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Рецензируемый «Журнал микробиологии, эпидемиологии и иммунобиологии»  
рассматривает актуальные проблемы мировой науки и обеспечивает синтез новейших 

результатов исследований в области микробиологии, вирусологии, эпидемиологии,   
вакцинологии, иммунобиологии, профилактики и контроля инфекционных заболеваний.
Междисциплинарный подход дает возможность интеграции передовых научных знаний  
смежных специальностей, широкого видения проблем фундаментальной и прикладной  
инфектологии, а также комплексного подхода к созданию биомедицинских технологий.
К публикации принимаются научные труды российских и зарубежных исследователей,  

лекции, а также методические материалы и законодательные документы в области  
сохранения эпидемиологического благополучия населения.

Журнал входит в базу данных SCOPUS и рекомендованный ВАК «Перечень  
рецензируемых научных изданий, в которых должны быть опубликованы основные  

научные результаты диссертаций на соискание ученой степени кандидата наук,  
на соискание ученой степени доктора наук» по специальностям:

1.2.10. Вирусология (медицинские и биологические науки),
1.5.11. Микробиология (медицинские и биологические науки),
3.2.2. Эпидемиология (медицинские и биологические науки),

3.2.7. Аллергология  и иммунология (медицинские и биологические науки).
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Методика оценки активности полифункционального белка 
трансферринового ряда при экспериментальном  
моделировании кинетики развития Staphylococcus aureus
Царев В.Н.1 , Макеева И.М.2, Садчикова Е.Р.3, Подпорин М.С.1,  
Трефилова Ю.А.1, Арзуканян А.В.2, Гольдман И.Л.3
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3Институт биологии гена РАН, Москва, Россия

Аннотация
Введение. Лактоферрин (ЛФ) представляет собой катионный мономерный гликопротеин, вырабатывае-
мый ацинарными клетками и железами. ЛФ присутствует в разных местах слизистой оболочки в различной 
концентрации. В связи с разработкой различных вариантов гигиенических и лекарственных средств для 
лечения воспалительных заболеваний полости рта на основе ЛФ возникла необходимость объективной 
оценки его антибактериальных и антибиоплёночных свойств с последующим анализом сохранения актив-
ности при различных вариантах выделения данного белка из субстрата и хранения. 
Цель исследования — повышение эффективности оценки антибактериальной активности ЛФ и продол-
жительности её сохранения в различных биологических субстратах, содержащих действующее вещество, 
и отдельных опытных партиях изготовленного препарата с помощью автоматического культивирования.
Материалы и методы. В рамках эксперимента использовалась техника микробиологической диагностики 
с использованием системы автоматического культивирования микробных популяций. Заранее подготов-
ленную бактериальную взвесь инокулировали в питательный бульон и добавляли исследуемые образцы 
ЛФ с последующим культивированием и анализом возможного антибактериального воздействия транс-
ферринового белка. Для определения чувствительности выделенных штаммов применяли собственную 
модификацию метода серийных разведений, разработанную на кафедре микробиологии, вирусологии, 
иммунологии МГМСУ им. А.И. Евдокимова. В работе была использована инфраструктура Уникальной на-
учной установки «Трансгенбанк». Результаты интерпретировали по изменению оптической плотности на 
длине волны λ = 850 нм. Изучение динамики роста микроорганизмов проводили в нескольких параллелях. 
Рост бактерий приводил к изменению параметров оптической плотности, на основании которых были по-
строены кривые роста.
Результаты и обсуждение. По результатам экспериментального исследования кривых роста бактери-
альных популяций отмечены статистически достоверные различия количества жизнеспособных клеток 
в разные фазы кривых роста при использовании различных образцов ЛФ. Установлена более высокая 
активность образцов человеческого рекомбинантного ЛФ. При анализе динамики роста выявлены разли-
чия в наступлении максимума размножения и его ингибирования при воздействии различных отягощаю-
щих факторов в процессе культивирования. Бактериостатическое действие ЛФ реализуется посредством 
связывания ионов железа, лишая бактерии этого микроэлемента, вызывает ингибирование их развития. 
Наряду с этим ЛФ проявляет активность против некоторых факторов вирулентности микроорганизмов, 
расщепляя их по типу сериновых протеаз, и таким образом препятствует их проникновению в клетки че-
ловека.
Заключение. Использованная методика автоматического культивирования микроорганизмов в биореак-
торе позволяет получить воспроизводимые результаты, доступна для широкого использования и может 
быть рекомендована для получения объективных, сравнимых между собой, достоверных сведений о про-
тивомикробных свойствах различных образцов бактерицидного белка ЛФ, выпускаемых отечественной 
фарминдустрией. Исследуемый субстрат, содержащий рекомбинантный человеческий ЛФ российского 
производства, характеризуется высокой антибактериальной активностью, сохраняющейся, как минимум, 
в течение 3 лет.

Ключевые слова: рекомбинантный человеческий лактоферрин, биореактор, культивирование, кривая 
роста, фарминдустрия
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Method for the estimation of antibacterial activity of the 
polyfunctional protein from transferrin family in the experimental 
model of the kinetics of Staphylococcus aureus development
Victor N. Tsarev1 , Irina M. Makeeva2, Elena R. Sadchikova3, Mikhail S. Podporin1,  
Yulia A. Trefilova1, Alina V. Arzukanyan2, Igor L. Goldman3 
1A.I. Yevdokimov Moscow State University of Medicine and Dentistry, Moscow, Russia; 
2I.M. Sechenov First Moscow State Medical University (Sechenov University), Moscow, Russia; 
3Institute of Gene Biology of the Russian Academy of Sciences, Moscow, Russia

Introduction.  Lactoferrin is a cationic monomeric glycoprotein produced by acinar cells and glands, present 
in different places of the mucous membrane in different concentrations. In connection with the development of 
various variants of hygienic and medicinal products for the treatment of inflammatory diseases of the oral cavity 
based on lactoferrin, there was a need for an objective assessment of its antibacterial and antibiofilms properties, 
followed by an analysis of the preservation of activity in various variants of the isolation of this protein from the 
substrate and storage.
Aim — to improve the effectiveness of evaluating the antibacterial activity of lactoferrin and the duration of its 
preservation in various biological substrates containing the active substance and individual experimental batches 
of the manufactured drug using automatic cultivation.
Materials and methods. As part of the experiment, a microbiological diagnostic technique employing a system for 
the automatic cultivation of microbial populations was used. A pre-prepared bacterial suspension was inoculated 
into the nutrient broth and the studied lactoferrin samples were added, followed by cultivation and analysis of 
the possible antibacterial effects of transferrin protein. To determine the sensitivity of the isolated strains, we 
used our own modification of the serial dilution method developed at the Department of microbiology, virology, 
immunology of the A.I. Yevdokimov Moscow State University of Medicine and Dentistry. The experiment was 
based on the programmed automatic cultivation using the RTS-1 bioreactor. The interpretation of the results was 
carried out by changing the optical density at a wavelength of λ = 850 nm. The study of the growth dynamics of 
microorganisms was carried out in several repetitions, which was reflected in the graphs of the development of 
bacterial populations. The assessment of the growth control of the corresponding bacterial species was reflected 
in the change in the optical density values, on the basis of which the curve was built.
Results and discussion. According to the results of an experimental study of the growth curves of bacterial pop-
ulations, statistically significant differences in the number of viable cells in different phases of the growth curves 
were noted, when using different lactoferrin samples. Higher activity of human recombinant lactoferrin samples 
was established. An analysis of growth dynamics revealed differences in the onset of the maximum reproduction 
and its inhibition under the influence of various aggravating factors during cultivation. The bacteriostatic effect of 
lactoferrin is realized through the binding of iron ions, depriving the bacteria of this microelement, causing inhibi-
tion of their development. Along with this, lactoferrin is active against certain virulence factors of microorganisms, 
splitting them like serine proteases, and thus prevents their penetration into human cells. 
Conclusion. The method used for automatic cultivation of microorganisms in the bioreactor used allows one to 
obtain reproducible results, is available for wide use, and can be recommended for obtaining objective, compara-
ble, reliable information about the antimicrobial properties of various samples of the bactericidal protein lactoferrin 
produced by the domestic pharmaceutical industry. The studied substrate containing recombinant human lacto-
ferrin of Russian production is characterized by high antibacterial activity that persists for 3 years as minimum.

Keywords: recombinant human lactoferrin, bioreactor, cultivation, growth curve, pharmaceutical industry
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Введение
Факторы врождённого иммунитета — уни-

версальный механизм защиты макроорганизма, ко-
торый способен действовать независимо от приро-
ды возбудителя. Многочисленные антимикробные 
пептиды (AMП), которые выступают как компонен-
ты врождённой иммунной системы, были выделе-
ны из живых организмов и имеют различные меха-
низмы действия, которые реализуются в организме,  
в том числе на уровне полости рта [1]. Среди бел-
ков иммунной системы организма, способных свя-
зывать железо (семейство трансферринов), следует 
выделить лактоферрин (ЛФ), который представляет 
собой катионный мономерный гликопротеин. Этот 
белок, вырабатываемый ацинарными клетками и 
железами, присутствует в разных местах слизистой 
оболочки в различной концентрации [2, 3]. Напри-
мер, молозиво содержит 100 мкм ЛФ, слезы —  
25 мкм, тогда как слюна, спинномозговая жид-
кость и сыворотка — менее 0,11 мкм. Кроме того, 
ЛФ высвобождается вторичными гранулами ней-
трофилов, присутствующими в очагах воспале-
ния. Его функция на этих участках заключается в 
секвестрации железа — важнейшего элемента для 
роста и распространения патогенных микроорга-
низмов [4].

Благодаря своей структуре и способности кон-
курентно связывать железо, ЛФ оказывает два важ-
ных воздействия на бактерии: бактериостатическое 
и бактерицидное. Выделяя железо из окружающей 
среды, т.е. действуя как хелатор, он проявляет вы-
раженный бактериостатический противомикроб-
ный эффект [5]. Бактерицидный эффект главным 
образом связан с его катионным зарядом, который 
также сохраняется в пептидах, являющихся произ-
водными ЛФ (лактоферрицины). Катионный заряд 
позволяет ЛФ взаимодействовать с отрицательно 
заряженной клеточной мембраной, в частности, с 
липополисахаридами в грамотрицательных бакте-
риях или липотейхоевыми кислотами в грамполо-
жительных бактериях, что приводит к дестабилиза-
ции мембраны и потере селективной проницаемо-
сти, вызывая бактериальный лизис [6].

Как известно, микробная биоплёнка зубов и 
слизистой оболочки рта представляет собой слож-
ный многовидовой консорциум, который взаимо-

действует с факторами местного иммунитета и 
играет важную роль при развитии патологии па-
родонта и системных осложнений [7–9]. Учиты-
вая, что микробные биоплёнки обладают высокой 
устойчивостью к чистке зубов, профессиональным 
гигиеническим процедурам, применению анти-
септиков и антибиотиков, безусловно, необходимы 
новые стратегии как оценки процессов адгезии и 
колонизации микробиоты на поверхности слизи-
стой оболочки полости рта, коронок и протезов с 
учётом видового разнообразия [9–12], так и поис-
ка новых терапевтических средств, в качестве ко-
торых могут рассматриваться АМП, в частности  
ЛФ [4, 6].

Немаловажной является способность ЛФ 
ингибировать развитие антибиотикоустойчивых 
форм патогенной микрофлоры. Отличительным 
преимуществом является тот факт, что, в отличие 
от химио терапевтических препаратов, к ЛФ не от-
мечено формирования резистентности у культуры. 
Более того, при совместном использовании с ан-
тибактериальными препаратами данный белок в 
несколько раз усиливает и пролонгирует эффект 
их действия [4]. Установлено, что ЛФ способен  
к дозозависимому пролонгированию фаз роста  
бактериальных популяций и разрушению микроб-
ных биоплёнок или создаёт условия, препятству-
ющие их формированию. В настоящее время оха-
рактеризовано более 2000 AMП, происходящих 
из природных источников, что подчёркивает важ-
ность расширения исследований в данном направ-
лении [6].

В связи с предшествующей разработкой раз-
личных вариантов гигиенических и лекарствен-
ных средств на основе ЛФ появилась необходи-
мость объективной оценки его антибактериальных 
свойств с последующим анализом сохранения ак-
тивности при различных вариантах выделения дан-
ного белка из субстрата и хранения. 

Цель исследования — повышение эффектив-
ности оценки антибактериальной активности ЛФ 
и продолжительности её сохранения в различных 
биологических субстратах, содержащих действую-
щее вещество, и отдельных опытных партиях изго-
товленного препарата с помощью автоматического 
культивирования. 
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Материалы и методы 
Экспериментальная методика оценки антибак-

териальной активности исследуемых образцов за-
ключалась в применении автоматической компью-
терной системы одновременного культивирования 
микробных популяций с разными исследуемыми 
субстратами «RTS-1» («BioSan»). В ней реализо-
вана инновационная технология культивирования 
микроорганизмов за счёт реверсивного вращения 
пробирки, в основе которой лежит новый способ 
вихревого перемешивания питательной среды с 
последующей регистрацией данных процесса кле-
точного развития в разных пробах в виде кривых 
роста, проходящих классические фазы: лаг-фазу, 
фазы экспоненциального (геометрического) роста, 
стационарную и отмирания [6]. 

Для процесса культивирования микроорга-
низмов в биореакторе использовали тип пробирок 
TubeSpin®, SW объёмом 50 мл с мембранным филь-
тром для регулирования газообмена, а также жид-
кую питательную среду («Himedia Laboratories Pvt. 
Limited»).

Экспериментальное исследование было вы-
полнено на модели культивирования референтного 
штамма Staphylococcus aureus ATCC 25993. Перед 
проведением эксперимента использовали среду 
обогащения с целью подращивания культур для 
приготовления бактериальной взвеси в общем ко-
личестве 10 мл. Оптическую плотность (ОП) полу-

ченной взвеси измеряли с помощью денситометра 
«DEN-1B» («BioSan») по стандарту МакФарланда 
(в McF). Использовали субстраты, предоставлен-
ные российским производителем рекомбинантного 
ЛФ человека (РЛЧ) компании ООО «Лактоферр».  
В исследовании и производстве образцов использо-
вана уникальная научная установка «Трансгенбанк» 
на базе ФГБУН «Институт биологии гена» РАН.

Исследуемые образцы содержали РЛЧ, лио-
фильно высушенные в форме хлопьев: 

• образец 1 — суммарный наработанный РЛЧ, 
3 года хранения (–32оС); 

• образец 2 — РЛЧ, выделенный из заморо-
женного молока (–18–20ºС); 

• образец 3 — РЛЧ, выделенный из свежего 
молока; 

• образец 4 — РЛЧ, выделенный из свежего 
молока, с мальтодекстрином; 

• образец 5 — наработанный РЛЧ, 1 год хране-
ния (–32оС). 

Для проведения экспериментов исследуемые 
образцы разводили в 10 мл питательной среды, 
которая в дальнейшем использовалась для куль-
тивирования микроорганизмов. Относительная 
концентрация ЛФ в изготовленных партиях со-
ставляла 100 мг/мл. В питательный бульон до-
бавляли бактериальную взвесь в концентрации  
1,5 × 108 КОЕ и получали рабочую концентрацию 
1,5 × 107 КОЕ/мл. 

Рис. 1. Автоматическое культивирование S. aureus ATCC 25993. 
Общий вид фаз развития бактериальной популяции в течение 48 ч.

Fig. 1. Automatic cultivation of S. aureus ATCC 25993.
General view of the phases of development of the bacterial population within 48 hours.
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  Настройки и программа культивирования ми-
кробных популяций были индивидуальными для 
каждого образца. Время культивирования — 48 ч, 
процесс культивирования — полупериодический.

Статистическую обработку результатов про-
водили с вычислением средних величин и досто-
верности различий p по критерию Манна–Уитни с 
применением компьютерной программы «Biostat 
9,0». За достоверную разницу принимали значения 
p < 0,05.

Результаты 
Исследование динамики роста микроорганиз-

мов проводили в 6 параллелях, что отражалось на 
графиках кривых роста бактериальных популяций 
каждого вида в присутствии различных образцов. 
Оценка контроля роста тесто-штамма бактерий от-
ражалась в изменении параметров ОП, на основа-
нии которых была построена кривая роста микроб-
ной популяции. 

На кривой роста выделяют несколько участков 
(фаз развития), каждый из которых характеризует-
ся индивидуальными условиями существования 
культуры. В различных фазах имеется периодовое 
дробление, в каждой из них клеткам присущи свои 
скорость размножения, размеры, биохимическая 
активность. Все основные фазы роста микроорга-
низмов были индивидуальны для каждого вида об-
разцов.

По результатам культивирования референт-
ного штамма S. aureus ATCC 25993 в контрольных 
пробах (рис. 1) выявлено, что адаптивная фаза 

продолжалась до 4-го часа эксперимента. На про-
межутке 3–4 ч отмечалось небольшое начальное 
изменение ОП, связанное с периодом первичного 
роста популяции. Интервал с 4-го по 14-й час (про-
должительность 10 ч) — фаза экспоненциально-
го развития, на протяжении которого отмечались 
следующие периоды развития: период ускоренной 
генерации (4–6 ч); период логарифмического раз-
вития (6–12 ч); период отрицательного ускорения 
(12–14 ч). В логарифмическом периоде развития 
преобладала относительно высокая скорость ге-
нерации новых популяций, и максимальный пока-
затель ОП в окончании данного отрезка составил 
5,77 ± 0,3 McF. В результате снижения скорости 
деления клеток (период отрицательного ускорения) 
кривая изменения ОП приближалась к линейному 
вектору развития, и к 16-му часу культивирова-
ния была достигнута М-концентрация (показатель 
ОП — 6,32 ± 0,3 McF). Стационарная фаза отмеча-
лась продолжительностью на промежутке 16–32 ч. 
Прироста бактериальных клеток и, следовательно, 
изменения ОП не отмечалось. Средний показатель 
ОП — 6,41 ± 0,3 McF. С 32-го часа эксперимента 
отмечается фаза гибели микробной популяции, по 
тенденции логарифмического спада.

В отрицательном контроле стерильности  
(C_broth) роста тест-штамма S. aureus ATCC 25993 
не наблюдалось.

Для разных исследуемых образцов получены 
определённые особенности, которые отражены на 
графиках кривых роста (рис. 1 и 2), а также скоро-
сти прироста бактериальных популяций (рис. 3). 

Рис. 2. Автоматическое культивирование S. aureus ATCC 25993. 
Лаг-фаза и переход в экспоненциальное развитие.

Fig. 2. Automatic cultivation of S. aureus ATCC 25993.
Lag phase and transition to exponential development.
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Основные статистически достоверные различия 
для разных образцов представлены в таблице. 

При культивировании бактериальной попу-
ляции с добавлением образца 1 изменений про-
должительности адаптивной фазы не отмечалось. 
Экспоненциальное развитие было аналогично по 
протяженности (4–14 ч), однако, по сравнению с 
контрольным образом, отмечалась пролонгация пе-
риода ускоренного развития до 8 ч. Характер раз-
вития логарифмической кривой был близок к кон-
трольному образцу, но пиковый показатель в апогее 
данного периода был значительно ниже — 2,78 ± 
0,3 McF (12 ч). Период отрицательного ускорения 
отмечался постепенным снижением скорости гене-
рации, что привело к достижению М-концентрации 
(показатель ОП — 3,51 ± 0,3 McF, 15 ч). Стацио-
нарная фаза отмечалась небольшим удлинением до  
34-го часа культивирования без достоверного при-
роста биомассы. Средний показатель ОП в стаци-
онарном равновесии — 3,52 ± 0,3 McF, что на 45% 
ниже, чем в контрольном образце. Фаза отмирания 
проходила аналогично контрольному образцу.

При культивировании бактериальной популя-
ции с добавлением образца 2 отмечалась достовер-
ная пролонгация фазы адаптации с первыми при-
знаками бактериального роста только к 8-му часу 
культивирования. Фаза экспоненциального разви-
тия характеризована отличительным от предыду-
щих образцов длительным ускоренным развитием 
(8–14 ч), что повлияло на последующее смещение 
времени начала истинного логарифмического ро-
ста (рис. 3). Логарифмический скачок был сопо-

ставим по тенденции с предыдущими образцами, 
хотя пиковый показатель ОП (при достижении 
М-концентрации) немного превосходил предыду-
щие значения — 3,9 ± 0,3 McF (22 ч). Нахождение 
культуры в стационарном равновесии было укоро-
чено по сравнению с предыдущим образцом на 5 ч.  
Средний показатель ОП в стационарной фазе — 
3,94 ± 0,3 McF, что на 38% ниже, чем в контроль-
ной пробирке.

По результатам культивирования бактериаль-
ной популяции с добавлением образца 3 не отмече-
но задержки продолжительности адаптивной фазы, 
но период ускоренного развития клеток был увели-
чен относительно всех предыдущих образцов (про-
должительность 8 ч). 

Логарифмический период отличался суще-
ственно сниженной скоростью бактериальной 
генерации (≈0,38 ± 0,3h+2 McF), что повлияло на 
более плавное увеличение биомассы, а следова-
тельно, и показатель ОП исследуемого образца. 
Просматривающейся границы перехода лог-пери-
ода в период отрицательного ускорения не наблю-
далось. Экспоненциальная фаза данного образца 
отличалась максимальной продолжительностью 
относительно предыдущих образцов с пиковым 
показателем ОП максимальной биомассы к 24-му 
часу эксперимента (3,48 ± 0,3 McF). Стационарная 
фаза отмечалась непродолжительностью, без при-
знаков прироста биомассы. Средний показатель 
ОП в стационарном равновесии — 3,51 ± 0,3 McF. 
Фаза отмирания проходила аналогично контроль-
ному образцу.

Рис. 3. Скорость бактериального прироста S. aureus ATCC 25993.
Fig. 3. The rate of bacterial growth of S. aureus ATCC 25993.
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По результатам культивирования бактериаль-
ной популяции с добавлением образца 4 установле-
но, что адаптивная фаза аналогична контрольному 
образцу. В экспоненциальной фазе период уско-
ренного развития популяции был пролонгирован 
до 14-го часа эксперимента (на 2 ч дольше, чем в 
предыдущем образце). Дальнейшее развитие кле-
ток не отличалось от тенденции кривой образца 3. 
Прослеживались более чёткое снижение скорости 
генерации новых популяций (с 20-го часа) и более 
длительный период отрицательного ускорения. По-
казатель ОП при достижении биомассой М-концен-
трации — 3,39 ± 0,3 McF (26 ч). Стационарная фаза 
имела небольшое недостоверное изменение ОП, без 
прироста биомассы, со средним показателем ОП 
3,41 ± 0,3 McF, что статистически не отличалось от 
предыдущего образца.

При культивировании бактериальной популя-
ции с добавлением образца 5 отмечалась задержка 
наступления экспоненциальной фазы развития за 
счёт удлинения адаптивной фазы до 8 ч. На проме-
жутке 8–14 ч отмечался период ускоренного разви-
тия клеток. Истинное логарифмическое развитие 
популяции имело двуступенчатую тенденцию уве-
личения биомассы (диауксийный тип развития). 
Лог-период_1 — 14–16 ч, лог-период_2 — 18–20 ч. 
На промежутке 16–18 ч отмечалось резкое падение 
скорости генерации новых популяций. Максималь-
ный показатель ОП в завершение второго периода 
логарифмического развития — 2,02 ± 0,3 McF (20 ч).  
Период отрицательного ускорения с последующим 
добором биомассы культуры был самым продолжи-
тельным из всех образцов (7 ч). Переход в стацио-
нарное равновесие отмечен на промежутке 25–27 ч 

с показателем ОП при достижении М-концентра-
ции 2,54 ± 0,3 McF. Средний показатель ОП в ста-
ционарной фазе — 2,49 ± 0,3 McF, что на 61% ниже, 
чем в контрольном образце.

Все образцы проявляли антибактериальную 
активность по отношению к тест-штамму S. aureus 
ATCC 25993, однако при анализе активности ЛФ, 
содержащегося в разных субстратах (свежее моло-
ко, замороженное молоко, молоко с добавкой маль-
тодекстрина), и сохранения активности в зависимо-
сти от срока хранения (3 года, 1 год) выявлен ряд 
важных различий с точки зрения перспектив произ-
водства препарата (таблица).

Установлено, что первые существенные разли-
чия наблюдались уже в первом периоде экспонен-
циальной фазы (P_1), когда плотность микробной 
взвеси (0,12 McF) в образце 2 (замороженное моло-
ко) была в 6 раз выше, чем в той же партии свежего 
молока в образце 3 (0,02 McF). Аналогичные пока-
затели, свидетельствующие о высокой антибактери-
альной активности, отмечены для образцов 1, 4 и 5, 
в которых плотность микробной взвеси составляла 
0,03–0,04. Указанная тенденция отмечена нами и в 
последующие периоды роста бактериальных попу-
ляций. 

Самые выраженные отличия наблюдались в ста-
ционарной фазе роста. Средний показатель, отража-
ющий концентрацию микробных клеток, в образце с 
замороженным молоком (3,94 ± 0,3 McF) был самым 
высоким и статистически достоверно (p < 0,05) от-
личался от показателя со свежим молоком той же 
партии (3,51 ± 0,3 McF). Следовательно, можно кон-
статировать, что при замораживании молока актив-
ность ЛФ не исчезает, но достоверно снижается.

Сводные показатели образцов 1–5 по пиковым точкам развития
Summary indicators of samples 1–5 at the peak points of development 

Фаза
Phase

Период
Period

Образец 1
Sample 1

Образец 2
Sample 2

Образец 3
Sample 3

Образец 4
Sample 4

Образец 5
Sample 5

ч / h McF ч / h McF ч / h McF ч / h McF ч / h McF

Адаптивная / Adaptive 0* 0,04 0* 0,04 0* 0,03 0* 0,05 0* 0,02

Экспоненциальная / Exponential Начало
Beginning

4* 0,03 8* 0,12 4* 0,02 4* 0,04 8* 0,03

Экспоненциальная / Exponential P_1 8** 0,56 14** 0,9 12** 0,78 14** 0,66 14** 0,56

Экспоненциальная / Exponential P_2 12** 2,78 18** 3,41 18** 2,55 20** 2,21 20** 2,00

Экспоненциальная / Exponential P_3 15** 3,51 22** 3,9 24** 3,48 26** 3,39 26** 2,54

Стационарная / Stationary 15* 3,51 22* 3,9 24* 3,48 26* 3,39 26* 2,54

Cредняя концентрация микробной взвеси  
по ОП стационарной фазы
Average concentration of microbial suspension  
by optical density at the stationary phase

3,52 ± 0,3+ 3,94 ± 0,3 3,51 ± 0,3+ 3,41 ± 0,3# 2,49 ± 0,3#

Примечание. * — время начала фазы/периода кривой роста, ч; ** — время окончания фазы/периода кривой роста, ч;  
+ — достоверное снижение кривой роста в стационарной фазе по сравнению с образцом 2; # — максимальное достоверное  
снижение кривой роста в стационарной фазе (p < 0,05). 
Note. * — time of the beginning of the phase/period of the growth curve, h; **— time of the end of the phase/period of the growth curve, h;  
+ — significant decrease in the growth curve in the stationary phase in comparison with sample 2; # — the maximum significant decrease  
in the growth curve at the stationary phase (p < 0.05).
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В то же время установлено, что использова-
ние мальтодекстрина (образец 4) в качестве ста-
билизатора молока достоверно (p < 0,05) снижает 
плотность микробной взвеси (до 3,41 ± 0,3 McF) по 
сравнению не только с замороженным молоком, но 
и со свежим продуктом той же партии. Очевидно, 
это объясняется сохранением активности ЛФ в при-
сутствии данного стабилизатора. 

При оценке сроков хранения ЛФ в морозиль-
ной камере при 32ºС оказалось, что за 1–3 года ан-
тибактериальная активность препарата снижается 
незначительно. Так, если максимальная активность 
отмечена у образца с продолжительность хранения 
1 год (минимальная ОП микробной культуры 2,49 ± 
0,3 McF), то при хранении в течение 2 лет она была 
несколько ниже (3,52 ± 0,3 McF), однако статисти-
чески достоверно не отличалась, например, от ЛФ 
свежего молока.

Обсуждение 
По мере появления устойчивых к множеству 

лекарств бактерий, особенно «супербактерий», 
AMП все чаще признаются в качестве многообе-
щающей терапевтической альтернативы обычным 
антибиотикам. Антибактериальные пептиды имеют 
много преимуществ по сравнению с антибиотика-
ми: широкий антибактериальный спектр, хорошую  
стабильность, минимальные побочные эффекты и 
низкую лекарственную устойчивость [1, 2]. 

Полученные нами результаты позволяют утвер-
ждать, что разработанный отечественный РЛЧ обла-
дает достаточно высокой стабильностью, он успеш-
но показал свою антибактериальную активность в 
отношении тест-штамма стафилококка через 1 и  
2 года хранения препарата в обычных условиях при 
комнатной температуре. В наших предыдущих ис-
следованиях была показана антибактериальная ак-
тивность в отношении микроаэрофильных стрепто-
кокков, дрожжевых грибов и анаэробных бактерий, 
однако без учёта сроков хранения [6]. 

Как продемонстрировали результаты наших 
исследований, РЛЧ оказывает весьма выраженное 
бактериостатическое действие, вызывая отстава-
ние в начале большинства фаз роста микробной 
популяции и существенно снижая плотность (кон-
центрацию) жизнеспособной микробной взвеси и 
скорость прироста популяции. Основной механизм 
действия РЛЧ объясняется связыванием с консер-
вативными структурными компонентами бактери-
альной оболочки (например, с липополисахаридом 
и липотейхоевой кислотой грамотрицательных и 
грамположительных бактерий соответственно),  
а также непосредственно с мембраной бактери-
альных клеток, что губительно для бактерий. В 
некоторых исследованиях ЛФ также связывался с 
внутриклеточными мишенями и ингибировал важ-
ные биологические процессы, включая образова-

ние клеточной стенки и синтез ДНК, РНК и белков 
[13, 14].

В то же время пародонтопатогенные бактерии 
обладают персистентным потенциалом — способ-
ностью длительное время существовать в организме 
хозяина, в том числе за счёт инактивации ряда фак-
торов врождённого иммунитета, что, в частности, 
определяет видовой состав микробной биоплёнки 
пародонта. В свою очередь многие пародонтопа-
тогенные бактерии, в частности, ведущие возбуди-
тели — P. gingivalis, P. intermedia, P. nigrescens для 
обеспечения своих метаболических потребностей 
нуждаются в ионах железа, которые конкурентно 
связываются гликопротеинами трансферринового 
ряда, что отрицательно сказывается на популяции 
патогенов и всей структуре микробной биоплёнки 
пародонта [9, 11, 12, 15].

Рассматривая ЛФ в качестве фактора эффек-
торной защиты макроорганизма, следует признать, 
что этот железосвязывающий гликопротеин из се-
мейства трансферринов распространён в организ-
ме достаточно широко. Ключевое биологическое 
назначение ЛФ — поддержание гомеостаза макро-
организма, что особенно существенно при инфек-
ции, за счёт участия ЛФ в обмене железа, регуля-
ции гемопоэза, прямого и опосредованного антими-
кробного действия и других функций [3, 16].

Антимикробный спектр ЛФ широк и охватыва-
ет бактерии, грибы, простейшие, вирусы. Патогены 
многообразны и включаются в конкуренцию с ми-
кроорганизмами за ионы железа в среде, нарушение 
транспортной функции цитоплазматической мем-
браны бактерий, протеолитическое расщепление 
ряда факторов вирулентности микроорганизмов, 
образование активных производных (лактоферри-
цинов), стимуляцию фагоцитоза и роста нормаль-
ной микрофлоры.

Заключение
Предложена методика автоматического про-

граммируемого культивирования для сравнитель-
ной оценки антимикробной активности ЛФ разного 
происхождения и в зависимости от срока годности. 
При добавлении образцов ЛФ выявлены различия в 
развитии бактериальных популяций S. aureus. В це-
лом можно констатировать, что почти все образцы 
обладают бактериостатическим действием разной 
степени выраженности. 

Установлена активность белка в отношении 
разных фаз роста бактериальной популяции (в те-
чение различных периодов эксперимента). Все об-
разцы показали статистически достоверное разли-
чие при достижении М-концентрации, тем самым 
существенно снижая генеративную активность ис-
следуемого штамма. 

Активность образцов экспериментальной пар-
тии РЛЧ сохраняется в течение 1 года и очень незна-
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чительно снижается через 3 года хранения в моро-
зильной камере при 32ºС. Автоматическое культи-
вирование с подтверждающим бактериологическим 
контролем позволяет оценить возможную антими-
кробную активность различных видов ЛФ, включая 
воздействие в отношении антибиотикоустойчивых 
форм патогенных микроорганизмов. 
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Применение секвенирования следующего поколения  
для исследования двойной ВИЧ-инфекции
Лаповок И.А. , Барышев П.Б., Салеева Д.В., Кириченко А.А.,  
Шлыкова (Мурзакова) А.В., Киреев Д.Е. 

Центральный научно-исследовательский институт эпидемиологии Роспотребнадзора, Москва, Россия

Аннотация
Введение. Целью исследования был сравнительный анализ эффективности выявления и подтверждения 
двойной ВИЧ-инфекции с применением классического популяционного секвенирования (ПС) и секвениро-
вания следующего поколения (NGS) для фрагмента гена pol ВИЧ-1, кодирующего протеазу и часть обрат-
ной транскриптазы (позиции 2253–3368).
Материалы и методы. Исследованы модельные образцы межсубтиповой двойной ВИЧ-инфекции, со-
держащие вирусы ВИЧ-1 субтипа B, субсубтипа A6 и рекомбинантной формы CRF63_02A1. Вирусы сме-
шивали попарно в соотношении от 10 до 90% для создания 3 групп модельных образцов: CRF63vsB, 
CRF63vsA6 и A6vsB. Нуклеотидные последовательности, полученные технологиями ПС и NGS, с порогами 
чувствительности к минорным вариантам вируса 5, 10, 15 и 20% (NGS5–NGS20 соответственно) использо-
вали для определения величин индекса вырожденности (DB) и индекса синонимичности (SM). Фрагмент 
исследуемого региона (позиции 2725–2981) служил для анализа операционных таксономических единиц.
Результаты. Применение NGS5 оказалось наиболее эффективным для выявления двойной ВИЧ-инфек-
ции в модельных образцах. Было обнаружено статистически достоверное (p < 0,01) увеличение DB- и 
SM-индексов для NGS5 по сравнению с ПС. Это позволило с помощью NGS5 выявить двойную ВИЧ-ин-
фекцию в 25 модельных образцах из 27, в то время как ПС позволяло выявлять её лишь в 15 образцах. 
Анализ операционных таксономических единиц подтвердил двойную ВИЧ-инфекцию во всех группах мо-
дельных образцов.
Обсуждение. Эффективность выявления и подтверждения двойной ВИЧ-инфекции зависит как от доли 
каждого вируса в образце, так и от генетических особенностей данных вирусов.
Заключение. Внедрение в рутинную практику генетического анализа технологии NGS позволит не только 
более эффективно выявлять генетические особенности инфекционных агентов, но и проводить более 
глубокий анализ эпидемиологической ситуации.

Ключевые слова: двойная ВИЧ-инфекция, модельный образец, секвенирование следующего поколения, 
нуклеотидная последовательность, область протеазы и обратной транскриптазы, индекс вырожден-
ности, индекс синонимичности, операционные таксономические единицы
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Abstract
Introduction. The aim of the study was to use comparative analysis for assessing efficiency of detection and 
confirmation of dual HIV infection, using conventional population sequencing (PS) and next generation sequenc-
ing (NGS) for an HIV-1 pol gene fragment, which encompasses  protease and partially reverse transcriptase 
(positions 2253–3368).
Materials and methods. The study was performed on intersubtype dual HIV infection model samples containing 
viruses of HIV-1 subtype B, sub-subtype A6 and recombinant form CRF63_02A1. Viruses were mixed pairwise in 
proportions from 10 to 90% to obtain 3 groups of model samples: CRF63vsB, CRF63vsA6, and A6vsB. The nu-
cleotide sequences obtained by using PS and NGS technologies having 5, 10, 15, and 20% sensitivity thresholds 
for minor virus variants (NGS5–NGS20, respectively) were used to estimate the number of degenerate nucleo-
tides or the degenerate base (DB) count and the number of synonymous mutations (SM) or the SM count. The 
fragment of the studied region (positions 2725–2981) was used for the analysis of operational taxonomic units.
Results. The application of NGS5 proved highly efficient for detection of dual HIV infection in the model samples. 
The statistically significant (p < 0.01) increase in DB and SM counts was demonstrated by NGS5 compared to PS. 
As a result, NGS5 helped detect dual HIV infection in 25 out of 27 model samples, while with PS it was detected 
only in 15 samples. The analysis of operational taxonomic units confirmed dual HIV infection in all the groups of 
model samples.
Discussion. The efficiency of detection and confirmation of dual HIV infection depends both on the content of 
each virus in the sample and on genetic characteristics of these viruses.
Conclusion. Using NGS genetic testing in routine practice will be instrumental for efficient identification of genetic 
characteristics of infectious agents and for thorough analysis of the epidemiological situation.

Keywords: dual HIV infection, model sample, next generation sequencing, nucleotide sequence, protease and 
reverse transcriptase region, degenerate base count, synonymous mutation count, operational taxonomic units
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заключается в секвенировании геномов отдельных 
вирусных частиц после предельного разведения 
образца [7], амплификации отдельных фрагментов 
вирусного генома и их последующего клонирова-
ния для наработки клонов, содержащих фрагменты 
от каждого вирусного варианта, присутствующего в 
образце [2]. Затем каждый клон подвергается секве-
нированию, а полученные нуклеотидные последо-
вательности (НП) — филогенетическому анализу. 
Двойная ВИЧ-инфекция подтверждается в случае 
достоверного (более чем 80% независимых постро-
ений) образования отдельных кластеров на дендро-
грамме, характерных для отдельных вирусных ва-
риантов [2].

Объектом исследования чаще всего выступают 
короткие области генома: область V2–V3 петель ге-
на env, фрагмент гена gag, кодирующий p17 и/или  
p24 [9], фрагмент гена обратной транскриптазы 
(RT) ВИЧ-1 [8–10]. Кроме того, возможно примене-
ние одновременного анализа сразу нескольких упо-
мянутых выше фрагментов генома [8]. 

Сложность использования SGS для рутинного 
анализа связана с его трудоёмкостью и финансо-
выми затратами. Так, исследование 2010 г. [8] по-
казало, что анализ одного образца по 2 областям 
генома методом SGS занимает примерно 42 ч и об-
ходится более чем в 2600 долл. США. В сравнении 
с этим анализ гена pol (область протеазы и обратной 
транскриптазы, PR-RT), проводимый методом клас-
сического секвенирования в рамках рутинного те-

Введение
Двойная ВИЧ-инфекция, т.е. доказанный факт 

наличия в организме одного пациента 2 и более ва-
риантов ВИЧ (ВИЧ-1 и/или ВИЧ-2) [1], встречает-
ся в мире с различной частотой в разных странах и 
среди разных уязвимых групп. При этом отмечается 
прямая зависимость между частотой встречаемости 
этого явления, уровнем бедности в государстве и 
степенью маргинализации уязвимых групп. Так, 
в Нидерландах частота двойной ВИЧ-инфекции в 
группе мужчин, практикующих секс с мужчинами 
(МСМ), составляет 1% [2], в Бразилии (также среди 
МСМ) — более 12% [3], а в Уганде среди коммер-
ческих секс-работниц — более 16% [4]. В группе 
МСМ в Китае [5] этот показатель сильно различа-
ется — по разным источникам, от 13,3 до 28%, что, 
вероятно, связано с сильной стигматизацией этой 
уязвимой группы в стране. В России частота двой-
ной ВИЧ-инфекции не превышает 1,5% [6], что ха-
рактерно для развитых стран Западной Европы.

Поскольку двойная ВИЧ-инфекция связана с 
генерацией новых рекомбинантных форм вируса, 
прогрессией инфекции и даже селекцией лекар-
ственной устойчивости [1], её выявление и под-
тверждение являются очень важной задачей.

Факт двойной ВИЧ-инфекции наиболее досто-
верно подтверждается с помощью метода секвени-
рования единичных геномов (SGS, single genome 
sequencing), который служит «золотым стандартом» 
в диагностике этого явления [7, 8]. Суть методики 
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стирования на лекарственную устойчивость ВИЧ-1, 
занимает всего 3 ч пробоподготовки и стоит менее 
280 долл. США.

На помощь исследователям двойной ВИЧ-ин-
фекции приходит технология секвенирования сле-
дующего поколения (next generation sequencing — 
NGS), позволяющая выявлять минорные варианты 
вируса с представленностью в пробе менее 1% [11]. 
Такая чувствительность позволяет использовать тех-
нологию NGS как альтернативу SGS. Этот подход 
является не только более технологичным, но и более 
выгодным. Так, NGS для одновременного анализа 
сразу 3 областей генома занимает около 9,5 ч и стоит 
чуть более 1000 долл. США, что более чем в 4 раза 
быстрее и более чем 2,5 раза дешевле, чем SGS [8].

Полученные в ходе NGS данные о НП в об-
разце, именуемые также «ридами», подвергаются 
последующему математическому анализу для фор-
мирования операционных таксономических единиц 
(operational taxonomic units, OTUs) — НП, образован-
ных ридами с определённой степенью схожести [9].  
Дальнейший филогенетический анализ OTUs про-
водится аналогично анализу единичных геномов, 
получаемых в результате SGS.

Несмотря на относительную технологическую 
доступность анализа по подтверждению двойной 
ВИЧ-инфекции, открытым остаётся вопрос первич-
ного выявления таких образцов. Действительно, на 
факт двойной ВИЧ-инфекции наиболее часто указы-
вают изменения клинической картины: резкое уве-
личение концентрации РНК ВИЧ (вирусной нагруз-
ки) в крови пациента, падение числа CD4-клеток на 
фоне длительной непрогрессии или медленной про-
грессии ВИЧ-инфекции [7, 12, 13]. Однако данные 
проявления справедливы лишь для суперинфекции 
ВИЧ, когда заражение новым вирусным вариантом 
происходит уже после формирования иммунного от-
вета на заражение первым вирусом [14]. В случае же 
коинфекции ВИЧ (инфицирования 2 и более вирус-
ными вариантами одновременно или спустя корот-
кий промежуток времени) [15] или при недостаточ-
но регулярном обследовании пациента факт двой-
ной ВИЧ-инфекции может не регистрироваться.

Впрочем, детектировать факт двойной 
ВИЧ-инфекции возможно при дополнительном ис-
следовании результатов тестирования лекарствен-
ной устойчивости ВИЧ-1. Анализ лекарственной 
устойчивости, в основе которого лежит классиче-
ское секвенирование по Сэнгеру (называемое так-
же популяционным секвенированием — ПС) [7, 
14], позволяет получать НП различных областей 
генома ВИЧ-1, в том числе наиболее часто иссле-
дуемой области PR-RT, кодирующей протеазу и 
обратную транскриптазу вируса. Было обнаруже-
но, что наличие большого количества спорных или 
вырожденных нуклеотидных позиций (для которых 
получен сигнал об одновременном наличии в этом 

положении генома сразу нескольких нуклеотидов) 
в участке RT (позиции 2550–3554) указывает на од-
новременное присутствие в образце разных вари-
антов ВИЧ-1 [2]. Чем больше число вырожденных 
нуклео тидов (индекс вырожденности — DB-ин-
декс) в последовательности, тем выше вероятность 
двойной ВИЧ-инфекции в образце.

