группы самок беспородных мышей (по 5 голов в каждой) инфицировали интраназально под лёгким эфирным нар-
козом анализируемыми вирусами в инфекционном титре 105,0 ЭИД50 (в объёме 50 мкл на мышь).  Массу тела мышей 

измеряли ежедневно и рассчитывали в процентах от массы тела каждого животного в день заражения (0-й день). 
По оси абсцисс – дни наблюдения; по оси ординат – снижение массы тела мышей в процентах от массы тела каждого 

животного в день заражения (0-й день). 



29

ЖУРНАЛ МИКРОБИОЛОГИИ, ЭПИДЕМИОЛОГИИ И ИММУНОБИОЛОГИИ. 2019; (6)
DOI: https://doi.org/10.36233/0372-9311-2019-6-21-29

ОРИГИНАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

дающий большей пластичностью, были одновременно успешно включены ts-мутации 
трёх ХА штаммов – доноров аттенуации. 

Заключение
Технология сайт-специфического мутагенеза может быть успешно использована для 

модификации РВ1-гена вирулентных штаммов вируса гриппа А с целью получения 
живых гриппозных вакцин нового поколения. 

Финансирование. Исследования были проведены при финансовой поддержке ФГБНУ 
НИИ вакцин и сывороток им. И.И. Мечникова.
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Введение. Грипп – тяжёлое вирусное заболевание. Наиболее частым постгриппо-
зным осложнением являются пневмонии. Ранее авторами разработана экспери-
ментальная мышиная модель вирусно-бактериальной пневмонии, индуцированной 
последовательным заражением вирусом гриппа и Staphylococcus aureus. В ней был 
выявлен летальный синергизм между патогенами, отмечаемый в эпидемиологиче-
ских наблюдениях.
Цель настоящего исследования – изучение эффекта введения интраназальных 
вакцин с последующим заражением Streptococcus pneumoniaе на развитие и исход 
заболевания.
Материалы и методы. Животные были иммунизированы интраназально 
штаммом аттенуированной холодоадаптированной живой гриппозной вакцины  
А/17/Калифорния/2009/38 (H1N1)pdm09 и рекомбинантной вакциной на основе 
вирусоподобных частиц (ВПЧ) НA(Пуэрто-Рико/8/34)-Gag. Животные экспери-
ментальных групп были инфицированы вирулентными штаммами вируса гриппа  
А/Калифорния/04/2009 (H1N1)pdm09 или A/Пуэрто-Рико/8/34 (H1N1). На 5-е сут-
ки после интраназальной иммунизации животных подвергали бактериальному 
заражению штаммом St. pneumoniaе. Синергизм вакцинного или вирусного аген-
та с бактериальной инфекцией оценивали по выживаемости и снижению массы 
тела животных, титру вируса и плотности бактерий в носоглоточных смывах и 
лёгких.
Результаты . Иммунизация вакцинными препаратами не способствовала повыше-
нию чувствительности мышей к бактериальному заражению. Элиминация бактерий 
из лёгких и носоглотки в группах мышей, иммунизированных вакцинными препара-
тами, соответствовала динамике в группе животных, иммунизированных фосфат-
но-солевым буфером.
Обсуждение. Полученные результаты свидетельствуют о безопасности интрана-
зальной иммунизации препаратами холодоадаптированного аттенуированного 
штамма вируса гриппа А/17/Калифорния/2009/38 (H1N1)pdm09 и ВПЧ, несущих 
НA(Пуэрто-Рико/8/34)-Gag вируса гриппа, с точки зрения усиления вторичной бак-
териальной суперинфекции, вызванной St . pneumoniae .
Заключение. Исследованные вакцинные препараты успешно блокировали инфек-
ции в нижних отделах респираторного тракта.

Ключевые слова: вирус гриппа; живая гриппозная вакцина; вирусоподобные частицы; 
вторичные бактериальные пневмонии после гриппозной инфекции.
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Introduction. Influenza is a severe viral disease. The most common post-influenza 
complication is pneumonia. Earlier, we developed an experimental mouse model of viral-
bacterial pneumonia induced by successive infection with influenza virus and St . aureus, 
in which lethal synergy between pathogens observed in epidemiological observations 
was detected . 
Aim. To study the effect of the administration of intranasal vaccines, followed by infection 
with St . pneumoniae on the development and completion of the disease. 
Materials and methods. The animals were immunized intranasal with a strain of 
attenuated cold-adapted live influenza vaccine A/17/California/2009/38 (H1N1)pdm09 
(LAIV) and a recombinant vaccine based on virus-like particles HA(Puerto Rico/8/34)-
Gag (VLPs). Control groups of animals were infected with virulent strains of influenza 
virus A/ California/04/2009 (H1N1)pdm09 or A/Puerto Rico /8/34 (H1N1). On the fifth day 
after intranasal immunization with the vaccine preparations and infection with pathogenic 
strains, animals were subjected to bacterial infection with a strain of St . pneumoniae . The 
presence of synergism of vaccine or viral agent with bacterial infection was assessed by 
survival and weight loss of animals, virus titer and density of bacteria in nasopharyngeal 
washes and lungs. 
Results. It was shown that immunization with vaccine preparations did not lead to 
increased sensitivity of mice to bacterial infection. Elimination of bacteria from the lungs 
and nasopharynx in groups immunized with vaccine preparations corresponded to the 
dynamics in the group of animals immunized by PBS. 
Discussion. The results obtained indicate the safety of intranasal immunization with LAIV 
A/17/California/2009/38 (H1N1)pdm09 and virus-like particles HA (Puerto Rico/8/34)-
Gag (VLPs) in terms of enhancing secondary bacterial superinfection caused by St . 
pneumoniae . 
Conclusion. The studied vaccines successfully blocked infections in the lower respiratory 
tract .
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Введение
Грипп – тяжёлое острое вирусное заболевание, которым ежегодно в мире болеют 

около 1 млрд человек, при этом 300–500 тыс. умирают от гриппа или от его осложне-
ний. Наиболее частым постгриппозным осложнением является пневмония. По данным 
Всемирной организации здравоохранения, ежегодно в мире регистрируется 429 млн 
случаев пневмонии, из них 300 млн – это пневмонии, перенесённые после тяжёлых 
случаев гриппа и острой респираторной вирусной инфекции [1].

Основным средством борьбы с гриппозной инфекцией является вакцинация. Не-
смотря на то что эффективность вакцинации традиционно оценивается по прямому 
действию – способности предотвращать заболеваемость гриппом, снижение числа ос-
ложнений, в частности пневмоний, несомненно, также относится к её достоинствам.

В последние годы всё более широкое распространение в мире получают живые аттенуи-
рованные гриппозные вакцины (ЖГВ), которые обеспечивают полноценную защиту, ими-
тируя инфекцию эпидемическим вирусом и стимулируя те же звенья иммунного ответа, 
что и патогенный вирус. Несмотря на то что современные ЖГВ имеют ряд неоспоримых 
достоинств (эффективность, безопасность, перекрёстный защитный эффект против дрей-
фовых вариантов возбудителей гриппа, назальное введение) [2, 3], их применение до сих 
пор дискутируется. Сомнения вызывает, в частности, факт, что гриппозная инфекция ини-
циирует увеличение количества бактерий Streptococcus pneumoniae и Staphylococcus aureus 
в назофарингеальном тракте животных и человека, повышая риск инфицирования бакте-
риальными патогенами верхнего и нижнего отделов респираторного тракта с дальнейшим 
развитием заболевания [4, 5]. Это вызывает вопрос о потенциальной опасности, посколь-
ку интраназальная иммунизация ЖГВ также может приводить к увеличению плотности 
бактерий в назофарингеальном тракте с последующей трансмиссией в лёгкие [6]. Одним 
из инновационных подходов является использование вирусоподобных частиц (ВПЧ). Они 
представляют собой копию оболочки вируса в отсутствие генетического материала и ис-
пользуются как платформа для разработки противогриппозных вакцин, некоторые из них 
уже находятся на стадии клинических испытаний [7]. Такие вакцины благодаря быстроте 
изготовления должны решить давнюю проблему своевременного появления вакцин про-
тив быстро мутирующего вируса гриппа. В частности, мы изучаем ВПЧ, полученные в 
клетках насекомых с помощью бакуловирусных векторов, несущие НА вируса гриппа – 
поверхностный белок, который играет значительную роль в адгезии вируса к клеткам ре-
спираторного эпителия назофарингеального тракта.

Ранее нами разработана экспериментальная мышиная модель вирусно-бактериаль-
ной пневмонии, индуцированной последовательным заражением вирусом гриппа и St. 
aureus, в которой был выявлен летальный синергизм между патогенами, отмечаемый в 
эпидемиологических наблюдениях [8].

Цель настоящей работы – изучение эффекта интраназальных вакцин холодоадапти-
рованного аттенуированного штамма вируса гриппа А/17/Калифорния/2009/38 (H1N1)
pdm09 и ВПЧ, несущих НА вируса гриппа, с последующим заражением St. pneumoniaе 
на развитие пневмонии и исход заболевания.

Материалы и методы
Штамм живой гриппозной вакцины, вирусоподобные частицы и патогены. Для 

вакцинации животных использовали аттенуированный штамм ЖГВ А/17/Калифор-
ния/2009/38 (H1N1)pdm09, предоставленный отделом вирусологии ФГБНУ «Институт 
экспериментальной медицины» (Санкт-Петербург, Россия).

Штамм ЖГВ был получен путём классической реассортации вируса гриппа  
А/Калифорния/07/2009 (H1N1)pdm09 – возбудителя пандемии 2009 г. – и донора ат-
тенуации А/Ленинград/134/17/57 (H2N2). В вакцинном реассортанте присутствуют 
гены, кодирующие внутренние белки вириона РВ2, РВ1, РА, NP, M и NS от донора 
аттенуации, и гены HA и NA, ответственные за антигенную актуальность, от пандеми-
ческого вируса [3]. Лиофилизованный штамм ЖГВ А/17/Калифорния/2009/38 (H1N1)
pdm09 восстанавливали, добавляя 1 мл фосфатно-солевого буфера (ФСБ), и определя-
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ли его инфекционную активность титрованием в 9-дневных развивающихся куриных 
эмбрионах (РКЭ). Далее аттенуированный штамм ЖГВ накапливали в РКЭ при 32–33 
ºС в течение 72 ч и использовали для иммунизации мышей.

Также для вакцинации был использован препарат, полученный с помощью констру-
ирования бакуловирусного вектора, экспрессирующего ВПЧ при заражении клеток 
насекомых. ВПЧ, образованные комбинаций ретровирусного Gag белка и HA виру-
са гриппа, происходящего от штамма A/Пуэрто-Рико/8/34 (H1N1), были наработаны в 
виде неочищенного препарата (HA-Gag ВПЧ), содержащего инфекционный бакулови-
русный вектор. ВПЧ были получены и охарактеризованы M. Klausberger (Department 
of Biotechnology, University of Natural Resources and Life Sciences, Vienna) в рамках 
совместного гранта Российского научного фонда. 

Для заражения животных использовали вирус гриппа А/Пуэрто-Рико/8/34 (H1N1), 
полученный из музея ФГБУ «НИИ гриппа им. А.А. Смородинцева» Минздрава Рос-
сии, и адаптированный к мышам пандемический вирус гриппа А/Калифорния/04/2009 
(H1N1)pdm09. Для адаптирования вируса мышей заражали интраназально алланто-
исным вирусом, после проявления признаков заболевания в стерильных условиях 
получали лёгочный гомогенат, который использовали для заражения 9-дневных РКЭ. 
Вирусы для заражения выращивали в 9-дневных РКЭ в течение 72 ч при 37 ºС [9]. 
После определения инфекционной активности вирусов, выраженной в lg ЭИД50/мл, их 
использовали для инфицирования животных. 

Для бактериального заражения использовали штамм St. pneumoniaе № 3405 из кол-
лекции микроорганизмов ФГБНУ «Научно-исследовательский институт вакцин и сы-
вороток им. И.И. Мечникова» (Москва, Россия).

Лёгочную суспензию разводили ФСБ, далее осуществляли посев на чашки Петри с 
плотной средой «Питательный агар» (ФБУН «Государственный научный центр приклад-
ной микробиологии и биотехнологии», Оболенск, Россия) с добавлением 5% лошадиной 
крови. Культуру инкубировали при 37 °С в 5,5% СО2 среде в течение 18–24 ч.

Животные. Мыши линии BALB/c массой тела 12–14 г получены из питомника ФГ-
БУН «Научный центр биомедицинских технологий» ФМБА России, филиал «Андре-
евка» (Московская область).

Определение эффекта вакцинации в модели бактериальной пневмонии. Живот-
ных вакцинировали интраназально штаммом ЖГВ А/17/Калифорния/2009/38 (H1N1)
pdm09 в дозе 6 lg ЭИД50/50 мкл, или ВПЧ в дозе 1,25 мкг НА/мышь. Через 5 сут про-
водили интраназально бактериальное заражение штаммом St. pneumoniaе в дозе 1,25 · 
107 колониеобразующих единиц (КОЕ/мл).

Животных 1-й группы (n=30) инфицировали интраназально адаптированным патоген-
ным вирусом гриппа А/Калифорния/04/2009 (H1N1)pdm09 дозой 105 ТЦИД50 с последу-
ющим бактериальным заражением. Животных 2-й группы (n=30) инфицировали интра-
назально вирусом гриппа А/Пуэрто-Рико/8/34(H1N1) в дозе 102 ТЦИД50 с последующим 
бактериальным заражением. Животным 3-й группы (n=30) вводили интраназально сте-
рильный ФСБ и через 5 сут их заражали интраназально St. pneumoniaе в дозе 1,25 · 107 
КОЕ/мл.

Патогенез бактериальной пневмонии после инфекции вирусами гриппа оценивали 
по выживаемости животных, средней продолжительности их жизни, а также по сни-
жению массы тела.

Среднюю продолжительность жизни животных высчитывали по формуле:
MSD = ∑f (d-1)/n, 
где f – количество мышей, умерших на день d, n – количество мышей в группе. Массу 

тела животных оценивали ежедневно. Её изменение рассчитывали отдельно для ка-
ждой мыши и выражали в процентах, при этом за 100% принимали массу тела жи-
вотного перед инфицированием. Для всех мышей одной группы определяли среднее 
значение снижения или увеличения массы тела (в процентах).

Изучение биологического материала животных. Животные были размещены и об-
работаны в соответствии с законодательством Европейского Союза и с Международ-
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ными руководящими принципами этического обращения с лабораторными животны-
ми [10]. Использование протокола гуманного обращения с животными было одобрено 
локальным комитетом по биоэтике ФГБНУ «Научно-исследовательский институт вак-
цин и сывороток им. И.И. Мечникова» (Москва, Россия).

В каждой группе умерщвляли мышей до и после бактериального заражения для 
определения титра вируса. На 3-и и 5-е сутки после бактериального заражения живот-
ных умерщвляли для определения обсеменённости лёгких и носоглоточных смывов. В 
указанные дни в каждой группе умерщвляли по 3 мыши, в стерильных условиях извле-
кали лёгкие, гомогенизировали их и ресуспендировали в 1 мл холодного стерильного 
0,01М ФСБ. Суспензию осветляли от клеточного дебриса центрифугированием при 
2000g в течение 10 мин, 0,1 мл супернатанта отбирали для определения бактериальной 
плотности, а оставшийся супернатант использовали для определения инфекционного 
титра вируса в культуре клеток MDCK. Полученные образцы хранили  при 4 ºС не 
более 1 нед до постановки экспериментов.

Определение инфекционного титра вируса в лёгких мышей. Клетки MDCK рас-
саживали в 96-луночных планшетах фирмы Costar (США) со средней плотностью 
30 000–35 000 клеток на лунку и выращивали в минимальной среде Игла (МЕМ) в 
присутствии 5% сыворотки телят, 10 мМ глутамина и антибиотиков (пенициллин 
100 МЕ/мл и стрептомицин 100 мкг/мл) до полного монослоя. Готовили 10-кратные 
разведения каждой пробы вируса из лёгких (цельный до 108) на среде с добавлени-
ем ТРСК-трипсина (2 мкг/мл). Полученными разведениями заражали монослой че-
тырех лунок 96-луночного планшета. После инкубации при 37 °С в атмосфере 5% 
СО2 в течение 72 ч клетки трижды промывали ФСБ и фиксировали 10% раствором 
формальдегида при 18–23 ºС в течение 5 мин. После удаления раствора формальде-
гида в каждую лунку планшета вносили по 100 мкл 1% раствора кристаллического 
фиолетового и выдерживали при 18–23 ºС в течение 5 мин. После промывки водой 
и высушивания планшета в лунки добавляли по 0,1 мл 96% спирта, инкубировали 
при покачивании (комнатная температура в течение 20 мин), а затем измеряли оп-
тическую плотность при длине волны 570 нм. Лунки считали «положительными», 
если оптическая плотность была ниже таковой в клеточном контроле на 20%.

Определение обсеменённости респираторных путей. Для определения плотности 
бактерий St. pneumoniaе образцы гомогенизированных лёгких или носоглоточные 
смывы разводили ФСБ, диапазон разведений определяли опытным путем. Осущест-
вляли посев соответствующих разведений на чашки Петри с плотной средой «Пита-
тельный агар» (ФБУН «Государственный научный центр прикладной микробиологии 
и биотехнологии», Оболенск, Россия) с добавлением 5% лошадиной крови. Культуру 
инкубировали при 37 ºС в 5,5% СО2 среде в течение 18–24 ч. Чистоту выросшей куль-
туры определяли визуально и микроскопически в мазках, окрашенных по Грамму.

Идентичность подтверждали фенотипически, тинкториально, по наличию α-гемоли-
за, в тестах с оптохином и желчью, а также в реакции латекс-агглютинации с соответ-
ствующими серотиповыми сыворотками (Statens Serum Inst., Дания).

Обсеменённость лёгочной ткани рассчитывали, умножая число выросших колоний 
на степень разведения и коэффициент, обратный объёму посеянного материала, и вы-
ражали в lg КОЕ/мл.

Все манипуляции с патогенными материалами проводили в МСК класса АИИ на 
объекте БСЛ-2.

Статистическая обработка данных. Полученные цифровые данные были подверг- 
нуты статистической обработке в программе Statistica 8.0. Выживаемость в группах 
мышей сравнивали при помощи однофакторного дисперсионного анализа (ANOVA) 
в программе Statistica 8.0. Для сравнения изменений массы тела мышей использовали 
однофакторный дисперсионный анализ для нелинейных моделей, четырёхпараметри-
ческую log-логистическую модель. Анализ выполнен в приложении R-Studio (Version 
1.0.136).
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Результаты 
Динамика массы тела и летальность у мышей после иммунизации и последующего 

бактериального заражения. Основной целью работы было изучение влияния интра-
назальной иммунизации мышей вакцинными препаратами ЖГВ и рекомбинантной 
вакцины на основе ВПЧ на развитие вторичной бактериальной инфекции при зараже-
нии сублетальной дозой St. pneumoniaе. Группы положительного контроля были сфор-
мированы путём инфицирования мышей низкими дозами патогенных вирусов гриппа  
А/Калифорния/04/2009 (H1N1)pdm09 или А/Пуэрто-Рико/8/34 (H1N1) с последующим 
заражением St. pneumoniae на 5-е сутки после инфекции вирусами гриппа, что приво-
дило к развитию известного эффекта вирусно-бактериального синергизма. Наблюда-
лось прогрессирующее снижение массы тела животных на протяжении всего экспери-
мента, заканчивающееся 100% летальностью (рис. 1, рис. 2). В то же время животные, 
иммунизированные холодоадаптированным вакцинным вирусом гриппа А/17/Кали-
форния/2009/38 (H1N1)pdm09 или препаратом НA(Пуэрто-Рико/8/34)-Gag ВПЧ, не де-
монстрировали признаков заболевания после бактериального заражения, летальности 
не наблюдалось. Динамика показателей выживаемости в течение эксперимента (см. 
рис. 1), а также изменения массы тела экспериментальных животных соответствовали 
показателям группы животных, иммунизированных ФСБ (см. рис. 2). Таким образом, 
продемонстрировано отсутствие негативного влияния иммунизации ЖГВ и НA(Пуэр-
то-Рико/8/34)-Gag ВПЧ на развитие вторичной бактериальной инфекции.

Титр вируса в лёгких мышей экспериментальных групп исследовали 2 раза: до и по-
сле бактериального заражения St. pneumoniae. В образцах, полученных от животных, 
вакцинированных холодоадаптированным штаммом ЖГВ А/17/Калифорния/2009/38 
(H1N1)pdm09, выделения вируса из лёгких мышей не наблюдали, что закономерно 
подтверждает аттенуированный фенотип вакцинного штамма. А в группах живот-
ных, заражённых патогенным вирусом гриппа А/Калифорния/04/2009 (H1N1)pdm09 
или вирусом гриппа А/Пуэрто-Рико/8/34 (H1N1), вирус выделялся из лёгких с титром 
4,5 ± 2,3 и 3,5 ± 0,5 lg ТЦИД50/мл до бактериального заражения, 6,2 ± 2,3 и 7,5 ± 1,5 
lg ТЦИД50/мл после бактериального заражения соответственно (см. таблицу). Таким 
образом, бактериальное заражение провоцировало размножение патогенных вирусов, 
но не сказывалось на репродукции аттенуированного штамма ЖГВ.

Рис. 1. Выживаемость мышей после заражении St. pneumoniaе при изучении эффекта вакцинации 
живой гриппозной вакциной А/17/Калифорния/2009/38 (H1N1)pdm09 и препаратом НA(Пуэрто-Ри-

ко/8/34)-Gag ВПЧ.
ЖГВ – живая гриппозная вакцина; ФСБ – фосфатно-солевой буфер; НА – гемагглютинин; ВПЧ – вирусоподобные 

частицы. 
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Бактериальная обсеменённость лёгких и носоглоточных смывов животных в экспе-
риментальных группах. Сравнительное изучение продуктивности бактериального роста 
в группах мышей на 3-и сутки после бактериального заражения показало, что независи-
мо от иммунизирующего агента, включая инфекцию патогенными штаммами, наблю-
дался высев бактериальных колоний из образцов носоглоточных смывов в диапазоне 
от 3 до 5 log КОЕ50/мл (см. таблицу). В группах, иммунизированных вакцинными пре-
паратами, выявлена тенденция к снижению высева из носовых смывов по сравнению с 
группой контроля ФСБ и группами, получившими инфекцию вирулентными вирусами. 
Так, в группе мышей, иммунизированных штаммом ЖГВ, количество колоний состави-
ло 3,55 ± 0,19 log КОЕ/мл, а в группе, вакцинированной препаратом ВПЧ, – 3,0 ± 0,5 log 
КОЕ/мл. В группах мышей, заражённых патогенными вирусами А/Калифорния/04/2009 
(H1N1)pdm09 и А/Пуэрто-Рико/8/34 (H1N1), – 4,72 ± 0,08 и 5,75 ± 0,05 log КОЕ/мл со-
ответственно. На 5-е сутки после бактериального заражения материал носовых смывов 
и гомогенатов лёгких, полученный от групп животных, иммунизированных ЖГВ, ВПЧ 
или заражённых только St. pneumoniae, не имел признаков бактериального роста. При 
этом в образцах гомогенатов лёгких, полученных от групп животных, заражённых па-
тогенными вирусами гриппа с последующим заражением St. pneumoniae, наблюдался 
рост числа колоний на 2–3 log KOE/мл по сравнению с показателями 3-х суток. Одновре-
менно в этих группах на 5-е сутки наблюдалась элиминация St. pneumoniae из верхнего 
респираторного тракта (см. таблицу).

