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Г.Г.Харсеева, Н.А.Воронина, Т.Д.Гасретова, О.И.Сшка С.Ю.Тюкавкина

АНТИБИОТИКОРЕЗИСТЕНТНЫЕ ШТАММЫ НЕДИФТЕРИЙНЫХ КОРИ- 
НЕБАКТЕРИЙ

Ростовский государственный медицинский университет, Ростов-на-Дону

Цель. Исследование частоты встречаемости антибиотикорезистентных штаммов 
различных видов недифтерийных коринебактерий. Материалы и методы. Использо
ваны штаммы C.pseudodiphtheriticum, C.pseudotuberculosis, C.xerosis, C.amycolatum,
C.striatum, C.ulcerans, выделенные от больных с патологией респираторного и уроге
нитального тракта, а также от лиц, проходивших профилактическое обследование. 
Чувствительность к антибактериальным препаратам определяли методом серийных 
разведений. Результаты. Наибольшее количество штаммов недифтерийных корине
бактерий проявляло резистентность к бензилпенициллину (54,8%) и линкомицину 
(50,7%), а наименьшее — к цефотаксиму, цефазолину (6,8%) и ванкомицину (13,7%). 
Наибольшее количество антибиотикорезистентных штаммов обнаружено среди пред
ставителей видов C.pseudotuberculosis (100%), C.xerosis (96,0%) и C.pseudodiphtheriti
cum (81,0%). Полирезистентные штаммы чаще выявляли среди видов C.xerosis, С. 
amycolatum и C.striatum. Штаммы недифтерийных коринебактерий чаще проявляли 
резистентность к одному и двум антибактериальным препаратам (24,7%), реже — к 
трем (20,5%), четырем (13,7%), пяти (4,1%) и шести (1,4%) препаратам. Заключение. 
Количество антибиотикорезистентных штаммов недифтерийных коринебактерий 
велико (89,0%) и неодинаково у разных видов.

Журн. микробиол., 2017, № 2, С. 3—8

Ключевые слова: недифтерийные коринебакгерии, антибиотикорезистентность, по
лирезистентные штаммы, антибактериальные препараты

G.G.Kharseeva, N.A.Voronina, T.D.Gasretova, O.I.Sylka, S.Yu.Tyukavkina

ANTIBIOTICS RESISTANCE OF CORYNEBACTERIUM NON DIPHTHERIAE 
STRAINS

Rostov State Medical University, Rostov-on-Don, Russia

Aim. Study the frequency of occurrence of antibiotics resistant strains of various species 
of Corynebacterium non diptheriae. Materials and methods. C.pseudodiphtheriticum, C.pseudo
tuberculosis, C.xerosis, C.amycolatum, C.striatum, C. ulcerans strains isolated from patients with 
pathologies of respiratory and urogenital tract, as well as individuals taking prophylaxis ex
amination were used. Sensitivity to antibacterial preparations was determined by the serial 
dilution method. Results. The highest number of Corynebacterium non diptheriae strains dis
played resistance to benzylpenicillin (54.8%) and lincomycin (50.7%), and lowest — to cefo
taxime, cefazolin (6.8%) and vancomycin (13.7%). The highest number of antibiotics resist
ant strains were detected among members of C.pseudotuberculosis (100%), C.xerosis (96.0%) 
and C. pseudodiphtheriticum (81.0%) species. Polyresistant strains were detected most 
frequently among Cjcerosis, C.amycolatum and C.striatum species. Strains of Corynebacterium
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non diptheriae most frequently displayed resistance to 1 or 2 antibacterial preparations (24.7%), 
less frequently — to 3 (20.5%), 4 (13.7%), 5 (4.1%) and 6 (1.4%) preparations. Conclusion. 
The amount of antibiotics resistant strains of Corynebacterium non diptheriae is large (89.0%) 
and non-similar in various species.

Zh. Mikrobiol. (Moscow), 2017, No. 2, P. 3—8

Key words: Corynebacterium non diptheriae, antibiotics resistance, polyresistant strains, an
tibacterial preparations

В В Е Д Е Н И Е
Роль патогенного потенциала недифтерийных коринебактерий длительное 

время была недооценена. Ранее считалось, что недифтерийные коринебакте- 
рии , за исключением C.ulcerans и C.pseudotuberculosis, не патогенны для че
ловека, а обнаружение коринебактерий в клиническом материале объяснялось 
его контаминацией. Однако в настоящее время известно, что штаммы С.поп 
diphtheriae следует рассматривать как клинически значимые либо при повтор
ном выделении, либо при обнаружении их в чистой культуре в материале из 
стерильных биотопов [1, 5, 8, 10, 11]. Особое значение имеет правильная их 
идентификация и определение чувствительности к антибактериальным пре
паратам. Это связано с появлением данных о повышении антибиотикоустой- 
чивости различных видов коринебактерий. Важным является определение 
антибиотикограммы таких видов, как Corynebacterium jeikeium, Corynebac
terium urealyticum, Corynebacterium amycolatum, обладающих устойчивостью 
ко многим из наиболее часто применяемых в клинической практике антибио
тикам. Для большинства видов коринебактерий, характеризующихся лекар
ственной устойчивостью, эффективны гликопептидные антибактериальные 
препараты, которые часто используют в качестве первой линии эмпирическо
го лечения.

Формирование полиантибиотикорезистентности недифтерийных кори
небактерий, особенно ассоциированных с другими микроорганизмами, обу
словливает более тяжелое и длительное течение болезни [1,4]. Большинство 
исследователей признают, что резистентность и, особенно, полирезистент
ность бактерий к антибиотикам достигла уже критического уровня и имеет 
тенденцию к дальнейшему распространению, в том числе и на новые анти
бактериальные препараты. Множественной лекарственной устойчивостью 
обладают такие наиболее часто выделяемые из клинического материала виды
C.non diphtheriae, как C.pseudodiphtheriticum, C.amycolatum, C.striatum, С. 
urealyticum, C.minutissimum идр. [5,10]. В то же время, множественная лекар
ственная устойчивость среди нечасто выделяемых видов коринебактерий на
блюдается редко. В связи с этим, актуальным является мониторинг антибио- 
тикочувствительности и выявление штаммов недифтерийных коринебак
терий, обладающих множественной резистентностью к антибактериальным 
препаратам.

Цель работы — исследование частоты встречаемости антибиотикорези
стентных штаммов различных видов недифтерийных коринебактерий.
МАТЕРИАЛЫ И МЕ Т ОД Ы

Исследованы 73 штамма недифтерийных коринебактерий (C.pseudodiph
theriticum, C.pseudotuberculosis, C.xerosis, C.amycolatum, C.striatum, C.ulcerans), 
выделенные за период с 2009 по 2011гг. из верхних дыхательных путей (зев,
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нос) больных с острым и хроническим тонзиллитом, ангинами, из урогени
тального тракта (влагалище, цервикальный канал, моча) от пациентов с острым 
кольпитом, острым и хроническим пиелонефритом, а также лиц, проходивших 
профилактическое обследование. Штаммы C.non diphtheriae получены из 
лабораторий бактериологических методов исследования Горбольницы № 1 
г. Гуково Ростовской области; Областной детской больницы, ЦГБ № 1 им.
Н.А. Семашко и Консультативно-диагностического центра Ростова-на-Дону. 
Идентифицированы бактериологическим методом в соответствии с 
Методическими рекомендациями [2] и секвенированием генов 16S рРНК с 
помощью праймеров для коринебактерий (ЗАО «Синтол», Москва).

Определение чувствительности штаммов недифтерийных коринебактерий 
к антибактериальным препаратам (бензилпенициллину, цефотаксиму, цефа- 
золину, эритромицину, гентамицину, рифампицину, линкомицину, ванкоми- 
цину) проводили методом серийных разведений (микрометодом) в жидкой 
питательной среде [3]. Результаты метода серийных разведений оценивали по 
значениям МП К (минимальной подавляющей концентрации) в мг/л. Для 
контроля метода использовали чувствительные к антибиотикам эталонные 
штаммы Staphylococcus aureus АТСС 29213, Escherichia coli АТСС 25922 и 
Pseudomonas aeruginosa АТСС 27853, полученные из ГИСК им. Л.А. Тарасевича. 
Для характеристики степени чувствительности коринебактерий к антибакте
риальным препаратам вычисляли МПК для 50% и 90% исследованных штам
мов, а также определяли количество чувствительных и резистентных штаммов
C.non diphtheriae.

Статистический анализ результатов проводили с помощью программы 
Statistica 7.0 и MedCalc (версия 9.3.5.0).

Аитибиотикочувствительность штаммов недифтерийяых корине
бактерий (п=73)

РЕЗУЛЬТАТЫ
При исследовании чувствительности штаммов недифтерийных корине- 

бакгерий к антибактериальным препаратам путем определения МПК50, МПК90 
(табл.) установлено, что наибольшую активность проявляли цефотак- 
сим, ванкомицин и цефазолин, подавляющие рост 50% штаммов в концен
трации <0,019 мг/л. При 
этом к цефотаксиму оказа
лись чувствительными 90% 
штаммов, МПК90 которого 
составила 0,625 мг/л. Наи
меньшей чувствительно
стью C.non diphtheriae об
ладали к гентамицину, лин
комицину и эритромицину, 
подавляющим 90% штам
мов в концентрации >5,0 
мг/л.

На основании получен- 
ных величин М ПК все 
штаммы недифтерийных 
коринебактерий подразде
лили на чувствительные и 
резистентные. Для разгра
ничения категорий чув
ствительности (или рези

Показатели

Антиба к  ̂
термальные N — 
препараты ч .

МПКЯ МПКад

Количество штаммов 
недифтерийных 
коринебактерий

Чувствите
льные Резистентные

Ванкомицин <0,019 2,5 63
86,3±4,0%

10
13,7±4,0%

Линкомицин 0,312 >5,0 36
49,3±5,9%

37
50,7±5,9%

Цефазолин <0,019 2,5 63
86,3±4,0%

5
6,8±2,9%

Цефотаксим <0,019 0,625 66
90,4±3,4%

5
6,8±2,9%

Бензилпенициллин 0,157 2,5 33
45,2±5,8%

40
54,8±5,8%

Гентамицин 0,390 £5,0 59
80,8±4,6%

14
19,2+4,7%

Эритромицин 0,157 >5,0 42
57,5±5,8%

21
28,8±5,2%

Рифампицин 0,078 2,5 33
45,2±5,8%

20
27,4±4,8%
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стентности) между собой использовали пограничные концентрации МПК 
антибиотика, которые сравнивали с показателями NCCLS (Национальный 
комитет по клиническим лабораторным стандартам США), а также показате
лями EUCAST (Европейский комитет по тестированию антимикробной вос
приимчивости) для коринебактерий [7,9].

При определении количества чувствительных к антибактериальным пре
паратам штаммов C.non diphtheriae из 73 исследованных установлено, что 
наиболее чувствительны (90,4±3,4% штаммов) они были к цефотаксиму, а 
также к ванкомицину и цефазолину (86,3+4,0%). Наименьшее количество 
штаммов C.non diphtheriae проявляли чувствительность к бензилпеницилли- 
ну и рифампицину (45,2±5,8%), а также линкомицину (49,3+5,9%).

По результатам определения количества резистентных к указанным анти
бактериальным препаратам штаммов C.non diphtheriae выявили, что наиболее 
резистентны они были к бензилпенициллину и линкомицину (54,8±5,8% и 
50,7+5,9% штаммов соответственно), а наименее — к цефотаксиму, цефазо
лину (6,8±2,9% штаммов) и ванкомицину (13,7±4,0% штаммов).

При исследовании расширенного спектра резистентности к антибактери
альным препаратам различных видов C.non diphtheriae установили, что наи
большее количество резистентных штаммов обнаружено среди представителей 
вида C.pseudotuberculosis (100%), причем, среди них чаще штаммы С. 
pseudotuberculosis проявляли резистентность к двум (33,3± 13,6%) антибио
тикам. В то же время, среди штаммов C.pseudotuberculosis наблюдали рези
стентность к одному, трем (25,0±12,5%), реже — к четырем (16,7+10,8%) анти
бактериальным препаратам.

Среди других видов коринебактерий большое количество резистентных 
штаммов обнаружено у C.xerosis (96,0+3,9%), причем среди них была выявле
на полиантибиотикорезистентность ктрем (12,0+6,5%), четырем (28,0+9,0%) 
и пяти (12,0±6,5%) антибактериальным препаратам. Несколько меньшее ко
личество резистентных штаммов было определено у C.pseudodiphtheriticum 
(81,0±8,6%), среди которых антибиотикорезистентность встречалась чаще к 
одному (38,1+10,6%), реже — к двум (24,0±9,3%) и трем (19,0±8,6%) анти
бактериальным препаратам. При исследовании 5 штаммов C.amycolatum 
была выявлена множественная антибиотикорезистентность к трем (1 штамм) 
и шести антибактериальным препаратам (1 штамм). Из 8 исследованных 
штаммов C.striatum полиантибиотикорезистентность к трем и четырем пре
паратам обнаружили у 4 и 1 штамма соответственно.

В целом, среди всех исследованных штаммов недифтерийных коринебак
терий большинство оказались антибиотикорезистентными (89,0±3,7%), при
чем наиболее часто штаммы проявляли резистентность к одному и двум анти
бактериальным препаратам (24,7±5,0%), реже — ктрем (20,5±4,7%), четырем 
(13,7+4,0%), пяти (4,1+2,3%) и шести (1,4±1,3%) препаратам. Подавляющее 
количество штаммов C.non diphtheriae (C.pseudotuberculosis, C.xerosis, C.amy
colatum и C.striatum), у которых обнаружена полиантибиотикорезистентность, 
были выделены из урогенитального тракта.

Наибольшее количество штаммов недифтерийных коринебактерий были 
резистентны к бензилпенициллину, рифампицину и линкомицину. Интерес
ным является тот факт, что при рассмотрении характера множественной ре
зистентности штаммов C.non diphtheriae (к четырем, пяти и шести антибакте
риальным препаратам), обнаруживаемой в большинстве случаев к указанным 
антибактериальным препаратам, в единичных случаях встречали штаммы, 
резистентные не только к гентамицину и эритромицину, но и к цефотаксиму,
6



ванкомицину и цефазолину. Следует отметить, что из всех штаммов C.non 
diphtheriae наибольшее количество полиантибиотикорезистентных штаммов 
определяли среди видов C.xerosis, C.amycolatum и C.striatum.
О Б С У Ж Д Е Н И Е

На основании полученных данных (МПК50, МПК90, количество чувстви
тельных и резистентных штаммов) было установлено, что наиболее эффек
тивными антибактериальными препаратами в отношении штаммов недифте
рийных коринебактерий явились цефотаксим, цефазолин и ванкомицин, 
наименее — бензилпенициллин и линкомицин.

Чувствительность к таким антибактериальным препаратам, как цефотак
сим и цефазолин, у большинства штаммов коринебактерий можно объяснить, 
по-видимому, их повреждающим воздействием на клеточную мембрану и по
давлением синтеза пептидогликанового слоя, сопровождающихся высвобож
дением аутолитических ферментов. Клеточная оболочка коринебактерий, 
имея сложное строение, включает в свой состав такие поверхностные белки, 
как PS-2, DIP1281, белок 67-72р (гемагглютинин), арабиногалактан, пепти- 
догликан, корд-фактор, липоманнан и липоарабиноманнан, являющиеся 
факторами патогенности и обусловливающими процессы жизнедеятельности 
клетки [6]. Повреждающее воздействие цефотаксима и цефазолина на эти 
структуры влечет за собой их разрушение и лизис коринебактерий.

Наличие большого количества антибиотикорезистентных штаммов не
дифтерийных коринебактерий к таким препаратам как бензилпенициллин, 
рифампицин и линкомицин, вероятно, может быть обусловлено давностью 
и частотой их применения в медицинской практике, а также проведен
ной ранее антибиотикотерапией обследованных с различными заболева
ниями, от которых эти штаммы выделяли. Поскольку антибактериальные 
препараты в проведенном исследовании были взяты из разных фармаколо
гических групп, возможно наличие различной природы и механизмов рези
стентности к ним коринебактерий. По-видимому, к таким механизмам могут 
быть отнесены инактивация антибиотика за счет продукции бета-лактамаз и 
аминогликозидмодифицирующих ферментов; структурные изменения в мо
лекулах, являющихся мишенями для антибиотика; активное выведение анти
биотиков из микробной клетки (efflux pump — эффлюкс-эффект). При этом 
снижение проницаемости внешних структур бактериальной клетки является 
наименее специфичным механизмом устойчивости и обычно приводит к 
формированию устойчивости одновременно к нескольким разным группам 
антибиотиков.

Таким образом, полученные результаты по изучению антибиотикорези- 
стентности у штаммов недифтерийных коринебактерий показали, что коли
чество резистентных штаммов к одному и нескольким антибактериальным 
препаратам велико (89,0±3,7%) и неодинаково у разных видов. Наиболее ча
сто резистентность к антибиотикам проявляли штаммы C.pseudotuberculosis, 
реже Cxerosis, C.amycolatum (5 из 5 штаммов) и C.striatum (7 из 8 штаммов), 
причем, все они были выделены из урогенитального тракта. В то же время, 
множественная резистентность штаммов разных видов также отличалась 
между собой. Так, из всех исследуемых видов коринебактерий наиболее по- 
лиантибиотикорезистентными оказались C.xerosis и C.amycolatum, у которых 
наблюдалась резистентность к пяти и шести антибиотикам. При этом чаще 
резистентность формировалась к бензилпенициллину, линкомицину и рифам
пицину, реже — к эритромицину и гентамицину. Большинство штаммов не
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дифтерийных коринебактерий были чувствительны и не проявляли резистент
ность к цефотаксиму, цефазолину и ванкомицину.
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Н.А.Селянская, С.В.Титова, С.Н.Головин, ЛЛ.Егиазарян, Л.М.Веркина, А.В.Тришина

ДЕЙСТВИЕ АНТИБАКТЕРИАЛЬНЫХ ПРЕПАРАТОВ НА БИОПЛЕНКИ ХО
ЛЕРНЫХ ВИБРИОНОВ ЭЛЬ ТОР

Ростовский-на-Дону противочумный институт

Цель. Изучение действия антибактериальных препаратов на биопленки холерных 
вибрионов Эль Тор. Материалы и методы. Определяли чувствительность Vibrio cholerae 
El Тог (6 штаммов) к различным концентрациям антибактериальных препаратов 
(доксициклин, тетрациклин, левомицетин, рифампицин, гентамицин, цефтазидим) 
(МУК 4.2.2495-09). Для визуализации действия препаратов на биопленки использо
вали трансмиссионную электронную микроскопию. Результаты. Значения мини
мальных подавляющих концентраций антибактериальных препаратов в отношении 
биопленок увеличились в 5 — 100 раз по сравнению с планктонными культурами. 
При электронно-микроскопическом исследовании при действии антибактериаль
ных препаратов на биопленки наблюдали некоторое сглаживание тяжей между
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бактериальной клеткой и субстратом, изменение формы вибрионов, снижение 
электронной плотности матрикса с повышением его прозрачности. Заключение. 
Изучение действия антибактериальных препаратов на биопленки может повысить 
эффективность рациональной антибиотикотерапии инфекций за счет выбора пре
паратов, нарушающих функционирование микробных сообществ.

Журн. микробиол., 2017, № 2, С. 8—15

Ключевые слова: холерные вибрионы, планктонная и биопленочная культуры, 
антибактериальные препараты, антибиотикорезистентность, электронно
микроскопическое исследование

N.A.Se\yanskaya, S.VTitova, S.N.Golovin, L.A.Egiazaryan, L.M.Verkina, A.V.Trishina

EFFECT OF ANTIBACTERIAL PREPARATIONS ON VIBRIO CHOLERAE EL TOR 
BIOFILMS

Rostov-on-Don Institute of Plague Control, Russia

Aim. Study the effect of antibacterial preparations on biofilms of Vibrio cholerae El Tor. 
Materials and methods. Sensitivity of V cholerae El Tor (6 strains) to various concentrations 
of antibacterial preparations (doxycycline, tetracycline, levomycetin, rifampicin, gentamycin, 
ceftazidime) was determined (MD 4.2.2495-09). Transmission electron microscopy was used 
for visualization of the effect of preparations on biofilms. Results. The values of minimal in
hibiting concentrations of antibacterial preparations against biofilms have increased by 5 — 100 
times compared with plankton cultures. Certain smoothing of strands between the bacterial 
cell and substrate, alteration of vibrios’ form, reduction of electron density of the matrix with 
an increase of its transparency were observed during electron-microscopy of the effect of 
antibacterial preparations on the biofilm. Conclusion. Study of the effect of antibacterial 
preparations on biofilms could increase effectiveness of rational antibiotics therapy of infec
tions by selection of preparations that disrupt functioning of microbial communities.