Другим подходом является подсчёт отношения 
числа синонимичных замен к числу всех возмож-
ных сайтов синонимичных замен области PR-RT, 
позиции 2253–3554 (индекс синонимичности — 
SM-индекс) [8]. При этом несинонимичные мута-
ции (приводящие к изменению аминокислотной 
последовательности) целенаправленно не учиты-
ваются. Этот метод основан на том, что в природе 
несинонимичные мутации зачастую являются след-
ствием изменения вируса под влиянием факторов 
организма или применяемой терапии, в то время 
как синонимичные мутации выражают естествен-
ное разнообразие вирусной популяции при двой-
ной ВИЧ-инфекции. Поэтому в случае двойной 
ВИЧ-инфекции обнаруженные мутации будут в ос-
новном синонимичными.

Вполне естественно, что эффективность ана-
лиза вырожденности и синонимичности наиболее 
высока для двойной ВИЧ-инфекции, вызванной 
разными субтипами ВИЧ (межсубтиповая), разны-
ми группами, например M и О (межгрупповая), или 
типами вируса (межтиповая, связанная с одновре-
менной инфекцией ВИЧ-1 и ВИЧ-2), по сравнению 
с внутрисубтиповой, вызванной разными генетиче-
скими вариантами одного субтипа [1]. 

Сложность применения ПС для выявления двой-
ной ВИЧ-инфекции связана с чувствительно стью 
этой технологии: данное секвенирование спо соб но 
выявлять варианты вируса с представленностью в 
вирусной популяции от 20% и выше [16]. Решени-
ем этой проблемы может служить вышеописанная 
технология NGS, которая уже доказала свою успеш-
ность при выявлении мутаций лекарственной устой-
чивости в регионе PR-RT по сравнению с ПС [17]. 
При этом важно корректно устанавливать  порог чув-
ствительности NGS к минорным вирусным вариан-
там. Так, в рутинной практике анализа лекарственной 
устойчивости наиболее надёжным и информатив ным 
является порог чувствительности 5% [17, 18]. 

Поскольку ранее успешно был апробирован 
подход по анализу OTUs для небольшого фрагмента 
RT (положения 2708–3242) [8], применение техно-
логии NGS для секвенирования региона PR-RT мо-
жет позволить как детектировать двойную ВИЧ-ин-
фекцию (через подсчёт DB- и SM-индексов), так и 
подтверждать её.

Целью настоящего исследования был сравни-
тельный анализ эффективности выявления двой-
ной ВИЧ-инфекции с применением ПС и NGS с 
различными порогами чувствительности к ми-
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норным вирусным вариантам для региона PR-RT,  
а также оценка эффективности применения полу-
ченных результатов NGS для подтверждения двой-
ной ВИЧ-инфекции методом анализа OTUs.

Материалы и методы
Была смоделирована межсубтиповая двойная 

ВИЧ-инфекция путём попарного смешивания об-
разцов плазмы крови, содержащей ВИЧ-1 3 вари-
антов: субтипа B, субсубтипа A6 и рекомбинантной 
формы CRF63_02A1. Концентрацию РНК ВИЧ-1  
каждого образца для правильного смешивания 
определяли с помощью тест-системы «Ампли-
Сенс ВИЧ-монитор-FRT» (ЦНИИ Эпидемиологии). 
Всего было подготовлено 9 вариантов попарных 
смесей вирусов с представленностью каждого ви-
руса в смеси от 10 до 90%. Кроме этого, исследо-
ванию подвергались контрольные образцы, содер-
жащие только ВИЧ-1 субтипа B, субсубтипа A6 и 
CRF63_02A1. Уровень вирусной нагрузки в каждом 
модельном образце составлял 5000 копий/мл. 

Классическое ПС проводили с помощью на-
бора «АмплиСенс HIV-Resist-Seq» (ЦНИИ Эпиде-
миологии) в соответствии с инструкцией произво-
дителя. Секвенирование очищенных фрагментов 
осуществляли с помощью генетического анализато-
ра «Applied Biosystems 3500» («LifeTechnologies»)  
в соответствии с инструкциями производителя. 
Данные секвенирования обрабатывали с помощью 
программного обеспечения «ДЕОНА» (версия 
1.7.0). Как итог, были получены НП фрагмента PR-
RT ВИЧ-1 (нуклеотидные позиции 2253–3368 отно-
сительно HXB-2, номер GenBank K03455).

При подготовке проб к NGS использовали 
двухэтапный протокол «вложенной» (nested) ПЦР 
для получения 4 перекрывающихся специфических 
фрагментов ДНК ВИЧ-1 длиной 427–586 нуклеоти-
дов. На первом этапе (раунде) амплификацию со-
четали с обратной транскрипцией с применением 
полимеразы TaqF и обратной транскриптазы MMLv 
(ЦНИИ Эпидемиологии). Амплифицированные 
фрагменты генома ВИЧ-1 очищали с помощью маг-
нитных частиц Sera-Mag Magnetic Speed Beads («GE 
Healthcare Biosciences»). Концентрации нуклеино-
вых кислот во фрагментах измеряли с помощью 
флуориметра «Qubit 2.0» («Invitrogen»). Очищенные 
препараты амплифицированных фрагментов ВИЧ-1 
смешивали в равных пропорциях, и 50 нг конечной 
смеси использовали для получения библиотек для 
секвенирования на платформе «Illumina». Библио-
теки готовили по протоколу Nextera («Illumina») со 
следующей модификацией: амплификацию прово-
дили с использованием ДНК-полимеразы Q5 High-
Fidelity («NEB») в присутствии интеркалирующего 
красителя EvaGreen («Biotium»). Секвенирование 
выполняли с помощью «MiSeq» («Illumina»), ис-
пользуя MiSeq Reagent Kit V3 («Illumina»).

Результаты секвенирования и сборки генома 
(положения 2253–3368) обрабатывали с помощью 
программы «HyDRA Web v1.6.1»1. Автоматически 
были собраны консенсусные НП с порогом чувстви-
тельности к минорным популяциям 20, 15, 10 и 5% 
(NGS20, NGS15, NGS10 и NGS5 соответственно).

Для полученных НП были подсчитаны DB- и 
SM-индексы в соответствии с методикой, описан-
ной в литературе [2, 8].

DB-индекс рассчитывали как общее число вы-
рожденных нуклеотидных оснований в области RT 
(нуклеотидные позиции 2550–3368). В качестве по-
рога величины DB-индекса, свидетельствующего 
о факте двойной ВИЧ-инфекции, проверялись два 
значения: 34 и 45 [2].

SM-индекс рассчитывали по формуле: 
SM = X/372, 

где SM — индекс синонимичности, X — общее чис-
ло синонимичных замен в исследуемом фрагменте 
генома, 372 — общее число аминокислот, кодиро-
ванных фрагментом PR-RT гена pol (нуклеотидные 
позиции 2253–3368). Возможными порогами SM-ин-
декса были выбраны значения 0,05 и 0,08 [8].

Статистический анализ различий величин DB- 
и SM-индексов, полученных с помощью разных 
технологий и для различных модельных образцов, 
проводили через расчёт t-критерия Стьюдента. Для 
анализа качественных показателей (эффективности 
выявления двойной ВИЧ-инфекции) использовали 
точный двусторонний критерий Фишера [19]. Раз-
личия считали достоверными при p < 0,01.

Формирование OTUs для результатов NGS 
проводили для 1 из 4 фрагментов, кодирующих 
часть обратной транскриптазы (нуклеотидные по-
зиции 2725–2981) в соответствии с рекомендаци-
ями2. Филогенетический анализ по методу макси-
мального правдоподобия (Maximum Likelihood),  
а также поиск оптимальной модели нуклеотидных 
замен для полученных OTUs проводили в програм-
ме «Mega 6.0». В качестве референтных были ис-
пользованы следующие НП из международной базы 
данных GenBank: K03455 и AY819715 (субтип B), 
AY500393 и EU861977 (субсубтип A6), AY829204 и 
JN230353 (CRF63_02A1). Также вместе с OTUs мо-
дельных образцов были проанализированы вариан-
ты OTUs, полученные для контрольных образцов, 
используемых для создания данных моделей двой-
ной ВИЧ-инфекции.

Результаты
Анализ DB- и SM-индексов в моделях  

двойной ВИЧ-инфекции
Нами отмечена зависимость величины DB- и 

SM-индексов не только от того, какие вирусные ва-

1 URL: https://hydra.canada.ca/pages/home?lang=en-CA
2 URL: https://www.drive5.com/usearch/manual/otus.html
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Рис. 1. Значения DB-индекса, полученные при использовании технологий ПС и NGS20–NGS5 для модельных  
образцов двойной ВИЧ-инфекции CRF63vsB, CRF63vsA6 и BvsA6. 

Горизонтальными штрихованными линиями обозначены заданные пороговые значения индекса.

Fig. 1. DB counts obtained by using PS and NGS20-NGS5 technologies for CRF63vsB, CRF63vsA6, and BvsA6 model 
samples of dual HIV infection. 

Horizontal hatched lines indicate the specified threshold values for the count.
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Рис. 2. Значения SM-индекса, полученные при использовании технологий ПС и NGS20–NGS5 для модельных  
образцов двойной ВИЧ-инфекции CRF63vsB, CRF63vsA6 и BvsA6. 

Горизонтальными штрихованными линиями обозначены заданные пороговые значения индекса.

Fig. 2. SM counts obtained by using PS and NGS20-NGS5 technologies for CRF63vsB, CRF63vsA6, and BvsA6 model sam-
ples of dual HIV infection. 

Horizontal hatched lines indicate the specified threshold values for the count.
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рианты присутствовали в смеси, но и от их соот-
ношения (рис. 1, 2). Величины обоих индексов для 
модельных образцов BvsA6, содержащих в качестве 
минорного варианта субсубтип A6, были выше, чем 
у образцов, содержащих минорные количества ви-
руса субтипа B. Аналогичный эффект был отмечен 
для моделей CRF63vsB и CRF63vsA6, в которых 
в минорных количествах присутствовал рекомби-
нантный вирус. Это говорит о «доминировании» 
вируса субсубтипа A6 в моделях BvsA6 и CRF63 — 
в моделях CRF63vsB и CRF63vsA6, что снижало 
степень вырожденности в полученных НП.

Как ожидалось, величины DB- и SM-индек-
сов в НП исследованных моделей, полученные с 
помощью NGS, в основном оказались выше, чем 
в НП, полученных методом ПС. Так, средняя ве-
личина DB-индекса для всех модельных образ-
цов, полученных с помощью ПС, составила 25,59  
(95% ДИ 15,60–35,54), в то время как для NGS20, 
NGS15, NGS10, NGS5 — 27,48 (95% ДИ 18,27–36,69), 
37,44 (95% ДИ 27,56–47,33), 49,19 (95% ДИ 38,17–
60,20) и 68,19 (95% ДИ 55,81–80,56) соответственно. 
Тем не менее статистически достоверные различия  
(p < 0,01) в уровне DB-индекса были обнаружены 
лишь при сравнении ПС или NGS20 с NGS10 и 
NGS5, а также между NGS15 и NGS5.

Также было отмечено значительное возраста-
ние среднего значения SM-индекса с увеличени-
ем чувствительности технологии секвенирования:  
для ПС оно составило 0,069 (95% ДИ 0,046–0,092), 
а для NGS20, NGS15, NGS10, NGS5 — 0,067  
(95% ДИ 0,048–0,086), 0,088 (95% ДИ 0,066–0,109), 
0,115 (95% ДИ 0,092–0,138) и 0,146 (95% ДИ 0,126–
0,166) соответственно. Как и в случае DB-индекса, 
статистически достоверными были различия между 
ПС или NGS20 и NGS10–NGS5. Однако уже между 
результатами NGS15 и NGS10 имелись достовер-
ные различия, что говорит о большей эффективно-
сти технологии NGS при анализе SM-индекса.

При этом такое значительное увеличение степе-
ни вырожденности от ПС к NGS5 касалось смесей 
вирусов, но не контрольных образцов, содержащих 
только A6, B или CRF06_02A1. Средний DB-индекс, 
полученный для контрольных образцов методом 
ПС, составил 2,50 (95% ДИ 1,68–3,32), а для NGS20, 
NGS15, NGS10 и NGS5 — 1,17 (95% ДИ 0,44–1,89), 
2,00 (95% ДИ 1,03–2,97), 3,83 (95% ДИ 2,97–4,75) и 
11,33 (95% ДИ 7,92–14,74) соответственно. Средний 
SM-индекс для ПС и всех вариантов NGS составил 
0,008 (95% ДИ 0,006–0,010), 0,004 (95% ДИ 0,003–
0,005), 0,006 (95% ДИ 0,004–0,008), 0,011 (95% ДИ 
0,008–0,014) и 0,022 (95% ДИ 0,016–0,027) соот-
ветственно. Данные различия между технология-
ми секвенирования были статистически незначимы  
(p > 0,01). Ни в одном случае DB- или SM-индекс, 
полученный для контрольных образцов любой техно-
ло гией, не преодолевал минимальное пороговое зна-

чение, описанное в литературе [2, 8] для данного ана-
лиза, — 34 для DB-индекса и 0,05 для SM-индекса.

В то же время рост вычисляемых индексов с 
увеличением чувствительности технологии секве-
нирования позволил выявить больше вариантов мо-
делей двойной ВИЧ-инфекции. Так, пороговое зна-
чение DB-индекса 34 смогли преодолеть в общей 
сложности только 10 из всех 27 вариантов моделей, 
анализируемых ПС, в то время как при использова-
нии NGS20–NGS5 это число составило 11, 15, 18 и 
22 соответственно. При использовании порогового 
значения 0,05 для SM-индекса двойная ВИЧ-инфек-
ция была выявлена в 15, 14, 20, 23 и 25 вариантах 
для ПС и NGS20–NGS5 соответственно. Самые 
низкие значения вычисляемых индексов (а зна-
чит — и вероятность выявления двойной ВИЧ-ин-
фекции) были получены для смесей BvsA6. При 
использовании DB-индекса статистически досто-
верными были различия лишь между ПС и NGS5, 
а при использовании SM-индекса — между ПС или 
NGS20 и NGS10–NGS5, что вновь свидетельствует 
о большей эффективности применения SM-индекса 
для выявления двойной ВИЧ-инфекции.  

Несмотря на более высокую чувствительность 
технологии NGS по сравнению с ПС, при анализе 
среднего значения SM-индекса отдельно для каждо-
го типа моделей отмечалось незначительное сниже-
ние этого показателя в смесях CRF63vsB у NGS20 
и NGS15 по сравнению с ПС (0,055 и 0,068 против 
0,071 соответственно) (рис. 3). 

Также NGS20 незначительно занизило сред-
ний DB-индекс для моделей BvsA6 по сравнению с 
ПС — 21,56 против 21,67.

Анализ OTUs
В среднем для каждого из 9 вариантов модель-

ных образцов групп BvsA6, CRF63vsB и CRF63vsA6 
было получено 8, 9 и 11 вариантов OTUs соответ-
ственно. В качестве оптимального порога схожести 
ридов был выбран порог 90%. При использовании 
пороговых значений выше 90% отмечалась генера-
ция большого количества OTUs с неясными резуль-
татами последующего филогенетического анализа. 
При снижении порогового значения число вариан-
тов OTUs сильно сокращалось, снижая достовер-
ность последующего анализа.

Выявлена корреляция результатов кластериза-
ции исследуемых OTUs с результатами анализа DB- 
и SM-индексов. Кроме того, распределение вариан-
тов OTUs было очень неравномерным для разных 
вирусных вариантов: в исследуемых моделях BvsA6 
77,78% OTUs относились к A6 и лишь 22,22% —  
к субтипу B. В моделях CRF63vsB 69,27% OTUs от-
носились к рекомбинанту, 11,11% — к субтипу B, 
а 19,63% вариантов OTUs дали спорный результат, 
образовывая с низкой достоверностью кластеры с 
различными референтными НП (в основном с A6). 



634 635JOURNAL OF MICROBIOLOGY, EPIDEMIOLOGY AND IMMUNOBIOLOGY. 2021; 98(6) 
DOI: https://doi.org/10.36233/0372-9311-153

ORIGINAL RESEARCHES

0

10

20

30

40

50

60

70

80

ПС / PS NGS20 NGS15 NGS10 NGS5

CRF63vsB
CRF63vsA6
BvsA6

45

34

DB-индекс / DB-index

0,00
0,02
0,04
0,06
0,08
0,10
0,12
0,14
0,16
0,18

ПС / PS NGS20 NGS15 NGS10 NGS5

CRF63vsB
CRF63vsA6
BvsA6

0,08

0,05

SM-индекс / SM-index

Рис. 3. Средний уровень DB- и SM-индексов, полученный при использовании технологий ПС и NGS20–NGS5  
для модельных образцов двойной ВИЧ-инфекции CRF63vsB, CRF63vsA6 и BvsA6. 

Горизонтальными штрихованными линиями обозначены заданные пороговые значения для DB- и SM-индексов.

Fig. 3. The average DB and SM counts estimated with PS and NGS20–NGS5 methods for CRF63vsB, CRF63vsA6, and 
BvsA6 model samples of dual HIV infection. 

Horizontal hatched lines indicate the specified threshold values for DB and SM counts.

В моделях CRF63vsA6 к рекомбинанту, субсубти-
пу A6 относились 57,10 и 41,15% OTUs соответст-
венно. При этом 1,75% OTUs дали спорный резуль-
тат.

Результаты анализа OTUs, полученных для 
моделей двойной ВИЧ-инфекции с долей каждого 
вируса 30 и 70%, представлены на рис. 4. Мы не об-
наружили строгой корреляции между результатами 
генотипирования вариантов OTUs и долей вируса в 
образце. Так, для CRF63vsA6(70vs30) 7 вариантов 
OTUs были близки к CRF63, а 4 — к A6. В то же 
время OTUs для CRF63vsA6(30vs70) распредели-
лись между CRF63 и A6 примерно поровну. 

Схожие результаты показал и анализ 
CRF63vsB. Распределение OTUs между CRF63 
и B для CRF63vsB(30vs70) составило 9 к 4, а для 
CRF63vsB(70vs30) — 9 к 2. Однако анализ модель-
ных образцов BvsA6 продемонстрировал проти-
воположный результат: в образце BvsA6(30vs70) 
к субсубтипу A6 относились 6 OTUs, а к суб - 
типу B — 3, в то время как в образце BvsA6(70vs30) 
к A6 и B были отнесены 7 и 2 OTUs соответственно.

Тем не менее результаты генотипирования 
OTUs, полученных для моделей двойной ВИЧ-ин-
фекции, отличались от таковых для контрольных 
образцов A6, B и CRF63_02A1, для которых все по-
лученные варианты OTUs достоверно относились к 
соответствующему генетическому варианту.

Обсуждение
Нами впервые в России была валидирована 

методика анализа НП ВИЧ-1, полученных методом 
классического секвенирования и NGS для анали-

за такого редкого, но крайне важного явления, как 
двойная ВИЧ-инфекция.

В своём исследовании мы изучили модельные 
образцы двойной ВИЧ-инфекции, обусловленной 
одновременным присутствием в клинических об-
разцах наиболее важных для России с эпидемиоло-
гической точки зрения вирусных вариантов. ВИЧ-1  
субсубтипа A6 доминирует в России, в то время как 
рекомбинантный вариант CRF63_02A1 активно рас-
пространяется в стране в последние годы [20–22].  
Также нами исследован вирус субтипа B как рефе-
рентный, наиболее распространённый в странах 
Западной Европы и используемый для валидации 
методик оценки двойной ВИЧ-инфекции [2, 8, 20].

Применение анализа НП для выявления двой-
ной ВИЧ-инфекции не только менее трудоёмко и 
экономически выгодно по сравнению с технологией 
SGS, но и позволяет проводить скрининг двойной 
ВИЧ-инфекции аналогично анализу лекарственной 
устойчивости. В нашем исследовании применение 
расчёта DB- и SM-индексов в последовательностях 
PR-RT, полученных методом ПС, позволяло выяв-
лять двойную ВИЧ-инфекцию только в 37 и 55,56% 
случаев соответственно.

Наши результаты были хуже полученных за-
рубежными авторами. Так, расчёт DB-индекса по-
тенциально позволяет выявить 43,2% образцов 
двойной ВИЧ-инфекции [2], а расчёт SM-индек-
са — 100% образцов [8]. Однако в исследовании за-
рубежных коллег анализу подвергались более длин-
ные фрагменты PR-RT, чем в нашем исследовании: 
335 [2] и 434 [8] аминокислоты при расчёте DB- и 
SM-индексов против 273 и 372 аминокислот в на-
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Рис. 4. Результаты филогенетического анализа фрагмента области RT (положения 2725–2981) модельных образцов 
двойной ВИЧ-инфекции и контрольных образцов, выполненный по методу максимального правдоподобия (Maximum 
Likelihood) с использованием GTR+G модели нуклеотидных замен в 1000 независимых построениях (bootstrap level). 
Достоверность кластеров ≥ 50% (в %) указана рядом с ними. Серыми ромбами выделены варианты OTUs, полученные для данного 
модельного образца. Последовательности OTUs, полученные для контрольного образца субсубтипа A6, обозначены чёрными круж-

ками, для образца субтипа B — чёрными треугольниками, для CRF63_02A1 — чёрными квадратами.

Fig. 4. Results of the phylogenetic analysis of the fragment from the RT region (positions 2725–2981) of dual HIV infection 
model samples and control samples; the analysis was based on the maximum likelihood method and used the GTR+G model 

of nucleotide substitutions in 1,000 bootstrap replicates. 
The statistical significance of clusters ≥ 50% is shown next to them. Grey diamonds indicate OTU variants obtained for the model sample. 

The OTU sequences obtained for the control sample of sub-subtype A6 are shown by black circles; the subtype B sample is shown by black 
triangles; black squares represent CRF63_02A1.
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шем исследовании соответственно. Более короткие 
фрагменты содержат меньшее число потенциаль-
но вырожденных позиций. К тому же в исследова-
нии М. Pacold и соавт. [8] при расчёте SM-индекса 
ошибочно были причислены к образцам двойной 
ВИЧ-инфекции не сколько образцов с моноинфек-
цией, в то время как ни в одном анализе, проведён-
ном нами, подобное не наблюдалось. 

Наши результаты демонстрируют, что приме-
нение технологии NGS с порогом чувствительности 
к минорным вариантам 5–10% позволяет выявлять 
двойную ВИЧ-инфекцию более эффективно, чем 
классическое секвенирование. Наиболее эффек-
тивным для выявления межсубтиповой двойной 
ВИЧ-инфекции в исследованной области гена pol 
(положения 2253–3368) является применение тех-
нологии NGS с 5% порогом чувствительности к 
минорным вариантам и с оценкой SM-индекса с 
пороговым значением для двойной инфекции 0,05. 
Данные параметры анализа позволяют выявить мак-
симальное количество случаев двойной ВИЧ-ин-
фекции (в 25 из 27 модельных образцов).

Несмотря на то что чувствительность класси-
ческого секвенирования к минорным вирусным ва-
риантам в образце обычно оценивают в 20% [16], 
NGS с таким же порогом чувствительности хуже 
выявляло вырожденность в некоторых моделях 
двойной ВИЧ-инфекции. С одной стороны, такое 
свойство NGS20 минимизирует число ошибок и 
артефактов, получаемых в результате секвенирова-
ния, что оптимально для получения полногеномных 
последовательностей вируса [11, 17]. С другой сто-
роны, при использовании NGS20 возникает опас-
ность упустить вырожденность, связанную с двой-
ной ВИЧ-инфекцией в образце.

Для большинства модельных образцов приме-
нение метода анализа OTUs участка генома с по-
зициями 2725–2981 оказалось эффективным, что 
подтверждается формированием на дендрограммах 
достоверных кластеров (>80%) с соответствую-
щими контрольными и референтными последова-
тельностями. Наши результаты схожи с данными, 
полученными при исследовании двойной ВИЧ-ин-
фекции среди МСМ в Испании [9]. Однако было 
отмечено смещение соотношения доли OTUs, не 
соответствую щее доле вирусов в модельных об-
разцах. В частности, в смесях 63vsB и BvsA6 боль-
шинство полученных OTUs генотипировались как 
CRF63_02A1 и A6 соответственно. Основным объ-
яснением этого может быть тот факт, что степень 
дивергенции вирусов субсубтипа А6 и CRF63_02A1 
значительно больше, чем у субтипа В. При исполь-
зовании порогового значения 90% риды субтипа В 
удаляются автоматически. Этот несомненный не-
достаток данной методики должен быть учтён при 
изучении двойной инфекции, вызванной разными 
вариантами ВИЧ. Кроме того, такое смещение ре-

зультатов OTUs может говорить о том, что приме-
няемые в работе системы для амплификации и/или 
секвенирования амплифицируют и секвенируют 
различные вирусы с разной эффективностью. В 
результате, сигнал от более эффективно выявляе-
мого вируса подавляет сигнал от другого варианта. 
Подобная неравномерная чувствительность к раз-
ным вирусным вариантам была отмечена ранее при 
сравнении ПЦР-наборов для оценки вирусной на-
грузки ВИЧ-1 [23].

Тем не менее, несмотря на все недостатки ме-
тода анализа OTUs, он позволяет достоверно диф-
ференцировать двойную ВИЧ-инфекцию от моно-
инфекции в большинстве модельных образцов и 
может быть использован в дальнейших исследова-
ниях множественного инфицирования ВИЧ.

Стоит отметить тот факт, что активное при-
менение классического секвенирования и NGS 
делает эти технологии более доступными, снижая 
время проведения и цену анализа по сравнению с 
методикой SGS. Так, цена проведённого нами ана-
лиза одного образца с применением классического 
секвенирования составила около 10 000 руб., что 
практически в 2 раза дешевле такого же исследо-
вания, проведённого в 2010 г. [8]. Благодаря своей 
гигантской производительности, NGS оказывается 
ещё более дешёвой технологией: цена анализа ис-
следуемого геномного фрагмента каждого образца 
в нашем исследовании составляла около 5000 руб., 
что ниже стоимости аналогичного анализа NGS в 
2010 г. почти в 5 раз [8].

Заключение
Наши результаты говорят о пользе технологии 

NGS для исследования феномена двойной ВИЧ-ин-
фекции, демонстрируя высокую чувствительность 
анализа. Таким образом, внедрение в рутинную 
практику этой технологии позволит не только более 
эффективно выявлять генетические особенности 
инфекционных агентов, но и получать больше дан-
ных для более глубокого анализа эпидемиологиче-
ской ситуации.
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Фенотипический профиль актуальных полирезистентных 
сиквенс-типов (ST 1167, ST 944, ST 208)  
Аcinetobacter baumannii
Федотова О.С.1, Захарова Ю.А.1 , Остапчук А.В.1, Бажанова У.А.1, Захаров А.А.2

1Екатеринбургский научно-исследовательский институт вирусных инфекций Государственного научного центра 
вирусологии и биотехнологии «Вектор» Роспотребнадзора, Екатеринбург, Россия; 
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Аннотация
Введение. Ежегодно в мире регистрируют порядка 1 млн случаев инфекций, вызванных Acinetobacter 
spp., что составляет 1,8% всех случаев внутрибольничных инфекций. Клинически значимым представи-
телем рода Acinetobacter является Acinetobacter baumannii, о чем свидетельствуют результаты многолет-
них исследований, проведённых в нашей стране и за рубежом. Внутривидовое типирование микроорга-
низмов является неотъемлемой частью работы клинического микробиолога при расшифровке вспышек 
гнойно-септических инфекций в рамках эпидемиологического надзора за инфекциями, связанными с ока-
занием медицинской помощи. Большинство практикующих микробиологических лабораторий не имеют 
возможности использовать генотипические методы типирования в силу высоких финансовых затрат. 
Цель — разработка диагностической панели для внутривидовой идентификации A. baumannii сиквенс-ти-
пов ST 1167, ST 944, ST 208 на основе фенотипических свойств. 
Материалы и методы. Изучены внутривидовые признаки 74 штаммов A. baumannii из 4 многопрофильных 
медицинских организаций крупного промышленного центра с использованием генетических (мультилокус-
ное сиквенс-типирование) и комплекса фенотипических методов (биохимические тесты, биоплёнкообра-
зующая способность, зоны задержки роста вокруг дисков с антибактериальными препаратами, чувстви-
тельность к анилиновым красителям, дезинфицирующим средствам и ацинетобактерному бактериофагу). 
Результаты. Определены фенотипические характеристики 3 ведущих сиквенс-типов A. baumannii  
(ST 1167, 944, 208). 
Обсуждение. Сформирован эффективный и экономичный набор дифференцирующих тестов, позво-
ляющих выявить внутривидовые особенности полирезистентных штаммов A. baumannii актуальных 
сиквенс-типов. 
Заключение. Диагностическая панель позволит проводить внутривидовую дифференциацию трёх ши-
роко представленных сиквенс-типов A. baumannii в рамках микробиологического мониторинга инфекций, 
связанных с оказанием медицинской помощи.

Ключевые слова: Acinetobacter baumannii, внутривидовая характеристика, типирование, фенотипи-
ческие свойства, сиквенс-тип
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Phenotypic profile of priority multiresistant Аcinetobacter baumannii 
sequence types (ST 1167, ST 944, ST 208)
Olga S. Fedotova1, Yulia A. Zakharova1 , Anna V. Ostapchuk1,  
Ulyana A. Bazhanova1, Aleksander A. Zakharov2

1Ekaterinburg Research Institute of Viral Infections, State Research Center of Virology and Biotechnology “Vector”, 
Yekaterinburg, Russia; 
2D. Mendeleev University of Chemical Technology of Russia, Moscow, Russia

Introduction. About 1,000,000 cases of infections caused by Acinetobacter spp. per year are registered globally, 
making up 1.8% of all the cases of hospital-acquired infections. In compliance with long-term studies carried out 
in in this country and abroad, Acinetobacter baumannii is a clinically important representative of the Acinetobacter 
genus. Intraspecific typing of microorganisms is an integral part of a clinical microbiologist's contribution to 
scoring the outbreaks of purulent-septic infections within the sphere of HAI surveillance. Most of the practicing 
microbiological laboratories cannot use genotypic typing methods because of their high costs. 
Objective. Developing a test panel for intraspecific identification of A. baumannii sequence types (ST 1167,  
ST 944, ST 208) based on their phenotypic properties. 
Materials and methods. Intraspecific membership of 74 A. baumannii strains obtained from four multipurpose 
health settings of a large industrial centre was studied using a genetic method (multilocus sequence typing) and a 
suite of phenotypic methods (biochemical tests, biofilmogenous capacity, growth inhibition zones to antibacterial 
drugs, sensitivity to aniline dyes, disinfectants and Acinetobacter bacteriophage) was studied. 
Results. Phenotypic features of three predominant A. baumannii sequence types (ST 1167, 944, 208) were 
determined. 
Discussion. An efficacious economy set of differentiating tests allowing identification of intraspecific features of 
A. baumannii multiresistant strains was сreated. 
Conclusion. The test panel will enable the laboratories that cannot use sequencing methods to conduct 
intraspecific differentiation of common A. baumannii sequence types as part of microbiological monitoring.

Keywords: Acinetobacter baumannii, intraspecific characteristic, typing, phenotypic properties, sequence type
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Среди возбудителей ГСИ человека наиболее 
значимыми являются неферментирующие глюкозу в 
анаэробных условиях грамотрицательные бактерии 
[6, 7]. Ежегодно в мире регистрируют 1 млн (600 000– 
1 400 000) случаев инфекций, вызванных Acinetobacter 
spp., что составляет 1,8% всех случаев внутриболь-
ничных инфекций [8, 9]. Наиболее клинически значи-
мым видом рода Acinetobacter является A. baumannii,  
о чём свидетельствуют результаты многолетних ис-
следований, проведённых в нашей стране и за рубе-
жом [6, 10–13]. 

Самая высокая частота встречаемости возбу-
дителя наблюдается в отделениях реанимации и 

Введение
Микроорганизмы, обитающие в стационарах, 

способны формировать так называемые внутри-
больничные популяции, наиболее адаптированные 
к условиям существования в больничной среде [1]. 
Широкое распространение инфекций, связанных 
с оказанием медицинской помощи (ИСМП), в ме-
дицинских организациях различного профиля на-
носит значительный ущерб здоровью населения, 
экономике и демографической ситуации в стране. 
Ежегодно в России регистрируют 26–30 тыс. случа-
ев ИСМП, среди которых ведущее место занимают 
гнойно-септические инфекции (ГСИ) [2–5]. 
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интенсивной терапии [14]. Основным резервуаром 
A. baumannii в стационаре являются колонизиро-
ванные и инфицированные больные. К факторам 
риска развития инфекции, обусловленной данным 
патогеном, относят возраст пациентов, наличие он-
кологических заболеваний, нарушения иммунного 
статуса, ожоговую болезнь, сепсис [15–17]. Рези-
стентность госпитальных штаммов A. baumannii 
к различным классам антибиотиков, ряду дезин-
фицирующих средств и антисептиков существенно 
снижает эффективность лечебно-профилактических 
мероприятий и приводит к формированию эпиде-
мических очагов ГСИ с высокой летальностью паци-
ентов из перечисленных групп риска [18–20].

Внутривидовая характеристика (типирование) 
микроорганизмов является неотъемлемой частью 
работы клинического микробиолога при расшиф-
ровке вспышек ГСИ в рамках эпидемиологиче-
ского надзора за ИСМП. Данный метод позволяет 
провести сопоставление бактериальных изолятов 
по определённым биологическим свойствам и отве-
тить на вопрос о внутривидовом однообразии (раз-
нообразии) циркулирующей популяции в структур-
ном подразделении или медицинской организации 
в целом [15, 21].

Методы идентификации серотипов, используе-
мые для оценки сопоставимости микроорганизмов, 
можно разделить на фенотипические (основанные 
на изучении антибиограмм, био-, серо- и фаготипи-
ровании, иммуноблоттинге и электрофорезе белков 
и др.) и генотипические (основанные на амплифи-
кации нуклеиновых кислот, секвенировании от-
дельных фрагментов генома и др.). 

Приведённые методы существенно различа-
ются по таким характеристикам, как воспроизводи-
мость, разрешающая способность, стоимость, тру-
доёмкость проведения исследований и особенности 
интерпретации результатов. По основным приве-
дённым выше характеристикам (за исключением 
высокой стоимости) генотипические методы обла-
дают явными преимуществами. Для двух из геноти-
пических методов (pulsed field gel electrophoresis — 
PFGE и multilocus sequence typing — MLST) раз-
работаны стандартные протоколы, что позволяет 
получать в различных лабораториях полностью со-
поставимые данные.

Вместе с тем большинство практикующих ми-
кробиологических лабораторий в стране не имеют 
возможности использовать генотипические методы 
для внутривидовой характеристики микроорганиз-
мов в силу высоких финансовых затрат [22]. В свя-
зи с этим во многих медицинских организациях в 
качестве основного метода сопоставимости микро-
организмов по-прежнему используют метод оценки 
антибиотикограммы, что становится малоэффек-
тивным на фоне растущей резистентности к совре-
менным антимикробным препаратам [10–14, 23].

В настоящее время в общедоступной базе 
PubMLST.org объединены данные о типирова-
нии микробных популяций, собраны более 3900 
комбинаций аллелей с типом последовательности 
(sequence type — ST) и более 6600 изолятов, содер-
жащих информацию о фенотипе и происхождении 
A. baumannii [24]. Во всём мире наиболее широко 
распространены штаммы, продуцирующие кар-
бапенемазу — ключевой фактор распространения 
бактерий с множественной лекарственной устойчи-
востью. В их числе ST 208 и ST 944 определены как 
преобладающие последовательности типа карбапе-
нем-резистентного A. baumannii [25–27].

Целью исследования явилась разработка диа-
гностической панели для внутривидового типиро-
вания A. baumannii часто встречаемых сиквенс-ти-
пов ST 1167, ST 944, ST 208, основанной на изуче-
нии фенотипических признаков микроорганизмов.

Материалы и методы
Видовая идентификация 74 клинических изо-

лятов A. baumannii из 4 многопрофильных медицин-
ских учреждений крупного промышленного центра 
Приволжского федерального округа (отделений 
хирургии, терапии, оториноларингологии, реанима-
ции и сомато-психиатрии) была основана на куль-
туральных, морфологических и тинкториальных 
свойствах микроорганизмов [28]. Чувствительность  
A. baumannii к профильным антибиотикам опреде-
ляли в соответствии с методическими указаниями 
МУ 4.2.1890-04 и рекомендациями European Com-
mittee on Antimicrobial Susceptibility Testing [29, 30].

 Мультилокусное секвенирование-типирова-
ние A. baumannii осуществляли с использованием 
наборов реагентов и оборудования фирмы «Applied 
Biosystems» по методике, описанной производите-
лем [31]. Полученные в результате секвенирования 
нуклеотидные последовательности генов «домаш-
него хозяйства» обрабатывали с помощью про-
граммы «SeqMan» («DNASTAR Inс.»). Сиквенс-тип 
определяли, основываясь на комбинации аллелей с 
использованием оксфордской схемы [32]. Штаммы, 
находящиеся в базе данных, группировали в кло-
нальные комплексы на основании кластеризации 
методом eBURST для бактерий вида A. baumannii. 

Для исследования биохимического профи-
ля были использованы наборы «NEFERM test 24» 
(«Erba Lachema»).

Оценку биоплёнкообразующей способности 
на твёрдой поверхности проводили путём культи-
вирования изолятов A. baumannii в полистироло-
вых микротитровальных 96-луночных планшетах 
с последующей окраской их адгезировавшейся 
части 1% кристаллическим фиолетовым и опре-
делением оптической плотности (ОП) на спектро-
фотометре «Multisсan FC» («Thermo Scientific») 
[33, 34]. Результат определяли по критериям:  
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ОП ≥ 4,0 — высокая биоплёнкообразующая способ-
ность, ОП ≥ 3,0 — умеренная, ОП ≥ 2,0 — низкая.

Анализ наличия (отсутствия) зон задержки 
роста вокруг бумажных дисков с нанесёнными ан-
тибиотиками — эритромицином (15 мкг), ванкоми-
цином (5 мкг), рифампицином (5 мкг), клиндами-
цином (2 мкг), фузидином (10 мкг), линезолидом  
(10 мкг) — проводили диско-диффузионным мето-
дом на питательном агаре Мюллера–Хинтона [29].

Чувствительность A. baumannii к анилино-
вым красителям выявляли с использованием 0,1% 
водно-спиртовых растворов бромтимолового си-
него, метилового красного, фуксина основного, 
бромкрезолового пурпурного. Испытуемый бакте-
риальный штамм A. baumannii в виде 18-часовой 
бульонной культуры распределяли по поверхности 
чашки Петри с питательным агаром Мюллер–Хин-
тона. На газон с впитавшейся культурой наносили 
по 5 мкл 1% водно-спиртовых растворов анилино-
вых красителей. После впитывания капель чашки 
переворачивали и инкубировали при 37 ± 1°С в те-
чение 20–24 ч. О наличии антимикробного эффекта 
анилиновых красителей судили по появлению зон 
угнетения роста [35].

Изучение чувствительности к дезинфициру-
ющим средствам проводили с использованием де-
зинфектантов «Форекс-хлор» (0,1 и 0,06%), «Амик-
сидин» (0,25%), «Жавель Абсолют» (0,015%), 
«Миродез» (2%), «Клиндезин Экстра» (0,1%) со-
гласно Федеральным клиническим рекомендациям 
«Способ определения чувствительности бактерий 
к дезинфицирующим средствам при мониторинге 
устойчивости к антимикробным препаратам в ме-
дицинских организациях», а также МУ 3.5.1.3439-
17 «Оценка чувствительности к дезинфицирующим 
средствам микроорганизмов, циркулирующих в ме-
дицинских организациях». Штаммы считали чув-
ствительными, если гибель тестируемого микроор-
ганизма составляла 100% (отсутствие роста во всех 
пробах), устойчивыми — при наличии роста хотя 
бы в одной пробе.

Изучение возможности использования бак-
териофагов в диагностических, лечебных, про-
тивоэпидемических и профилактических меро-
приятиях продиктовано проблемой качественного 
оказания медицинской помощи на фоне высокой 
интенсивности лечебно-диагностического про-
цесса. Исследование чувствительности штаммов  
A. baumannii к бактериофагу проводили посредством 
диффузионного метода [36]. Экспериментальный 
образец ацинетобактерного бактериофага с высо-
кой литической и специфической активностью был 
получен из биологического материала пациентов и 
из сточных вод медицинского учреждения. По мор-
фологическим признакам фаг относился к морфо-
группе С1 семейства Podoviridae. Средний уровень 
литической активности фага по методу Аппельмана 

составил 10–4,62 ± 0,18, концентрация фаговых частиц 
по Грациа — 2,8 × 105 БОЕ [37, 38]. Испытуемый 
бактериальный штамм в виде 18-часовой бульон-
ной культуры распределяли по поверхности чашки 
Петри с питательным агаром Мюллера–Хинтона. 
На газон с впитавшейся культурой наносили по  
1 капле (0,03 мл) бактериофага с последующей ин-
кубацией при 37 ± 1°С в течение 18 ч. Степень ли-
зиса оценивали путем визуализации зоны на месте 
нанесения капель фага по 5-балльной шкале.

Результаты
Для внутривидовой характеристики A. bau­

man nii были идентифицированы 74 полирезистент-
ных штамма. Для секвенирования MLST отобраны 
в случайном порядке 15 (из 74) штаммов. Выявили 
3 сиквенс-типа: ST 1167 — 6 изолятов, ST 944 — 5, 
ST 208 — 4.

С целью формирования диагностической па-
нели были изучены фенотипические свойства ST 
1167, ST 944, ST 208 с использованием общедоступ-
ных тестов, в том числе тесты по оценке биохими-
ческого профиля, биоплёнкообразующей способно-
сти, зон задержки роста вокруг дисков с непрофиль-
ными антибиотиками, чувствительности штаммов 
A. baumannii к анилиновым красителям и дезинфи-
цирующим средствам, а также чувствительности к 
бактериофагу.

На первом этапе исследования проводили 
оценку штаммов A. baumannii, отнесённых к 3 
сиквенс-типам по биохимическому профилю, ис-
пользуя наборы «NEFERM test 24». 

Все штаммы ST 1167 (100%) были положитель-
ными в тестах: цитрат Симмонса, ксилоза, арабино-
за, малонат, галактоза, γ-глутамилтрансфераза (ГГТ), 
фосфатаза. Отрицательными — по уреазе, аргинину, 
орнитину, лизину, ацетамиду, β-глюкозидазе, N-аце-
тил β-D-глюкозидазе, лактозе, маннитолу, трегалозе, 
α-галактозидазе, β-галактозидазе, мальтозе, целло-
биозе, сахарозе, инозитолу, эскулину. Штаммы ST 
944 дали положительный результат в тестах: ци-
трат Симмонса, арабиноза, галактоза, фосфатаза, 
отрицательный — уреаза, аргинин, орнитин, ли-
зин, ацетамид, β-глюкозидаза, N-ацетил β-D-глю-
козидаза, лактоза, маннитол, трегалоза, ксилоза, 
α-галактозидаза, β-галактозидаза, малонат, мальто-
за, целлобиоза, сахароза, инозитол, ГГТ, эскулин.