Обсуждение
Наличие вирусно-бактериального синергизма зависело от репродукционной актив-

ности вируса в лёгких мышей. При заражении вирусами гриппа А/Калифорния/04/2009 
(H1N1)pdm09 и А/Пуэрто-Рико/8/34 (H1N1) рост обсеменённости лёгких на 5-е сутки 
после бактериального заражения свидетельствует о смещении вирусного инфекцион-
ного процесса в нижние отделы респираторного тракта. А в группе мышей, приви-

 
 

A/Калифорния/04/2009(H1N1)
pdm09+St .pneumoniae

ЖГВ A/17/Калифорния/2009/38 
(H1N1)pdm09+St. pneumoniae

ФСБ+St. pneumoniae0 5 7 9 11 13 15 17 19 21

НA(Пуэрто-Рико/8/34)-Gag ВПЧ+
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А/Пуэрто- Рико/8/34(H1N1)+
St. pneumoniae
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Рис. 2. Изменение массы тела мышей, инфицированных St. pneumoniaе, при изучении эффекта вакци-
нации живой гриппозной вакциной А/17/Калифорния/2009/38 (H1N1)pdm09 и препаратом НA(Пуэр-

то-Рико/8/34)-Gag ВПЧ 
ЖГВ – живая гриппозная вакцина; ФСБ – фосфатно-солевой буфер; НА – гемагглютинин; ВПЧ – вирусоподобные 

частицы. 
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тых аттенуированным вирусом ЖГВ, который из-за холодоадаптированного фенотипа 
не способен к репродукции в нижних отделах респираторного тракта, бактериальная 
пневмония не развивалась. Соответственно нереплицирующаяся вакцина на основе 
ВПЧ также не провоцировала бактериальный рост в лёгких.

Полученные результаты представляются неожиданными, поскольку известно, что 
штаммы холодоадаптированной ЖГВ могут обладать повышенной интерфероноген-
ностью при интраназальной вакцинации [11]. Кроме того, препараты ВПЧ за счёт 
присутствия компонентов бакуловируса могут стимулировать продукцию интерфе-
ронов [9]. Известно, что выработка интерферонов 1-го типа при вирусной инфекции 
или вакцинации может стать одним из провоцирующих факторов вторичной бакте-
риальной инфекции из-за их негативного влияния на активность фагоцитирующих 
клеток и приток нейтрофилов в очаг инфекции [12, 13]. В отличие от наших данных, 
M.J. Mina и соавт. [6] в исследованиях на мышах наблюдали 2–5-кратное увеличение 
обсеменённости бактериальной флорой верхнего респираторного тракта мышей, им-
мунизированных штаммом холодоадаптированной ЖГВ А(H3N2), аналогично тому, 
как растёт плотность бактерий при инфицировании диким вирусом гриппа. Однако, 
несмотря на рост микрофлоры в верхних дыхательных путях, авторы сделали вывод 
о том, что ЖГВ, в отличие от диких вирусов гриппа, не приводят к заболеваниям 
нижних дыхательных путей. Многочисленные клинические и эпидемиологические 
исследования ЖГВ, а также применение ЖГВ в практике здравоохранения демон-
стрируют не только их высокую профилактическую эффективность, но и несомнен-
ную безвредность [14–17]. Низкая реактогенность ЖГВ против сезонных вирусов 
гриппа, а также вирусов гриппа с пандемическим потенциалом не только свидетель-
ствует об отсутствии остаточной вирулентности в препаратах ЖГВ, но и показывает, 
что в ответ на введение ЖГВ не развивается осложнений в форме сопутствующих 
инфекций и соматических заболеваний. В отличие от ЖГВ, вакцины на основе ВПЧ 
находятся на ранней стадии своего развития и призваны прийти на смену разно- 
образным сезонным гриппозным вакцинам. Развитие технологии ВПЧ направлено на 

Сравнение эффективности заражения / вакцинации на развитие осложнений в экспериментальной 
модели вторичной гриппозной пневмонии мышей, вызванной St. pneumoniaе

Экспериментальные 
группы Средняя 

продол-
житель-
ность 

жизни, сут

Титр вируса в лёгких, 
lg ТЦИД50/мл

Обсеменённость
после бактериального заражения, lg КОЕ/мл

до зара-
жения

после 
зараже-

ния

лёгкие смывы

3-и сутки 5-е сутки 3-и сутки 5-е сутки

A/Калифорния/ 
04/2009 (H1N1)
pdm09 + St. pneu-
moniae

14,5 4,5 ± 2,3 6,2 ± 2,3 4,62 ± 0,15 6,13 ± 0,16 4,72 ± 0,08 Н/о

ЖГВ A/17/Калифор-
ния/2009/38 (H1N1)
pdm09 +  
St. pneumoniae

> 21 Н/о Н/о 4,38 ± 0,07 Н/о 3,55 ±0,19 Н/о

А/Пуэрто-Рико/8/34 
(H1N1) + St. pneu-
moniae

9,2 3,5 ± 0,5 7,5 ± 1,5 5,25 ± 0,25 8,0 ± 0,5 5,75 ± 0,5 Н/о

НA(Пуэрто-Ри-
ко/8/34)-Gag ВПЧ + 
St. pneumoniae

> 21 Н/о Н/о 4,1 ± 0,02 Н/о 3,0 ± 0,5 Н/о

Контроль (ФСБ) +  
St. pneumoniae

> 21 Н/о Н/о 4,46 ± 0,05 Н/о 4,23 ± 0,07 Н/о

П р и м е ч а н и е. Н/о – не обнаружено; ЖГВ – живая гриппозная вакцина; ВПЧ – вирусоподобные части-
цы; ФСБ – фосфатно-солевой буфер.



38

JOURNAL OF  MICROBIOLOGY, EPIDEMIOLOGY AND IMMUNOBIOLOGY. 2019; (6) 
DOI: https://doi.org/10.36233/0372-9311-2019-6-30-39

ORIGINAL RESEARCH

создание нового поколения универсальных гриппозных вакцин. Аналогично ЖГВ, 
ставка делается на формирование мукозального иммунитета после интраназальной 
вакцинации ВПЧ, презентующими различные антигены вирусов гриппа [18, 19]. В 
этом аспекте представленное исследование позволяет сделать вывод, что препараты 
ВПЧ безопасны в отношении развития вторичной бактериальной инфекции, так же 
как и аттенуированные штаммы ЖГВ.

Заключение 
В экспериментальной мышиной модели вирусно-бактериальной пневмонии, инду-

цированной последовательным заражением вирусом гриппа и St. pneumoniae, изучен 
эффект интраназальных вакцин холодоадаптированного аттенуированного штамма 
вируса гриппа А/17/Калифорния/2009/38 (H1N1)pdm09 и ВПЧ, несущих HA вируса 
гриппа, на развитие и исход заболевания. Доказано, что вакцины блокировали инфек-
ции в нижних отделах респираторного тракта.
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БЫСТРАЯ ДИАГНОСТИКА ГЕНИТАЛЬНОГО ГЕРПЕСА 
МЕТОДОМ ПЕТЛЕВОЙ ИЗОТЕРМИЧЕСКОЙ АМПЛИФИКАЦИИ 
ДНК С ФЛУОРЕСЦЕНТНОЙ ДЕТЕКЦИЕЙ
ФГБНУ НИИ вакцин и сывороток им. И.И. Мечникова, 115088, г. Москва, Россия

Введение. В связи с высокой клинической значимостью герпесвирусных заболева-
ний актуален поиск быстрых и эффективных методов их диагностики. 
Целью работы была оценка диагностической эффективности метода петлевой изо-
термической амплификации ДНК с флуоресцентной детекцией в режиме реального 
времени (LAMP-РВ) с красителем SYTO-82 на модели инфекции вирусов простого 
герпеса (ВПГ). 
Материалы и методы. Исследовано 44 урогенитальных соскоба, содержащих ДНК 
ВПГ 1-го и 2-го типа; 43 соскоба, не содержащих ДНК ВПГ, 33 из которых содержали 
ДНК цитомегаловируса, вируса Эпштейна–Барр и вируса герпеса 6-го типа. Для 
постановки LAMP-РВ использовали ДНК-полимеразу Bst 2.0 WarmStart, краситель 
SYTO-82, праймеры для LAMP. 
Результаты. Показана высокая эффективность использования красителя SYTO-82 
для детекции ДНК ВПГ 1-го и 2-го типа в реакции LAMP-РВ. В оптимальных усло-
виях реакция LAMP-РВ позволяла в 2–3 раза сократить время реакции по срав-
нению с полимеразной цепной реакцией в реальном времени (ПЦР-РВ) – до 35 
мин.  Аналитическая чувствительность выявления ВПГ 1-го и 2-го типа в LAMP-РВ 
составила 103 копий ДНК/мл. Диагностическая чувствительность и специфичность 
LAMP-диагностики ВПГ-инфекции составили 96 и 100% соответственно. 
Обсуждение . Метод LAMP-РВ обладает высокой, сопоставимой с ПЦР-РВ чувстви-
тельностью и специфичностью, при этом риск получения ложноположительных ре-
зультатов минимален. 
Заключение. Реакция LAMP-РВ с красителем SYTO-82 позволяет быстро, с высо-
кой чувствительностью и специфичностью выявлять ДНК ВПГ в клиническом мате-
риале и может рассматриваться как перспективный метод диагностики герпесви-
русных инфекций на месте лечения.

Ключевые слова: петлевая изотермическая амплификация ДНК; LAMP; SYTO-82; ви-
рус простого герпеса; диагностика на месте оказания медицинской 
помощи.
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RAPID DIAGNOSTICS OF GENITAL HERPES BY LOOP-MEDIATED 
ISOTHERMAL AMPLIFICATION METHOD WITH FLUORESCENT 
DETECTION
I.I. Mechnikov Research Institute of Vaccines and Sera, Moscow, 115088, Russia
Introduction. Due to the high clinical significance of herpesvirus diseases, the searching 
of fast and effective methods for their diagnosis remains relevant.The aim of the study 
was to evaluate the diagnostic efficiency of the loop-mediated isothermal amplification 
of DNA with real-time fluorescent detection (RT-LAMP) with SYTO-82 dye on a model of 
herpes simplex virus (HSV) infection.
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Materials and methods. A total of 44 urogenital swabs containing type 1 and type 2 
HSV DNA and 43 swabs without HSV DNA, including 33 samples containing the DNA of 
cytomegalovirus, Epstein-Barr virus and herpesvirus type 6, were studied. For RT-LAMP, 
Bst 2.0 WarmStart DNA polymerase, SYTO-82 dye, LAMP primers were used.
Results. The high efficiency of HSV DNA detection in the RT-LAMP reaction with SYTO-82 
dye was shown. RT-LAMP in optimal conditions allowed to reduce reaction time for 2-3 
times compared to real-time PCR (to 35 minutes). Analytical sensitivity of HSV type 1 
and 2 detection in RT-LAMP was 103 copies of DNA/ml. The diagnostic sensitivity and 
specificity of the RT-LAMP diagnosis of HSV infection were 96% and 100%, respectively.
Discussion. RT-LAMP method has a high sensitivity and specificity comparable to RT-
PCR, while the risk of false positive results obtaining is minimal.
Conclusion. Thus, the reaction of RT-LAMP with SYTO-82 dye allows quickly, with high 
sensitivity and specificity to detect HSV DNA in clinical material and can be considered 
as a promising point-of-care testing method.

Keywords: loop-mediated isothermal amplification of DNA; LAMP; SYTO-82; herpes 
simplex virus; point-of-care testing.
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Введение
Герпесвирусные инфекции представляют собой группу широко распространённых ан-

тропонозных инфекционных болезней, вызываемых вирусами семейства Herpesviridae. 
Вирусы этого семейства способны персистировать и могут присутствовать в тканях хозя-
ина в латентной форме на протяжении всей жизни. В России ежегодно около 20 млн чело-
век переносят инфекции, вызванные вирусами простого герпеса 1-го (ВПГ-1) и 2-го типа 
(ВПГ-2), что превышает соответствующий показатель для гепатитов B, C, D и ВИЧ-ин-
фекции. В европейских странах инфицированность ВПГ-1 достигает 50–80%, ВПГ-2 –  
10–25% [1–3]. Герпесвирусы могут быть причиной тяжёлой клинической патологии, в 
ряде случаев приводящей к летальному исходу, особенно у лиц с выраженными нару-
шениями иммунитета. Наибольшую угрозу для здоровья представляют герпетические 
нейроинфекции, включая менингит и энцефалит (летальность достигает 20%, частота 
инвалидизации – 50%), офтальмогерпес (развитие катаракты или глаукомы почти в 50% 
случаев), генитальный герпес (существенное снижение качества жизни), неонатальный 
герпес (уносит жизни до 80% инфицированных новорождённых) [2, 3]. ВПГ занимает 
важное место в группе возбудителей TORCH-инфекций, представляя серьёзную угрозу 
для репродуктивного здоровья населения [1, 2]. 

Для диагностики герпесвирусной инфекции можно использовать весь арсенал ме-
тодов лабораторной диагностики: выделение вируса на чувствительных клеточных 
культурах, определение вирусного антигена с использованием различных иммунохи-
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мических методов, выявление ДНК вирусов методом полимеразной цепной реакции 
(ПЦР), определение специфических антител. Наиболее эффективно одновременное 
использование нескольких методов диагностики [1].

В то же время актуален поиск новых эффективных методов для быстрой и высоко-
чувствительной диагностики на месте оказания медицинской помощи. В связи с этим 
заслуживают внимания методы изотермической амплификации нуклеиновых кислот, 
в том числе метод петлевой изотермической амплификации ДНК (LAMP), разрабо-
танный T. Notomi и соавт. [4]. Среди модификаций метода LAMP наибольший инте-
рес представляет LAMP-анализ с детекцией в режиме реального времени (LAMP-РВ), 
поскольку он минимизирует риск контаминации ампликонами и позволяет оценивать 
количество исследуемой ДНК. Ранее И.П. Оскорбин и соавт. исследовали несколько 
интеркалирующих красителей ДНК на модельных образцах плазмидной, фаговой и 
бактериальной ДНК и показали, что в LAMP-РВ краситель SYTO-82 обеспечивает 
наибольшее соотношение сигнал/фон и наименьшее время появления сигнала (time-to-
threshold, Tt) [5]. Нам представилось целесообразным исследовать диагностическую 
ценность LAMP-РВ с красителем SYTO-82 на клинических образцах от пациентов с 
генитальной герпесвирусной инфекцией.

Целью настоящей работы была оценка диагностической эффективности метода 
LAMP с флуоресцентной детекцией в режиме реального времени (LAMP-РВ) с краси-
телем SYTO-82 на модели инфекции ВПГ.

Материалы и методы
Клинические образцы (урогенитальные соскобы) от пациентов с ВПГ-инфекцией 

(n = 44) и пациентов контрольной группы (n = 43) предоставлены клинико-диагно-
стической лабораторией «ДиаЛаб Плюс» (Россия). Во всех образцах контрольной 
группы методом полимеразной цепной реакции в реальном времени (ПЦР-РВ) не 
была выявлена ДНК ВПГ, но 33 образца содержали ДНК одного из герпесвирусов –  
цитомегаловируса, вируса Эпштейна–Барр или вируса герпеса 6-го типа. Выделяли 
ДНК из клинических образцов с помощью набора реагентов «Мультиген-Реалекс» 
(«Генлаб», Россия). Лабораторные штаммы ВПГ-1 (штамм VR3) и ВПГ-2 (штамм 
MS2) получены из коллекции вирусов ФГБНУ НИИВС им. И.И. Мечникова.

Для дифференциального выявления ДНК ВПГ-1 и ВПГ-2 в ПЦР-РВ использовали 
праймеры и зонды к гену белка gB, описанные в статье L. Namvar и соавт. [6]. Ампли-
фикацию проводили с использованием набора реагентов «2,5х реакционная смесь для 
ПЦР-РВ» (ООО «Синтол», Россия). Реакционная смесь объёмом 25 мкл содержала по 
5 пмоль каждого праймера и 5 пмоль зонда. Температурно-временной режим: 95 °С – 
90 с (1 цикл), 95 °С – 20 с, 58 °С – 50 с (45 циклов). 

Для постановки реакции LAMP были использованы наборы праймеров к гену gG 
(гликопротеин G) ВПГ-1 и ВПГ-2, описанные Y. Enomoto и соавт. (далее – наборы 
праймеров EH1 и EH2 соответственно) [7]; к гену UL2 (урацил-ДНК-гликозилаза), 
описанные H. Kaneko и соавт. (далее – наборы праймеров КH1 и КH2 соответственно) 
[8] и краситель SYTO-82 (Invitrogen, США). Реакционная смесь объёмом 25 мкл содер-
жала 8 ед. ДНК-полимеразы Bst 2.0 WarmStart (BioLabs, Великобритания), 2,5 мкл 10х 
буфера для Bst полимеразы, MgSO4 – 8 мМ, смесь дезоксинуклеозидтрифосфатов –  
2 мМ каждого (ООО «Синтол», Россия), смесь праймеров – по 5 пмоль праймеров F3 
и B3, по 50 пмоль праймеров FIP и BIP, по 20 пмоль LPF и LPB, краситель SYTO-82  
(1 мкМ). Температурно-временной режим: 65 °С – 60 мин; 80 °С – 10 мин. Для реги-
страции флуоресценции красителя SYTO-82 использовали цветовой канал HEX.

ПЦР-РВ и LAMP-РВ проводили в амплификаторе ДТ-96 («ДНК-технология», Рос-
сия). Значения Tt и порогового цикла в ПЦР-РВ определяли автоматически с помощью 
программы RealTime_PCR v.7.7 («ДНК-Технология», Россия) на основе математиче-
ского анализа формы кривой амплификации (метод геометрический). Все праймеры 
и зонды синтезированы в OOO «Синтол» (Россия). Визуальную детекцию результатов 
LAMP и ПЦР-РВ проводили методом электрофореза в 1,5% агарозном геле с броми-
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стым этидием, а для LAMP также путём добавления 10 мкл раствора SYBR Green I 
(разведение 1 : 100) (кат. № S9430, Sigma-Aldrich) к 10 мкл продуктов реакции ампли-
фикации. Для достижения большей контрастности содержимое пробирок разбавляли 
водой в 5 раз.

Для оценки аналитической чувствительности LAMP и ПЦР анализировали последо-
вательные 10-кратные разведения ДНК ВПГ-1 и ВПГ-2 с известной концентрацией: от 
1 × 108 до 1 × 101 копий/мл. Диагностическую чувствительность LAMP рассчитывали, 
определяя долю положительных результатов LAMP для клинических образцов, в кото-
рых методом ПЦР-РВ была обнаружена ДНК ВПГ. Диагностическую специфичность 
LAMP рассчитывали определением доли отрицательных результатов LAMP для кли-
нических образцов, в которых методом ПЦР-РВ не была обнаружена ДНК ВПГ.

Достоверность различий между двумя независимыми результатами определяли по 
t-критерию Стьюдента.

Результаты
Ранее в работах Y. Enomoto и соавт. [7] и H. Kaneko и соавт. [8] показана высокая эф-

фективность метода LAMP с электрофоретической детекцией результата в диагности-
ке заболеваний, вызванных ВПГ-1 и ВПГ-2. Мы исследовали эффективность выявле-
ния герпесвирусной ДНК в клинических образцах методом LAMP-РВ с применением 
интеркалирующего красителя ДНК SYTO-82.

На первом этапе были синтезированы наборы праймеров EH1, KH1, EH2, KH2 [7, 8] 
и проверены в реакции LAMP с электрофоретической детекцией. На рис. 1 представ-
лены результаты электрофоретического анализа ампликонов, полученных при LAMP-
анализе ДНК лабораторных штаммов ВПГ-1 и ВПГ-2 с помощью разных наборов 
праймеров. Продукты реакции распределились в геле в виде характерной «лесенки», 
что свидетельствует о положительном результате LAMP-анализа образцов вирусной 
ДНК и корректной работе всех наборов праймеров. В качестве дополнительного ре-
ференсного метода была использована визуальная детекция результата с красителем 
SYBR Green I (рис. 2). Ярко-зелёная флуоресценция свидетельствует о положитель-
ном результате реакции, тогда как при отрицательном результате свечение отсутствует. 

На следующем этапе сравнивали эффективность LAMP-РВ-амплификации с кра-
сителем SYTO-82 и разными наборами праймеров: EH1, KH1, EH2, KH2. На осно-
ве LAMP-РВ-анализа контрольных образцов ДНК ВПГ-1 и ВПГ-2 было определено 
среднее значение Tt. Для ВПГ-1 с праймерами EH1 оно составило 8,17 ± 0,09 мин, 
с праймерами KH1 – 20,3 ± 0,3 мин (разница – 12,1 мин; p < 0,0001). Для ВПГ-2 с 
праймерами EH2 – 27 ± 0,5 мин, с праймерами KH2 – 37,03 ± 2,1 мин (разница –  
10 мин; p < 0,05). В дальнейшей работе использовали только праймеры EH1 и EH2, по-
зволившие на 10–12 мин сократить время выявления вирусной ДНК, и, следовательно, 
обеспечившие большую эффективность амплификации. Краситель SYTO-82 обеспе-
чивал высокую эффективность разгорания флуоресцентного сигнала со значениями 
отношения сигнал–фон, достигающими 13–18 (рис. 3).

Для определения влияния температурного режима на эффективность амплифика-
ции была проведена LAMP-РВ при различной температуре – от 57 до 67 °С с шагом 
0,85 °С. Чёткой корреляции между температурой амплификации и Tt не прослежива-
лось, однако отмечена тенденция к положительному влиянию повышения температу-
ры на эффективность амплификации.