Zh. Mikrobiol. (Moscow), 2017, No. 2, P. 8—15

Keywords: cholera vibrios, plankton and biofilm cultures, antibacterial preparations, antibio
tics resistance, electron-microscopy study

В В Е Д Е Н И Е
Использование антибактериальных препаратов для лечения холеры яв

ляется необходимым дополнением патогенетической терапии, так как спо
собствует сокращению периода диареи, выделения вибрионов, позволяет 
значительно уменьшить объем внутривенных вливаний солевых растворов 
и сроки медицинского наблюдения, помогает предотвратить формирование 
вибриононосительства [ 15]. В настоящее время в инструктивно-методических 
документах [3 ,6] для лечения холеры рекомендовано использование докси- 
циклина, тетрациклина, фторхинолонов, сульфаметоксазола/ триметоприма, 
левомицетина, аминогликозидов, а также их комбинаций с рифампицином 
и фуразолидоном. Несмотря на доказанную эффективность этих препаратов, 
в ряде случаев после курса терапии ими у больных холерой наблюдались 
бактериальные рецидивы [12]. В свете современных представлений об орга
низации жизни холерных вибрионов в окружающей среде и в организме 
человека объяснение причин этого явления кроется в способности бактерий
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образовывать биопленки, что повышает их устойчивость к различным не
благоприятным воздействиям, в том числе к антибактериальным препаратам 
[4, 16].

Отечественными и зарубежными учеными описаны морфологические 
особенности, механизмы, стадии формирования биопленок холерными ви
брионами, а также факторы, влияющие на этот процесс [7, 9, 11, 17 — 19]. 
Однако не изучено действие на биопленки холерных вибрионов антибакте
риальных препаратов. Исследование их влияния на развитие и структуру био
пленок является важным для разработки современных способов борьбы с 
холерой.

В связи с этим, целью настоящего исследования было изучение действия 
антибактериальных препаратов на биопленки холерных вибрионов Эль Тор.
МАТЕР ИАЛЫ И МЕ Т ОДЫ

В работе использовали штаммы Vibrio cholerae ElTor ctx+tcp+, выделенные 
от больных (Р-5879, 19667, 18826) и из воды (19241, 19613), полученные из 
Музея живых культур Ростовского-на-Дону противочумного института.

Значения минимальных подавляющих концентраций (МПК) антибакте
риальных препаратов для планктонных культур определяли методом двукрат
ных серийных разведений в плотной питательной среде в соответствии с [2].

Формирование биопленки проводили способом, описанным в предыдущих 
работах [11], во флаконах с 30 мл стерильной водопроводной воды при ком
натной температуре, используя в качестве твердого субстрата пластинки из 
пищевого пластика (0,5x1,5 см). Суспензию холерных вибрионов добавляли 
в конечной концентрации n х 104 м.кл/мл по отраслевому стандарту мутности 
ГИСК им. Л.А.Тарасевича (ОСО-42-25-59-86 П). Для изучения антибиотико- 
чувствительности на третьи сутки культивирования пластинки с образовав
шимися биопленками после трехкратного промывания в физиологическом 
растворе переносили в пенициллиновые флаконы с жидкой питательной сре
дой (бульон Мартена, pH 7,7), содержащие антибактериальные препараты в 
концентрациях, равных значениям МПК для планктонных культур данных 
штаммов, а также превышающих их в 5,10, 50,100 раз. В контрольные пробы 
с биопленкой антибактериальный препарат не добавляли. Через 24 ч инкуби
рования в термостате (37°С) делали отпечатки биопленок и высев 0,1 мл планк
тона на чашки Петри с агаром Мартена (pH 7,7). Результат учитывали через 
24 часа по наличию или отсутствию роста холерных вибрионов.

В работе использовали антибактериальные препараты, рекомендуемые для 
этиотропной терапии холеры [3, 6].

Визуализацию действия антибактериальных препаратов на биопленки 
V.cholerae El Тог осуществляли просвечивающим электронным микроскопом 
Jeol JEM-1011, получая изображения при помощи CCD-rfVthsOlympus-SIS 
\feleta.

Для обработки образцов на электронном микроскопе был разработан 
комбинированный метод культивирования биопленок и дальнейшей их про- 
боподготовки, при котором минимально нарушается структура самой био
пленки и максимально возможно визуализируются основные ее компоненты: 
внеклеточный матрикс и микробные клетки со свойственными им особен
ностями.

Биопленки выращивали непосредственно на медных сеточках для транс
миссионной электронной микроскопии (ТЭМ) с формаровой пленкой- 
подложкой, смонтированных на предметных стеклах.
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Приготовление пленок-подложек, монтаж опорных сеток и фиксацию их 
на предметные стекла производили при условиях работы с П БА I — II группы 
патогенности в стерильных условиях в боксе микробиологической безопас
ности 2 класса. Стекло после специальной стерилизации с пленкой под углом 
30° погружали в кристаллизатор с налитой до образования выпуклого мениска 
дистиллированной водой. При этом пленка отделяется от стекла и остается на 
поверхности воды. На плавающую пленку помещали опорные сеточки в ко
личестве 4 — 5 штук. Таким образом, мы получали субстрат для формирования 
биопленок.

По достижении необходимой степени зрелости биопленки субстрат пере
носили в пенициллиновые флаконы с антибактериальными препаратами.

Для окраски полученного образца применяли схему, позволяющую прово
дить одновременную фиксацию образца с его обеззараживанием (глутаровый 
альдегид, тетраоксид осмия), контрастирование (тетраоксид осмия) и визуа
лизацию матрикса биопленки (рутениевый красный, тетраоксид осмия). При 
использовании этого метода на первом этапе образуется связь между катионом 
рутениевого красного и анионными группами кислых полисахаридов, а при 
последующей обработке тетраоксидом осмия в окислительно-восстановитель
ной реакции, катализируемой рутениевым красным, низшие окислы осмия 
осаждаются на окисленном субстрате. После высыхания опорные сетки с об
разами отделяли пинцетом от предметного стекла, помещали в держатель и 
исследовали методом ТЭМ.

Р Е З У Л  ЬТ АТ Ы
Определение М ПК антибактериальных препаратов для планктонных 

культур показало чувствительность всех исследуемых штаммов к тетрацикли
ну, доксициклину, гентамицину, левомицетину, цефтазидиму, рифампицину. 
По данным литературы, для достижения бактерицидного эффекта в отноше
нии микроорганизмов, структурированных в биопленку, могут потребоваться 
концентрации антибактериальных препаратов, в несколько раз превышающие 
значения МП К для планктонных форм [13], в связи с чем, при изучении анти- 
биотикочувствительности биопленочных культур антибактериальные пре
параты были использованы в концентрациях, равных их М ПК для планктон
ных культур, а также в 5, 10, 50, 100 раз больше.

Рис. 1. Оценка жизнеспособности V.cholerae El Тог Р-5879 в биопленочной (1) и планктон
ной формах (2).
А — без воздействия антибактериального препарата (контроль); Б — воздействие док- 
сициклином в концентрации 0,25 мг/л (опыт).
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Рост биопленок штаммов при воздействии разных концентраций антибактериальных препаратов

Антибактериальный
препарат

Кол-во раз, 
превышающих 

МПК*

Штамм

Р-5879 18826 19241 19613 19667

Д оксициклин 1 + + + + +
5 + + + + +
10 - - + - +
50 - - - - -

100 - - - - -
Тетрациклин 1 + +  ' + + +'

5 + + + + -1-
10 + + + + +
50 - - - - -

100 - - - - -
Левом ицетин 1 + + + + +

5 + + - + +
10 + + - + +
50 . - + - + -

100 - - - - -
Гентамицин 1 + + + + +

5 - - - + +
10 - - - - +
50 - - - - -

100 - - - - -
Рифампицин 1 + + + + +

5 + + ' + + +
10 + + + - +
50 - _ - - -

100 - - - - -
Цефтазидим 1 + + + + +

5 _ - - - +
10 - - - - -

50 - - - - -

100 — - - - -

П р и м е ч а н и е .  * Для планктонных культур; + наличие роста; — отсутствие роста.

Антибиотикочувствительность биопленочных культур V. cholerae оказалась 
ниже, чем планктонных. Воздействие на биопленки изученных штаммов анти
бактериальных препаратов в концентрациях, равных МПК для планктонных 
клеток, не приводило к их гибели. На рис. 1 представлена оценка жизнеспо
собности V.cholerae El Тог Р-5879 в биопленочной и планктонной формах без 
воздействия антибактериального препарата (контроль) и в присутствии док- 
сициклина в концентрации 0,25 мг/л (МПК). В контроле наблюдали рост на 
агаре Мартена в отпечатках пластинок с биопленками в виде сплошного сли
ва колоний. При высеве из планктона концентрация холерных вибрионов 
составляла 1х105 — 1х106 КОЕ/мл (рис. 1 А). Воздействие доксициклином 
приводило к гибели планктонной культуры штамма с сохранением жизнеспо
собности вибрионов в составе биопленки (1х102 — 1х103 КОЕ/мл) (рис. 1 Б).

Доксициклин вызывал гибель V.cholerae El Тог Р-5879, 18826 и 19613 в 
концентрациях, превышающих МПК для планктонных культур этих штаммов 
в 5 раз, a V.cholerae El Тог 19241 и 19667 — в 50 раз (табл.). Биопленки изучен
ных штаммов оказались в 50 раз менее чувствительными к тетрациклину и 
рифампицину, за исключением V.cholerae El Тог 19613, биопленки которого
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утрачивали жизнеспособность при концентрациях, равных 10 М ПК для планк
тонной культуры. К  левомицетину наибольшую чувствительность продемон
стрировали биопленки штамма 19241. Больше всего вызывающие гибель ви
брионов в составе биопленок концентрации левомицетина (в 100 раз) 
увеличились в отнош ении ш таммов V.cholerae El Tor 18826 и 19613. 
Концентрации гентамицина и цефтазидима, подавляющие рост биопленок, 
колебались от 5 М ПК (для штаммов Р-5879, 18826, 19241) до 10 — 50 М ПК 
(штамм 19667). Необходимо подчеркнуть, что в контрольных высевах планк
тонных культур и в отпечатках биопленок всех изученных штаммов, не под
вергшихся воздействию антибактериальных препаратов, наблюдали стабиль
ный рост холерных вибрионов.

ТЭМ позволила визуализировать результат воздействия антибактериаль
ных препаратов на биопленки холерных вибрионов и показала, что в отсут
ствии антибактериальных препаратов биопленки имеют сложную структурную 
организацию и состоят из групп бактерий, адгезированных к поверхности и

Рис. 2. Биопленки V.cholerae El 
Тог Р-5879 (3 сутки), ТЭМ, ув. 
хЗО 000.
А — без воздействия антибакте
риальных препаратов (контроль); 
Б — воздействие доксициклином 
0,5 мг 1 час; В — воздействие 
левомицетином 0,5 мг 1 час; Г — 
воздействие рифампицином 1,0 мг 
1 час; Д —воздействие цефтазиди- 
мом 0,16 мг 1 час.
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окруженных густым аморфным веществом с многочисленными тяжами — 
внеклеточным матриксом (рис. 2).

Воздействие антибактериальных препаратов в течение 1 часа в концентра
циях, соответствующих МПК для планктонных культур, не изменяло морфо
логию вибрионов в составе биопленок, а также не повреждало структуру ма
трикса. Однако наблюдали некоторое сглаживание тяжей между бакте
риальной клеткой и субстратом, особенно выраженное при воздействии 
левомицетином, рифампицином и цефтазидимом (рис. 2). При воздействии 
цефтазидимом также можно заметить некоторое округление формы вибрио
нов, снижение электронной плотности матрикса, повышение его прозрач
ности, как бы «истончение».Механизмом действия этого препарата является 
повреждение клеточной стенки бактерий, что, возможно, и вызвало изменение 
формы. В литературе описана способность препаратов с аналогичным меха
низмом действия частично подавлять образование биопленки [5].
О Б С У Ж Д Е Н И Е

В результате проведенных экспериментов установлено, что биопленочная 
популяция холерных вибрионов Эль Тор повышает свою резистентность к 
изученным антибактериальным препаратам в 5 — 100 раз, по сравнению с 
планктонными культурами, и имеет штаммовые различия. По данным лите
ратуры, сниженная чувствительность биопленок к антибактериальным пре
паратам связана с различием в метаболической активности и скорости роста 
отдельных клеток бактерий, наличием в популяциях клеток, способных вы
живать в стрессовых условиях, экспрессией невыявленных генов резистент
ности, образованием ферментов, вызывающих деградацию или модификацию 
антибиотиков [8]. Одной из причин антибиотикорезистентности биопленок 
является наличие экзополисахаридного матрикса, защищающего бактерии. 
Способность проникать через этот барьер или разрушать его является важным 
показателем эффективности того или иного антибактериального препарата 
[ 10]. Некоторые антибиотики, влияющие на синтез белка, имитируют действие 
стрессовых факторов, вызывающих формирование биопленки, стимулируют 
образование внеклеточного матрикса и биопленок [9, 14].

Современные представления о роли биопленок в патогенезе инфекцион
ных заболеваний требуют новых подходов к их диагностике и лечению. В 
настоящее время ведется разработка новых антибиотиков, изменение тактики 
антибиотикотерапии, а также поиск ингибиторов межклеточной сигнализа
ции, ферментов и других методов разрушения биопленок. Терапевтическое 
действие на биопленки может быть направлено на механизмы первичной 
адгезии бактерий к  поверхности, блокирование синтеза или разрушения по
лимерного матрикса, нарушение межклеточного обмена информацией, а 
также оно может сочетаться с собственно бактерицидными агентами [1]. 
Изучение действия антибактериальных препаратов на биопленки может по
высить эффективность рациональной антибиотикотерапии инфекций за счет 
выбора препаратов, нарушающих функционирование микробных сооб
ществ.
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А.В.Иванова, Н.В. Попов, Е.В. Куклев, А.К.Адамов, С.А. Щербакова

ОБЗОР ЭПИДЕМИОЛОГИЧЕСКОЙ ОБСТАНОВКИ ПО ГЕМОРРАГИ
ЧЕСКОЙ ЛИХОРАДКЕ С ПОЧЕЧНЫМ СИНДРОМОМ (ГЛПС) НА ТЕРРИ
ТОРИИ РОССИЙСКОЙ ФЕДЕРАЦИИ ЗА 1990 -  2015 ГГ.

Российский научно-исследовательский противочумный институт «Микроб», 
Саратов

Цель. Анализ заболеваемости ГЛПС на территории Российской Федерации за по
следние 25 лет (с 1990 по 2015 гг.). Материалы и методы. Для анализа использованы 
данные официальной статистики Роспотребнадзора, в том числе Федерального цен
тра гигиены и эпидемиологии, а также материалы, поступившие из региональных 
управлений Роспотребнадзора и центров гигиены и эпидемиологии. Основным ме
тодом исследования был эпидемиологический анализ. Статистическую обработку 
полученных результатов проводили с применением общепринятых методов вариаци
онной статистики с элементами системного анализа. Результаты. За изучаемый пе
риод (1990 — 2015 гг.) на территории Российской Федерации зарегистрировано 194116 
случаев заболевания ГЛПС. Заболеваемость регистрировалась в 8 федеральных окру
гах Российской Федерации в 58 субъектах. Наиболее напряженная эпидемиологиче
ская обстановка отмечена на территории Приволжского федерального округа, на 
долю которого за изучаемый период пришлось 86,4% от общей заболеваемости ГЛПС 
по стране. Выполнен анализ заболеваемости в каждом федеральном округе, показаны 
территории, наиболее неблагополучные в эпидемиологическом отношении. 
Заключение. Приведенные данные по заболеваемости ГЛПС отражают неблагопо
лучную ситуацию по данному заболеванию в Российской Федерации. Предложены 
меры по предупреждению возникновения заболеваний с целью общего снижения 
уровня заболеваемости в Российской Федерации.

Журн. микробиол., 2017, № 2, С. 16—21

Ключевые слова: геморрагическая лихорадка с почечным синдромом, заболеваемость, 
эпидемиологический анализ, неспецифическая профилактика

A.V.Ivanova, N.V.Popov, E.V.Kuklev, A.KAdamov, S.A.Scherbakova

REVIEW OF EPIDEMIOLOGIC SITUATION ON HEMORRHAGIC FEVER WITH 
RENAL SYNDROME (HERS) IN RUSSIAN FEDERATION IN 1990 -  2015

Russian Research Institute for Plague Control «Microb», Saratov, Russia

Aim. Analyze HFRS morbidity in Russian Federation during the last 25 years (1990 — 
2015). Materials and methods. Official statistics of Federal Service for Surveillance on 
Consumers' Rights Protection and Human Wfeillbeing (CPS), including Federal Centre of 
Hygiene and Epidemiology, were used for the analysis, as well as materials from regional 
departments of CPS and centers of hygiene and epidemiology. Epidemiologic analysis was 
the main method. Statistical treatment of the results obtained was carried out using gener
ally accepted methods of variation statistics with elements of system analysis. Results. For the 
studied period (1990—2015) 194 ll6casesofHFRS were registered. Morbidity was registered 
in 8 federal districts of the Russian Federation in 58 subjects. The most intense epidemio
logic situation was noted in Privolzhsky Federal District, that accounted for 86.4% of total 
HFRS morbidity during the studied period. Analysis of morbidity was carried out in every 
federal district, most epidemically unfavorable territories are shown. Conclusion. The data
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presented on HFRS morbidity reflect unfavorable situation for this disease in Russian 
Federation. Measures to prevent the emergence of diseases to reduce the general level of 
morbidity in Russian Federation are presented.

Zh. Mikrobiol. (Moscow), 2017, No. 2, P. 16—21

Key words: hemorrhagic fever with renal syndrome, morbidity, epidemiologic analysis non
specific prophylaxis

В В Е Д Е Н И Е
В Российской Федерации ГЛПС занимает ведущее место среди зоонозных 

вирусных инфекций и одно из первых мест среди всех природно-очаговых 
болезней человека [2].

На территории России эпидемически активные очаги ГЛПС расположены 
в основном в умеренных широтах Европейской части и на Дальнем Востоке. 
В дальневосточных регионах, на долю которых приходится чуть больше 1,5% 
от всех случаев заболевания ГЛПС в России, возбудителями инфекции явля
ются хантавирусы Хантаан, Сеул и Амур. Ежегодная заболеваемость ГЛПС на 
Дальнем Востоке составляет в среднем 2 на 100 тыс. населения и регистрируется, 
в основном, среди жителей Приморского и Хабаровского краев и Амурской 
области [6]. В европейской части России природные очаги ГЛПС, главным 
образом, приурочены к лесным ландшафтам. Наиболее активная очаговая 
территория расположена в оптимуме ареала рыжей полевки — в широколи
ственных и хвойно-широколиственных лесах Приуралья и Среднего Поволжья, 
относящихся к Приволжскому федеральному округу (ПФО) [1,3].

На территории Приволжского федерального округа заболеваемость ГЛПС 
достигает 87,6% от таковой в Европейской части России и 86,2% от всей за
болеваемости, зарегистрированной в целом по Российской Федерации.

За многолетний период эпидемиологического наблюдения (с 1935 г.) за
болеваемость ГЛПС характеризуется подъемами каждые 3 — 4 года, обуслов
ленными, в основном, цикликой эпизоотического процесса в очагах вируса 
Пуумала, с которым связано более 95% заражений людей на территории 
России. В очагах Дальнего Востока рост заболеваемости ГЛПС в 1,5 — 2 раза 
связан с особенностями эпизоотического процесса в популяциях восточноа
зиатской мыши, активность которого отмечается через 4 — 5 и более лет [5].

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Для изучения эпидемиологической ситуации по заболеваемости геморра

гической лихорадкой с почечным синдромом были проанализированы данные 
официальной статистики Роспотребнадзора, в том числе Федерального центра 
гигиены и эпидемиологии, а также материалы, поступившие из региональных 
управлений Роспотребнадзора и центров гигиены и эпидемиологии. Основ
ным методом исследования был эпидемиологический анализ. Статистическую 
обработку полученных результатов проводили с применением общепринятых 
методов вариационной статистики с элементами системного анализа.

РЕ З УЛЬТ АТЫ И О Б С У Ж Д Е Н И Е
За последние 25 лет на территории Российской Федерации сохраняется 

чрезвычайно напряженная обстановка по заболеваемости природно-очаговыми 
вирусными болезнями. А в самой структуре природно-очаговой заболеваемо-
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ста, регистрирующейся на территории Российской Федерации, доля ГЛПС 
достигает практически 90%, что делает данное заболевание одним из актуаль
нейших среди всех природно-очаговых заболеваний в России [3,4].

По данным Роспотребнадзора за анализируемый период (1990 — 2015 гг.) 
на территории Российской Федерации было зарегистрировано 194 116 случа
ев заболевания ГЛПС среди населения.

За анализируемый период наблюдалось несколько подъемов заболеваемо
сти в 1994, 1999, 2001, 2004, 2008, 2009 годах с показателями заболеваемости 
от 5,9 до 7,6 на 100 тысяч населения.

Наиболее крупный подъем заболеваемости ГЛПС зафиксирован в 1997 
году (в 4,9 раза выше показателя заболеваемости 1996 года). Абсолютное ко
личество заболеваний составило 20 948 случаев (14,2 на 100 тысяч населения), 
при этом, 50% от всех зарегистрированных случаев заболевания пришлось на 
территорию Республики Башкортостан (10 057 случаев). Заболеваемость ГЛПС 
среди населения республики достигала 295 на 100 тысяч населения, а в целом 
по стране разнилась от 0,4 на 100 тысяч населения в Забайкальском крае до 
60,1 на 100 тысяч населения в Удмуртской Республике.

За последние пять лет (2011 — 2015 гг.) наблюдался 1 крупный подъем за
болеваемости ГЛПС в 2014 году (в 2,6 раза по сравнению с 2013 годом) в 
основном за счет Центрального, Приволжского и Уральского федеральных 
округов. Так, в Саратовской области отмечен рост заболеваемости в 9,6 раза, 
Белгородской области — в 7,3 раза, Республике Татарстан — в 6,3 раза, 
Калужской области — в 6,2 раза, в Свердловской области — в 5,4 раза.