Изоляты ST 208 были положительными по 
цитрату Симмонса, ксилозе, арабинозе, галактозе, 
фосфатазе, отрицательными — по уреазе, аргини-
ну, орнитину, лизину, ацетамиду, β-глюкозидазе, 
N-ацетил-β-D-глюкозидазе, лактозе, маннитолу, 
трегалозе, α-галактозидазе, β-галактозидазе, мало-
нату, мальтозе, целлобиозе, сахарозе, инозитолу, 
ГГТ, эскулину.

Штаммы A. baumannii ST 1167 отличались от ST 
944 и ST 208 по малонату и ГГТ, а ST 944 от других 
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сиквенс-типов — по ксилозе. Наибольшая биохи-
мическая активность выявлена у представителей ST 
1167 (были положительными в 7 тестах из 24), наи-
меньшей биохимической активностью характеризо-
вались ST 944 (положительны лишь в 4 из 24 тестов).

Таким образом, по результатам оценки био-
химического профиля исследуемых сиквенс-типов 
(ST 1167, ST 944, ST 208) для проведения типиро-
вания были отобраны тесты: малонат, ГГТ, ксилоза.

По результатам тестирования установлено, что 
высокую биоплёнкообразующую активность имели 
штаммы ST 944 (ОП = 4,03–5,12), умеренную — 
ST 1167 (ОП = 2,03–3,05). Низкой плёнкообразую-
щей способностью обладали изоляты A. baumannii 
ST 208 (ОП = 1,07–1,82).

В качестве эксперимента по определению зон 
задержки роста A. baumannii вокруг дисков с ан-
тибиотиками были использованы препараты, кото-
рые для лечения инфекционной патологии с уча-
стием A. baumannii не применяются: эритромицин 
(15 мкг), ванкомицин (5 мкг), рифампицин (5 мкг), 
клиндамицин (2 мкг), фузидин (10 мкг), линезолид 
(10 мкг). Оценку результатов проводили по призна-
ку наличия (отсутствия) задержки зоны роста бакте-
риальной культуры, выросшей на питательном ага-
ре Мюллера–Хинтона, вокруг диска с испытуемым 
антибиотиком. Анализ зон задержки роста вокруг 
дисков с антибактериальными препаратами устано-
вил, что все штаммы, отнесенные к ST 1167, имели 
зону задержки роста к эритромицину, ванкомицину, 
рифампицину, клиндамицину и линезолиду. Исклю-
чение составил фузидин — 2 штамма из 6 дали рост 
вокруг диска сплошным газоном. Штаммы ST 944 
имели зоны задержки роста к единственному анти-
биотику — рифампицину. Рост изолятов ST 208 по-
давляли только ванкомицин и рифампицин. Как по-
казали результаты исследования, для внутривидово-
го типирования 3 сиквенс-типов A. baumannii можно 
использовать диски с 4 антибиотиками: эритромици-
ном, ванкомицином, клиндамицином и линезолидом.

Оценка чувствительности изучаемых изолятов 
к анилиновым красителям (бромтимоловый синий, 
метиловый красный, фуксин основной, бромкрезо-
ловый пурпурный) установила, что рост штаммов 
ST 1167 подавлял фуксин основной, в остальных 
тестах представители данного сиквенс-типа оказа-
лись невосприимчивыми к красителям. У штаммов  
ST 944 выявлена различная степень чувствитель-
ности к бромтимоловому синему и фуксину основ-
ному, зоны задержки роста к остальным 2 краси-
телям не были обнаружены. Штаммы ST 208 были 
устойчивы ко всем тестируемым анилиновым кра-
сителям.

Исходя из представленных выше результатов, 
данный признак не может быть применим для типи-
рования в силу его высокой вариабельности, в том 
числе внутри групп.

Анализ чувствительности выделенных изо-
лятов A. baumannii к дезинфицирующим сред-
ствам установил, что все тестируемые штаммы 
были устойчивы к 0,06% раствору «Форекс-хлор». 
Остальные дезинфицирующие средства характе-
ризовались значительной вариабельностью, что 
позволило сделать вывод о нецелесообразности их 
использования для внутривидового типирования  
ST 1167, ST 944, ST 208. 

Изучение чувствительности к ацинетобак-
терному бактериофагу проведено диффузионным 
методом (спот-тест) на питательной среде Мюлле-
ра–Хинтона. Исследование фаголизабельности к 
бактериофагу показало, что штаммы A. baumannii 
ST 1167 имели высокий уровень чувствительности 
(5 изолятов получили оценку «++++»). Клиниче-
ский изолят № 680 из этой группы отличался нали-
чием единичных колоний вторичного роста в зоне 
лизиса, поэтому результат был оценен на «+++», что 
также относится к оценке результата как высокого. 
Штаммы сиквенс-типов (ST 944, ST 208) проявили 
устойчивость к ацинетобактерному бактериофагу 
(оценка «–»).

Основываясь на указанных выше данных, аци-
нетобактерный бактериофаг может быть применён 
для внутривидового типирования A. baumannii.

Таким образом, определён набор дифферен-
цирующих тестов, позволяющих выявить внутри-
видовые особенности полирезистентных штаммов 
A. bau mannii 3 сиквенс-типов (ST 1167, ST 944 и ST 
208) по способности к разложению ксилозы, ма-
лоната натрия, ГГТ; наличию зон задержки роста 
к эритромицину, клиндамицину, линезолиду, ван-
комицину; выраженности теста на плёнкообразую-
щую способность; чувствительности к ацинетобак-
терному бактериофагу (таблица).

Разработанная диагностическая панель позво-
лила осуществить внутривидовую дифференци-
ацию оставшихся 59 из 74 штаммов A. baumannii. 
По результатам тестирования из 59 штаммов 
A. bau  mannii 28 были отнесены к ST 1167, 14 —  
к ST 944, 15 — к ST 208. Оставшиеся 2 штамма по 
основным признакам, входящим в панель тестиро-
вания, не подходили ни к одной из представленных 
групп. В дальнейшем их генетическая принадлеж-
ность была подтверждена методом MLST. Штамм 
A. baumannii № 80 был отнесен к ST 502, штамм 
№ 76 — к ST 450.

Обсуждение
В ходе исследования штаммов A. baumannii  

3 сиквенс-типов (ST 1167, ST 944, ST 208) сформиро-
ван оптимальный набор дифференциальных тестов, 
позволяющих выявить внутривидовые особенности 
микроорганизмов по фенотипическим признакам 
(отношение к ксилозе, малонату, ГГТ (биохимиче-
ским тестам), биоплёнкообразующей способности, 
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резистентности к эритромицину, клиндамицину, 
линезолиду (по зонам задержки роста), чувстви-
тельности к ацинетобактерному бактериофагу. 

Производство и реализация тест-системы 
для определения внутривидовой принадлежности 
штаммов A. baumannii станет эффективным и эко-
номичным методом внутривидового типирования 
микроорганизмов для научных и практических це-
лей. Затраты на проведение тестирования составят 
205,5–240,8 руб., длительность проведения иссле-
дования — 24 ч. С учётом стоимости сиквенс-ти-
пирования (3000 руб.) экономия составит более 
2700 руб., снижение цены произойдёт в 14,6–
12,4 раза. Метод станет доступен любой бактерио-
логической лаборатории, осуществляющей диагно-
стику инфекционно-воспалительных заболеваний 
человека и животных.

По результатам проведённых нами исследова-
ний в международную базу данных PubMLST депо-
нированы 6 сиквенс-типов (ST) A. baumannii, выде-
ленных из медицинских организаций (№ 942 (22F); 
№ 943 (32F); № 944 (23F); № 945 (28F); № 946 
(2179F) и № 952 (31) [24]. 

Заключение
В рамках микробиологического мониторин-

га в системе эпидемиологического надзора за 
ИСМП разработанная диагностическая панель по-
зволит проводить внутривидовую дифференциа-
цию 3 широко распространённых сиквенс-типов 
A. baumannii, характеризующихся высоким уров-
нем циркуляции и устойчивостью к антимикроб-
ным препаратам. Прежде всего, тест-система будет 
актуальна и востребована для лабораторий и науч-

ных подразделений, не имеющих возможности ис-
пользовать методы секвенирования.
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Ключевые признаки штаммов A. baumannii сиквенс-типов 1167, 944, 208 для внутривидовой характеристики
Key features of A. baumannii sequence type strains 1167, 944, and 208 for intraspecific typing

Показатель
Parameter ST 1167 ST 944 ST 208

Биохимические свойства
Biochemical tests

ксилоза
xylose

+ - +

малонат
malonate

+ – –

ГГТ
γ-glutamyltransferase

+ – –

Пленкообразующая способность
Biofilmogenous capacity

Умеренная
Moderate

Высокая
High

Низкая
Low

Наличие зон задержки роста  
к непрофильным антибиотикам
Growth inhibition zones 
to antibacterial drugs

эритромицин
erythromycin

+ – –

клиндамицин
clindamycin

+ – –

линезолид
linezolid

+ – –

ванкомицин
vancomycin

+ – +

Чувствительность к бактериофагу
Sensitivity to bacteriophage

+ – –
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Формирование специфического иммунитета у лабораторных 
животных после одновременной вакцинации против  
сезонного гриппа и COVID-19
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Аннотация
Введение. Клиническая дифференциальная диагностика COVID-19 может быть затруднительна в случае 
совпадения с сезоном гриппа, что, в свою очередь, может приводить к несвоевременности принятия необ-
ходимых мер для борьбы с пандемией SARS-CoV-2. Существует также проблема сопутствующего SARS-
CoV-2 инфицирования вирусом гриппа (ВГ), что значительно утяжеляет течение COVID-19. 
Целью настоящей работы было изучение взаимного влияния одновременной иммунизации отечествен-
ными вакцинами для профилактики гриппа и COVID-19 на формирование специфического иммунитета 
лабораторных животных. 
Материалы и методы. В исследовании использовали мышей линии BALB/c. Иммунизацию животных про-
водили внутримышечно вакциной для профилактики COVID-19 (КовиВак) и вакциной для профилактики 
гриппа (Флю-М). Сыворотки иммунизированных животных исследовали индивидуально. Реакцию тормо-
жения гемагглютинации проводили с тремя штаммами ВГ. Антитела (АТ) к SARS-CoV-2 определяли при 
помощи иммуноферментного анализа. Для выявления вируснейтрализующих АТ к SARS-CoV-2 и к ВГ 
проводили реакцию нейтрализации.
Результаты. Обнаружены достаточно высокие титры специфических АТ в группах животных, привитых 
как одной, так и двумя вакцинами одновременно. В группах животных, привитых КовиВак и двумя вак-
цинами одновременно, как в иммуноферментном анализе, так и в реакции нейтрализации средние по-
казатели специфических АТ к SARS-CoV-2 статистически не различались. В группе животных, привитых 
одновременно двумя вакцинами, обнаружены статистически более высокие титры АТ к ВГ после второй 
иммунизации относительно группы животных, привитых Флю-М.
Обсуждение. Продемонстрировано формирование поствакцинального иммунитета как к ВГ, так и к SARS-
CoV-2 после одновременной иммунизации двумя вакцинами. Обнаруженное усиление поствакцинально-
го иммунного ответа к ВГ у лабораторных животных, привитых двумя вакцинами одновременно, требует 
дальнейшего изучения.
Заключение. Проведённые исследования позволяют предположить возможность одновременной вакци-
нации для профилактики гриппа и COVID-19. 
Ключевые слова: грипп, SARS-CoV-2, одновременная вакцинация
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Development of specific immunity in laboratory animals  
after co-immunization against seasonal influenza and COVID-19
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Abstract
Introduction. In clinical practice, the differential diagnosis of COVID-19 can be challenging during the flu season, 
entailing serious consequences such as delays in appropriate control measures against the SARS-CoV-2 
pandemic. Another problem is posed by co-infection of SARS-CoV-2 and influenza virus (IV), which significantly 
contributes to the severity of the COVID-19 disease. 
This study was aimed to explore the cross-impact of co-administration of Russian influenza and COVID-19 
vaccines on development of specific immunity in laboratory animals. 
Materials and methods. The study was conducted on BALB/c mice. The animals were inoculated intramuscularly 
with the vaccine for COVID-19 prevention (CoviVac) and the vaccine for influenza prevention (Flu-M). The sera 
from the immunized animals were examined separately. Three IV strains were used in the hemagglutination 
inhibition assay. Antibodies (Abs) against SARS-CoV-2 were detected by an enzyme-linked immunosorbent 
assay (ELISA). The neutralization test was performed to detect virus neutralizing antibodies against SARS-CoV-2 
and IV.
Results. Relatively high titers of specific Abs were found in the groups of animals inoculated with one vaccine 
and with two vaccines concurrently. In the groups of animals inoculated with CoviVac and with two vaccines 
concurrently, both in the ELISA test and in the neutralization test, the average titers of specific Abs against SARS-
CoV-2 did not demonstrate any statistical difference. The group of animals inoculated concurrently with two 
vaccines demonstrated statistically higher titers of Abs against IV after the second immunization compared to the 
group of animals inoculated with Flu-M.
Discussion. The study has shown that post-vaccination immunity both to IV and to SARS-CoV-2 develops after 
co-vaccination with two vaccines. The observed enhanced post-vaccination immune response to IV in the co-
immunized laboratory animals needs further research.
Conclusion. The performed studies suggest the possibility of co-administration of two vaccines to prevent influ-
enza and COVID-19.
 Keywords: influenza, SARS-CoV-2, co-vaccination
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мы COVID-19 в большинстве случаев протекают 
легко и напоминают простуду. Поскольку и грипп,  
и COVID-19 — респираторные вирусные заболева-
ния, их пик активности может приходиться на один 
и тот же период года — зимние месяцы в странах 
с умеренным климатом. В случае совпадения с се-
зоном гриппа клиническая дифференциальная ди-

Введение
Грипп и COVID-19 представляют собой ре-

спираторные вирусные заболевания, которые мо-
гут быть клинически неотличимы и, как прави-
ло, опасны для жизни в основном одних и тех же 
групп населения — пожилых людей и людей, стра-
дающих хроническими заболеваниями. Симпто-
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агностика гриппа и COVID-19 может быть затруд-
нительна, что, в свою очередь, может приводить к 
несвоевременности принятия необходимых мер для 
борьбы с пандемией SARS-CoV-2 [1]. 

Во время продолжающейся или рецидивирую-
щей циркуляции SARS-CoV-2 одновременно с ви-
русом гриппа (ВГ) в осенне-зимний сезон вакцина-
ция против гриппа может снизить как распростра-
нённость самого гриппа, так и количество случаев с 
симптомами, которые можно спутать с симптомами 
COVID-19. Предотвращение и снижение тяжести 
симптомов гриппа, уменьшение количества амбу-
латорных гриппоподобных заболеваний в целом, 
количества госпитализаций и реанимационных ме-
роприятий за счёт вакцинации против гриппа также 
может снизить нагрузку на систему здравоохране-
ния [1, 2]. Следует также отметить, что диагности-
ческие тесты, а также человеческие ресурсы огра-
ничены. Неполная и несвоевременная диагностика, 
в том числе дифференциальная, будет значительно 
воздействовать на работу системы здравоохранения 
в плане принятия адекватных противоэпидемиче-
ских мер и создавать напряжённость в работе ле-
чебных учреждений, а также повышать вероятность 
внутрибольничной передачи инфекции. 

Исходя из приведённых выше соображений, 
большинство медицинских работников выступают 
за расширение программ вакцинации против грип-
па, т.к. увеличение охвата населения вакцинацией 
против сезонного гриппа может помочь организации 
диагностических и лечебных мероприятий в период 
продолжающейся пандемии SARS-CoV-2, позволив 
упростить дифференциальную диагностику, а так-
же снизить нагрузку как на систему здравоохране-
ния в целом, так и на отделения интенсивной тера-
пии в частности [1, 3]. Так, например, в 2002 г. во 
время вспышки «тяжёлого острого респираторного 
синдрома», вызванного SARS-CoV-1, Всемирная 
организация здравоохранения (ВОЗ) рекомендова-
ла активизировать кампанию по вакцинации против 
гриппа, ориентированную на группы риска, чтобы 
иметь возможность быстро дифференцировать эти 
инфекции и принимать более точные и эффектив-
ные меры противодействия [4]. Руководство Центра 
по контролю и профилактике заболеваний США  в 
период пандемии SARS-CoV-2 настоятельно реко-
мендует медицинским работникам использовать 
любую возможность для проведения вакцинации 
против гриппа до начала сезона [5].

Однако некоторое время в научном сообществе 
и в средствах массовой информации велись дискус-
сии по поводу взаимосвязи между вакцинацией 
против гриппа и COVID-19. Исследование, прове-
дённое G.G. Wolff, «выявило» повышенный риск 
заболевания коронавирусом у лиц, вакцинирован-
ных против гриппа [6]. Он предположил, что вакци-
нация против гриппа снижает вероятность зараже-

ния гриппом, но при этом отсутствует стимуляция 
ВГ врождённого иммунитета, что и повышает, в 
итоге, риск заболевания COVID-19. Исследования 
G.G. Wolff, и в особенности его неожиданные выво-
ды, привели не только к активному  обсуждению, но 
и к исследованию данного «феномена». Ретроспек-
тивный статистический анализ взаимосвязи между 
вакцинацией против гриппа и другими респира-
торными, в том числе коронавирусными, заболе-
ваниями сезонов 2010–2011 гг. и 2016–2017 гг. в 
Канаде [7], а также сезона COVID 2019/2020 в Ита-
лии [8] опровергли выводы, сделанные G.G. Wolff. 
Также было продемонстрировано отсутствие связи 
между вакцинацией против гриппа и COVID-19 в 
исследовании, в котором изучались связи между 
вакцинацией против гриппа и заболеваемостью 
SARS-CoV-2 у медицинских работников [5]. Бо-
лее того, M.D. Riccio и соавт., проведя системный 
анализ опубликованных данных, обнаружили об-
ратную зависимость, которая была несколько нео-
жиданной, учитывая, что гриппозные вакцины не 
предназначены для защиты от SARS-CoV-2 [3]. 

Китайскими и канадскими учёными путём ма-
тематического моделирования была протестирована 
гипотеза о том, что кампания массовой вакцинации 
против гриппа будет иметь положительное влияние 
на организацию медицинской помощи и результаты 
лечения пациентов с неспецифическими симптома-
ми и гриппоподобными жалобами с риском разви-
тия COVID-19 или других респираторных инфек-
ций. Результаты показали, что увеличение уровня 
охвата вакцинацией против гриппа до оптимального 
порога задолго до начала сезона будет способство-
вать усилиям по сдерживанию вспышки COVID-19 
в плане быстрой постановки диагноза и принятия 
адекватных противоэпидемических мер [1].

Многие авторы сходятся во мнении, что иссле-
дования зависимости заболеваемости COVID-19 от 
вакцинации против сезонного гриппа следует про-
должать, чтобы подтвердить предварительные вы-
воды и изучить их валидность в отношении различ-
ных групп населения [3, 5, 8]. 

Существует ещё одна проблема, которая так-
же тре бует исследования оценки влияния вакци-
нации против гриппа в период не только пандемии 
COVID-19, но и в последующие периоды. Прове-
дённый китайскими учёными метаанализ опубли-
кованных данных показал, что распространённость 
коинфекции у пациентов с COVID-19 варьировала 
в разных исследованиях, однако могла достигать 
50% среди летальных случаев. Сопутствующие па-
тогены включали как бактерии, так и вирусы. Вирус 
гриппа A был одним из наиболее распространённых 
среди вирусов, которые сопутствовали коронави-
русной инфекции SARS-CoV-2 [9, 10]. Проведён-
ные экспериментальные работы по одновременно-
му заражению хорьков ВГ, штамм A1N1, и вирусом 
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SARS-CoV-2 продемонстрировали значительное 
утяжеление инфекционного процесса и увеличение 
смертности [11]. 

Также было обнаружено, что сопутствую-
щее инфицирование ВГ также может приводить к 
ложноотрицательному результату на rRT-PCR, осо-
бенно при тяжёлой форме острого респираторного 
синдрома SARS-CoV-2 [9]. Диагностирование ин-
фекции SARS-CoV-2 важно, поскольку позволяет 
принимать необходимые меры эпидемиологическо-
го контроля и использовать эффективную противо-
вирусную терапию в отношении SARS-CoV-2. 

Таким образом, сложно переоценить значи-
мость мероприятий по вакцинации населения про-
тив сезонного гриппа в период пандемии COVID-19. 
Максимальный уровень охвата вакцинацией против 
сезонного гриппа позволит упростить диагностику 
и уменьшить вероятность коинфекции ВГ в период 
пандемии SARS-CoV-2-инфекции.

Целью настоящей работы было изучение вза-
имного влияния вакцин для профилактики гриппа и 
SARS-CoV-2 российского производства на форми-
рование специфического поствакцинального имму-
нитета при одновременном введении лабораторным 
животным.

Материалы и методы
В исследовании использовали мышей линии 

BALB/c (гаплотип Н-2d) обоего пола массой 16–18 г. 
Животные были получены из питомника «Столбо-
вая» Научного центра биомедицинских технологий 
ФМБА.

В исследовании использовали зарегистриро-
ванные на территории России вакцину для профи-
лактики гриппа трёхвалентную инактивированную 
(Флю-М; СпбНИИВС ФМБА России), содержащую 
антигены ВГ типа А (H1N1, H3N2) и типа В; и вак-
цину для профилактики COVID-19 инактивиро-
ванную, цельновирионную (КовиВак; ФНЦИРИП  
им. М.П. Чумакова РАН). В качестве контроля была 
использована «Вода для инъекций» («Микроген»).

Животные были разделены на группы по 
20 мышей. Иммунизацию животных проводили 
внутримышечно (бедренная мышца) в дозах, реко-
мендованных производителями соответствующих 
вакцин. Животных вакцинировали препаратами 
КовиВак и/или Флю-М дважды с интервалом 14 сут 
для проведения сравнительных исследований им-
мунного ответа и оценки взаимного влияния пре-
паратов при одновременном введении. При имму-
низации двумя препаратами их вводили в разные 
конечности. Животным из группы контроля на 0-е 
и 14-е сутки эксперимента вводили воду для инъек-
ций в объёме 0,5 мл. 

У животных всех групп перед проведением 
1-й (на 0-е сутки) и 2-й иммунизации (на 14-е сут-
ки), а также на 28-е сутки эксперимента (14-е сутки 

после 2-й иммунизации) производили забор крови 
из глазной вены. Образцы крови после центрифу-
гирования разливали по пробиркам и хранили при 
–70°С для последующего одномоментного исследо-
вания. Специфические антитела (АТ) у иммунизи-
рованных животных определяли индивидуально в 
сыворотке крови каждого животного.

Все процедуры на отдельных мышах проводи-
ли в соответствии с Международными принципами 
«Европейской конвенции о защите позвоночных 
животных, используемых для экспериментов и дру-
гих научных целей» ETS № 123 (Страсбург, 1986), 
Приказом Минздрава РФ от 01.04.2016 № 199Н «Об 
утверждении Правил надлежащей лабораторной 
практики».

Реакцию торможения гемагглютинации (РТГА)  
проводили в соответствии с протоколом ВОЗ [12] 
по ранее описанной методике [13] с тремя 
штам мами ВГ: А/H1N1 (Guangdong-Maonan/
SWL1536/2019), А/H3N2 (Hong Kong/2671/2019),  
B (Washington/02/2019) из рабочей коллекции виру-
сов НИИВС им. И.И. Мечникова. Для статистиче-
ской обработки полученные титры специфических 
АТ переводили в log10 (lg), отрицательный результат 
(РТГА ≤ 10) приравнивали к 1 lg.

Иммуноферментный анализ (ИФА) для выяв-
ления АТ к SARS-CoV-2 проводили с использовани-
ем тест-системы для определения IgG к протеинам 
N и S (subunit S2) вируса SARS-CoV-2 для лабо-
раторного применения («НПФ Литех») в соответ-
ствии с инструкцией разработчика. Для статистиче-
ской обработки полученный результат переводили 
в log10 (lg), отрицательный результат (ИФА ≤ 100) 
приравнивали к 1 lg.

Реакцию нейтрализации (РН) для определения 
вируснейтрализующих АТ к SARS-CoV-2 проводили 
с использованием штамма PIK35 SARS-CoV-2 из ра-
бочей коллекции вирусов ФНЦИРИП им. М.П. Чу-
макова РАН. Перед проведением анализа готовили 
двукратные разведения образцов сывороток живот-
ных с использованием среды DMEM (ФНЦИРИП им. 
М.П. Чумакова РАН). Разведения сывороток смеши-
вали с равными объёмами вирусной суспензии, со-
держащей 50 ТЦИД50 на лунку. После 1 ч инкубации 
при 37°C смесь вирус + сыворотка вносили в монос-
лой клеток Vero в 2 повторах. Параллельно контроль 
клеток Vero инкубировали с аналогичными разведе-
ниями неиммунной («–» контроль) и иммунной («+» 
контроль) мышиных сывороток (ФНЦИРИП им. М.П. 
Чумакова РАН). После 5-дневной инкубации при 
37°C цитопатическое действие вируса оценивали с 
помощью светового микроскопа. Титр нейтрализую-
щих АТ рассчитывали согласно методу G. Kärber1.  

1 Kärber G. Beitrag zur kollektiven Behandlung pharmakologischer 
Reihenversuche. Archiv f experiment Pathol u Pharmakol. 1931; 
162: 480–483. DOI: 10.1007/BF01863914.
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Для статистической обработки полученный резуль-
тат переводили в log2, отрицательный результат (РН 
≤ 2) приравнивали к 1 log2.

РН для определения нейтрализующих АТ к 
ВГ проводили по ранее описанной методике [13] 
с 3 штаммами ВГ: А/H1N1 (Guangdong-Maonan/
SWL1536/2019), А/H3N2 (Hong Kong/2671/2019), 
B (Washington/02/2019) из рабочей коллекции виру-
сов НИИВС им. И.И. Мечникова. Для дальнейшей 
статистической обработки полученные титры спе-
цифических АТ переводили в lg, отрицательный ре-
зультат (РН ≤ 20) приравнивали к 1 log2.

Статистический анализ полученных данных 
проводили с использованием стандартного пакета 
программ «Microsoft Office Excel 2016». Данные 
титров специфических АТ по группам животных 
представлены в виде среднего геометрического 
(GMT) значения и стандартного отклонения сред-
него (SD). Достоверность различий сравниваемых 
величин оценивали с помощью парного t-критерия 
Стьюдента, парного, с двумя хвостами распределе-
ния. Различия считали статистически достоверны-
ми при уровне значимости р < 0,05. Корреляцию 
между вируснейтрализующими АТ с соответствую-
щими специфическими АТ в РТГА и в ИФА оцени-
вали с помощью коэффициента Пирсона (r).

Результаты
Все животные до иммунизации не имели опре-

деляемых уровней специфических АТ ни в одном 
их проводимых тестов. 

Формирование соответствующего специфиче-
ского поствакцинального иммунитета было отмече-
но во всех группах животных, кроме контрольной. 
У животных контрольной группы специфические 
АТ не были обнаружены ни в одном из тестов, ни на 
одной из точек забора крови. За время наблюдения 
не погибло ни одно животное. 

В РТГА отмечено формирование специфиче-
ского иммунитета к 3 штаммам ВГ у животных, по-

лучивших Флю-М и Флю-М + КовиВак (табл. 1).  
Через 14 сут после 1-й иммунизации разница меж-
ду этими группами по уровню АТ к ВГ была ста-
тистически недостоверной (p = 0,08–0,16). При 
сравнении уровня специфических АТ к ВГ после 
1-й и 2-й иммунизации в обеих группах выявлено 
статистически достоверное увеличение уровня АТ 
ко всем штаммам ВГ, кроме штамма А/H3N2 в груп-
пе животных, привитых Флю-М. Следует отметить, 
что после 1-й иммунизации уровень АТ к штам-
му ВГ А/H3N2 был достоверно выше, чем уровни 
АТ к двум другим штаммам ВГ, в обеих группах  
(р <0,0005). После 2-й иммунизации внутри обеих 
групп животных титры АТ к штаммам ВГ типа А 
практически не различались; а АТ к штамму B были 
достоверно ниже (р < 0,05). После 2-й иммунизации 
уровни специфических АТ в РТГА были достоверно 
выше у животных, получивших Флю-М + КовиВак, 
относительно группы животных, привитых толь-
ко Флю-М (p = 0,0001–0,002). В группе животных, 
иммунизированных КовиВак, АТ к ВГ не определя-
лись ни на одной из контрольных точек.

В результате иммунизации животных отме-
чено формирование вируснейтрализующих АТ к 
3 штаммам ВГ в группах, получавших Флю-М и 
Флю-М + КовиВак (табл. 2). После 1-й иммуни-
зации разница в уровнях вируснейтрализующих 
АТ к ВГ между группами была статистически не-
достоверна (p = 0,10–0,99). В динамике при срав-
нении уровня вируснейтрализующих АТ к ВГ у 
животных этих групп выявлено статистически до-
стоверное увеличение уровня АТ ко всем штаммам 
ВГ, кроме штамма А/H3N2, в группе животных, 
привитых Флю-М. Данный результат соответствует 
результатам, полученным в РТГА (табл. 1). Следу-
ет отметить, что после 1-й иммунизации уровень 
вируснейтрализующих АТ к штамму А/H3N2 был 
достоверно выше, чем уровни АТ к двум другим 
штаммам ВГ, в обеих группах (р < 0,05). После 2-й 
иммунизации обнаружена статистически достовер-

Таблица 1. Уровень специфических АТ (lg) к ВГ в РТГА у лабораторных животных после иммунизации Флю-М  
и КовиВак (GMT ± SD)
Table 1. Levels of specific Abs (lg) against IV in HIA in laboratory animals after immunization with Flu-M and CoviVac  
(GMT ± SD)

День  
исследования
Day of study

Флю-М
Flu-M

Флю-М + КовиВак
 Flu-M + CoviVac

КовиВак
CoviVac

Штамм ВГ / IV strain

А/H1N1 А/H3N2 B А/H1N1 А/H3N2 B А/H1N1 А/H3N2 B

14 1,38 ± 0,20 1,80 ± 0,20 1,25 ± 0,22 1,59 ± 0,38 1,98 ± 0,30 1,41 ± 0,35 Н.о.
N.d.

Н.о.
N.d.

Н.о.
N.d.

28 2,03 ± 0,58 1,86 ± 0,36 1,55 ± 0,26 3,00 ± 0,20 2,94 ± 0,29 2,09 ± 0,28 Н.о.
N.d.

Н.о.
N.d.

Н.о.
N.d..

t-test 0,0084 0,52177 0,01817 0,0009 0,0015 0,0039 – – –

Примечание. Здесь и в табл. 2, 3: Н.о. — не определялись, т.е. отсутствовали при проведении исследования.
Note. Here and in Tables 2, 3: N.d. — not detectable.
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ная разница между группами животных по уровню 
вируснейтрализующих АТ к ВГ (p = 0,0002–0,002). 
Уровни вируснейтрализующих АТ после 2-й им-
мунизации были достоверно выше в группе жи-
вотных, привитых Флю-М + КовиВак, что также 
согласуется с результатами РТГА (табл. 1). В обеих 
группах животных АТ к штаммам ВГ типа А бы-
ли практически на одном уровне; достоверно ниже 
были АТ к штамму ВГ типа B (р < 0,05). В группе 
животных, иммунизированных КовиВак, нейтра-
лизующие АТ к 3 штаммам ВГ не определялись ни 
на одной из контрольных точек (табл. 2). При рас-
чёте корреляции между уровнем АТ к ВГ в РТГА 
и уровнем вируснейтрализующих АТ к ВГ в обеих 
группах животных после 1-й и 2-й вакцинации ко-
эффициент корреляции Пирсона колебался от 0,60 
до 0,87. Данные значения коэффициента Пирсона 
соответствуют значимой степени корреляции с до-
стоверностью p < 0,05.

В табл. 3 представлены титры специфических 
АТ к SARS-CoV-2 в ИФА и РН. В результате имму-
низации животных отмечено формирование специ-
фических АТ к SARS-CoV-2 в группах, получивших 
КовиВак и Флю-М + КовиВак. Через 14 дней после 
1-й иммунизации разница между уровнями специ-
фических АТ была статистически не достоверна 
между данными группами в ИФА (p = 0,10) и РН  
(p = 0,09). При сравнении показателей иммунитета 

животных внутри групп после 1-й и 2-й иммуни-
зации выявлено статистически достоверное увели-
чение уровня АТ в ИФА и РН (табл. 3). После 2-й 
иммунизации разница между уровнями специфи-
ческих АТ к SARS-CoV-2 в ИФА и РН в группах 
животных, привитых КовиВак и Флю-М + Кови-
Вак, была статистически недостоверна (p ≥ 0,10). 
В группе животных, иммунизированных Флю-М, 
специфические АТ к вирусу SARS-CoV-2 не опре-
делялись ни на одной из контрольных точек. Коэф-
фициент корреляции Пирсона между уровнем АТ 
к SARS-CoV-2 в ИФА и в РН составил 0,89–0,94 в 
обеих группах животных после 1-й и 2-й вакцина-
ции. Данные значения коэффициента Пирсона со-
ответствуют значимой степени корреляции с досто-
верностью p < 0,01.

Обсуждение
В результате эксперимента, предпринятого 

для оценки взаимного влияния иммунизации оте-
чественными препаратами КовиВак и Флю-М, вы-
явлено отсутствие негативного влияния как вакци-
ны Флю-М на формирование иммунитета к вирусу 
SARS-CoV-2, так и вакцины КовиВак на формиро-
вание иммунитета к ВГ при одновременном введе-
нии лабораторным животным.

Формирование иммунитета к ВГ выявлено в 
группах животных КовиВак и Флю-М + КовиВак, 

Таблица 2. Уровень вируснейтрализующих АТ к ВГ в РН (log2) у лабораторных животных после иммунизации Флю-М  
и КовиВак (GMT ± SD)
Table 2. Levels of virus neutralizing Abs against IV in NT (log2) in laboratory animals after immunization with Flu-M  
and CoviVac (GMT ± SD)

День  
исследования
Day of study

Флю-М
Flu-M

Флю-М + КовиВак
Flu-M + CoviVac 

КовиВак
CoviVac

Штамм ВГ / IV strain

А/H1N1 А/H3N2 B А/H1N1 А/H3N2 B А/H1N1 А/H3N2 B

14 2,20 ± 0,27 2,49 ± 0,28 1,77 ± 0,40 1,91 ± 0,42 2,50 ± 0,14 1,71 ± 0,58 Н.о.
N.d.

Н.о.
N.d.

Н.о.
N.d.

28 2,69 ± 0,38 2,52 ± 0,27 2,17 ± 0,40 3,05 ± 0,12 2,99 ± 0,16 2,69 ± 0,16 Н.о.
N.d.

Н.о.
N.d.

Н.о.
N.d.

t-test 0,0038 0,8104 0,0426 0,0001 0,0002 0,0038 – – –

Таблица 3. Уровень специфических АТ к SARS-CoV-2 в РН (log2) и ИФА (lg) у лабораторных животных  
после иммунизации Флю-М и КовиВак (GMT ± SD)
Table 3. Levels of specific Abs against SARS-CoV-2 in NT (log2) and ELISA (lg) in the laboratory animals  
after the immunization with Flu-M and CoviVac (GMT ± SD)

День  
исследования
Day of study

Флю-М
Flu-M

Флю-М + КовиВак
 Flu-M + CoviVac  

КовиВак
CoviVac

РН / NA ИФА / ELISA РН / NA ИФА / ELISA РН / NA ИФА / ELISA

14 Н.о.
N.d.

Н.о.
N.d.

2,53 ± 1,66 2,53 ± 1,66 2,53 ± 1,66 1,90 ± 0,75

28 Н.о.
N.d.

Н.о.
N.d.

5,75 ± 1,14 5,75 ± 1,14 5,75 ± 1,14 2,76 ± 0,28

t-test – – 0,0029 0,0029 0,0029 0,0249
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что подтверждается наличием специфических АТ 
в сыворотке крови животных, определённых как в 
РТГА, так и в РН. Средние показатели АТ к ВГ в 
обеих группах животных были на достаточно вы-
соком уровне, аналогичном описанному ранее в 
эксперименте по двукратной вакцинации мышей 
BALB/c инактивированными отечественными вак-
цинами для профилактики гриппа [13]. Интерес-
но, что после 1-й иммунизации разница в уровнях 
специфических АТ как в РТГА, так и в РН меж-
ду группами, получившими КовиВак и Флю-М +  
КовиВак, практически отсутствовала. Однако по-
сле 2-й иммунизации выявлено очевидное преиму-
щество одновременной иммунизации препаратами 
КовиВак и Флю-М, что подтверждается статисти-
чески достоверной разницей между средними по-
казателями уровней специфических АТ к ВГ как в 
РТГА, так и в РН. Соотношение между уровнями 
специфических АТ к 3 штаммам ВГ сохранялось 
схожим как в динамике в пределах одной группы, 
так и между группами на соответствующих точках 
исследования. Уровень АТ к ВГ у обоих штаммов 
типа А был практически одинаковым и статистиче-
ски более значим, чем уровень АТ к штамму типа B 
линии Victoria в обеих группах, как после 1-й, так 
и после 2-й иммунизации животных. Полученные в 
данном эксперименте данные сопоставимы с ранее 
опубликованными [13, 14].

Формирование поствакцинального иммуните-
та к вирусу SARS-CoV-2 выявлено в группах жи-
вотных, получивших КовиВак и Флю-М + КовиВак, 
что подтверждается наличием в сыворотке крови 
животных специфических АТ, определённых как в 
ИФА, так и в РН. Интересно, что после 1-й имму-
низации кажущаяся разница в уровнях специфиче-
ских АТ как в ИФА, так и в РН между группами, 
получившими КовиВак и Флю-М + КовиВак, ока-
залась статистически недостоверной. А после 2-й 
иммунизации разница в уровнях АТ как в ИФА, так 
и в РН между группами отсутствовала. 

В результате проведённых исследований вы-
явлено не только отсутствие негативного влияния 
на иммунитет при одновременной иммунизации 
вакцинами для профилактики гриппа и COVID-19, 
но, более того, обнаружено определённое усили-
вающее влияние на уровень специфических АТ к 
ВГ, что было несколько неожиданно. Данный фе-
номен, являясь однозначно положительным, тре-
бует дальнейшего изучения для выяснения меха-
низмов усиления иммунного ответа к ВГ. Вакцина 
КовиВак является инактивированной и цельнови-
рионной и содержит гидрооксид алюминия. Учи-
тывая тот факт, что вакцины КовиВак и Флю-М 
вводились в разные конечности животного, можно 
предположить отсутствие адъювантного влияния 
гидроокиси алюминия на формирование специфи-
ческих АТ к ВГ. 

Проведённый несколько ранее эксперимент с 
одновременной вакцинацией трансгенных мышей 
вакцинами для профилактики гриппа и COVID-19 
продемонстрировал формирование нейтрализую-
щих АТ как к ВГ, штамм A/H1N1, так и к вирусу 
SARS-CoV-2. Более того, был продемонстрирован 
протективный эффект при последующем заражении 
лабораторных животных ВГ и SARS-CoV-2 [11].  
В эксперименте L. Bao и соавт. [11], как и в нашем 
исследовании, применяли инактивированную вак-
цину для профилактики COVID-19 («PiCoVacc», 
«Sinovac Biotech Ltd.») и инактивированную вакци-
ну против гриппа («Anflu», «Sinovac Biotech Ltd.»). 
При сравнении уровней АТ к ВГ, штамм А/H1N1, 
отмечалась тенденция к более высокому уровню у 
группы животных, привитых одновременно двумя 
вакцинами, относительно группы животных, при-
витых только противогриппозной вакциной. В этом 
же исследовании изучалось соотношение субпо-
пуляций Т-лимфоцитов CD4+/CD8+. При анализе 
баланса иммунного ответа субпопуляциями кле-
ток Th1 и Th2, важного показателя формирования 
адаптивного иммунитета, определённое преиму-
щество было у группы животных, привитых одно-
временно обеими вакцинами, которое подтвержда-
лось повышенными уровнями интерлейкина-4 в 
сыворотке их крови [11]. В отличие от нашего ис-
следования, группы животных были небольшими  
(n = 6); сами животные были трансгенными Tg 
(K18-hACE2) для изучения АТ-зависимого эффек-
та; иммунизация вакциной для профилактики грип-
па была проведена однократно [11]. В нашем же 
исследовании мыши линии BALB/c были привиты 
дважды гриппозной вакциной, как было описано 
ранее [13].

Результаты, полученные в настоящем иссле-
довании, подтверждают положительный эффект от 
одновременной иммунизации лабораторных живот-
ных отечественными вакцинами для профилактики 
гриппа Флю-М и для профилактики коронавирус-
ной инфекции КовиВак, подтверждённый формиро-
ванием специфических вируснейтрализующих АТ. 
Обнаруженное нами усиление иммунного ответа к 
ВГ у лабораторных животных при одновременной 
иммунизации является положительным результа-
том, однако требует дальнейшего изучения меха-
низма её возникновения.

Заключение
В ситуации, когда, весьма вероятно, приви-

ваться против COVID-19 надо будет с определённой 
периодичностью, необходимо планировать страте-
гию иммунизации, особенно пожилого населения 
страны, с учётом уже рекомендованных вакцин, как 
например, вакцин против пневмококка и гриппа. 
Своевременная вакцинация может предотвратить 
одновременное заражение и благоприятно повли-
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ять на исход такого заболевания, как COVID-19. 
Международный Совет по иммунизации взрослого 
населения (ICAI), отметив высокий риск тяжёлого 
течения COVID-19 в результате коинфицирования и 
последующего, вслед за перенесённым COVID-19, 
инфицирования ВГ, призывает мировое сообщество 
и правительства расставить приоритеты и разрабо-
тать отдельную программу иммунизации взрослого 
населения [15].

Результаты, полученные в настоящем исследо-
вании, подтверждают формирование специфичес-
кого поствакцинального иммунитета к ВГ и SARS-
CoV-2 при одновременной иммунизации лабора-
торных животных отечественными вакцинами для 
профилактики гриппа Флю-М и для профилактики 
коронавирусной инфекции КовиВак. Проведённые 
лабораторные исследования позволяют предполо-
жить возможность, при необходимости, одновре-
менной иммунизации взрослого населения страны 
вакцинами для профилактики гриппа и COVID-19.
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Анализ изменения состояния влагалищной микрофлоры  
у женщин репродуктивного возраста в условиях трёхсуточной 
«сухой» иммерсии без использования средств профилактики
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Аннотация
Введение. В связи с возрастающим участием женщин в космических полётах встают вопросы о влиянии 
факторов полёта на состояние женского организма и, в частности, на стабильность, видовые и количе-
ственные изменения микрофлоры влагалища. Для изучения влияния отдельных факторов космического 
полёта на организм наиболее удобными являются модельные эксперименты, в частности, «сухая» им-
мерсия. 
Целью данной работы является сравнительная оценка состояния микробиоты влагалища  
у 6 женщин-испытателей до и после 3-суточного пребывания в «сухой» иммерсии.
Материалы и методы. Всем испытателям выполнена микроскопия вагинального отделяемого, окрашен-
ного по Граму, и культуральное исследование в соответствии с медицинской технологией «Интегральная 
оценка состояния микробиоты влагалища. Диагностика оппортунистических вагинитов». Видовую иденти-
фикацию микроорганизмов проводили методом MALDI-TOF-MS-анализа.
Для количественной оценки изменения состояния влагалищной микрофлоры и микрофлоры цервикально-
го канала использовали эубиотический индекс, отражающий отношение числа положительных состояний 
микробиоты (до эксперимента — по отношению к норме, после эксперимента — по отношению к состоя-
нию до эксперимента) к числу отрицательных.
Результаты. После 3-суточной «сухой» иммерсии у испытателей, которые до изоляции имели высокий 
титр аэробных микроорганизмов, количество аэробной микрофлоры существенно увеличилось, при этом 
количество протективных видов снижалось. У испытателей, которые до изоляции имели низкий титр 
аэроб ных микроорганизмов, количество аэробной микрофлоры уменьшилось, а количество лактобацилл 
повысилось, что говорит об активации колонизационной резистентности микрофлоры влагалища. У испы-
тателей, у которых до изоляции обнаруживалась существенная обсеменённость анаэробной условно-па-
тогенной микрофлорой, количество всех анаэробов, включая лактобациллы, снижалось. Эубиотический 
индекс, рассчитанный для цервикального канала, после 3-суточной иммерсии снизился. Полученные дан-
ные свидетельствуют о том, что после 3-суточной изоляции наблюдалось ухудшение состояния микро-
флоры.