С целью определения аналитической чувствительности LAMP-РВ были проанализи-
рованы последовательные разведения образцов ДНК ВПГ-1 и ВПГ-2. Аналитическая 
чувствительность реакции LAMP-РВ с праймерами (EH1, EH2) была сопоставима с 
чувствительностью ПЦР-РВ и составила примерно 103 копий/мл. При этом время вы-
явления герпесвирусной ДНК на пределе чувствительности составляло для LAMP-РВ 
25–30 мин, тогда как для ПЦР-РВ – 75–80 мин. Таким образом, в реакции LAMP-РВ 
ответ может быть получен в 2,5–3 раза быстрее, чем в ПЦР-РВ.

Пробоподготовку клинических образцов для LAMP-диагностики проводили с по-



44

JOURNAL OF MICROBIOLOGY, EPIDEMIOLOGY AND IMMUNOBIOLOGY. 2019; (6) 
DOI: https://doi.org/10.36233/0372-9311-2019-6-40-46

ORIGINAL RESEARCH

мощью экспресс-набора «Мулитиген-Реалекс» («Генлаб», Россия), рекомендованного 
производителем для ПЦР-диагностики. Этот набор очень прост в использовании и по-
зволяет проводить пробоподготовку быстро – в течение 20 мин. Выделение ДНК про-
исходит за счёт лизирующего реагента и сорбента, связывающего белки и низкомоле-
кулярные компоненты клеток, благодаря чему они выпадают в осадок, тогда как ДНК 
остаётся в растворе. Выделенная ДНК используется без дополнительной очистки, что 
может стать причиной наличия в растворе ингибиторов ферментативных реакций. В 
нашей работе признаков ингибирования реакции LAMP-РВ не выявлено.

При LAMP-анализе клинических образцов, содержащих ДНК ВПГ (n = 44), было 
выявлено два несовпадения с данными ПЦР-РВ. Таким образом, диагностическая чув-
ствительность LAMP составила 96%. При LAMP-анализе образцов, не содержащих 
ДНК ВПГ (n = 43), ложноположительных результатов не выявлено, диагностическая 
специфичность метода составила 100%. Также не было выявлено перекрёстных ре-
акций с другими герпесвирусами человека (вирус Эпштейна–Барр, цитомегаловирус, 
вирус герпеса 6-го типа), присутствующими в ряде клинических образцов.

Обсуждение
Наиболее часто в диагностике герпесвирусных заболеваний используется метод 

ПЦР, отличающийся высокой чувствительностью и специфичностью [2]. Метод ПЦР-

Рис. 1. Электрофоретический анализ LAMP-ампликонов в 1,5% агарозном геле.
Дорожки: 1–3 – ДНК ВПГ-1 с праймерами KH1; 5–7 – ДНК ВПГ-1 с праймерами KH2; 9–11 – ДНК ВПГ-2 с прайме-

рами EH1; 13–15 – ДНК ВПГ-2 с праймерами EH2.

Рис. 2. Визуальная детекция LAMP-ампликонов. 
Пробирки: 1–3 – ДНК ВПГ-1; 4 – отрицательный контроль; 5-7 – ДНК ВПГ-2; 8 – отрицательный контроль. 
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РВ даёт надёжный результат, но требует относительно долгого времени ожидания от-
вета, особенно в случаях, когда необходимо доставить образец в удалённую лаборато-
рию. Существенным недостатком метода ПЦР является сложность его применения вне 
специализированной лаборатории – на месте лечения или в отдалённых от лаборато-
рии населённых пунктах. Экспресс-методы иммунохроматографии или латекс-агглю-
тинации очень просты и удобны в применении и позволяют быстро получить ответ – в 
течение 10–15 мин, однако обладают недостаточной чувствительностью при выявле-
нии герпесвирусного антигена. 

Метод LAMP-РВ имеет высокие, сопоставимые с ПЦР-РВ чувствительность и спец-
ифичность, но при этом позволяет получать ответ в 2,5–3 раза быстрее. Одним из 
важных факторов высокой эффективности амплификации и достижения максималь-
ной аналитической чувствительности LAMP-РВ является использование «петлевых» 
праймеров. Стандартный набор праймеров для постановки реакции LAMP состоит из 
четырёх олигонуклеотидов: пары внутренних (FIP и BIP) и пары наружных (F3 и B3). 
Однако в работах Y. Enomoto и соавт. [7] и H. Kaneko и соавт. [8] была использована 
дополнительная пара так называемых петлевых праймеров (LPF и LPB), обеспечиваю-
щих повышение эффективности амплификации [9]. В специальном эксперименте мы 
показали, что удаление из состава реакционной смеси петлевых праймеров более чем 
на полчаса увеличивает значение Tt.

Использование интеркалирующих красителей ДНК является эффективным подхо-
дом, позволяющим проводить не только визуальную детекцию продуктов LAMP, но 
также и флуориметрическую детекцию «по конечной точке» или в режиме реального 
времени [10]. В настоящей работе при детекции результатов LAMP-РВ с красителем 
SYTO-82 было отмечено высокое отношение сигнал–фон, достигающее значений 13–
18, что свидетельствует о высокой эффективности амплификации и гарантирует на-
дёжную интерпретацию результата. Важно отметить, что детекция результатов LAMP-
РВ не требует открывания пробирок, что минимизируют риск получения ложнополо-
жительных результатов в результате контаминации реакционных смесей ампликонами. 
Определение в LAMP-РВ значения Tt позволяет также оценивать вирусную нагрузку 
в исследуемых образцах.

Реакция LAMP проходит при постоянной температуре за счёт использования 
ДНК-полимеразы термофильной бактерии Bacillus stearothermophilus (Bst ДНК-поли-
мераза), обладающей 5’-3’-ДНК-полимеразной активностью, способностью к заме-

Рис. 3. Выявление ДНК ВПГ-1 и ВПГ-2 наборами праймеров EH1 и EH2 в реакции LAMP-РВ.
1 – ДНК ВПГ-1, праймеры EH1; 2 – ДНК ВПГ-2, праймеры EH2; K- – отрицательный контроль.

По оси абсцисс – время, мин; по оси ординат – относительные единицы флуоресценции.
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щению (вытеснению) цепей ДНК и без 5’-3’-экзонуклеазной активности. Благодаря 
этому данный метод не требует сложного и дорогого оборудования и позволяет ис-
пользовать портативные анализаторы (весом менее 2 кг), включающие твердотельный 
термостат, оптический блок, встроенный или внешний компьютер. 

Заключение
Метод LAMP-РВ с красителем SYTO-82 позволяет выявлять в клиническом мате-

риале ДНК ВПГ с чувствительностью и специфичностью, сопоставимой с ПЦР-РВ. 
Вместе с тем он обладает рядом преимуществ, которые открывают перспективы раз-
работки на его основе наборов реагентов для диагностики инфекционных заболеваний 
на месте оказания медицинской помощи. Простая пробоподготовка и изотермические 
условия реакции LAMP-РВ позволяют проводить её с помощью портативных при-
боров и минимального набора инструментов, при этом продолжительность реакции 
LAMP-РВ в 2,5–3 раза меньше, чем у ПЦР-РВ. Краситель SYTO-82 не ингибирует 
реакцию LAMP и обеспечивает хороший прирост флуоресценции, что позволяет на-
дёжно интерпретировать результат. Одним из факторов, ограничивающих применение 
метода в условиях России, является отсутствие отечественных портативных термоста-
тируемых флуориметров.

Финансирование. Исследование не имело спонсорской поддержки.
Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсутствии конфликта интересов. 
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Ларионова Н.В., Киселёва И.В., Руденко Л.Г.

ЭВОЛЮЦИЯ ВИРУСОВ ГРИППА ПО ПРИЗНАКУ 
ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТИ К ТЕМПЕРАТУРЕ РЕПРОДУКЦИИ
ФГБНУ «Институт экспериментальной медицины», 196376, г. Санкт-Петербург, Россия

Введение. Оценка способности вирусов гриппа к репродукции при температурных 
режимах за пределами оптимальных значений приближает нас к пониманию за-
кономерностей их эволюционной изменчивости. Температурный диапазон репро-
дукции эпидемических вирусов также является важным показателем для выбора 
рациональной стратегии получения аттенуированных реассортантов для живой 
гриппозной вакцины. 
Цель исследования – ретроспективный анализ биологических свойств вирусов 
гриппа из различных пандемических и эпидемических циклов на основе их способ-
ности к репликации при температурах за пределами оптимальных значений.                              
Материалы и методы. Исследовали 234 штамма вирусов гриппа А и В челове-
ка, вызвавших эпидемии в XX–XXI веках. Инфекционную активность вирусов при 
разных температурах инкубации определяли в развивающихся куриных эмбрионах. 
Температурочувствительность и холодоустойчивость репродукции вирусов оцени-
вали по разнице инфекционных титров при оптимальной и повышенной либо пони-
женной температуре инкубации.
Результаты. Данные ретроспективного исследования свидетельствуют о том, что 
диапазон чувствительности к температуре репродукции в ходе естественного дрей-
фа возбудителей гриппа А и В подвержен закономерной изменчивости, которая 
имеет цикличный характер.
Обсуждение. Для оценки эволюции и эпидемического потенциала вирусов гриппа 
важно не только регистрировать изменение их антигенных свойств, но и принимать 
во внимание показатель температурочувствительности репродукции. Оба эти свой-
ства вносят вклад в проявление вирулентности вируса. Продолжительная цирку-
ляция температурочувствительных вирусов может быть предпосылкой появления 
кардинально нового дрейфового варианта и даже шифта. 
Заключение. Анализ изменчивости биологических свойств вирусов гриппа прибли-
жает к постижению возможных путей их эволюции, что способствует разработке 
рациональных методов предупреждения распространения вирусов и вызываемой 
ими заболеваемости.

Ключевые слова: эволюция вирусов гриппа; температурочувствительность репродук-
ции (ts-фенотип); холодоустойчивость репродукции (са-фенотип).
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Introduction. The assessment of the ability of influenza viruses to replication at 
temperature conditions beyond optimal values    approaches us to understanding the laws 
of their evolutionary variability. The temperature range for the reproduction of epidemic 
viruses is also an important indicator for choosing a rational strategy for producing 
attenuated reassortants for a live influenza vaccine. 
The purpose of the study is a retrospective analysis of the biological properties of 
influenza viruses from various pandemic and epidemic cycles based on their ability to 
replicate at temperatures beyond optimal values. 

Для корреспонденции: Ларионова Наталья Валентиновна, д-р биол. наук, ведущий научный сотрудник 
отдела вирусологии ФГБНУ «Институт экспериментальной медицины», 196376, г. Санкт-Петербург.  
E-mail: nvlarionova@mail.ru



48

JOURNAL OF  MICROBIOLOGY, EPIDEMIOLOGY AND IMMUNOBIOLOGY. 2019; (6) 
DOI: https://doi.org/10.36233/0372-9311-2019-6-47-55

ORIGINAL RESEARCH

Materials and methods. We studied 234 strains of human influenza A and B viruses 
that caused epidemics in the 20th – 21st centuries. The infectious activity of viruses at 
different incubation temperatures was determined in developing chicken embryos. 
The temperature sensitivity and cold resistance of viruses replication were estimated 
as a difference of infectious titers at the optimum and raised or lowered incubation 
temperatures.  
Results. Data from a retrospective study indicate that the range of sensitivity to replication 
temperature during the natural drift of influenza A and B pathogens is subject to regular 
variability that has a cyclic character. 
Discussion. To assess the evolution and epidemic potential of influenza viruses, it 
is important not only to register a change in their antigenic properties but also to take 
into account the temperature sensitivity of the reproduction. Both of these properties 
contribute to the manifestation of the virulence of the virus. Prolonged circulation of 
temperature-sensitive viruses can be a prerequisite for the appearance of a radically new 
drift variant and even shift . Conclusion. The analysis of the variability of the biological 
properties of influenza viruses approaches to the comprehension of possible ways of 
their evolution, that contributes to the development of rational methods for preventing the 
spread of viruses and the incidence caused by them.

Keywords: evolution of influenza viruses; temperature sensitivity of reproduction (ts 
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Введение
Движущей силой эволюции эпидемических вирусов гриппа является способность 

противостоять нейтрализующему действию не только специфических факторов имму-
нитета, но и неспецифическим воздействиям, подавляющим вирус. Мутации, направ-
ленные на воспроизведение (самосохранение), способны приводить к возникновению 
вирионов с изменёнными биологическими свойствами, что может проявляться новой 
симптоматикой заболеваний.

Важной, но малоизученной характеристикой вирусов гриппа, связанной с познанием 
закономерностей их эволюционной изменчивости и патогенности, является способ-
ность к репродукции при температурных режимах за верхним и нижним пределами 
оптимальных значений. Экспериментально выявленный диапазон температур, допу-
стимый для репродукции вирусов гриппа А в развивающихся куриных эмбрионах 
(РКЭ), составляет 25–40 °С при температурном оптимуме 32–36 °С, а вирусов гриппа 
В – 25–38 °С при оптимуме 32–35 °С.

На начальном этапе изучения вирусов гриппа сформировалось однозначное пред-
ставление, просуществовавшее до середины 1970-х годов, о том, что все циркулирую-
щие вирусы гриппа человека, включая возбудителей эпидемий А(H1N1) 1930–1940-х 
годов, А(H2N2), родоначальников пандемии А(H3N2) и вирусы гриппа В, обладают 
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высокой репродуктивной активностью при повышенных температурах [1–6]. Устой-
чивость к превышающим оптимальные значения температурам позволяет вирусам 
проникать в нижние отделы респираторного тракта человека, обеспечивает их виру-
лентность и способность успешно противостоять защитным факторам организма [4]. 

Однако позднее среди циркулирующих вирусов гриппа была выявлена достаточно 
широкая вариабельность по признаку температурочувствительности/устойчивости ре-
продукции (ts/non-ts-фенотип) [4, 7]. Наряду с варьирующими по температурочувстви-
тельности вирусами были обнаружены штаммы, отличающиеся по вирулентности [7].

Температурочувствительные мутанты вируса гриппа являются объектом присталь-
ного интереса при разработке реассортантных аттенуированных штаммов для живой 
гриппозной вакцины. Полученные лабораторным путем ts-вирусы всегда аттенуиро-
ваны для человека. Доноры аттенуации – адаптированные к низким температурам ин-
кубации лабораторные ts-мутанты – лежат в основе метода создания аттенуированных 
реассортантных вакцинных штаммов [8–11]. 

Факт обнаружения природного температурочувствительного вируса гриппа впер-
вые отмечен в 1973 г., когда из популяции температуроустойчивого эпидемического 
вируса A(H3N2) при культивировании в РКЭ без специальной адаптации был выде-
лен ts-клон [12]. Следом за этим исследованием факты циркуляции штаммов серо-
подтипа А(H3N2), характеризующихся несвойственной для эпидемических вирусов 
прежних лет температурочувствительностью репродукции при 40 °С, были обнару-
жены в период эпидемии 1975/76 гг. [13, 14]. В эпидемический сезон 1977/78 гг. 17 из 
26 исследованных изолятов сероподтипа А(H1N1) и 2 из 11 изолятов А(H3N2) имели 
ts-фенотип. Вирусы, изолированные в одном городе и даже от одного индивидуума, 
значительно варьировали по признаку температурочувствительности. Вирус А(H1N1) 
со сниженной до 38 °С способностью к репродукции в культуре клеток MDCK был к 
тому же частично аттенуирован для человека. Ts-мутант с ограничительной темпера-
турой репродукции 37 °С оказался ещё более аттенуированным в тесте на волонтёрах. 
По мнению исследователей, появление в природе вирусов с ts-фенотипом, наряду c 
non-ts, коррелирует с наблюдением о том, что вирусы варьирующей вирулентности 
естественно социркулируют в сообществе [14].

Дальнейшие исследования отличающихся по температурочувствительности штам-
мов на серонегативных к этим возбудителям волонтёрах подтвердили, что температу-
рочувствительные вирусы А(H1N1), у которых ограничительная температура репро-
дукции не превышала 38 °С, вызывали лёгкие инфекции, тогда как изолят с предельно 
допустимой температурой репродукции 39 °С был значительно более реактогенным. 
Авторы сделали вывод о широком распространении в популяции различающихся по 
температурочувствительности вирусов гриппа и, вероятно, характеризующихся раз-
личной вирулентностью [14]. 

Пропорция ts-вирусов неуклонно возрастала с годами наблюдения. Так, в 1949–1957 гг.  
ts-вирусы составляли 8,3% всех исследованных изолятов сероподтипа А(H1N1), тогда 
как в 1979–1980 гг. 82,4% популяции вирусов H3N2 характеризовалось температуро-
чувствительностью [14].

Нами проведён ретроспективный анализ эпидемических вирусов гриппа А и В че-
ловека, выделенных в разных регионах, в различные эпидемические и пандемические 
циклы, по способности к репродукции в РКЭ при температурах за пределами опти-
мальных значений с целью проследить эволюцию признака температурочувствитель-
ности. 

Материалы и методы
Эталонные эпидемические штаммы вирусов гриппа А (H1N1, H2N2, H3N2) и В, 

изоляты из эпидемий разных лет и пандемические вирусы получены из коллекций 
Центра по контролю и предупреждению заболеваемости (CDC, США), Национального 
института биологических стандартов и контроля (NIBSC, Великобритания), отдела 
вирусологии им. А.А. Смородинцева ФГБНУ «Институт экспериментальной 
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медицины» (Россия), ФГБУ «НИИ гриппа» им. А.А. Смородинцева» Минздрава Рос-
сии (Россия). Все вирусы прошли ограниченное число пассажей в РКЭ.

Инфекционную активность вирусов оценивали при репродукции в РКЭ [15] и выра-
жали в lg ЭИД50/мл. 

Для характеристики чувствительности вирусов к температуре инкубации исполь-
зовали показатель RCT (reproductive capacity at different temperatures), который пред-
ставляет собой разницу в инфекционных титрах при оптимальной и субоптимальной 
температуре инкубации. 

Температурочувствительность вирусов гриппа оценивали по разности инфекцион-
ных титров при оптимальной (32–33 °С) и повышенной до 40 °С (для вирусов гриппа 
А) либо до 37–38 °С (для вирусов гриппа В) температуре. Вирусы считали темпера-
турочувствительными, т.е. проявляющими ts-фенотип (temperature sensitive), при RCT 
> 4,5 lg ЭИД50/мл, или температуроустойчивыми (non-ts-фенотип), при RCT < 3,5 lg 
ЭИД50/мл. При RCT 3,5–4,5 lg ЭИД50/мл вирусы оценивали, как характеризующиеся 
±ts-фенотипом.

Холодоустойчивость вирусов гриппа оценивали по разности инфекционных титров 
при оптимальной (32–33 °С) и пониженной до 25 °С температуре инкубации. Вирусы 
считали холодоустойчивыми т.е. проявляющими са (cold adapted) фенотип, при RCT25 
< 3,5 lg ЭИД50/мл или холодочувствительными (non-ca фенотип), при RCT25 > 4,5 lg 
ЭИД50/мл. При RCT25 3,5–4,5 lg ЭИД50/мл вирусы оценивали, как обладающие  ±са-фе-
нотипом.

Результаты
Изучен фенотип 234 штаммов эпидемических вирусов гриппа А и В человека: 65 – 

А(H1N1), 23 – А(H2N2), 84 – А(H3N2) и 62 – В.
Результаты ретроспективного исследования вирусов гриппа человека по признаку 

температурочувствительности репродукции свидетельствуют о том, что температур-
ный диапазон репродукции подвержен значительной изменчивости в ходе естествен-
ного дрейфа возбудителей гриппа А (H1N1, H2N2 и H3N2) и В («ранние» вирусы, 
вирусы линий В/Виктория/2/87- и В/Ямагата/16/88-подобных). 

На рис. 1 в качестве примера представлена характеристика эволюции признака тем-
пературочувствительности репродукции в РКЭ вирусов гриппа А(H3N2) при 40 °С. 
Возбудитель пандемии А(H3N2) A/Гонконг/1/68 характеризовался температуроустой-
чивостью репродукции при 40 °С. Его дрейфовые варианты сохраняли non-ts-фенотип 
до 1975 г. 61% исследованных изолятов 1976 г. отличались температурочувствитель-
ностью, как и их эталонный представитель А/Москва/406/76, тогда как 22 и 17% обла-
дали соответственно ±ts- и non-ts-фенотипом.

Эталонный вирус эпидемии 1977 г. А/Техас/1/77 был температуроустойчив, но уже 
в 1979 г. он уступил место чувствительному к повышенной температуре инкубации 
вирусу А/Бангкок/1/79 и его антигенной разновидности А/Бангкок/2/79. Температуро-
чувствительные вирусы А(H3N2) преобладали в циркуляции до 1984 г. 73% исследо-
ванных представителей этого периода характеризовались ts-фенотипом, включая эта-
лонный вирус А/Филиппины/2/82, остальные 27% имели ±ts-фенотип. 

В 1985–1986 гг. среди циркулирующих штаммов наблюдалась гетерогенность по 
анализируемому признаку. Гетерогенность по ts-фенотипу соответствовала антиген-
ной гетерогенности циркулировавших в этот временной интервал вирусов: наряду с 
температурочувствительными вирусами, такими как эталонные А/Миссисипи/1/85 
и А/СССР/2/85, встречались изоляты предшествующих эпидемических циклов, от-
личающиеся по ts-фенотипу и близкородственные А/Техас/1/77, А/Бангкок/1/79 и  
А/Филиппины/2/82 [16]. 

В 1987–1995 гг. продолжилась циркуляция температурочувствительных виру-
сов, включавших эталонные штаммы А/Сычуань/2/87, А/Шангдонг/9/93, А/Иоган- 
несбург/33/94, А/Нанчанг/933/95.

В 1997 г. им на смену пришли устойчивые к повышенной температуре штаммы, 
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циркуляция которых прослежена нами до 1999 г. (представители – эталонные вирусы  
А/Сидней/5/97, А/Панама/2007/99, А/Москва/10/99). 

С 2000 по 2004 г. попеременно и одновременно циркулировали вирусы, различаю-
щиеся по температурочувствительности. 

Подобная картина наблюдалась также среди вирусов гриппа А других пандемиче-
ских циклов и у вирусов гриппа В. Начало пандемического цикла у вирусов гриппа 
А(H2N2), у ранних представителей вирусов гриппа А(H1N1) и В неизменно характе-
ризовалось циркуляцией температуроустойчивых возбудителей. Дальнейшая эволю-
ция приводила к попеременной циркуляции non-ts- и ts-вирусов. Ход эволюции виру-
сов гриппа по температурной характеристике репродукции представляется как цикли-
ческая смена циркулирующих фенотипов: non-ts → non-ts и ts → ts → ts и non-ts → 
non-ts и т.д. (рис. 2).