Заболеваемость регистрировалась в 8 федеральных округах Российской 
Федерации в 58 субъектах. Однако распределение заболеваемости по терри
тории Российской Федерации было не однородным. В 97% случаев заболе
ваемость регистрировалась в Европейской части России, главным образом, в 
очагах, приуроченных к лесным ландшафтам. Распределение заболеваемости 
ГЛПС по федеральным округам Российской Федерации за анализируемый 
период отображено в табл.

Среди всех случаев заболевания ГЛПС по стране на долю Приволжского 
Федерального округа за анализируемый период приходилось 86,4%, что ха
рактеризует этот регион как территорию с наибольшей эпидемической актив
ностью природных очагов ГЛПС в стране.

Всего в Приволжском федеральном округе за 1990 — 2015 гг. зарегистриро
вано 167 778 случаев заболевания ГЛПС, при этом в среднем на 1 год приходилось 
6712 больных. За период с 2000 по 2010 гг. на территории округа было зарегистри

ровано 68 666 случаев заболевания 
заболеваемос™ ГЛПС Федеральным ГЛПС, На 1 ГОД -  6242 боЛЬНЫХ, ЧТО

на 470 случаев меньше среднемно
голетних значений. Аналогичные 
показатели заболеваемости реги
стрировались и в предыдущем деся
тилетие (в 1990 — 1999 гг. зареги
стрировано 67 779 случаев, в год 
— 6778 больных). За последние пять 
лет регистрации (2011 — 2015 гг.) 
зафиксировано 37 801 случаев за
ражения людей ГЛПС. Среднее 
значение заболеваемости за пять лет 
составляло 7560 случаев.

1990—1999 гг. 2000-2009 гг. 2010-2015 гг.

Абсолютное количество заболевших

Приволжский 67779 69777 30 222
Центральный 3050 5802 5277
Уральский 2482 1734 612
Дальневосточный 2520 1143 649
Северо-Западный 729 947 873
Южный 56 203 62
Сибирский 190 6 2
Северо-Кавказский — ___ 2
Крымский — ___ _
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К наиболее неблагополучным по ГЛПС субъектам ПФО относятся 
Республики Башкортостан, Удмуртия, Татарстан, в которых доля от всей за
болеваемости ГЛПС в ПФО за анализируемый период составляла 62%, а 
среднее количество заболевших за исследуемый период превышало 30 человек 
на 100 тысяч населения.

Все случаи заражения ГЛПС на территории ПФО были ассоциированы с 
серотипом вируса Puumala.

Высокая заболеваемость ГЛПС регистрируется и в Центральном федераль
ном округе. За последние 25 лет ее доля в общей структуре заболеваемости по 
стране составляла порядка 7,2%. Ежегодно регистрировалось от 100 до 1318 
случаев заболевания. Случаи заболевания были отмечены во всех 18 субъектах 
федерального округа, однако наибольшее количество больных регистрирова
лось в Тульской (18,4%), Ярославской (16%) и Московской областях (17,2%). 
По сравнению с предыдущим десятилетием (1990 — 1999 гг.) заболеваемость 
в 2000 — 2010 гг. в округе выросла в 2,3 раза (с 3050 до 7160 случаев). А за по
следние 5 лет (2011 — 2015 гг.) в округе уже зарегистрировано 4536 случаев. 
Ежегодно регистрировалось от 617 до 1283 случаев заболевания, причем с 
каждым годом регистрации количество случаев заболевания только увеличи
валось. В природных очагах ГЛПС Центрального федерального округа на 
большинстве территорий циркулирует хантавирус серотипа Puumala, а в 3 — 
5% случаев заболевание ассоциируют с хантавирусом серотипа Dobrava.

Третье место по эпидемиологической активности природных очагов ГЛПС 
в стране занимает Уральский федеральный округ. Согласно официальной 
статистике Роспотребнадзора за предшествующий десятилетний период с 2000 
по 2010 гг. на территории округа было зарегистрировано 1838 случаев заболе
вания. По сравнению с предыдущим десятилетним периодом (1990 — 1999 гг.) 
заболеваемость в целом по округу снизилась в 1,3 раза (с 2482 до 1957 случаев). 
При этом почти 80% всех зарегистрированных случаев ГЛПС в округе при
ходилось на Челябинскую область (1551 случай).

За последние пять лет (2011 — 2015 гг.) в Уральском федеральном округе 
зарегистрировано 508 случаев заболевания населения геморрагической лихо
радкой с почечным синдромом, при этом, как и прежде, подавляющее боль
шинство случаев отмечалось на территории Челябинской области. Все случаи 
заражения ГЛПС были ассоциированы с серотипом вируса Puumala.

За аналогичный период регистрации (1990 — 2015 гг.) в Северо-Западном 
федеральном округе зарегистрировано 2549 случаев заболевания, что состав
ляет 1,3% от общероссийской заболеваемости за этот период. С 2000 по 2011 г. 
зарегистрировано 1127 случаев ГЛПС, что на 398 случаев меньше, чем в 
предыдущей декаде (1990 — 1999 гг.). Больше половины всех больных ГЛПС 
в округе составляли жители Вологодской области (611 случаев), впервые слу
чаи ГЛПС были выявлены в Новгородской (2 случая) и Архангельской обла
стях (1 случай). За последние пять лет (2011 — 2015 гг.) на территории округа 
зарегистрировано 795 случаев заболевания, что на 293 случая превышает по
казатели предыдущей пятилетней заболеваемости (2005 — 2010 гг. — 502 слу
чая). Единственным в ФО субъектом, на территории которого больных ГЛПС 
не регистрировали, остается Ненецкий автономный округ. Все случаи зараже
ния ГЛПС на территории Северо-Западного ФО также были ассоциированы 
с серотипом вируса Puumala.

В Дальневосточном регионе за период с 1990 по 2015 гг. было официально 
зарегистрировано 4312 случаев заболевания ГЛПС среди населения округа, 
что составляет 2,2% от общероссийской заболеваемости за этот период. С 2000
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по 2010 гг. на территории округа было зарегистрировано 1224 случаев заболе
вания ГЛПС. По сравнению с предыдущим десятилетием (1990 — 1999 гг.) 
заболеваемость в целом по округу снизилась в 2 раза (с 2520 до 1224 случая).

За последние пять лет зарегистрировано 568 случаев, что на 44 случая 
меньше заболеваемости, зарегистрированной за предыдущий пятилетний 
период (за 2005 — 2010 гг. заболеваемость составляла 612 случаев). Заражения 
людей обусловлены хантавирусами трех серотипов: Seoul, Hantaan и Amur.

По данным Роспотребнадзора за исследуемый период на территории 
Южного федерального округа зарегистрирован 321 случай заболевания ГЛПС, 
что составляет 0,16% от общероссийской заболеваемости за этот период. С 
2000 по 2011 гг. на территории округа зарегистрировано 217 случаев заболева
ния ГЛПС, что почти в 4 раза превышает показатели заболеваемости предыду
щего десятилетнего периода (56 случаев). Все случаи заболевания людей были 
выявлены в Волгоградской области (113 случаев) и Краснодарском крае (104 
случая). За последние пять лет (2011 — 2015 гг.) на территории округа зареги
стрировано 58 случаев заболевания людей. По сравнению с предыдущим пя
тилетним периодом заболеваемость снизилась практически в 2 раза (103 
случая за 2005 — 2010 гг.). Практически в 100% случаев заболевания источни
ком заражения людей являлись рыжие полевки, носители вируса Puumala, 
однако описаны случаи заражения людей тяжелыми формами ГЛПС, обуслов
ленными вирусом Dobrava.

В Сибирском ФО за период с 1990 по 2015 гг. было официально зареги
стрировано 198 случаев заболевания ГЛПС среди населения округа, что со
ставляет 0,2% от общероссийской заболеваемости за этот период. Согласно 
официальной статистики Роспотребнадзора, с 1990 по 1999 гг. было зареги
стрировано 190 случаев ГЛПС, а за последующие 15 лет регистрации — всего 
8 случаев.

В Северо-Кавказском ФО регистрировались единичные спорадические 
случаи заболевания. Не исключено, что случаи заболевания могли быть за
возными из других регионов страны.

За анализируемый период на территории Российской Федерации отмечена 
крайне неблагоприятная эпидемиологическая обстановка по ГЛПС. Стабиль
ный рост заболеваемости ГЛПС может определяться множеством факторов. К 
основным факторам риска роста заболеваемости ГЛПС относят: возрастающую 
численность грызунов, связанную с недостаточной организацией и проведе
нием дератизационных работ; освоение новых территорий под садоводческие 
товарищества и индивидуальную застройку, под объекты сельского хозяйства 
и промышленности; увеличение площадей городов, что приводит к формиро
ванию новых антропоургических очагов болезни, и как один из основных 
факторов — отсутствие эффективной специфической профилактики [3].

Среди всех случаев заболевания ГЛПС по стране на долю Приволжского 
Федерального округа за анализируемый период приходилось 86,4%, что ха
рактеризует этот регион как территорию с наибольшей эпидемической актив
ностью природных очагов ГЛПС в стране.

Для снижения уровня заболеваемости ГЛПС на территории Российской 
Федерации необходимо усилить эпидемиологический надзор в природных 
очагах, в том числе, установить участки высокого риска заражения и контин
генты риска, внедрить в практику пространственные и временные прогнозы 
обострения эпидемиологической обстановки. Также необходимо увеличить 
объемы полевой и поселковой дератизации на территориях с циркуляцией
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вируса Добрава в осенне-зимний период в местах скопления полевой мыши 
(ометы, стога, животноводческие фермы, надворные постройки частного 
сектора). В связи с низкой эффективностью дератизационных работ, в лесных 
природных очагах, где установлена циркуляция вируса Пуумала, необходимо 
также увеличение объемов поселковой дератизации внутри и вокруг населен
ных пунктов, жилых и производственных объектов, где сохраняется высокий 
риск возникновения групповых заболеваний. В целях снижения заболеваемо
сти ГЛПС на очаговых территориях рекомендуется использовать современные 
дератизационные технологии с обязательным предварительным рекогносци
ровочным зоологическим обследованием территории очага с целью выявления 
мест концентрации грызунов, определения их численности и распределения. 
Неспецифические профилактические мероприятия проводить не менее двух 
раз в год: весной и осенью, информационно-разъяснительную работу — по
стоянно. Для предупреждения заражения населения в эпидемических очагах 
основными мерами профилактики являются барьерная и сплошная дерати
зация, очаговая и камерная дезинфекция, а также санитарно-гигиенические 
и санитарно-технические мероприятия, повышающие чистоту городской 
территории и непроницаемость строений для грызунов. Постоянная 
информационно-разъяснительная работа среди населения обеспечивает пра
вильное поведение людей в очагах, что также ведет к снижению заболеваемо
сти [4].

В зеленых зонах населенных пунктов необходимо, в первую очередь, при
ведения лесных массивов в лесопарковое состояние. Здесь необходимо регу
лярно проводить очистку леса от бурелома и валежника, а также покосы рас
тительности. Такие мероприятия ухудшают условия обитания рыжей полевки, 
и ее численность значительно снижается. При этом также необходимо вне
дрение в практику противоэпидемических работ в очагах ГЛПС вакцинопро- 
филактики.
ЛИТЕРАТУРА
1. БернштейнА.Д., Алехина Н.С.,ХворенковА.В., КопыловаЛ.Ф., Мясников Ю.А., 

Михайлова Т.В. Особенности проявления лесных очагов ГЛПС, расположенных в 
оптимуме ареала рыжей полевки. РЭТ-инфо. 2000, 3: 11-17.

2. Бернштейн А.Д., Гавриловская И.Н., Алехина Н.С. Особенности природной оча
говости хантавирусных зоонозов. Эпидемиология и вакцинопрофилактика. 2010, 
2:5-13.

3. Кутырев В.В., Добло А.Д., Куклев Е.В. Эпидемиологическая ситуация по каран
тинным и другим опасным инфекционным болезням в Приволжском федеральном 
округе и совершенствование санитарной охраны территории. НМЖ. Здравоохране
ние ПФО. 2001, 1:138-141.

4. Мочалкин П.А. Очаги геморрагической лихорадки с почечным синдромом города 
Уфы: опыт оздоровления. Дис. канд. мед. наук. Саратов, 2010.

5. Ткаченко Е.А., Бернштейн А. Д., ДзагуроваТ. К., Морозов В.Г., Слонова Р.А., Иванов 
Л. И. Актуальные проблемы геморрагической лихорадки с почечным синдромом. 
Микробиология. 2013, 1:51-58.

6. Ткаченко Е.А., Дза1урова Т.К., Бернштейн А.Д., Окулова Н.М., Коротина Н.А., 
Транквилевский Д.В. Геморрагическая лихорадка с почечным синдромом в России 
— проблема XXI века. Вестник Российской Академии естественных наук. 2012,1: 
48-54.

Поступила 05.09.16

Контактная информация: Иванова Александра Васильевна, 
410005, Саратов, ул. Университетская, 46, р.т. (8452) 26-21-31

21



© КОЛЛЕКТИВ АВТОРОВ, 2017

К.А.Никифоров, Е.Г.Оглодин, Л.М.Куклева, Г.А.Ерошенко,
В.Г.Герматук, З.Л.Девдариани, В.В.Кутырев

ПОДВИДОВАЯ ДИФФЕРЕНЦИАЦИЯ ШТАММОВ YERSINIA PESTIS МЕ
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Цель. Разработка способа дифференциации штаммов Y.pestis разных подвидов на 
основе метода ПЦР с гибридизационно-флуоресцентным учетом результатов в режи
ме реального времени. Материалы и методы. Поиск ДНК мишеней для дифферен
циации подвидов возбудителя чумы проводили с помощью программ Mauve 2.3.1, 
Mega 5.0 и алгоритма BLAST на основе сравнения полногеномных последователь
ностей секвенированных штаммов Y.pestis. На найденные ДНК мишени рассчитыва
ли праймеры и зонды в формате TaqMan, оптимизировали условия проведения ПЦР 
с гибридизационно-флуоресцентным учетом результатов. Результаты. Найдены ДНК 
мишени, несущие мутации, маркерные для штаммов кавказского, алтайского, гис- 
сарского, улегейского подвидов, штаммов из Таласского высокогорного очага чумы. 
Эффективность найденных ДНК мишеней и разработанного способа подвидовой 
дифференциации подтверждена на 101 штамме Y.pestis разных подвидов, выделенных 
в природных очагах России, ближнего и дальнего зарубежья. Заключение. Разработан
ный способ на основе метода ПЦР с регистрацией результатов в режиме реального 
времени обеспечивает проведение быстрой и эффективной дифференциации штам
мов Y.pestis разных подвидов.
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SUBSPECIES DIFFERENTIATION OF YERSINIA PESTIS STRAINS BY PCR 
WITH HYBRIDIZATION-FLUORESCENT DETECTION

Russian Research Institute for Plague Control «Microb», Saratov, Russia

Aim. Develop a method of differentiation of Y.pestis strains of different subspecies based 
on PCR with hybridization-fluorescent detection in real-time. Materials and methods. DNA 
target search for differentiation of subspecies of plague causative agent was carried out by 
Mauve 2.3.1, Mega 5.0 and BLAST algorithm based on comparison of full-genome sequenc
es of Y.pestis strains. Primers and TaqMan probes were calculated for the DNA targets found, 
conditions of PCR with hybridization-fluorescent detection — optimized. Results. DNA 
targets carrying marker mutations for the Caucasus, altai, gissar, ulegei subspecies, strains from 
Talass alpine plague reservoir were detected. The effectiveness of the DNA targets found and 
the developed approach of subspecies differentiation is confirmed on 101 Y.pestis strains of 
different subspecies, isolated from natural foci of Russia, near and far abroad. Conclusion. The 
developed approach based on PCR with real-time detection allows for a rapid and effective 
differentiation of Y.pestis strains of various subspecies.
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В ВЕ ДЕ Н И E
Возбудитель чумы Yersinia pestis — этиологический агент особо опасной 

бактериальной инфекции, представляющей серьезную угрозу общественному 
здравоохранению. Согласно используемой в Российской Федерации и других 
странах СНГ классификации штаммы Y.pestis делится на пять подвидов — 
основной и четыре неосновных (кавказский, алтайский, гиссарский и улегей- 
ский) [2]. Помимо этих подвидов существуют обособленные группы штаммов 
с неустановленным систематическим положением, к которым относятся 
штаммы Y.pestis из Таласского высокогорного очага, имеющие ряд фенотипи
ческих и генетических особенностей [6].

Штаммы Y.pestis отличаются по вирулентности, эпидемической значимо
сти и биохимической активности, циркулируют в разных ландшафтно
географических зонах. Штаммы основного подвида обладают высокой виру
лентностью и эпидемической значимостью, а штаммы неосновных подвидов 
имеют избирательную вирулентность и низкую эпидемическую значимость. 
Установление принадлежности исследуемых штаммов Y.pestis к определенно
му подвиду делает возможным провести оценку их эпидемического потен
циала, установить происхождение и вероятные пути заноса инфекции при 
проведении эпидемиологического расследования вспышек и случаев бо
лезни.

При выполнении лабораторно-диагностических исследований подвидо
вую дифференциацию штаммов Y.pestis осуществляют на основе их различий 
в биохимической активности по отношению к сахарам и спиртам (фермента
ция сахаров и многоатомных спиртов, редукция нитратов) [3]. Однако надеж
ность получаемых результатов находится в зависимости от условий культиви
рования штаммов и качества используемых сред, а для проведения анализа 
требуется выделение чистых культур возбудителя. Уровень развития современ
ной микробиологии позволяет значительно ускорить эту длительную проце
дуру определения подвидовой принадлежности штаммов возбудителя чумы 
на основе методов молекулярно-генетического анализа, в том числе, просто
го и эффективного метода полимеразной цепной реакции (ПЦР), применение 
которого позволяет получать стабильные и воспроизводимые результаты. Ранее 
нами разработан способ подвидовой дифференциации штаммов возбудителя 
чумы, основанный на использовании метода ПЦР с электрофоретическим 
учетом результатов [4].

Целью исследования была разработка способа дифференциации штаммов 
Y.pestis разных подвидов на основе метода ПЦР с гибридизационно- 
флуоресцентным учетом результатов в режиме реального времени (ПЦР-РВ). 
ПЦР-РВ требует меньше времени для проведения анализа по сравнению с 
ПЦР с электрофоретическим учетом результатов, а также снижает вероятность 
контаминации реакции ввиду отсутствия этапа электрофореза.
МАТ ЕР ИАЛЫ И МЕТОДЫ

Поиск ДНК мишеней для подвидовой дифференциации штаммов Y.pestis 
осуществляли с помощью программ Mauve 2.3.1 и Mega 5.0 путем сравнения 
полногеномных последовательностей штаммов разных подвидов и групп, а 
также алгоритма BLAST с использованием полногеномных последователь
ностей штаммов Y.pestis из базы данных NCBI GenBank и штаммов, секвени-
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рованных в РосНИПЧИ «Микроб». Последовательности зондов на найденные 
ДНК мишени рассчитывали таким образом, чтобы они были комплементарны 
участкам специфических для подвидов делеций и, следовательно, у штаммов, 
содержащих эти делеции, сигнал флуоресценции отсутствовал (табл. 1). Расчет 
праймеров проводили с помощью программы Vector N T I10.

Для поиска специфичных ДНК мишеней были использованы полноге
номные последовательности штаммов Y.pestis из базы данных N CBI GenBank: 
С092, Nepal516, Antiqua, Pestoides F, Pestoides A, Pestoides B, 91001, а также 
полногеномные последовательности штаммов Y.pestis из коллекции 
РосНИПЧИ «Микроб»: 231 (708) (основной подвид). С-741 (кавказский под
вид), И-2998 (алтайский подвид), А-1249 (гиссарский подвид), И-2422 (уле- 
гейский подвид), А-1815 (таласский штамм).