Ключевые слова: вагинальная микрофлора, «сухая» иммерсия, факторы космического полёта
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Analysis of changes in the state of vaginal microflora in women  
of reproductive age under conditions of a three-day "dry"  
immersion without the use of prophylaxis
Vyacheslav K. Ilyin1, Valery V. Boyarintsev2, Darya V. Komissarova1 , Konstantin A. Toniyan1,3, 
Nonna A. Usanova1, Yuliya A. Morozova1, Vera V. Muravieva4 , Gyuldana R. Bayramova4,  
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Abstract
Introduction. Currently, the participation of women in space flights is increasing. In this regard, questions about 
the influence of space factors on the state of the female body arise inevitably. Model experiments, in particular, 
"dry" immersion, are most convenient for studying the influence of individual factors of space flight on the 
organism. The aim of this work is a comparative assessment of the state of the vaginal microbiota of 6 female 
volunteers before and after three-day "dry" immersion.
Materials and methods. Microbial samples of all volunteers were stained according to Gram with a sequential 
culture study in accordance with the medical technology. The species identification of microorganisms was 
performed by MALDI-TOF-MS analysis using an Autoflex III time-of-flight mass spectrometer with Maldi BioTyper 
software.
To assess changes in the state of the vaginal microflora and microflora of the cervical canal, eubiotic index was 
used. It reflects the number of positive states of microbiota to the number of negative ones.
Results. After 3 days of "dry" immersion volunteers, who had high titer of aerobic microorganisms before isolation, 
had significant increase of the amount of aerobic microorganisms, while the number of lactobacilli decreased. 
The other group of volunteers showed activation of colonization resistance of the vaginal microflora. Volunteers, 
who had a significant contamination with anaerobic opportunistic microflora before isolation, had reduction of the 
number of all anaerobes, including lactobacilli. The eubiotic index, calculated for the cervical canal, decreased 
after 3 days of immersion. The data obtained indicate that after 3 days of isolation, the state of the microflora has 
deteriorated.

Keywords: vaginal microflora, dry immersion, space flight factors
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Известно, что факторы космической миссии 
являются причиной формирования стресса и не-
гативно сказываются на микрофлоре верхних ды-
хательных путей и кишечника [1]. Наблюдается 
увеличение роста условно-патогенных микроор-
ганизмов (УПМ) и снижение титра протективных 
групп бактерий, что, в совокупности с длительным 
нахождением в замкнутом пространстве космиче-

Введение
В настоящее время участие женщин в косми-

ческих полётах и наземных модельных эксперимен-
тах возрастает. В связи с этим неизбежно встают 
вопросы о влиянии факторов полёта на состояние 
женского организма и, в частности, на стабиль-
ность, видовые и количественные изменения ми-
крофлоры влагалища.
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ского корабля или гипотетической лунной станции, 
является серьёзным фактором риска возникновения 
воспалительных процессов в репродуктивной си-
стеме женщин.

Поддержание постоянства микрофлоры вла-
галища является важным для здоровья и качества 
жизни женщин. Изменение рациона питания, осо-
бенностей гигиенических процедур, стресс — всё 
это является фактором смещения баланса влага-
лищной микрофлоры и снижения естественного ко-
лонизационно-резистентного барьера [2]. Это про-
является в первую очередь в снижении количества 
Lactobacillus spp. и увеличении условно-патогенной 
факультативно и облигатно-анаэробной микрофло-
ры, характерной для женщин с воспалительными 
заболеваниями органов малого таза [3].

Для изучения влияния отдельных факторов 
космического полёта на системы организма наибо-
лее удобными являются модельные эксперименты, 
в частности, «сухая» иммерсия (СИ). Во время экс-
перимента испытатели находятся в имитируемой 
невесомости и испытывают влияние целого спектра 
факторов космического полёта: гиподинамию, пере-
распределение жидких сред [4]. Во время экспери-
мента испытатель, одетый в нижнее бельё, уклады-
вается на платформу на гидроизолирующую плёнку 
в иммерсионную ванну эргономического дизайна, 
заполненную водой. Иммерсионная ванна скон-
струирована таким образом, что, когда платформа 
опускается, испытатель оказывается погруженным 
в воду полностью, за исключением головы. Таким 
образом, после погружения испытатель находится в 
безопорном подвешенном состоянии: имитируемой 
невесомости. Испытателю позволяется покидать 
ванну только на 10 мин в сутки для принятия душа 
и совершения гигиенических процедур.

Целью данной работы является сравнительная 
оценка состояния микробиоты влагалища у жен-
щин-испытателей до эксперимента и по заверше-
нии 3-суточного пребывания в условиях СИ.

Материалы и методы
Эксперимент одобрен биоэтической комис-

сией ГНЦ РФ – ИМБП РАН (протокол № 544 от 
16.06.2020).

В исследование включены 6 женщин-испыта-
телей репродуктивного возраста, которые во время 
эксперимента не принимали антибактериальные 
препараты и иные средства, способные оказать вли-
яние на микрофлору влагалища и цервикального ка-
нала. Женщины находились в иммерсионной ванне 
в течение 3 сут. Начало эксперимента для каждого 
испытателя определяли индивидуально из расчёта, 
что окончание пребывания в условиях СИ попадёт 
на 9–10-й дни менструального цикла.

Отделяемое влагалища и цервикального кана-
ла отбирали на 10–11-й дни менструального цикла 

дважды: до начала эксперимента и сразу после его 
завершения.

Микробиологический анализ состава микро-
биоты влагалища и цервикального канала прово-
дили на базе Института микробиологии, антими-
кробной терапии и эпидемиологии НМИЦ АГП   
им. В.И. Кулакова.

Всем испытателям выполнены микроскопия 
вагинального отделяемого, окрашенного по Гра-
му, и культуральное исследование в соответствии 
с медицинской технологией «Интегральная оцен-
ка состояния микробиоты влагалища. Диагности-
ка оппортунистических вагинитов» [5]. Взятие 
материала осуществляли стерильным дакроновым 
тампоном из заднего свода влагалища и после об-
работки шейки стерильным ватным тампоном — 
из цервикального канала в пробирки с транспорт-
ной средой Эймса («Medical Wire»). Вагинальное 
содержимое и отделяемое цервикального канала 
засеивали на селективные и неселективные агари-
зованные плотные питательные среды. Для выделе-
ния факультативно-анаэробных микроорганизмов 
использовали колумбийский агар, хромогенную 
прозрачную среду Brilliance («Oxoid»), маннит-со-
левой агар («Himedia»), энтерококковый агар, среду 
Эндо и агар Сабуро (ГНЦ прикладной микробио-
логии и биотехнологии). Инкубировали посевы в 
условиях СО2-инкубатора («Jouan»). Лактобациллы 
культивировали на среде лактобакагар (ГНЦ при-
кладной микробиологии и биотехнологии), строгие 
анаэробы — на прередуцированном агаре Шедле-
ра («Oxoid») с необходимыми добавками в услови-
ях анаэробного бокса («Whitley DG 250 Anaerobic 
Workstation») в атмосфере трёхкомпонентной га-
зовой смеси (N2 80%, CO2 10%, H2 10%). Видовую 
идентификацию микроорганизмов проводили ме-
тодом MALDI-TOF-MS-анализа с использовани-
ем времяпролётного масс-спектрометра «Autoflex 
III» c программным обеспечением «Maldi BioTyper 
v.3.0» («Bruker Daltoniks»). 

Для количественной оценки изменения со-
стояния влагалищной микрофлоры и микрофлоры 
цервикального канала использовали эубиотиче-
ский индекс (Ei), отражающий отношение числа 
положительных состояний микробиоты (до экс-
перимента по отношению к норме и после экс-
перимента по отношению к состоянию до экспе-
римента) к числу отрицательных. Повышение Ei 
означает улучшение состояния микробиоты по 
определённому показателю (например, после экс-
перимента выявлены увеличение или стабильно 
высокий титр протективных групп микроорганиз-
мов или снижение титра УПМ). Значение Ei мень-
ше 1,0 означает, что количество негативных пока-
зателей микробиоты преобладает над количеством 
положительных, что соответствует дисбиозу или 
близкому к нему состоянию.
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Учитывая малое количество испытателей, до-
стоверность различия результатов по Ei до и по-
сле СИ оценивали с применением дисперсионного 
анализа для малых выборок (среднее значение ± 
стандартное отклонение) [6]. Анализ проводили с 
по мощью пакета программ для статистической об-
работки данных «Minitab».

Результаты и обсуждение
Все выделенные микроорганизмы разделены 

на 3 группы: 
• 1-я группа — факультативно-анаэробные 

УПМ (включая дрожжевые грибы Саndida 
albicans), присутствие которых в высоких 
титрах является риском развития аэробного 
вагинита и кандидозного вульвовагинита; 

• 2-я группа — облигатно-анаэробные и ми-
кроаэрофильные УПМ (включая Gardnerella 
vaginalis), ассоциированные с бактериаль-
ным вагинозом;

• 3-я группа — Lactobacillus spp. [7–9].
Испытатели были разделены на 2 группы (по  

3 человека в каждой группе) в зависимости от оце-
ниваемого параметра.

Для оценки риска развития и усугубления 
аэроб ного вагинита в отдельную группу выделены 
те волонтёры, у которых изначально наблюдалось 
значительное количество облигатной (главной) и 
факультативной (сопутствующей) факультатив-
но-анаэробной микрофлоры: Staphylococcus spp., 
Strep tococcus spp., Escherichia coli, Proteus vulgaris, 
Entero coccus spp., C. albicans.

Аналогично для оценки риска и усугубления 
бактериального вагиноза были отобраны волонтё-
ры, у которых имелось некоторое разнообразие 
строго анаэробных микроорганизмов (Porphyro­
monas somerae, Prevotella bivia) и G. vaginalis. 

Кроме оценки изменений по выбранному па-
раметру, в обеих группах также оценивалось коли-
чество протективной микрофлоры, т.е. Lactobacillus 
spp. Обращает на себя внимание небольшое сниже-
ние Ei, рассчитанного для всей микрофлоры, с 1,25 
до СИ до 1,0 после СИ, что указывает на некоторую 
дестабилизацию состояния микробиоты после 3-су-
точной СИ.

В группе риска развития аэробного вагинита 
отмечено ухудшение состояния микробиоты вла-
галища и по факультативно-анаэробным УПМ, и по 
протективной микрофлоре (рис. 1): Ei снижается, что 
свидетельствует об уменьшении позитивных изме-
нений микробиоты и увеличении негативных. 

У некоторых испытателей cтали появляться 
виды УПМ, которые ранее не выявлялись, причём в 
титрах от 103 КОЕ/мл и выше. Также отмечено рез-
кое уменьшение количества Lactobacillus spp.

В группе испытателей, у которых не выявлено 
изначально высокой обсеменённости факультатив-

Рис. 2. Ei факультативно-аэробной (а) и протективной (б) 
микрофлоры влагалища до и после краткосрочной СИ  

в группе, не находящейся в зоне риска развития  
аэробного вагинита.

Fig. 2. Eubiotic index of facultative aerobic (a) and protective 
(b) vaginal microflora before and after short-term "dry" im-

mersion in a group not at risk of developing aerobic vaginitis.

Рис. 1. Ei факультативно-аэробной (а) и протективной (б) 
микрофлоры влагалища до и после краткосрочной СИ  

в группе риска развития аэробного вагинита.
Fig. 1. Eubiotic index of facultative aerobic (a) and protec-
tive (b) vaginal microflora before and after short-term "dry" 

immersion in the risk group for developing aerobic vaginitis.
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но-анаэробными микроорганизмами, Ei по факуль-
тативно-анаэробным микроорганизмам увеличил-
ся, как и индекс по протективной группе, что гово-
рит об активации колонизационной резистентности 
и вытеснении факультативных анаэробов протек-
тивными группами Lactobacillus (рис. 2).

При анализе облигатно-анаэробной микрофло-
ры выявлено увеличение Ei в группе риска развития 
бактериального вагиноза (рис. 3), что свидетель-
ствует о некотором улучшении ситуации. При этом 
Ei по Lactobacillus spp. снизился, в то время как в 
группе испытателей, у которых изначально не бы-
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ло строго анаэробных УПМ, он оставался стабиль-
ным, хотя и несколько ниже 1,0, что указывает на 
незначительное преобладание негативных измене-
ний над позитивными.

В силу меньшего видового разнообразия ми-
кробиоты цервикального канала нами оценены из-
менения до и после 3-суточной СИ у всех испыта-
телей (6 человек) без разделения на группы. У всех 
испытателей отмечено снижение Ei с 1,0 до 0,44, 
при этом наблюдалось достоверное снижение коли-
чества лактобацилл всех видов.

Согласно данным литературы, у пациенток 
с диагностированными воспалительными забо-
леваниями придатков матки при исследовании 
микрофлоры влагалища выявляется достоверное 
превышение концентрации стафилококков, кишеч-
ной палочки, гарднереллы и стрептококков над ко-
личеством лактобацилл [3]. В проведённом нами 
исследовании у половины испытателей отмечены  
увеличение аэробной микрофлоры и снижение ко-
личества Lactobacillus, что свидетельствует об уве-
личении риска развития воспалительных заболева-
ний органов малого таза.

Следует отметить, что испытатели, у которых 
преобладали лактобациллы вида L. crispatus в це-
лом имели меньший титр УПМ. У одной женщи-
ны-испытателя наблюдалась элиминация L. crispa­
tus после СИ и появление C. albicans в титре 104 
КОЕ/мл. Полученные данные согласуются с про-
водимыми ранее исследованиями, свидетельству-
ющими о том, что данный вид лактобацилл про-
являет хорошую антагонистическую активность в 
отношении E. coli и Candida spp. и является пер-
спективным пробиотическим микроорганизмом 
[10, 11].

Выводы
1. После 3-суточной иммерсии в целом наблю-

далось ухудшение состояния микрофлоры всех во-
лонтёров.

2. У испытателей, которые до иммерсии имели 
высокий титр аэробных микроорганизмов, коли-
чество аэробной микрофлоры существенно увели-
чилось, при этом количество протективных видов 
снижалось, что свидетельствует о повышении ри-
ска развития аэробного вагинита в условиях, созда-
ваемых длительной иммерсией.

3. У испытателей, которые до иммерсии име-
ли низкий титр аэробных микроорганизмов, ко-
личество аэробной микрофлоры уменьшилось, а 
количество лактобацилл повысилось, что говорит 
об активации колонизационной резистентности ми-
крофлоры влагалища.

4. У испытателей, у которых до иммерсии обна-
руживалась существенная обсеменённость анаэроб-
ной УПМ, количество всех анаэробов, включая лак-
тобациллы, снизилось, что подтверждает сделанное 
выше предположение о повышении риска возникно-
вения воспалительных заболеваний влагалища.

5. Эубиотический индекс, рассчитанный для 
цервикального канала, после 3-суточной СИ сни-
зился. Это говорит об ухудшении состояния микро-
флоры данного биотопа.
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Взаимодействие возбудителей сапронозов с клетками  
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Аннотация
Введение. Существенную роль в экологии возбудителей сапронозов Yersinia pseudotuberculosis и Listeria 
monocytogenes и в эпидемиологии вызываемых ими инфекций играют наземные растения, употребляе-
мые в пищу. Эти микроорганизмы часто обнаруживаются на растительных субстратах, они размножаются 
на разных овощных культурах и корнеплодах. В связи с этим актуально изучение жизнеспособности и 
биологической активности Y. pseudotuberculosis и L. monocytogenes при контакте с разными наземными 
растениями, в том числе с теми, которые не употребляются в пищу, но используются для лечения.
Цель исследования — изучение взаимодействия возбудителей сапронозов Y. pseudotuberculosis и L. mono-
cyto genes с каллусными культурами наземного растения воробейника краснокорневого (Lithospermum 
erythro rhizon Siebold et Zucc). 
Материалы и методы. В исследование включены штаммы бактерий Y. pseudotuberculosis 512 1b сероти-
па, рYV+, 82MD+ и L. monocytogenes NCTC (4b) 10527 из коллекции НИИ эпидемиологии и микробиологии 
им. Г.П. Сомова, а также культура клеток из корней воробейника краснокорневого, линия ВК-39 (Коллекция 
ФНЦ биоразнообразия ДВО РАН). 
Перед исследованиями Y. pseudotuberculosis и L. monocytogenes культивировали на питательном агаре 
при рН 7,1–7,2 в течение 18–20 ч. Готовили рабочее разведение микроорганизмов (106 микробных клеток 
на 1 мл) и наносили их в дозе 100 мкл на поверхность каллусов растений. В динамике через 3 и 14 сут 
брали пробы материала и готовили их для сканирующей электронной микроскопии. 
Результаты. Уже в течение 3–14 сут после начала эксперимента Y. pseudotuberculosis и L. monocytogenes 
образовывали биоплёнки на поверхности клеток исследуемых растений. При этом впервые обнаружено, 
что Y. pseudotuberculosis разрушали компоненты оболочки клеток. 
Заключение. Новые данные, полученные при исследовании, расширяют представления о средах и фор-
мах обитания, а также потенциале патогенности возбудителей сапронозов в окружающей среде.

Ключевые слова: бактерии, Yersinia pseudotuberculosis, Listeria monocytogenes, Lithospermum erythro-
rhizon, биоплёнка
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Interaction of causative agents of sapronoses with the land plant 
Lithospermum erythrorhizon 
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Abstract
Background. A significant role in the ecology of the sapronotic pathogens Yersinia pseudotuberculosis and 
Listeria monocytogenes and in the epidemiology of the infections they cause is played by land plants used 
for food. These microorganisms are often found on plant substrates, they multiply on various vegetable and 
root crops. In this regard, it is relevant to study the viability and biological activity of Y. pseudotuberculosis and  
L. monocytogenes in contact with various land plants, including those that are not eaten, but are used in medicine. 
Aim. Study of the interaction of sapronotic pathogens Y. pseudotuberculosis and L. monocytogenes with callus 
cultures of the land plant Lithospermum erythrorhizon Siebold et Zucc.
Materials and methods. The studies included strains of Y. pseudotuberculosis 512 serotype 1b, pYV+, 82MD+ 
and L. monocytogenes NCTC (4b) 10527 from the Collection of Somov Institute of Epidemiology and Microbiology, 
and cell culture from the roots of red-root gromwell Lithospermum erythrorhizon line VC-39 (from the Collection 
of FSC of the East Asia Terrestrial Biodiversity FEB RAS). 
Before the study, Y. pseudotuberculosis and L . monocytogenes were cultured 18–20 hours on nutrient agar pH 
7.1–7.2. A working dilution of microorganisms was prepared (106 micobial cells per 1 ml) and applied at a dose 
of 100 µl to the surface of plant calli. Material samples were taken in dynamics after 3 and 14 days and prepared 
for scanning electron microscopy. 
Results. Y. pseudotuberculosis and L. monocytogenes formed biofilms on the surface of plant cells within 3 days 
after the start of the experiment. It was noted that Y. pseudotuberculosis destroyed the components of the plant 
cell membrane.
Conclusion. New data obtained during the study expand the understanding of environments and forms of habi-
tation, as well as the potential for pathogenicity of sapronotic pathogens in the environment.
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Введение
К настоящему времени имеются данные о спо-

собности возбудителей сапронозов [1], в частности 
Yersinia  pseudotuberculosis [2], Listeria mono cyto-
genes [3], а также зоонозов [4] использовать разные 
среды обитания. Значительную роль в экологии 
этих микроорганизмов и в эпидемиологии вызыва-
емых ими инфекций играют растения [5, 6]. Анализ 
многочисленных вспышек, вызванных Y. pseu do­
tuberculosis [7] и Y. enterocolitica [8], показал, что 
чаще всего факторами передачи этих бактерий чело-
веку являются овощи и корнеплоды, а также блюда, 
приготовленные из них, в которых они размножа-

ются и накапливаются в значительных количествах, 
поддерживая высокую степень вирулентности. 

Имеются сведения о том, что сок многих ово-
щей, например, моркови, свёклы, капусты, содер-
жит аттрактанты для Y. pseudotuberculosis [9]. На 
этом основании авторами сделано предположение 
о роли хемотаксиса названных бактерий при обсе-
менении ими овощей. В экспериментах с помощью 
сканирующей электронной микроскопии выявлено, 
что Yersinia и некоторые другие энтеробактерии 
формируют микроколонии на поверхности кусоч-
ков корма, яичной скорлупы, листьев капусты [10]. 
Также выявлена способность этих бактерий форми-
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ровать биоплёнки на поверхности каллусов жень-
шеня — Panax ginseng C.A. Mey штамм R-1 [11]. 
Исследования в этом направлении своевременны и 
актуальны. 

В представленной статье основное внимание 
сосредоточено на изучении взаимодействия бак-
терий — возбудителей сапронозов — с каллусами 
наземного растения воробейника краснокорнево-
го (Lithospermum erythrorhizon) — ВК. Это травя-
нистое многолетнее растение распространено на 
Дальнем Востоке России, в Приморье, При амурье, 
а также в Китае, Монголии, Японии и Корее.  
В лечебных целях применяются его корни, листья 
и  плоды. 

Основными биоактивными метаболитами в 
корнях ВК являются шиконин и его производные 
[12, 13]. Согласно многочисленным исследовани-
ям, шиконин эффективен при воспалениях, лече-
нии ран, а также есть сведения о его выраженном 
противораковом эффекте в отношении различных 
типов опухолей вследствие ингибирования проли-
ферации клеток и их миграций, индукции апоптоза, 
автофагии, некроза и значимом антиоксидантном 
действии [14, 15]. 

Известно о противогрибковом [16] и противо-
вирусном [17] действии экстрактов из ВК. Культура 
клеток из корней ВК-39 продуцирует эфиры шико-
нина, на основе которых производят шикониновое 
масло. Оно эффективно ингибирует грамположи-
тельную микрофлору (Staphylococcus aureus, S. epi-
der midis, S. lutea, Bacillus subtilis и др.), обладает 
противогрибковым действием, является эффектив-
ным нестероидным противовоспалительным пре-
паратом, т.к. нормализует продукцию ключевых 
медиаторов воспаления — интерлейкинов-1 и -2, 
γ-интерферона, снижает отёк и сосудистую прони-
цаемость в очаге острого воспаления. Антимикроб-
ное и противовоспалительное действие этого сред-
ства сочетается с его способностью регенерировать 
эпителий после различных поражений.

Имеющиеся данные свидетельствуют об ак-
туальности исследований в этом направлении для 
расширения и углубления познания механизмов, ис-
пользуемых патогенными для человека и животных 
бактериями — возбудителями сапронозов —  при 
обитании их в разных средах, в частности, клетках 
наземных растений, а также создания на этой осно-
ве новых диагностических и лечебных препаратов 
[18–21]. 

Цель исследования: изучение взаимодействия 
возбудителей сапронозов Y. pseudotuberculosis и  
L. mo  no cytogenes с каллусными культурами ВК.

Материалы и методы
В работе использованы штаммы бакте-

рий Y. pseu dotuberculosis 512 1b серотипа, pYV+, 
82MD+ и L. monocytogenes NCTC (4b) 10527, изо-

лированные от больных (Коллекция НИИ эпи-
демиологии и микробиологии им. Г.П. Сомова) 
и культура клеток из корней ВК, линия ВК-39  
(Коллекция ФНЦ биоразнообразия ДВО РАН). 

Перед исследованиями Y. pseudotuberculosis и 
L. mono cytogenes культивировали на питательном 
агаре при рН 7,1–7,2 в течение 18–20 ч. Готовили 
рабочее разведение микроорганизмов (106 микроб-
ных клеток на 1 мл) и наносили их на поверхность 
каллусов растений в дозе 100 мкл. В динамике че-
рез 3 и 14 сут брали пробы материала и готовили их 
для сканирующей электронной микроскопии. 

Каллусы ВК культивировали на агаризованной 
питательной среде W0, содержащей дополнительно 
2 мг/л кинетина, 0,2 мг/л индол-3-уксусной кислоты 
и 0,25 мг/л CuSO4, в пробирках в темноте при 25 ± 
1ºС [14]. Через 30 сут каллусы переносили на све-
жую аналогичную питательную среду, затем через 
неделю добавляли исследуемые бактерии. Началь-
ная масса каллусов составила 0,20–0,22 г. Условия 
культивирования не меняли до конца эксперимента. 

В динамике через 3 и 14 сут после добавления 
бактерий брали пробы материала для сканирующей 
электронной микроскопии. Образцы фиксирова-
ли в 2,5% глутаровом альдегиде, приготовленном 
на 0,1 М какодилатном буфере рН 7,2 в течение 
24 ч. Промывали пробы в том же буфере в течение 
24 ч. Затем дополнительно фиксировали их в 1% 
ОsО₄, приготовленном на дистиллированной воде 
(20 мин), и промывали в дистиллированной воде в 
течение 5 ч. Пробы обезвоживали с использованием 
установки «BAL-TEC CPD 030» («Bal-Tec»), закреп-
ляли на столиках для сканирующей электронной 
микроскопии, используя двустороннюю ленту, и на-
пыляли хромом толщиной 10–15 нм («Q150 TES», 
«Quorum Technologies»). Приготовленные препара-
ты анализировали с использованием сканирующего 
электронного микроскопа «Evo40» («Carl Zeiss»). 
Разгонное напряжение составило 29 кВ.

Результаты 
С помощью сканирующей электронной микро-

скопии исследован характер взаимодействия возбу-
дителей сапронозов Y. pseudotuberculosis и L. mono-
cytogenes с каллусными культурами ВК. 

В контроле клетки культуры на протяжении 
всего периода наблюдения (14 сут) имели целост-
ную поверхность без признаков разрушения (рису-
нок, а). 

Через 3 сут после заражения клеток ВК Y. pseu­
do tuberculosis на поверхности растительных клеток 
бактерии формировали биоплёнку, состоящую из 
палочек длиной до 2,5 мкм, объединённых длинны-
ми контактными отростками (рисунок, г, д). Часть 
микроорганизмов имела неровную поверхность, что 
отражало начальный этап их фрагментации в ходе 
формирования бесструктурного матрикса — ком-
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Сканирующая электронная микроскопия возбудителей сапронозов Y. pseudotuberculosis и L. monocytogenes  
при взаимодействии с каллусными культурами ВК.

а — стерильная культура клеток ВК, контрольный образец (14-е сутки после начала эксперимента); б — формирование биоплёнки 
L. monocytogenes на поверхности клеток культуры (3-и сутки), бактериальные клетки (черная стрелка) объединены сетью контактных 
отростков (белые стрелки); в — L. monocytogenes (черная стрелка) погружены в бесструктурный матрикс (белая стрелка), покрываю-
щий поверхность растительных клеток (14-е сутки); г — биоплёнка, образованная Y. pseudotuberculosis на поверхности растительных 

клеток (3-и сутки), бактерии (чёрные стрелки) объединены контактными отростками (белая стрелка); д, е — биоплёнка  
Y. pseudotuberculosis (черные стрелки) на поверхности растительных клеток (14-е сутки), бактериальные клетки погружены  

в аморфный матрикс (белые стрелки). 
Scanning electron microscopy of the causative agents of sapronosis Y. pseudotuberculosis and L. monocytogenes  

in interaction with callus cultures of the Lithospermum erythrorhizon. 
a — sterile culture of L. erythrorhizon cells, control sample (14 days) after the start of the experiment; b — formation of L. monocytogenes 
biofilm on the surface of cultured cells (3 days), bacterial cells (black arrow) are united by a network of contact projections (white arrows);  

c — L. monocytogenes (black arrow) immersed in a structureless matrix (white arrow) covering the surface of plant cells (14 days);  
d — biofilm formed by Y. pseudotuberculosis on the surface of L. erythrorhizon cultured cells, the third day after the start of the experiment; 
bacteria (black arrows) are united by contact projections (white arrow); e, f — biofilm of Y. pseudotuberculosis (black arrows) on the surface  

of L. erythrorhizon cells (14 days), bacterial cells are immersed in an amorphous matrix (white arrows).

 
 

а / а

б / b

в / с

г / d

д / e

е / f



668 669JOURNAL OF MICROBIOLOGY, EPIDEMIOLOGY AND IMMUNOBIOLOGY. 2021; 98(6) 
DOI: https://doi.org/10.36233/0372-9311-149

ORIGINAL RESEARCHES

понента биоплёнки. Через 14 сут после начала экс-
перимента зрелая биоплёнка покрывала бóльшую 
часть поверхности клеток ВК. Под действием бак-
терий нарушалась целостность оболочек раститель-
ных клеток, в результате чего обнажалась сеть поли-
сахаридных волокон, входящих в состав клеточных 
стенок. Бактериальная биоплёнка была представ-
лена бесструктурным матриксом и погружённы-
ми в него бактериальными клетками (рисунок, д),  
длина некоторых экземпляров достигала 8 мкм. 

На 3-и сутки после внесения L. monocytogenes 
в культуру клеток ВК на поверхности растений име-
лись участки, покрытые формирующейся бактери-
альной биоплёнкой (рисунок, б). Группы коротких 
(длиной около 1 мкм) палочек были соединены 
длинными контактными отростками, формирую-
щими сетчатые структуры на поверхности клеток 
ВК. На 14-е сутки после заражения поверхность 
растительных клеток покрывала зрелая биоплён-
ка, состоящая из тяжей бесструктурного матрикса 
и бактериальных клеток (рисунок, в). При этом по-
верхность растительных клеток выглядела целост-
ной, без признаков разрушения. 

Обсуждение 
В настоящее время активно развиваются ис-

следования, касающиеся мест и форм обитания 
возбудителей инфекционных заболеваний, их жиз-
неспособности, биологической активности и ви-
рулентности. Известно, что Y. pseudotuberculosis и  
L. monocytogenes относятся к возбудителям сапро-
нозов. Названные микроорганизмы обнаружены в 
разных наземных объектах, в том числе в растени-
ях, употребляемых в пищу. Имеющиеся данные о 
важной роли растений в развитии патологии чело-
века и животных не вызывают сомнений и требуют 
дальнейшего изучения. 

Основными результатами проведённого иссле-
дования являются следующие:

1. Получены новые данные о способности 
возбудителей сапронозов Y. pseudotuberculosis и 
L. mono cytogenes длительный период времени оби-
тать на клетках ВК, не употребляемого в пищу, но 
используемого для получения лечебных и профи-
лактических препаратов. 

2. Установлено, что Y. pseudotuberculosis и 
L. mono cytogenes образовывали биоплёнки на по-
верхности каллусов ВК. 

3. Обнаружено, что Y. pseudotuberculosis, в от-
личие от L. monocytogenes, разрушали компонен-
ты оболочки растительных клеток, что, очевидно, 
может способствовать проникновению бактерий 
внутрь этих клеток. 

Заключение
Новые сведения о жизнеспособности возбуди-

телей сапронозов в наземных растениях, применя-

емых, в частности, для лечения, расширяют пред-
ставление о биологической активности этих микро-
организмов и требуют дальнейших исследований. 
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Характеристика вирулентных штаммов Escherichia coli, 
выделенных от пациентов с урологической инфекцией
Слукин П.В.1 , Асташкин Е.И.1, Асланян Е.М.1, Ершова М.Г.2, Полетаева Е.Д.2,  
Светоч Э.А.1, Шепелин А.П.1, Фурсова Н.К.1

1Государственный научный центр прикладной микробиологии и биотехнологии Роспотребнадзора,  
Оболенск, Россия; 
2Инфекционная клиническая больница № 1, Ярославль, Россия

Аннотация
Введение. Инфекции мочевыводящих путей (ИМП), вызванные уропатогенными Escherichia coli (UPEC), 
ежегодно поражают 150 млн человек.
Цель: характеристика внегоспитальных штаммов UPEC, выделенных от пациентов с ИМП в Ярославле в 
2016–2017 гг.
Материалы и методы. Чувствительность штаммов UPEC (n = 20) к антимикробным препаратам опре-
деляли методом серийных разведений; гены антибиотикорезистентности и вирулентности, филогруппы, 
О-серогруппы и сиквенс-типы идентифицировали методом ПЦР и полногеномного секвенирования. Виру-
лентность штаммов изучали на модели личинок Galleria mellonella.
Результаты. Штаммы UPEC отнесены к категориям лекарственно-резистентных (n = 11) и множествен-
но лекарственно-резистентных (n = 9) патогенов. Выявлены гены β-лактамаз blaTEM (n = 10), blaCTX-M  
(n = 6), интегроны класса 1 (n = 8) и генные кассеты dfrA17-aadA5 (n = 2), dfrA1 (n = 1) и aacA4-cmlA1 (n = 
1). Идентифицированы гены вирулентности UPEC: адгезинов fimH, papG, sfaS, focG, afa/draBC, csgA, си-
дерофоров iroN, fyuA, iutA, факторов противодействия иммунитету макроорганизма ompT и traT, токсинов 
hlyA, cnf1, usp, транспортёра капсулы kpsMTII, колицина cvaC, островов патогенности I536, II536, III536, IV536, 
IIJ96 и IICFT073. Определены высоковирулентные и слабовирулентные для личинок G. mellonella штаммы 
UPEC с LD50 104–105 и 106–107 КО соответственно. Идентифицированы филогруппы A, B1, B2, E и F, серо-
группы О2, О4, О6, O9, O11, О15, О18, О25, О75 и O89, известные сиквенс-типы ST14, ST58, ST69, ST73, 
ST93, ST127, ST131, ST141, ST165, ST297, ST457, ST537, ST744, ST1434 и впервые найденные в данном 
исследовании ST9239 и ST10102.
Заключение. Выявленное генетическое разнообразие внегоспитальных штаммов UPEC согласуется с ми-
ровой тенденцией распространения патогенов человека, обладающих одновременно высокой вирулент-
ностью и множественной лекарственной устойчивостью. Это позволяет проспективно охарактеризовать 
текущую эпидемиологическую ситуацию, дать прогноз её развития, а также определить оптимальные на-
правления терапии.

Ключевые слова: UPEC, уропатогенные Escherichia coli, гены факторов патогенности, мультило-
кусное секвенирование-типирование, полногеномное секвенирование, сиквенс-типы, Galleria mellonella
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Abstract
Objective. Urinary tract infections (UTIs) caused by uropathogenic Escherichia coli (UPEC) affect 150 million 
people annually.
Purpose: Characteristics of non-hospital strains of UPEC isolated from patients with UTI in Yaroslavl in 2016–
2017.
Materials and methods. Susceptibility of UPEC strains (n = 20) to antibacterials was measured by the serial 
dilution method; the antibiotic resistance and virulence genes, phylogroups, O-serogroups and sequence types 
were identified by PCR and whole genome sequencing. The virulence of the strains was studied using the model 
of Galleria mellonella larvae. 
Results. UPEC strains were classified as resistant (n = 11) and multi-drug resistant (n = 9) pathogens. Beta-
lactamase genes blaTEM (n = 10), blaCTX-M (n = 6), class 1 integrons (n = 8), and gene cassettes dfrA17-aadA5  
(n = 2), dfrA1 (n = 1) and aacA4-cmlA1 (n = 1) were identified. UPEC-virulence genetic determinants coding 
adhesins fimH, papG, sfaS, focG, afa/draBC, csgA, siderophores iroN, fyuA, iutA, counteracting factors of host 
immunity ompT, traT, toxins hlyA, cnf1, usp, capsule transporter kpsMTII, colicin cvaC, and pathogenicity islands 
I536, II536, III536, IV536, IIJ96 и IICFT073 were detected. Highly virulent and slightly virulent for G. mellonella larvae UPEC 
strains were obtained with LD50 104–105 and 106–107 CFU, respectively. The phylogroups A, B1, B2, E and F, 
serogroups О2, О4, О6, O9, O11, О15, О18, О25, О75 and O89, known sequence types ST14, ST58, ST69, 
ST73, ST93, ST127, ST131, ST-141, ST165, ST297, ST457, ST537, ST744, ST1434 and novel ST9239  and 
ST10102 were revealed.
Conclusions.  The identified genetic diversity of non-hospital UPEC strains is consistent with the observed global 
trend in the spread of human pathogens, which are characterized with both high virulence and multiple drug 
resistance. This makes possible to assess prospectively the current epidemiological situation, give a forecast for 
its development in the future, as well as determine the optimal therapeutic options.

Keywords: UPEC, uropathogenic Escherichia coli, pathogenic factor genes, multilocus sequence typing, whole 
genomе sequencing, sequence-type, Galleria mellonella
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в течение жизни [4]. UPEC-инфекции зачастую вы-
званы множественно резистентными E. coli, в част-
ности, глобальным доминирующим клоном UPEC 
сиквенс-типа ST-131, несущим β-лактамазы расши-
ренного спектра (БЛРС) [5]. У продуцентов БЛРС 
были идентифицированы гены blaCTX-M (до 100% 
штаммов), blaSHV (~63%), blaTEM (~11%) [6]. Фено-
тип множественной резистентности ассоциирован 
с наличием также генетических детерминант, опре-
деляющих устойчивость к аминогликозидам (aac, 
aad, ant, aph), сульфаниламидам (dfr) и фторхино-
лонам (мутации в хромосомном гене gyrA), а также 

Введение
Инфекции мочевыводящих путей (ИМП) — 

широко распространённые бактериальные инфек-
ции, ежегодно поражающие в мире 150 млн человек 
[1]. Доминирующий возбудитель ИМП — уропато-
генные Escherichia coli (uropathogenic Escherichia 
coli — UPEC), которые вызывают 90% внегоспи-
тальных и 50% госпитальных урологических ин-
фекций [2]. В России в 2018 г. E. coli были веду-
щим возбудителем ИМП в разных субпопуляци-
ях пациентов — от 71 до 80% [3]. Около 50–60% 
взрослых женщин имеют хотя бы один эпизод ИМП 
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наличием интегронов класса 1 [7]. К генетическим 
детерминантам, ассоциированным с проявлением 
патогенных свойств UPEC, относятся гены адгези-
нов, токсинов, рецепторов сидерофоров, факторов 
противодействия иммунной системе макроорга-
низма, транспортёров капсул 2-й и 3-й групп, коли-
цина V и островов патогенности [6]. В России все 
штаммы UPEC, выделенные в 2017–2018 гг., несли 
гены, ответственные за синтез сидерофоров (irp2, 
iuc, iroN), устойчивость и персистенцию (ompT) и 
факторы адгезии (fimH, iha) [8].

Штаммы UPEC характеризуются высокой сте-
пенью генетической гетерогенности, поэтому важ-
ное эпидемиологическое значение имеет молеку-
лярно-генетическая характеристика, позволяющая 
определить принадлежность штаммов к филогене-
тическим группам (A, B1, B2, D, E и F), О-группам 
и сиквенс-типам. Штаммы UPEC, выделенные в 
разных регионах мира, преимущественно относят-
ся к филогруппам B2 и D, серогруппам O8, O15, 
O25 и O75, сиквенс-типам ST131, ST69, ST73, ST10, 
ST127 и ST140 [9–11]. В России описаны штаммы 
UPEC филогенетических групп A, B1, B2, D, E и F 
[10, 12] и серогрупп О1, О2, О6, О7, О8, О16, О25 и 
О75 [13, 14]. Публикации о сиквенс-типах штаммов 
UPEC, выделенных в России, отсутствуют.

Для определения вирулентности штаммов 
UPEC в последнее время широко используется хо-
рошо охарактеризованная модель личинок большой 
восковой моли Galleria mellonella [5, 15]. Адекват-
ность использования данной модели обеспечивается 
наличием у личинок элементов иммунной системы 
(гемоциты гемолимфы, антимикробные пептиды 
и факторы опсонизации), аналогичных элементам 
иммунной системы человека [16]. Наибольшей ви-
рулентностью для личинок G. mellonella обладали 
штаммы UPEC наиболее распространённых в мире 
генетических линий: ST69, ST73 и ST127, а также 
серогрупп О2 и О6 [15].

Целью данной работы была характеристика 
штаммов E. coli, выделенных от пациентов с вне-
госпитальными ИМП в ходе пилотного одноцен-
трового исследования в Ярославле, в том числе 
определение фенотипов и генотипов антибиотико-
резистентности, идентификация генов вирулент-
ности, оценка уровней вирулентности на модели 
личинок G. mellonella, определение принадлежно-
сти к филогенетическим группам, О-серогруппам и 
сиквенс-типам.

Материалы и методы

Биоэтические требования

Использованные в данном исследовании мате-
риалы не содержат персональных данных пациен-
тов. В соответствии с требованиями Биоэтического 
комитета РФ каждый пациент подписывал инфор-

мированное согласие при поступлении в лечебное 
учреждение на проведение лабораторных исследо-
ваний.

Штаммы, условия культивирования и хранения
Штаммы E. coli (n = 20) выделены из образ-

цов мочи от пациентов урологического отделения 
Инфекционной клинической больницы № 1 г. Яро-
славля при поступлении в лечебное учреждение,  
в рамках пилотного одноцентрового клиническо-
го исследования в декабре 2016 г. – январе 2017 г. 
Культуры E. coli выращивали на питательной среде 
ГРМ 1 (ФБУН ГНЦ ПМБ) в аэробных условиях при 
37°C. Хранение культур осуществляли в 20% рас-
творе глицерина при –70°C.

Видовая идентификация
Видовую идентификацию бактерий осущест-

вляли с помощью высевов на дифференциаль-
но-диагностические питательные среды «Агар 
Эндо-ГРМ», «Агар Клиглера-ГРМ», «Железо-глю-
козо-лактозный агар с мочевиной» и «Ацетатный 
агар» (ФБУН ГНЦ ПМБ, Оболенск, Россия), с по-
следующим подтверждением на приборе «MALDI-
TOF Biotyper» («Bruker»).