Каждый сероподтип вируса гриппа А(H1N1 и H3N2) и обе линии вируса гриппа 
В (В/Виктория и В/Ямагата) прошли несколько циклов волнообразного изменения 
признака температурочувствительности. Даже вирусы «азиатского» гриппа А(H2N2), 
несмотря на непродолжительный, всего 11-летний период циркуляции, характеризова-
лись эволюционным переходом от non-ts- к ts-фенотипу. 

Характеризуя температуроустойчивость репродукции у вирусов гриппа В разных 
линий, можно сделать вывод о том, что при общей тенденции к снижению порога 
устойчивости к повышенной температуре инкубации, представители линии В/Викто-
рия чаще обладали более выраженным non-ts-фенотипом по сравнению с вирусами 
линии В/Ямагата, но уступали по этому признаку стабильно температуроустойчивым 
«ранним», циркулировавшим до эволюционного разделения на две линии вирусам 
гриппа В (см. таблицу).

Сравнительный анализ температуроустойчивости репродукции эпидемических 
штаммов вируса гриппа В при 37 °С, циркулировавших с 1940 г. по настоящее вре-

Рис. 1. Эволюция вирусов гриппа А (H3N2) по признаку температурочувствительности репродукции в 
развивающихся куриных эмбрионах/ 

По оси абсцисс – годы циркуляции возбудителя, по оси ординат – разница в инфекционных титрах репродукции 
вируса при 33 и 40 °С, выраженная в lg ЭИД50/мл (RCT40). Кривая линия демонстрирует тенденцию к изменчивости 
исследуемого признака. Направление стрелки вверх – тенденция к усилению температурочувствительности вирусов, 

вниз – температуроустойчивости.
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мя, позволяет более детально проследить 
эволюцию ts-признака, и так же, как у ви-
русов гриппа А, отметить существование 
цикличности. Так, вирусы, выделенные в 
1940–1970-х годах, в подавляющем боль-
шинстве представляли собой темпера-
туроустойчивые варианты, на смену им 
пришли варьирующие по ts-фенотипу 
штаммы линии В/Виктория, их сменили 
тоже варьирующие по температурочув-
ствительности вирусы линии В/Ямагата.

После 2002 г. все циркулирующие  
В/Ямагата-подобные вирусы были тем-
пературочувствительными. Также тем-
пературочувствительностью характери-
зовались все циркулировавшие с 2005 г. 
вирусы линии В/Виктория. Промежуток 
времени, когда одновременно циркулиро-

вали вирусы, обладающие ts- и non-ts-фенотипом, можно рассматривать как переход-
ный период от температурорезистентных к температурочувствительным вирусам. 

Со временем варьирующие по чувствительности к температуре репродукции вирусы 
окончательно вытеснялись температурочувствительными (рис. 3, см. таблицу). При-
мечательно, что накануне пандемии А(H1N1)pdm, с 2005 по 2009 г. включительно, 
циркулирующие штаммы сероподтипа А(H3N2) так же, как вирусы гриппа В, харак-
теризовались чувствительным к повышению температуры фенотипом. Такая же тен-
денция отмечена и для вирусов А(H1N1), среди которых с 2006 г. выделялись исклю-
чительно температурочувствительные. Они циркулировали вплоть до 2009 г., когда их 
вытеснил стремительно распространившийся и вызвавший новую пандемию высоко-
температуроустойчивый вирус А/Калифорния/07/09 (H1N1)pdm. 

Пандемический вирус А/Калифорния/07/09 (H1N1)pdm открыл очередной цикл цирку-
ляции non-ts-вирусов – он обладает высокой репродуктивностью при 40 °С (RCT40 = 1,2 lg 
ЭИД50/мл). Антигенно близкородственные A(H1N1)pdm09 вирусы, перейдя в разряд се-
зонных возбудителей, сохраняют температуроустойчивый фенотип по настоящее время.

Температуроустойчивые вирусы вновь появились и среди вирусов A(H3N2), начиная 
с А/Виктория/361/11, и среди вирусов гриппа В: B/Массачусетс/2/12 (линия В/Ямага-
та), В/Техас/02/13 (линия В/Виктория).

Нами отмечены также случаи циркуляции эпидемических вирусов А и В, обладающих 
устойчивостью к пониженной до 25 °С температуре инкубации (RCT25 ≤ 3,5 lg ЭИД50/мл).  
Такой характеристикой обладали, например, вирусы А/Пекин/262/95 (H1N1), А/
Перт/13/95(H1N1), А/Иоханнесбург/82/96 (H1N1), А/Панама/2007/99 (H3N2), В/Джи-
лин/20/03, В/Техас/06/11.

Обсуждение
Потенциальная способность вирусов гриппа А человека к репродукции при повы-

шенной до 39–40 °С температуре, вероятно, обусловлена происхождением по крайней 

Рис. 2. Схематическое изображение циклической 
смены фенотипов циркулирующих вирусов грип-
па А и В по признаку температурочувствительно-

сти репродукции. 

Эволюция антигенных линий вирусов гриппа В по признаку температуроустойчивости репродукции 
(по данным определения инфекционной активности в развивающихся куриных эмбрионах)

non-ts-фенотип при 38 °С non-ts фенотип при 37 °С
100% «ранних» вирусов гриппа В 100% «ранних» вирусов гриппа В
50% эталонных вирусов В/Виктория/2/87 71% эталонных вирусов В/Виктория/2/87
22% эталонных вирусов В/Ямагата/16/88 
(±ts-фенотип  – 22% эталонных вирусов В/Ямагата/16/88)

44% эталонных вирусов В/Ямагата/16/88
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мере двух из трёх генов температурозависимого полимеразного комплекса от вирусов 
гриппа животных (птиц, свиней), у которых более высокая физиологическая темпера-
тура тела (40–42 °С). При адаптации к человеку, вероятно, постепенно перенастраива-
ется и температурный диапазон репродукции патогена. У вирусов гриппа В, имеющих 
антропонозный тропизм, максимально допустимая температура репродукции ниже 
(38 °С), хотя также подвержена циклическим изменениям.

Эпидемический потенциал вирусов, несомненно, обусловлен новизной для иммун-
ной системы человека. Однако с ростом популяционного иммунитета к циркулирую-
щим вирусам в их среде, вероятно, происходит эволюционный отбор в пользу обла-
дающих более высоким потенциалом вирулентности. Эволюция антигенных и био-
логических свойств вирусов гриппа, по-видимому, взаимосвязанные процессы, при 
этом складывается мнение, что темпы эволюции температурочувствительности могут 
опережать антигенную изменчивость. Такую картину мы наблюдали при изучении 
биологических характеристик изолятов антигенно однородных вирусов (данные не 
представлены).

Если температурочувствительность циркулирующих вирусов гриппа опосредован-
но указывает на снижение вирулентности, а вместе с ростом в обществе иммунной 
прослойки снижает их эпидемические потенции, то факт стабильной циркуляции в те-
чение нескольких лет температурочувствительных вирусов можно рассматривать как 
предпосылку появления кардинально нового антигенного варианта – шифтового или 
антигенно отдалённого от прежде циркулирующих вирусов дрейфового. Это предпо-
ложение подтверждается длительной социркуляцией температурочувствительных ви-
русов гриппа А (H1N1), А(H3N2) и В перед началом пандемии 2009 г.

Роль выявленной нами холодоустойчивости некоторых природных изолятов и даже 
эталонных вирусов гриппа не исследована, однако сопоставление с селективно полу-
ченными ts/ca-донорами аттенуации А и В для живой гриппозной вакцины [8] даёт 
основания полагать, что са-фенотип «диких» вирусов, особенно в сочетании с темпе-
ратурочувствительностью, является опосредованным указанием на их естественную 
аттенуацию (на снижение их вирулентности).

Рис. 3. Эволюция вирусов гриппа А разных пандемических циклов по признаку чувствительности к 
повышению температуры репродукции.

Стрелка демонстрирует тенденцию к изменению фенотипа вирусов по признаку температурочувствительности.
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Заключение
Эволюцию вируса гриппа следует рассматривать не только с позиции новизны по-

верхностных антигенов, но и принимать во внимание изменение его биологических 
признаков, таких как температурочувствительность репродукции. Есть основания 
полагать, что с учетом ts-фенотипа циркулирующих вирусов гриппа можно точнее 
оценивать эпидемические потенции вновь появляющихся штаммов, заблаговременно 
формировать более обоснованный прогноз ожидаемой заболеваемости гриппом и да-
же прогнозировать возможность появления антигенно обновленного возбудителя.

Анализ изменчивости биологических свойств вирусов гриппа приближает нас к по-
ниманию возможных путей их эволюции, что способствует разработке рациональных 
методов предупреждения распространения вирусов и вызываемой ими заболеваемости.

Финансирование. Исследование не имело спонсорской поддержки.
Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсутствии конфликта интересов.
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АКТИВНОСТЬ ПРЕПАРАТОВ, СОДЕРЖАЩИХ ЭХИНОХРОМ А, 
В ОТНОШЕНИИ ВИРУСА ПРОСТОГО ГЕРПЕСА 2-го ТИПА  
IN VITRO И IN VIVO
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Целью работы было изучение активности эхинохрома А – нафтохиноидного пиг-
мента из морских ежей и его композиции с антиоксидантами в отношении вируса 
простого герпеса 2-го типа (ВПГ-2) in vitro и in vivo . 
Материалы и методы. Штамм ВПГ-2 (G ATCC VR-734) выращивали на культуре 
клеток Vero. Цитотоксическую и анти-ВПГ-2 активность препаратов оценивали in 
vitro по жизнеспособности клеток и подавлению цитопатогенного действия вируса 
с помощью МТТ-анализа. Эффективность препаратов у мышей с генитальным гер-
песом оценивали, учитывая изменения их массы тела, средней продолжительности 
жизни и показателей вирусной нагрузки.
Результаты и обсуждение. Композиция антиоксидантов:  эхинохрома А, аскорби-
новой кислоты и α-токоферола (5 : 5  :1) – демонстрировала более высокую про-
тивовирусную активность, чем один эхинохром А. Пероральное введение мышам 
композиции антиоксидантов предотвращало гибель 90% инфицированных ВПГ-2 
животных и достоверно снижало вагинальную вирусную нагрузку. Противовирусная 
активность эхинохрома А и композиции антиоксидантов, вероятно, обусловлена 
как вирусингибирующей активностью препаратов, так и их антиоксидантными свой-
ствами. 
Заключение. Результаты исследования позволяют рассматривать эхинохром А и 
композицию антиоксидантов на его основе как перспективные лекарственные сред-
ства, обладающие противовирусными свойствами.

Ключевые слова: эхинохром А; композиция антиоксидантов; вирус простого герпеса 
2-го типа; противовирусная активность.
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Materials and methods. Strain HSV-2 (G ATCC VR-734) was grown in Vero cells. The 
cytotoxic and anti-HSV-2 activity of the compounds was assessed in vitro by the cell 
viability and by cytopathic effect inhibition of virus using MTT test. The efficacy of com-
pounds in mice model of vaginitis caused by HSV-2 was determined by the average 
lifetime, body weight and viral load changes. 
Results and discussion. The antioxidant composition (echinochrome A, ascorbic acid 
and α-tocopherol (5:5:1)), showed a higher antiviral efficacy than echinochrome A alone. 
Oral administration of the antioxidant composition protected 90% of the infected mice 
against death and reduced vaginal viral loads. The antiviral activity of echinochrome A 
and the antioxidant composition is probably due to the virus-inhibiting activity of the com-
pounds and their antioxidant properties. 
Conclusion. The results obtained allow considering the tested compounds as promising 
agents with antiviral properties.
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Введение
По данным Всемирной организации здравоохранения, ежедневно в мире более  

1 млн человек заражаются возбудителями заболеваний, передаваемых половым путём 
[1]. Наибольшую опасность представляют 8 патогенных агентов, четыре из которых 
имеют вирусную природу. Это вирусы гепатита В, иммунодефицита человека, папил-
ломы человека, а также вирус простого герпеса 2-го типа (ВПГ-2) [2], вызывающий у 
людей генитальный герпес.

До настоящего времени единственным клинически одобренным антигерпетическим 
средством, применяемым для лечения ВПГ-2-инфекции, являются ацикловир и его ана-
логи, подавляющие репликацию вирусной ДНК [3, 4]. Однако использование этих пре-
паратов не избавляет пациентов от рецидивов заболевания. Кроме того, в результате их 
длительного приёма не исключена опасность появления штаммов вируса, устойчивых к 
лекарственной терапии. Данные обстоятельства актуализируют поиск новых лекарствен-
ных средств, включая вещества природного происхождения, обладающие потенциально 
широким спектром противовирусного, в том числе антигерпетического, действия.

Хорошо известный природный антиоксидант эхинохром А (нафтохиноидный пиг-
мент, получаемый из морских ежей) является действующим веществом отечествен-
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ного препарата Гистохром®, который используется в кардиологии для лечения ише-
мической болезни сердца и инфаркта миокарда, а также в офтальмологии при деге-
неративных заболеваниях сетчатки и роговицы глаза [5, 6]. Способность эхинохрома 
А преодолевать гематоэнцефалический барьер [7] стала одной из предпосылок для 
изучения его противовирусных свойств.

Цель настоящего исследования – изучение противовирусного (анти-ВПГ-2) дей-
ствия эхинохрома А и его композиции с антиоксидантами in vitro и in vivo.

Материалы и методы
Вирус и культура клеток. В работе был использован штамм G вируса простого герпе-

са 2-го типа (ATCC VR-734). Вирус пассировали и титровали в культуре клеток Vero и 
в дальнейшем хранили при -80 °C. Клетки Vero (эпителиальные клетки почек африкан-
ской зелёной мартышки) культивировали с использованием среды DMEM (ООО «Био-
лоТ», Санкт-Петербург, Россия) с добавлением 10% эмбриональной телячьей сыворот-
ки (ООО «БиолоТ», Санкт-Петербург, Россия), 100 Ед/мл гентамицина и глутамина.

Животные. В опытах использовали самок белых аутбредных мышей массой тела 
16–20 г, полученных из питомника НЦБТ РАН «Андреевка». Все процедуры выпол-
няли строго в соответствии с требованиями Европейской конвенции о защите позво-
ночных животных, используемых для экспериментальных и других научных целей, 
от 18 марта 1986 г.

Препараты. В работе были использованы: 
– Гистохром® для внутривенного введения (2,3,5,7,8-пентагидрокси-7-этил-1,4-наф-

тохинон), государственный регистрационный № P N002363/01 (ТИБОХ им.  
Г.Б. Елякова, ДВО РАН, Владивосток, Россия). В 1 мл препарата в качестве активного 
вещества содержится 10 мг эхинохрома А (Эх);

– композиция антиоксидантов на основе эхинохрома А: Эх + аскорбиновая кислота 
(Аск) (AppliChem, Германия) + α-токоферол (Ток) (Carl Roth, Германия) в соотноше-
нии 5 : 5 : 1;

– Ацикловир® – лиофилизат для приготовления раствора для инфузий (GlaxoSmith-
Kline Manufacturing, Италия);

– Ацикловир® таблетки (GlaxoSmithKline Pharmaceuticals, Польша).
Приготовление стоковых растворов препаратов. Инъекционные формы препара-

тов (Гистохром® и Ацикловир®) для исследований in vitro и in vivo разводили до не-
обходимых концентраций средой DMEM. Композицию антиоксидантов для опытов in 
vitro растворяли в диметилсульфоксиде (ДМСО, Sigma, США) и хранили при -20 °С, 
стоковый раствор (10 мг/кг) готовили путём разведения средой DMEM до конечной 
концентрации ДМСО 0,5%. Для перорального применения препаратов композицию 
антиоксидантов и таблетированную форму ацикловира суспендировали и разводили 
средой DMEM до необходимых концентраций. 

Определение цитотоксической активности препаратов. Цитотоксичность препа-
ратов оценивали на клетках Vero с помощью МТТ (метилтиазолилтетразолий бромид) 
теста [8]. Монослой клеток (1 × 104 клеток/лунку), выращенных в 96-луночных план-
шетах (Nunclon Delta, ООО «Росмедбио», Санкт-Петербург, Россия), обрабатывали 
препаратами в концентрациях от 0 до 2000 мкг/мл и культивировали при 37 °С в ат-
мосфере 5% CO2 в течение 3 сут в среде DMEM; необработанные клетки использова-
ли в качестве контроля. К клеткам добавляли раствор МТТ в концентрации 5 мг/мл  
(Sigma, США) и инкубировали при 37 °C в течение 2 ч. Затем супернатант удаляли 
и добавляли 150 мкл/лунку изопропанола. Оптическую плотность (ОП) измеряли на 
спектрофотометре Varioscan Flash (Thermo Scientific, США) при длине волны 540 нм. 
Жизнеспособность клеток рассчитывали, как (ОПо) / (ОПк) ∙ 100%, где ОПо и ОПк 
соответствуют оптической плотности обработанных препаратами и контрольных 
клеток соответственно. 50% цитотоксическую концентрацию препарата, снижающую 
жизнеспособность обработанных клеток на 50% по сравнению с контролем, рассчи-
тывали с помощью регрессионного анализа дозозависимых кривых [9].
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Противовирусная активность препаратов in vitro. Противовирусную активность 
препаратов оценивали, учитывая подавление цитопатического действия (ЦПД) ВПГ-2 
и с помощью МТТ-теста. Культуру клеток Vero, выращенных в 96-луночных планше-
тах, инфицировали вирусом в дозе 100 ТЦИД50/мл (тканевая цитопатическая инфек-
ционная доза) и одновременно обрабатывали препаратами в концентрациях от 0 до 
50 мкг/мл в течение 60 мин при 37 °C. Затем супернатант удаляли, клетки отмывали, 
добавляли поддерживающую среду с 1% фетальной телячьей сыворотки и инкубиро-
вали при 37 °С в атмосфере 5% СО2 в течение 3 сут. ЦПД вируса (%) рассчитывали 
по формуле: 

(ОПtv - ОПcv)  /  (ОПcd - ОПcv)  ∙ 100%,
где ОПtv соответствует оптической плотности инфицированных клеток, обработан-

ных соответствующим препаратом; ОПcv – оптической плотности необработанных 
препаратом инфицированных клеток, ОПcd – оптической плотности контрольных (не-
обработанных и неинфицированных) клеток. 50% ингибирующую концентрацию пре-
парата (IC50), снижающую на 50% вирус-индуцированное ЦПД, рассчитывали с помо-
щью регрессионного анализа дозозависимых кривых [9]. Селективный индекс препа-
рата (SI) вычисляли как отношение 50% цитотоксической концентрации (CC50) к IC50.

При изучении влияния препаратов на разные стадии репродукции вируса в культу-
ре клеток гистохром и композицию антиоксидантов использовали в концентрации 20 
мкг/мл, ацикловир – 10 мкг/мл при инфицирующей дозе вируса – 100 ТЦИД50/мл. Для 
определения профилактической активности препаратов монослой клеток обрабаты-
вали препаратом в течение 2 ч при 37 °С, затем инфицировали вирусом в течение 1 ч 
при 37 °С, отмывали и инкубировали в течение 3 сут при 37 °С в 5% атмосфере CO2. 
При исследовании вирулицидной активности вируссодержащую жидкость смешива-
ли с препаратом в соотношении 1:1, инкубировали в течение 1 ч при 37 °С, затем на-
носили на монослой клеток и инкубировали в течение 3 сут при 37 °С в атмосфере 5% 
СО2. Для определения вирусингибирующей активности препаратов монослой клеток 
инфицировали вирусом в течение 1 ч при 37 °С, затем к клеткам добавляли тестируе-
мый препарат и в течение 3 сут инкубировали при 37 °С в 5% атмосфере CO2. Проти-
вовирусную активность препаратов оценивали по подавлению ЦПД вируса (%), как 
было показано выше.

Экспериментальная герпетическая инфекция у мышей. Генитальный герпес у мы-
шей моделировали путём введения во влагалище животных по 30 мкл ВПГ-2 (105 
ТЦИД50/мл). Интактным мышам (в качестве отрицательного контроля) вводили экви-
валентное количество физраствора. Методом случайной выборки все животные были 
разделены на 8 групп (по 10 мышей в группе): контроль (-) – группа интактных жи-
вотных; контроль (+) – группа инфицированных животных, не получавших лечения; 
мыши, получавшие гистохром по 1 мг/кг или 2 мг/кг; мыши, которым вводили ком-
позицию антиоксидантов по 2 мг/кг или 4 мг/кг; животные, получавшие по 50 мг/кг 
ацикловира. Ранее [10] было показано, что гистохром в указанных дозах нетоксичен 
для мышей. Эффективность применения ацикловира в дозе 50 мг/кг при инфекциях, 
вызываемых заражением мышей вирусом простого герпеса 1-го и 2-го типа, проде-
монстрировали в своих работах E.R. Kern и соавт. (1982) [11] и M.N. Prichard и соавт. 
(2011) [12]. Препараты использовали следующим образом: гистохром, как инъекци-
онное средство, вводили внутрибрюшинно, композицию антиоксидантов – внутриже-
лудочно (аналог пероральному способу введения в клинике). Препарат сравнения –  
ацикловир вводили как внутрибрюшинно, так и внутрижелудочно. Все препараты 
вводили в объёме 0,2 мл 1 раз в день в течение 5 дней. Срок наблюдения за животны-
ми составлял 21 день. Эффективность лечения оценивали по количеству выживших 
животных (%), средней продолжительности жизни, изменению массы тела, их обще-
му состоянию и инфекционному титру вируса. 

Для определения титра вируса у животных каждой группы брали вагинальные смывы 
на 5-й и 7-й дни после заражения. С этой целью мышам во влагалище вводили 30 мкл ох-
лаждённой среды DMEM, собранные смывы доводили до объёма 150 мкл средой DMEM, 



60

JOURNAL OF  MICROBIOLOGY, EPIDEMIOLOGY AND IMMUNOBIOLOGY. 2019; (6) 
DOI: https://doi.org/10.36233/0372-9311-2019-6-56-64

ORIGINAL RESEARCH

центрифугировали при 1000 об/мин в течение 5 мин для осаждения клеток и слизи. Деся-
тикратные разведения супернатантов наносили на монослой клеток Vero в 96-луночных 
планшетах, инкубировали в течение 3 дней при 37 °C, в атмосфере 5% CO2. Титр вируса 
определяли, используя метод Рида и Менча (1938) [13] и выражали в lg ТЦИД50/мл. 

Статистический анализ проводили с использованием пакета программ Statistica 
10.0. Результаты представлены как среднее ± стандартное отклонение. Различия меж-
ду показателями в контрольной и опытной группах выявляли с использованием кри-
терия Вилкоксона для связанных выборок. Они считались достоверными при p ≤ 0,05.