Анализ эффективности разработанного способа подвидовой дифферен
циации проводили на 101 штамме Y. pestis разных подвидов, выделенном в 
природных очагах России, в ближнем и дальнем зарубежье. Часть из исполь
зованных штаммов Y.pestis представлена в подписи к рисунку. После
довательности сконструированных праймеров и зондов в формате TaqMan 
приведены в табл. 1. В качестве флуоресцентных красителей использовали Су5 
(красный канал детекции флуоресценции), R6G (желтый канал), ROX (оран
жевый канал), ЕАМ (зеленый канал), а гасителей флуоресценции — RTQ1 и 
BHQ2. Условия проведения ПЦР-РВ были следующими: для мишени «45» 
— 1 цикл 95°С 10 мин; 40 циклов: 95°С 15 с, 57°С 40 с, 72°С 15 с; для мишени 
«89»— 1цикл95°С 15 мин; 10 циклов: 95°С 20 с, 56°С20с,72°С20с; 30 циклов: 
95°С 15 с, 57°С 45 с, 72°С 20 с; для мишени «Caucasic(-91)» — 1 цикл 95°С, 15 
мин; 40 циклов: 95°С 15 с, 58°С 40 с; для мишени «Uleg(-88)» — 1 цикл 95°С 15 
мин; 10 циклов: 95°С 20 с, 55°С 20 с, 72°С 20 с; 35 циклов: 95°С 20 с, 56°С 45 с, 
72°С 20 с; для мишени «Alt(-90)» — 1 цикл 95°С 15 мин; 40 циклов: 95°С 15 с, 
58°С 40 с; для мишени «His(-205)» — 1 цикл 95°С 15 мин; 40 циклов: 95°С 15 с,
Т а б л и ц а  1. Последовательности сконструированных праймеров и зон

дов для проведения подвидовой дифференциации штаммов 
Y.pestis

57°C 35 с и 72°C 15 c; 
для мишени «Tal (-72)» 
— 1 цикл 95°C 15 мин; 
40 циклов 95°C 15 с, 
59°C 35 с и I T  С 15 с. 
Амплификацию ДНК 
осуществляли д ля каж
дой ДНК мишени в 
отдельной реакции с 
использованием ам- 
плификатора Rotor- 
Gene 6000 (Corbett 
Research, Австралия). 
На этапе отжига прай
меров проводили учет 
флуоресценции, уро
вень порога равнялся 
0,05, специфичность 
реакции определялась 
значением Ct менее 
31. Результат обеспе
чивался программ
ным измерением зна-
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Праймеры (S, As) 
и зонды (Zond) Последовательности праймеров 5’- 3’

45-S GTGGATGAGAAAGTTTACCC
45-As ATCACACCTGGATGGTTAC
45-Zond FAM -ACTCAGCAAGCATCTGCTCAACATG- RTQ1
89-S ATGAAATGACCGACAACAG
89-As GCTTACACTGGTGGTATTAG
89-Zond FAM-TTGTTTAGGCGGCAGTTTATCTGCC-RTQ1
Caucasic(-9L)-S CAAAGGGGTGCAAAGTGAC
Caucasic(-91)-As GCAAGTTGTTTCAGGCCG
Caucasic(-91)-Zond R6G-GCGGGTCAAGAAAGCTATCGCTGCG-RTQ1
His(-205)-S CTGACGATCGGTTTCACTTC
His(-205)-As GCTTCAATTTGCTGTTTGGT
His(-205)-Zond ROX-TCGGCACCATTGATCAATGTCG - BHQ2
Alt(-90)-S AATGCCAGTGAGATAACCC
Alt(-90)-As ACCTTCCTGGCCGATGTA
Alt(-90)-Zond R6G-GATGGCTTGCACAGCAATTTCTGGC-RTQ1
Uleg(-88)-S ATCAATTGTAGTGGAGGGG
UIeg(-88)-As GCATCCATAGGTGCAGTA
Uleg(-88)-Zond Cy5-TGAAGTTAGTGGGAGGATTGAGTTT-BHQ2
Tal(-72)-S CGCAAGAGTTAGGGCTGGA
Tal(-72)-As CCTAACAAGATCCCACGGC
Tal(72)-Zond ROX-GGTGTATAGCGGCCATCAATTTGGC- BHQ2



Т а б л и ц а  2. Анализ эффективности найденных ДНК мишеней и сконструированных на них праймеров и 
зондов для проведения подвцдовон дифференциации штаммов Y.pestis

Штаммы, подвид (п/в)
Наличие сигнала флуоресценции по ДНК мишеням:

«45* «89* «Caucasic(-91)* «Uleg(-88)» «Alt(-90)* «His(-205)* «Та1(-72>*

О сн овн ой  п /в  — 42 ш там м а - - + + -I- + +

К ав к азск и й  п /в  — 15 ш там м ов + + — + + + +

А л тай ски й  п /в  — 20 ш там м ов + + + + — + +

У легейский п /в  — 7 ш там м ов + + + — + + +

Гиссарский п /в  — 10 ш там м ов + + 4- + + — +

Т аласские ш там м ы  — 7 ш там м ов + + + + + + —

чения Ct графика кривой флуоресценции, что отображалось в виде статуса 
реакции («реакция» и «нет реакции»).
Р ЕЗ УЛЬТАТЫ И О Б С У Ж Д Е Н И Е

Для разработки быстрого и надежного способа определения подвидовой 
принадлежности исследуемых штаммов методом ПЦР-РВ нами проведен по
иск ДНК мишеней, позволяющих проводить дифференциацию основного, 
кавказского, улегейского, алтайского, гиссарского подвидов, а также штаммов 
из Таласского высокогорного очага (табл. 2).

Для детекции штаммов высоковирулентного и эпидемически значимого 
основного подвида нами использованы вариабельные участки хромосомных 
локусов ilvN и terC, в которых у штаммов основного подвида ранее были об
наружены делеции размером в 45 и 89 п.н., отсутствующие у штаммов всех 
неосновных подвидов [1,5]. На эти ДНК мишени (обозначенные как «45» и

Дифференциация штаммов Y.pestis основного и неосновных подвидов методом ПЦР-РВ с 
праймерами на мишень «45».
Штаммы Y.pestis: 1. 1116Д основной подвид, 2. Hamburg 15 основной подвид, 3. 231 
(708) основной, 4. 6499 кавказский подвид, 5. 7896 кавказский подвид, 6. И-2422 уле- 
гейский подвид, 7. И-3071 улегейский подвид, 8. И-3130 улегейский подвид, 9. И-3131 
улегейский подвид, 10. И-2998 алтайский подвид, 11. И-2359 алтайский подвид, 12.2817 
алтайский подвид, 13.4857 алтайский п/одвид, 14. А-1728 гиссарский подвид, 15. А-1249 
гиссарский подвид, 16. А-1633 гиссарский подвид, 17. А-1723 гиссарский подвид, 18. 
А-1816 таласская группа, 19. А-1805 Таласская группа, 20. И-3085 группа microtus, 21. 
И-3086 группа microtus, 22. отрицательный контроль.
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«89») нами рассчитаны праймеры и зонды для их использования в ПЦР-РВ 
(табл. 1). На рис. приведен пример разделения штаммов Y.pestis основного и 
неосновных подвидов методом ПЦР-РВ с использованием ДНК мишени 
«45».

В ПЦР-РВ с зондом в формате TaqMan, комплементарным области деле- 
ции и меченным красителем FAM, у штаммов основного подвида отсутство
вали сигналы флуоресценции, которые проявлялись у штаммов других под
видов и групп. Эффективность рассчитанных праймеров и зондов на данные 
мишени проверена на 101 штамме, в том числе 42 штаммах основного под
вида.

При сравнении полногеномной последовательности штамма Y.pestis С-741 
кавказского подвида с последовательностями штаммов других подвидов нами 
выявлена мутация, специфическая для штаммов кавказского подвида — де- 
леция размером 91 п.н. в гене АК38_2123 (обозначение гена по геному рефе
рентного штамма Y.pestis С092, NCBI GenBank). На выявленную ДНК ми
шень, обозначенную как «Caucasic(-91)», рассчитаны праймеры и зонд и 
определены условия проведения реакции («Материалы и методы», табл. 1). В 
ПЦР-РВ с зондом, меченным красителем R6G, у всех использованных 15 
штаммов кавказского подвида отсутствовал флуоресцентный сигнал, который 
проявлялся у штаммов других подвидов.

При анализе генома штамма Y.pestis И-2422 улегейского подвида обнару
жена мутация, маркерная для штаммов этого подвида — делеция в 88 п.н. в 
гене АК38_1098. Эта ДНК мишень обозначена как «Uleg(-88)». В ПЦР-РВ с 
зондом на эту мишень, меченным красителем Су5 (табл. 1), у всех исследо
ванных штаммов улегейского подвида отсутствовал флуоресцентный сигнал, 
который регистрировался у других штаммов.

Мутация, маркерная для штаммов алтайского подвида — делеция в 90 п.н. 
в гене АК38_1327, выявлена нами при сравнении последовательности штамма 
алтайского подвида Y.pestis И-2998 с последовательностями штаммов других 
подвидов. В ПЦР с рассчитанными нами праймерами и зондом, меченным 
красителем R6G, на мишень Alt(-90) у всех 20 исследованных штаммов алтай
ского подвида отсутствовал сигнал флуоресценции, в отличие от штаммов 
других подвидов и групп.

При анализе нуклеотидной последовательности генома штамма Y.pestis 
А-1249 гиссарского подвида выявлена маркерная для штаммов гиссарского 
подвида делеция размером 205 п.н. в гене АК38_334. В связи с большим раз
мером делеции, праймеры на эту ДНК мишень рассчитаны таким образом, 
чтобы они попадали в область делеции, тогда как праймеры на другие мише
ни были комплементарны участкам, фланкирующим делеции (табл. 1). В 
ПЦР-РВ с зондом на мишень His(-205), меченным красителем ROX, у всех 
исследованных нами 10 хытаммов гиссарского подвида отсутствовал флуорес
центный сигнал, который проявлялся у штаммов других подвидов и групп.

В геноме штамма Y.pestis А-1815 удалось найти мутацию, специфическую 
для штаммов из Таласского высокогорного очага чумы в Киргизии, которая 
представляла собой делецию размером 72 п.н. в гене АК38_181. В ПЦР-РВ с 
праймерами и зондом на мишень Та1(-72), меченным красителем ROX, у штам
мов таласской группы отсутствовал флуоресцентный сигнал, который про
являлся у штаммов других подвидов.

Таким образом, нами разработан способ подвидовой дифференциации 
штаммов Y.pestis методом ПЦР с гибридизационно-флуоресцентным учетом
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результатов в режиме реального времени. Ранее метод ПЦР-РВ не использо
вался для определения подвидовой принадлежности штаммов Y.pestis. При 
сравнении нуклеотидных последовательностей штаммов Y.pestis основного и 
неосновных подвидов нами выявлены мутации, специфичные для штаммов 
кавказского, алтайского, гиссарского, улегейского подвидов, штаммов из 
Таласского высокогорного очага чумы, использование которых в комплексе 
с двумя ранее найденными маркерными для штаммов основного подвида ДНК 
мишенями позволяет проводить быструю дифференциацию штаммов разных 
подвидов на основе метода ПЦР-РВ. Эффективность и специфичность скон
струированных праймеров и зондов подтверждена на наборе из 101 штамма 
Y.pestis разных подвидов из природных очагов Российской Федерации, стран 
ближнего и дальнего зарубежья. Разработка такого способа подвидовой диф
ференциации имеет важное значение для практики, поскольку может обе
спечить разделение штаммов Y.pestis разных подвидов, отличающихся по 
вирулентности и эпидемической значимости, а также позволит устанавливать 
принадлежность исследуемого штамма к конкретному подвиду. Последнее 
особенно важно при проведении эпидемиологического мониторинга в тех 
природных очагах чумы Российской Федерации и сопредельных государств, 
в которых одновременно циркулируют штаммы основного и неосновных под
видов.
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ВЛИЯНИЕ ВНЕХРОМОСОМНЫХ ЭЛЕМЕНТОВ НАСЛЕДСТВЕННОСТИ НА 
ТОКСИЧЕСКИЕ СВОЙСТВА YERSINIA PESTIS

Ростовский-на Дону противочумный институт

Цель. Выяснение роли внехромосомных элементов наследственности в проявлении 
токсических свойств Yersinia pestis. Материалы и методы. Работа выполнена на вак
цинном штамме Y. pestis EV76 (pMTl, pCDl, pPCPl) и бесплазмидных вариантах 
вакцинного EV76 (pMTl", pCD 1 pPCPl") и вирулентного 231 (рМТ 1", pCDl', pPCPl") 
штаммов Y. pestis. О присутствии функционально активной формы липополисахари- 
да (ЛПС) в среде инкубации бактерий судили по токсичности супернатантов клеток 
Y. pestis для интактных животных (модель инфекционно-токсического шока) и мы
шей, сенсибилизированных D-GalN. Результаты. Установлено, что 37°С культуры Y. 
pestis EV76, содержащие полноценный набор плазмид, высвобождают ЛПС во внеш
нюю среду. Бесплазмидные варианты как вакцинного, так и вирулентного штаммов 
Y. pestis рМТТ, pCDl', pPCPl" такой способностью не обладают. Отделение ЛПС от 
клеточной стенки выявлено у живых бактерий возбудителя чумы. Предполагается, 
что этот процесс сопряжен с транслокацией белков, кодируемых плазмидами pMTl, 
pCDl, pPCPl, из клетки во внешнюю среду. Заключение. Впервые установлена функ
циональная взаимосвязь между внехромосомными элементами наследственности и 
токсической активностью ЛПС Y. pestis.
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EFFECT OF EXTRACHROMOSOMAL ELEMENTS OF HEREDITY ON TOXIC 
PROPERTIES OF YERSINIA PESTIS
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Aim. Elucidation of the role of extrachromosomal elements of heredity in manifestations 
of toxic properties of Yersinia pestis. Materials and methods. The study was carried out in vac
cine strain Y. pestis EV76 (pMTl, pCDl, pPCPl) and non-plasmid variants of vaccine EV76 
(pMTl", pCDl", pPCPl") and virulent 231 (pMTl", pCDl", pPCPl") strains of Y. pestis. 
Presence of functionally active form of lipopolysaccharide (LPS) in the incubation medium 
of the bacteria was evaluated via toxicity of supernatant of У. pestis for intact animals (infec
tion-toxic shock) and mice sensitized by D-GalN. Results. ЪТС cultures of Y. pestis EV76 
containing a full amount of plasmids were established to release LPS into the environment. 
Non-plasmid variants of both vaccine and virulent strains of Y. pestis pMT 1", pCD 1", pPCP 1" 
do not have this ability. Separation of LPS from cell wall was detected in live bacteria of plague 
infectious agent. This process is assumed to be coupled with translocation of proteins coded 
by pMT 1, pCD 1, pPCPl plasmids from the cell into the environment. Conclusion. Functional 
inter-connection between extrachromosomal elements of heredity and toxic activity of Y. 
pestis LPS is established for the first time.
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В В Е Д Е Н И Е
Известно, что патогенез чумы в любой ее форме представляет собой стадии 

развития инфекционно-токсического шока, вызванного действием липополи- 
сахарида (ЛПС) возбудителя [1, 3]. Биологически активный полимер ЛПС 
является компонентом клеточной стенки грамотрицательных бактерий. Для 
проявления токсических свойств ЛПС необходимо его отделение от внешней 
мембраны бактерий и представление рецепторам иммунокомпетентных клеток 
макроорганизма в свободной молекулярной форме. В опытах in vitro и in vivo 
показано, что целые клетки Y. pestis и препараты ЛПС, выделенные из этих 
культур, обладают различными иммуномодулирующими свойствами [12]. 
Максимальное воздействие на рецепторный комплекс TLR4/MD2 оказывает 
свободная форма ЛПС. В то же время, эффект действия ЛПС, связанного с 
бактериальной клеткой, незначителен. Объясняется это тем, что токсически 
активная часть ЛПС (липид А) жестко фиксирована физико-химическими 
связями с белками внешней мембраны бактерий, что исключает участие липи
да А в активации фагоцитарных клеток макроорганизма. Из данных литерату
ры известно, что ЛПС в свободной форме в небольших количествах может 
высвобождаться в среду при делении клеток, при разрушении бактерий в про
цессе фагоцитоза, под действием комплекса белков системы комплемента и от 
антибиотиков, а также обнаруживается в составе бактериальных везикул [9].

Особенность Y. pestis состоит в том, что источником функционально ак
тивной формы ЛПС являются не разрушенные, а живые клетки бактерий. По 
наблюдению врачей-клиницистов действие эндотоксина максимально на 
терминальной стадии инфекции, когда стремительное размножение бактерий 
сопровождается гиперпродукцией цитокинов, что приводит к развитию сеп
тического шока и гибели организма [3,13].

Вопрос о том, каким образом бактерии Y. pestis отделяют Л ПС от клеточной 
стенки во внешнюю среду, специально не исследовался. Мы предположили, 
что освобождению ЛПС способствует система белков, кодируемых резидент
ными плазмидами Y. pestis. В пользу высказанного предположения свидетель
ствуют данные о структурно-функциональной организации плазмид pMTl, 
pCDl, pPCPl и их роли в проявлении вирулентных свойств Y. pestis [1, 11]. 
При анализе работ, посвященных этим вопросам, мы обратили внимание на 
тот факт, что все белки, кодируемые плазмидами, локализованы, как правило, 
на внешней мембране клеточной стенки бактерий или же секретируются во 
внешнюю среду, то есть вектор транслокации белков направлен из клетки. Так, 
плазмида pCDl кодирует белки системы секреции III типа (T3SS) и эфффек- 
торные белки Yops дистанционного действия. Плазмида пестициногенности 
pPCPl уникальна для Y. pestis, содержит pla и psn гены. Бактериоцин пестицин 
секретируется во внешнюю среду, а протеаза Р1а локализована на внешней 
мембране клеток возбудителя чумы. Плазмида pMTl — кодирует два важных 
видоспецифических белка: фракцию I и «мышиный» токсин (МТ). Фракция 
I формирует на поверхности микроба капсулу, которая не имеет жесткой свя
зи с поверхностными структурами клетки, легко отделяется от них и диффун
дирует во внешнюю среду. Примечательно, что в состав капсульного вещества 
входят как МТ, так и ЛПС клеточной стенки бактерий [7]. Изложенное выше 
позволило предположить, что процесс отделения молекул ЛПС от клеточной 
мембраны сопряжен с процессом транслокации кодируемых плазмидами 
Y. pestis белков из клетки во вне.

Цель настоящей работы заключалась в выяснении роли внехромосомных 
элементов наследственности в проявлении токсических свойств Y. pestis.
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МАТЕРИАЛЫ И МЕ Т ОДЫ
Для выяснения вопроса о функциональной взаимосвязи между экспрес

сией генов резидентных плазмид и активностью эндотоксина Y. pestis исполь
зованы два методических приема: модель инфекционно-токсического шока, 
описанная А.Н. Кравцовым и др. [5], и модель сенсибилизации биопробных 
животных D-галактозамином (D-Gal) [10]. Оба метода позволяют судить о 
присутствии функционально активной формы ЛПС в среде инкубации бак
терий по ее токсичности для биопробных животных. Модель, предложенная 
Кравцовым А.Н., основана на трансформации ЛПС из биологически инерт
ного в токсически активную форму в условиях in vitro. Процесс валиден тер
минальной стадии инфекции и осуществляется под влиянием биологически 
активного вещества, присутствующего в гемолизированных эритроцитах кро
ви и тканях паренхиматозных органов млекопитающих. В условиях макроор
ганизма токсическое действие Л ПС реализуется через рецепторный комплекс 
TLR4/MD2 фагоцитарных клеток [6,8]. В случае с D-GalN механизм токсиче
ского действия ЛПС на макроорганизм иной — провоспалительный цитокин 
TNF-a, синтез которого индуцирует ЛПС, активирует специфические рецеп
торы апоптоза клеток печени (Fas R), что приводит к гибели гепатоцитов и 
организма в целом. Чувствительность метода инфекционно-токсического 
шока, определенная для ЛПС вакцинного штамма Y. pestis EV76, составляет 
приблизительно 40 мкг/мышь [7]. Чувствительность к ЛПС этого же штамма 
в условиях D-Gal равна 5 — 10 мкг/мышь [2]. Оба метода высокоэффективны 
для детекции свободной формы ЛПС Y. pestis в условиях in vivo.

Экспериментальная работа выполнена на вакцинном штамме Y. pestis EV76 
(pM Tl, pC D l, pPC Pl). Из него был получен бесплазмидный вариант 
(рМТГ, pC D l-, pPCPl'). Отсутствие интеграции плазмид с хромосомной ДНК 
подтверждено методом ПЦР с праймерами, комплементарными плазмидным 
генам саП (плазмида pM Tl), lcrV (плазмида pCDl) и pla (плазмида pPCPl). 
Штамм депонирован в Государственной коллекции патогенных бактерий под 
№ КМ 1279, ФКУЗ РосНИПЧИ «Микроб» (Саратов). Бесплазмидный вариант 
вирулентного штамма Y. pestis 231 (рМТГ, pC D l', рРСРР) предоставлен проф.
А.П.Анисимовым (ГНЦ ПМБ, Оболенск).

Выбор вакцинного штамма Y. pestis EV76 для проведения настоящего ис
следования не случаен. Клетки этого штамма не способны преодолевать не
специфический иммунный барьер макроорганизма и не вызывают гибели 
животных при внутрибрюшинном введении дозы 1х108 м.к./мышь. В то же 
время, основной патогенетический фактор — эндотоксин — у этого штамма 
сохранен и его действие проявляется при внутривенном введении бактерий 
биопробным животным [14] или же в условиях, соответствующих инфек
ционно-токсическому шоку, описанных нами ранее [5].

При использовании модели инфекционно-токсического шока культуры 
вакцинного штамма Y. pestis EV76 и бесплазмидные варианты вирулентного 
и вакцинного штаммов выращивали на плотной питательной среде LB (Difco, 
США) в течение 18 — 24 часов при 37°С. Для перевода ЛПС в токсически ак
тивную форму клетки исследуемых штаммов Y. pestis вносили в гемолизиро
ванные эритроциты крови человека в количестве 1 — 5х1010 м.к./мл и инкуби
ровали 3 часа при 37°С. Затем клетки осаждали центрифугированием (5 мин 
при 12000 об./мин), а супернатанты вводили мышам внутрибрюшинно в 
объеме 0,1 мл. В супернатанте содержалось от 1х104до 5х104м.к./мл. О при
сутствии ЛПС в супернатантах судили по гибели животных в течение первых 
двух суток наблюдения. Каждая экспериментальная группа содержала 6 — 10 
мышей.
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Обработку мышей D-GalN проводили по методу Galanos С. et al. в нашей 
модификации [2]. Для этого культуры Y. pestis всех используемых вариантов 
выращивали на плотной питательной среде LB (Difco, США) в течение 18 — 24 
часов при 37°С. Взвесь бактерий концентрацией 1хЮ10 м.к./мл готовили на 
физиологическом растворе NaCl и инкубировали 3 часа при 37°С. Затем клет
ки осаждали центрифугированием в течение 5 мин при 12 000 об./мин. 
Полученный супернатант вводили мышам совместно с 20 мкг D-GalN вну- 
трибрюшинно в объеме 0,1 мл. В супернатанте содержалось от 1х104до 5х104 
м. к./мл. О присутствии ЛПС в инокулятах судили по гибели животных в те
чение первых двух суток. Каждая экспериментальная группа содержала 6 — 10 
мышей.