Чувствительность к антимикробным  
препаратам

Минимальные подавляющие концентрации 
(МПК) 17 антимикробных препаратов (АМП)  
6 функциональных классов: β-лактамов (ампи-
циллин, ампициллин/сульбактам, амоксициллин/
клавуланат, цефуроксим, цефотаксим, цефтазидим, 
азтреонам и меропенем), фторхинолонов (ципро-
флоксацин, левофлоксацин и норфлоксацин), ами-
ногликозидов (гентамицин), фосфомицинов (фос-
фомицин), нитрофуранов (фуразолидон, фурацилин 
и нитрофурантоин) и полимиксинов (колистин) 
(«Sigma-Aldrich») определяли методом микроразве-
дений в бульоне в соответствии с рекомендациями 
EUCAST Breakpoint tables v 9.01. В качестве стан-
дартного использовали штамм E. coli ATCC25922, 
полученный из Государственной коллекции па-
тогенных микроорганизмов и клеточных культур 
«ГКПМ-Оболенск». Категорию резистентности 
штамма определяли в соответствии с [17].

Детекция генов антибиотикорезистентности  
и вирулентности

Гены, кодирующие β-лактамазы blaTEM, blaSHV, 
blaCTX-M, blaOXA-48 и blaNDM, а также интегроны клас-
сов 1 и 2 выявляли методом ПЦР со специфичными 
праймерами [18]. Острова патогенности UPEC I536, 
II536, III536, IV536, IJ96, IIJ96, ICFT073 и IICFT073 и гены, ко-
дирующие факторы вирулентности UPEC, — фим-

1 URL: http://www.eucast.org
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брии типа 1 fimH, P фимбрии papGI, papGII, papGIII, 
S фимбрии sfaS, F1C фимбрии focG, AFA/Dr адге-
зин afa/draBC, основной белок курли волокон csgA, 
гемолизин hlyA, цитотоксический некротический 
фактор cnf1, уропатогенный специфический белок 
usp, рецепторы сидерофоров сальмохелина iroN, 
иерсиниабактина fyuA и аэробактина iutA, протеазу 
внешней мембраны ompT, липопротеин наружной 
мембраны traT, транспортёры капсулы 2-го типа 
kpsMTII и 3-го типа kpsMTIII, основной белок коли-
цина V cvaC — определяли методом ПЦР со специ-
фичными праймерами [8, 19].

Определение вирулентности штаммов
Уровень вирулентности штаммов E. coli опре-

деляли на модели личинок G. mellonella, как опи-
сано в работе [15]. Оценивали количество особей, 
погибших в результате введения им в гемоцель 
суспензий бактерий в дозах 104, 105, 106, 107, 108 
и 109 КОЕ/особь. Все эксперименты проводили в  
3 повторностях. Расчёт среднелетальной дозы (ЛД50) 
штаммов E. coli для личинок проводили согласно 
методу Кербера в модификации Ашмарина [11].  
В опытах использовали личинок G. mellonella, по-
лученных из лабораторной культуры, поддерживае-
мой во ФБУН ГНЦ ПМБ.

Идентификация филогенетических групп
Принадлежность штаммов UPEC к филогене-

тическим группам E. coli A, B1, B2, D, E и F опре-
деляли с помощью детекции генов, кодирующих 
геминовый рецептор внешней мембраны chuA, 
гипотетический протеин yjaA, анкирин-повторяю-
щий белок А arpA, триптофансинтетазу α-SU trpA и 
эстеразу TspE4.C2, согласно [21].

Определение серологических О-групп
Серологические О-группы определяли мето-

дом ПЦР со специфичными праймерами на гены 
кластера липополисахаридов wzxО1, wzxО4, wzxО16, 
wzxО18, wzyО2, wzyО6, wzyО15, wzyО25, wzyО75, wzyО11, 
wztО9 и wztО89 [22].

Мультилокусное секвенирование-типирование 
(МЛСТ)

Сиквенс-типы штаммов E. coli определяли с 
помощью ПЦР-амплификации и секвенирования 
7 генов «домашнего хозяйства»: аденилаткиназы 
adk, фумаратгидратазы fumC, ДНК-гиразы gyrB, 
изоцитратдегидрогеназы icd, малатдегидрогеназы 
mdh, аденил-сукцинатдегидрогеназы purA и АТФ/
ГТФ-связывающего мотива гена recA с последую-
щим определением аллельного профиля на сайте 
Уорикского университета (Великобритания)2 [23].

2 URL: http://enterobase.warwick.ac.uk/species/ecoli/allele_st_
search

Секвенирование нуклеотидных  
последовательностей

Последовательности ПЦР-продуктов секвени-
ровали в ООО «СИНТОЛ» на генетическом анализа-
торе «ABI Prizm 3130xl» с использованием наборов 
для секвенирования «BigDye v3.1» и анализировали 
с помощью программ «Chromas»3 («Technelysium»), 
«Vector NTI 9» («Life Technologies») и BLAST4.

Полногеномное секвенирование
Полногеномное секвенирование штаммов 

E. coli проводили с использованием наборов 
«Nextera DNA Library Preparation Kit» («Illumina») 
и «MiSeq Reagent Kits v3» («Illumina») на плат-
форме «Illumina MiSeq» согласно инструкции 
производителя. Единичные прочтения собирали  
в контиги с использованием программного обеспе-
чения «SPAdes 3.9.0» [24]. Аннотировали собран-
ные геномы с помощью сервера NCBI Prokaryotic 
Genome Annotation Pipeline [25]. Анализ полноге-
номных последовательностей проводили с исполь-
зованием инструментов Центра геномной эпиде-
миологии5.

Филогенетический анализ
Филогенетический анализ штаммов E. coli про-

водили с использованием ресурсов NCBI «Blastn» и 
«Blast Tree View»6 на основании сравнения искус-
ственно собранных последовательностей аллель-
ных профилей генов МЛСТ.

Статистический анализ
Статистическую обработку эксперименталь-

ных данных проводили с помощью пакета «Microsoft 
Office 2010» и программы «SPSS Statistica 17.0» 
(«IBM»). Проверку распределения на нормальность 
осуществляли с помощью критерия Колмогорова–
Смирнова, нормальным считалось распределение 
при двусторонней асимптоматической значимости 
более 0,05. Различие сформированных групп виру-
лентности подтверждали методом двухвыборочно-
го t-критерия Стьюдента для независимых выборок. 
Различия считали значимыми при величине коэф-
фициента достоверности p < 0,01.

Депонирование нуклеотидных  
последовательностей в базе данных GenBank

В базе данных GenBank размещены 9 полно-
геномных последовательностей штаммов UPEC: 
SERS01000000, SERT01000000, SERU00000000, 
SERV00000000, JACSYM000000000, SERW01000000,  
SERX00000000, JACSYL000000000, SERY00000000.

3 URL: http://technelysium.com.au/wp/chromas
4 URL: https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
5 URL: http://www.genomicepidemiology.org
6 URL: https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/blast
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ОРИГИНАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

Результаты
Штаммы

Штаммы E. coli выделены от 20 женщин 23–
84 лет с урологическими диагнозами: хронический 
цистит (n = 12), инфекция мочевыводящей системы 
без установленной локализации (n = 3), цистит (n = 2),  
мочекаменная болезнь (n = 2) и гиперактивный мо-
чевой пузырь (n = 1) (табл. 1).

Фенотипы и генотипы  
антибиотикорезистентности

Охарактеризованные штаммы UPEC отнесе-
ны к 2 категориям резистентности к АМП: рези-
стентные (n = 11) и множественно резистентные 
(n = 9). Резистентные штаммы были устойчивы  
к препаратам 1–2-й функциональных групп: β-лак-
тамам и нитрофуранам. Множественно рези-
стентные штаммы были устойчивы к препаратам  
трех (β-лактамам, фторхинолонам и нитрофуранам),  
четырех (β-лактамам, фторхинолонам, аминоглико-

зидам и нитрофуранам) и пяти (β-лактамам, фтор-
хинолонам, аминогликозидам, полимиксинам и 
нитрофуранам) функциональных групп. При этом 
все штаммы были чувствительны к фосфомицину 
(МПК < 32 мг/л), нитрофурантоину (МПК < 64 мг/л) 
и меропенему (МПК < 0,5 мг/л).

В изучаемых штаммах UPEC выявлены гены 
β-лактамаз blaTEM (n = 10), blaCTX-M (n = 6), интегразы 
класса 1 (n = 8) и генные кассеты интегронов класса 1  
dfrA17-aadA5 (n = 2), dfrA1 (n = 1) и aacA4-cmlA1  
(n = 1). Генов blaSHV, blaKPC, blaOXA-48 и blaNDM не обна-
ружено. Шесть штаммов не имели детектируемых 
генов антибиотикорезистентности. Выявлено 5 ва-
риантов сочетаний генетических детерминант ре-
зистентности: 1 ген blaTEM определён у 4 штаммов,  
1 ген blaCTX-M — у 2, сочетание 2 генов blaTEM+intl1 — 
у 3, 2 генов blaCTX-M+intl1 — у 2, набор из 3 генов 
blaTEM+blaCTX-M+intl1 — у 3 штаммов. Генные кассе-
ты интегронов несли детерминанты устойчивости к 
аминогликозидам aadA5 и aacA4, сульфаниламидам 

Таблица 1. Клинические данные и резистентность к АМП штаммов E. coli
Table 1. Clinical data and antibacterial resistance of E. coli strains

Штамм 
E. coli
E. coli 
strain

Дата  
выделения

Strain isolation 
date

Возраст  
пациента, лет
Patient's age, 

years

Диагноз
Diagnosis

Фенотип  
резистентности

Resistance  
phenotype

Категория  
резистентности

Resistance 
category

Гены  
антибиотикорезистентности

Antibiotic resistance  
genes

U18 14.12.2016 49 ХЦ / CC BL QNL AMI NIT MDR blaTEM

U10 13.12.2016 72 МКБ / UL BL QNL AMI NIT POL MDR blaTEM, blaCTX-M, intl1

U22 22.12.2016 63 ХЦ / CC BL QNL AMI NIT POL MDR blaTEM, blaCTX-M, intl1

U8 23.12.2016 74 ХЦ / CC BL NIT R –

U9 23.12.2016 67 ИМВС / UINL BL NIT R blaCTX-M

U15 09.01.2017 54 ХЦ / CC BL NIT R –

U14 09.01.2017 61 ХЦ / CC BL NIT R blaTEM, intl1

U24 19.12.2016 66 ХЦ / CC BL QNL NIT MDR blaTEM, intl1 (dfrA17-aadA5)

U13 21.12.2016 77 ХЦ / CC BL QNL NIT MDR blaTEM

U17 19.12.2016 74 ГАМП / OB BL NIT R blaTEM

U23 21.12.2016 38 ХЦ / CC NIT R –

U26 26.12.2016 76 МКБ / UL BL QNL NIT MDR blaTEM, blaCTX-M, intl1

U25 23.12.2016 23 ХЦ / CC NIT R –

U11 21.12.2016 84 ХЦ / CC BL QNL NIT MDR blaCTX-M, intl1

U12 14.12.2016 27 Ц / C BL QNL AMI NIT MDR blaCTX-M

U20 14.12.2016 26 Ц / C BL NIT R blaTEM

U28 26.12.2016 76 ИМВС / UINL BL QNL NIT MDR blaCTX-M, intl1 (aacA4-cmlA1, 
dfrA17-aadA5)

U16 14.12.2016 79 ХЦ / CC BL NIT R blaTEM, intl1 (dfrA1)

U19 29.12.2016 53 ХЦ / CC NIT R –

U21 09.01.2017 24 ИМВС / UINL BL NIT R –

Примечание. ХЦ — хронический цистит; МКБ — мочекаменная болезнь; ИМВС — инфекция мочевыводящей системы без установ-
ленной локализации; ГАМП — гиперактивный мочевой пузырь; Ц — цистит; BL — бета-лактамы; QNL — хинолоны; AMI — аминогли-
козиды; NIT — нитрофураны; POL — полимиксины; R — резистентный штамм; MDR — множественно резистентный штамм.
Note. CC — chronic cystitis; UL — urolithiasis; UINL — urinary tract infection with no known localization; OB — overactive bladder;  
C — cystitis; BL — beta-lactams; QNL — quinolones; AMI — aminoglycosides; NIT — nitrofurans; POL — polymyxins; R — resistant strain; 
MDR — multiply resistant strain.
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Рис. 1. Анализ вирулентности штаммов E. coli  
на модели личинок G. mellonella.

Fig. 1. Analysis of the virulence E. coli strains  
in the G. mellonella larvae model.

dfrA1 и dfrA17, хлорамфениколу cmlA1. У 5 инте-
гронов генные кассеты отсутствовали (табл. 1).

Генотипы вирулентности штаммов UPEC
В изучаемых штаммах E. coli выявлены гены 

факторов вирулентности UPEC 7 функциональных 
групп: адгезинов fimH (n = 20), csgA (n = 20), focG 
(n = 4), papGII (n = 4), papGIII (n = 4) и sfaS (n = 3); 
сидерофоров fyuA (n = 15), iroN (n = 11) и iutA (n = 
6); токсинов hlyA (n = 7), cnf1 (n = 5) и usp (n = 9); 
транспортёров капсулы kpsMTII (n = 13); факторов 
противодействия иммунитету ompT (n = 16) и traT 
(n = 11); колицина cvaC (n = 1); а также островов па-
тогенности I536 (n = 5), II536 (n = 4), III536 (n = 1), IV536 
(n = 15), IIJ96 (n = 5) и IICFT073 (n = 9). Гены адгезинов 
papGI и afa/draBC, транспортёра капсулы 3-го типа 
kpsMTIII и острова патогенности IJ96 и ICFT073 в этих 
штаммах не обнаружены (табл. 2).

В разных штаммах UPEC было выявлено раз-
ное количество генов вирулентности — от 2 до 14.  
Гены адгезинов были идентифицированы во всех 
изучаемых штаммах, гены сидерофоров — в 
18, гены факторов противодействия иммуните-
ту — в 17, гены транспортеров капсулы — в 14, 
гены токсинов — в 9, ген колицина — в 1, остро-
ва патогенности — в 15 штаммах. Анализ соче-
тания факторов вирулентности разных функцио-
нальных групп показал, что 7 штаммов несли все  
7 групп, 1 штамм — 6 групп, 4 штамма — 5 групп, 
4 штамма — 4 группы, 2 штамма — 3 группы,  
2 штамма — 1 группу.

Вирулентность штаммов UPEC для личинок 
G. mellonella

На основании значений ЛД50 для личинок 
G. mellonella исследуемые штаммы разделены на 
2 категории вирулентности: высоковирулентные 
штаммы с ЛД50 < 106 КОЕ (n = 13) и слабовирулент-
ные с ЛД50 > 106 КОЕ (n = 7), как описано в работе 
[15]. Показано, что все штаммы в дозе более 1,0 × 
108 КОЕ/особь вызывали гибель 100% личинок на 
7-е сутки после заражения. При этом ~10% личи-
нок погибали при заражении высоковирулентными 
штаммами в дозе 104 КОЕ/особь и слабовирулент-
ными штаммами в дозе 106 КОЕ/особь. При зара-
жающей дозе 106 КОЕ/особь выявлялись наиболь-
шие различия в уровнях вирулентности штаммов 
двух категорий: высоковирулентные штаммы в этой 
дозе вызывали гибель ~90% личинок, а слабовиру-
лентные — ~10% личинок. На этом основании до-
за заражения личинок 106 КОЕ/особь использована 
для дифференциации изучаемых штаммов E. coli 
по вирулентности (рис. 1). Доказана статистиче-
ская достоверность дифференциации штаммов 
на высоковирулентные и слабовирулентные для 
личинок G. mellonella в интервале доз заражения  
105–107 КОЕ/особь при коэффициенте p < 0,01.

О-групповая принадлежность, филогенетические 
группы и сиквенс-типы штаммов UPEC

В ходе исследования идентифицированы  
10 О-групп E. coli: О25 (n = 3), О2 (n = 2), O11 (n = 2), 
О18 (n = 2), О4 (n = 1), О6 (n = 1), O9 (n = 1), О15 (n = 1),  
О75 (n = 1) и O89 (n = 1). Для 5 штаммов О-группы 
не идентифицированы с помощью использованного 
метода типирования. Определена принадлежность 
штаммов к филогруппам A (n = 4), B1 (n = 3), B2 
(n = 10), E (n = 1) и F (n = 2). Идентифицированы 
14 ранее известных сиквенс-типов E. coli: ST14  
(n = 1), ST58 (n = 1), ST69 (n = 1), ST-73 (n = 1), 
ST93 (n = 1), ST127 (n = 1), ST131 (n = 3), ST141  
(n = 2), ST165 (n = 1), ST297 (n = 1), ST457 (n = 2),  
ST537 (n = 1), ST744 (n = 1) и ST1434 (n = 1),  
а также два новых, ранее не описанных сиквенс-ти-
па ST10102 и ST9239 (табл. 2).

К филогруппе A отнесены штаммы О-групп 
О18, О89; к филогруппе B1 — О9; к филогруппе 
B2 — О2, О4, О6, О18, О25, О75; к филогруппе E — 
О15; к филогруппе F — О11 О-групп. Показано, что 
3 штамма О25-группы принадлежат к сиквенс-ти-
пу ST131, 2 штамма О11-группы — к сиквенс-типу 
ST457, два штамма О2-группы — к сиквенс-типу 
ST141. Два штамма О18-группы отнесены к раз-
ным сиквенс-типам (ST14 и ST1434) и разным фи-
логруппам (B2 и A; табл. 2).

Стоит отметить, что серогруппы О4, О6, О9, 
О11, О75 и О89 в данном исследовании идентифи-
цированы только у высоковирулентных штаммов,  
а серогруппы О15 и О25 — только у слабовирулент-
ных. Две серогруппы — О2 и О18 — были иденти-
фицированы в группе как высоковирулентных, так 
и слабовирулентных штаммов. Филогруппы A, B1 и 
F определены только у высоковирулентных штам-
мов, в то время как филогруппа B2 — в обеих груп-
пах вирулентности. Среди 13 высоковирулентных 
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для личинок G. mellonella штаммов E. coli опреде-
лены 12 сиквенс-типов, среди 7 слабовирулентных 
штаммов — 5 сиквенс-типов, сиквенс-тип ST141 
был идентифицирован как у 1 высоковирулентного, 
так и у 1 слабовирулентного штамма (табл. 2). 

Филогенетическое дерево
Анализ филогенетического родства 

сиквенс-типов штаммов UPEC выявил два класте-
ра: кластер I, включающий ST457; и кластер II, объ-
единяющий все остальные сиквенс-типы. Кластер 
II состоит из двух подкластеров: IIa (ST69) и IIb, ко-
торый включает в себя две подгруппы: IIb-1 (ST14, 
ST73, ST127, ST131, ST141, ST537 и ST10102) и 
IIb-2 (ST58, ST93, ST165, ST297, ST744, ST1434 и 
ST9239). Расположение изученных штаммов UPEC 
на филогенетическом дереве сиквенс-типов пол-
ностью совпадает с принадлежностью штаммов 
к филогенетическим группам: в кластер I входят 
штаммы группы F, в подкластер IIa — E, в под-
кластер IIb-1 — B2 и в подкластер IIb-2 — A и B1.  
В кластер I и подгруппу IIb-2 вошли только высо-
ковирулентные для личинок G. mellonella штаммы, 
в подкластер IIa — один слабовирулентный штамм, 
в подгруппу IIb-1 — как высоковирулентные, так и 
слабовирулентные штаммы. Новые сиквенс-типы 
ST9239 (IIb-1) и ST10102 (IIb-2) филогенетически 
наиболее близки к сиквенс-типам ST297 и ST73 со-
ответственно (рис. 2).

Интересно отметить, что только штаммы 
UPEC, относящиеся к филогруппе B2, серогруппам 
О2, О4, О6, О18, О25, О75 и подгруппе IIb-1 фило-
генетического дерева, несли гены адгезинов papGII, 
papGIII, sfaS и focG, гены токсинов hlyA, cnf1, usp 

и острова патогенности III536, IICFT073, I536, II536, IIJ96 
(табл. 2).

Анализ полных геномов штаммов UPEC
Проанализированы 9 полногеномных по-

следовательностей штаммов UPEC, которые ха-
рактеризовались размерами 4,5–5,4 млн п.н. и 
ГЦ-составом 51–52%, несущих 4,3–5,2 тыс. генов 
(табл. 3). В геномах 7 штаммов выявлены генети-
ческие детерминанты, определяющие устойчивость 
к 10 функциональным классам АМП (β-лактамам, 
аминогликозидам, фениколам, фторхинолонам, по-
лимиксинам, сульфаниламидам, тетрациклинам, 
макролидам, фосфомицинам и четвертичным ам-
мониевым соединениям). Кроме того, у 8 штаммов 
идентифицированы гены белка MdfA, обеспечива-
ющего чрезвычайно широкий спектр лекарствен-
ной устойчивости (табл. 4). Спектр выявленных 
генетических детерминант антибиотикорезистент-
ности коррелировал с описанными выше фенотипа-
ми устойчивости штаммов к АМП: наличие генов 
β-лактамаз — с устойчивостью к β-лактамам, генов 
аминогликозид-модифицирующих ферментов —  
с устойчивостью к аминогликозидам, гена mcr —  
с устойчивостью к колистину, мутаций в генах  
gyrA — с устойчивостью к фторхинолонам.

В геномах изучаемых штаммов обнаружены 
гены, кодирующие группы факторов вирулент-
ности: адгезинов, сидерофоров, противодействия 
иммунитету макроорганизма, капсулообразования, 
токсинов, бактериоцинов и др. Отмечено значитель-
ное разнообразие геномов по количеству иденти-
фицированных генов вирулентности — от 1 до 35.  
В геномах штаммов были выявлены до 6 генов адге-

 Рис. 2. Филогенетическое дерево штаммов UPEC, построенное на основании искусственно собранных нуклеотидных 
последовательностей генов МЛСТ-профиля. 

Точкой обозначены сиквенс-типы высоковирулентных штаммов, звездочкой — новые сиквенс-типы.

Fig. 2. Phylogenetic tree of UPEC strains, built on the basis of artificially assembled nucleotide sequences of MLST-profile 
genes. 

The point denotes the sequence types of highly virulent strains, the asterisk — new sequence types.
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зинов, до 6 генов сидерофоров, до 4 генов 
факторов противодействия иммунитету 
организма-хозяина, до 3 генов капсуло-
образования, до 5 генов токсинов, до 8 
генов бактериоцинов и 1–5 генов других 
факторов вирулентности (табл. 5).

Обсуждение
Объектом данного исследования яв-

лялись штаммы уропатогенных E. coli — 
ведущего возбудителя ИМП как в России, 
так и во всём мире [2, 3]. Показано, что 
около половины охарактеризованных на-
ми штаммов UPEC относятся к категории 
множественно резистентных, устойчивы к 
АМП 3 и более функциональных классов 
(β-лактамам, фторхинолонам, нитрофура-
нам, аминогликозидам, полимиксинам), 
что согласуется с ранее опубликованными 
данными [3]. Поскольку все штаммы в на-
шем исследовании были чувствительны к 
фосфомицину, нитрофурантоину и меропе-
нему, данные АМП могут рассматриваться 
в качестве препаратов выбора в клиниче-
ской практике, что согласуется с данными, 
полученными для России [3].

Фенотипы множественной лекарствен-
ной устойчивости коррелировали с наличи-
ем генетических детерминант антибиоти-
корезистентности: генов β-лактамаз blaTEM, 
blaCTX-M и blaOXA типов, генов амино гли-
козид-модифицирующих ферментов aac, 
aph и aad типов, гена колистин-модифи-
цирующего фермента mcr, мутаций в гене 
ДНК-гиразы gyrA, обеспечивающих устой-
чивость к β-лактамам, аминогликозидам, 
колистину и фторхинолонам соответствен-
но. Аналогичные гены были выявлены в 
штаммах UPEC в работе [6]. Обращает на 
себя внимание разнообразие идентифици-
рованных аллелей эпидемически значимого 
гена БЛРС blaCTX-M — 14, 15, 27 и 55, обна-
руженных в трети изученных штаммов за 
достаточно короткий промежуток времени 
исследования у небольшой группы пациен-
тов с внегоспитальными инфекциями. Это 
согласуется с большим разнообразием ал-
лелей гена blaCTX-M, описанным в исследова-
нии европейских авторов для госпитальных 
и внегоспитальных штаммов UPEC [26],  
а также с увеличением доли БЛРС-проду-
цирующих штаммов UPEC в России [3]. 
Необходимо подчеркнуть, что в 2 штаммах 
идентифицирован ген устойчивости к анти-
биотику резерва колистину mcr-1.

В геномах изучаемых штаммов UPEC 
выявлено большое количество и разноо-
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бразие генетических детерминант вирулентности. 
Все штаммы имели гены fimH и csgA, что аналогич-
но данным, описанным в работах других авторов 
[8, 27]. Ген afa/draBC в изученных нами штаммах 
E. coli не обнаружен, в то время как в работе [27] 
встречаемость данного гена составляла 15%. В на-
шем исследовании представленность генов fyuA, 
iroN и iutA составляла 83, 50 и 45%, что принци-
пиально не отличается от данных других авторов: 
78, 36–68 и 67% соответственно [8, 27]. Интересно 
отметить, что гены рецепторов сидерофоров в на-
шем исследовании чаще встречались в сочетаниях, 
чем индивидуально: fyuA + iroN (n = 6), fyuA + iutA  
(n = 3) и fyuA + iroN + iutA (n = 3). Гены факто-
ров противодействия иммунитету макроорганизма 
ompT и traT были выявлены у большинства штам-
мов нашего исследования (83 и 61% соответствен-
но), что аналогично другим данным — 75 и 71% 
соответственно [27]. Наличие генов focG и sfaS и 
оперона pap в нашем исследовании отмечено у 22, 
17 и 44% изучаемых штаммов соответственно, что 
аналогично данным [8], но отличается от данных 
в других исследованиях — 50, 26 и 80% соответ-
ственно [27]. Ген hlyA в нашем исследовании иден-
тифицирован у 39% штаммов, что примерно соот-
ветствует уровню встречаемости (42%) этого гена в 
исследовании российских авторов [8], но ниже, чем 
в работе [27] — 76%. Ген cnf1 в нашем исследовании 
встречался у 28% штаммов, а в работе [27] — у 83% 
штаммов. Таким образом, в нашем исследовании у 
подавляющего большинства штаммов присутствова-
ли гены адгезинов, сидерофоров и факторов проти-
водействия иммунной системе.

Фенотипическое проявление вирулентности 
исследуемых штаммов UPEC изучали на модели 
личинок G. mellonella, которая широко использует-
ся для характеристики бактериальных уропатогенов 
[15, 16]. Показано, что множественно резистентным 
фенотипом обладали 6 высоковирулентных штам-
мов из 13, что указывает на вовлечённость в про-
цесс объединения потенциалов вирулентности и 
антибиотикорезистентности UPEC.

Профили генов вирулентности, выявленные в 
нашей работе в полных геномах штаммов UPEC, 
различались у высоко- и слабовирулентных штам-
мов. Гены lpfA, papA_F12, focC, sfaD, ireA, air, neuC, 
kpsMII_K1, astA, cma, cvaC, cea, celb, mchB, mchC, 
mchF, mcmA, eilA, tcpC и epeA встречались только 
в геномах высоковирулентных штаммов, а гены 
papA_F43, afaD, ibeA, kpsMII_K5, sat, senB — толь-
ко в геномах слабовирулентных штаммов.

Важно отметить, что исследованные в нашей 
работе внегоспитальные штаммы UPEC, как и во 
всем мире, характеризуются высокой степенью 
генетической гетерогенности: идентифицирова-
ны 3 филогенетические группы, 10 О-групп и 16 
сиквенс-типов. По данным литературы, выявлен-

ные нами серогруппы О2, О6, О15, О25 и О75 от-
носятся к числу часто встречающихся у UPEC [10, 
13, 14]. Это согласуется также с тем, что в базе дан-
ных EnteroBase7 на 20.09.2020 серогруппы O2, O4, 
O6, O18, O25 и О75 были представлены более чем 
10 штаммами UPEC каждая, а серогруппы O9, O11, 
О15 и O89 — менее чем 10 штаммами каждая. Сто-
ит отметить, что штаммы серогруппы О6 охарак-
теризованы как высоковирулентные для личинок 
G. mellonella и в нашем исследовании, и в работе [15].  
В то же время штаммы О15- и О25-групп были 
отнесены нами к слабовирулентным для личинок 
G. mellonella, а штаммы О2- и О18-групп — и к вы-
соковирулентным, и к слабовирулентным штаммам, 
что не совпадает с результатами исследования [15].

Показано, что штаммы 11 сиквенс-типов, в том  
числе нового ST-9239, принадлежат к категории 
высоковирулентных, а 4 сиквенс-типов, в том чис-
ле нового ST-10102, — к категории слабовирулент-
ных. Сиквенс-тип ST-131, описанный в нашей ра-
боте, характерен для штаммов UPEC во всём мире  
(65 упоминаний среди UPEC в базе данных 
EnteroBase на 20.09.2020). Другие характерные 
для UPEC сиквенс-типы ST69, ST73, ST127, ST14, 
ST58, ST93, ST141, ST457, ST537 и ST297, описан-
ные в нашем исследовании, также представлены в 
базе данных EnteroBase (от 1 до 106 упоминаний 
среди UPEC на 20.09.2020). В нашей работе впер-
вые описаны штаммы E. coli сиквенс-типов ST165, 
ST744 и ST1434, выделенные от человека с ИМП; 
ранее эти сиквенс-типы были ассоциированы с дру-
гими патогруппами E. coli (согласно базе данных 
EnteroBase на 20.09.2020). В нашем исследовании 
штаммы E. coli ST131 обладали слабой вирулент-
ностью для личинок G. mellonella, что совпадает с 
результатами [15]. Интересно, что все штаммы этого 
сиквенс-типа в нашем исследовании принадлежали к 
серогруппе О25, а в упомянутой работе — не только 
к серогруппе О25, но и к другим серогруппам [15]. 

Высоко- и слабовирулентные штаммы UPEC 
подгруппы IIb-1 филогенетического дерева, относя-
щиеся к характерным для UPEC филогруппе B2 и 
серогруппам О2, О4, О6, О18, О25 и О75, несли ген 
usp, кодирующий токсин — уропатогенный специ-
фический белок Usp, что согласуется с опубликован-
ными ранее данными о наличии ассоциации гена usp 
с сиквенс-типами ST131, ST69, ST73 и ST141 [9].

Полученные нами данные о принадлежности 
штаммов UPEC ST73 серогруппы О6 и ST127 се-
рогруппы О4 к группе высоковирулентных для ли-
чинок G. mellonella аналогичны описанным в лите-
ратуре [15]. В то же время штамм UPEC серогруп-
пы О15 сиквенс-типа ST69 в нашем исследовании 
отнесён к слабовирулентным, а в работе [15] — к 
высоковирулентным UPEC. Особое внимание об-

7 URL: http://enterobase.warwick.ac.uk/species/index/ecoli
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ращают на себя два высоковирулентных для личи-
нок G. mellonella штамма E. coli (O11, ST457), ко-
торые характеризовались устойчивостью к резерв-
ному антибиотику колистину и несли ген mcr-1. 
Ранее mcr-1-позитивные штаммы UPEC такого же 
сиквенс-типа были описаны в Китае [28]. В России 
этот ген был детектирован ранее в штаммах E. coli 
сиквенс-типов ST156 и ST359 [29]. 

Заключение
Описано генетическое разнообразие изучен-

ных внегоспитальных штаммов UPEC, относящих-
ся к 3 филогенетическим группам, 10 О-группам 
и 16 сиквенс-типам и несущих разные наборы ге-
нетических детерминант факторов патогенности и 
антибиотикорезистентности. Все штаммы отнесе-
ны к категории резистентных, у половины из них 
определена множественная лекарственная устойчи-
вость, обусловленная наличием генов устойчивости 
к β-лактамам, фторхинолонам, аминогликозидам и 
др., что согласуется с общемировой тенденцией рас-
пространения антибиотикорезистентности среди 
внегоспитальных патогенов. Идентифицированы 
две группы штаммов UPEC по степени вирулент-
ности на модели личинок G. mellonella — высоко-
вирулентные и слабовирулентные, геномы которых 
существенно отличались по наличию наборов генов 
адгезинов, сидерофоров, токсинов, факторов про-
тиводействия иммунитету макроорганизма, капсу-
лообразования и островов патогенности. Описаны 
штаммы UPEC, характеризующиеся одновременно 
высокой вирулентностью и множественной лекар-
ственной устойчивостью во внегоспитальной сре-
де. Дальнейшее накопление данных позволит оце-
нить эпидемиологическую ситуацию по ИМП, дать 
прогноз её развития в будущем, а также определить 
оптимальные направления терапии.
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Аннотация
Введение. Вирус Эпштейна–Барр (ВЭБ) — один из самых распространённых патогенов — поражённость 
им населения достигает 90%. В то же время не установлены особенности эпидемического процесса 
ВЭБ-инфекции. Ранее проведённые исследования посвящены оценке показателей заболеваемости ин-
фекционным мононуклеозом (ИМ) без учёта серологического статуса населения. 
Цель работы — выявить эпидемиологические особенности и оценить превалентность серологических 
маркеров ВЭБ-инфекции для последующей разработки комплекса противоэпидемических мероприятий.
Материалы и методы. В Москве анализу подвергнуты данные заболеваемости ИМ (форма № 2 «Све-
дения об инфекционных и паразитарных заболеваниях») и результаты обследования 138 232 человек на 
наличие IgG VCA, IgG EBNA, IgM VCA, IgG EA, ДНК ВЭБ в образцах крови и слюны в 2011–2020 гг.
Результаты. Впервые установлены периодичность заболеваемости ИМ с интервалом 9–11 лет и её силь-
ные прямые значимые корреляционные связи с выявлением маркеров активной ВЭБ-инфекции. Для 
внутригодовой динамики заболеваемости ИМ характерен сезонный подъём в холодный период года с 
максимальными показателями в октябре, ноябре или феврале, обусловленный выраженным снижением 
серопревалентности IgG VCA и IgG EBNA. Группами риска по заболеваемости первичной инфекцией яв-
ляются дети 1–17 лет, что подтверждается достоверно более низкой, по сравнению со взрослыми, часто-
той выявления маркеров хронической ВЭБ-инфекции (IgG VCA и IgG EBNA) и высокой — IgM VCA и ДНК 
ВЭБ в крови. Вклад взрослого населения в эпидемический процесс формируется за счёт реактивации 
хронической инфекции, преимущественно у женщин.
Заключение. Выявленные особенности позволяют дать развёрнутую характеристику эпидемического 
процесса ВЭБ-инфекции и могут быть использованы для разработки комплекса профилактических и про-
тивоэпидемических мероприятий. 
Ключевые слова: вирус Эпштейна–Барр, инфекционный мононуклеоз, серопревалентность, заболе-
ваемость, эпидемиологические особенности
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Abstract
Introduction. The Epstein–Barr virus (EBV) is one of the most common pathogens — it infects 90% of the world’s 
population. However, specific characteristics of the EBV infection epidemic process remain unidentified. The 
previous studies focusing on assessment of incidence rates for infectious mononucleosis (IM) tend to ignore the 
serological status of the population. 
The aim of the study was to identify epidemiological characteristics and assess the prevalence of serological 
markers for EBV infection for further epidemic control measures development.
Materials and methods. In Moscow, the thorough analysis was performed using the data on IM incidence (Form 2  
"Data on Infectious and Parasitic Diseases") and test results for 138,232 people checked for presence of VCA 
IgG, EBNA IgG, VCA IgM, EA IgG, and EBV DNA in their blood and saliva in 2011–2020.
Results. The periodic pattern of IM incidence was discovered, demonstrating the repetitive peaks every 9 to 
11 years and a strong direct correlative relationship with detection rates for active EBV infection markers. The 
intra-annual dynamics of IM incidence is characterized by a seasonal upswing during cold seasons of the year, 
reaching its peaks in October, November, or February and associated with a marked decrease in the VCA IgG 
and EBNA IgG seroprevalence. Children within the 1 to 17-year age range are groups at risk for acquiring primary 
infection, demonstrating significantly lower detection rates for chronic EBV infection (VCA IgG and EBNA IgG) 
markers and higher rates for VCA IgM and EBV DNA markers in blood compared to adults. The contribution of 
adult population to the epidemic process is formed through reactivation of chronic infection, which is observed 
primarily among women.
Conclusion. The identified characteristics are essential for comprehensive understanding of the EBV infection 
epidemic process and can be used for developing preventive and anti-epidemic measures. 
Keywords: Epstein–Barr virus, infectious mononucleosis, seroprevalence, incidence, epidemiological charac-
teristics
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Введение
Несмотря на то, что инфекция, вызванная ви-

русом Эпштейна–Барр (ВЭБ), известна давно, её 
эпидемиологические особенности остаются прак-
тически не изученными. На настоящий момент 
установлено, что источником ВЭБ является боль-
ной человек с первичной острой инфекцией или 
реактивацией хронического процесса [1, 2]. Пе-
редача возбудителя осуществляется через воздух, 
при контакте со слюной и контаминированными 
ей предметами [1, 3], вертикально от матери плоду 

[4], при пересадке органов и тканей [5], перели-
вании донорской крови и её компонентов, не про-
шедших процедуру патогенредукции и лейкофиль-
трации [6, 7]. Инкубационный период составляет 
в среднем 42 дня при первичной острой ВЭБ-ин-
фекции [8], после перенесения которой процесс 
переходит в хронический [9]. Таким образом, ВЭБ 
пожизненно сохраняется в организме человека, а 
периоды латентного течения сменяются реактива-
циями, при которых происходит репродукция ви-
руса [1, 2]. 
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Эпидемиологическое значение имеют в пер-
вую очередь первичная острая инфекция и реакти-
вация хронической инфекции, получившие назва-
ние активной ВЭБ-инфекции [10]. Во время латент-
ной фазы хронической инфекции ВЭБ находится в 
ядре клетки хозяина в виде кольцевой эписомы [11]. 
Причины перехода от латентного состояния к реак-
тивации на настоящий момент обсуждаются. Выска-
зываются предположения о триггерной роли внеш-
них факторов физической, химической и биологиче-
ской природы [12]. Ряд исследователей считают, что 
репродукции вируса предшествует снижение имму-
нологической реактивности организма хозяина, ко-
торое, в свою очередь, также может быть вызвано 
воздействием внешних негативных факторов [13].

ВЭБ имеет повсеместное распространение, 
при этом более чем у 90% взрослого населения об-
наруживаются маркеры хронической инфекции — 
иммуноглобулины G к капсидному (IgG VCA) и 
нуклеарному (IgG EBNA) антигенам вируса. При 
выявлении ДНК вируса в крови и/или слюне, IgМ 
к капсидному (IgM VCA) и IgG к раннему (IgG EA) 
антигенам состояние трактуется как активная 
ВЭБ-инфекция [7]. Клинически манифестная фор-
ма активной ВЭБ-инфекции проявляется в виде 
инфекционного мононуклеоза (ИМ), возможно 
также стёртое и бессимптомное течение заболева-
ния [14, 15].

Статистический учёт случаев ИМ осуществля-
ется в России с 1990 г. На протяжении всего перио-
да наблюдения заболеваемость имеет выраженную 
тенденцию к росту. В разных регионах страны по-
казатели существенно различаются, что может быть 
связано как с особенностями эпидемического про-
цесса, так и с погрешностями диагностики и реги-
страции данной нозологической формы [16]. 

Большинство исследований в России и за ру-
бежом, посвящённых ВЭБ-инфекции в целом и ИМ 
в частности, носят клиническую или иммуноло-
гическую направленность. Незначительное число 
эпидемиологических исследований не позволило 
однозначно установить периодичность подъёмов и 
спадов заболеваемости [14, 17, 18]. Наиболее веро-
ятной причиной этого является подход, основанный 
на оценке исключительно показателей заболевае-
мости без учёта серологического статуса населения 
исследуемой территории. В связи с этим особую 
значимость в условиях гетерогенности популяции 
приобретает оценка распространённости маркеров 
инфицирования вирусом с помощью серологическо-
го мониторинга, являющегося компонентом блока 
информационного обеспечения системы эпидемио-
логического надзора за заболеваемостью [19]. Про-
ведёнными исследованиями установлено, что основ-
ными группами риска по заболеваемости ИМ явля-
ются дети дошкольного и школьного возраста [14, 
18, 20, 21]. Вклад взрослого населения в эпидемиче-

ский процесс ВЭБ-инфекции практически не изучен, 
как и не проведена оценка по гендерному признаку. 
Всё это определяет актуальность и создаёт предпо-
сылки к целенаправленному изучению особенностей 
эпидемического процесса ВЭБ-инфекции.

Целью настоящей работы стали выявление 
эпидемиологических особенностей и оценка пре-
валентности серологических маркеров ВЭБ-инфек-
ции для последующей разработки комплекса проти-
воэпидемических мероприятий.

Материалы и методы
Город для проведения настоящего исследова-

ния был выбран на основании результатов ранжи-
рования регионов России по средним многолет-
ним уровням заболеваемости ИМ, на основании 
которого Москва была отнесена к территориям со 
средними значениями, попадающими в интервал  
M ± σ [16]. Дополнительным фактором в пользу 
проведения исследования в столице (мегаполисе) 
стало наличие широкой сети медицинских органи-
заций и лабораторий, осуществляющих диагности-
ку на наличие маркеров ВЭБ-инфекции. 

Материалами для настоящего исследования 
послужили данные официальной регистрации забо-
леваемости ИМ в Москве и России за 2000–2019 гг. 
(форма № 2 «Сведения об инфекционных и парази-
тарных заболеваниях) и обобщённые данные ре-
зультатов обследования на наличие маркеров хро-
нической латентной (IgG VCA и IgG EBNA) и актив-
ной ВЭБ-инфекции (IgM VCA, IgG EA, ДНК ВЭБ в 
крови и слюне) жителей г. Москвы за 2011–2020 гг., 
предоставленные ООО «Независимая лаборатория 
ИНВИТРО». У пациентов получено добровольное 
информированное согласие. Протокол исследова-
ния одобрен Советом по этике ФГБНУ НИИВС им. 
И.И. Мечникова (протокол № 1 от 23.03.2021). 

Всего в 2011–2020 гг. на наличие IgG VCA 
было исследовано 134 462 образца биопроб от 
мужчин и женщин разных возрастных групп, 
IgG EBNA — 138 232, IgM VCA — 161 285, IgG 
EA — 82 556. Исследования на наличие ДНК ВЭБ 
в крови и слюне были введены только в 2014 г. За 
2014–2020 гг. на наличие ДНК ВЭБ исследованы 
39 683 пробы крови и 13 702 пробы слюны. Про-
бы, отобранные повторно от одних и тех же людей,  
в исследование не включались.

Оценка данных официальной регистрации за-
болеваемости и результатов лабораторного исследо-
вания выполнена методом ретроспективного эпиде-
миологического анализа с последующей статисти-
ческой обработкой. Проведён расчёт показателей 
заболеваемости ИМ на 100 тыс. населения, частоты 
выявления маркеров ВЭБ-инфекции на 100 обсле-
дованных (%). Определены средние многолетние 
уровни и их 95% доверительные интервалы (ДИ). 
Различия считались значимыми при вероятности 
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отвергнуть верную нулевую гипотезу (p) менее 5%, 
т.е. при p < 0,05. Верхний предел фонового значе-
ния для внутригодовой заболеваемости рассчитан 
по методике [22].

Для обнаружения связи между частотой выяв-
ления маркеров ВЭБ-инфекции и заболеваемостью 
ИМ использован коэффициент ранговой корреля-
ции Спирмена (r). Связь считалась сильной при r, 
равном ± 0,7 и более. Отрицательное значение ко-
эффициента указывало на обратную корреляцион-
ную связь, положительное — на прямую.