Результаты
Снижение вызываемого ВПГ-2 цитопатогенного эффекта в культуре клеток Vero 

под действием препаратов. Перед оценкой противовирусной активности препаратов 
была исследована их цитотоксическая активность в отношении клеток Vero в диапазо-
не концентраций от 0 до 2000 мкг/мл. Ацикловир использовали в качестве контроля, 
как стандартный противовирусный препарат. На основании результатов МТТ-анализа 
были определены CC50 всех исследуемых препаратов. Дальнейшее изучение проти-
вовирусной активности проводили при концентрациях препаратов менее 50 мкг/мл, 
которые обеспечивали жизнеспособность клеток на уровне ˃70%.   

Вначале противовирусное действие тестируемых соединений исследовали путём 
обработки клеток Vero препаратами и различных концентрациях (от 0 до 50 мкг/мл) и 
одновременно вирусом (100 ТЦИД50/мл). В результате была показана умеренная про-
тивовирусная активность тестируемых препаратов, которые дозозависимо подавляли 
опосредуемое вирусами ЦПД. IC50 препаратов и их SI, характеризующие противови-
русную активность, представлены в табл. 1. Установлено, что композиция антиокси-
дантов защищала клетки Vero от вирусной инфекции при существенно более низких 
IC50  и более высоких показателях SI, чем один гистохром  (p ≤ 0,05). 

При изучении влияния препаратов на разные стадии жизненного цикла ВПГ-2 бы-
ла установлена их способность повышать устойчивость клеток к заражению (оценка 
профилактического действия); оказывать непосредственное влияние на вирусные 
частицы, снижая их способность заражать клетки (оценка вирулицидного действия); 
подавлять ранние стадии репликации вируса (оценка вирусингибирующего действия). 
Показано, что наиболее значительное подавление репликации наблюдалось после об-
работки вируса тестируемыми препаратами перед заражением им культуры клеток. 
Так, степень подавления ЦПД вируса после его обработки гистохромом и компози-
цией антиоксидантов составляла соответственно 57 ± 5 и 84 ± 6%. А предваритель-
ная обработка вируса ацикловиром вызывала незначительный вирулицидный эффект 
(рис. 1). Обработка клеток гистохромом или ацикловиром перед заражением вирусом 
(профилактическое действие) была малоэффективной, и лишь композиция антиокси-
дантов в определённой степени (28 ± 4%) защищала клетки. Исследуемые препараты 
на ранней стадии репликации вируса (через 60 мин после заражения) демонстриро-
вали умеренную вирусингибирующую активность: 21 ± 4 и 40 ± 5% соответственно. 
При этом вирусингибирующая активность ацикловира в этом случае была существен-
но выше – 78 ± 6% (см. рис. 1).

Т а б л и ц а  1
Цитотоксическая и противовирусная (анти-ВПГ-2) активность препаратов в культуре клеток Vero 

Препараты CC50, мкг/мл IC50, мкг/мл SI 
Гистохром  62,5  ± 3,5 20,8  ± 2,3 3,0  ± 0,4
Композиция антиоксидантов 72,8  ± 4,1 13,1  ± 1,1* 5,7  ± 0,5*
Ацикловир 1250  ± 115 11,5  ± 0,9 108,7  ± 9,9

П р и м е ч а н и е. СС50 – 50% цитотоксическая концентрация препаратов; IC50 – 50% ингибирующая 
концентрация препаратов; SI – селективный индекс препаратов; * статистически значимые различия между 
гистохромом и композицией антиоксидантов (p ≤ 0,05).
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Эффективность противовирусного действия препаратов при развитии гениталь-
ного герпеса у мышей. После внутривагинального заражения ВПГ-2 у животных раз-
вивался генитальный герпес. Клинические симптомы болезни появлялись с 5-го дня 
после инфицирования. При этом наблюдалось снижение массы тела, появление отёка 
и гиперемии в области влагалища, выделений из влагалища, отмечалось снижение 
физической активности животных, уменьшение потребления ими корма и воды, а че-
рез 7 дней у мышей, как правило, развивался парез задних конечностей. Средняя про-
должительность жизни животных в контрольной (+) группе составила 9,7 ± 2,6 дня 
(табл. 2).

Введение инфицированным мышам исследуемых нами препаратов вызывало дозо-
зависимый противовирусный эффект, который заключался в уменьшении клинических 
симптомов болезни и смертности среди животных. Парентеральное введение мышам ги-
стохрома в дозе 2 мг/кг защищало от гибели 66,7% животных и увеличивало среднюю 
продолжительность жизни мышей по сравнению с контролем (+) более, чем на 7 сут. Кро-
ме того, в данной концентрации гистохром эффективно препятствовал снижению массы 
тела больных животных. Введение этого препарата в концентрации 1 мг/кг увеличивало 
срок жизни больных мышей на 4 дня, однако недостаточно успешно ограничивало сниже-

Рис. 1. Противовирусное действие препаратов на различных стадиях репликационного цикла ВПГ-2. 
* статистически значимые различия между действием гистохрома (Эх) и композицией антиоксидантов 

(Эх + Аск + Ток) (p ≤ 0,05).

Т а б л и ц а  2
Защитное действие препаратов у мышей, инфицированных ВПГ-2

Группа
Число выживших 

мышей/общее коли-
чество животных

Индекс  
защиты, 

%

Средняя продолжи-
тельность жизни 

мышей, дни
Гистохром (1 мг/кг) внутрибрюшинно 3/10 22,2 13,4 ± 2,2
Гистохром (2 мг/кг) внутрибрюшинно 7/10* 66,7 17,3 ± 1,5*
Композиция антиоксидантов (2 мг/кг) перорально 3/10 22,2 14,8 ± 2,4
Композиция антиоксидантов (4 мг/кг) перорально 9/10* 88,9 19,7 ± 1,3*
Ацикловир (50 мг/кг)
внутрибрюшинно 10/10* 100 21,0 ± 0,5*

Ацикловир (50 мг/кг) перорально 6/10* 55,6 16,1 ± 1,9*
Контроль (+) 1/10 - 9,7 ± 2,6
Контроль (-) 10/10 100 ˃ 21,0

П р и м е ч а н и е. Индекс защиты рассчитывали по формуле: (LС - LE) / LC ∙ 100%, где LC – летальность в 
контрольной (+) группе; LE – летальность в опытной группе; * статистически значимые различия между пока-
зателями опытной и контрольной (+) групп (p ≤ 0,05). Контроль (+) – инфицированные нелеченые животные; 
контроль (-) – неинфицированные нелеченые животные.
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ние их массы тела. В то же время лечение ацикловиром (50 мг/кг) полностью предотвра-
щало гибель больных мышей – индекс защиты составил 100% (см. табл. 2).

Пероральное введение больным мышам композиции антиоксидантов в дозе 4 мг/кг 
защищало от гибели 88,9% животных (см. табл. 2). Их средняя продолжительность 
жизни увеличилась на 10 дней, а средняя масса тела достоверно не отличалась от 
соответствующего показателя у здоровых мышей. В то же время индекс защиты, об-
условленный пероральным введением ацикловира (50 мг/кг), был меньше и составил 
лишь 55,6%. Кроме того, у этих животных установлено статистически значимое сни-
жение средней массы тела.

Влияние препаратов на динамику титра вируса в вагинальных смывах мышей, ин-
фицированных ВПГ-2. Опыты in vivo показали, что ВПГ-2 реплицируется в клетках 
эпителия влагалища мышей, достигая к 7-м суткам у животных контрольной группы 
(инфицированных вирусом мышей, не получавших лечения) 3,63 ± 0,18 lg ТЦИД50/
мл (рис. 2). Парентеральное введение гистохрома (в дозах 1 и 2 мг/кг) вызывало ста-
тистически значимое (до ~1,0 lg ТЦИД50/мл) снижение титра вируса в вагинальных 
смывах животных (p ≤ 0,05) (см. рис. 2А). Ацикловир (50 мг/кг) также ослаблял ре-
пликацию вируса в клетках вагинального эпителия по сравнению с аналогичным по-
казателем в контрольной группе (p ≤ 0,05) уже к 5-м суткам.

У животных, которым перорально вводили композицию антиоксидантов (2 мг/кг) и 
ацикловир (50 мг/кг), лишь на 7-е сутки после заражения в эпителии влагалища сни-
жалась репликация до ~2 lg ТЦИД50/мл (p≤0,05) (см. рис. 2Б). В вагинальных смывах 
животных, получавших перорально 4 мг/кг композиции антиоксидантов, на 5-е и 7-е 
сутки после заражения вирус определялся в незначительном количестве (см. рис. 2Б). 

Обсуждение
Известно, что при инфекциях, вызываемых ВПГ-1 и -2, наблюдается увеличение 

продукции активных форм кислорода (АФК) и усиление перекисного окисления ли-
пидов – процессов, способствующих активной репликации вирусов [14, 15]. Ранее 
[16] нами была показана способность эхинохрома А и композиции антиоксидантов 
на его основе снижать образование АФК (на модели липополисахарид-индуцирован-
ного образования АФК в культуре клеток Vero) и подавлять репликацию таких ней-
ротропных вирусов, как ВПГ-1 и вирус клещевого энцефалита. При этом композиция 

Рис. 2. Влияние препаратов на динамику изменений титров вируса в вагинальных смывах мышей, 
инфицированных ВПГ-2. 

А – внутрибрюшинное введение гистохрома (Эх) и ацикловира; Б – пероральное введение композиции антиоксидан-
тов (Эх + Аск + Ток) и ацикловира; * статистически значимые различия между показателями опытной и контрольной (+) 

групп (p ≤ 0,05). Контроль – инфицированные животные, не получавшие лечения. 
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антиоксидантов, состоящая из эхинохрома А, аскорбиновой кислоты и α-токоферола 
(5 : 5 : 1), демонстрировала более высокий уровень антиоксидантной и противовирус-
ной активности, чем один эхинохром А. В настоящем исследовании было показано, 
что эхинохром А и его композиция с антиоксидантами способны подавлять реплика-
цию как in vitro, так и in vivo ещё одного патогена – ВПГ-2, вызывающего у человека 
генитальный герпес.

Установлено, что эхинохром А в сочетании с аскорбиновой кислотой и α-токоферо-
лом эффективно блокирует в культуре клеток Vero цитопатогенное действие ВПГ-2. 
IC50 данной композиции была в 1,5 раза ниже, а SI, соответственно, выше, чем одного 
эхинохрома (см. табл. 1). При исследовании действия данных соединений на различные 
стадии жизненного цикла ВПГ-2 было установлено, что обработка вируса этими пре-
паратами перед заражением клеток вызывает так называемый вирулицидный эффект, 
подавляя на ранних стадиях инфекции репликативную активность ВПГ-2 (см. рис. 1).  
Было сделано предположение, что вирулицидная активность тестируемых нами со-
единений связана с их способностью непосредственно влиять на гликопротеины 
вирусной оболочки, нарушая взаимодействие вирусных частиц и заражаемых кле-
ток. Показано, что некоторые нафтохиноны демонстрировали подобный механизм 
ВПГ-2-ингибирующего действия [17, 18]. Необходимо отметить, что ацикловир в 
отличие от гистохрома и композиции антиоксидантов в этих условиях не проявлял 
вирулицидную активность по отношению к ВПГ-2.

Стабильная масса тела заражённых животных, увеличение средней продолжитель-
ности жизни, а также снижение вирусной нагрузки под воздействием противовирус-
ных препаратов – наиболее надёжные критерии эффективности тестируемых нами 
соединений. Было показано, что введение животным гистохрома  или композиции 
антиоксидантов после их внутривагинального заражения ВПГ-2 сопровождается вы-
раженным дозозависимым противовирусным эффектом (см. табл. 2), при этом способ 
введения препаратов имеет определяющее значение. Так, при интраперитонеальном 
введении гистохрома (2 мг/кг) защитный индекс составил 66,7% (после введения аци-
кловира 50 мг/кг он был 100%). При пероральном введении животным композиции 
антиоксидантов (4 мг/кг) защитный индекс существенно возрастал и составлял уже 
88,9%, (после введения ацикловира (50 мг/мг) этот показатель был значительно ни-
же – 55,6%). При этом у мышей, противовирусная защита которых осуществлялась 
с помощью тестируемых нами препаратов, по сравнению с животными контрольной 
группы (см. рис. 2) увеличилась средняя продолжительность жизни, незначительно 
снизилась масса тела, а также статистически достоверно уменьшилась вагинальная 
вирусная нагрузка на ранней стадии инфекции. По-видимому, обнаруженный нами 
протективный эффект, вызываемый гистохромом и композицией антиоксидантов на 
его основе, обусловлен как прямым вирусингибирующм действием, так и выражен-
ной антиоксидантной активностью этих препаратов.

Таким образом, нами впервые выявлена способность гистохрома,  а также компози-
ции антиоксидантов активно подавлять репликацию ВПГ-2 in vitro и in vivo. Получен-
ные результаты расширяют спектр патогенных агентов, в отношении которых данные 
соединения демонстрировали противовирусную активность. Вероятно, в перспективе 
эти соединения можно использовать в качестве лекарственных средств при терапии 
вирусных инфекций.
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Актуальность. Известно, что некоторые субпопуляции Т-регуляторных клеток, наи-
вные (nTreg) и индуцибельные (iTreg), поддерживают иммунную толерантность к 
аллергенам в окружающей среде. Но роль отдельных фенотипов, дефинированных 
субпопуляций Т-регуляторных клеток для развития IgE-обусловленной аллергии не 
изучена детально.
Цель – исследование фенотипа и числа разных типов Т-регуляторных клеток у па-
циентов с клинически выявленной IgE-обусловленной аллергией, а также установ-
ление возможных различий в количестве циркулирующих Т-регуляторных субпопу-
ляций у пациентов по сравнению со здоровыми людьми без атопии.
Материалы и методы. В исследование были включены 20 пациентов с ингаляци-
онной аллергией и 10 здоровых людей (контрольная группа). После получения ин-
формированного согласия  у пациентов с помощью стандартной 8-параметрической 
проточной цитометрии (BD FACSCanto II) определены процентное соотношение и 
абсолютное число следующих Т-регуляторных субпопуляций: наивные (CD45RO-

FOXP3lo), клетки памяти (RO+FOXP3+), эффекторные (Treg eff, RO+FOXP3hi), индуци-
рованные (CD39+CD134+), Tr1 (IL-10+FOXРЗ-) и Thl7/Treg (CD196+ FOXP3+ CD4Treg).
Результаты и обсуждение. У пациентов с аллергией доля и абсолютное число 
FOXP3+CD4 Treg значительно понижены (в среднем 0,6% против 3,3%, р<0,05; и 8,7 
против 55 клеток/μ1, р<0,001) по сравнению с контрольной группой. Кроме того, в 
группе пациентов значимо снижено число индуцированных на периферии Tr1-кле-
ток (в среднем 0,26% против 1,1% у здоровых, р<0,05), как и Thl7/Treg (в среднем 
7,7% против 28,4% у здоровых индивидов, р<0,01) .
Выводы. Уменьшение числа Т-регуляторных наивных клеток и клеток памяти, а 
также индуцированных на периферии Tr1- и Thl7/Treg-клеток у пациентов с клини-
чески выявленной ингаляционной аллергией приводит к дисрегуляции иммунной 
системы и потере периферической толерантности, что лежит в основе развития 
ряда широко распространённых аллергических заболеваний, таких как аллергиче-
ский ринит и астма.

Ключевые слова: IgE-обусловленная аллергия; Т-регуляторные клетки; nTreg; Tr1; 
Thl7/Treg.
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The aim of the study was to investigate the phenotype and number of different Treg sub-
populations from patients with IgE-mediated allergy compared with healthy non-allergic 
individuals.
Materials and methods . A group of 20 patients with clinically manifested IgE allergy and 
a group of 10 healthy no allergic controls were included in the study. Peripheral blood 
samples were taken after informed consent. Percentage and absolute count (AC) of the 
following regulatory subsets: naive (CD45RO-FoxP3lo), memory (RO+FoxP3+), effector 
(Treg eff, RO+FoxP3hi), induced (CD39+CD134+), Thl7/Treg (CD196+FoxP3+CD4Treg); 
Tr1 (IL-10+FoxP3-), were determined using standard 8-parameter flow cytometry (BD 
FACSCanto II).
Results and discussion. The share and AC of FoxP3+CD4 Treg was significantly de-
creased in sensitized patients as compared to controls (mean 0,6% vs. 3,3%, p<0.05 and 
8,7 vs. 55 cells/μl p<0.001). In addition, a significantly decreased level of Tr1 cells was 
observed in the patients with allergy, 0,4% vs. 2,1 % in healthy controls (p<0,05) as well 
for subset of Thl7/Treg (mean 7,7% vs. 28,4% in healthy persons, p<0.01).
Conclusion.  The significantly decreased number of FoxP3+CD4 Treg as well as periph-
ery induced Tr1 and Thl7/Treg cells in patients with respiratory allergy lead to dysregu-
lation and loss of peripheral immune tolerance, which is the pathophysiological basis for 
development of widely spread allergic diseases like allergic rhinitis and bronchial asthma.
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Введение
Патофизиологические механизмы развития аллергических болезней включают 

комплексную последовательность иммунологических событий, которые вызывают 
ответ со стороны клеток в таргетных органах и приводят к развитию воспаления, 
ремоделированию тканей и нарушению их функций.

Формирование и сохранение толерантности к аллергенам является отличительной 
чертой иммунного ответа у здоровых людей без атопии, и постулируется, что важней-
ший компонент этой иммунной «неотвечаемости» – образование функциональных 
аллерген-специфических Т-регуляторных клеток (Treg). Три основные субпопуляции 
аллерген-специфических Т-клеток (Thl, Th2 и Tregs) в различных пропорциях содер-
жатся в организме и у здоровых людей, и у страдающих аллергией. Этот факт обо-
сновывает предположение, что изменение баланса между аллерген-специфическими 
Тh2- и Treg-клетками может быть основной причиной как развития толерантности к 
аллергенам, так и проявления аллергической сенсибилизации [1].

По своему видовому составу и структуре Treg-клетки представляют одну из самых 
сложных Т-клеточных групп. Их гетерогенность, которая проявляется в особенностях 
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фенотипа, условиях индуцирования и механизмах супрессии, до конца не изучена.
На сегодняшний день CD4 Treg-клетки можно разделить на две основные 

субпопуляции: естественные Treg, происходящие из тимуса, и индуцибельные Treg, 
которые образуются вне тимуса после антигенной стимуляции.

Естественные Treg можно разделить на следующие субпопуляции: наивные Treg 
(nTreg), эффекторные  Treg (Treg eff) и Treg-клетки памяти (Treg m).

В свою очередь индуцибельные Treg (iTreg) подразделяются на: FOXP3+ Т-клетки, 
индуцированные на периферии; регуляторные Т-клетки типа 1 (Tr1), продуцирующие 
IL-10, с основным фенотипом CD4+CD25+FOXP3-; и Th3-клетки, продуцирующие в 
основном TGF-β [2].

Согласно последним данным, некоторые субпопуляции T-регуляторных клеток, а имен-
но Тh17/Т-регуляторные клетки (Thl7/Treg), развиваются из периферических индуциро-
ванных CD4+FOXP3+ Tregs. Доказано, что у человека эта субпопуляция обладает супрес-
сивной активностью, которая, однако, слабее таковой у индуцированных Treg-клеток. 
С другой стороны, кроме регуляторных функций, эти клетки обладают способностью к 
продукции IL-17a, т.е. Thl7/Treg обладают фенотипическими характеристиками и Тh17-, 
и Treg-клеток и способствуют развитию аллергических заболеваний [3].

В этой связи целью данного исследования стало определение фенотипа и количе-
ства различных Т-регуляторных клеток у пациентов с клинически выявленной IgE-
обусловленной аллергией, а также установление возможных различий в величине 
циркулирующих Т-регуляторных субпопуляций у пациентов по сравнению со здоро-
выми людьми без атопии.

Материалы и методы
Группы исследования. В исследование были включены 20 пациентов с клинически 

выявленной ингаляционной IgE-обусловленной аллергией (сезонный и круглогодич-
ный аллергический ринит) и 10 здоровых людей без аллергических проявлений на 
ингаляционные аллергены (контрольная группа). Дизайн исследования был одобрен 
Комиссией по этике НЦЗПБ (София, Болгария).

Группа больных с аллергией состояла из 13 мужчин и 7 женщин в возрасте от 19 до 
58 лет с основным диагнозом «аллергический ринит», а контрольная группа состояла 
из 6 мужчин и 4 женщин в возрасте от 26 до 59 лет.

Тяжесть аллергических симптомов оценивали путём подсчёта общего симптомо-
комплекса, который включает цифровую оценку жалоб на ринорею, чихание, назаль-
ную конгестию и зуд в носу и глазах.

Наличие сенсибилизации. Для доказательства специфической сенсибилизации 
пациентам и участникам контрольной группы проводили кожное тестирование (прик-
тест) набором ингаляционных аллергенов «Бул Био НЦЗПБ ЕООД» (домашняя пыль, 
D. pteronyssinus, Alternaria alternata, кошка, пыльца деревьев и луговых трав). Пробы 
учитывали через 20 мин, при этом кожные реакции считали положительными при 
диаметре папулы и эритемы ≥ 3 мм.

Проточная цитометрия. С помощью стандартной 8-параметрической проточной 
цитометрии (BD FACSCanto II) клеток крови у всех обследованных определяли про-
центное соотношение и абсолютное число субпопуляций CD4 Т-регуляторных клеток 
(табл. 1).

Статистическая обработка результатов. Статистический анализ выполняли с ис-
пользованием программы Prism версия 5 (GraphPad Software Inc, США). Сравнивали 
долю и абсолютное число исследованных Т-регуляторных субпопуляций пациентов 
обеих групп посредством двустороннего непарного T-теста. Разницу считали стати-
стически значимой при  р < 0,05.

Результаты
Клиническая характеристика участников исследования. В среднем общая оценка 

аллергических симптомов со стороны верхних дыхательных путей у пациентов соста-
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вила 10,5 ± 3,92 балла из 20. Посредством кожно-аллергических проб было установ-
лено, что 10 (50%) пациентов сенсибилизированы к пыльце злаковых трав; 6 (30%) –  
к бытовым аллергенам (домашняя пыль, микроклещи и/или кошка); 4 (20%) – к пле-
сени (Alternaria alternata).

В среднем общая оценка аллергических симптомов со стороны верхних дыхательных 
путей у индивидов контрольной группы составляла 0 баллов. Кожно-аллергические 
пробы с использованием ингаляционных аллергенов не выявили сенсибилизацию у 
лиц контрольной группы.

Подробная информация о пациентах и здоровых лицах из контрольной группы  
представлена в табл. 2.