В экспериментах также использовали культуры Y. pestis EV76 (pM Tl, pC D l, 
pPCPl), убитые кипячением при 100°С в течение 30 мин.

В качестве контроля экспериментальным животным вводили внутрибрю- 
шинно и внутривенно по 0,1 мл миллиардной взвеси клеток полноценного 
штамма Y. pestis EY76 и бесплазмидных вариантов вакцинного и вирулентно
го штаммов, выращенных на плотной питательной среде LB (Difco, США) в 
течение 18 часов при 37°С.
Р ЕЗ УЛЬТАТЫ

Результаты проведенных экспериментов свидетельствуют о принципиаль
ных различиях в токсических свойствах Y. pestis EV76 (pMTl, pCDl, pPCPl) 
и бесплазмидных вариантов Y. pestis EV76 (pMTl", pC D l', pPCPl ) и Y. pestis 
231 (pM Tl', pCDl", pPCPl') (табл.). Как следует изданных, приведенных в 
табл., супернатант полноценного штамма Y. pestis EV76, полученный после 
инкубации клеток в гемолизированных эритроцитах крови человека, токсичен 
для животных и вызывает гибель мышей в 100% случаев в течение первых двух 
суток наблюдения. В то же время, супернатанты бесплазмидных вариантов 
вакцинного Y. pestis EV76 и вирулентного штаммов Y. pestis 231 в этих же усло
виях постановки эксперимента не токсичны для животных. Аналогичные 
результаты были получены при использовании модели D-GalN. На фоне 
D-GalN среда инкубации клеток вакцинного штамма Y. pestis EV76 проявляет 
выраженный токсический эффект и вызывает гибель 100% животных. 
Бесплазмидные варианты вакцинного и вирулентного штаммов Y. pestis в

Токсичность Y. pestis EV76 (pMTl, pCDl, pPCPl) и бесплазмидных вариантов Y. pestis EV76 (рМТГ, pCDl', 
pPCPl') и Y. pestis 231 (pMTl', pCDl', pPCPl') для мышей при разных условиях постановки экспериментов
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Число павших животных/число взятых в опыт животных

Условия
постановки экспериментов

Y. pestis EV76 
(pM Tl.pCDl, 

pPCPl)

Y. pestis EV76 
(рМТГ, pC D l\ 

рРСРР)

У pestis 231 
(рМТР, pCDP, 

рРСРР)

Y. pestis EV76 
(pM Tl.pCDl, 

pPCPl)

Живые клетки Убитые клетки Живые клетки Живые клетки

1. Супернатанты клеток 
Y. pestis. Модель инфекционно
токсического шока

70/70 0/30 0/40 0/10

2. Супернатанты клеток Y. pestis. 
Модель D-GalN

36/36 0/30 0/30 0/12

3. Внутривенное введение 
клеток Y. pestis

10/10 — 0/10 0/10

4. Внутрибрюшинное введение 
клеток Y. pestis

0/12 — 0/12 0/12



равной мере не токсичны для биопробных животных. Обращает на себя вни
мание тот факт, что различия в токсическом действии полноценных и бес
плазмидных вариантов Y. pestis имеют не количественный, а качественный 
характер.

Столь же резко отличается токсичность живых и убитых кипячением кле
ток полноценного вакцинного штамма Y. pestis EV76. В отличие от живых 
бактерий среда инкубации мертвых клеток не токсична для мышей и не вы
зывает их гибели.

Качественные различия между полноценными и бесплазмидными вари
антами Y. pestis EV76 подтверждают также результаты опытов по внутривен
ному введению культур биопробным животным. Введение клеток полноцен
ного вакцинного штамма Y. pestis EV76 в хвостовую вену в количестве 1х108 м. 
кл. вызывает развитие типичного инфекционного процесса. Бесплазмидные 
варианты Y. pestis в тех же условиях не проявляют токсических свойств, и ги
бели животных не наблюдается.
О Б С У Ж Д Е Н И Е

Таким образом, полученные результаты свидетельствуют о функциональ
ной взаимосвязи между резидентными плазмидами и токсической активно
стью ЛПС Y. pestis. Впервые установлено, что клетки Y. pestis EV76 , содержа
щие полноценный набор плазмид, способны высвобождать ЛПС во внешнюю 
среду, и этот процесс не связан с разрушением бактерий, а является функцией 
живых клеток возбудителя чумы. Варианты Y. pestis, лишенные внехромосом
ных элементов наследственности, такой способностью не обладают. Очевидно, 
что отделению ЛПС от клеточной стенки бактерий способствуют белки, ко
дируемые резидентными плазмидами Y. pestis. Видимо, этот процесс сопряжен 
с транслокацией кодируемых плазмидами pM Tl, pCDl, pPCPl белков на на
ружную поверхность клеток либо во внешнюю среду. Примером может слу
жить недавно установленный факт ЛПС-белкового взаимодействия между 
высокотемпературной формой ЛПС и белком Р1а плазмиды пестициноген- 
ности pPCPl. Комплекс локализован на внешней мембране клетки, а функ
циональная активность Р1а проявляется только при его сочетании с молекулой 
ЛПС [3].

В реализации токсического потенциала ЛПС Y. pestis, на наш взгляд, 
основная роль принадлежит капсульной субстанции возбудителя чумы. Как 
известно, капсулу на поверхности микроба формирует фракция I (FI) — белок, 
кодируемый плазмидой pM Tl. Продукция капсулы строго зависит от темпе
ратуры и максимальна при 37°С. Несмотря на то, что FI давно известна, вы
делена, очищена, установлены гены, ответственные за синтез и сборку, ее роль 
в инфекционном процессе при чуме до сих пор не совсем понятна [4].

Ранее в экспериментах in vitro и in vivo мы установили, что капсульная 
субстанция бактерий Y. pestis является носителем функционально активной 
формы ЛПС [7]. Как было отмечено ранее, биологическое своеобразие кап
сульного вещества Y. pestis заключается в отсутствии жесткой связи с поверх
ностными структурами клетки, в результате чего капсула легко отделяется от 
них и диффундирует во внешнюю среду. Предполагаем, что при отделении 
капсулы от клеток все биомолекулы, находящиеся на поверхности внешней 
мембраны и не имеющие ковалентной связи с близлежащими полимерами, 
включая молекулы ЛПС, «стягиваются» вместе с капсулой в среду инкубации 
бактерий. Процесс осуществляется на терминальной стадии инфекции и яв
ляется центральным моментом патогенеза чумы. Накопление ЛПС в составе
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капсульной субстанции происходит пропорционально росту и размножению 
бактерий в организме млекопитающих. После отделения капсульного вещества 
от клеток под влиянием биологически активных веществ паренхиматозных 
органов — литические ферменты и биологически активный гликолипид — 
капсула разрушается, а малотоксичный высокотемпературный ЛПС транс
формируется в токсически активную форму [8]. Дальнейшее действие эндо
токсина У. pestis канонично и осуществляется по схеме, типичной для ЛПС 
грамнегативных бактерий. Переход ЛПС от связанного состояния к свободной 
форме — необходимый этап в реализации токсического потенциала ЛПС Y. 
pestis. Молекулярные механизмы этого процесса и степень участия в нем каж
дой из плазмид Y. pestis является предметом дальнейших специальных иссле
дований.
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ВЛИЯНИЕ НИЗКОИНТЕНСИВНОГО КРАСНОГО ЛАЗЕРА НА РОСТ ШТАМ
МОВ STAPHYLOCOCCUS AUREUS И СЕНСИБИЛИЗИРУЮЩИЙ ЭФФЕКТ 
ФОТОДИТАЗИНА
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2Институт биомедицинской химии им. В.Н. Ореховича, Москва

Цель. Исследовать влияние лазерного излучения красной области спектра на рост 
колоний метициллин-чувствительного и метициллин-резистентного штаммов 
Staphylococcus aureus, а также изучить фотодинамический эффект фотосенсибилиза
тора фотодитазина. Материалы и методы. Определяли влияние света полупроводни
кового красного лазера (к 660 нм, 100 мВт/см2) в дозах 30,60,90 и 180 Дж/см2 на рост 
колоний S. aureus. Время облучения — 5, 10, 15 и 30 мин. В отдельных сериях экспе
риментов бактериальные клетки предварительно сенсибилизировали водным раство
ром фотодитазина в концентрации 5х10"6 М. Результаты. Установлено, что излучение 
красного лазера вызывало отчетливое подавление бактериального роста. Этот эффект 
на стандартном штамме S. aureus проявлялся только при использовании относитель
но высоких доз облучения (180 Дж/см2). Фоточувствительность метициллин- 
резистентного штамма оказалась значительно выше: бактериостатическое действие 
красного света отмечалось уже при дозе 60 Дж/см2. Предварительная обработка бак
териальных клеток фотодитазином заметно усиливала ростингибирующий эффект 
лазерного света.
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EFFECT OF LOW-INTENSITY RED LASER ON GROWTH OF STAPHYLOCOCCUS 
AUREUS AND SENSITIZING EFFECT OF PHOTODITAZIN

'Razumovsky Saratov State Medical University, 2Orekhovich Institute of Biomedical 
Chemistry, Moscow, Russia

Aim. Study the effect of laser emission in the red spectrum on growth of methicillin- 
sensitive and methicillin-resistant strains of Staphylococcus aureus, as well as photodynamic 
effect of photosensitizer photoditazin. Materials and methods. Effect of light of semiconduc
tor red laser (X 660 nm, 100 mW/cm2) at 30, 60, 90 and 180 J/cm2 on growth of S. aureus 
colonies was determined. Time of exposure — 5, 10, 15 and 30 minutes. In certain series of 
experiments bacterial cells were sensitized in advance by a water solution of photoditazin at 
a concentration of 5x 10 6 M. Results. Red laser emission was established to cause a pronounced 
suppression of bacterial growth. This effect on standard S. aureus strain only took place dur
ing use of relatively high exposure doses (180 J/cm2). Photosensitivity of methicillin-resistant 
strain turned out to be significantly higher: bacteriostatic effect of red light was noted already 
at the dose of 60 J/cm2. Treatment of bacterial cells with photoditazin in advance signifi
cantly enhanced growth-inhibiting effect of laser light.
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В В Е Д Е Н И Е
Золотистый стафилококк является возбудителем многих заболеваний че

ловека и до последнего времени остается наиболее частой причиной возник
новения внутрибольничных инфекций [2, 4]. Особому риску подвергаются 
пациенты с ослабленной иммунной системой при несоблюдении персоналом 
больницы надлежащих санитарных правил. Лечение стафилококковых ин
фекций вызывает серьезные трудности, вследствие нарастающей лекарствен
ной устойчивости возбудителя и появления метициллин-резистентных штам
мов (MRSA) [1, 3, 5]. Последнее диктует необходимость изыскания новых 
немедикаментозных методов лечения стафилококковых поражений. В этом 
плане внимание исследователей привлекают различные виды низкоинтенсив
ного лазерного излучения. Однако считается, что бактериальные клетки мало 
чувствительны к свету красной области спектра.

Целью настоящей работы явилось изучение прямого бактериостатическо
го действия на S. aureus низкоинтенсивного красного лазера и фотодинами
ческого эффекта фотосенсибилизатора фотодитазина.
МАТЕР ИАЛЫ И МЕТОДЫ

В качестве объекта исследования использовали клетки стандартного 
(метициллин-чувствительного, MSSA) и клинического (метициллин- 
резистентного, MRSA) штаммов S. aureus 209Р, полученные из музея кафедры 
микробиологии, вирусологии и иммунологии СГМУ им. В.И. Разумовского. 
Для культивирования бактерий использовали ГРМ-агар (ГНЦ ПМБ, 
Оболенск). Для облучения культур микроорганизмов использовали полупро
водниковый лазер (EMRED Оу, Финляндия), генерирующий излучение крас
ной области спектра (А, 660 нм) в непрерывном режиме. Плотность мощности 
составляла 100 мВт/см2, время облучения — 5,10,15 и 30 мин. При этом сум
марная энергетическая доза облучения составляла соответственно 30,60,90 и 
180 Дж/см2. Для сенсибилизации бактериальных клеток использовали водный 
раствор фотодитазина (N-диметилглюкаминовая соль хлорина Е6) в кон
центрации 5х10~6 М (производитель ООО ВЕТА-ГРАНД, Москва). Фото
сенсибилизатор был предоставлен проф. Г.В.Пономаревым (Москва). Пик 
поглощения молекулы фотодитазина совпадает с длиной волны используемо
го лазера. Для создания асептических условий полистирольный 96-луночный 
планшет для иммунологических исследований помещали в стерильный 
пластиковый корпус. Источник излучения располагали над ячейками 
планшета.

Бактериальную взвесь готовили в стерильном физиологическом растворе 
по международному оптическому стандарту мутности 5 ед. (ГИСК им. 
Л.А.Тарасевича); конечная концентрация составила 103 м.к./мл. Из разведения 
микроорганизмов 104 м.к./мл 0,1 мл взвеси вносили в 0,9 мл раствора фото
сенсибилизатора и инкубировали в течение 30 мин без доступа света. Из ко
нечного разведения, а также из раствора фотосенсибилизатора бактериальную 
взвесь в объеме 0,2 мл вносили в ячейки планшета. Облучение находящихся 
в ячейках бактериальных клеток проводили, последовательно увеличивая до
зу. Из каждой ячейки высевали по 0,2 мл взвеси на чашки Петри с плотной 
питательной средой и равномерно распределяли по поверхности стерильным 
шпателем. Контролем служили взвеси бактерий, не обработанные фотосенси
билизатором и не подвергнутые облучению. Посевы контрольных и облучен
ных микроорганизмов инкубировали в течение 48 часов при 37°С. Оценку
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роста бактерий проводили путем подсчета числа колониеобразующих единиц 
(КОЕ). Все эксперименты проводили в пятикратных повторностях. 
Статистическую обработку полученных результатов проводили с использова
нием U-теста Манна-Уитни. Достоверными считали различия средних при 
р<0,05.
РЕЗУЛЬТАТЫ И О Б С У Ж Д Е Н И Е

Среднее количество колоний при росте метициллин-чувствительного 
штамма в контроле (без воздействия) составило 373,6±46,2. После лазерного 
облучения в суммарной дозе 30, 60 и 90 Дж/см2 количество колоний слегка 
уменьшалось, но эти изменения были статистически не достоверны (р>0,1). 
Однако фотовоздействие в дозе 180 Дж/см2 вызывало уменьшение числа ко
лоний до 238,8+21,8, т.е. на 36% (р<0,02).

Иные закономерности были обнаружены при использовании метициллин- 
резистентного штамма золотистого стафилококка. Среднее количество коло
ний этого штамма в контроле составило 320,6+69,9, что достоверно не отли
чалось от роста стандартного штамма (р>0,5). После облучения лазером в 
суммарной дозе 30 Дж/см2 прослеживалась тенденция к  угнетению клеточно
го роста (р>0,05). Увеличение дозы фотовоздействия приводило к отчетливо
му подавлению бактериального роста. Так, при использовании дозы 60 Дж/ 
см2 число колоний уменьшилось до 143,2± 19,6 (на 55%, р<0,05), при 90 Дж/ 
см2 —до 126,4±1б,8 (на61%,р<0,05), при 180 Дж/см2 —до 107,2±14,8 (р<0,02). 
То есть при максимальной дозе облучения, использованной в наших опытах, 
угнетение роста бактерий достигало 67%.

Следовательно, низкоинтенсивное лазерное излучение красной области 
спектра оказывает ингибирующее влияние на рост колоний S. aureus, причем 
этот эффект на стандартном штамме проявляется только при использовании 
относительно высоких доз облучения (180 Дж/см2). Фоточувствительность 
метициллин-резистентного штамма оказалась значительно выше: бактерио
статическое действие красного света отмечалось уже при дозе 60 Дж/см2.

Далее мы определили, не влияет ли на рост стафилококков предваритель
ная инкубация бактериальных клеток с фотосенсибилизатором фотодитази- 
ном. Как оказалось, этот препарат не оказывает существенного влияния на 
рост бактерий. Число колоний штамма MSSA при использовании фотодита
зина в концентрации 5х10~6М составляло 338,8+36,0 (р>0,5), штамма MRSA 
— 296,4±63,1 (р>0,5).

Следующим этапом нашей работы явилось изучение фотодинамического 
действия фотодитазина на S. aureus. С этой целью микробные клетки, пред
варительно обработанные фотосенсибилизатором, подвергались лазерному 
воздействию.

Опыты, проведенные со штаммом MSSA, подвергнутым действию фото
дитазина, показали, что лазерное облучение уже в малой дозе (30 Дж/см2) 
снижает число колоний до 235,2±35,0 (р<0,05). Однако степень этого сниже
ния достоверно не отличается от действия самого лазерного облучения 
(р>0,05), т.е. отчетливого фотодинамического эффекта не наблюдается. 
Увеличение дозы фотовоздействия до 60 Дж/см2 вызывает еще большее угне
тение роста бактерий (до 128,0+17,7 колоний, р<0,01). В этом проявляется 
явное фотодинамическое действие, поскольку степень ингибиции роста бак
терий достоверно превышает лазерный эффект (р<0,01). В дальнейшем по 
мере увеличения дозы облучения наблюдается прогрессирующее угнетение 
роста колоний: при облучении в дозах 90 и 180 Дж/см2 количество колоний
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уменьшается до 102,8+15,5 (р<0,001) и 69,6+13,8 (р<0,001) соответственно, 
что также заметно превышает степень торможения бактериального роста при 
воздействии только лазера (р<0,01 и р<0,001) и свидетельствует о фотодина
мическом эффекте фотодитазина.

В опытах со штаммом MRSA предварительная обработка фотодитазином 
с последующим лазерным облучением в дозах 30 и 60 Дж/см2 достоверно не 
влияли на число колоний. Так, при использовании дозы облучения 30 Дж/см2 
число колоний составило 248,2±52,5 (р>0,2), при 60 Дж/см2 — 151,8±34,0 
(р>0,05). При дальнейшем увеличении дозы облучения регистрировалось от
четливое угнетение клеточного роста: число колоний при дозе облучения 90 
Дж/см2 уменьшалось до 66,4± 16,2 (р<0,01), при 180 Дж/см2 — до 34,4±12,8 
(р<0,01). Причем при действии двух последних доз лазерного облучения вы
являлся отчетливый фотодинамический эффект: степень угнетение роста 
бактериальных колоний была значительно выше после предварительного 
действия фотодитазина, чем при действии только лазера (р<0,05 и р<0,01 со
ответственно).