Результаты
Заболеваемость ИМ населения Москвы в 2000–

2020 гг. была незначительно выше, чем в России 
(рис. 1), — средние многолетние уровни составили 
19,5 (95% ДИ 11,1–27,9) и 13,8 (95% ДИ 7,7–19,9) 
на 100 тыс. населения соответственно, различия не-
достоверны. Исключение составили 2015–2018 гг., 
когда общероссийская заболеваемость несколько 
превысила показатели в столице. 

При сопоставлении тенденций многолетней 
динамики установлено, что в России в 2000–2019 гг. 
заболеваемость ИМ неуклонно росла. В то же время 
в Москве имела место периодичность подъёмов и 
спадов заболеваемости с шагом 9–11 лет. Так, наи-
более высокие показатели были выявлены в 2010 и 
2019 гг. (24,11 и 24,73 на 100 тыс. населения соот-
ветственно), низкие — в 2004, 2015 гг. (15,3 и 18,0 
на 100 тыс. соответственно). Интенсивное сниже-
ние заболеваемости ИМ в 2020 г. по сравнению с 
2019 г. в Москве и в России может быть связано как 
с истинным уменьшением числа заболевших, так и 
с более низкой выявляемостью данной нозологиче-
ской формы на фоне пандемии COVID-19.

Внутригодовая динамика заболеваемости ИМ 
в Москве в 2014–2020 гг. характеризовалась нали-
чием сезонного подъёма в холодный период года с 
октября по апрель. Наиболее высокие за исследуе-
мый период средние показатели отмечены в октя-
бре, ноябре и феврале (1,86; 1,89 и 1,82 на 100 тыс. 
населения соответственно; рис. 2). Необходимо от-
метить, что ни в один год сезонный пик заболева-
емости не выпадал на другие месяцы. Так, в 2014 
и 2020 гг. максимум был зарегистрирован в феврале 
(2,05 и 2,23 на 100 тыс. населения соответственно), 
в 2015 и 2019 гг. — в ноябре (1,79 и 2,73), в 2016–
2018 гг. — в октябре (2,07; 1,99; 2,23). При этом наи-
более низкая заболеваемость в октябре и ноябре была 
отмечена в 2020 г. (0,93 и 1,41 на 100 тыс. населения 
соответственно), высокая — в 2019 г. (2,31 и 2,73). 
В феврале минимальный показатель был выявлен  
в 2017 г. (1,36), максимальный — в 2020 г. (2,23).

Во все годы наиболее высокие показатели за-
болеваемости ИМ регистрировались среди детско-
го населения в возрастных группах 1–2, 3–6, 7–14 
и 15–17 лет. Лица 18 лет и старше и дети до 1 года 
вовлекались в эпидемический процесс в меньшей 
степени.

При сопоставлении периода с более высокими 
показателями заболеваемости ИМ (2009–2013 гг.)  
с периодом с низкими показателями (2014–2018 гг.) 
достоверные различия в средних многолетних уров-
нях отмечены для всех возрастных групп (р < 0,05), 
за исключением лиц 18 лет и старше (р > 0,05). По-
казатели средней многолетней заболеваемости со-
вокупного населения в 2009–2013 и 2014–2018 гг. 
достоверных различий не имели (р > 0,05; рис. 3).

В то же время выявлены изменения в возраст-
ной структуре заболевших. В годы с более низки- 
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Рис. 1. Заболеваемость ИМ населения Москвы и России в 2000–2020 гг. (на 100 тыс. населения).
Fig. 1. IM incidence among the population in Moscow and Russia during 2000-2020 (per 100,000 population).



688 689ЖУРНАЛ МИКРОБИОЛОГИИ, ЭПИДЕМИОЛОГИИ И ИММУНОБИОЛОГИИ. 2021; 98(6) 
DOI: https://doi.org/10.36233/0372-9311-139

ОРИГИНАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

ми показателями заболеваемости (2014–2018 гг.) по 
сравнению с 2009–2013 гг. отмечено достоверное 
снижение удельного веса лиц в возрасте 1–2 го-
да — с 12,4 (95% ДИ 11,9–12,95) до 11,0% (95% ДИ 
10,5–11,6) и 15–17 лет — с 14,4 (95% ДИ 13,8–15,0)  
до 12,4 (95% ДИ 11,8–13,0) и достоверное увели-
чение доли заболевших в возрасте 18 лет и стар-
ше — с 28,6% (95% ДИ 27,8–29,4) до 31,1% (95% 
ДИ 30,3–31,9).

Анализ данных о результатах исследования на 
наличие маркеров хронической латентной ВЭБ-ин-
фекции выявил высокую распространённость  
IgG VCA и IgG EBNA у жителей Москвы. Среди 
совокупного населения за весь период исследова-
ния серопревалентность IgG VCA была достоверно  
(р < 0,05) выше таковой IgG EBNA — 74,9%  
(95% ДИ 74,7–75,1) и 70,4% (95% ДИ 70,2–70,7) соот-
ветственно. Самый высокий показатель по совокуп-
ному населению для IgG VCA был зарегистрирован  
в 2019 г. — 76,1% (95% ДИ 75,5–76, 8), низкий —  
в 2013 г. (73,6%; 95% ДИ 72,9–74,3; р < 0,05). Со-
ответственно для IgG EBNA — в 2011 — 72,1%  
(95% ДИ 71,2–72,9) и 2013 — 69,0 (95% ДИ  
68,2–69,7; р < 0,05). При сопоставлении многолет-
ней динамики заболеваемости ИМ и изменения 
уровней серопревалентности в 2011–2020 гг. коэф-
фициент ранговой корреляции Спирмена (r) с IgG 
VCA составил 0,35, с IgG EBNA — 0,3. В обоих слу-
чаях связь слабая прямая незначимая.

Во внутригодовой динамике в 2014–2020 гг. 
наиболее высокие уровни серопревалентности по 
IgG VCA регистрировались с июня по сентябрь с мак-
симумом в сентябре — 78,4% (95% ДИ 77,6–79,3). 
В эти же месяцы наиболее высокие уровни зареги-
стрированы и для IgG EBNA (максимум в августе 
73,1% (95% ДИ 72,1–74,0)). Минимальные значения 
установлены в ноябре — 71,9% (95% ДИ 71,1–72,7) 
и 67,7% (95% ДИ 66,9–68,5) соответственно (рис. 4). 
Различия между максимальными и минимальными 
показателями для каждого маркера достоверны.

При сопоставлении внутригодовой динамики 
заболеваемости ИМ с изменениями уровней серо-
превалентности IgG VCA и IgG EBNA по месяцам 
за 2014–2020 гг. установлена значимая сильная об-
ратная корреляционная зависимость: коэффициент 

Рис. 2. Внутригодовая динамика заболеваемости ИМ  
в Москве: средние многолетние уровни за период  

2014–2020 гг. (на 100 тыс. населения).
Fig. 2. Intra-annual dynamics of IM incidence in Moscow: 

multiannual average rates during 2014–2020  
(per 100,000 population).

 

1,82

1,86

1,89

Январь
January

Февраль
February

Март
March

Апрель
April

Май
May

Июнь
JuneИюль

July

Август
August

Сентябрь
September

Октябрь
October

Ноябрь
November

Декабрь
December

Внутригодовая заболеваемость / Seasonality

Верхний предел фона / Upper limit of the background value

 

26,1

159,1 152,7

80,9

139,9

7,6
22,3

13,5

97,6

118,5

63

102,3

7
18,7

0

20

40

60

80

100

120

140

160

180

До 1 года      
Up to 1 year

1–2 года        
1–2 years

3–6 лет          
3–6  years

  7–14 лет        
7–14 years

  15–17 лет       
15–17 years

18 лет и 
старше            

18 years and 
older

Всего
Total

2009–2013 2014–2018

Рис. 3. Средние многолетние уровни заболеваемости ИМ в 2009–2013 и 2014–2018 гг. в Москве  
на 100 тыс. населения.

Fig. 3. Multiannual average rates of IM incidence during 2009–2013 and 2014–2018 in Moscow per 100,000 population.



690 691JOURNAL OF MICROBIOLOGY, EPIDEMIOLOGY AND IMMUNOBIOLOGY. 2021; 98(6) 
DOI: https://doi.org/10.36233/0372-9311-139

ORIGINAL RESEARCHES

ранговой корреляции Спирмена (r) составил –0,8 и 
–0,77 соответственно. При этом началу сезонного 
подъёма заболеваемости соответствует резкое сни-
жение серопревалентности по обоим маркерам.

Показатели серопревалентности в воз-
растной группе 0–17 лет (IgG VCA 54,9% и IgG 
EBNA 48,8%) были достоверно ниже, чем среди 
лиц в возрасте 18–39 лет (IgG VCA 95,0% и IgG 
EBNA 92,6%), 40–59 лет (IgG VCA 96,8% и IgG 
EBNA 93,2%), 60 лет и старше (IgG VCA 97,0% 
и IgG EBNA 92,0%); р < 0,05. Необходимо отме-
тить, что серопревалентность IgG VCA увеличива-
лась с возрастом обследованных, достигнув своего 

максимума в возрастной группе 60 лет и старше.  
В то же время аналогичный показатель IgG EBNA 
был наиболее высоким в возрастной группе  
40–59 лет, а в более старшем возрасте выявлено 
его достоверное снижение (табл. 1). 

Серопревалентность IgG VCA и IgG EBNA в 
группе женщин была достоверно выше, чем среди 
мужчин (р < 0,05; табл. 1). Достоверные различия 
между показателями женщин и мужчин для каж-
дого из маркеров были выявлены в группе лиц 
0–17 лет, а для IgG VCA — дополнительно в воз-
растной группе 18–39 лет (р < 0,05).

Анализ частоты выявления маркеров активной 
ВЭБ-инфекции среди жителей Москвы показал, что 
всего в 2011–2020 гг. IgM VCA были выявлены у 
16,5% обследованных (95% ДИ 16,3–16,7), IgG EA — 
у 17,8% (95% ДИ 17,5–18,1), что достоверно  
(р < 0,05) выше, чем аналогичный показатель для 
IgM VCA. При этом число лиц, обследованных на 
IgG EA (82 556 человек), было в 2 раза меньше, чем 
на IgM VCA (161 285 человек).

Достоверно (р < 0,05) реже других маркеров 
активной ВЭБ-инфекции выявлялась ДНК вируса в 
крови — 4,2% (95% ДИ 4,0–4,4). Генетический ма-
териал вируса в слюне (35,5%; 95% ДИ 34,7–36,3) 
выявлялся достоверно (р < 0,05) чаще, нежели в 
крови, и достоверно чаще серологических маркеров 
активной ВЭБ-инфекции. 

В динамике по годам изменения частоты вы-
явления IgM VCA на 100 обследованных лиц и 
показателей заболеваемости ИМ (2011–2020 гг.) 
не были синхронными (r = 0,32 — слабая прямая 
незначимая связь). В то же время между заболе-
ваемостью ИМ и частотами выявления IgG EA в 
2011–2020 гг. и ДНК ВЭБ в крови и слюне в 2014–
2020 гг. установлена значимая сильная прямая кор-
реляционная зависимость (r = 0,85; 0,73 и 0,89 со-
ответственно).
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Таблица 1. Суммарные уровни серопревалентности IgG VCA и IgG EBNA среди мужчин и женщин разных возрастных 
групп, проживающих в г. Москве в 2014–2020 гг., % (95% ДИ)
Table 1. Overall VCA IgG and EBNA IgG seroprevalence rates among men and women from different age groups residing in 
Moscow during 2014–2020, % (95% CI)

Возраст, лет
Age, years

Маркер
Marker

Мужчины
Men

Женщины
Women

Cовокупный контингент
Total contingent

0–17 IgG VCA 53,4% (52,9–54,0) 56,2% (55,6–56,7) 54,9% (54,5–55,3)

IgG EBNA 47,3% (46,8–47,9) 51,3% (50,7–51,8) 48,8% (48,5–49,2)

18–39 IgG VCA 93,7% (93,3–94,2) 95,7% (95,4–95,9) 95,0% (94,8–95,2)

IgG EBNA 91,6% (90,1–93,1) 93,0% (92,7–93,3) 92,6% (92,3–92,9)

40–59 IgG VCA 96,6% (96,1–97,0) 96,9% (96,6–97,2) 96,8% (96,5–97,1)

IgG EBNA 94,0% (93,4–94,6) 92,7% (92,2–93,1) 93,2% (92,9–93,5)

≥60 IgG VCA 96,4% (95,4–97,4) 97,3% (96,7–97,9) 97,0% (96,5–97,5)

IgG EBNA 92,6% (91,2–94,0) 91,7% (90,7–92,7) 92,0% (91,2–92,8)

Итого
Total

IgG VCA 68,7% (67, 5–69,9) 79,9% (79,6–80,2) 74,9% (74,7–75,1)

IgG EBNA 63,9% (63,5–64,3) 75,6% (75,3–75,9) 70,4% (70,2–70,7)
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Обратная сильная значимая корреляционная 
связь выявлена между показателями заболеваемо-
сти ИМ в динамике по месяцам и частотами вы-
явления IgM VCA, IgG EA и ДНК ВЭБ в слюне на 
100 обследованных (r = –0,74; r = –0,84 и r = –0,83 
соответственно). Прямая средней силы незначимая 
связь имела место при сопоставлении показателей 
заболеваемости и частоты выявления ДНК ВЭБ в 
крови (r = 0,6).

Суммарно частота выявления IgM VCA, ДНК 
ВЭБ в крови и слюне на 100 обследованных в груп-
пе женщин была достоверно ниже, чем в группе 
мужчин (табл. 2). Напротив, IgG EA обнаружива-
лись достоверно чаще у женщин в целом и отдельно 
в каждой возрастной группе (р < 0,05).

Обращает на себя внимание достоверное сни-
жение частоты выявления IgM VCA среди сово-
купного контингента по мере увеличения возраста 

обследованных. Противоположная тенденция име-
ет место для частоты выявления IgG EA: самый 
низкий показатель установлен в возрастной груп-
пе 0–17 лет, самый высокий — среди лиц 60 лет и 
старше (различия между показателями во всех воз-
растных группах достоверны; р < 0,05). ДНК ВЭБ 
в крови выявлялась достоверно чаще среди детей 
0–17 лет по сравнению с остальными возрастны-
ми группами (р < 0,05), между которыми, в свою 
очередь, различия не были значимыми (р > 0,05). 
Частота выявления ДНК ВЭБ в слюне, напротив, 
в возрастной группе 0–17 лет была самой низкой 
(р < 0,05).

Обсуждение
В ходе проведённого исследования была вы-

явлена многолетняя и внутригодовая цикличность 
заболеваемости ИМ на территории г. Москвы.

Таблица 2. Частота выявления маркеров активной ВЭБ-инфекции среди мужчин и женщин разных возрастных групп, 
проживающих в Москве в 2011–2020 гг., на 100 обследованных (95% ДИ)
Table 2. Detection rates for markers of active EBV infection among men and women from different age groups residing  
in Moscow during 2011–2020, per 100 examined people (95% CI)

Возраст, лет
Age, years

Маркер
Marker

Мужчины
Men

Женщины
Women

Совокупный контингент
Тotal contingent

0–17 IgM VCA 21,0 (20,7–21,3) 24,6 (24,2–25,0) 22,6 (22,3–22,9)

IgG EA 15,3 (14,9–15,7) 17,0 (16,5–17,5) 16,1 (15,8–16,4)

ДНК ВЭБ в крови
EBV DNA in the blood

6,6 (6,0–7,2) 7,5 (6,8–8,2) 7,0 (6,5–7,5)

ДНК ВЭБ в слюне
EBV DNA in saliva

31,4 (29,9–32,9) 30,4 (28,8–32,0) 30,9 (29,8–32,0)

18–39 IgM VCA 11,3 (10,8–11,8) 10,7 (10,4–11,0) 10,8 (10,5–11,1)

IgG EA 16,8 (16,0–17,6) 19,3 (18,7–19,9) 18,5 (18,0–19,0)

ДНК ВЭБ в крови
EBV DNA in the blood

2,0 (1,4–2,6) 1,0 (0,7–1,3) 1,4 (1,1–1,7)

 ДНК ВЭБ в слюне
EBV DNA in saliva

44,7 (42,1–47,3) 36,2 (34,4–38,0) 39,1 (37,6–40,6)

40–59 IgM VCA 5,0 (4,5–5,5) 6,5 (6,1–5,9) 6,0 (5,7–6,3)

IgG EA 16,7 (15,5–17,9) 23,9 (22,8–25,0) 21,2 (20,4–22,0)

ДНК ВЭБ в крови
EBV DNA in the blood

1,4 (0,7–2,1) 0,7 (0,4–1,0) 1,0 (0,7–1,3)

ДНК ВЭБ в слюне
EBV DNA in saliva

48,9 (45,2–52,6) 36,5 (33,9–39,1) 40,8 (38,7–42,9)

≥60 IgM VCA 5,6 (4,4–6,8) 4,2 (3,5–4,9) 4,7 (4,1–5,3)

IgG EA 22,5 (19,6–25,4) 28,9 (26,8–31,0) 26,8 (25,0–28,6)

ДНК ВЭБ в крови
EBV DNA in the blood

1,5 (0,2–2,8) 2,1 (0,9–3,3) 1,9 (1,0–2,8)

ДНК ВЭБ в слюне
EBV DNA in saliva

50,0 (42,3–57,7) 43,5 (38,6–48,4) 45,4 (41,2–49,6)

Итого
Total

IgM VCA 17,1 (16,8–17,4) 16,1 (15,9–16,3) 16,5 (16,3–16,7)

IgG EA 15,9 (15,5–16,3) 19,3 (19,0–19,6) 17,8 (17,5–18,1)

ДНК ВЭБ в крови
EBV DNA in the blood

4,8 (4,4–5,2) 3,8 (3,5–4,1) 4,2 (4,0–4,4)

ДНК ВЭБ в слюне
EBV DNA in saliva

37,2 (36,0–38,4) 34,2 (33,1–35,3) 35,5 (34,7–36,3)
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Более раннее изучение многолетней динами-
ки заболеваемости данной нозологической формой 
в Москве в 2000–2016 гг. [17], в Пермском крае в 
2006–2015 гг. [18], в Саратове в 1996–2009 гг. [14] 
не выявило циклических закономерностей, что мо-
жет быть связано как с погрешностями диагностики 
и регистрации ИМ [23, 24], так и с выбором вре-
меннóго интервала, в течение которого проводилась 
оценка. В нашем исследовании показано, что пери-
од между двумя подъёмами (спадами) заболеваемо-
сти ИМ достаточно продолжительный и составляет 
9–11 лет, что не позволяет выявить его за малое чис-
ло лет наблюдений. Необходимо отметить, что на-
личие многолетних циклов заболеваемости (боль-
ших и малых) описано для ряда инфекций [25], в 
том числе герпесвирусной этиологии [26]. Так, для 
ветряной оспы в Республике Беларусь характерна 
периодичность с шагом 32 года — большие циклы, 
3 и 9 лет — малые циклы [27]. Продолжение наблю-
дения за динамикой заболеваемости ИМ в г. Мо-
скве, вероятно, позволит выявить наряду с малыми 
(9–11 лет) большие циклы. 

Изучению сезонности ИМ посвящено ограни-
ченное число работ. Рост заболеваемости в осен-
не-зимне-весенние месяцы описан для Нижнего 
Новгорода и Санкт-Петербурга [28, 29], весенняя 
сезонность установлена в Норвегии и Италии 
[30]. Отечественными исследователями выявлена 
обратная корреляционная зависимость внутриго-
довой динамики заболеваемости и температуры 
наружного воздуха [28]. Ранее сезонный подъ-
ём заболеваемости ИМ в холодное время года на 
территории Москвы был описан авторами данной 
работы за 2014–2018 гг. [23, 24]. Настоящее иссле-
дование охватывает больший временнóй интервал 
(2014–2020 гг.), а полученные результаты ещё раз 
подтверждают наличие выраженного подъёма за-
болеваемости ИМ с октября по апрель с максиму-
мом в ноябре. 

Характерные и описанные другими авторами 
группы риска по заболеваемости ИМ [14, 18, 20, 
21] были выявлены и в ходе настоящего исследо-
вания. Так, в возрастных группах 1–2, 3–6, 7–14 и 
15–17 лет заболеваемость была достоверно выше, 
чем среди лиц старше 18 лет и детей до 1 года. Кро-
ме того, именно заболеваемость детского населения 
определяла общие подъёмы и спады заболеваемо-
сти, в то время как средние многолетние уровни за-
болеваемости взрослого населения в годы с относи-
тельно высокими (2009–2013 гг.) и низкими (2014–
2018 гг.) показателями достоверно не различались. 
Такие особенности можно объяснить выявлением 
в качестве ИМ у лиц старше 18 лет не первичной 
острой ВЭБ-инфекции, а реактивации хронической 
инфекции [31], которая не подчиняется общим за-
конам эпидемического распространения и требует 
обособленного учёта и регистрации.

Отличительной особенностью настоящего ис-
следования является параллельный анализ пока-
зателей заболеваемости ИМ населения Москвы и 
результатов обследования значимой выборки насе-
ления столицы на наличие маркеров ВЭБ-инфекции 
за один период времени. 

Таким образом, впервые за длительный пе-
риод времени на выборке более 100 тыс. чело-
век установлены распространённость маркеров 
ВЭБ-инфекции среди совокупного населения Мо-
сквы, динамика изменения частоты их выявления 
по годам и месяцам и её взаимосвязь с показате-
лями заболеваемости ИМ, более высокая частота 
реактиваций ВЭБ-инфекции у женщин, особенно-
сти выявления маркеров активной ВЭБ-инфекции 
в зависимости от возраста. Ранее оценка серопре-
валентности проводилась в ограниченных группах 
лиц, как правило, имеющих сопутствующие забо-
левания, численностью до 200 человек [21, 32, 33]. 
Высказывались предположения о более высокой 
распространённости ВЭБ-инфекции у женщин, 
однако ввиду малых выборок обследованных лиц 
достоверность различий не была установлена [34, 
35]. В настоящем исследовании удалось показать 
не только значимое преобладание частот выяв-
ления IgG VCA и IgG EBNA у женщин, но и до-
стоверно более высокую частоту выявления у них 
IgG EA, являющегося в первую очередь маркером 
реактивации. 

Важную практическую значимость пред-
ставляют результаты, указывающие на изменение 
частоты выявления маркеров активной ВЭБ-ин-
фекции в зависимости от возраста и на факт не-
доучёта роли IgG EA в диагностике ВЭБ-инфек-
ции, особенно у взрослого населения. При досто-
верно более высокой частоте выявления IgG EA  
(р < 0,05) обследование на наличие данного маркера 
проводилось в 2 раза реже, чем IgM VCA, который 
является в первую очередь маркером острой первич-
ной инфекции и достаточно редко выявляется при 
реактивации [36]. В нашем исследовании это под-
тверждается отсутствием прямой корреляционной 
связи показателей многолетней заболеваемости ИМ 
с частотой выявления IgM VCA и наличием силь-
ной прямой корреляционной зависимости от часто-
ты выявления IgG EA. Сильная обратная корреля-
ционная связь между показателями внутригодовой 
заболеваемости ИМ и частотой выявления IgG EA 
объясняется выработкой данного маркера спустя 
месяц после перенесённой активной ВЭБ-инфек-
ции и присутствием в крови в течение 3–4 мес. 
Поскольку ВЭБ-инфекция ввиду многообразия 
клинических проявлений вызывает существенные 
диагностические трудности, особенно у взрослых 
пациентов [37], IgG EA являются незаменимым мар-
кером, исследование на наличие которого позволяет 
установить этиологию процесса. В этой связи для 
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повышения качества диагностики ВЭБ-инфекции и 
точности постановки диагноза целесообразно про-
ведение дополнительных обучаю щих мероприятий 
с медицинским персоналом и включение данной те-
матики в программы непрерывного медицинского 
образования [38].

Выводы
Использование комплексного подхода в изуче-

нии ВЭБ-инфекции на территории Москвы позво-
лило установить следующие эпидемиологические 
особенности:
• распространённость маркеров хронической ВЭБ-

ин фекции среди населения Москвы составля-
ет 74,9% для IgG VCA и 70,4% для IgG EBNA  
(р < 0,05); 

• многолетняя динамика заболеваемости ИМ ха-
рактеризуется периодичностью с шагом 9–11 лет 
и имеет сильные прямые значимые корреляци-
онные связи с выявлением маркеров активной 
ВЭБ-инфекции (IgG EA — r = 0,85, ДНК ВЭБ  
в крови — r = 0,73 и ДНК ВЭБ в слюне —  
r = 0,89); 

• для внутригодовой динамики заболеваемости ИМ 
характерно наличие сезонного подъёма в холод-
ный период года с максимальными показателями 
в октябре, ноябре или феврале, обусловленного 
выраженным снижением серопревалентности 
IgG VCA и IgG EBNA (значимая сильная обратная 
корреляционная связь: r = –0,8 и r = –0,77 соот-
ветственно);

• группами риска по заболеваемости ИМ (пер-
вичной инфекцией) являются дети в возрасте 
1–17 лет, что подтверждается достоверно более 
низкой, по сравнению со взрослыми, частотой 
выявления маркеров хронической ВЭБ-инфекции 
(IgG VCA и IgG EBNA) и высокой — IgM VCA и 
ДНК ВЭБ в крови;

• вклад взрослого населения в эпидемический про-
цесс формируется за счёт реактивации хрониче-
ской ВЭБ-инфекции, что подтверждается досто-
верным снижением частоты выявления маркеров 
острой первичной инфекции (IgM VCA и ДНК 
ВЭБ в крови) на фоне достоверного роста часто-
ты выявления IgG EA, ДНК ВЭБ в слюне, а также 
IgG VCA и IgG EBNA по мере увеличения возрас-
та обследованных; 

• инфицирование лиц женского пола ВЭБ происхо-
дит раньше, а реактивация хронической инфекции 
встречается чаще, чем у мужчин, что подтвержда-
ется достоверно более высокими показателями 
выявления у первых IgG VCA и IgG EBNA в груп-
пе 0–17 лет и IgG EA во всех возрастных группах 
(р < 0,05); 

• IgG EA, являясь маркером активной ВЭБ-инфек-
ции, свидетельствуют в первую очередь о нали-
чии реактивации, поскольку достоверно чаще 

выявляются у взрослого населения; его внедре-
ние в лабораторную практику позволит повысить 
этиологическую расшифровку патологических 
состоя ний, сопряжённых с ВЭБ-инфекцией.
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Abstract
Introduction. Mycobacterium tuberculosis is the causative agent of tuberculosis. Drug susceptibility testing is 
performed by phenotypic and molecular tests. Commonly used for phenotypic drug susceptibility testing is the 
automated BACTEC system in a liquid culture medium. Drug susceptibility by line probe molecular tests was 
introduced almost 15 years ago. Recently whole genome sequencing (WGS) analysis of M. tuberculosis strains 
demonstrated that genotyping of drug-resistance could be accurately performed. Several software tools were 
developed. 
Our study aimed to perform whole-genome sequencing on phenotypically confirmed multi-drug resistant (MDR) 
M. tuberculosis strains, to identify drug-resistant mutations and to compare whole-genome sequencing profiles 
with line probe assay and phenotypic results. 
Materials and methods. We performed analysis on 34 MDR M. tuberculosis Bulgarian strains. Phenotypic 
drug susceptibility testing was performed on the BACTEC system. For molecular testing of drug susceptibility to 
first- and second-line tuberculostatics, we applied line probe assay Geno Type MTBDR plus v.1.0 и Geno Type 
MTBDR sl v.1.0. Sequencing was performed on MiSeq. Generated FASTQ files were analyzed for known drug-
resistant mutations with the software platform Mykrobe v.0.8.1.  
Results. All three methods — phenotypic analysis using the BACTEC system, genetic analysis of strains applying 
the Geno Type test and Mykrobe software gave comparable sensitivity/resistance results for the studied strains. 
All phenotypically proven rifampicin and isoniazid-resistant strains were 100% confirmed using Mykrobe software. 
The C-15T mutation is a marker for isoniazid resistance in strains of the SIT41 spoligotype. We observed a 75% 
(21/28) agreement between BACTEC and Mykrobe for ethambutol resistance. Phenotypically, 87% (n = 27) of 
the strains are resistant to streptomycin, but only 59% (n = 19) are proven by Mykrobe software. Comparing 
phenotypic and genotypic resistance to ofloxacin, amikacin and kanamycin, we observed 100% coincidence of 
results.
Conclusions. Whole-genome sequencing approach is relatively expensive and laborious but useful for detailed 
analysis such as epidemiological genotyping and molecular drug susceptibility testing.  

Keywords: M. tuberculosis, FASTQ, next-generation sequencing, drug resistance
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Определение чувствительности Mycobacterium tuberculosis 
к противотуберкулёзным препаратам с помощью 
полногеномного секвенирования и программного  
обеспечения «Mykrobe»
Vladimir Tolchkov1 , Yordan Hodzhev1, Borislava Tsafarova1, Elizabeta Bachiyska1,  
Yuliana Atanasova1, Ana Baykova1, Stanislava Yordanova1, Alberto Trovato2,  
Daniela Cirillo2, Stefan Panaiotov1

1Department of Microbiology, National Centre of Infectious and Parasitic Diseases, Sofia, Bulgaria 
2WHO Collaborating Centre and TB Supranational Reference Laboratory San Raffaele Scientific Institute, Milano, Italy 

Аннотация
Введение. Чувствительность Mycobacterium tuberculosis к противотуберкулёзным препаратам уста-
навливается с помощью фенотипических и молекулярных методов. Анализ целого генома штаммов  
M. tuberculosis даёт возможность предсказывать резистентность к лекарствам для большого числа меди-
каментов. Для этого разработано несколько видов программного обеспечения. 
Цель работы — определить чувствительность M. tuberculosis к антитуберкулёзным препаратам с по мощью 
фенотипического и генотипического анализа, а также полногеномного секвенирования с использованием 
программного обеспечения «Mykrobe».
Материалы и методы. Исследовали 34 мультирезистентных штамма M. tuberculosis, выделенных из кли-
нических материалов 34 пациентов в Болгарии. Все они были подтверждены фенотипически с помощью 
«BACTEC MGIT 960 System». Для определения резистентности к противотуберкулёзным средствам пер-
вого и второго ряда пользовались тестами для линейной гибридизации «Geno Type MTBDR plus v.1.0» и 
«Geno Type MTBDR sl v.1.0». Штаммы M. tuberculosis секвенировали с помощью «MiSeq». Для электрон-
ной резистограммы применяли программное обеспечение «Mykrobe v.0.8.1».
Результаты. Все три метода — фенотипический анализ, генетический анализ и электронная резистограм-
ма с помощью программного обеспечения «Mykrobe» — дали сопоставимые результаты чувствительно-
сти/резистентности исследуемых штаммов. Все фенотипически доказанные штаммы, резистентные к ри-
фампицину и изониазиду, были подтверждены на 100% с помощью программного обеспечения «Mykrobe». 
Мутация С-15Т является маркером для резистентности к изониазиду у исследуемых нами штаммов со 
сполиготипом SIT41. Мы наблюдали 75% (21/28) совпадения результатов по «BACTEC» и «Mykrobe» в 
отношении резистентности к этамбутолу. Фенотипически 87% (n = 27) штаммов были устойчивы к стреп-
томицину, и лишь 59% (n = 19) доказаны программным обеспечением «Mykrobe» как таковые. Сравнивая 
фенотипическую и генотипическую резистентность к офлоксацину, амикацину и канамицину, мы наблюда-
ли совпадение результатов на 100%.
Выводы. Секвенирование целого генома относительно дорого и трудоёмко, но представляет собой цен-
ный инструмент эпидемиологического генотипирования и определения восприимчивости к лекарствен-
ным средствам.

Ключевые слова: M. tuberculosis, FASTQ, секвенирование следующего поколения, лекарственная рези-
стентность
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ОРИГИНАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

Introduction
Drug resistance is a serious problem challenging 

antimicrobial therapy around the world1. Treatment of 
tuberculosis patients with antituberculosis drugs is one 
of the main strategies for disease control in Bulgaria 
and worldwide [1–4]. Mycobacterium tuberculosis in-
fection and resistance in some cases is associated with 
coinfection like HIV [5–7], and this fact should be tak-
en into account when therapy is subscribed. Antimi-
crobial drugs gradually lose activity against pathogens 
as a result of increasing microbial resistance. Along 
with classical methods of determination of M. tuber­
culosis complex drug resistance, new ones related to 
DNA sequence assays were recently introduced2. PCR 
and targeted sequencing of genes causing antimicrobi-
al resistance are widely used and became common. The 
introduction of next-generation sequencing technologies 
gave to researchers new opportunities for more powerful 
and detailed analysis [8–11]. Another advantage of NGS 
analysis is that when a strain once being sequenced, the 
information could be stored in formats such as FASTQ, 
FAST5 or others, depending on the technology, this 
strain can be analyzed in further studies with different 
software tools for different genetic, phylogenetic and ep-
idemiological investigations. Illumina sequencing tech-
nology is widely applied. Soon application of next-gen-
eration sequencing technology will be mandatory in the 
description of bacterial or viral strains and will be widely 
used in other fields of medicine and will displace ma-
ny phenotypic and current molecular genetic methods. 
Software tools were developed for drug resistance deter-
mination using data of whole-genome sequenced micro-

1 World Health Organization, Geneva. WHO consolidated guide-
lines on tuberculosis. Module 4: treatment — drug-resistant tu-
berculosis treatment/ World Health Organization 2020. 

 URL: https://apps.who.int/iris/bitstream/handle/10665/339991/9
789289054966-rus.pdf

2 World Health Organization (2016). The use of molecular line 
probe assay for the detection of resistance to isoniazid and rifam-
picin: policy update. World Health Organization. 

 URL: https://apps.who.int/iris/handle/10665/250586; 
 World Health Organization, Geneva. The use of molecular 

line probe assays for the detection of resistance to second-line 
anti-tuberculosis drugs: policy guidance. 2016. WHO/HTM/
TB/2016.07. 

 URL: https://apps.who.int/iris/handle/10665/246131; 
 WHO Regional Office for Europe. Expert opinion of the Europe-

an Tuberculosis Laboratory Initiative core group members for the 
WHO European Region. Algorithm for laboratory diagnosis and 
treatment-monitoring of pulmonary tuberculosis and drug-resis-
tant tuberculosis using state-of-the-art rapid molecular diagnostic 
technologies. 2017. 

 URL: https://www.euro.who.int/__data/assets/pdf_
file/0006/333960/ELI-Al gorithm.pdf; 

 World Health Organization (2013). Automated real-time nucleic 
acid amplification technology for rapid and simultaneous detec-
tion of tuberculosis and rifampicin resistance: Xpert MTB/RIF 
assay for the diagnosis of pulmonary and extrapulmonary TB in 
adults and children: policy update. World Health Organization. 

 URL: https://apps.who.int/iris/handle/10665/112472

organisms, such as ABRicate, ARIBA [12], ARGs-OAP 
[12], ARG-ANNOT [14], CASTB [15], KvarQ [16], 
MTBseq [17], PhyResSe [18], RAST [19], ResFinderST 
[20], RGI [21], SRST2 [22], SSTAR [23], TB Profiler 
[24] and Mykrobe tested by us [25]. Mykrobe has se-
veral advantages in comparison with previous software: 

1) it has an updated catalogue, increasing the sen-
sitivity for determination of pyrazinamide resistance; 

2) it allows the users to add their catalogues; 
3) it has improved identification for non-tubercu-

losis mycobacterial species. 
The Mykrobe software specificity and sensitivity 

were estimated in a previous study comparing pheno-
typic and whole-genome sequencing results obtained for 
4362 isolates of M. tuberculosis. The estimated sensitiv-
ity of Mykrobe was 100, 95, 82, 99%, and the specificity 
is 99, 100 99, 99% respectively for rifampicin, isoniazid, 
pyrazinamide, and ethambutol [26]. Mykrobe software 
is not popular in Bulgaria and has not been applied. The 
present work aimed to determine the phenotypic and 
genotypic susceptibility of M. tuberculosis to antituber-
culosis drugs. Tasks of present work included determi-
nation of phenotypic susceptibility of M. tuberculosis 
strains isolated from Bulgarian patients, whole-genome 
sequencing of the strains and application of the software 
tool “Mykrobe” for drug-susceptibility testing.

Materials and Methods 
This study includes 34 multi-resistant M. tu ber­

cu losis (MDR-TB) strains isolated from 34 Bulgarian 
patients’ samples; out of them 9 were isolated in 2009, 
23 — in 2010, and 2 strains were isolated in 2011. Their 
resistance has been phenotypically confirmed by BAC-
TEC MGIT 960 System. The genotypic resistance for 
most of them was determined by the line probe assay 
(LPA) (71% of them were tested for first-line drugs and 
21% were tested for second-line drugs) at the National 
Reference Laboratory of tuberculosis, NCIPD.

Isolation of M. tuberculosis strains from clinical samples
The studied clinical materials were processed by 

homogenization and decontamination, in accordance 
with the standard operating procedures described in the 
Methodological instructions for microbiological diag-
nosis and treatment of tuberculosis (Bulgarian Ministry 
of Health, 2009). Each sample was inoculated in two 
tubes Löwenstein–Jensen solid media and one tube with 
liquid media (Mycobacteria Growth Indicator Tube — 
MGIT). We used the products of “Becton Dickinson”. 
The tubes were cultivated at 37°C. The result of cul-
tivation on solid media was evaluated by the scale of 
semi-quantitative assessment of growth according to 
the above-mentioned guidelines.

MGIT liquid media tubes had a bar code and a flu-
orescence sensor on the bottom. The result was auto-
matically generated by BACTEC MGIT 960 system 
and the Becton Dickinson's software. From the positive 

https://apps.who.int/iris/bitstream/handle/10665/339991/9789289054966-rus.pdf
https://apps.who.int/iris/bitstream/handle/10665/339991/9789289054966-rus.pdf
https://apps.who.int/iris/handle/10665/250586
https://apps.who.int/iris/handle/10665/246131
https://www.euro.who.int/__data/assets/pdf_file/0006/333960/ELI-Algorithm.pdf
https://www.euro.who.int/__data/assets/pdf_file/0006/333960/ELI-Algorithm.pdf
https://apps.who.int/iris/handle/10665/112472
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test tubes we performed the immunochromatographic 
test BD MGIT TB Identification Test (“Becton Dick-
inson”) in order to detect Mycobacterium tuberculosis 
complex. The Drug Sensitivity Tests (DST) was done 
using BACTEC and Geno Type MTBDR plus v.1.0 and 
Geno Type MTBDR sl v.1.0 (“Hain Lifescience”).

Phenotypic DST of M. tuberculosis complex  
to first- and second-line anti-TB drugs

The phenotypic susceptibility of the strains to the 
following anti-tuberculosis drugs: streptomycin, isoni-
azid, rifampicin, ethambutol, ofloxacin, amikacin, ka-
namycin and capreomycin was evaluated by the pro-
portion method using the fully automated BACTEC 
MGIT 960 system, according the manufacturer's in-
structions (BACTEC System User Guide MGIT 960, 
2004). The tested critical concentrations were as fol-
lows: streptomycin — 1.0 μg/ml; isoniazid — 0.1 μg/
ml; rifampicin — 1.0 μg/ml; ethambutol — 5.0 μg/ml; 
ofloxacin — 2.0 μg/ml; amikacin — 1.0 μg/ml; kana-
mycin — 5.0 μg/ml; capreomycin — 2.5 μg/ml.

Molecular genetic methods for detecting resistance  
to the first and second line anti-tuberculosis drugs

We used line probe assays (LPA) Geno Type 
MTBDR plus v.1.0 and Geno Type MTBDR sl v.1.0 
(“Hain Lifescience”) according the manufacturer's in-
structions. The tests were based on DNA-STRIP tech-
nology. Rifampicin resistance was found by detection 
of a mutation in the rpoB gene encoding the β-subunit 
of RNA polymerase. The resistance to isoniazid was 
searched in two genes: a mutation in the katG gene en-
coding peroxidase, which causes a high level of resis-
tance, and a mutation in the inhA gene encoding enoyl- 
(acyl-protein carrier) reductase (NADH), causing a low 
level resistance. Resistance to the fluoroquinolones was 
detected by GenoType MTBDR sl, v.1.0, scoping for 
mutation in the gyrA gene encoding DNA gyrase. The 
resistance to aminoglycosides and cyclic peptides was 
detected by proved mutation in the rrs gene encoding 
the 16S rRNA.

DNA isolation
Phenotypically proven multidrug-resistant M. tu­

berculosis strains were grown on Löwenstein–Jensen 
medium for 35–42 days at 37°C. A full inoculation loop 
of fresh culture was resuspended in 400 μl TE buffer [10 
mM Tris-HCl, 1 mM EDTA (pH 7.0)] in a 1.5–2.0 ml  
screw cap tube. The samples were incubated for  
20 min at 80°C for inactivation of mycobacterial cul-
ture. DNA was isolated performing method described 
by van Soolingen and modified by us. [27]. In each 
tube to the lysozyme was added 1U RNase H followed 
by incubation for 4 h at 37°C than 70 μl of 10% so-
dium dodecyl sulfate (SDS) and 10 μl proteinase K 
at a concentration of 10 mg/ml were added and tubes 
were incubated for 24 h at 65°C. All other steps were 

performed following the original methodology. DNA 
quality was checked spectrophotometrically at optical 
density 1.8–1.9 OD measured on 260/280 nm.

Strain sequencing and bioinformatic analysis
Whole genomes of 34 M. tuberculosis resistant 

strains collected by the Bulgarian National Reference 
Laboratory of Tuberculosis were sequenced at the Su-
pranational Reference Laboratory of Tuberculosis, San 
Raffaele Institute, Milan, Italy. Sequencing results were 
provided as FASTQ files written in fasta.qz format.  
Information about the whole genome of each strain was 
stored in two files: one with the amplicons ordered in 
5 ' → 3 ' direction, and a second ordered in 3 ' → 5.  
The majority of the amplicons were 117 bp in size 
without adapter regions on both ends. Bacterial ge-
nome size was about 4.5 million base pairs. The size of 
each file containing genome data was about 250 MB. 
We installed Mykrobe software (www.mykrobe.com), 
version v.0.8.1 for desktop under Windows 10 [28] 
which is freely available for non-commercial use to 
analyze genome sequences. We loaded pair of read-
ings sequenced in both directions. After overlaying 
of fragments on the catalogues used by Mykrobe of-
fline, containing information about the genes determin-
ing drug resistance, drug resistance and related gene  
mutations were presented in a tabular form. The agree-
ment between resistant phenotypic cultural method 
and Mykrobe software prediction tool was illustrated 
by Venn diagram3 for each tuberculostatic. Reference 
vaccine strain BCG SL222 Sofia [29], originating from 
Russian vaccine strains BCG-I seed lot 374(a) was used 
as a negative reference control.

Results and Discussion
We determined the drug-susceptibility of 34 

strains of M. tuberculosis collected at the National Ref-
erence Laboratory of Tuberculosis, NCIPD, Sofia, Bul-
garia. All investigated strains were MDR, and in two of 
them, we proved extensive drug resistance (XDR). The 
phenotypic and genotypic drug resistance of strains is 
shown in Table. 