Определение субпопуляций Т-регуляторных клеток. Данные сравнительного анали-
за исследованных субпопуляций Тreg-клеток у пациентов с клинически выявленной 
IgE-обусловленной аллергией и у здоровых людей представлены в табл. 3.

Определение доли и абсолютного числа FOXP3+CD4+ Treg посредством проточной 
цитометрии позволило установить, что их статистически значимо меньше у пациентов 
с ингаляционной аллергией, чем у людей без атопии: в среднем 0,6% против 3,3%, 
p < 0,05; и 8,7 против 55 клеток/µ1, р<0,001 (рис. 1). Эта разница была обусловлена в 
основном субпопуляцией Treg m с фенотипом CD4+CD45+ FOX3low RO+. У пациентов 
они в среднем составили 29,8% из всех CD4+ Treg, в то время как в контрольной 
группе  – 52,5%, р < 0,05.

При анализе субпопуляций Treg-клеток, индуцированных на периферии у пациентов 
с аллергией к атопическим аллергенам, наблюдается значительное снижение 
числа и относительной доли Tr1-клеток: 0,26% против 1,1% среди представителей 
контрольной группы (р < 0,05) (рис. 2).

Т а б л и ц а  1
Исследованные субпопуляции Т-регуляторных клеток

Субпопуляция Treg Фенотип
Eстественые CD4 Treg: CD4+CD25hiFOXP3+

наивные (Treg n) CD4+CD45+ FOXP3lowRO-

эффекторные (Treg eff) CD4+CD45+ FOXP3hi RO+

клетки памяти (Treg m) CD4+CD45+ FOX3low RO+

индуцибельные (iTreg) CD4+CD25hi CD127-CD39-CD134+

CD4+CD25hi CD127-CD39+CD134-

CD4+CD25hi CD127-CD39+CD134+

–  регуляторные Т-клетки типа 1 (Tr1) CD4+ FOXP3- IL10+

Th17/Treg CD4+CD25hi FOXP3+CD127-CD196+CD39+ 

Т а б л и ц а  2
Клиническая характеристика участников исследования

Показатель Пациенты  
(n = 20)

Контрольная группа 
(n = 10)

Возраст, годы 34,6 ± 11,03 41,7 ± 10,94
Пол:

– мужчины 65% (13/20) 60% (6/10)
– женщины 35% (7/20) 40% (4/10)

Симптомный подсчёт (баллы) 10,5 ± 3,92 0
Результаты кожно-аллергических проб:

– без сенсибилизации 0% (0/20) 100% (10/10)
– сенсибилизация к пыльце деревьев и злаковых трав 50% (10/20)
– сенсибилзация к бытовым аллергенам 30% (6/20)
– сенсибилизация к Alternaria alternata 20% (4/20)
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У пациентов с ингаляционной аллергией субпопуляция Thl7/Treg-клеток тоже была 
значительно уменьшена: в среднем 7,7% против 28,4% у здоровых людей, р < 0,01 
(рис. 3).

Обсуждение
При аллергии в организме развивается ряд патологических иммунных реакций в 

ответ на воздействие со стороны аллергенов окружающей среды. У пациентов форми-
руется в основном Тh2-иммунный ответ, который стимулирует В-клетки к продукции 
IgE-антител. На данный момент достаточно данных, свидетельствующих о том, что 
Т-регуляторные клетки могут повлиять на Th2-ответ in vitro. Однако исследование 
иммунного ответа на аллергены у здоровых индивидов показывает, что у них суще-
ствует такой же периферийный Т-клеточный репертуар, который выявляет идентич-
ные Т- клеточные эпитопы, как и у пациентов с аллергией [4].

Т а б л и ц а  3
Сравнительный анализ исследованных субпопуляций Т-регуляторных клеток у пациентов с клиниче-

ски выявленной IgE-обусловленной аллергией и у здоровых людей (в %)

Субпопуляция  
Treg Фенотип

Пациенты  
(n = 20)

Контрольная группа 
(n = 10) р

средний мин. макс. средний мин. макс.
CD4+ Treg* CD4+CD25hiFOXP3+ 0,6 0,3 0,9 3,3 0,6 6,1 <0,05
Treg n** CD4+CD45+FOXP3lowRO- 8,6 0 13,6 10,6 6,6 14,7 0,44
Treg eff** CD4+CD45+ FOXP3hi RO+ 6,05 0,2 11 21 6,4 28,3 0,07
Treg m** CD4+CD45+ FOX3low RO+ 29,8 0,1 53,7 52,5 43,9 60 <0,05

iTreg**

CD4+CD25hi CD127-CD39-

CD134+
10,92 1,0 26,7 1,6 0,4 3,1 0,19

CD4+CD25hi CD127-

CD39+CD134-
24,8 1,3 49,4 43,7 31,5 65,6 0,08

CD4+CD25hi CD127-

CD39+CD134+
5,7 0,2 11 5,7 0,9 12,5 >0,05

Tr1** CD4+ FOXP3- IL10+ 0,26 0 0,4 1,1 0,4 2,1 0,02

Th17/Treg** CD4+CD25hi FOXP3+ 

CD127-CD196+CD39+
7,7 0,1 17,2 28,4 17,2 39,5 0,006

П р и м е ч а н и е. * подсчёт популяции как процент всех CD4+ Т-клеток; ** подсчёт популяции как 
процент CD4+ Treg-клеток.

Рис. 1. Субпопуляции FOXP3+ CD4+ Treg у 
здоровых людей и у пациентов с клинически 
выявленной IgE-обусловленной аллергией.

Рис. 2. Сравнительный анализ доли CD4+-

FOXP3-IL10+ (Tr1-клетки) у здоровых индивидов 
и у пациентов с клинически выявленной IgE-

обусловленной аллергией.
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Имеются предварительные данные о 
том, что у индивидов без атопии число 
Т-регуляторных клеток с возрастом увели-
чивается, а у пациентов с IgE-обусловлен-
ной аллергией субпопуляции естествен-
ных Т-регуляторных клеток уменьшаются 
по сравнению со здоровыми людьми [5, 6].

Полученные нами результаты также по-
казывают, что у пациентов с атопией нали-
цо статистически значимое уменьшение 
числа естественных Т-регуляторных кле-
ток, в основном в субпопуляции Treg-кле-
ток памяти. Это, несомненно, вызывает 
нарушение иммунного гомеостаза у людей 
с атопией и может привести к развитию 
сверхчувствительности к разнообразным 
аллергенам в окружающей среде.

С другой стороны, индукция и образо-
вание периферийной иммунной толерант-
ности имеет существенное значение для 
поддержания стабильности иммунной си-
стемы.

В течение последних 20 лет особое 
внимание в исследованиях уделяется индуцированной на периферии субпопуляции 
Тr1-клеток. По сравнению с естественными CD4+CD25+ Treg-клетками Тг1-клетки 
обычно не экспрессируют CD25 или FOXP3. Доказано, что Тr1-клетки индуцируются 
путём продолжительной активации CD4 Т-клеток аллергеном в присутствии IL-10. Они 
отличаются и по своему уникальному цитокиновому профилю, охарактеризованному 
как IL-10+TGFβ+IFNγ+IL-5-IL-4-IL-21ow/neg. Считается, что Тг1 составляют основную 
субпопуляцию индуцибельных, периферических Т-регуляторных клеток, которая име-
ет отношение к формированию иммунных ответов при аллергии, так как они продуци-
руют большие количества IL-10 и TGF-β [7].

В отличие от естественных Treg-клеток, которые управляют регуляторными 
иммунными функциями во всём теле и вносят свой вклад в поддержание иммунного 
гомеостаза, Тr1-клетки регулируют локальную иммунную микросреду, в которой 
существуют специфические антигены. Благодаря своим иммуносупрессивным 
свойствам Тr1-клетки обеспечивают поддержание периферической иммунной 
толерантности и подавляют развитие аллергических и аутоиммунных заболеваний 
[8]. У здоровых людей аллерген-специфические Тr1 составляют доминирующую 
Т-клеточную субпопуляцию, которая подавляет аллергические ответы на различные 
аллергены в окружающей среде [9].

Более того, наблюдаемое нами статистически значимое уменьшение субпопуляции 
именно Tr1-клеток у пациентов с клинически проявленной ингаляционной аллергией 
является ещё одним подтверждением гипотезы о том, что аллергические заболевания 
возникают прежде всего вследствие нарушения периферической иммунной 
толерантности, поддерживаемой Tr1-клетками.

Thl7/Treg-клетки представляют относительно малую популяцию на периферии 
здоровых индивидов: от 4 до 8% от общего числа CD4+CD25+ Tregs. Поскольку они 
экспрессируют на своей поверхности CCR6 (CD 196) и CCR4 (CD 194), считается, 
что эти клетки лучше представлены в тканях, чем в периферической крови. Хотя 
эти клетки проявляют антагонистические функции и Т-регуляторных, и  Thl7 
эффекторных клеток, считается, что данная субпопуляция играет важную роль в 
контроле патогенеза ряда аутоимунных заболеваний. Роль этих клеток в развитии 
аллергических заболеваний не изучена детально. В одном исследовании сообщалось, 

Рис. 3. Субпопуляция Thl7/Treg-
клеток с фенотипом CD4+CD25hi FOX-

P3+CD127-CD196+CD39+ у здоровых индивидов 
и у пациентов с клинически выявленной IgE-

обусловленной аллергией.
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что по сравнению со здоровыми людьми у пациентов с аллергическим ринитом 
повышено число Th2, Тh17 и IL-17а-продуцирующих Treg и налицо сравнимое число 
Th1- и Treg-клеток [10].

Наше исследование показало, что в периферической крови пациентов с аллерги-
ческим ринитом число Thl7/Treg-клеток с фенотипом CD4+CD25hi FOXP3+CD127-

CD196+CD39+  статистически значимо снижено по сравнению со здоровыми индиви-
дами. Данный факт требует более детального исследования и объяснения.

Заключение
Полученные нами результаты показывают, что у пациентов с IgE-обусловленной 

аллергией статистически значимо меньшие число и относительная доля основных 
субпопуляций Т-регуляторных клеток по сравнению со здоровыми людьми. 
Уменьшение числа естественных Т-регуляторных клеток, в частности Treg-клеток 
памяти, а также индуцированных на периферии Тr1- и Thl7/Treg-клеток, приводит к 
нарушению механизма периферической Т-клеточной толерантности, вследствие чего 
происходит чрезмерная активация Th2-клеток.

Следовательно, дисрегуляция иммунной системы и потеря периферической толе-
рантности лежат в основе развития ряда широко распространённых аллергических 
заболеваний, таких как аллергический ринит, астма и др.

Таким образом, определение числа и доли различных субпопуляций Т-регулятор-
ных клеток посредством проточной цитометрии можно эффективно использовать 
для комплексной клинико-иммунологической оценки состояния каждого пациента с 
IgE-обусловленной ингаляционной аллергией, в том числе в процессе специфической 
иммунотерапии.

Финансирование. Данное исследование проведено при поддержке исследователь-
ского гранта ДН13/2/14.12.2017 Болгарского национального научного фонда.
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ОБНАРУЖЕНИЕ ЭНТЕРОТОКСИГЕННЫХ ШТАММОВ  
STAPHYLOCOCCUS AUREUS, ПРОДУЦИРУЮЩИХ SEС И SEI, 
ВЫДЕЛЕННЫХ У БОЛЬНЫХ С ПНЕВМОНИЕЙ, СЕПСИСОМ  
И ОЖОГАМИ
ФГБУ «Национальный исследовательский центр эпидемиологии и микробиологии имени  
почётного академика Н.Ф. Гамалеи» Минздрава России, 123098, г. Москва, Россия

Цель – выявить частоту встречаемости стафилококковых энтеротоксинов типа SEC 
и SEI, продуцируемых штаммами Staphylococcus aureus, выделенными от больных 
с различной нозологией. Как известно, инфекционный процесс у них протекает с 
выраженной интоксикацией без рвоты и кишечных расстройств. 
Материалы и методы. Исследовано 79 штаммов (43 штамма выделенных при 
пневмонии, 13 – у ожоговых больных, 11 – при сепсисе) S . aureus на наличие SEС и 
SEI методом иммуноферментного анализа. 
Результаты. Установлено, что 48,3% штаммов S . aureus, выделенных у больных 
пневмонией, продуцировали SEC и 72,1% – SEI. Частота встречаемости штаммов 
S. aureus, продуцирующих SEC и SEI, выделенных у больных при ожоговых ин-
фекциях, составила 23,0 и 15,4% соответственно. 36,4% штаммов стафилококков, 
выделенных у больных с сепсисом, продуцировали SEC, 45,5% – SEI . 
Обсуждение. Было выявлено, что доля культур S . aureus, продуцирующих энте-
ротоксины SEC, при сепсисе значительно выше, чем штаммов – продуцентов SEB 
(5,4%) и намного меньше, чем SEA (75,6%). Обнаружен высокий процент SEI-
положительных штаммов по сравнению со штаммами, которые продуцируют клас-
сические энтеротоксины SEA, SEB и SEC, выделенными при пневмонии. При ожого-
вых инфекциях доли штаммов, продуцирующих SEC и SEI, составили 15,4 и 23,0% 
соответственно, что значительно ниже, чем SEA (92,9%).
Заключение. Полученные данные свидетельствуют о необходимости выявления 
штаммов стафилококков, продуцирующих как классические, так и вновь открытые 
энтеротоксины, которые являются решающими факторами вирулентности, приво-
дящими к летальному сепсису, инфекционному эндокардиту и синдрому токсиче-
ского шока, с целью их элиминации.

Ключевые слова: стафилококк, энтеротоксины, пневмония, сепсис, ожоговая инфекция.
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ружение энтеротоксигенных штаммов Staphylococcus aureus, продуцирующих SEС И 
SEI,  выделенных у больных с пневмонией, сепсисом и ожогами. Журнал микробиоло-
гии, эпидемиологии и иммунобиологии (ЖМЭИ). 2019; (6):72-78.   
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PNEUMONIA, SEPSIS AND BURNS
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Aim. To identify the frequency of occurrence of staphylococcal enterotoxins of the SEC 
and SEI type produced by Staphylococcus aureus strains isolated from patients with 
different nosology. As you know, the infection process in them proceeds with severe 
intoxication without vomiting and intestinal disorders.
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Materials and methods. 79 strains were studied (43 were isolated in case of pneumonia, 
13 - in burns, 11 - in sepsis) S . aureus in the presence of SES and SEI using enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA). 
Results. It was found that 48.3% of S. aureus strains isolated from patients with 
pneumonia produced SEC and 72.1% - SEI. The frequency of occurrence of S. aureus 
strains producing SEC and SEI isolated in patients with burn infections was 23.0 and 
15.4%, respectively. 36.4% of staphylococcal strains isolated in patients with sepsis 
produced SEC, 45.5% - SEI.
Discussion. It was found that the proportion of S. aureus cultures producing SEC 
enterotoxins during sepsis is significantly higher than the strains producing SEB (5.4%) 
and much smaller than SEA (75.6%). A high percentage of SEI-positive strains was found 
compared to strains that produce the classic enterotoxins SEA, SEB and SEC isolated 
from pneumonia. In burn infections, the proportions of strains producing SEC and SEI 
were 15.4 and 23.0%, respectively, which is significantly lower than SEA (92.9%).
Conclusion. The data obtained indicate the need to identify staphylococcus strains that 
produce both classic and newly discovered enterotoxins, which are crucial virulence 
factors leading to lethal sepsis, infectious endocarditis and toxic shock syndrome to  
eliminate them. 
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Введение
Staphylococcus aureus – бактериальный патоген, вызывающий различные заболе-

вания, от лёгких фурункулов и кожных инфекций до таких серьёзных заболеваний, 
как остеомиелит, эндокардит, пневмония, менингит и синдром токсического шока 
[1]. Кроме того S. aureus вызывает бактеримию, которая часто возникает в результате 
кожных инфекций при наличии хирургических ран, пневмонии, использования инфи-
цированных катетеров, внутривенного употребления наркотиков и в 20–40% случаев 
становится причиной смертности [2]. Эти заболевания связаны с выработкой факто-
ров патогенности, в частности со стафилококковыми энтеротоксинами (SE). Тем не 
менее недавние исследования показывают, что SE играют более значительную роль в 
проявлении ряда других заболеваний человека, в том числе связанных с дыхательны-
ми путями и развитием аутоиммунных заболеваний.

SE являются мощными неспецифическими стимуляторами Т-клеток (суперанти-
генами), которые вызывают нерегулируемую активацию иммунного ответа. Если 
эта стимуляция сохраняется, возникает массивная перегрузка цитокинами, включая 
клинические признаки синдрома токсического шока: быстрое начало лихорадки, по-
лиорганная недостаточность и высокая смертность. В отличие от большинства се-
кретируемых токсинов, продуцируемых S. aureus, SE токсичны для человека даже в 
незначительных количествах. Они способны вызывать рвоту и гастроэнтериты при 
однократном поступлении 100 нг – 1 мкг [3]. Кроме того, все SE играют значитель-
ную медиаторную роль: они являются суперантигенами и способны увеличивать ток-
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сичность эндотоксинов более чем в 1000 раз, что может вызвать синдром токсиче-
ского шока. Так, в случае попадания энтеротоксина в организм человека с тяжёлым 
инфекционным заболеванием (например, с сепсисом, пневмонией, ожогами) вместо 
пищевого отравления развивается иммунодефицитное состояние. Смертельная доза 
эндотоксина для людей составляет 1–2 мг, а при адекватном добавлении суперантиге-
на, которым может выступать SE, минимальная смертельная доза эндотоксина может 
снижаться до пикограммов [4].

Известно, что стафилококки продуцируют не менее 26 различных суперантигенов 
(SAg), включая SE (SEA-E, SEG-J и SER-T); стафилококковые энтеротоксиноподоб-
ные токсины (SEl: SElK-Q, -U, -V и -X Z); токсин токсического шока (TSST-1) [5]. SAg 
индуцируют Vβ-специфическую пролиферацию Т-клеток наряду с высвобождением 
провоспалительных цитокинов, включая интерлейкины (IL) -1, -2, -6; фактор некроза 
опухоли (TNF-α), интерферон-гамма (IFN-γ) и хемокины CCL2 и CCL3 [6]. Кроме то-
го, имеются данные, что SEC стимулирует секрецию IL-8 в эндотелиальных клетках 
аорты человека [7]. Неконтролируемое высвобождение провоспалительных медиато-
ров может привести к сыпи, лихорадке, коме и смерти от сильного шока. Наибольшее 
значение в практике имеют стафилококковые энтеротоксины типов: SEA, SEB, SEC, 
SED, SEE, а также TSST-1, которые являются причиной 95% пищевых отравлений 
стафилококковой этиологии. SE могут быть пусковым механизмом в развитии артри-
тов и поражениях миокарда желудочков сердца, особенно у детей, а также причиной 
внезапной младенческой смертности [8]. Следует отметить, что S. aureus, продуциру-
ет три подтипа SEC (SEC1, SEC2, SEC3), которые различаются по изоэлектрическим 
точкам (Cl-pI8,6; C2-pI7,8; C3-pI8,0), но иммунологически идентичны между собой и 
обладают суперантигенной активностью [9, 10].

Особый интерес представляет выявление классического энтеротоксина типа С, 
продуцируемого штаммами S. aureus, который может существенно повлиять на нор-
мальное функционирование иммунной системы больного. SEC – один из наиболее 
изученных энтеротоксинов, поскольку он был обнаружен третьим и обычно проду-
цируется устойчивыми к метициллину штаммами S. aureus (MRSA) в очень высоких 
концентрациях, что может вызвать тяжёлые патологии [11].

Классические SE являются критическими факторами вирулентности при смертель-
ном сепсисе, инфекционном эндокардите и повреждении почек. Следует отметить, 
что классические энтеротоксины (SEA, SEB, SEC, SED, SEE) продуцируются в ко-
личестве от 80 до 100 мкг/мл в жидкой среде, тогда как вновь открытые SE – в коли-
честве от 0,0001 до 0,03 мкг/мл [7]. Так, Н. Hogevick и соавт. обнаружили у 15 из 22 
пациентов с инфекционным эндокардитом поражение клапанного аппарата сердца, 
ассоциированное с персистенцией S. aureus [12]. Кроме того, исследование штаммов 
S. aureus от определённых пациентов с инфекционным эндокардитом продемонстри-
ровало высокую распространённость генов SAg, кодирующих TSST-1, SEC, SEG и 
SEI, по сравнению с изолятами от инфекций мягких тканей [13].

Не менее важно определение одного из представителей вновь открытых токсинов, а 
именно энтеротоксина I, который образуется в значительно меньшем количестве, чем 
классические энтеротоксины, но также способен вызывать дисфункцию иммунной си-
стемы.

Целью данной работы было выявление частоты встречаемости стафилококковых 
энтеротоксинов (SE) типа SEC и SEI, продуцируемыми штаммами S. aureus, выделен-
ных от больных с различной нозологией, инфекционный процесс у которых протекает 
с выраженной интоксикацией без рвоты и кишечных расстройств.

Материалы и методы
В работе использовали культуры S. aureus, полученные из ГКБ № 1 им. Н.И. Пиро-

гова, ГКБ им. С.П. Боткина и ожогового отделения НИИ СП им. Н.В. Склифосовского 
(Москва). Штаммы были любезно предоставлены профессором Д.Д. Меньшиковым.

Культивирование проводили на ферментативном казеиновом гидролизате с добав-
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лением 1% сердечно-мозговой вытяжки (Difco). Выращивание штаммов S. aureus про-
водили в пробирках объемом 50 мл, в которые помещали 5 мл среды. Культивирова-
ние осуществляли на шуттель-аппарате при 210 об/мин в течение 24–30 ч при 37 °С. 
После культивирования микробные клетки удаляли центрифугированием в течение 
15 мин при 10 000 об/мин. Наличие SEC и SEI в надосадочной жидкости определяли 
методом иммуноферментного анализа с использованием тест-систем с чувствитель-
ностью 1 нг/мл [14, 15].