Таким образом, лазерное излучение красного диапазона спектра оказыва
ет непосредственное бактериостатическое действие на рост метициллин- 
чувствительного и метициллин-резистентного штаммов S. aureus, причем этот 
эффект более выражен на резистентном штамме. Предварительная сенсиби
лизация бактериальных клеток фотодитазином заметно усиливает ростинги- 
бирующий эффект.
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НИТЕТА В ПРОЦЕССЕ ЛЕЧЕНИЯ ТОПИЧЕСКОЙ ФОРМОЙ РЕКОМБИ
НАНТНОГО ИНТЕРФЕРОНА-а2Ь ПРИ РЕСПИРАТОРНЫХ ИНФЕКЦИЯХ У 
БЕРЕМЕННЫХ
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Цель. Изучить иммунологический фенотип лимфоцитов в процессе лечения то
пической формой рекомбинантного интерферона-а2Ь при респираторных инфекци
ях у беременных. Материалы и методы. В исследовании приняли участие 74 беремен
ных от 14 недель гестации, из них 55 женщин — в первые сутки с симптомами острой 
респираторной инфекции (ОРИ) легкой и средней тяжести течения, не нуждающие
ся в госпитализации. I группа— 34 беременные с ОРИ, получавшие базисную терапию 
в сочетании с человеческим рекомбинантным интерфероном-а2Ь в форме геля. II 
группа —21 беременная с ОРИ, получавшие только базисную терапию. Контрольную 
группу составили 19 беременных без признаков ОРИ. Методом проточной цито- 
флуометрии исследовали относительное содержание основных субпопуляций лим
фоцитов: CD3+, CD3+CD4+, CD3+CD8+, CD3-CD19+, CD3-CD16+56+, CD3- 
CD8+, рассчитывали иммунорегуляторный индекс в крови в первые сутки от начала 
заболевания и спустя 8 — 10 дней. Результаты. У беременных с острыми респиратор
ными инфекциями легкого и среднетяжелого течения выявлен дисбаланс субпопу
ляций лимфоцитов, характеризующийся повышением содержания CD3—CD16+56+ 
и CD3+CD8+, а также снижением содержания CD3+ и CD3+CD8+. Включение в 
комплекс базисной терапии беременных топической формы рекомбинантного 
интерферона-а2Ь в первые дни развития заболевания оказывает системное влияние 
на клеточное звено иммунитета и приводит к восстановлению субпопуляционного 
состава лимфоцитов крови, характерного для физиологического течения беремен
ности. Заключение. Назначение топической формы рекомбинантного интерферона у 
беременных с легкой и средней тяжестью ОРЙ может сопровождаться активацией 
факторов врожденного и адаптивного иммунитета.
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INDUCTION OF EFFECTORS OF INNATE AND ADAPTIVE IMMUNITY IN THE 
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a2b DURING RESPIRATORY INFECTIONS IN PREGNANT
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Aim. Study immunologic phenotype of lymphocytes in the process of therapy of topic 
form of recombinant interferon-a2b during respiratory infections in pregnant. Materials and 
methods. 74 pregnant women from 14 weeks of gestation took part in the study, among them 
55 — within 24 hours with symptoms of acute respiratory infection (ARI) of light and me
dium, severe course of infection, who do not need hospitalization. Group 1 — 34 pregnant
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women with ARI receiving basic therapy with human recombinant interferon-(x2b in gel form. 
Group II — 21 pregnant with ARI receiving only basic therapy. Control group had 19 pregnant 
women without signs of ARI. Relative content of principle lymphocyte subpopulations was 
studied by flow cytofluorimetry: CD3+, CD3+CD4+, CD3+CD8+, CD3-CD19+, CD3- 
CD16+56+,CD3—CD8+; immune regulatory index was calculated in blood within 24 hours 
from the onset of the disease and 8 — 10 days later. Results. A disbalance of lymphocyte sub
populations was noted in pregnant women with light or medium severity course of acute 
respiratory infections, that was characterized by an increased content of CD3—CD 16+56+ 
and CD3+CD8+, as well as a reduced content of CD3+ and CD3+CD8+. Inclusion of a 
topical form of recombinant interferon-a2b during the first days of development of the disease 
has a systemic effect on cell immunity and results in normalization of subpopulation compo
sition of blood lymphocytes that is characteristic for physiological course of pregnancy. 
Conclusion. Administration of topic form of recombinant interferon in pregnant with light or 
medium severity of ARI can be accompanied by activation of factors of innate and adaptive 
immunity.
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В В Е Д Е Н И Е
Интерфероны (ИФН) представляют собой семейство цитокиновых ме

диаторов, играющих важную роль в формировании иммунитета и обладающих 
выраженным противовирусным, противомикробным, радиопротективным и 
иммуномодулирующим действием [1]. Проведены обширные клинические 
испытания интерферонов, доказывающие их преимущество в использовании 
при острых респираторных вирусных инфекциях, герпесе, гепатитах В и С [2, 
4, 7].

В настоящее время для профилактики и лечения острой респираторно
вирусной инфекции предпочтение отдается неинъекционным формам реком
бинантных интерферонов [5]. Установлено, что сочетание рекомбинантного 
интерферона с одним из антиоксидантных препаратов усиливает противо
вирусное действие ИФН [2]. Нежелательные явления в виде повышения тем
пературы, лихорадки, гриппоподобных симптомов, возникающих при парен
теральном введении препаратов ИФН, практически отсутствуют [7]. Кроме 
того, при применении таких комбинированных препаратов в течение 2 лет не 
образуются антитела, нейтрализующие антивирусную активность рекомби
нантного ИФН-альфа [1, 7].

Для борьбы с инфекцией в области ее проникновения в организм разра
ботаны наружные лекарственные формы рекомбинантного интерферона: мазь 
и гель. В отличие от других путей введения интерферона, интраназальное при
менение препарата обеспечивает наибольшую эффективность при наимень
шем числе неблагоприятных реакций [15].

В качестве средства профилактики ОРИ интерфероны относятся к мерам 
экстренного назначения, то есть могут быть использованы сразу же после 
контакта больного с респираторно-вирусной инфекцией или при первых 
симптомах заболевания. Даже в случае, если появились первые симптомы, 
интраназальное применение ИФН позволяет избежать манифестации забо
левания более чем в 80% случаев [14]. Лекарственные формы рекомбинант
ного интерферона-а2Ь в виде мази и геля при интраназальном введении об
ладают большей эффективностью, чем человеческого [15].
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Зарубежные исследователи при интраназальном применении предпочи
тают использование высоких доз интерферона (2 500 000 — 10 000 000 МЕ/ 
сут.), что повышает токсичность терапии и способствует возникновению по
бочных явлений (кровянистые выделения из носа) [16]. Отечественные ин- 
траназальные препараты ИФН основаны, преимущественно, на взаимодей
ствии с антиоксидантами, что позволяет значительно снизить курсовые дозы 
[Алпенидзе Д.Н. и др., 2010].

В акушерско-гинекологической практике препараты интерферона при
меняются давно, и доказана их безопасность и эффективность как для бере
менной, так и для плода. В 2009 — 2010 гг. в период пандемии вируса гриппа 
A/H1N1 рекомбинантные интерфероны в форме суппозиториев вошли в 
стандарты лечения беременных с респираторными инфекциями и гриппом. 
В последующем была разработана лекарственная форма рекомбинантного 
интерферона-а2Ь в виде геля, которая может быть назначена по показаниям 
у беременных с 14 недель гестации. Так как препарат предназначен для интра- 
назального применения, по протоколу исследования изучалось его влияние 
на параметры мукозального иммунитета, и была дана характеристика клини
ческой безопасности и эффективности. Оценка влияния топической формы 
рекомбинантного интерферона-а2Ь на иммунологический фенотип лимфо
цитов не только у беременных, но и у других групп населения не проводилась. 
Это представляет интерес для выявления взаимосвязи между регуляторными 
системами иммунитета при назначении топической формы иммуномодуля
тора и полученным клиническим эффектом.

Лечение беременных с респираторными инфекциями обосновано тем, что 
присоединение бактериальной или вирусной инфекции к физиологической 
беременности ведет к значительному дисбалансу в иммунной системе жен
щины, что находит отражение не только на течении периода гестации, но и 
на развитии ребенка в постнатальном периоде. Поэтому поиск методов про
филактики и лечения респираторных инфекций у беременных является одним 
из приоритетных. С другой стороны, изучение состояния иммунной системы 
беременной и плода является важнейшей проблемой современного акушер
ства.

Цель исследования — изучить иммунологический фенотип лимфоцитов в 
процессе лечения топической формой рекомбинантного интерферона-а2Ь 
при респираторных инфекциях у беременных.
МАТЕРИАЛЫ И МЕ Т ОДЫ

Исследование проводилось в 2009 — 2013 гг. в НИИВС им. И.И.Мечникова 
и в отделении женской консультации городской клинической больницы г. 
Жуковский Московской области. Работа выполнена в соответствии с прото
колом исследования, рассмотренном и утвержденном Локальным этическим 
комитетом НИИВС им. И.И.Мечникова. Все пациенты подписывали инфор
мированное согласие для участия в клиническом исследовании.

В исследовании приняли участие 74 беременных от 14 недель гестации, из 
них 55 женщин — в первые сутки с симптомами острой респираторной ин
фекции легкой и средней тяжести течения, не нуждающиеся в госпитализации. 
Наблюдение за беременными проводилось совместно с врачом акушером- 
гинекологом в соответствии с требованиями Приказа Минздравсоцразвития 
РФ от 02.10.2009 № 808н «Об утверждении порядка оказания акушерско- 
гинекологической помощи». После консультации акушера-гинеколога и ото
ларинголога и подписанного информированного согласия для участия в ис
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следования они были распределены: I группа — 34 беременные с ОРИ, 
получавшие базисную терапию в сочетании с человеческим рекомбинантным 
интерферон-а2Ь в форме геля, разрешенным к применению у беременных от 
14 недель гестации. Препарат назначали интраназально объемом 1 мл 3 раза 
в сутки в течение 7 дней. II группа — 21 беременная с ОРИ, получавшие толь
ко базисную терапию: назальные деконгестанты, 0,9% раствор хлорида натрия 
интраназально, мирамистин для обработки носа и/или глотки. При выявлении 
бактериальных осложнений ЛОР-органов назначали антибактериальные пре
параты местно (фузафунгин) или внутрь (амоксициллин) согласно общепри
нятым схемам сроком до 7 дней. Контрольную группу составили 19 беремен
ных без признаков ОРИ.

При первичном обращении у всех беременных исследовали относительное 
содержание основных субпопуляций лимфоцитов: Т-лимфоцитов (CD3+), 
Т-хелперов (CD3+CD4+), цитотоксических Т-лимфоцитов (CD3+CD8+), 
В-лимфоцитов (CD3—CD19+), натуральных киллеров (CD3—CD16+56+) и 
NK-клеток с высокой цитотоксичностью (CD3—CD8+). Рассчитывали имму- 
норегуляторный индекс (ИРИ) — соотношение Т-хелперов и цитотоксических 
Т-лимфоцитов. Фенотипическую характеристику лимфоцитов перифериче
ской крови оценивали методом проточной цитофлуометрии на проточном 
цитометре Beckman Coulter FC-500 с использованием FITC- и РЕ-меченных 
МКат (Beckman Coulter) согласно инструкции производителя. Кровь для ис
следования брали в день обращения в первые сутки от начала заболевания и 
спустя 8 — 10 дней.

Статистическая обработка полученных данных проводилась методами 
вариационной статистики с использованием пакетов прикладных программ 
Microsoft Excel, версия 7, Statistica for Windows, версия 7, Biostat. При под
тверждении нормальности распределения признаков были использованы 
параметрические критерии и численные данные представлены как М + т. При 
отсутствии нормального распределения для описания результатов были рас
считаны медиана и интерквантильный размах (25 и 75 перцентилей). Для 
сравнения значений показателей в двух группах были использованы методы 
параметрической и непараметрической статистики: критерий Стьюдентадля 
нормального распределения показателей и критерий Манна-Уитни для оцен
ки статистической значимости различий показателей выборок, не подчиняю
щихся закону нормального распределения. Для сравнения динамических 
показателей в группе использовали критерий Вилкоксона. С целью обнару
жения связи между исследуемыми показателями проводили корреляционный 
анализ путем вычисления коэффициента ранговой корреляции Спирмена. 
Различия между показателями считали статистически значимыми при р<0,05. 
При корреляционном анализе связь между показателями оценивали как силь
ную при абсолютном значении коэффициента корреляции Спирмена г>0,70, 
имеющую среднюю силу при г от 0,69 до 0,30, и как слабую при г<0,29.
РЕ З УЛЬТ АТЫ И О Б С У Ж Д Е Н И Е

Анализ полученных результатов исследования исходных значений содер
жания основных субпопуляций лимфоцитов у женщин с физиологическим 
течением беременности показал: тенденцию к увеличению содержания CD3+, 
уменьшению содержания CD3—CD19+ и CD3—CD 16+56+ по сравнению с 
нормальными показателями у здоровых взрослых (табл. 1). Значения 
CD3+CD4+, CD3+CD8+, ИРИ, NK CD3-CD8+ у беременных без ОРИ не 
отличались от нормальных значений, характерных для здоровых взрослых.
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Выявленные изменения отно
сительного количества Т-лим-

Т а б л и ц а  1. Субпопуляционный состав лимфоцитов у бе
ременных при первичном обращении

фоцитов и их разновидностей, 
В-лимфоцитов у беременных 
без ОРИ отмечены и другими 
исследователями, при этом одни
указывают на увеличение, дру
гие — на уменьшение, некото
рые выявляли только тенденцию 
роста субпопуляций лимфоци
тов или не обнаруживали значи
мых изменений Т-клеток в пе
риод беременности [6, 11, 12].

При сопоставлении групп 
беременных с физиологическим 
течением беременности без ОРИ 
и с симптомами респираторной 
инфекции у последних выявле
ны изменения в сторону умень
шения относительного коли
чества отдельных субпопуля
ций лимфоцитов (содержание 
CD3+ и CD3+CD8+) и уве
личения концентрации CD3— 
CD16+56+ и CD3-CD8+ (табл. 
1). Значения CD3+CD4+, ИРИ 
и CD3—CD19+ у беременных с 
проявлениями респираторного 
заболевания и без него были со
поставимы. Обнаруженные из
менения численности Т-цито- 
токсических лимфоцитов у бе
ременных во II и III триместрах 
с симптомами ОРИ может ука
зывать на процесс активации 
иммунокомпетентных клеток 
под воздействием вирусной или 
бактериальной инфекции. В

П р и м е ч а н и е . *  р<0,001, ** р<0,01 — по сравнению 
с фуппой беременных без ОРИ.

Т а б л и ц а  2. Субпопуляционный состав лимфоцитов в ди
намике лечения у беременных с ОРИ

Показатели
Значения субпопуляций лимфоцитов крови

Исходно I+II 
группы (п=55)

1 группа после 
лечения (п=34)

II группа после 
лечения (п=21)

CD3+ M±S.E. 73,36±0,99 77,85±1,5 75,83± 1,47
(%) median 73,6 77,9 76,6

LQ-UQ 68,5-80,5 73,7-82,1* 69,1-80,2
CD3+ M±S.E. 42,94± 1,04 45,9±0,8 44,57±1,49
CD4+ median 42,9 45,9 43,9
(%) LQ-UQ 39,8-48,2 43,9-48,5* 41,6-48,8

CD3+ M±S.E. 27,76±0,94 30,05±1,02 29,16±1,52
CD8+ median 27,8 30,4 26,9
(%) LQ-UQ 22,6-31,7 26-33,6 23,5-34,4

ИРИ M±S.E. 1,71 ±0,08 1,62±0,08 1,69±0,12
median 1,6 1,6 _ 1,9
LQ-UQ 1,3-2 1,3-1,8 1,2-2,1

CD3— M±S.E. 9,61 ±0,47 10,02±0,5 11,49±0,7
CD19+ median 9,3 9,5 11
(%) LQ-UQ 6,8-12,3 8-11,9 9-14
N K C D 3- M±S.E. 13,5±0,66 11,33±0,55 12,35±0,92
CD16+56+ median 13 11,3 12,7
(%) LQ-UQ 11-16,5 8,8-12,6 9,6-14,3
N K C D 3- M±S.E. 5,85±0,38 4,5±0,28 4,2±0,4
CD8+ median 5,6 4,3 4,2
(%) LQ-UQ 3,9-7,7 3,3-5,6 2,7-5,8

норме такие изменения количе- П р и м е ч а н и е .  *По сравнению с исходными данны-
ства Т-лимфоцитов с превали- ми,р<о,01 . 
рованием субпопуляции цито
токсических лимфоцитов, выявляющиеся в I триместре беременности, 
являются адаптивными в репродуктивной системе и не имеют существенного 
значения в процессах иммуномодуляции [12].

В результате фенотипирования лимфоцитов в цельной крови у беременных 
в динамике заболевания ОРИ отмечено изменение соотношения некоторых 
показателей в зависимости от проводимой терапии (табл. 2). Так, в I группе, 
получавшей в комплексе препарат интерферона-а2Ь, к 8 — 10 дню лечения 
наблюдали повышение содержания CD3+ и CD3+CD4+ лимфоцитов по
сравнению с исходными значениями. Во II группе беременных, использовав
ших при лечении ОРИ только базисную терапию, указанные показатели в
42

Значения субпопуляций лимфоцитов крови

Показатели Норма
здоровых
взрослых

У беременных 
без ОРИ (п=12)

У беременных 
с ОРИ (п-55)

CD3+(%) 60-76 80,84± 1,07 73,36±0,99*
CD3+CD4+ (%) 38-46 43,81±1,24 42,94±1,04
CD3+CD8+ (%) 31-40 33,07±0,87 27,76±0,94*
ИРИ 1,2-2,0 1,34±0,05 1,71 ±0,08
CD3-CD19+ (%) 11-16 9,44±0,9 9,61±0,47
N K CD 3-CD 16+56+ (%) 10-19 8,43±0,83 13,5±0,66*
NK CD3-CD8+ (%) 1,5-6 2,98±0,33 5,85+0,38”



процессе наблюдения не изменились. Значения других исследуемых субпопу
ляций лимфоцитов были сопоставимы как между группами, так и с исходны
ми данными.

Таким образом, при физиологическом течении беременности были вы
явлены следующие особенности субпопуляционного состава лимфоцитов: 
более высокое содержание Т-лимфоцитов — 80,84+1,07% и натуральных кил
леров — 8,43+0,83% при сниженном В-лимфоцитов — 9,44+0,9%, что харак
терно для иммунных механизмов в развитии и сохранении беременности. При 
сравнении значений отдельных субпопуляций у беременных с симптомами 
ОРИ и без них выявлено снижение содержания CD3+ и CD3+CD8+ у бере
менных без ОРИ (73,36+0,99% и 80,84+1,07%; 27,76+0,94% и 33,07+0,87% 
соответственно). У беременных с признаками ОРИ содержание натуральных 
киллеров CD3—CD16+56+ и CD3—CD 8+ повышалось (13,5+0,66% и 
5,85+0,38% соответственно) по сравнению с женщинами с физиологическим 
течением беременности (8,43+0,83% и 2,98+0,33% соответственно). Изданных 
литературы известно, что хронические эндотелиотропные вирусные инфекции 
во II и III триместрах приводят к снижению абсолютных показателей CD3+ 
CD4+ и уровня секретируемых Th-2 цитокинов (IL-4, IL-10), повышению 
численности клеток с цитотоксическим потенциалом (CD8+, CD16+, 56+) и 
секретируемых этими клетками цитокинов (IL-2, IL-6, TNF-a). Избыточное 
количество провоспалительных цитокинов вызывает развитие эндотелиопатии 
и активацию системы комплимента, что является триггерным фактором в 
патогенезе синтеза антифосфолипидных АТ и молекул адгезии с последующим 
развитием тромбофилии и плацентарной недостаточности [12]. Поскольку в 
наших исследованиях развитие ОРИ у беременных были вызваны не перси- 
стирующими эндотелиотропными вирусами, а респиратоными вирусами 
(27,8%) и другими микробными патогенами, то можно предположить, что 
изменения в субпопуляции лимфоцитов являлись транзиторными и не сопро
вождались развитием патологии беременности [8].

В литературе описана супрессия клеточного механизма иммунного ответа 
у беременных с острым риносинуситом при отсутствии активации гумораль
ного звена, что клинически может проявляться затяжным течением заболева
ния, увеличивая риск развития рецидивов и осложнений гестации [3]. Наше 
клиническое наблюдение за беременными показало, что в группе пациенток, 
получавших только базисную терапию, частота бактериальных осложнений 
(гнойные синуситы, трахеобронхиты) составила 38,1% против 11,8% случаев 
(р<0,05) в группе, принимавших дополнительно рекомбинантный интерфе- 
рон-а2Ь в форме интраназального геля [9]. Кроме того, потребность в назна
чении антибиотиков на фоне комплексного лечения топической формой 
иммуномодулятора сократилась до 11,8% по сравнению с группой, получав
шей только базисную терапию — 39% случаев (р<0,05).

В проведённом исследовании у женщин в периоде гестации с ОРИ, ис
ходно имевших более низкое содержание Т-лимфоцитов — 73,36+0,99% и 
Т-хелперов — 42,94+1,04, отмечено их нарастание на фоне интерферонотера- 
пии до 77,85+1,5 и 45,9+0,8 соответственно (р<0,01), чего не выявлено у бе
ременных, получавших только базисную терапию — 75,83+1,47 и 44,57+1,49 
соответственно. Активизация функций субпопуляции Т-лимфоцитов на фоне 
местной интерферонотерапии у беременных с симптомами ОРИ сопрово
ждалась уменьшением воспалительного процесса и снижением в назальном 
смыве IL-8 с 1353 (781 -  1007) пг/мл до 623 (495 -  1024) пг/мл (р<0,05) [10]. 
IL-8 является хемоаттрактантом для нейтрофилов, которые мигрируют в шей
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ку матки и вырабатывают мактриксную металлопротеиназу-8 (нейтрофильную 
коллагеназу) и нейтофильную эластазу — ферменты, участвующие в разруше
нии межклеточного матрикса [13,17]. Провоспалительные цитокины активи
руют цитотоксические свойства NK-клеток и фагоцитарную активность ма
крофагов, которые находятся в повышенном количестве в децидуа и при 
восходящей инфекции могут оказывать прямое повреждающее действие на 
трофобласт и плаценту, провоцируя механизмы активации сократительной 
деятельности матки [13, 17].

В группе женщин, получавших в комплексе терапии препарат интерферо
на, в динамике более выражена тенденция к снижению NK-клеток, что на
блюдается при физиологическом течении беременности.

Содержание В-лимфоцитов как у беременных с признаками ОРИ, так и 
без них во все периоды исследования было сопоставимо и ниже нормальных 
значений здоровых взрослых. Это характерно для беременности, поскольку в 
каждом из триместров достоверно снижалась численность В-лимфоцитов, но 
пропорция существенно смещалась в пользу Т-лимфоцитов в соотношении с 
нормой небеременных [12].