Designations of strains are shown in the first col-
umn of Table. All phenotypically proven rifampicin 
and isoniazid-resistant strains were 100% confirmed 
by Mykrobe software. In thirty-one strains, rifampicin 
resistance was caused by S450L mutation — follow-
ing the M. tuberculosis H37R nomenclature (or S531L 
according to the Escherichia coli nomenclature used 
by Hain Lifescience). One strain demonstrated H445Y 
mutation — according to M. tuberculosis H37Rv  
(H526), one was with H445D (H526D), and one with 
N432L (N513L) mutations in the rpoB gene. 

S315T mutation responsible for isoniazid resis-
tance was observed in the katG gene in strain N:22_09. 

3 URL: https://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/

https://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/
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In strain, N:60_10 double mutation in the inhA gene was 
detected. I194T mutation in the inhA gene was proven 
in combination with C-15T mutation in the promoter 
region of the inhA gene. C-15T mutation in the pro-
moter region of the inhA gene was found in 33 strains, 
which is responsible for isoniazid resistance. C-15T 
mutation is prevalent and most widespread (> 50%) 
among the MDR strains of M. tuberculosis isolated in 
Bulgaria with spoligotype SIT41 (TUR) [30]. These 
results were consistent with previous studies [30–33].  
We can conclude that the C-15T mutation itself is a 
marker for isoniazid resistance in investigated strains 
with SIT41 spoligotype and is predictive for MDR. 

We observed a 75% (21/28) overlapping rate be-
tween BACTEC and Mykrobe for ethambutol resis-
tance. In 4 strains (13%), M306V mutation in the embB 
gene was proven, which was expected to cause etham-
butol resistance, but these strains were phenotypically 
susceptible. We can suggest that in these four strains 
M306V mutation is a polymorphism unrelated to phe-
notypic ethambutol resistance. Strain 22_09 was phe-
notypically identified as resistant, but mutation M306V 
or another related was not identified. This strain might 
have other, unknown mutations leading to ethambutol 
resistance 

The sensitivity of some strains to streptomycin 
was very interesting. Phenotypically 87% (n = 27) of 
streptomycin-resistant strains were proven and only 
59% (n = 19) were detected by Mykrobe. In 8 strains 
streptomycin sensitivity was detected by analysis of 
FASTQ files with Mykrobe, while BACTEC showed 
phenotypic resistance to this antituberculosis drug. 
For 19 strains proven by Mykrobe streptomycin re-
sistance, we identified in 2 of them that streptomycin 
resistance was caused by A450X nucleotide mutation,  
in 9 by A514X, and in 8 by C517X nucleotide mutation 
in rrs gene encoding 16S rRNA which is responsible 

for streptomycin resistance. We can suggest that other 
unknown mutations, different from the described above 
in rpsL, rrs, and gidB genes, are responsible for strep-
tomycin resistance. In other cases, streptomycin resis-
tance can be caused by efflux or change in streptomycin 
targeting. Our investigation showed that the Mykrobe 
software tool has limited capability to test streptomycin 
resistance, giving a 30% error rate. 

Different mechanisms of fluoroquinolone resis-
tance were found in different strains [34]. In strains 
21_10, 23_10, 24_10, 52_10, 60_10, and 62_10, resis-
tance to ofloxacin, moxifloxacin and ciprofloxacin was 
caused by A90V mutation in gyrA gene and in strains 
38_10, 60_10, 32_11 and 62_10, by D94H mutation in 
the same gene. Comparing phenotypic and genotypic 
resistance to ofloxacin, amikacin and kanamycin, we 
observed 100% coincidence of results. Six strains were 
phenotypically and genotypically proven as pre-XDR 
with 100% coincidence to fluoroquinolone resistance. 
A disadvantage of our study is the small number of 
proven MDR strains resistant to this drug. In the stud-
ied group of MDR strains, we observed two that were 
phenotypically and genotypically confirmed as XDR.

The susceptibility of the strains to pyrazinamide 
was evaluated only with Mykrobe. Seventeen (50%) 
pyrazinamide resistance strains were observed. Resis-
tance was caused by six different mutations in the pncA 
gene. The most often detected mutation was P69L in 
6 strains. G97C was the second most common muta-
tion proven in 4 strains. Based on these results, we can 
conclude that resistance to pyrazinamide is a result of 
several mutations in the pncA gene.

All studied by us M. tuberculosis strains with Ge-
no Type test and Mykrobe tool showed identical results 
for antituberculosis drug resistance. Mykrobe gave 
more full and detailed information (Figure). The disad-
vantage of Geno Type is that it does not cover all mu-

Venn diagram representing the agreement between resistant phenotypes identified by phenotypic cultural method  
and Mykrobe software prediction tool for 8 tuberculostatics.

Recently, new software tools were developed for the analysis of resistance of different species of microorganisms, which will be applied  
in our future studies [24, 35].
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ORIGINAL RESEARCHES

tations responsible for the resistance of M. tuberculosis 
to the currently applied anti-TB drugs.

Conclusion
Currently, different methods of identifying drug 

resistance have been developed and introduced into 
practice. Next-generation sequencing and bioinformat-
ics data analysis are fast developing technologies and 
they will be used more widely soon. Next-generation 
sequencing technologies will be mandatory in the char-
acterization and registration of new strains. Compari-
son of different methods showed that in some cases 
one could identify a mismatch between expected and 
observed phenotypes and genotypes. The genotypes in-
clude marker genes or other genome regions involved 
in drug resistance. Resistance can be caused by other 
unknown markers. This fact does not allow us to ig-
nore phenotypic methods for the determination of anti-
microbial resistance, and to prescribe drugs based on 
DNA analyses, despite enormous possibilities provid-
ed by whole-genome sequencing and bioinformatics. 
However, phenotypic methods do not determine the 
mechanism of resistance. Application of whole genome 
sequencing assay allows observing different genetic 
modifications associated with different mechanisms 
causing drug-resistance of M. tuberculosis complex. 
Different mutations cause different levels of resistance, 
and this will be the subject of our future investigations. 
Next-generation sequencing allows not only to com-
pare data with phenotypically detected resistance but 
also to find relations between a mutation(s) and level 
of resistance. 
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Иммуногенность препарата «Живая вакцина интраназального 
применения для профилактики коклюша» (ГамЖВК) 
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Аннотация
Введение. Значительный рост заболеваемости коклюшем в мире, в том числе среди подростков и взрос-
лых, распространение стёртых форм заболевания, бессимптомное носительство бактерий Bordetella 
pertussis и обусловленная этим потребность в массовой ревакцинации разных возрастных групп населе-
ния обосновывают необходимость разработки новых противококлюшных вакцин. В НИЦЭМ им. Н.Ф. Га-
малеи разработана живая коклюшная вакцина интраназального применения для профилактики коклюша 
(ГамЖВК). Вакцина ГамЖВК прошла доклинические исследования, доказавшие её безопасность и эффек-
тивность в экспериментах на мелких лабораторных животных и нечеловекообразных обезьянах. Показана 
её безопас ность в клинических исследованиях на здоровых добровольцах. 
Цель исследования — оценка иммуногенности разных доз препарата ГамЖВК при первом применении у 
здоровых добровольцев. 
Материалы и методы. Исследование проводилось как рандомизированное плацебо-контролируемое, 
слепое, с последовательным включением добровольцев и эскалацией дозы. Идентификатор исследова-
ния в базе clinicaltrials.gov: NCT03137927 (A Phase I Clinical Study of a GamLPV, a Live Intranasal Bordetella 
Pertussis Vaccine). Определены параметры гуморального и клеточного иммунного ответа в динамике: 
уровни специфических IgM-, IgG- и IgA-антител в сыворотке крови добровольцев и количество цитокинов 
интерлейкина-17, фактора некроза опухоли-α, интерферона-γ, продуцируемых после специфической ин-
дукции in vitro мононуклеарами периферической крови вакцинированных добровольцев. Оценена динами-
ка персистенции аттенуированных бактерий в носоглотке вакцинированных добровольцев.
Результаты. Интраназальная вакцинация добровольцев препаратом ГамЖВК приводит к формированию 
специфического гуморального (IgG и IgА) и клеточного иммунного ответа. Показан дозозависимый ха-
рактер продукции иммуноглобулинов и цитокинов. Аттенуированные бактерии длительно персистируют в 
носо/ротоглотке вакцинированных добровольцев. 
Обсуждение. Хорошая переносимость всех тестированных доз препарата обосновывает выбор для даль-
нейшего исследования дозы вакцины, равной 4 × 109 КОЕ. На следующем этапе будут изучены безопас-
ность и иммуногенность двукратной вакцинации добровольцев.

Ключевые слова: живая аттенуированная вакцина, коклюш, Bordetella pertussis, интраназальная вак-
цинация, гуморальный ответ, клеточный ответ, мукозальный ответ, иммуногенность
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Immunogenicity of the drug "Live intranasal vaccine  
for the prevention of pertussis" (GamLPV) with a single  
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Abstract
Introduction. A significant increase in the incidence of pertussis in the world, including among adolescents and 
adults, the prevalence of mild forms of the disease and asymptomatic carrier of bacteria B. pertussis, and the 
resulting need for mass revaccination of different age groups determine the demand for new vaccines against 
B. pertussis. In N.F. Gamaleya Federal Research Center for Epidemiology and Microbiology, a live intranasal 
pertussis vaccine for the prevention of pertussis (GamLPV) has been developed. The GamLPV vaccine underwent 
preclinical studies that proved its safety and effectiveness in experiments on small laboratory animals and non-
human monkeys. Safety of vaccine is shown in clinical studies on healthy volunteers.
The aim of the study is to assess the immunogenicity of different doses of the drug GamLPV when first used in 
healthy volunteers. 
Materials and methods. The study was conducted as randomized placebo-controlled, blind trial with consistent 
volunteer inclusion and dose escalation. Study ID in clinicaltrials.gov database: NCT03137927 (A Phase I Clinical 
Study of a GamLPV, a Live Intranasal Bordetella Pertussis Vaccine). The following parameters of humoral and 
cellular immune responses were assessed in dynamics: levels of specific IgM, IgG and IgA antibodies in blood 
serum of volunteers and the number of cytokines interleukin-17, tumor necrosis factor-α, interferon-γ produced 
after specific induction in vitro of blood mononuclears of vaccinated volunteers. Dynamics of attenuated bacteria 
persistence in nasopharynx of vaccinated volunteers was evaluated.
Results. Intranasal vaccination of volunteers with the drug Gam LPV resulted in the formation of a specific hu-
moral (IgG and IgA) and cellular immune response. The dose-dependent nature of immunoglobulin and cytokine 
production was shown. Attenuated bacteria persisted for a long time in the nose/oropharynx of vaccinated vol-
unteers.  
Discussion. Good tolerability of all tested doses of the drug justifies the choice for further investigation of a 
vaccine dose equal to 4 × 109 CFU. At the next stage, the safety and immunogenicity of two-time vaccination of 
volunteers will be studied.

Keywords: live attenuated vaccine, pertussis, Bordetella pertussis, intranasal vaccination, humoral response, 
cellular response, mucosal response, immunogenicity
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в 1990-е — начале 2000-х гг. на фоне гиподиагно-
стики коклюша в мире регистрировалось более  
48,5 млн случаев заболевания разной степени тя-
жести, из которых около 300 тыс. заканчивались 
летальным исходом [1]. В 2008 г. из 16 млн забо-

Введение 
Несмотря на проводимую в разных странах 

с начала 1950-х гг. массовую противококлюшную 
вакцинацию, элиминации возбудителя среди на-
селения не происходит. По некоторым расчётам,  
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левших коклюшем 195 тыс. человек умерли [1].  
В последние годы отмечается значительный рост 
числа лабораторно подтверждённых случаев ко-
клюша среди подростков и взрослых [1–3], распро-
странение стёртых форм заболевания, выявлены 
бессимптомные носительства бактерий Bordetella 
per tussis [2, 4, 5]. В США с охватом детей привив-
ками, близким к 95%, с начала 2000-х гг. отмечен 
значительный рост регистрации коклюша, прибли-
жающийся к довакцинному пе риоду [6, 7]. Растёт 
заболеваемость в странах Европы, Австралии, Азии 
[2, 9]. Отмечен рост числа регистрируемых случаев 
коклюша в Санкт-Петербурге и Москве на фоне со-
хранения уровня заболеваемости в России [10, 11].

Для профилактики коклюша в настоящее вре-
мя в мире используют препараты АКДС-вакцины, 
содержащей корпускулярный коклюшный компо-
нент (ККВ) или бесклеточный коклюшный компо-
нент (БКВ) в сочетании с инактивированными ди-
фтерийным и столбнячным токсинами. Иногда ККВ 
или БКВ используют как моновакцины. Несмотря 
на высокую эффективность АКДС, содержащей 
ККВ, практика её использования выявила побочные 
эффекты, для устранения которых был предложен 
препарат БКВ, состоящий из нескольких очищен-
ных антигенов коклюшного микроба. Считается, 
что БКВ менее реактогенна, но последние исследо-
вания показали, что она не обеспечивает антибак-
териальный иммунитет [12], что приводит к росту 
числа стёртых форм заболевания и формированию 
бактерионосительства. 

Другим важным недостатком современных ко-
клюшных вакцин является невысокая длительность 
сформированного иммунитета. При изучении эф-
фективности противококлюшных вакцин различно-
го типа выявлено, что длительность поствакциналь-
ного иммунитета не превышает 5–7 лет. После пе-
ренесённого заболевания напряжённый иммунитет 
сохраняется до 15 лет [13]. 

Как правило, современные коклюшные вакци-
ны вводятся детям старше 2–3 мес не менее 3 раз. 
Таким образом, полный цикл вакцинации заверша-
ется не раньше чем к 6-месячному возрасту ребён-
ка, а в Германии и Швеции — к 11–13 мес, что со-
храняет высокий риск в первые, самые опасные для 
заболевания коклюшем месяцы его жизни [9].

Рост заболеваемости коклюшем, в том числе 
среди старших детей и взрослого населения, при-
вёл к пониманию необходимости ревакцинации 
подростков и взрослых. Рассматривается необхо-
димость вакцинации матерей и формирования «се-
мейного иммунитета» [2–4, 9, 14]. Для этих целей в 
настоящее время рекомендована только БКВ, кото-
рая, как упомянуто выше, не обеспечивает защиту 
детей и взрослых от заражения и распространения 
инфекции и, следовательно, малоэффективна для 
ревакцинации.

В НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи на базе бактерий 
B. pertussis 475, входящих в состав производимой 
в России вакцины АКДС, разработана живая ко-
клюшная вакцина интраназального применения 
для профилактики коклюша (ГамЖВК). Вакцина 
прошла доклинические исследования, доказавшие 
её безопасность и эффективность в экспериментах 
на мелких лабораторных животных и нечеловеко-
образных обезьянах [15–18]. Аналогичная вакцина 
французских исследователей прошла I фазу клини-
ческих исследований [19–21].

ГамЖВК на первом этапе предназначена для 
ревакцинации подростков, взрослых и формирова-
ния семейного иммунитета. После завершения пол-
ного цикла клинических исследований ГамЖВК 
будет использована для ранней вакцинации младен-
цев. Целью клинического исследования I фазы бы-
ла оценка профиля безопасности, переносимости и 
эффективности разных доз препарата ГамЖВК при 
первом применении у здоровых добровольцев. Ре-
зультаты оценки безопасности опубликованы в ста-
тье А.Ю. Медковой и соавт. [22]. 

Целью настоящего исследования являет-
ся оценка иммуногенности разных доз препарата 
ГамЖВК при первом применении у здоровых до-
бровольцев. Идентификатор исследования в базе 
clinicaltrials.gov: NCT031379271. 

Материалы и методы
Дизайн исследования

Исследование проводилось как рандомизиро-
ванное плацебо-контролируемое, слепое, с последо-
вательным включением добровольцев и эскалацией 
дозы и выполнялось на основании разрешения Ми-
нистерства здравоохранения № 895 от 28.12.2016. 
Все добровольцы, участвовавшие в исследовании, 
подписали форму добровольного информированно-
го согласия.

Ниже приведены критерии включения и 
невключения, значимые для оценки иммуногенно-
сти используемой вакцины и бактериальной нагруз-
ки в носоглоточных аспиратах. Полный перечень 
критериев включения, невключения, а также крите-
риев досрочного исключения добровольцев из ис-
следования представлен в дополнительных матери-
алах на сайте журнала2.

Критерии включения: 
• мужчины и женщины в возрасте 18–40 лет с 

верифицированным диагнозом «здоров»; 
• отсутствие специфических антител к возбу-

дителю коклюша, подтверждённое отрица-
тельным результатом ИФА на специфические  
IgM и IgG к антигенам B. рertussis (см. ниже); 

1 URL: https://clinicaltrials.gov/ct2/show/study/NCT03137927?te
rm=vaccine&cond=pertussis&cntry=RU&draw=2&rank=2

2 URL: https://microbiol.elpub.ru

https://clinicaltrials.gov/ct2/show/study/NCT03137927?term=vaccine&cond=pertussis&cntry=RU&draw=2&rank=2
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/study/NCT03137927?term=vaccine&cond=pertussis&cntry=RU&draw=2&rank=2
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• отсутствие ДНК B. pertussis в назофарин-
геальных мазках, подтверждённое методом 
ПЦР. 

Критерии невключения: 
• наличие коклюша в анамнезе; 
• перенесённая вакцинация против коклюша в 

течение последних 10 лет, а также любая вак-
цинация в течение последнего года; 

• любое заболевание, которое, по мнению ис-
следователя, может повлиять на результаты 
исследования или привести к ухудшению со-
стояния здоровья в ходе исследования; 

• зарегистрированные сильные поствакци-
нальные осложнения в анамнезе; 

• курсовой приём лекарственных препаратов с 
профилактической или лечебной целью в те-
чение 1 мес до скрининга; 

• участие в других клинических исследовани-
ях или приём исследуемых препаратов в те-
чение 3 мес до скрининга. 

Обследование добровольцев  
и рандомизация

Здоровые добровольцы прошли процеду-
ры скрининга, включавшие физикальный осмотр, 
оценку жизненно важных показателей, лаборатор-
ные исследования, ЭКГ, пикфлоуметрию, а также 
исследование на наличие специфических антител к 
возбудителю коклюша в сыворотке крови и наличие 
бактерий B. pertussis в носоглотке. Соответствие 
всем критериям включения/невключения было под-
тверждено до включения добровольцев в исследо-
вание.

В исследовании участвовали 36 здоровых до-
бровольцев, рандомизированных в 3 группы по  
12 человек, различающиеся вводимой дозой иссле-
дуемого препарата. В пределах каждой группы до-
бровольцы были рандомизированы в соотношении 
3 : 1 (рандомизационный номер присваивали мето-
дом генерации случайных чисел с использованием 
статистической программы «SPSS Statistics v.19.0») 
по введению исследуемого препарата или плацебо 
соответственно. Таким образом, в каждой группе  
9 добровольцев получали вакцинный препарат и  
3 добровольца — плацебо. 

Исследуемый препарат, дозы и способ введения
ГамЖВК на основе аттенуированных бактерий 

B. pertussis 4MKS, представлена в виде лиофилизата 
для приготовления суспензии для интраназально-
го введения и произведена филиалом «Медгамал» 
 НИЦЭМ им. Н.Ф. Га ма  леи. Серии вакцины, ис-
пользованные в клиническом исследовании, прошли 
все необходимые этапы контроля. 

Препарат вводили с эскалацией дозы по следу-
ющей схеме: 2,5 × 108 КОЕ (доза 1), 109 КОЕ (доза 2)  
и 4 × 109 (доза 3).

В качестве плацебо применяли стерильный 
лио филизат стабилизатора, растворённый в 0,9% 
NaCl для инъекций. 

Количественное определение ДНК B. pertussis  
в заднеглоточных аспиратах методом ПЦР  

в реальном времени (ПЦР РВ)
ДНК бактерий выделяли из смывов с заднегло-

точных зондов (аспиратов). Образцы после центри-
фугирования обрабатывали раствором гуанидина 
тиоцианата с последующей сорбцией ДНК на маг-
нитном сорбенте фирмы «Promega» [23, 24]. Для 
определения количества геном-эквивалентов ДНК 
B. pertussis использована разработанная и валиди-
рованная нами тест-система ПЦР РВ [25].

Прочие материалы и методы, использованные 
при обследовании добровольцев, описаны в допол-
нительных материалах к статье на сайте журнала3.

Оценка уровня специфических IgM-, IgG-  
и IgA-антител в сыворотке крови добровольцев

Образцы крови отбирали в вакуумные пробир-
ки с активатором свёртывания крови («Vacuette»). 
Сыворотку крови отбирали после центрифугиро-
вания проб в течение 20 мин при 300g для уплот-
нения сгустка. Уровень специфических антител 
к возбудителю коклюша B. pertussis определяли 
с помощью ИФА в соответствии с инструкци-
ей производителя тест-систем «RIDASCREEN® 
Bordetella IgG» «RIDASCREEN® Bordetella IgM» и 
«RIDASCREEN® Bordetella IgA» («R-Biopharm»). 
Доброволец считался положительным при уровне 
антител IgG > 17 ЕД/мл для IgM > 18 ЕД/мл для 
IgG (согласно инструкции к применению тест-си-
стем).

Оценка клеточного иммунного ответа  
на введение вакцины

Клеточный иммунный ответ оценивали по 
индукции синтеза цитокинов, характерных для 
Th1- (ИФН-γ) и Th17-клеток (ИЛ-17) в монону-
клеарах периферической крови. Определение 
проводили методом ИФА, выявляя количество ци-
токинов в надосадочной жидкости при культиви-
ровании мононуклеаров из цельной гепаринизи-
рованной периферической крови добровольцев с 
убитыми нагреванием вирулентными B. pertussis, 
до введения препаратов, через 8 ± 2, 15 ± 2, 29 ± 
2, 57 ± 2 сут после интраназальной вакцинации до-
бровольцев. Выделенные клетки культивировали  
in vitro. 

Получение мононуклеаров периферической крови
Для получения мононуклеаров перифериче-

ской крови 7,0–7,5 мл цельной крови наслаивали на 

3 URL: https://microbiol.elpub.ru
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среду для сепарации лимфоцитов на основе фикол-
ла с плотностью 1,077 г/мл («Capricorn», «Sigma») 
и центрифугировали при 1200g в течение 25 мин. 
Мононуклеары собирали и трёхкратно отмывали 
DPBS («Пан-ЭКО») от среды для сепарации лимфо-
цитов, центрифугируя при 400g в течение 10 мин. 
Полученные клетки взвешивали в полной среде 
RPMI-1640 («Gibco», «Invitrogen»), содержащей 
10% эмбриональной телячьей сыворотки и все не-
обходимые добавки. Клетки подсчитывали под ми-
кроскопом в камере Горяева.

Культивирование клеток in vitro для оценки  
уровня синтезируемых цитокинов  

в супернатанте
Мононуклеары периферической крови инку-

бировали в лунках плоскодонных культуральных 
96-луночных планшетов («Thermo») по 106 кле-
ток в 200 мкл полной среды RPMI-1640 («Gibco», 
«Invitrogen»), содержащей 10% эмбриональной 
телячьей сыворотки и все необходимые добавки,  
в течение 24 ч с добавлением вирулентных бакте-
рий B. pertussis, инактивированных нагреванием 
в течение 10 мин при 65ºС (индуцированная про-
дукция цитокинов). Спонтанную продукцию ин-
терферона-γ (ИФН-γ), интерлейкина-17 (ИЛ-17) и 
фактора некроза опухоли-α (ФНО-α) оценивали без 
дополнительной стимуляции. Для специфической 
индукции ИФН-γ, ИЛ-17 и ФНО-α в лунки вно-
сили убитые нагреванием вирулентные бактерии 
B. pertussis до конечного соотношения 108 бактерий 
на 106 клеток. Клетки инкубировали в течение 24 ч 
в CO2-инкубаторе.

Анализ содержания цитокинов  
в культуральной жидкости

Количество цитокинов ИЛ-17, ФНО-α, ИФН-γ 
в супернатантах после 24-часового культивирова-
ния мононуклеаров периферической крови уста-
навливали с использованием тест-систем ИФА для 
определения уровней цитокинов человека («Цито-
кин») в соответствии с инструкцией производите-
ля. Оптическую плотность измеряли при двойной 
длине волны 450/630 нм. Уровень цитокинов, инду-
цируемых специфичным антигеном, рассчитывали 
как разницу между уровнем цитокинов, продуциру-
емых in vitro спонтанно и при добавлении специфи-
ческого «активатора».

Чтобы исключить влияние исходного иммун-
ного статуса, из полученных уровней индуцирован-
ных цитокинов вычитали значения, выявленные у 
добровольцев на 0-й день, т.е. до вакцинации или 
введения плацебо. При этом учитывался только объ-
ективный ответ, т.е. возрастание уровня цитокинов. 
Если уровень индуцируемых цитокинов после вак-
цинации был ниже, чем на 0-е сутки (разница бы-
ла отрицательной), считали, что ответ отсутствует 

и возрастание равно «0». Также были определены 
средние значения уровней индуцируемых цитоки-
нов в группе добровольцев, получивших плацебо.

Статистическая обработка данных
Статистическую обработку данных по имму-

ногенности ГамЖВК проводили с помощью про-
граммного обеспечения «GraphPad Prism v.6.0». 
Нормальность распределения оценивали с помо-
щью KS-теста. Если распределение значений не 
соответствовало нормальному, для статистической 
обработки и оценки достоверности различий между 
группами использовали непараметрический крите-
рий Манна–Уитни. При оценке гуморального отве-
та определяли достоверность различий с нулевой 
точкой (до вакцинации) среди добровольцев, полу-
чивших плацебо, и для каждой дозы вакцины. При 
оценке клеточного иммунного ответа оценивали до-
стоверность различий кратности возрастания уров-
ня индуцированных цитокинов относительно сред-
него значения по группе плацебо. Данные представ-
лены в таблицах и на рисунках в виде медианы и 
межквартильного интервала.

Результаты
В результате первичного скрининга были ото-

браны 50 серонегативных добровольцев, содержа-
щих специфичные антитела к антигенам B. pertussis: 
IgM-изотипа ≤ 17 ЕД/мл, IgG-изотипа ≤ 18 ЕД/мл. 
После завершения скрининга до активной фазы ис-
следования с вакцинацией были допущены 36 серо-
негативных добровольцев, рандомизированных на 
3 группы.

Забор крови и ротоглоточных аспиратов осу-
ществляли непосредственно перед введением пре-
паратов, на 8, 15, 29 и 57-е сутки после введения. 
Ротоглоточные аспираты отбирали также на 1-е сут-
ки после вакцинации.

Гуморальный иммунный ответ
Определение уровня специфических IgM в сы-

воротке вакцинированных добровольцев не выяви-
ло достоверных отличий от исходных их значений в 
группе плацебо. 

Результаты оценки уровня специфических IgG- 
и IgA-антител в динамике в группе плацебо и среди 
добровольцев, получивших вакцину, приведены в 
табл. 1, 2 и на рис. 1, 2. Гистограммы с данными по 
отдельным пациентам приведены в дополнитель-
ных материалах к статье на сайте журнала4.

Серопозитивными по IgG считают сыворотки 
с содержанием антител IgG > 18 ЕД/мл (инструк-
ция «RIDASCREEN®»). При введении дозы 1 из 9 
вакцинированных добровольцев на 29-е сутки до-
стигли серопозитивного уровня 5 (56%) человек. 

4 URL: https://microbiol.elpub.ru
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Таблица 1. Гуморальный IgG-ответ в группе добровольцев, получивших ГамЖВК
Table 1. Humoral IgG response in the group of vaccinated volunteers

Доза
Dose

Показатель
Indicator

Уровень антител в различные сроки, сут
Antibody level at different times, days

0 8 15 29 57

Плацебо
Placebo

Медиана (квартили), ЕД/мл
Median (Q1; Q3), U/ml

7,00  
(4,50; 9,50)

8,50  
(4,50; 11,50)

10,00  
(5,50; 11,00)

10,00  
(7,25; 11,50)

10,00  
(7,25; 11,50)

p – 0,5949 0,2858 0,2154 0,1384

Доза 1
Dose 1

Медиана (квартили), ЕД/мл 
Median (Q1; Q3), U/ml

10,00  
(5,50; 10,50)

10,00  
(6,50; 17,00)

15,00  
(8,75; 26,50)

18,00  
(12,00; 30,50)

16,00  
(12,00; 28,00)

p – 0,3766 0,0323 0,0007 0,0003

Доза 2 
Dose 2

Медиана (квартили), ЕД/мл 
Median (Q1; Q3), U/ml

8,00  
(6,00; 10,50)

9,00  
(6,50; 14,50)

11,00  
(10,00; 20,00)

18,00  
(14,50; 24,50)

15,00 
(14,00; 34,50)

p* – 0,3259 0,0192 <0,0001 <0,0001

Доза 3 
Dose 3

Медиана (квартили), ЕД/мл 
Median (Q1; Q3), U/ml

8,00  
(4,25; 10,00)

8,00  
(4,75; 11,50)

15,00  
(11,25; 23,00)

17,00  
(11,50; 27,50)

25,00  
(19,00; 36,50)

p – 0,7797 0,0101 0,0031 <0,0001

Примечание. Здесь и в табл. 2: р — достоверность различий с 0-ми сутками.
Note. Here and in Table 2: р — the reliability of the differences when compared to day 0.

Таблица 2. Гуморальный IgА-ответ в группе добровольцев, получивших ГамЖВК
Table 2. Humoral IgA response in the group of vaccinated volunteers

Доза
Dose

Показатель
Indicator

Уровень антител в различные сроки, сут
Antibody level at different times, days

0 8 15 29 57

Плацебо
Placebo

Медиана (квартили), ЕД/мл
Median (Q1; Q3), U/ml

4,50  
(3,00;5,50)

4,50  
(2,50;5,25)

4,00  
(3,00;4,75)

5,00  
(2,00;5,00)

3,00  
(1,50;4,00)

p – 1,000 0,6218 0,8952 0,1114

Доза 1
Dose 1

Медиана (квартили), ЕД/мл 
Median (Q1; Q3), U/ml

5,00  
(4,50;7,75)

5,00  
(4,50;9,25)

6,5  
(4,75;27,00)

11,00  
(7,00;50,00)

9,00  
(6,00;37,50)

p – 0,8255 0,1159 0,0037 0,0642

Доза 2 
Dose 2

Медиана (квартили), ЕД/мл 
Median (Q1; Q3), U/ml

7,00  
(4,00;10,00)

11,00  
(4,50;16,00)

17,00  
(6,50;26,00)

18,00  
(8,00;35,00)

20,00  
(9,50;42,50)

p* – 0,2968 0,0582 0,0144 0,0093

Доза 3 
Dose 3

Медиана (квартили), ЕД/мл 
Median (Q1; Q3), U/ml

4,00  
(3,50;6,50)

4,50  
(4,00;9,00)

12,00  
(7,50;31,00)

15,00  
(8,00;37,50)

12,00  
(8,50;30,00)

p – 0,4688 0,0005 0,0020 0,0006

на 29-е сутки и в 2 раза — на 57-е, на дозе 2 — в 2,25 
и 1,88 раза соответственно, на дозе 3 — в 2,13 и 3,13 
раза соответственно. 

При оценке уровня специфического IgA серо не-
гативными считаются лица с уровнем IgA < 19 ЕД/мл,  
неопределённый серологический статус устанав-
ливается при выявлении 19–26 ЕД/мл IgA-антител, 
а серопозитивным статус признают при уровне 
IgA-антител в сыворотке крови > 26 ЕД/мл (инструк-
ции для ELISA «RIDASCREEN® Bordetella IgA»).

Как видно из представленных в табл. 2 и на 
рис. 2 данных, число добровольцев, ответивших 
на введение вакцины достижением серопозитив-
ного статуса, меньше, чем для IgG. Для дозы 1 —  
4 (33%) из 9 вакцинированных, для доз 2 и 3 — только  

Ещё 4 добровольца остались серонегативными  
(< 14 ЕД/мл) и 1 попал в зону неопределённого се-
рологического статуса по IgG (14–18 ЕД/мл). В от-
вет на вакцинацию дозой 2 исследуемой вакцины 
на 29-е сутки серопозитивными по IgG-антителам 
были 5 из 9 вакцинированных (56%). При введе-
нии добровольцам максимальной дозы 3 вакцины  
на 29-е сутки серопозитивными по IgG-антителам 
были 6 из 9 вакцинированных (67%) и на 59-е сут-
ки — 8 из 9 вакцинированных (89%). Один добро-
волец на 59-е сутки имел неопределённый сероло-
гический статус. 

Из приведённых данных видно, что макси-
мального уровня IgG достигает к 29–57-м суткам. 
Медиана уровня IgG возрастает на дозе 1 в 1,8 раза 
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3 (22%) из 9 вакцинированных. В то же время из  
7 выявленных случаев IgA-ответа 6 совпали с выяв-
ленным IgG-ответом. Наиболее сильный IgA-ответ 
(100 ЕД/мл и более) выявлен у двух добровольцев, 
у которых также был отмечен наиболее сильный 
IgG-ответ (рис. 1, 2). Этот результат может свиде-
тельствовать в пользу корреляции измеренных по-
казателей и требует дальнейшего изучения. Сыворо-
точные IgA-антитела в большинстве случаев (6 из 7)  
достигали серопозитивного уровня на 15-е сутки 
(доза 2 — p = 0,0582, доза 3 — p = 0,0005). Ни у од-
ного из добровольцев, получивших плацебо, специ-
фичные IgA-антитела не были выявлены.

Клеточный иммунный ответ
У добровольцев, однократно интраназально 

вакцинированных ГамЖВК, была определена про-
дукция индуцированных цитокинов ИФН-γ (Th1), 
ИЛ-17 (Th17) и ФНО-α в мононуклеарах перифери-
ческой крови. Поскольку для разных добровольцев 
наблюдался большой разброс измеренных абсолют-
ных значений, сильно затрудняющий обработку 
результатов, было принято решение представить 

результаты в относительных значениях. Относи-
тельное возрастание уровней исследуемых цитоки-
нов рассчитывали как отношение индуцированного 
уровня цитокина на каждой точке у вакцинированно-
го добровольца к среднему значению в группе плаце-
бо. Результаты измерения содержания цитокинов для 
каждой дозы вакцины приведены на рис. 3–5.

Интенсивность цитокинового ответа среди вак-
цинированных добровольцев значительно отлича-
лась. Наибольшие уровни индуцируемого ИФН-γ 
вы явлены в первые 2 нед и на 60-е сутки, что мо-
жет свидетельствовать об индукции эффекторных 
Th1-клеток на начальных стадиях иммунного ответа 
и Th1-клеток памяти в отдалённые сроки после вак-
ци нации. Сопоставление результатов вакцинации до-
бровольцев наименьшей и наибольшей дозами позво-
ляет констатировать наличие дозовой зависимо сти 
интенсивности цитокинового ответа — наиболь шие 
уровни индукции цитокинов наблюдались у добро-
вольцев, получивших максимальную дозу  вакцины.

Кратность возрастания уровня индуцируемо-
го ИФН-γ в сравнении с исходными значениями в 
группе плацебо варьировала в диапазоне 0,22–3,87. 

Плацебо (суммарно по 3 дозам)
IgG

0 су
т.

8 су
т.

15
су

т.

29
су

т.

57
су

т.
0

20

40

60

80

U
/м

л

0 су
т.

8 су
т.

15
су

т.

29
су

т.

57
су

т.
0

20

40

60

80

U
/м

л

Доза 1 IgG

Доза 2 IgG

0 су
т.

8 су
т.

15
су

т.

29
су

т.

57
су

т.
0

20

40

60

80

U
/м

л

Доза 3 IgG

0 су
т.

8 су
т.

15
су

т.

29
су

т.

57
су

т.
0

20

40

60

80

U
/м

л

Срок исследования, сут
Day of investigation

a / a

в / c

б / b

г / d

0 158 29 57 0 158 29 57

0 158 29 57 0 158 29 57

Рис. 1. Уровни IgG (ЕД/мл) в сыворотке крови добровольцев. 
а — получившие плацебо; б — получившие ГамЖВК в дозе 1; в — в дозе 2; г —  в дозе 3.

Fig. 1. Serum IgG levels (U/ml) of volunteers. 
a — placebo group; b — vaccinated with GamLPV at the first dose (2,5 × 108);  

c — vaccinated with GamLPV at the second dose (109); d — vaccinated with GamLPV at maximal dose (4 × 109).
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В связи с этим в качестве критерия ответа было 
принято 4-кратное возрастание уровня индуциру-
емого ИФН-γ. Среди добровольцев, получивших 
дозу 1, более чем 4-кратное возрастание выявлено  
у 4 (44,4%) из 9 добровольцев; при вакцинации 
дозой 2 — у 1 (11,1%) из 9; при вакцинации дозой 
3 — у 5 (55,5%) из 9. Таким образом, наибольший 
уровень ответа в отношении ИФН-γ был выявлен 
при применении наиболее высокой (доза 3) дозы 
вакцинного препарата.

Не понятно практически полное отсутствие 
превышения уровней индуцируемого ИФН-γ отно-
сительно плацебо среди добровольцев, получивших 
дозу 2. Для этой группы характерен и более слабый 
специфический антительный ответ на вакцинацию. 
Причины выявленных отклонений требуют даль-
нейшего изучения.

При оценке уровней индуцируемого ИЛ-17 на-
блюдалась более регулярная картина, в том числе у 
добровольцев, получивших дозу 2 (рис. 4).

Среди добровольцев, получивших плацебо, 
кратность превышения исходного уровня цитокина 
варьировала в диапазоне 0,00–4,49, в связи с чем 

Рис. 2. Уровни IgA в сыворотке крови добровольцев. 
а — получившие плацебо; б — получившие ГамЖВК в дозе 1; в — в дозе 2; г —  в дозе 3.

Fig. 2. Serum IgA levels of volunteers. 
a — placebo group; b — vaccinated with GamLPV at the first dose (2,5 × 108);  

c — vaccinated with GamLPV at the second dose (109); d — vaccinated with GamLPV at maximal dose (4 × 109).
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в качестве критерия ответа было выбрано 5-крат-
ное превышение среднего уровня индуцируемого 
ИЛ-17 в сравнении с исходными значениями. Сре-
ди вакцинированных добровольцев в большинстве 
случаев наблюдались чёткое возрастание уровней 
ИЛ-17 и выраженная дозозависимость. Так, сре-
ди 9 добровольцев, получивших дозу 1 вакцины,  
у 4 (44%) было выявлено возрастание уровня инду-
цируемого ИЛ-17, как минимум 5-кратно превыша-
ющее среднее значение для группы плацебо. Сре-
ди 9 добровольцев, получивших дозу 2, у 8 (89%) 
выявлено минимум 5-кратное превышение уровня 
индуцируемого ИЛ-17 в сравнении с плацебо. При 
этом только у 1 добровольца наблюдалось 25-крат-
ное возрастание уровня индуцируемого ИЛ-17. При 
вакцинации дозой 3 ГамЖВК число добровольцев 
с минимум 5-кратным возрастанием уровня ИЛ-17 
несколько снизилось (до 5; 56%), но при этом прак-
тически у всех (4 из 5) выявлено минимум 30-крат-
ное возрастание уровня индуцированного ИЛ-17. 
Таким образом, прослеживается выраженная дозо-
зависимость интенсивности ответа ИЛ-17 на ин-
дукцию B. pertussis.
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На рис. 4 приведены максимальные зареги-
стрированные значения уровня индуцированно-
го ИЛ-17 в сравнении со средними значениями по 
плацебо. Достоверное увеличение индуцирован-
ного ИЛ-17 отмечено при использовании доз 2 и 3 
ГамЖВК (в сравнении с плацебо p = 0,0008 и р = 
0,0238 соответственно).

При оценке индуцируемого ФНО-α досто-
верные различия с исходным уровнем были выяв-
лены только для доз 1 и 3 вакцины (p = 0,0020 и  
p = 0,0195 соответственно), что коррелировало с 
данными, полученными для ИФН-γ (рис. 5).

Разброс кратностей индукции ФНО-α в груп-
пе плацебо варьировал в диапазоне 0,00–4,68,  
в связи с чем в качестве ответа учитывали 5-крат-
ное возрастание уровня индуцируемого ФНО-α. 
Среди 9 добровольцев, получивших дозу 1, такое 
возрастание отмечено у 5 (55,5%); среди вакци-
нированных дозой 2 — у 1 (11,1%); среди вакци-
нированных дозой 3 — у 2 (22,2%). Выявленное 
снижение индукции ФНО-α при повышении дозы 
вакцинного штамма B. pertussis требует дальней-
шего изучения и проверки на большей популяции 
добровольцев.

Динамика размножения аттенуированных  
бактерий B. pertussis в носоглотке добровольцев 

ДНК B. pertussis регистрировали в аспиратах 
добровольцев через 1 ч, 1, 8, 15, 29 и 57 сут после 
вакцинации добровольцев. На рис. 6 представлена 
характерная гистограмма распределения доли до-
бровольцев, в ротоглоточных аспиратах которых 
достоверно зарегистрирована ДНК аттенуирован-
ных бактерий. Динамика элиминации бактерий из 
ротоглотки для дозы 1 практически не отличается 

от представленной, тогда как при дозе 3 отмечен бо-
лее резкий спад количества геном-эквивалента (ГЭ) 
со временем, и к 29-му дню ДНК в ротоглотке не 
регистрируется.

По причине малого числа добровольцев в ка-
ждой когорте и большого разброса измеренных 
значений числа ГЭ обсуждение динамики их изме-
нения в каждой из групп представляется нецелесо-
образным.

Обсуждение
Дозозависимость иммунного ответа при вак-

цинации является характерной, по крайней мере до 

Рис. 3. Максимальные зарегистрированные за период 
исследования значения кратности возрастания уровня  

индуцируемого ИФН-γ относительно среднего  
значения по группе плацебо после 24-часовой  

индукции B. pertussis.
Fig. 3. Maximum multiplicity values of the increase in IFNγ 
inducible level against placebo group mean after 24-hour 
induction with B. pertussis recorded over the study period.
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Рис. 4. Максимальные зарегистрированные за период 
исследования значения кратности возрастания уровня 
индуцируемого ИЛ-17 относительно среднего значе-
ния по группе плацебо после 24-часовой индукции B. 

pertussis.
Fig. 4. Maximum multiplicity values of the increase in IL17 
inducible level against placebo group mean after 24-hour 
induction with B. pertussis recorded over the study period.

Рис. 5. Максимальные зарегистрированные за период 
исследования значения кратности возрастания уровня 

индуцируемого ФНО-α относительно среднего значения 
по группе плацебо после 24-часовой индукции  

B. pertussis.
Fig. 5. Maximum multiplicity values of the increase in TNFα 
inducible level against placebo group mean after 24-hour 
induction with B. pertussis recorded over the study period.
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определённых значений дозы, и положена в основу 
выбора оптимальной дозы для применения вакци-
ны. Зависимость эффективности живой коклюшной 
вакцины от дозы показана в экспериментах с им-
мунизацией взрослых нечеловекообразных обезьян 
[18, 19] и при вакцинации здоровых добровольцев 
[21]. В настоящем исследовании лучшие результаты 
были получены при введении добровольцам макси-
мальной дозы 3 вакцины. На 29-е сутки серопозитив-
ными по IgG-антителам были 6 (67%) из 9 вакцини-
рованных и на 59-е сутки — 8 (89%) из 9 вакцини-
рованных, единственный доброволец на 59-е сутки 
имел неопределённый серологический статус. 