Результаты 
Частота встречаемости культур стафилококков, продуцирующих SE типов SEC и 

SEI, выделенных от больных разного профиля, представлена в табл. 1, 2. Как следует 
из данных табл. 1, среди 43 штаммов S. aureus, выделенных при пневмонии, частота 
обнаружения SEС составила 48,3%. Продуцентами SEI был 31 (72,1%) штамм стафи-
лококков, и 20 штаммов продуцировали одновременно SEС и SEI (см. табл. 2). Из 13 
изолятов, выделенных при ожоговых инфекциях, только 4 были энтеротоксигенными. 
При этом 3 (23,0%) изолята продуцировали SEС (см. табл. 1), 2 (15,4%) изолята –  
SEI и 1 (13,0%) изолят – одновременно SEC и SEI (см. табл. 2). Среди 11 культур  
S. aureus, выделенных при сепсисе, 4 (36,4%) штамма продуцировали SEC (см. табл. 1),  
5 (45,5%) штаммов продуцировали SEI и 3 штамма (27,3%) – SEC и SEI (см. табл. 2). 
При исследовании нами обнаружено 4 штамма S. aureus, выделенных из катетеров, 2 
из них продуцировали SEC и 3 штамма образовывали SEI. Кроме того, были выделе-
ны две культуры из зева и одна из плевральной жидкости. В двух штаммах из зева был 
обнаружен SEI и в одном – SEC и SEI. В одном штамме, выделенном из плевральной 
жидкости, были выявлены SEC и SEI.

Обсуждение
В данной работе было выявлено, что доля культур S. aureus, продуцирующих эн-

теротоксины SEC, при сепсисе значительно выше, чем штаммов – продуцентов SEB 

Т а б л и ц а  1 
Частота встречаемости культур S. aureus, продуцирующих SEC, выделенных от больных  

с различными патологиями

Штаммы стафилококков, выделенные 
у больных

Количество исследу-
емых штаммов

Количество штаммов, продуцирующих SEC
абс. %

При пневмонии 43 21 48,3
При ожоговых инфекциях 13 3 23,0
При сепсисе 11 4 36,4
Из катетеров 4 2 –
Из зева 2 1 –
Из плевральной жидкости 1 1 –

Т а б л и ц а  2
Частота встречаемости культур S. aureus, продуцирующих SEI и одновременно SEC и SEI,  

выделенных от больных с различными патологиями

Штаммы стафилококков, 
выделенные у больных

Количество 
исследуемых 

штаммов

Количество штаммов, 
продуцирующих SEI

Количество штаммов, продуциру-
ющих одновременно SEC и SEI

абс. % абс. %
При пневмонии 43 31 72,1 20 46,5
При ожоговых инфекциях 13 2 15,4 1 13,0
При сепсисе 11 5 45,5 3 27,3
Из катетеров 4 3 – 2 –
Из зева 2 2 – 1 –
Из плевральной жидкости 1 1 – 1 –
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(5,4%) и намного меньше, чем SEA (75,6%), что изучалось нами ранее и освещено в 
предыдущей публикации [16]. При пневмонии был обнаружен самый высокий про-
цент SEI-положительных штаммов по сравнению со штаммами, которые продуци-
руют классические энтеротоксины SEA, SEB и SEC. При ожоговых инфекциях доля 
штаммов, продуцирующих SEC и SEI, составила 15,4 и 23,0% соответственно, что 
значительно ниже, чем SEA (92,9%).

Известно, что стафилококковые энтеротоксины образуются в условиях интенсив-
ной аэрации. Лёгкие являются благоприятной средой для роста стафилококков и ин-
тенсивного токсинообразования. Так, в ранее опубликованной работе установлено, 
что среднее количество SEA (мкг/мл) было значительно больше у штаммов S. aureus, 
выделенных при пневмонии, чем при ожоговых ранах [16]. В связи с этим необходимо 
дальнейшее углублённое изучение роли токсинообразования SEA стафилококков при 
пневмонии, что может повлиять на тактику лечения для улучшения исходов пневмо-
ний.

Стафилококки – самая распространённая причина сепсиса (бактеримии) [17]. Из 
всех бактериальных инфекций кровотока устойчивый к метициллину S. aureus ассо-
циировался с самым высоким показателем общей смертности (22,5%). S. aureus был 
наиболее часто встречающимся патогеном при всех типах бактериемии с ранним на-
чалом [18]. Бактериемия S. aureus часто возникает в результате кожных инфекций, ин-
фицирования катетеров, обсеменения и загрязнения хирургических ран, вследствие 
пневмонии или внутривенного употребления наркотиков.

Имеются данные о том, что S. aureus способен адгезироваться на полимерных ма-
териалах и образовывать биоплёнки. Бактериальные клетки в биоплёнках чрезвычай-
но устойчивы к лекарственному лечению и атакам иммунной системы, что является 
распространённой причиной инфицирования катетеров, имплантатов, кардиостиму-
ляторов [19, 20]. Для элиминации стафилококковых биоплёнок необходимо заменить 
или удалить полимерный материал из организма человека, что не всегда возможно 
из-за клинических обстоятельств, в результате чего значительно повышается заболе-
ваемость и смертность пациентов [21]. До недавнего времени не было эффективного 
препарата против адгезии стафилококков на катетерах. Однако последние исследо-
вания показали, что катетеры, покрытые ауранофином, способны ингибировать рост 
MRSA, а также полностью ингибировать образование биоплёнки MRSA [22].

Следует отметить, что при антибиотикотерапии кроме колоний стафилококков нор-
мального размера (1–3 мм) могут встречаться малые варианты колоний, размер кото-
рых примерно в 10 раз меньше. Они обладают меньшей вирулентностью, но большей 
способностью адгезироваться на полимерных материалах и часто не выявляются при 
посеве крови. Малые колонии стафилококков трудно обнаружить, их часто упуcкают 
из виду или неправильно идентифицируют из-за уменьшенного примерно в 6 раз вре-
мени регенерации [23]. Они, как правило, обладают высокой антибиотикорезистент-
ностью к ванкомицину, рифампину, ампициллин-сульбактаму и гентамицину [24]. 
Малые варианты колоний S. aureus могут персистировать в клетках хозяина в течение 
нескольких лет и вызывать стойкие рецидивирующие инфекции, что способствует 
их внутриклеточной выживаемости и уклонению от иммунной системы [25]. Следо-
вательно, существует острая потребность в новых и эффективных диагностических 
препаратах для определения продуктов жизнедеятельности стафилококков с целью 
проведения соответствующих терапевтических вмешательств.

Борьба со стафилококковыми инфекциями в последнее время значительно услож-
няется в связи с распространением MRSA. Резистентность золотистого стафилококка 
является причиной смерти около 19 000 госпитализированных пациентов в США, что 
аналогично количеству смертей от СПИДа, туберкулёза и вирусного гепатита, вместе 
взятых [26]. Несмотря на высокую частоту возникновения угрожающих жизни забо-
леваний и устойчивых к лекарствам инфекций, не существует успешной вакцины для 
предотвращения заболеваемости S. aureus.
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Заключение
Полученные нами данные свидетельствуют о необходимости своевременного обна-

ружения штаммов S. aureus, продуцирующих SEC у больных c пневмонией, ожогами 
и сепсисом, поскольку он является решающим фактором вирулентности, приводящим 
к летальному сепсису, инфекционному эндокардиту и синдрому токсического шока, с 
целью его элиминации. Кроме того, нами показана необходимость дальнейшего изу-
чения роли не только классических энтеротоксинов, но и вновь открытых, поскольку 
их продукция также демонстрируется теми штаммами S. aureus, что выделены у боль-
ных с тяжёлыми заболеваниями.

Финансирование. Исследование не имело спонсорской поддержки. 
Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсутствии конфликта интересов.
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В связи с появлением в последние годы антибиотикорезистентных штаммов бакте-
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Бактериофаги, используемые для лечения бактериальных заболеваний человека, с середины  
XX века были вытеснены антибиотиками. Однако, по заявлению Всемирной организации здра-
воохранения, лекарственная устойчивость микроорганизмов может в скором времени нивелиро-
вать достижения современной медицины, в том числе в борьбе с инфекционными заболеваниями, 
сделав их неуправляемыми [1]. В связи с этим в последние десятилетия лечение и профилактика 
вирусами бактерий вновь стали актуальными направлениями [2].

Преимущества бактериофагов перед антибиотиками заключаются в следующем: они способны 
уничтожать бактерии, устойчивые к антибиотикам; свободно проникают в ткани организма чело-
века и животного, не нарушая баланса микрофлоры хозяина; не вызывают побочных эффектов; со-
четаются со многими лекарственными препаратами; оказывают иммуностимулирующее действие 
и не обладают иммуносупрессивным влиянием [3]. Благодаря вышеперечисленному в настоящее 
время бактериофаги активно используются в качестве антимикробных препаратов при разных 
бактериальных инфекциях желудочно-кишечного тракта (ЖКТ), ЛОР-органов, дыхательных пу-
тей, урогенитального тракта, генерализованных септических заболеваниях, ожоговых ранах, хи-
рургических инфекциях и т. д. Эти препараты нашли широкое применение и с профилактической 
целью в условиях чрезвычайных ситуаций природного характера (наводнения и т. д.) [4, 5], а также 
при инфекциях, связанных с оказанием медицинской помощи [2].

Однако существуют противоречивые сведения о влиянии фагов на врождённый и адаптивный 
иммунитет млекопитающих [6]. Этот вопрос требует детального изучения, особенно при разра-
ботке новых лечебно-профилактических биопрепаратов на основе бактериофагов [7].

Известно, что фаги способны проникать через эпителиальные барьеры слизистых оболочек бла-
годаря специализированным клеткам иммунной системы (М-клеткам, бокаловидным) и, возможно, 
клеткам эпителия кишечника и других отделов ЖКТ [8]. Независимо от способа введения, бактерио-
фаги поступают в общий ток крови. После перорального приёма фаговые частицы обнаруживаются 
в кровотоке через 1 ч. Затем они транспортируются в лимфатические узлы, печень и селезёнку, где 
и адсорбируются [9]. Необходимо отметить, что скорость попадания фагов, так же, как и бактерий, 
из ЖКТ в кровь может существенно увеличиваться при воспалительном ответе [3]. Выводятся фаги 
из организма через кишечник [10] и почки. После однократного приёма пациентами бактериальные 
вирусы выделялись с мочой в течение 5–6 сут с постепенным уменьшением титра [9].

Благодаря способности проникать в кровяное русло и ткани бактериофаги взаимодействуют с 
клетками иммунной системы как локально, так и системно [11, 12].

При первом попадании в макроорганизм фаги встречаются с эффекторами врождённого имму-
нитета. Они взаимодействуют с макрофагами, дендритными и эпителиальными клетками и по-
средством трансмембранных рецепторов, распознающих разнообразные типы патоген-ассоции-
рованных молекулярных маркёров, активируют экспрессию генов разнообразных цитокинов [13]. 
Некоторые фаги могут контактировать с клетками иммунной системы посредством клеточных ре-
цепторов, принадлежащих к семейству β-интегринов, а также используя последовательность Lys-
Gly-Asp, находящуюся в капсидном белке gp24. Аналогичная последовательность присутствует 
в лиганде CD40, играющем важную роль в активации эндотелиальных клеток, тромбоцитов, T- и 
B-лимфоцитов, в развитии воспаления [14].

В то же время показано, что очищенный фаг T4 и лизаты фагов Echerichia coli не оказывают 
влияния на экспрессию TLR2 и TLR4 на моноцитах человека [15].

Иммунная система может распознавать и инактивировать вирусные частицы [16, 17]. Особенно 
быстро уничтожение фагов осуществляется в печени. Так, клетки Купфера поглощают их в четыре 
раза эффективнее, чем макрофаги селезёнки. Выявлено, что в печени уничтожается до 99% бакте-
риофагов в течение 30 мин после введения [18].

Фаги влияют на фагоцитоз и развитие воспалительного ответа, но, в зависимости от их вида, 
дозы и способа введения, могут либо усиливать, либо ингибировать эти процессы [16, 17].
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Иностранными авторами обнаружено, что лечение инфицированных и интактных мышей фа-
гами не влияло на интенсивность фагоцитоза гранулоцитами и моноцитами крови. Аналогичные 
результаты получены при изучении действия гомо- и гетерологичных бактериальных вирусов в 
разных титрах на фагоцитарную активность нейтрофилов и моноцитов крови человека, а также на 
миграцию этих клеток [14].

Однако российскими исследователями показано, что препарат Пиобактериофаг, в отличие от 
антибиотиков, при местном введении в пазухи улучшал показатели завершённости фагоцитоза, 
что свидетельствовало о снижении интенсивности воспаления и восстановлении адекватного 
иммунного ответа слизистых оболочек носа [19]. Благодаря способности бактериофагов активи-
ровать фагоцитоз и повышать метаболическую активность нейтрофилов удалось предотвратить 
рецидивы инфекции и хронизацию воспалительного процесса [20, 21], что особенно важно при 
лечении хронических воспалительных заболеваний на фоне иммуносупрессивных состояний и 
бактерионосительства [9, 22, 23].

Описано также, что фаги снижают чрезмерную продукцию активных форм кислорода при бак-
териальных инфекциях, предупреждая окислительный стресс и повреждение тканей [14]. Кроме 
этого, сами вирусы вызывают высвобождение небольшого количества активных форм кислорода 
[21].

Имеются данные, свидетельствующие о том, что фаги и их белки не только не стимулируют об-
разование медиаторов воспаления [14, 24], но и способны уменьшать воспаление, вызванное им-
мунным ответом на бактерии [16]. Высказано предположение, что фаги могут обладать защитным 
потенциалом, не только уничтожая патогены, но и подавляя местные иммунные и воспалительные 
реакции в кишечнике, тем самым способствуя поддержанию иммунного гомеостаза [14]. В то же 
время за счёт высвобождения большого количества эндотоксина бактериофаги могут вызывать 
воспаление и повышение уровней фактора некроза опухоли (ФНОα), интерлейкинов (ИЛ) -1β и 
-6 [25, 26].

Как макромолекулярная структура, бактериофаг представляет собой антиген и обладает имму-
ногенностью [7, 27]. Показано, что на его антигенную активность могут влиять даже незначитель-
ные изменения в составе белков фаговой оболочки [17].

После попадания бактериофагов в макроорганизм запускаются механизмы специфического гумо-
рального и клеточного иммунных ответов. Идёт процессинг фаговых антигенов антигенпредставля-
ющими клетками. Фаговые антигены могут быть представлены дендритными клетками Т-лимфоци-
там, что приводит к развитию клеточного иммунитета и высвобождению цитокинов [6].

Некоторыми авторами показано, что иммунная система позвоночных не индуцирует специфи-
ческий клеточный ответ, и Т-лимфоциты не участвуют в элиминации бактериофагов [16, 17]. Од-
нако другие исследователи отмечали, что под влиянием бактериофагов уровень лимфоцитов уве-
личивался, преимущественно за счёт Т-клеток [28], причём этот процесс усиливался при бустер-
ной иммунизации фагами. Так, in vitro выявлено усиление пролиферации спленоцитов мышей, 
предварительно иммунизированных сальмонеллёзными бактериофагами, по сравнению с таковой 
у интактных животных [14]. Есть сведения о том, что фаги могут, наоборот, ингибировать актива-
цию и пролиферацию Т-клеток человека in vitro [29].

Сведения, касающиеся индукции гуморального иммунного ответа на бактериофаги, в литерату-
ре тоже неоднозначны [30]. Исследования гуморального иммунитета, с одной стороны, показали 
отсутствие достоверных различий в содержании иммуноглобулинов на фоне применения фагов 
[31], а с другой стороны, повторный курс их приёма сопровождается подъёмом уровня антифа-
говых антител [17]. После однократного приёма фага F8 Pseudomonas продукция IgM у мышей 
достигала максимума примерно через 5–10 дней, а затем несколько снижалась. После повторного 
введения фага был зарегистрирован достаточно высокий уровень антифаговых IgG [32]. Следует 
отметить, что сыворотка, содержащая IgM, только снижала активность фага, а сыворотка с IgG 
полностью инактивировала его. Комплемент сыворотки в присутствии специфических антител 
также уменьшал жизнеспособность бактериофагов. Такой механизм свидетельствует о том, что 
фаг вызывает иммунный ответ, характерный для эукариотических вирусов [33]. Ферменты бак-
териофагов, благодаря своей белковой природе, также стимулируют быстрый иммунный ответ и 
выработку иммуноглобулинов [16, 34]. 

Экспериментально доказано, что высокий уровень продукции специфических антител способ-
ствует быстрой элиминации фагов и является одной из причин снижения эффективности фаго-
терапии [18, 35]. У новорождённых и детей до года нейтрализующие антитела обнаруживаются 
в сыворотке крови в меньшем количестве, что делает применение фагов в этих группах более 
эффективным [10]. 

Данные литературы свидетельствуют о том, что бактериофаги могут оказывать как положитель-
ное влияние на иммунный статус человека [28], стимулируя выработку цитокинов, пролиферацию 
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Т-клеток, синтез антител, фагоцитоз [36], так и вызывать лишь кратковременное увеличение функ-
циональной активности Т- и В-лимфоцитов, NK-клеток и их количества в периферической крови 
[14]. Возможно, это связано с тем, что успех фаговой терапии во многом зависит от иммунной 
системы пациента [17].

Известно о способности бактериофагов выступать в роли иммуногенных носителей и адъюван-
тов [27]. В то же время они могут подавлять специфичные и неспецифичные иммунные реакции. 
Например, бактериальные вирусы ингибируют продукцию ИЛ-2, ФНОα, интерферона-γ лейкоци-
тами человека [29].

Фаги снижают воспалительную инфильтрацию трансплантата, которая может привести к его 
повреждению и даже к потере, а также непосредственно ингибируют аллотрансплантат-индуци-
рованную активацию T-клеток [27].

Препараты бактериофагов, подобно пробиотикам, регулируют механизмы иммунитета в ки-
шечнике [37]. Доказано стимулирующее действие стафилококкового фага на бифидобактерии [28, 
38, 39]. При этом описана способность бактериофагов поддерживать иммунную толерантность к 
чужеродным антигенам микроорганизмов кишечника [29]. Бактериальные вирусы способствуют 
нормализации микрофлоры, участвуют в поддержании колонизационной резистентности и ораль-
ной толерантности, что обеспечивает нормализацию механизмов гуморального и клеточного им-
мунитета [3].

Таким образом, данные, представленные в обзоре, отражают неоднозначное мнение исследо-
вателей о влиянии бактериофагов на иммунную систему и их участии в регуляции иммунитета. 
При оценке действия вирусов бактерий на макроорганизм следует учитывать природу иммунного 
ответа на их введение, которая зависит от физико-химических свойств фага, способа, дозы, крат-
ности применения [13, 32, 40] и иммунного статуса пациента [32, 41, 42]. При разработке новых 
препаратов и использовании известных бактериофагов в лечебных и профилактических целях для 
создания условий их длительного персистирования в организме необходимо учитывать активацию 
вирусными частицами иммунных реакций человека [9], а также вероятность элиминации фагов 
специфическими антителами [35].

Финансирование. Исследование не имело спонсорской поддержки. 
Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсутствии конфликта интересов.
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К 60-ЛЕТИЮ ОТКРЫТИЯ И ИЗУЧЕНИЯ ДАЛЬНЕВОСТОЧНОЙ 
СКАРЛАТИНОПОДОБНОЙ ЛИХОРАДКИ
НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Г.П. Сомова, 690087, г. Владивосток, Россия

Приведены приоритетные результаты российских исследователей, полученные за 
60 лет изучения дальневосточной скарлатиноподобной лихорадки (ДСЛ). Доказа-
но, что это ранее неизвестное в медицине клинико-эпидемическое проявление 
псевдотуберкулёза возникло в результате приобретения возбудителем болезни 
особой внехромосомной генетической информации (плазмиды pVM 82). Установ-
лено, что ДСЛ связана с конкретной клональной линией Yersinia рseudotuberculosis, 
распространённой в России. Результаты многолетнего изучения ДСЛ стали основой 
для раскрытия фундаментальных вопросов медицинской микробиологии и эколо-
гии (концепции о психрофильности патогенных бактерий и значении этого явления 
в эпидемиологии и патогенезе вызываемых ими болезней, сапрофитизме и парази-
тизме патогенных бактерий), а также для развития учения о сапрозоонозах (сапро-
нозах) с идентификацией генетико-биохимических механизмов адаптации патоген-
ных бактерий к изменяющимся экологическим условиям. Актуальность дальнейших 
исследований по проблеме ДСЛ связана с установлением значимости гетеромор-
физма и персистенции Y. рseudotuberculosis в межэпидемический период.

Ключевые слова: дальневосточная скарлатиноподобная лихорадка; Yersinia рseudo- 
tuberculosis; психрофильность, сапрофитизм и паразитизм пато-
генных бактерий; сапрозоонозы.
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В 1959 г., т.е. ровно 60 лет назад, впервые во Владивостоке были зарегистрированы вспышки 
инфекционной болезни, охватившей до нескольких сотен человек, которая по сходству клиниче-
ских проявлений со скарлатиной до установления этиологии получила название дальневосточной 
скарлатиноподобной лихорадки (ДСЛ) [1]. В последующие годы было установлено, что ДСЛ рас-
пространена на всей территории Дальнего Востока, включая Приморский и Хабаровский края, 
Амурскую, Магаданскую, Сахалинскую и Камчатскую области.

История открытия и изучения ДСЛ удивительна и уникальна. Выделено несколько этапов, каж-
дый из которых давал новое представление о патологии, вызываемой Yersinia pseudotuberculosis. 
По существу псевдотуберкулёз был открыт трижды: 

– первый этап (1883–1953 гг.) – выделен возбудитель Y. pseudotuberculosis, который ассоцииро-
вали с определённой патологией у животных, напоминавшей туберкулёзные изменения; 

– второй этап (1953–1965 гг.) – установлена роль Y. pseudotuberculosis в патологии органов 
брюшной полости человека в виде острого аппендицита и мезентериального лимфаденита; 

– третий этап (с 1959 г. по настоящее время) – зарегистрированы вспышки ДСЛ.
Только после 6 лет безуспешных поисков, применив новую для того времени методику холодо-

вого высева материала от больных, В.А. Знаменский и А.К. Вишняков установили иерсиниозную 
этиологию ДСЛ [1]. Тогда же Г.П. Сомов высказал положение о том, что эта ранее неизвестная в 
медицине болезнь – новое клинико-эпидемическое проявление псевдотуберкулёза у человека, и 
дал ему название «эпидемический псевдотуберкулёз» [1].

До середины 1950-х годов псевдотуберкулёз у человека встречался как редкое спорадическое 
заболевание органов брюшной полости и был известен лишь в европейских странах, в Северной 
и Южной Америке, Японии, Индии. Выявление первых случаев псевдотуберкулёза у людей за 
рубежом стало результатом случайных находок при летальных септических заболеваниях, диагно-
стированных на основании бактериологического исследования секционного материала.

С 1959 г. комплексные исследования по изучению новой болезни были начаты в России под 
руководством Г.П. Сомова, тогда ещё мало известного широкой медицинской общественности 
кандидата наук. Изначально главную роль в этом сыграли специалисты медицинской службы 
Тихоокеанского флота, а затем исследования по всестороннему изучению ДСЛ были сосредо-
точены во Владивостокском НИИ эпидемиологии и микробиологии совместно с клиницистами 
Владивостокского медицинского института.