Следовательно, полученные данные свидетельствуют о том, что у беремен
ных с острыми респираторными инфекциями легкого и среднетяжелого тече
ния выявлен дисбаланс субпопуляций лимфоцитов, характеризующийся по
вышением содержания CD3—CD16+56+ и CD3+CD8+, а также снижением 
содержания CD3+ и CD3+CD8+. Включение в комплекс базисной терапии 
беременных топической формы рекомбинантного интерферона-а2Ь в первые 
дни развития заболевания оказывает системное влияние на клеточное звено 
иммунитета и приводит к восстановлению субпопуляционного состава лим
фоцитов крови, характерного для физиологического течения беременности, 
и уменьшает риск развития воспалительных явлений.
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ВКЛЮЧЕНИЕ САЙТ-СПЕЦИФИЧЕСКИХ МУТАЦИЙ В КОНСЕРВАТИВ
НЫЕ УЧАСТКИ РА-ГЕНА ПРИВОДИТ К АТТЕНУАЦИИ ВИРУЛЕНТНОГО 
ШТАММА ВИРУСА ГРИППА A/WSN/33

НИИ вакцин и сывороток им. И.И.Мечникова, Москва

Цель. Исследование возможности получения аттенуированных вариантов вируса 
гриппа с помощью включения специально подобранных сайт-специфических мутаций 
в консервативную последовательность РА-гена (концевую часть СООН-домена РА- 
гена) вирулентного штамма. Материалы и методы. В работе был использован виру
лентный штамм вируса гриппа A/WSN/33. Включение сайт-специфических мутаций 
в РА-ген вирулентного штамма A/WSN/33 проводили с помощью двуступенчатой 
мутационной ПЦР. Клонирование осуществляли, используя GoldenGate реакцию. 
Использовали 8-плазмидную трансфекционную систему на основе вектора pHW2000. 
Трансформацию проводили на рубидиевых компетентных бактериальных клетках 
штамма DH5a. Трансфекцию делали при помощи реагента Lipofectamine LTX (Invitro- 
gen) в кокультуре клеток 293Т и MDCK. Результаты. Показано, что трансфекганты, 
содержащие замену F658A в СООН-домене РА-гена, приобрели ts-фенотип и резко 
снизили способность к размножению в легких мышей. Включение замены F658A в 
СООН-домен РА-гена в комбинации с включением в геном вирулентного штамма 
ts-мутаций из генов ХА штаммов вируса гриппа приводило к получению трансфек- 
тантов, обладающих фенотипическими характеристиками, типичными для кандида
тов в живые гриппозные вакцины. Заключение. Показана возможность получения 
аттенуированных вариантов вируса гриппа путем включения специально подобранных 
сайт-специфических мутаций в консервативную последовательность РА-гена.
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INCLUSION OF SITE-SPECIFIC MUTATIONS INTO CONSERVATIVE SEG
MENTS OF PA-GENE RESULTS IN ATTENUATION OF VIRULENT INFLUENZA 
VIRUS STRAIN A/WSN/33

Mechnikov Research Institute of Vaccines and Sera, Moscow, Russia

Aim. Study the possibility of obtaining attenuated variants of influenza virus by including 
specially selected site-specific mutations into a conservative sequence of PA-gene (terminal 
segment of COOH-domain of the PA-gene) of a virulent strain. Materials and methods. А/ 
WSN/33 — a virulent strain of influenza virus was used in the study. Inclusion of site-specif
ic mutations into PA-gene of the A/WSN/33 virulent strain was carried out using a two-step 
mutation PCR. Cloning was carried out using GoldenGate reaction. 8-plasmid transfection 
system based on pHW2000 vector was used. Transformation was carried out in rubidium 
competent bacterial cells of DH5a strain. Transfection was done using Lipofectamine LTX 
(Invitrogen) reagent in a 293Tand MDCKcells’ co-culture. Results. Transfectants with F658A 
substitution in the COOH-domain of the PA-gene were shown to acquire ts-phenotype and 
sharply reduce the ability to reproduce in mice lungs. Introduction of F658A substitution 
into COOH-domain of the PA-gene in combination with introduction of ts-mutations from 
ca influenza virus strains into the genome of the virulent strain resulted in obtaining transfect
ants that have phenotypic characteristics typical for live influenza vaccine candidates. 
Conclusion. The ability to obtain attenuated variants of influenza viruses by introducing spe
cially selected site-specific mutations into conservative sequence of the PA-gene is shown.
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В В Е Д Е Н И Е
Имеющийся к настоящему времени опыт применения холодоадаптиро

ванной (ХА) живой гриппозной вакцины в России и США показал, что этот 
препарат обладает наибольшей эффективностью при массовой вакцинации 
против гриппа, особенно детей [1,2]. Использование генно-инженерных тех
нологий может поднять на новый уровень разработку живых гриппозных 
вакцин как в медицине, так и в ветеринарии. В последнее время большой 
интерес среди исследователей вызывает генно-инженерный подход, предпо
лагающий прямое включение аттенуирующих мутаций в геном вирулентного 
штамма вируса гриппа [3 ,4 ,6 — 13]. Данные литературы за последний период 
свидетельствуют о том, что подавляющее большинство исследователей при 
этом использует стандартный набор ts-мутаций из ХА штамма А/Энн 
Арбор/6/60 (PBl-ген: К391Е, E581G, А661Т; РВ2-ген: N265S; NP-ген: D34G). 
Вместе с тем, по данным литературы использование данного набора не по
зволяет полностью аттенуировать не только пандемический штамм, но даже 
и некоторые вирулентные сезонные варианты вируса гриппа [13]. С целью 
решения данной проблемы в представленной работе предлагается еще один 
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методический подход — включение специально подобранных сайт- 
специфических мутаций в консервативные участки РА-гена вирулентного 
штамма вируса гриппа, а также использование этих мутаций в комбинации с 
сайт-специфическими мутациями из других генов, кодирующих белки по
лимеразного комплекса ХА штаммов—доноров: А/Краснодар/101/35/35/59 
(H2N2); А /Л енинград/134/17/57 (H2N2); А /Энн Арбор/6/60 (H2N2). 
Структурно-функциональные особенности РА-субъединицы полимеразного 
комплекса до настоящего времени изучены довольно поверхностно. Известно, 
что она содержит 2 больших домена: эндонуклеазный домен (аминокислотные 
остатки 1 — 197) и большой С-терминальный домен (аминокислотные остат
ки 257 — 716), который контактирует с первыми 15 аминокислотными остат
ками РВ1-субъединицы. Оба домена связаны линкером, состоящим из 60 
аминокислотных остатков (197 — 257), образующих 3 спиральных сегмента. 
Линкерная область РА-субъединицы лежит на поверхности РВ1 -субъеди
ницы и является критической для сборки гетеродимера РВ1-РА и его им
порта в клеточное ядро. Недавно было обнаружено, что линкерная область 
РА-белка является подходящим местом для включения сайт-специфиче
ских мутаций с целью конструирования новых живых гриппозных вакцин [3]. 
Мы со своей стороны попытались с той же целью использовать другую кон
сервативную область РА-белка — концевую часть СООН-домена, где у ХА 
штамма А/Краснодар/101/35/59 была обнаружена мутация F707L. С этой 
целью были сделаны аминокислотные замены в позициях 706 (W-A), 707 (F- 
L), 658 (F-A). В данной работе мы исследовали влияние этих мутаций на 
фенотипические маркеры вирулентного штамма A/WSN/33 при их включении 
в геном данного штамма одних или в комбинации с ts-мутациями, взятыми 
из генов, кодирующих белки полимеразного комплекса ХА штаммов вируса 
гриппа.
МАТЕР ИАЛЫ И МЕТОДЫ

В работе был использован вирулентный штамм вируса гриппа A/WSN/33 
(H1N1), полученный путем трансфекции из плазмид pHW2000, содержащих 
отдельные гены данного штамма. Восьми-плазмидная трансфекционная си
стема на основе вектора pHW2000 была любезно предоставлена доктором 
Вебстером (Мемфис, США).

Все использованные в работе вирусы и сайт-специфические мутанты под
держивали путем пассажей в 10 — 11-дневных куриных эмбрионах (КЭ). 
Активность репродукции вирусов гриппа при разной температуре инкубации 
оценивали по результатам титрования в КЭ, инкубированным при 34°С, 37°С, 
38°С, 39°С и выражали в RCT (reproductive capacity at different temperatures). 
RCT39=(lg ЭИД5о/0 ,2  мл при 34°C — lg ЭИДзо/0,2 мл при 39°С). Вирусы счи
тались температурочувствительными (ts-фенотип), если RCT39 был более 5.0 
lg ЭИД50/0,2 мл.

В опытах по трансфекции использовали культуру клеток Т293 и линию 
клеток MDCK, полученную из Института Пастера (Франция). Все клетки вы
ращивались при 37°С в СОг-инкубаторе. Клеточные культуры пассировались 
на среде МЕМ (ПанЭко, Москва), содержащей 5% фетальной бычьей сыво
ротки и гентамицин в количестве 1 мг на 450 мл среды.

Для генно-инженерных работ со штаммом A/WSN/33 (Н IN 1) вируса грип
па использовалась 8-плазмидная трансфекционная система на основе векто
ра pHW2000 [5]. Каждая из 8 плазмид содержала соответствующий ген вируса 
гриппа, фланкированный необходимыми регулирующими элементами для
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сборки вируса в клеточной культуре при трансфекции. Для накопления плаз
мид использовали штамм Escherichia coli DH5alpha.

Вирусы накапливали в куриных эмбрионах по стандартной методике. Для 
последующего выделения РНК вирусы концентрировали центрифугировани
ем. Вначале аллантоисную жидкость осаждали в центрифуге Beckman J2-21 
(ротор JA-14) при 6000 об/мин в течение 30 мин для осаждения клеточного 
дебриса. Вирус осаждали из надосадочной жидкости на высокоскоростной 
центрифуге Beckman J2-21 с использованием ротора JA-14 (14000 об/мин, 2,5 
часа). Осадок вирионов ресуспендировали в буфере STE ( ЮтМ Tris-HCL, 100 
т М  NaCL, ImM EDTA, pH 7.4) в гомогенизаторе Даунса.

Для последующей постановки ПЦР выделяли вирусную РНК при помощи 
набора для выделения РНК из плазмы и сыворотки крови (Лаборатория 
Изоген, Москва).

Обратную транскрипцию ставили отдельно от ПЦР при помощи реверта- 
зы M-MuLV (СибЭнзим, Новосибирск). ПЦР ставили с высокоточной по
лимеразой Tersus (Евроген, Москва). Очистку полученных ПЦР-продуктов из 
легкоплавкой агарозы осуществляли при помощи набора фирмы Fermentas 
(Thermo Fisher Scientific, США).

Мутагенез РА-гена проводился с помощью двуступенчатой мутационной 
ПЦР. Для очистки ПЦР продукта использовали Thermo Scientific GeneJET 
PCR Purification Kit (кат. № 0702). Клонирование проводили с помощью так 
называемой GoldenGate реакции (http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone. 
0003647). Использовались рестриктаза Esp3 (BsmBl) (Fermentas/Thermo- 
Scientific, кат. № ER0451), буфер 10х Fermentas Tango, T4 ДНК лигаза 
(Сибэнзим, кат. № ЕЗ19). Реакция проводилась в амплификаторе с программой 
15 циклов по 5 минут при 37°С и 5 минут при 17°С. Трансформацию прово
дили на рубидиевых компетентных бактериальных клетках штамма DH5a. 
Скрининг клонов проводили при помощи ПЦР с последующим электрофо
ретическим анализом.

Секвенирование вставок в полученных плазмидах проводилось фирмой 
«Евроген» на автоматическом секвенаторе MegaBACE-500.

Трансфекцию проводили при помощи реагента Lipofectamine LTX 
(Invitrogen) либо в кокультуре клеток 293Т и MDCK, либо в однодневном 
монослое клеток 293Т.

Изучение att-фенотипа проводили по следующей методике: группы мышей 
весом 10 — 12 г (самки, по пять голов на группу) инфицировали интраназаль
но под легким эфирным наркозом анализируемыми вирусами (в дозе 50 мкл 
на мышь). Через 72 часа мышей усыпляли и извлекали легочную ткань, из 
которой готовили 10% суспензию в ступках с тертым стеклом. Инфекционный 
титр вируса в 10% суспензии легких определяли в куриных эмбрионах и вы
ражали в lg ЭИД5о/ 0,2 мл. Все реассортанты были исследованы в трех неза
висимых опытах.

Статистическую обработку результатов осуществляли с использованием 
среднего квадратичного отклонения.
РЕЗУЛЬТАТЫ

На первом этапе работы нами был исследован ts-фенотип у вариантов 
штамма A/WSN/ 33, имеющих сайт-специфические мутации в РА-гене. Как 
видно из табл. 1, включение мутаций в концевую часть СООН-домена РА-гена 
® и ^07 незначительно влияло на уровень размножения штамма
A/WSN/33 в куриных эмбрионах при повышенной температуре. Однако ва-
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риант штамма A/WSN/33 
с сайт-специфической му
тацией F658A в РА-гене 
снизил активность раз
множения в куриных эм
брионах при 38°С на 2.0 lg 
и больше, чем на 3.0 lg при 
39°С. На следующем этапе 
работы был исследован 
ts -ф енотип  вариантов 
штамма A/WSN/33, имею
щих ts-мутацию F658A в 
РА-гене в комбинации с 
сайт-специфическими му
тациями в геноме из РВ1- 
гена различных штаммов 
вируса гриппа. Как видно 
из табл. 1, трансфектант 
№5 , имеющий в геноме 
единичную мутацию 1147Т 
из PB l-гена ХА штамма 
А/Краснодар/101/35/59, 
полностью потерял спо
собность к размножению 
при 39°С. Трансфектант 
№4, имеющий в геноме 
ts-мутации из P B l-гена 
ХА штамма А/Энн Арбор/ 
6/60, характеризовался 
значительным снижением

Т а б л и ц а  1. Изучение ts- и att-фенотипа вариантов штамма вируса 
гриппа A /W SN /33, имеющих сайт-специфические 
мутации в генах, кодирующих белки полимеразного 
комплекса

Исходный штамм и
Титр вируссодержащей жидкости 

в куриных эмбрионах (ЭИД$о/0,2 мл)
Титр вируса 

в легких 
мышей 

(lg ЭИД*,/ 
0,2 мл)

полученные трансфектанты (Тр.)
34*С 38*С 39*С

A/WSN/33 6.5±0,32 6.5±0,25 6,25±0,4 5,0±0,4
Тр. №1 РА* A/WSN/33** 
(W706A)***

5.5±0.4 5.5±0,2 Н.Д. 5.0+0.35

Тр. №2 РА A/WSN/33 
(F707L)

6.0±0,25 Н.Д. 4.0± 0,5 4.0±0,2

Тр. №3 РА A/WSN/33 
(F658A)

6.0±0,5 4.0±1.0 3.0±0,4 2.0±0,5

Тр. №4 РВ1 А/АА (К391Е, 
E581G, E457D)
РА A/WSN/33 (F658A)

6.0±0.5 4.0±1.0 2.0±0,2 2.0±0.7

Тр. №5 РВ1 А/Крз5 (I147T) 
РА A/WSN/33 (F658A)

6.0±1.0 4.0±0.8 <1.0 <1.0

Тр. №6 РВ1 А/Лен|7 
(V591I)
РА A/WSN/33 (F658 А)

6.0±0.4 4.0±0.5 4.0±0.4 2.5±0.35

Тр. №7 РВ1 А/Ленп 
(V591I)
РВ2 А/КРз5 (V290L) 
РА A/WSN/33 (F658A)

6.5+0.5 5.0±1.0 3.0+0.5 2.5± 1.2

Тр №8 РВ1 А/АА(К391Е, 
E581G, E457D)
РВ2 А/Крз5 (V290L)
РА A/WSN/33 (F658A)

5.5± 0.35 3.5+1.0 <1.0 <1.0

П р и м е ч а н и е . *  Полимеразный ген; ** название штамма: А/ 
WSN/33, А/АА — А/Энн Арбор/6/60, А/Ленп — А/Ленинград/134/ 
17/57, А/Крз5- А/Краснодар/101/35/59; " ’Локализация мутации, 
н.д. — не делали.

способности к размножению при 39°С. Далее мы исследовали ts-фенотип 
трансфектанта № 6, унаследовавшего в геноме мутацию V591I из PBl-гена 
штамма А/Ленинград/134/17/57 в сочетании с мутацией F658A в РА-гене. Как 
видно из табл. 1, данный трансфектант характеризовался незначительным 
изменением уровня репродукции при 39°С. Принимая во внимание тот факт, 
что большинство полученных трансфектантов, имеющих в РА-гене мутацию 
F658A, характеризовались недостаточной аттенуацией, мы включили в геном 
штамма А / WSN/33 дополнительную ts-мутацию, взятую из РВ2-гена ХА 
штамма А/Краснодар/101/35/59. Полученные трансфектанты №7 и № 8, 
имеющие в геноме сайт-специфические мутации из всех 3 генов, кодирующих 
белки полимеразного комплекса, обладали различным набором мутаций толь
ко в PBl-гене. Трансфектант №7 унаследовал одну ts-мутацию (V591I) в РВ1- 
гене из генома ХА штамма А/Ленинград/134/17/57. Трансфектант №8 приоб
рел 3 мутации из PB l-гена ХА штамма А/Энн Арбор/6/60 (К391Е, E581G, 
E457D). Как видно из табл. 1, трансфектант №7 показал незначительное из
менение ts-фенотипа, в то время как трансфектант №8 полностью утратил 
способность к размножению при непермиссивных условиях.

При изучении весовых характеристик мышей, инфицированных интрана
зально вариантами штамма A/WSN/33, содержащими сайт-специфические 
мутации в генах, кодирующие белки полимеразного комплекса РВ1, РВ2 и РА, 
было установлено, что мыши, инфицированные исходным вирулентным
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штаммом A/WSN/33, характеризовались быстрой и значительной потерей 
веса после интраназального заражения в дозе 1050 ЭИД5о/0,05 мл. На 8 — 9 
сутки после инфицирования часть мышей погибла. Мыши, инфицированные 
трансфектантами №4, №5, № 6, показывали различные, но менее выраженные 
темпы падения веса (рис.). Наибольшую потерю веса обнаружили мыши, 
инфицированные трансфектантом № 6, имеющем в PB l-гене мутацию V591I, 
унаследованную из PB l-гена ХА штамма А/Ленинград/17/134/57. Мыши, ин
фицированные трансфектантами №7 и № 8, показывали меньшую потерю 
веса на протяжении всего срока наблюдения. Можно было сделать вывод, что 
мутация V591I в PBl-гене незначительно влияла на снижение вирулентности 
трансфектанта №6.

Далее изучали att-фенотип полученных сайт-специфических мутантов 
штамма A/WSN/33. Исследованные трансфектанты значительно различались 
по степени размножения в легочной ткани мышей. Как видно из табл. 1, сре
ди трансфектантов, имеющих единичные замены в концевой области СООН- 
домена РА-гена, только трансфектант с мутацией F658A резко снизил уровень 
вирусного размножения в легочной ткани мышей. Трансфектанты, унаследо
вавшие мутации W706A и F707L в РА-гене, практически не отличались по 
вирулентности для мышей от исходного штамма A/WSN/33. Среди трансфек
тантов, имеющих ts-мутации в PB l-гене и РА-гене, полной потерей размно
жения в легких мышей характеризовался только трансфектант №5, имеющий 
в PB l-гене мутацию I147T от ХА штамма А/Краснодар/101/35/59. Два другие 
трансфектанта демонстрировали сниженное, но заметное размножение виру
са в легочной ткани мышей. В заключительной части этого раздела работы мы 
исследовали att-фенотип трансфектантов, имеющих ts-мутации в генах, ко
дирующих все три субъединицы полимеразного комплекса вируса гриппа. Как 
видно из табл. 1, трансфектанты №7 и №8 имели значительные различия по 
данному маркеру. Если трансфектант №8 потерял способность размножаться 
в легких мышей, то трансфектант №7 размножался в легких достаточно ак
тивно.

На следующем этапе работы нами был проведен сравнительный анализ
иммуногенности трансфектан
тов, имеющих сайт-специфи
ческие мутации в генах, коди
рующих белки полимеразного 
комплекса. Необходимо было 
выяснить, могут ли эти вариан
ты со сниженной способностью 
к размножению в легких мышей 
индуцировать достаточно высо
кий гуморальный иммунитет у 
мышей в ответ на интраназаль
ное заражение. Наличие значи
тельного титра антител в крови 
мышей, иммунизированных 
трансфектантами, дало бы воз
можность рассматривать их в 
качестве перспективных канди
датов в живые гриппозные вак
цины. Трансфектанты №4, №5, 
№ 6, взятые для исследования,

Потеря веса мышей, инфицированных вариантами 
вируса гриппа, имеющими сайт-специфические 
мутации в генах полимеразного комплекса.
По оси абсцисс — время (сут), прошедшее с 
момента инфицирования мышей сайт-спе- 
цифическими мутантами штамма A/WSN/33 
вируса гриппа; по оси ординат — потеря веса 
мышей, инфицированных сайт-специфическими 
мутантами (%); 1 -  Тр. № 4, 2 — Тр. № 5 ,3 -  
Тр. № 6.
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имели общую мутацию F658A 
в РА-гене, однако различные 
мутации в РВ1 - гене. Как вид
но из табл. 2, трансфектанты 
№4, №5 и № 6, имеющие со
ответственно три мутации 
(К391Е, E581G, E457D) из 
РВ1гена ХА штамма А/Энн 
Арбор/6/60, одну мутацию 
из PB l-гена (I147T) штамма 
А /К раснодар/101/35/59  и 
ts-мутацию (V591I) из PB l- 
гена А /Л енинград/134/17/
57, индуцировали умеренный 
уровень гуморального им
мунитета у мышей. Мыши, 
иммунизированные транс- 
фектантом № 8, имеющим 
сайт-специфические мутации в 3 генах, кодирующих белки полимеразного 
комплекса, также характеризовались умеренным уровнем гуморального им
мунитета.