Следует отметить, что достоверное двукратное 
возрастание количества IgG отмечено у абсолютно-
го большинства добровольцев, получивших вакци-
ну, даже если оно в конечном итоге не достигало 
диагностически значимых величин. Ни у одного из 
добровольцев, получивших плацебо, достоверного 
возрастания IgG не выявлено.

Таким образом, вакцинация добровольцев лю-
бой из использованных доз ГамЖВК приводит к бо-
лее чем двукратному росту IgG, специфических к 
коклюшному токсину и филаментозному гемагглю-
тинину. Полученные результаты позволяют заклю-
чить, что однократное введение вакцины ГамЖВК 
вызывает специфический, дозозависимый IgG-от-
вет у вакцинированных добровольцев. 

Определение IgA-антител в сыворотке крови 
может быть особенно интересным, учитывая спо-
соб введения исследуемой вакцины. IgA является 
основным изотипом иммуноглобулинов на слизи-
стых. Одна из ключевых его особенностей — не-
способность активировать каскад комплемента 
даже при образовании комплекса со специфичным 

антигеном. Это значительно снижает вероятность 
развития воспаления на слизистой оболочке и, соот-
ветственно, её повреждения. Другая важная функ-
ция IgA — блокирование на клетке микроорганизма 
сайтов прикрепления к слизистой, что предотвра-
щает колонизацию слизистой и повышает эффек-
тивность элиминации возбудителя. Помимо этого, 
IgA (в мономерной форме) в относительно больших 
количествах присутствует в сыворотке крови (вто-
рой иммуноглобулин по количеству после IgG).  
В связи с этим представлялось весьма вероятным 
появление IgA-антител к B. pertussis в сыворот-
ке крови добровольцев после мукозальной (ин-
траназальной) вакцинации. При этом выявление 
IgA-антител в сыворотке крови может косвенно 
свидетельствовать о формировании мукозального 
IgA-иммунного ответа, однако данные о такой кор-
реляции для B. pertussis в литературе отсутствуют и 
это предположение требует проверки.

Как было отмечено выше, из 7 выявленных слу-
чаев IgA-ответа 6 совпали с выявленным IgG-отве-
том. Наиболее сильный IgA-ответ (100 ЕД/мл и бо-
лее) выявлен у добровольцев, у которых также был 
отмечен наиболее сильный ответ по IgG (см. допол-
нительные материалы  к статье на сайте журнала5). 
Этот факт может свидетельствовать в пользу корре-
ляции двух ключевых показателей гуморального им-
мунного ответа и требует дальнейшего изучения.

Другая особенность выявленного IgA-ответа 
на B. pertussis в сыворотке крови — более раннее 
его начало в сравнении с IgG-ответом. Так, если 
значимый IgG-ответ развивался не ранее 29-х суток 
после вакцинации, то IgA-антитела в большинстве 
случаев (6 из 7) достигали серопозитивного уров-
ня уже на 15-е сутки, а на 59-е сутки наблюдалось 
снижение их уровня в сравнении с 29-ми сутками. 
Отчасти это может свидетельствовать о вовлечении 
в IgA-ответ клеток первой линии защиты: В-1-лим-
фо цитов, в норме населяющих lamina propria респи-
раторного и пищеварительного трактов (а также пе-
ритонеальную и плевральную полости) и вносящих 
значимый вклад в иммунную защиту слизистых 
оболочек. В-1-клеткам не требуется прохождение 
длительного этапа дифференцировки для синтеза/
секреции IgA, что может объяснить более раннее 
его появление в сыворотке крови вакцинированных 
добровольцев. Однако данный вопрос требует даль-
нейшего изучения.

Как и в случае IgG, возрастание количества 
IgА отмечено у абсолютного большинства добро-
вольцев, получивших вакцину, даже если у некото-
рых добровольцев оно в конечном итоге не достига-
ло диагностически значимых величин. 

При первичном контакте с патогеном обыч-
но первыми образуются IgM-антитела. В нашем 

5 URL: https://microbiol.elpub.ru

Рис. 6. Доля добровольцев, в ротоглотке которых  
выявлена ДНК аттенуированных бактерий, после  

интра назальной вакцинации ГамЖВК в дозе 109 КОЕ.
Fig. 6. Percentage of volunteers in whose oropharynx the 
DNA of attenuated bacteria was detected after intranasal 

vaccination with GamLPV at a dose of 109 CFU.
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исследовании незначительные изменения уров-
ня IgM-антител в сыворотке крови происходили 
в серонегативном диапазоне. В отличие от IgА и 
IgG, изменения содержания IgM-антител по срав-
нению с исходными значениями недостоверны. 
Аналогичный результат получен нами при анализе 
IgM-антител у обезьян, иммунизированных одно-
кратно аттенуированными бактериями B. pertussis 
[18]. Отcутствие IgM-антител после вакцинации 
может быть обусловлено тем, что бактерии атте-
нуированного штамма B. pertussis вызывает ин-
фекционный процесс, при котором не происходит 
значительного повреждения слизистой оболочки 
и развития значимого воспалительного процес-
са, что подтверждается отсутствием клинических 
проявлений заболевания у вакцинированных до-
бровольцев. Отсутствие проникновения возбу-
дителя через повреждённую слизистую может 
быть причиной отсутствия значимого системного 
IgM-ответа. Вместо этого происходит индукция 
первичного IgA-ответа.

Как видно из представленных данных, у до-
бровольцев, получавших плацебо, уровень антител 
достоверно не изменялся в течение всего исследо-
вания, независимо от их изотипа. 

В заключение анализа следует отметить, что 
в сыворотке крови большинства вакцинированных 
добровольцев, независимо от дозы, зафиксирован 
рост содержания IgA и IgG, достигающий серопози-
тивного уровня, только в 56–89% случаев для IgG и 
22–33% случаев для IgA в зависимости от дозы вак-
цины. Аналогичные результаты получены нами при 
экспериментальной инфекции и вакцинации обе-
зьян макака резус. После первой эксперименталь-
ной инфекции вирулентными или аттенуированны-
ми бактериями число животных, в крови которых 
регистрировался достоверный прирост уровня IgG, 
составило менее 50% при достоверной регистрации 
бактерий в носоглотке. При этом повторная имму-
низация или инфекция приводили к формированию 
IgG практически у всех животных [18, 26]. Количе-
ство серопозитивных добровольцев после вакцина-
ции коррелирует и с числом серопозитивных людей 
после перенесённой инфекции, составляющих, по 
некоторым данным, менее 80% [27]. 

Низкие абсолютные значения IgA и IgG в ряде 
случаев могут быть связаны с частичным иммуно-
дефицитом добровольцев. Полученные результаты 
ещё раз подчёркивают неполное понимание меха-
низмов противококлюшного иммунитета и роли ан-
тител в его формировании и обеспечении защиты 
от инфекции.

Представленные результаты определения гу-
морального ответа на интраназальную вакцинацию 
ГамЖВК позволяют утверждать, что однократная 
вакцинация добровольцев индуцирует выработку 
специфических сывороточных противококлюшных 

антител класса IgА и IgG. Поскольку IgА обеспе-
чивают преимущественно защиту слизистых обо-
лочек, возможно, выявление IgА в секретах рото- и 
носоглотки может быть более информативным. 

Оценивая результаты определения клеточного 
иммунного ответа, следует отметить, что большой 
уровень разброса измеренных нами значений инду-
цированной продукции ИФН-γ и ИЛ-17 отмечался 
не только у вакцинированных добровольцев, но и 
в группе плацебо, что значительно затруднило ана-
лиз полученных результатов. Тем не менее можно 
утверждать, что достоверное увеличение продук-
ции ИЛ-17, по крайней мере для двух использован-
ных доз, свидетельствует об индукции Th17-кле-
точного  ответа на интраназальную вакцинацию 
добровольцев. Этот результат находится в полном 
соответствии с принятым представлением о роли 
Th17-ответа в противококлюшном иммунитете [1, 
2, 9]. Корреляции между Th17- и Th1-ответом по из-
меренным параметрам не установлено. Максималь-
ные значения ИФН-γ и ИЛ-17 в большинстве случа-
ев были зарегистрированы у разных добровольцев. 
Более того, больше всего добровольцев показали 
более чем 5-кратное превышение уровней ИЛ-17 
при введении 2-й дозы вакцины, тогда как возрас-
тание уровня ИФН-γ у этих добровольцев практи-
чески не отмечено. Этот результат может предпо-
лагать наличие дихотомии ответа на B. pertussis по 
Th1- и Th17-пути. Нужно также отметить, что не 
было выявлено корреляции между уровнем гумо-
рального иммунного ответа и индукцией исследо-
ванных цитокинов.

Полученные результаты позволяют заключить, 
что интраназальная вакцинация добровольцев пре-
паратом ГамЖВК приводит к формированию специ-
фического гуморального (IgG и IgА) и клеточного 
иммунного ответа. 

Исследования, проведённые нами на этапе до-
клинического изучения ЖВК, показали, что атте-
нуированные бактерии B. pertussis размножаются 
в организме обезьян аналогично изогенным виру-
лентным бактериям [15, 18]. После первой экспе-
риментальной инфекции вирулентные и аттенуи-
рованные бактерии регистрируются методом ПЦР 
РВ в ротоглотке большинства макака резус в тече-
ние 2–3 мес. Французские исследователи выявля-
ли в носоглотке павианов анубис аттенуированные 
бактерии B. pertussis BPZE1 с помощью посевов 
материала назофарингеальных мазков на твёрдую 
питательную среду вплоть до 5–7 нед [19]. В работе 
J.M. Warfel и соавт. в носоглотке павианов анубис 
регистрировали вирулентные бактерии B. pertussis 
D20 в течение 4–5 нед [28]. В исследованиях, про-
ведённых нами совместно с сотрудниками НИИДИ 
Ленинград, ДНК возбудителя коклюша в носоглот-
ке выздоравливающих больных регистрировали бо-
лее 3 мес [25]. 
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ОРИГИНАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

В наших экспериментах в качестве положи-
тельного принимались результаты ПЦР РВ, в кото-
рых количество копий ДНК мишени (IS481), опре-
делённое по результатам 2 измерений, составляло 
не менее 10, а сигнал в образцах отрицательного 
контроля (вода) и контроля выделения отсутствовал 
или не превышал 1–2 копий. Следует отметить, что 
чувствительность тест-системы ПЦР РВ была луч-
ше, чем 0,05 ГЭ бактерии B. pertussis в 5 мкл [25, 
29]. Статистическая достоверность такой чувстви-
тельности обусловлена большим числом копий по-
следовательности мишени IS481. 

Как видно из рис. 5, ДНК B. pertussis реги-
стрируется через час после инфекции в образцах от 
всех добровольцев, получивших аттенуированные 
бактерии. Обычно количество ГЭ ДНК B. pertussis  
в 5 мкл образца через час после инфекции находи-
лось в диапазоне 103–105. Через 1 сут после вакци-
нации ДНК регистрируется у 5 (56%) из 9 добро-
вольцев, получивших дозу 1, у 8 (89%) из 9 — дозы  
2 и 3. Количество ГЭ в ротоглоточном аспирате в 
100–1000 раз меньше, чем через 1 ч после инокуля-
ции бактерий. Таким образом, через 1 сут бактерии 
присутствовали в носоглотке большинства вакци-
нированных добровольцев, хотя и в значительно 
меньшем количестве, чем сразу после инокуляции. 
В носоглотке добровольцев, получивших плацебо, 
ДНК B. pertussis не обнаружена. 

Следует заметить, что время персистенции 
бактерий в организме человека, с нашей точки зре-
ния, является важным фактором защитной активно-
сти ГамЖВК. Сопоставление полученных результа-
тов с результатами 2–3-кратной экспериментальной 
инфекции обезьян вирулентными бактериями и их 
иммунизации аттенуированными бактериями по-
зволяет предположить, что повторная вакцинация 
добровольцев будет сопровождаться бустерным 
эффектом роста титра специфических антител и 
ускоренной элиминацией возбудителя из носоглот-
ки добровольцев [18–20]. Изучение параметров гу-
морального и клеточного иммунитета после первой 
и повторной вакцинации позволит сделать заключе-
ние об их роли в обеспечении защитного эффекта 
ГамЖВК и определит необходимость повторной 
вакцинации добровольцев для усиления защитной 
активности вакцины.

Полученные положительные результаты демон-
стрируют необходимость продолжения клинических 
исследований препарата ГамЖВК, направленных в 
том числе на определение схемы и методов вакцина-
ции добровольцев. Сформулирован протокол следу-
ющего этапа клинического исследования. 

Анализ иммунного ответа на вакцинацию 
ГамЖВК на следующем этапе исследования необхо-
димо сосредоточить на изучении параметров гумо-
рального ответа и на определении индуцированной 
продукции растворимых цитокинов в экспериментах 

in vitro. Учитывая дозозависимый характер продук-
ции иммуноглобулинов и цитокинов и хорошую пе-
реносимость всех тестированных доз препарата, для 
дальнейшего исследования предполагается исполь-
зовать максимальную дозу, равную 4 × 109 КОЕ.

Заключение
Интраназальная однократная вакцинация до-

бровольцев препаратом ГамЖВК приводит к фор-
мированию специфического гуморального (IgG и 
IgА) и клеточного иммунного ответа, характерного 
для коклюшной инфекции. Зависимость продукции 
иммуноглобулинов и цитокинов от дозы вакцины, 
безопасность и хорошая переносимость препарата 
позволили определить максимальную из исследо-
ванных доз (4 × 109 КОЕ) для дальнейших иссле-
дований. Аттенуированные бактерии длительно 
персистируют в носо- и ротоглотке вакцинирован-
ных добровольцев. В настоящее время проводятся 
исследования, направленные на определение схемы 
и способа введения ГамЖВК здоровым доброволь-
цам. В рамках второго этапа клинического иссле-
дования будут изучены безопасность и иммуноген-
ность двукратной вакцинации добровольцев.
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Молекулярные детерминанты резистентности  
Salmonella enterica к антибиотикам
Павлова А.С.1, Бочарова Ю.А.2, Кулешов К.В.1 , Подколзин А.Т.1, Чеботарь И.В.2

1ЦНИИ Эпидемиологии Роспотребнадзора, Москва, Россия; 
2Российский национальный исследовательский медицинский университет имени Н.И. Пирогова, Москва, Россия

Аннотация 
Нетифоидные штаммы Salmonella enterica представляют большую опасность для здоровья человека. 
Проблема сальмонеллёзов осложняется прогрессирующим распространением нечувствительности к ан-
тибиотикам среди клинических и сельскохозяйственных штаммов S. enterica. Настоящий обзор литера-
туры обобщает современные сведения о механизмах устойчивости S. enterica к антибиотикам и иллю-
стрирует многообразие и сложность молекулярных систем, обеспечивающих антибиотикорезистентность 
(АР) у S. enterica. Описан спектр природной резистентности и тщательно охарактеризованы адаптивные 
(приобретённые) механизмы устойчивости к представителям основных классов антибиотиков, включая 
β-лактамы, фторхинолоны, аминогликозиды, тетрациклины, нитрофураны, сульфонамиды, фосфомицин, 
хлорамфеникол (левомицетин) и полимиксины (колистин). Перечислены генетические детерминанты ре-
зистентности, передающиеся горизонтальным путём. В обзоре проанализированы только те варианты 
молекулярных механизмов АР, клиническая значимость которых была доказана комплексом корректных 
генетических (секвенирование) и биохимических (подтверждение спектра гидролизируемых β-лактамов) 
исследований. Описаны общие характеристики устойчивости к антибиотикам у нетифоидных сальмонелл. 
У многих штаммов S. enterica наблюдаются сочетание различных механизмов АР и множественная рези-
стентность. Поднят вопрос о неоднородности распространения резистентности среди различных групп/се-
ротипов внутри вида S. enterica. В частности, некоторые клональные комплексы с признаками резистент-
ности оказываются более успешными патогенами человека и животных. Сальмонеллы, как и большинство 
других бактерий, демонстрируют неканонический вид устойчивости к антибиотикам — биоплёночную ре-
зистентность, которая реализуется за счёт нескольких механизмов, главными из которых являются филь-
трующая/сорбционная способность биоплёночного матрикса и трансформация биоплёночных клеток в 
дормантные и персистирующие формы.
Несмотря на то что функциональная значимость молекулярных ансамблей, определяющих устойчивость 
к антибиотикам, однотипна для всех энтеробактерий, конкретизация механизмов резистентности у саль-
монелл является необходимым звеном для разработки молекулярно-диагностических систем оценки чув-
ствительности сальмонелл к антимикробным препаратам.

Ключевые слова: обзор, Salmonella enterica, антибиотики, антибиотикорезистентность, гены
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Abstract
Nontyphoid strains of Salmonella enterica pose a great threat to human health. The problem of salmonellosis is 
aggravated compounded by the progressive spread of antibiotic resistance among clinical and agricultural strains of 
S. enterica. This literature review summarizes the current knowledge of the mechanisms of antibiotic resistance in  
S. enterica and illustrates the diversity and complexity of molecular systems providing antibiotic resistance. The 
spectrum of natural resistance is described and the adaptive (acquired) mechanisms of resistance to representatives of 
the main classes of antibiotics, including fluoroquinolones, aminoglycosides, tetracyclines, nitrofurans, sulfonamides, 
fosfomycin and chloramphenicol, are thoroughly characterized. Particular emphasis is placed on the analysis of 
the molecular genetic mechanisms of S. enterica resistance to representatives of the most important classes of 
antibiotics — β-lactams, and to reserve antibiotics — polymyxins (colistin). Genetic determinants of resistance, 
transmitted by a horizontal path route are also described. The review analyzes only those variants of the molecular 
mechanisms of antibiotic resistance where the clinical significance has been proven by a set of correct genetic 
(sequencing) and biochemical (confirmation of the spectrum of hydrolyzed β-lactams) studies. The main ways of 
regulating the expression of antibiotic resistance are also described. Many S. enterica strains exhibit a combination 
of different mechanisms of antibiotic resistance and have a multiple re sistance. The question was raised about the 
heterogeneity of the distribution of resistance among different groups/serotypes within the S. enterica species. In 
particular, some clonal complexes with signs of resistance are more suc cessful pathogens in humans and animals. 
Salmonella, like most other bacteria, exhibit a non-canonical type of antibiotic resistance — biofilm resistance, which 
is realized through several mechanisms, the main of which are the filtering/sorption capacity of the biofilm matrix and 
the transformation of biofilm cells into dormant and persistent forms.
Despite the fact that the functional significance of the molecular assemblies that determine antibiotic resistance 
is the same for all enterobacteria, the specification of the mechanisms of resistance in Salmonella is a necessary 
link for the development of molecular diagnostic systems for assessing the sensitivity to antimicrobial drugs.
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причинами. Во-первых, Salmonella занимает од-
ну из лидирующих позиций среди всех пищевых 
бактериальных патогенов человека [1]. Только в 
США ежегодно сальмонеллёзом заболевают более 
1 200 000 человек, у 23 000 из которых болезнь про-
текает в тяжёлой форме и требует госпитализации2. 
Заболеваемость гастроинтестинальным сальмо-
неллёзом в Европейском союзе в 2018 г. составила  
20,1 на 100 тыс. населения [2]. Распространённость 
вирулентных клонов S. enterica сохраняется на 

2 Salmonella data now at your fingertips. CDC Press Release; 
2014. Available at: https://www.cdc.gov/media/releases/2014/
p0326-salmonella-data.html

Введение
Говоря о распространении антибиотикорези-

стентности (АР) бактерий, следует акцентировать 
внимание на видах, представляющих наибольшую 
опасность для здоровья человека. К числу таких 
патогенов принадлежат нетифоидные штаммы 
Salmonella enterica1. Их эпидемиологическая и кли-
ническая актуальность определяется несколькими 

1 Centers for Disease Control and Prevention (CDC). National 
Salmonella Surveillance Annual Report, 2011. Atlanta, 
Georgia: US Department of Health and Human Services, CDC; 
2013. Available at: https://www.cdc.gov/ncezid/dfwed/PDFs/
salmonella-annual-report-2011-508c.pdf
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высоком уровне, что подтверждается статистикой 
смертности и заболеваемости некишечными (инва-
зивными) формами сальмонеллёза, летальность при 
которых доходит до 21%, а у иммунокомпрометиро-
ванных пациентов — до 30% [3]. Во-вторых, гене-
тическая гетерогенность и выраженная способность 
к полигостальной адаптации сальмонелл пока не да-
ёт реальных результатов управления сальмонеллёз-
ной инфекцией при помощи иммунопрофилактики в 
естественных резервуарах. В-третьих, экологическая 
пластичность сальмонеллы позволяет ей адаптиро-
ваться к условиям массового применения антими-
кробных препаратов не только в здравоохранении, но 
и в сельхозпроизводстве, что вызывает глобальное 
распространение АР-штаммов и усиливает риск их 
переноса в организм человека [4–6]. Именно устой-
чивые к антибиотикам формы S. enterica расценива-
ются экспертами Центра по контролю и профилакти-
ке заболеваний США в качестве наиболее серьёзной 
угрозы для современного здравоохранения3.

Первостепенная задача, которую ставит Все-
мирная организация здравоохранения в рамках гло-
бальной борьбы с АР, формулируется как «улучше-
ние понимания вопросов устойчивости к противо-
микробным препаратам»4. 

Цель настоящего обзора — показать многооб-
разие и сложность молекулярных механизмов АР  
S. enterica, понимание которых необходимо для раз-
работки качественных молекулярно-диагностиче-
ских систем для оценки устойчивости сальмонелл к 
антимикробным препаратам. В обзоре перечислены 
только те варианты молекулярных механизмов АР, 
которые были доказаны комплексом корректных 
генетических (секвенирование) и биохимических 
(подтверждение спектра гидролизируемых β-лакта-
мов) исследований. 

Напомним, что все известные механизмы 
устойчивости бактерий к антибиотикам включают: 
нарушение доставки антибиотика до его мишени, 
ферментативную инактивацию антибиотика, моди-
фикацию/защиту мишени, активное выведение (эф-
флюкс) антибиотика из бактериальной клетки, био-
плёночную АР, формирование устойчивости за счёт 
трансформации в персистирующие формы [7–9].

Природная резистентность
Согласно заключению экспертов Европейско-

го комитета по тестированию антимикробной рези-
стентности, S. enterica обладает природной (видовой) 

3 CDC. Antibiotic Resistance Threats in the United States, 2019. 
Atlanta, GA: U.S. Department of Health and Human Services; 
2019. http://doi.org/10.15620/cdc:82532

4 World Health Organization. Global action plan on antimicrobi-
al resistance. WHO, Library Cataloguing-in-Publication Data, 
2015. Retrieved from https://www.who.int/antimicrobial-resist-
ance/publications/global-action-plan/en (дата обращения 
26.02.2020)

резистентностью к бензилпенициллину, гликопепти-
дам, линкозаминам, стрептограминам, рифампици-
ну, даптомицину, линезолиду, фузидину. Интересная 
ситуация сложилась с макролидами. Несмотря на то 
что S. enterica природно устойчива к макролидам 
(главным образом за счёт эффлюкс-механизмов), 
применение азитромицина в терапии брюшного ти-
фа и паратифов считается возможным5.

Приобретённая (адаптивная)  
резистентность

Резистентность к β-лактамным антибиотикам

Мишенями для β-лактамных антибиотиков 
являются участвующие в синтезе пептидоглика-
на ферменты (транс- и карбоксипептидазы), кото-
рые названы пенициллинсвязывающими белками 
(penicillin-binding proteins, PBP). В клетке грамнега-
тивных бактерий они локализованы в периплазма-
тическом пространстве, следовательно β-лактамам 
для взаимодействия с мишенью необходимо транс-
портироваться через наружную мембрану и не нуж-
но проникать через цитоплазматическую мембрану. 
Поэтому бактерии не используют для защиты от 
β-лактамов эффлюкс-помпы цитоплазматической 
мембраны, которые откачивают субстанции из ци-
топлазмы в периплазму. Эффлюкс-системы, обеспе-
чивающие откачку антибиотика из периплазматиче-
ского пространства, действуют очень эффективно и 
успешно используются бактериями для выживания 
при терапии β-лактамами. Чтобы снизить концен-
трацию β-лактамных антибиотиков в периплазме 
сальмонеллы, успешно используют два механиз-
ма: блокаду поступления извне и удаление их из 
периплазмы наружу. К подавлению поступления 
извне приводит поломка или снижение экспрес-
сии поринов, через которые происходит транспорт 
β-лактамов. К таким поринам S. enterica принад-
лежат OmpF, OmpD, Ail/OmpX-подобный порин 
[10–12]. Удаление из периплазмы β-лактамов у  
S. enterica реализуется посредством гиперактивно-
сти эффлюкс-систем AcrAB-TolC [13, 14].

Однако самым сильным инструментом ней-
трализации β-лактамов у S. enterica, как и у дру-
гих грамнегативных бактерий, являются ферменты 
β-лактамазы [15–21]. Доказано, что сальмонелла 
может продуцировать β-лактамазы всех четырех ти-
пов классификации Ambler [21]: 

• класс А — KPC (карбапенемаза), TEM (β-лак-
тамаза расширенного спектра или БЛРС), 
CTX-M (БЛРС), SHV (БЛРС);

5 The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing 
(EUCAST). EUCAST advice on intrinsic resistance and excep-
tional phenotypes v 3.2, 2020. https://www.eucast.org/fileadmin/
src/media/PDFs/EUCAST_files/Expert_Rules/2020/Intrinsic_
Resistance_and_Unusual_Phenotypes_Tables_v3.2_20200225.
pdf (дата обращения 26.02.2020)

https://www.eucast.org/fileadmin/src/media/PDFs/EUCAST_files/Expert_Rules/2020/Intrinsic_Resistance_and_Unusual_Phenotypes_Tables_v3.2_20200225.pdf
https://www.eucast.org/fileadmin/src/media/PDFs/EUCAST_files/Expert_Rules/2020/Intrinsic_Resistance_and_Unusual_Phenotypes_Tables_v3.2_20200225.pdf
https://www.eucast.org/fileadmin/src/media/PDFs/EUCAST_files/Expert_Rules/2020/Intrinsic_Resistance_and_Unusual_Phenotypes_Tables_v3.2_20200225.pdf
https://www.eucast.org/fileadmin/src/media/PDFs/EUCAST_files/Expert_Rules/2020/Intrinsic_Resistance_and_Unusual_Phenotypes_Tables_v3.2_20200225.pdf
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• класс B — GIM (карбапенемаза), VIM (кар-
бапенемаза), IMP (карбапенемаза), NDM 
(карбапенемаза), SPM (карбапенемаза);

• класс C — CMY (цефалоспориназа), FOX 
(БЛРС/слабая карбапенемаза);

• класс D — OXA (спектр гидролизируемых 
β-лактамов различен — от оксациллина до 
карбапенемов).

Выработка β-лактамаз у сальмонелл чаще но-
сит постоянный (конститутивный) характер, реже 
она является индуцибельной.

Модификация мишени, защищающая S. ente­
rica от β-лактамных антибиотиков, проявляется 
в виде мутаций пенициллинсвязывающих белков 
PBP3, PBP4 and PBP6 [22]. Для S. enterica отсут-
ствуют корректно доказанные данные о возможно-
сти резистентности к β-лактамам за счёт экраниро-
вания мишеней.

Резистентность к фторхинолонам
Мишени фторхинолонов — ДНК-гираза, топо-

изомераза IV — находятся внутри клеток, поэтому 
для того, чтобы связаться с мишенями грамнега-
тивных бактерий, фторхинолоны должны транс-
портироваться через две мембраны — цитоплазма-
тическую и наружную. Если транслокация фтор-
хинолонов через цитоплазматическую мембрану 
не вызывает затруднений, то проникновение через 
наружную мембрану, содержащую плотно располо-
женные липополисахариды (ЛПС), возможно толь-
ко через специфические порины. Для того чтобы 
понизить эффективность фторхинолонов, бактерии 
используют относительно простые эффлюкс-пом-
пы, локализованные исключительно в цитоплаз-
матической мембране и обеспечивающие откачку 
антибиотика из цитоплазмы в периплазму со ско-
ростью, превышающей диффузию фторхинолона в 
обратном направлении. Такой механизм характерен 
для большинства грамнегативных бактерий в отно-
шении антибиотиков, мишени которых находятся в 
цитоплазматическом пространстве (фторхинолоны, 
макролиды, тетрациклины, хлорамфеникол). 

Для S. enterica доказано существование фтор-
хинолон-резистентности, зависимой от дефекта 
поринов наружной мембраны OmpF, через кото-
рые происходит транспорт фторхинолонов [23]. 
Резистентность S. enterica к фторхинолонам за 
счет эффлюкс-механизмов может возникнуть при 
гиперфункции хромосомно-кодируемых мульти-
субстратных эффлюкс-систем AcrAB-TolC, MdtK, 
MdfA, а также за счёт эффлюкс-помп цитоплазма-
тической мембраны, oqxAB и qepA, гены которых 
локализованы в плазмидах и передаются горизон-
тальным путём [24, 25]. Инактивация фторхиноло-
нов у сальмонеллы осуществляется аминогликозид- 
ацетилтрансферазой AAC(6')-Ib-cr. Устойчивость  
S. enterica за счёт модификации мишени для фтор-

хинолонов возникает из-за мутаций в генах ДНК-ги-
разы (gyrA, gyrB) и топоизомеразы IV (parC, gyrE). 
Кроме этого, мишень может быть защищена за счёт 
особых белков, экранирующих ДНК-гиразу и топо-
изомеразу IV [25]. Гены, которые кодируют экрани-
рующие белки (гены семейства qnr, включая qnrA, 
qnrB, qnrS, qnrC, qnrD), являются плазмидными и 
переносятся горизонтально.

Резистентность к аминогликозидам
Мишенью для аминогликозидов у S. enterica 

является 16S рРНК в составе 30S субъединицы ри-
босомы. Устойчивость к аминогликозидам за счёт 
эффлюкса реализуется у S. enterica при гиперфунк-
ции эффлюкс-системы AcrAD [24]. Ферментативная 
инактивация аминогликозидов у сальмонеллы осу-
ществляется аминогликозид-ацетилтрансферазой 
(AAC(6')-Ib) и аминогликозид-фосфотрансферазой 
[26, 27]. Передача генов указанных ферментов осу-
ществляется путём плазмидного переноса. 

Модификация мишени для аминогликозидов 
(16S рРНК) может происходить у сальмонеллы че-
рез два противоположно направленных механизма: 
гиперметилирование и полную блокаду метилиро-
вания в позиции G527 16S rRNA. Гиперметилиро-
вание детерминируется плазмидно-приобретён-
ными 16S рРНК-метилтрансферазами, отсутствие 
метилирования является следствием потери гена 
gidB [28, 29]. Для S. enterica отсутствуют корректно 
доказанные данные возникновения резистентности 
к аминогликозидам за счёт нарушения пориновой 
проницаемости и механизмов защиты мишени.

Резистентность к тетрациклинам
Мишенью для тетрациклинов у S. enterica яв-

ляется 16S рРНК в составе 30S субъединицы ри-
босомы, тигециклин имеет дополнительную ми-
шень — 23S рРНК. Устойчивость к тетрациклинам 
за счёт эффлюкс-механизмов осуществляется у 
S. enterica при гиперактивации мультисубстрат-
ной эффлюкс-системы AcrAB-TolC, а также эф-
флюкс-помп цитоплазматической мембраны MdtK, 
MdfA (синоним — СmlA/Сmr), TetA, TetB, TetC, 
TetD, TetG и TetL [24, 30–32]. Гены эффлюкс-помп 
цитоплазматической мембраны mdtK, mdfA (си-
ноним — cmlA/cmr), tetA, tetB, tetC, tetD, tetG, tetL 
являются плазмидными и могут передаваться гори-
зонтальным путём. Тетрациклины могут инактиви-
роваться под действием флавинзависимой моноок-
сигеназы ТetX, которая приводит к их деструкции 
через гидроксилирование/окисление [32]. Гены это-
го фермента (tetX) переносятся плазмидами и могут 
передаваться горизонтальным путём. 

У S. enterica может присутствовать механизм 
защиты мишени, который реализуется при помощи 
протеина TetM, который катализирует GTP-зависи-
мое освобождение рибосом от тетрациклинов [32].  
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Гены tetM также являются плазмидными, что обе-
спечивает возможность их горизонтального пере-
носа. Для S. enterica отсутствуют корректно дока-
занные данные о молекулярных механизмах устой-
чивости к тетрациклинам за счёт модификации 
мишени и нарушения пориновой проницаемости. 

Резистентность к хлорамфениколу  
(левомицетину)

Мишенью для хлорамфеникола является 23S 
рРНК в составе 50S субъединицы рибосомы. До-
статочное для проявления резистентности сниже-
ние концентрации хлорамфеникола в цитоплазме 
S. enterica может возникать вследствие поломки 
порина OmpF, через который хлорамфеникол по-
ступает в клетку, а также за счёт гиперактивации 
мультисубстратной эффлюкс-системы AcrAB-TolC 
и эффлюкс-помп цитоплазматической мембраны 
Cml, FloR [24, 33]. Гены эффлюкс-помп сml, floR 
являются плазмидными и передаются горизонталь-
но. Инактивация хлорамфеникола сальмонеллами 
ферментируется CHL-ацетилтрансферазами, гены 
которых (cat-гены) тоже переносятся плазмидами 
[34]. Возможность модификации мишени хлорам-
феникола у S. enterica вследствие мутации показана 
только в экспериментах in vitro. Ввиду консерва-
тивности сайта связывания хлорамфеникола рези-
стентность к хлорамфениколу, связанная с модифи-
кацией мишени, у диких и клинических штаммов  
S. enterica практически не встречается. Для S. ente­
rica отсутствуют корректно доказанные данные о 
возникновении резистентности к хлорамфениколу 
путём защиты мишени.

Резистентность к фосфомицину
Мишенью для фосфомицина служит фермент 

UDP-N-ацитилглюкозамин-енолпирувил транс-
фераза (синоним — энзим MurA), участвующий в 
синтезе пептидогликана. Фосфомицин поступает 
внутрь бактериальной клетки при помощи бел-
ков-транспортёров, обеспечивающих активный 
транспорт фосфомицина (инфлюкс) через наруж-
ную мембрану. Доказано, что резистентность к 
фосфомицину может возникать из-за подавления 
функции GlpT-транспортёра и гипотетического 
UhpT-транспортёра фосфомицина, а также из-за 
мута ций в их генах glpT и uhpT [35, 36]. 

Предполагается, что резистентность к фос-
фомицину может возникать за счёт гиперфункции 
мультисубстратной эффлюкс-системы MdtEF-Tol, 
активируемой через глобальный регулятор CRP 
[35]. Фосфомицин может быть инактивирован 
ферментативным путём под воздействием глутати-
он-S-трансферазы FosA7, разрушающей эпоксид-
ное кольцо фосфомицина [37]. Гены этого фермента 
fosA являются плазмидными и передаются горизон-
тальным путём. Для S. enterica отсутствуют коррек-

тно доказанные данные развития фосфомицин-ре-
зистентности за счёт модификации либо защиты 
мишени.

Резистентность к нитрофуранам
По механизму действия нитрофураны не похо-

жи на другие антибиотики. Попадая в микробную 
клетку, нитрофураны деградируют под действием 
бактериальных кислород-независимых нитроре-
дуктаз, кодируемых генами nfsA и nfsB. Продукты 
распада нитрофуранов повреждают рибосомаль-
ные протеины, ДНК и другие жизненно важные 
для бактерии молекулы. Показано, что гиперфунк-
ция мультисубстратных эффлюкс-систем S. enterica 
MdsABC и AcrAB-TolC может приводить к разви-
тию устойчивости к нитрофуранам [21, 35]. 

Во многом механизмы возникновения рези-
стентности S. enterica к нитрофуранам остаются 
неизвестными. В частности, для сальмонеллы от-
сутствуют корректные данные о том, что в возник-
новении устойчивости к нитрофуранам участвуют 
системы транспорта внутрь клетки через наружную 
мембрану. Нет данных о возможности S. enterica ка-
тализировать инактивацию нитрофуранов. Однако 
мишени могут быть защищены косвенным обра-
зом — путём инактивации кислород-независимых 
нитроредуктаз за счёт мутаций в кодирующих генах 
nfsA и nfsB [38].

Резистентность к сульфонамидам,  
триметоприму

Сульфонамиды воздействуют на дигидропте-
роат-синтетазу, триметоприм — на дигидрофолат-
редуктазу. Повреждение обеих мишеней вызывает 
нарушение синтеза тетрагидрофолиевой кислоты, 
являющейся предшественником тимидина, что при-
водит к подавлению синтеза нуклеиновых кислот и 
блокаде метаболизма бактериальной клетки. 

Важнейший механизм резистентности к этой 
группе антимикробных препаратов у S. enterica свя-
зан с приобретением плазмидных генов, кодирую-
щих ферменты-мишени с высокой устойчивостью к 
сульфонамидам/триметоприму: гены семейства sul 
кодируют выработку невосприимчивой к сульфона-
мидам дигидроптероат-синтазы, а гены семейства 
dfr детерминируют синтез резистентной к тримето-
приму дегидрофолат-редуктазы [34, 39].

Резистентность к колистину (полимиксинам)
Полимиксины повреждают мембранные струк-

туры грамнегативных бактерий, включая главную 
мишень — ЛПС. Колистин-резистентность S. en­
terica определяется двумя основными механизма-
ми. Первый вариант устойчивости не передаётся 
горизонтально и возникает вследствие мутаций в 
генах семейства pmr, которые регулирует синтез 
ЛПС [40]. Второй механизм более опасен с эпиде-
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миологической точки зрения: его детерминирует 
плазмид-переносимый ген mcr-1, который кодирует 
фермент фосфатидилэтаноламинтрансферазу, нару-
шающую нормальный синтез ЛПС [41]. 

В 2012 г. Y. Agerso и соавт. предположили, что 
снижение чувствительности к колистину связано с 
конкретными сероварами S. enteritidis и S. Dublin, 
принадлежащими к одной О-группе (O:1,9,12) [42]. 
Дальнейшие исследования в этой области показали, 
что устойчивость к колистину сероваров группы D 
связана с эпитопом О-антигена, определяющим их 
антигенную структуру [43].

Некоторые исследователи предполагают, что 
у сальмонеллы присутствуют и другие механизмы 
колистин-резистентности, однако корректных дока-
зательств этого пока не существует. 

Общие характеристики  
антибиотикорезистентности  

нетифоидных сальмонелл
В зависимости от молекулярного механизма 

адаптивная резистентность к антибиотикам у S. en ­ 
te  rica может экспрессироваться постоянно либо мо-
жет быть индуцибельной, т.е. проявляться только 
в стрессовых условиях при контакте с антибиоти-
ками. Примером индуцибельной резистентности 
является оверэкспрессия эффлюкс-систем (AcrAB-
TolC, AcrAD, MdtEF), которая может сочетаться со 
снижением экспрессии генов поринов наружной 
мембраны. Индукция оверэкспрессии эффлюкс-си-
стем зависит от глобальной регуляции сигналь-
ных систем, в частности системы кворум-сенсинга 
SdiA-LuxS [44]. Это лишь частный случай регуля-
ции. Сложные сети внутриклеточных сигнальных 
путей предусматривают множество других вариан-
тов индукции АР. 

У многих штаммов S. enterica наблюдается со-
четание различных механизмов АР [45]. Это каса-
ется как комбинации различных механизмов рези-
стентности к одному антибиотику, так и феномена 
кросс-резистентности, когда развитие устойчиво-
сти к одной группе антибиотиков сопровождается 
снижением чувствительности к другим видам анти-
микробных препаратов. 

Интересным фактом является неоднородность 
распространения резистентности среди штаммов 
внутри вида S. enterica. Некоторые клональные ком-
плексы с признаками резистентности оказываются 
более успешными — об этом свидетельствует их 
глобальное преобладание в качестве зоопатогенов и 
патогенов человека. Примером такого успеха явля-
ется S. enterica, серотип Kentucky, ST198-клон [46]. 
Он начал своё восхождение в начале 2000-х гг. (изо-
лирован во Франции от пациента с сальмонеллёзом, 
вернувшегося из Египта) с приобретения резистент-
ности к фторхинолонам. В течение нескольких лет, 
успешно используя для расширения спектра рези-

стентности набор транспозонов и приобретённых 
от других энтеробактерий плазмид, клон S. enterica 
Kentucky ST198 получил глобальное распростране-
ние в странах Европы, Америки, Африки, Ближнего 
Востока и Юго-Восточной Азии. Вопрос о том, ка-
ковы молекулярные основы успеха подобных кло-
нов, пока остаётся без ответа. Эксперты ограничи-
ваются лишь общими рассуждениями о фитнес-ме-
ханизмах причин клонального успеха.

Повышенная устойчивость к антибиотикам и 
дезинфектантам наблюдается у сальмонелл, нахо-
дящихся в составе биоплёнок [47]. Биоплёночная 
резистентность реализуется за счёт нескольких ме-
ханизмов, главными из которых являются (1) фильт-
рующая и сорбционная способность биоплёночного 
матрикса и (2) трансформация биоплёночных клеток 
в дормантные и персистирующие формы [7, 48]. 

Сальмонеллы, в том числе не обладающие 
способностью вызывать манифестные формы за-
болеваний у человека, но представленные в про-
дукции животноводства, способны выполнять роль 
вектора в трансфере генетических детерминант 
АР нормальной микрофлоры кишечника человека.  
С другой стороны, сальмонеллы сами являются 
реципиентом генетического материала от других 
микроорганизмов. Несмотря на потенциальную 
возможность горизонтального переноса мобильных 
генетических элементов при конъюгации, транс-
формации и трансдукции, основным механизмом в 
переносе плазмид и транспозонов является конъю-
гация [49]. Возможности горизонтального перено-
са мобильных генетических элементов не ограни-
чиваются филогенетически близкими таксонами 
микроорганизмов. Например, для транспозонов из 
семейства Tn916 была установлена возможность 
конъюгативного переноса между грампозитивны-
ми и грамнегативными бактериями [50]. Горизон-
тальный перенос активно используется сальмо-
неллами, что подтверждается, в частности, ана-
лизом состава плазмид Salmonella enterica subsp. 
enterica serovar Typhimurium (плазмида pU302L), 
свидетельствующим об активном обмене генети-
ческим материалом с таксономически близкими 
микроорганизмами [51]. 

Заключение
Анализ информации о механизмах АР S. ente­

rica позволяет сделать вывод о том, что в целом 
устойчивость сальмонелл реализуется согласно за-
кономерностям, которые не являются уникальными. 
Функциональная значимость молекулярных ансам-
блей, определяющих резистентность, однотипна 
для всех энтеробактерий. Однако это не уменьшает 
важности изучения структурных особенностей мо-
лекулярно-генетических детерминант резистентно-
сти у S. enterica, знание которых необходимо для 
решения эпидемиологических задач, разработки 
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диагностических инструментов, а также для про-
гнозирования эволюции резистентности сальмо-
нелл в локальных и глобальных масштабах. Остро-
та проблемы особенно ярко проявляется в контек-
сте трансформации сальмонеллы в резистентного 
«супермикроба» как следствия неконтролируемого 
применения антибиотиков в сельскохозяйственном 
производстве [6, 52]. Надеемся, что фактическая 
информация о молекулярных детерминантах АР  
S. enterica, изложенная в настоящем обзоре, сможет 
заполнить пробелы, существующие в современной 
научной периодике.
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