В 1960–1990-х годах было проведено комплексное изучение этиологии и эпидемиологии, рас-
крыты вопросы патогенеза и детально охарактеризованы патоморфология, клиника и иммунология 
псевдотуберкулёза, вопросы его лечения, а также разработана система профилактических и про-
тивоэпидемических мероприятий, широко внедрённая в практическое здравоохранение. За боль-
шой вклад в изучение ДСЛ и приоритетные достижения в 1989 г. группа учёных и специалистов  
(Г.П. Сомов, Н.Н. Беседнова, М.А. Борисова, М.Ф. Дзадзиева, В.А. Знаменский, А.М. Королюк, Г.Д. Се- 
ров, Н.Ф. Тимченко, Ф.Н. Шубин, Г.В. Ющенко) были удостоены Государственной премии СССР.

В конце 1980-х годов в связи с внедрением молекулярно-генетических методов исследования 
было высказано предположение и получены доказательства того, что новое клинико-эпидемиче-
ское проявление псевдотуберкулёза в форме ДСЛ возникло в результате приобретения псевдо-
туберкулёзным микробом особой внехромосомной генетической информации – плазмиды с мо-
лекулярной массой 82 МДа (плазмида pVM 82), которая и определяет высокую эпидемичность 
штаммов возбудителя болезни [2]. 
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В 2000-х годах было доказано, что ДСЛ связана с конкретной клональной линией  
Y. рseudotuberculosis, распространённой в России и характеризующейся определённым плазмид-
ным профилем (pVM 82 МДа, pYV 48 МДa), сиквенстипом (2ST) и аллелем гена yadA (1-й аллель) 
[3]. Утвердилось суждение о том, что важность и значимость углублённого изучения псевдотубер-
кулёза и иерсиниозов в целом обусловлены принадлежностью этих заболеваний к эмерджентным 
инфекциям, одновременно с особо опасной чумной инфекцией. Как оказалось, возбудитель ДСЛ 
Y. рseudotuberculosis является генетическим прародителем возбудителя чумы Y. pestis [4], и он был 
определён как модельная система для изучения эволюции патогенов рода Yersinia, главным об-
разом для раскрытия молекулярных механизмов взаимодействия патогенных Yersiniae в системе 
«микроорганизм–хозяин».

Результаты многолетней работы по изучению ДСЛ стали лишь вершиной айсберга, открыв до-
рогу для масштабных взаимосвязанных разработок по перспективному научному направлению – 
раскрытию фундаментальных вопросов общей и медицинской микробиологии, которые касаются 
механизмов существования патогенных бактерий в различных условиях обитания.

Так, ещё в 1974 г. Г.П. Сомов выдвинул принципиально новую концепцию о психрофильности 
патогенных бактерий и значении этого явления в эпидемиологии и патогенезе вызываемых ими 
болезней. Согласно данной концепции псевдотуберкулёзный микроб обладает психрофильными 
свойствами, которые обеспечивают возможность его размножения при низкой температуре, и эти 
свойства микроба в значительной степени способствуют развитию эпидемического процесса при 
ДСЛ. Исследования по обоснованию этой концепции в 1985 г. были признаны приоритетными для 
решения проблем инфекционной патологии человека.

В 1990-х годах изучение психрофильности псевдотуберкулёзного микроба позволило расши-
рить представления об экологии внеорганизменных популяций патогенных бактерий и получить 
убедительные доказательства их способности размножаться в объектах окружающей среды, на 
основе чего получила признание концепция о резервуарной функции окружающей среды для не-
которых возбудителей инфекционных болезней [1].

Полученные в НИИЭМ СО РАМН совместно с НИИЭМ им. Н.Ф. Гамалеи РАМН результаты ис-
следований сапрофитизма и паразитизма патогенных бактерий и значимость взглядов, изложенных 
Г.П. Сомовым и В.Ю. Литвиным [5], по сей день неоспоримы на общебиологическом уровне. Осно-
вываясь на модели псевдотуберкулёзного и листериозного микробов, представители научной школы 
Г.П. Сомова проложили путь к развитию учения о сапрозоонозах (сапронозах), возбудители которых 
обладают двойственной природой, т.е. сапрофитическими и паразитическими свойствами, обеспе-
чивающими им возможность обитать как в организме человека и теплокровных животных, так и в 
окружающей среде, и только непрерывная циркуляция бактерий между ними обеспечивает существо-
вание таких возбудителей в природе как биологических видов.

К характерным чертам возбудителей сапрозоонозов и вызываемых ими болезней отнесены [6]:
– полиадаптивность, т.е. способность бактерий вести как сапрофитный, так и паразитический 

образ жизни, обитая в таких различных экологических условиях, как объекты окружающей среды 
и организм человека и теплокровных животных;

– полигостальность, т.е. способность инфицировать большое количество видов животных (мле-
копитающих, птиц, земноводных, рыб, гидробионтов, членистоногих), простейших, растений, во-
дорослей и др.;

– широкая метаболическая пластичность, обеспечивающая бактериям возможность существо-
вания в различных экологических условиях.

Краеугольные положения современного учения о сапрозоонозах [6] свидетельствуют о том, что в 
процессе адаптации к условиям окружающей среды с помощью генетико-биохимических механизмов 
обеспечивается повышение уровня метаболизма бактерий в неблагоприятных условиях обитания.

Главные генетико-биохимические механизмы адаптации патогенных бактерий к изменяющимся 
экологическим условиям включают:

– способность размножаться в широком диапазоне температур (от 0 до 40 °С) за счёт синте-
за холодовых и тепловых изоферментов, которые обеспечивают поддержание необходимого для 
жизни уровня метаболизма бактерий при переходе из объектов окружающей среды в организм 
теплокровных и обратно;

– ухудшение условий питания модельных бактерий при выведении из теплокровного организма 
в окружающую среду вызывает у них перестройку метаболизма с гетеротрофного на автотрофный 
путь, позволяющий ассимилировать углекислый газ и другие С1-соединения и использовать их 
углерод для синтеза необходимых органических соединений;

– при снижении интенсивности метаболизма после перехода бактерий из внутренней среды те-
плокровного организма в окружающую среду возбудители сапрозоонозов более интенсивно на-
чинают поглощать водород, являющийся «горючим» материалом для дыхательной цепи бактери-
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альных клеток, с работой которой сопряжён синтез аденозинтрифосфата, основного аккумулятора 
энергии в клетках.

С начала XXI века проблема ДСЛ получила мировое научное признание. В настоящее время в 
исследования по проблеме иерсиниозов вовлечены страны Северной и Южной Америки, Велико-
британия и Ирландия, страны Центральной Европы, Скандинавии и даже Африки (Мадагаскар), а 
также Азиатско-Тихоокеанского региона. Со времени открытия ДСЛ регулярно проводятся Меж-
дународные симпозиумы по иерсиниям (International Symposia on Yersinia).

В последние 10 лет с использованием секвенирования целого генома всех видов Yersinia достигнут 
существенный прорыв в раскрытии закономерностей эволюции вирулентности иерсиний [7]. Вопреки 
гипотезе, что все патогенные виды Yersinia имеют общего патогенного предка, доказано, что они раз-
вивались независимо друг от друга, но с последующими параллельными путями эволюции в приобре-
тении одних и тех же детерминант вирулентности. Эти геномные вариации привели к параллельному 
появлению родственных возбудителей cо специфическим спектром потенциала вирулентности.

Многочисленные исследования коренным образом изменили представление о факторах па-
тогенности бактерий рода Yersinia. Доказано, что иерсинии способны преодолевать механизмы 
врождённого иммунитета, обладая большим набором факторов патогенности, часть из которых 
кодируется хромосомными генами, а другая часть – генами плазмид (внехромосомных генети-
ческих элементов) [8]. Постулировано, что вирулентность бактерий рода Yersinia ассоциируется 
с наличием плазмиды pYV с мол. массой 42–48 МДa, которая кодирует комплекс объединённых 
в единую систему белков, предназначенных для нейтрализации иммунокомпетентных клеток хо-
зяина. Особое внимание стали обращать на плазмиду Y. pseudotuberculosis с мол. массой 82 МДa, 
которая обнаруживается только у штаммов Y. pseudotuberculosis I серовара – наиболее частого 
этиологического агента ДСЛ [2].

В соответствии с данными литературы о генетических детерминантах патогенности штаммов ДСЛ 
I серовара и собственными результатами [8], нами сделан вывод, что плазмида pVM 82 имеет пато-
генетическое значение в клеточных реакциях врождённой иммунной защиты и в морфологических 
проявлениях инфекционного процесса при эпидемическом псевдотуберкулёзе. Внехромосомный ре-
пликон Y. pseudotuberculosis (плазмида pVM 82) относится к генетическим детерминантам, обеспечи-
вающим, с одной стороны, активацию преимущественно нитроксид-зависимых механизмов бактери-
цидности клеток врождённого иммунитета и развитие продуктивной (гранулематозной) воспалитель-
ной реакции, а с другой – уменьшение степени патоген-ассоциированного повреждения лимфоидных 
органов и снижение гиперпродукции активных форм кислорода. В целом это обеспечивает благопри-
ятный исход большинства случаев заболеваний ДСЛ.

Помимо этого, у штаммов Y. pseudotuberculosis I серовараа, ответственного за уникальный кли-
нический синдром, описанный на Дальнем Востоке как скарлатиноподобная лихорадка (Far East 
scarlet-like fever, FESLF), зарубежными учёными идентифицирован ранее неизвестный фактор ви-
рулентности – белок TcpYI, который имеет значительную гомологию последовательности к чле-
нам семейства Toll/IL-1-рецептора (TIR) [9]. Бактериальный TIR-домен содержит белки (Tcps), 
действующие на иммунную систему, и подрывает защитные реакции организма с помощью много-
гранных механизмов. Подтверждена гипотеза, что белок TcpYI особенно связан с штаммами ДСЛ 
I серовара, имеющими изменённый ген кластера вирулентности [10]. 

На современном этапе, в 2010-х годах, в связи с развитием научных исследований о некультиви-
руемом состоянии патогенных бактерий, начало формироваться представление о персистентных 
инфекциях, включая псевдотуберкулёз. Среди факторов, приводящих к персистенции Yersinia, за-
тяжному, рецидивирующему течению псевдотуберкулёзной инфекции, отмечены [11]: недостаточ-
ность гуморального иммунитета к белкам наружной клеточной мембраны иерсиний, длительная 
(до одного года от начала заболевания) циркуляция антител к белку Р26 (компонент наружной 
клеточной мембраны Y. pseudotuberculosis), низкая авидность антител, нарушение элиминации 
циркулирующих иммунных комплексов, отложение иммунных комплексов в тканях.

Важным достижением последних лет стало установление значения одного из факторов пато-
генности возбудителя псевдотуберкулёза – цитотоксического некротизирующего фактора, CNFY 
токсина в переходе Y. pseudotuberculosis в персистенцию за счёт уменьшения индуцированного 
им воспаления [12]. Ген цитотоксического некротизирующего фактора (cnfY) выявлен во всех 104 
исследованных штаммах Y. pseudotuberculosis, выделенных на территории РФ с 1966 по 2015 г. от 
больных людей с диагнозом ДСЛ/псевдотуберкулёз, грызунов и объектов окружающей среды [13]. 
Показана корреляция между аллелем cnfY и принадлежностью штамма к группе возбудителя ДСЛ.

Следует упомянуть имена российских учёных и практических врачей, являющихся пер-
вооткрывателями в изучении ДСЛ и которых уже нет с нами: Н.И. Грунин, И.Ю. Залмовер,  
В.А. Знаменский, А.К. Вишняков, Г.Д. Серов, В.О. Игнатович, А.А. Зеленкин, И.М. Рольщиков, 
И.П. Григорьян, Т.А. Шарапова, М.Ф. Дзадзиева Т.Н. Варвашевич, В.Г. Кузнецов, Л.П. Рожкова, 
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ИСТОРИЯ НАУКИ

Н.Ф. Тимченко, В.В. Колесникова, Л.С. Бузолева и бессменный руководитель этой научной школы 
академик РАМН Георгий Павлович Сомов.

В заключение хотелось бы выразить надежду, что дальнейшие научные достижения по про-
блеме эпидемического псевдотуберкулёза, как типичного представилетя сапрозоонозов, позволят 
получить ответ на сакраментальный вопрос академика Г.П. Сомова: «где, когда и как во внеш-
ней среде происходит восстановление вирулентных свойств Y. pseudotuberculosis, инициирующее 
развитие эпидемического и инфекционного процессов при дальневосточной скарлатиноподобной 
лихорадке» [14]. 

Финансирование. Исследование не имело спонсорской поддержки.
Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсутствии конфликта интересов.
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ХРОНИКА

РЕЗОЛЮЦИЯ

Первой Всероссийской научно-практической конференции  
с международным участием «Современная иммунопрофилактика: 

вызовы, возможности, перспективы» (Москва, 17–18 октября 2019 г.)

17–18 октября 2019 г. в Москве состоялась Первая Всероссийская научно-практиче-
ская конференция с международным участием «Современная иммунопрофилактика: 
вызовы, возможности, перспективы».

Проведение научного форума было инициировано Федеральной службой по надзо-
ру в сфере защиты прав потребителей и благополучия человека, организовано Цен-
тральным НИИ эпидемиологии Роспотребнадзора при содействии Всероссийского 
научно-практического общества эпидемиологов, микробиологов и паразитологов и 
Национального научного общества инфекционистов.

В работе Конференции приняли участие более 1500 врачей различных специально-
стей из 78 регионов РФ – педиатров, терапевтов, врачей общей практики, инфекцио-
нистов, эпидемиологов, специалистов в области организации здравоохранения и др. 
Конференция стала площадкой для обмена международным опытом в сфере иммуно-
профилактики между врачами и ведущими специалистами из Российской Федерации, 
Республики Белоруссия, Турецкой Республики, Республики Казахстан, Республики 
Узбекистан и Всемирной организации здравоохранения (ВОЗ).

В рамках Конференции состоялись Пленарное заседание и 16 секционных заседа-
ний, в ходе работы которых было сделано более 100 докладов. Основными вопросами 
Конференции стали:

– эпидемиологическая ситуация в мире и в России и современные технологии эпидеми-
ологического надзора за вакциноуправляемыми инфекциями и иммунопрофилактикой;

– организация вакцинации населения: современные подходы с учетом международ-
ного опыта;

– опыт реализации и перспективы развития национального и региональных кален-
дарей профилактических прививок;

– современные подходы к иммунопрофилактике отдельных инфекций;
– обеспечение безопасности иммунизации, вопросы надзора за неблагоприятными 

последствиями иммунизации;
– развитие производства иммунобиологических препаратов в Российской Федерации;
– противодействие антивакцинальной пропаганде.
Конференция стала местом проведения двух круглых столов: «О реализации ме-

тодических рекомендаций по выявлению, расследованию и профилактике побочных 
реакций после иммунизации» и круглого стола, проведенного совместно Всероссий-
ским научно-практическим обществом эпидемиологов, микробиологов и паразито-
логов (ВНПОЭМП) и Национальным научным обществом инфекционистов (ННОИ) 
«Иммунизация – стратегия на всю жизнь», вызвавших активную дискуссию и живое 
обсуждение насущных проблем вакцинопрофилактики его участниками. 

В ходе Конференции было проведено заседание Проблемной комиссии Ученого со-
вета Роспотребнадзора «Профилактика инфекций, управляемых средствами вакцино-
профилактики».

Участники подчеркнули, что организация и проведение иммунопрофилактики в Рос-
сийской Федерации в настоящий момент регламентируются Федеральным законом от 
17.09.1998 № 157-ФЗ «Об иммунопрофилактике инфекционных болезней», националь-
ным календарем профилактических прививок и календарем прививок по эпидемическим 
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показаниям, санитарно-эпидемиологическими правилами и методическими рекоменда-
циями. Российский национальный календарь профилактических прививок и система вак-
цинопрофилактики позволяют обеспечить один из самых высоких в мире уровней охвата 
бесплатными для детского населения профилактическими прививками.

Вместе с тем в Российской Федерации остается актуальным вопрос об иммунопро-
филактике инфекционных заболеваний у взрослых, в том числе по социальным и ме-
дицинским показаниям, а также у лиц, занятых в определенных сферах деятельности. 
Иммунизация населения в рамках Календаря прививок по эпидемическим показани-
ям является финансовым обязательством регионов и проводится в соответствии с по-
становлениями главных государственных санитарных врачей субъектов, в основном 
против природно-очаговых инфекций. Финансирование мероприятий для данных це-
лей и расширение перечня используемых вакцин за счет бюджетов субъектов и иных 
источников крайне ограничено.

Участниками Конференции отмечено, что совершенствование действующего наци-
онального календаря профилактических прививок должно осуществляться как через 
оптимизацию существующих схем иммунизации, так и через расширение континген-
тов, подлежащих профилактическим прививкам. Это предполагает создание рекомен-
даций и целевых календарей для взрослых, в том числе для определенных професси-
ональных групп.

Для разработки нормативной документации, выделения адекватного финансирова-
ния, внедрения эффективной вакцинопрофилактики необходимо участие и взаимо-
действие федеральных, региональных, отраслевых, корпоративных структур, нацио-
нальных научных сообществ.

Участники Конференции подтверждают: 
– важность иммунизации как одного из самых эффективных и экономически рента-

бельных профилактических мероприятий по сохранению здоровья населения и обе-
спечению активного долголетия;

– огромный вклад иммунизации в достижение глобальных целей общественного 
здравоохранения, в частности в снижение заболеваемости, инвалидности, смертности 
на протяжении всей жизни человека.

Участники научного форума выражают озабоченность тем, что, несмотря на уже 
достигнутый прогресс, цели по ликвидации и элиминации болезней, такие как эли-
минация кори и ликвидация вакциноассоциированного полиомиелита, не достигнуты 
из-за неполного охвата плановой вакцинацией коревой и инактивированной полио-
миелитной вакциной на уровне каждого муниципального образования. Не все дети 
и взрослые имеют возможность доступа к новым и усовершенствованным вакцинам, 
зарегистрированным в Российской Федерации, в установленном законодательством 
порядке. В этой связи участниками Конференции подчеркнута важность:

– совершенствования нормативно-методического обеспечения вакцинопрофилакти-
ки, в том числе разработки федеральных клинических рекомендаций по специфической 
профилактике отдельных инфекционных болезней, включая принципы «догоняющей» и 
сочетанной иммунизации, а также формирования индивидуального графика вакцинации;

– разработки методических рекомендаций по формированию приверженности насе-
ления к иммунопрофилактике;

– внедрения современных технологий эпидемиологического надзора за вакцино- 
управляемыми инфекциями и вакцинопрофилактикой, в том числе молекулярно-гене-
тических методов, ГИС-технологий, а также математического моделирования эпиде-
мического процесса;

– внедрения методических рекомендаций по мониторингу побочных проявлений по-
сле иммунизации, разработанных на основе руководства ВОЗ и утвержденных в 2019 г.;

– проведения на постоянной основе мониторинга социально-экономической значи-
мости вакциноуправляемых инфекций как критерия эффективности вакцинопрофи-
лактики для своевременного принятия управленческих решений по коррекции такти-
ки иммунизации;
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– создания в рамках информатизации здравоохранения электронной базы данных 
о вакцинации, заболеваемости вакциноуправляемыми инфекциями и побочных про-
явлениях после иммунизации, внедрения электронного прививочного сертификата;

– изучения факторов, способствующих и препятствующих использованию меди-
цинских услуг по вакцинации, разработке и реализации адресных стратегий, направ-
ленных на стимулирование спроса на иммунизацию;

– внедрения передовых технологий обеспечения безопасности инъекций;
– модернизации оборудования для хранения и транспортирования иммунобиоло-

гических лекарственных препаратов в условиях «холодовой цепи», включая средства 
контроля температуры. 

Участники Конференции, обращаясь к Федеральной службе по надзору в сфере за-
щиты прав потребителей и благополучия человека, Министерству здравоохранения 
Российской Федерации, Министерству промышленности и торговли Российской Фе-
дерации, отмечают настоятельную необходимость:

– внедрения в национальный календарь прививок и календарь вакцинации по эпи-
демическим показаниям таких нозологических форм, как ротавирусная инфекция, ве-
тряная оспа и папилломавирусная инфекция;

– совершенствования стратегии и тактики иммунизации детей и взрослых про-
тив таких бактериальных инфекций, как пневмококковая, менингококковая, Hib-
инфекция и коклюш, в целях не только снижения заболеваемости и смертности от 
этих инфекций детского и взрослого населения, но и профилактики формирования 
антибиотикорезистентности;

– организации мониторинга своевременности иммунизации новорожденных детей 
в роддомах против гепатита В и туберкулеза, как основной меры профилактики пере-
дачи инфекции от матери к плоду, предупреждения развития хронического гепатита 
В и туберкулеза, а также организации мониторинга распространения HBsAg среди 
детей и «догоняющей» и «подчищающей» иммунизации против гепатита В детей пер-
вого года жизни и более старших возрастных групп соответственно;

– расширения практики применения комбинированных вакцин в целях повышения 
охвата вакцинацией детей первых лет жизни, приверженности родителей к иммуно-
профилактике благодаря снижению инъекционной нагрузки на ребенка за одно посе-
щение прививочного кабинета и оптимизации графика вакцинации, обеспечивающе-
го проведение прививок ротавирусной и пневмококковой конъюгированной вакцин;

– организации в Российской Федерации производства полного цикла поливалент-
ных пневмококковой, менингококковой конъюгированных вакцин, ротавирусной и па-
пилломавирусной вакцин, вакцины против вируса Varicella zoster, комбинированных 
пяти- и шестикомпонентных вакцин с бесклеточным коклюшным, Hib-компонентом и 
инактивированной вакциной против полиомелита, а также квадривалентной вакцины 
против гриппа;

– использования при создании отечественных вакцин данных об актуальной анти-
генной структуре возбудителей, циркулирующих на территории страны;

– распределения адекватных кадровых и финансовых ресурсов для достижения це-
лей, обеспечения качества и эффективности программы иммунизации;

– внедрения стратегии «Иммунизация на протяжении жизни», рекомендованной 
ВОЗ и реализуемой в большинстве стран Евросоюза, в Стратегию развития вакцино-
профилактики в Российской Федерации до 2035 г.

Участники Конференции высоко оценили научно-методический уровень и органи-
зацию проведения форума, определившие новые научные тренды в иммунопрофи-
лактике, а также высказали пожелание о ежегодном проведении такого мероприятия в 
связи с актуальностью проблемы.

Директор ФБУН ЦНИИ Эпидемиологии Роспотребнадзора,  
доктор мед. наук, профессор, академик РАН В.Г. Акимкин