В опытах на мышах нами была исследована защитная эффективность 
трансфектантов №4, №5, №6, № 8. Мышей вакцинировали дважды интрана
зально исследуемыми вирусами в дозе 1050 ЭИД50. /0,05мл с последующим 
инфицированием вирулентным штаммом A/WSN/33 в дозе 1020 ЭИД50 /0,05 
мл. Титр вирулентного штамма легких при заражении невакцинированных 
мышей составлял 103’5 ЭИД5о/0,2 мл. В легких мышей, вакцинированных 
трансфектантами №4, №5, №6, № 8, не наблюдалось вирусного размножения. 
Интересно отметить, что трансфектанты, индуцирующие умеренный уровень 
гуморальных антител (1:160 — 1:320), обеспечивали полную защитную эффек
тивность при иммунизации, что, по-видимому, можно объяснить значитель
ной активизацией в данном случае клеточного иммунитета.
О Б С У Ж Д Е Н И Е

Введение в практику получения гриппозных живых вакцин генно- 
инженерных подходов может значительно оптимизировать отдельные этапы 
этого процесса. В последнее время большой интерес вызывает генно- 
инженерный подход, предполагающий получение вакцинных вариантов путем 
прямого включения в геном вирулентных штаммов вируса гриппа заранее из
вестных и изученных ts-мутаций, взятых из генома ХА  штаммов — доноров 
аттенуации. Вместе с тем, не менее перспективным подходом в этом направ
лении может быть включение аттенуирующих мутаций в функционально 
важные сайты консервативных последовательностей генома вирулентного 
штамма. Примером может служить обнаружение в линкерной области РА-гена 
вирулентного штамма А /WSN/33 функционально важных сайтов, включение 
в которые мутационных замен приводило к появлению вакцинных вариантов 
[3]. Используя этот методический подход, мы включили мутационную замену 
F658A в другой функционально важный сайт РА-гена штамма A/WSN/33 — 
концевую область СООН-домена этого гена, что также привело к аттенуации 
этого штамма.

Как показали наши исследования, более глубокая аттенуация вирулент

Т а б л и ц а  2. Изучение иммуногенности вариантов штамма 
вируса гриппа A/WSN/33 с сайт-специфиче- 
скими ts-мутациями в генах, кодирующих белки 
полимеразного комплекса

Сыворотка

Титр сывороточных антител в РЗГА 
при взаимодействии вирусов с антисыворотками*

Антигены

Тр. №4 Тр. №5 Тр. №6 Тр. №8

Тр. №4 1:160-1:320
Тр. №5 1:160
Tp.N«6 1:160-1:320
Тр. №8 1:320
Неим. сыв. <:10 <1:10 <1:10 <1:10

П р и м е ч а н и е .  * Реакцию задержки (торможения) 
гемагтлютинации (РЗГА) с вирусами гриппа проводили со
гласно МУ 3.3.2. 1758-03. За титр сыворотки принимали 
предельное разведение, вызывающее полную задержку гемаг- 
глютинации. Тр. — трансфектант.
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ного штамма A/WSN/33 может быть достигнута путем комбинированного 
включения в его РА-ген аттенуирующей замены F658A и ts-мутаций из генов, 
кодирующих белки полимеразного комплекса ХА штаммов вируса гриппа. 
Трансфектанты №5 и № 8, содержащие замену F658A в РА-гене в сочетании с 
ts-мутациями из генов, кодирующих белки полимеразного комплекса ХА 
штаммов, имели удовлетворительные фенотипические характеристики. Они 
не размножались в куриных эмбрионах при непермиссивных условиях, полно
стью потеряли вирулентность для мышей при интраназальном заражении и 
обладали защитной эффективностью при заражении мышей вирулентным 
штаммом. Таким образом, использованный нами подход оказался весьма 
перспективным. Интересно отметить, что трансфектанты №5 и № 8, индуци
рующие у иммунизированных мышей умеренный уровень гуморальных анти
тел, тем не менее, обладали удовлетворительной защитной эффективностью. 
В этой связи, можно предположить, что при интраназальной иммунизации 
полученными трансфектантами наблюдается значительная активация клеточ
ного иммунитета.

По данным некоторых исследователей [6,12] феномен констелляции генов 
значительно ограничивает включение мутаций в несколько различных генов 
вирулентного штамма с целью модификации его генома, что значительно 
усложняет использование данного генетического подхода для получения ат
тенуированных вариантов вируса гриппа А. Тем не менее, в данной работе 
показана возможность создания мутационных замен различного происхожде
ния в 3 генах, кодирующих белки полимеразного комплекса вирулентного 
штамма. Исследование генетической стабильности полученных трансфектан
тов с оптимальными фенотипическими характеристиками даст возможность 
оценить их в качестве возможных кандидатов в живые гриппозные вакцины.
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АНАЛИЗ ПОПУЛЯЦИОННОГО ИММУНИТЕТА К ГРИППУ НАКАНУНЕ 
ЭПИДЕМИЧЕСКИХ СЕЗОНОВ В 2014 Г. И 2015 Г.

Государственный научный центр вирусологии и биотехнологии «Вектор», пос. 
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Цель. Контроль за коллективным иммунитетом населения к сезонным вирусам 
гриппа, а также надзор за появлением в сыворотках крови людей антител к вирусам 
гриппа с пандемическим потенциалом. Материалы и методы. Реакция торможения 
гемагглютинации с вакцинными и эпидемическими штаммами вируса гриппа, а так
же с высокопатогенными вирусами гриппа птиц A/rook/Chany/32/2015 (H5N1) (clade 
2.3.2.1с.) и A/Anhui/01/2013 (H7N9). Результаты. Среди всех образцов сыворотки, 
собранных осенью 2014 г. и осенью 2015 г., ни один не реагировал в РТГА с антигена
ми A(H5N1) и A(H7N9) даже в разведении 1:10. Из образцов, собранных осенью 2014 
года, 41 % были позитивными к вирусу A/Califomia/07/09(H 1N1 pdm09), 36% позитив
ны к A/Texas/50/2012 (H3N2), 40% положительны к B/Brisbane/60/2008 (Vict.lin.) и 
47% взаимодействовали в РТГА со штаммом B/Massachusetts/2/2012 (Yam.lin.). 22% 
всех образцов имели титр ниже 40 со всеми антигенами, и только 10% имели в РТГА 
титр 40 и более со всеми вакцинными штаммами. Среди образцов, собранных осенью 
2015 года, количество серопозитивных к штамму A/Califomia/07/09(HlNlpdm09) 
колебалось от 31 % в Уральском ФО до 46% в Южном ФО. Количество серопозитивных 
к штамму A/Switzerland/9715293/13 (H3N2) было на уровне 4 — 13% во всех ФО, кро
ме Уральского, в котором этот показатель был немного выше 30%. Количество серо
позитивных к вакцинным штаммам вируса гриппа В колебалось от 23 до 76%. Титр в 
РТГА равный или выше 40 со всеми вакцинными штаммами имели только 2% сыво
роток, серонегативными оказались 29% всех образцов. Заключение. Популяционный 
иммунитет населения России к вирусу гриппа A(H3N2) находится на очень низком 
уровне, поэтому социально значимые последствия от эпидемии гриппа во многом 
будут зависеть от кампании по вакцинации осенью 2016 года.

Журн. микробиол., 2017, № 2, С. 53—60
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ANALYSIS OF POPULATION IMMUNITY AGAINST INFLUENZA PRIOR TO 2014 
AND 2015 EPIDEMIC SEASONS
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Aim. Control for the population herd immunity against seasonal influenza viruses as well 
as for emergence of antibodies against influenza with pandemic potential in human blood 
sera. Materials and methods. HAI reaction against vaccine and epidemic influenza viruses as 
well as HPAI viruses A/rook/Chany/32/2015 (H5Nl)(clade 2.3.2.1c.) and A/Anhui/01/2013 
(H7N9). Results. Among all the sera samples collected in the autumn of 2014 and 2015, none 
had reacted in HAI against A(H5N1) and A(H7N9) antigens even at 1:10 dilution. Among 
samples collected in autumn 2014,41% were positive to A/Califomia/07/09(HlNlpdm09) 
virus, 36% -  A/Texas/50/2012 (H3N2), 40% -  B/Brisbane/60/2008 (Vict.lin.) and 47% 
reacted in HAI against the B/Massachusetts/2/2012 (Yam.lin.) strain. 22% of all the samples 
had a titer of at least 40 against all the antigens and only 10% in HAI had a titer of 40 or more 
against all the vaccine strains. Among the samples collected in autumn 2015, the number of 
seropositive against A/Califomia/07/09(HlNlpdm09) varied from 31% in the Urals FD to 
46% in the Southern FD. The amount of seropositive against A/Switzerland/9715293/13 
(H3N2) strain was at the level of 4 — 13% in all the FDs except Urals, where this parameter 
was slightly above 30%. The amount of seropositive against vaccine influenza В viruses varied 
from 23 to 76%. Only 2% of sera had titers in HAI of 40 or above against all the vaccine strains, 
29% of all the samples were seronegative. Conclusion. Population immunity in Russia against 
influenza A(H3N2) is at a very low level, thus socially significant consequences of influenza 
epidemics in many aspects will depend on the vaccination campaign of autumn 2016.

Zh. Mikrobiol. (Moscow), 2017, No. 2, P. 53—60

Key words: population immunity against influenza, HAI, antibodies against vaccine strains, 
antibodies against highly pathogenic strains

В В Е Д Е Н И Е
Серологические методы широко используются для наиболее адекватной 

оценки того, какая часть популяции конкретного региона или страны имела 
контакт с патогеном, поскольку не все люди обращаются за медицинской по
мощью при легком или бессимптомном течении болезни [6]. Кроме того, 
определение уровня антител против эпидемических штаммов вируса в сыво
ротке крови определенного процента населения (при случайной выборке) 
позволяет оценить потенциальную уязвимость населения и своевременно 
корректировать противоэпидемические мероприятия. Особое значение име
ют сероэпидемиологические исследования высокопатогенного вируса гриппа 
A (H5N1, H7N9), поскольку значимое повышение количества людей, имеющих 
антитела к вирусу с пандемическим потенциалом, будет свидетельствовать о 
появлении варианта вируса, способного передаваться от человека к человеку. 
Так, до сих пор не известно, какая часть населения подвергается воздействию
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этого патогена при его циркуляции среди дикой и домашней птицы, какова 
доля бессимптомных случаев болезни [4].

На территории РФ антитела к вирусу гриппа A(H5N1) были обнаружены 
в 2008 — 2009 гг. вскоре после появления этого патогена в популяциях диких 
птиц на территории России (2005 — 2009 гг.) и вспышек высокопатогенного 
гриппа среди домашней птицы [ 1, 5 ]. С 2010 по 2014 гг. на территории России 
не было вспышек заболевания, вызванных высокопатогенным вирусом грип
па птиц, от диких и домашних птиц не выделяли вирусы A(H5N 1), в сыворот
ках крови людей антитела к этому патогену не обнаруживали [5]. В 2014 г. на 
севере Восточной Сибири от дикой водоплавающей птицы был выделен штамм 
высокопатогенного вируса гриппа A/wigeon/Sakha/1/2014 (H5N8), НА кото
рого относится к clade 2.3.4.4 [8]. Весной 2015 г. на юге Западной Сибири был 
выделен штамм высокопатогенного вируса гриппа птиц A/rook/Chany/32/2015 
(H5N1) (clade 2.3.2.1с.) [9].

Настоящая работа посвящена анализу популяционного иммунитета к 
гриппу накануне эпидемических сезонов в 2014 и 2015 годах. Для этого сыво
ротки, собранные в разных регионах России исследовали в реакции торможе
ния гемагглютинации (РТГА) с вакцинными и высокопатогенными штамма
ми вируса гриппа.
МАТЕР ИАЛЫ И МЕТОДЫ

В реакции торможения гемагглютинации использовались антигены, пред
ставляющие собой вируссодержащую культуральную жидкость, инактивиро
ванную (3-пропиолактоном. Для приготовления антигенов использовались 
штаммы вируса гриппа, полученные из СЦ ВОЗ (Атланта, США): A/Cali- 
fomia/07/09(HlNlpdm09), A/Texas/50/2012 (H3N2), A/Switzerland/9715293/13 
(H3N2), B/Brisbane/60/2008 (Viet, lin.), B/Massachusetts/2/2012 (Yam.lin.), В/ 
Phuket/3073/2013 (Yam.lin.), а также штамм A/Anhui/01/2013 (H7N9), полу
ченный из СЦ ВОЗ (Гонконг, Китай), и выделенный нами штамм А/rook/ 
Chany/32/2015 (H5N1) (clade 2.3.2.1с.) [9].

Сбор образцов крови осуществлялся методом случайной выборки у людей 
разных возрастных групп, обратившихся за медицинской помощью в много
профильные лечебно-профилактические учреждения, а также на станциях 
переливания крови. Забор крови осуществлялся из периферической (локтевой) 
вены в объеме 5 мл с помощью одноразовых шприцев или одноразовых пла
стиковых систем (вакутайнеры), состоящих из контейнера с навинчивающей
ся на него одноразовой иглой и пробирки с плотно прилегающей пробкой и 
вакуумом внутри. Венозная кровь, полученная без антикоагулянтов, отстаи
валась в пробирке при комнатной температуре в течение 30 мин до полного 
образования сгустка, затем пробирки помещали в холодильник на ночь. На 
следующий день отбирали сыворотку автоматической пипеткой в чистые про
бирки и осветляли центрифугированием при 2000 — 3000 об/мин в течение 10 
мин. Осветленную сыворотку отбирали пипеткой в чистую промаркированную 
пробирку.

Транспортировку образцов в ГНЦ ВБ «Вектор» осуществляли в термокон
тейнере с хладоэлементами. Собранные образцы хранили до исследования 
при температуре —20°С. Наличие в сыворотках крови антител к разным типам/ 
серотипам вируса гриппа тестировали по общепринятой методике в реакции 
торможения гемагглютинации [11], сыворотки считали положительными, 
если обратный титр антител был равен или больше 40. Для тестирования сы
вороток, собранных в 2014 году, использовали вакцинные штаммы А/
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Califomia/07/09(HlNlpdm09), A/Texas/50/2012 (H3N2), B/Brisbane/60/2008 
(Viet, lin.), B/Massachusetts/2/2012 (Yam.lin.). Для тестирования сывороток, 
собранных в 2015 г., использовали вакцинные штаммы A/California/ 
07/09(HlNlpdm09), A/Switzerland/9715293/13 (H3N2), B/Brisbane/60/2008 
(Viet, lin.), B/Phuket/3073/2013 (Yam.lin.).
Р ЕЗ УЛЬТАТЫ

Всего было исследовано 3888 образцов, собранных осенью 2014 года, и 
4548 образцов, собранных осенью 2015 года. Ни один из образцов сыворотки 
крови даже в разведении 1:10 не реагировал в РТГА с антигенами A(H5N 1) и 
A(H7N9).

Результаты, полученные в РТГА с вакцинными штаммами, представлены 
в табл. 1.

Если суммировать данные, приведенные в табл. 1, видно, что 41% всех 
образцов, собранных осенью 2014 года, были позитивными к вирусу А/ 
Califomia/07/09(HlNlpdm09), 36% позитивны к A/Texas/50/2012 (H3N2),40% 
положительны к B/Brisbane/60/2008 (Vict.lin.) и 47% взаимодействовали в РТГА 
со штаммом B/Massachusetts/2/2012 (Yam.lin.). 22% всех образцов имели 
титр ниже 40 со всеми антигенами, и только 10% имели в РТГА титр 40 и более
Т а б л и ц а  1. Количество образцов сывороток, серопозитивных к вакцинным штаммам вируса гриппа А и В

Тип/субтип Осень 2014 г. Осень 2015 г.
Регион сбора сывороток крови антигена 

в РТГА Кол-во
образцов

Кол-во
серопозитивных % Кол-во

образцов
Кол-во

серопозитивных %

Дальневосточный ФО А/Н1 859 231 27 1154 400 35
А/НЗ 137 16 83 7
B/Vic 463 54 264 23
B/Yam 349 41 529 46

Сибирский ФО A/Hl 1350 605 45 1363 451 33
А/НЗ 515 38 140 10
B/Vic 384 28 436 32
В/Yam 560 41 607 45

Уральский ФО A/Hl 609 338 56 571 178 31
А/НЗ 312 51 185 32
B/Vic 342 56 283 50
В/Yam 365 60 253 44

Приволжский ФО A/Hl 612 306 50 855 365 43
А/НЗ 301 49 77 9
B/Vic 234 38 214 25
B/Yam 304 50 388 45

Северо-Западный ФО A/Hl 10 3 30 10 3 30
A/H3 3 30 0 0
B/Vic 2 20 0 0
B/Yam 7 70 9 90

Южный ФО A/Hl 248 72 29 395 181 46
A/H3 53 21 14 4
B/Vic 73 29 97 25
B/Yam 107 43 200 51

Северо-Кавказский ФО A/Hl 200 46 23 200 62 31
A/H3 68 34 25 13
B/Vic 43 22 63 32
B/Yam 128 64 151 76

Всего образцов 3888 4548
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Т а б л и ц а  2. Антигенные свойства штамма A/Novosibirsk/29/14 
(H3N2)

Вирусы гриппа A(H3N2)

Титр сывороток

А/Perth/ 
16/09

А/Victoria/
361/09

А/Texas/
50/12

А/Switzerland/
9715293/13

A/Berth/16/09 1280 40 40 20
A/Victoria/361/09 320 2560 320 20
A/Texas/50/12 160 640 1260 80
A/Switzerland/9715293/13 <20 80 160 1280
A/Novosibirsk/29/14 <20 80 80 640

со всеми вакцинными 
штаммами. Тем не менее, 
важно отметить, что уро
вень популяционного 
иммунитета к гриппу су
щественно различался в 
федеральных округах.
Так, в 2014 году количе
ство серопозитивных ко 
всем вакцинным штам
мам в Уральском ФО на
ходилось на уровне 51
— 60%, а в Северо-Кавказском ФО в диапазоне 29 — 43%.

Среди образцов, собранных осенью 2015 года (табл. 1), количество серо
позитивных к штамму A/Califomia/07/09(HlNlpdm09) колебалось от 31% в 
Уральском ФО до 46% в Южном ФО. Количество серопозитивных к штамму 
A/Switzerland/9715293/13 (H3N2) было на уровне 4 — 13% во всех ФО, кроме 
Уральского, в котором этот показатель был немного выше 30%. Количество 
серопозитивных к вакцинным штаммам вируса гриппа В колебалось от 23 до 
76%. В среднем, серопозитивных образцов к A/Califomia/07/09(H1N lpdm09) 
было около 36%, к A/Switzerland/9715293/13 (H3N2) — 12%, к B/Brisbane/60/ 
2008 (Viet, lin.) -  30 %, к B/Phuket/3073/2013 (Yam.lin.) -  47 %. Титр в РТГА 
равный или выше 40 со всеми вакцинными штаммами имели только 2 % сы
вороток, серонегативными оказались 29% всех образцов.

Известно, что вирусы гриппа A(H3N2) эволюционируют быстрее, чем 
вирусы A(H1N1), у них быстрее изменяются антигенные свойства, и, как 
следствие, приходится чаще менять вакцинный штамм [10]. Чтобы оценить 
коллективный иммунитет населения России накануне эпидемии 2014 — 2015 
гг. в отношении эпидемических штаммов вируса гриппа A(H3N2), мы тести
ровали 50 сывороток, положительных к вакцинному штамму A/Texas/50/2012 
(H3N2), в РТГА с эпидемическим штаммом A/Novosibirsk/29/14 (H3N2), вы
деленным на юге Западной Сибири в самом конце эпидемии 2013 — 2014 гг. 
По антигенным свойствам этот штамм оказался подобен штамму A/Switzer- 
land/9715293/13. Антигенная характеристика штамма A/Novosibirsk/29/14 
(H3N2) представлена в табл. 2.

Как видно из табл. 2, по антигенным свойствам штамм A/Novosibirsk/29/14 
подобен штамму A/Switzerland/9715293/13, рекомендованному ВОЗ в качестве 
вакцинного на сезон 2015 — 2016 гг.

Для дополнительного анализа были взяты по 10 образцов сыворотки кро
ви, собранных в 5 регионах России и показавшие в РТГА с антигеном А/
Т а б л и ц а  3. Анализ в РТГА сывороток крови против эпидемического штамма A/Novosibirsk/29/14 (H3N2)

Регион
Кол-во сывороток, 
имеющих в РТГА 

с вирусом A/Texas/50/ 
2012 (H3N2) титр >80

Количество сывороток, имеющих в РТГА с вирусом A/Novosibirsk/29/14 (H3N2) титр:

<20 20 40 80 160 320 640

Сахалинская обл. 10 3 1 5 1
Забайкальский край 10 10
Республика Ха кассия 10 7 2 1
Республика Алтай 10 2 5 3
Астраханская обл. 10 8 1 1
Всего 50 25(50%) 5 (10%) 7 (14%) 6(12%) 1(2%) 5(10%) 1(2%)
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Texas/50/2012 (H3N2) обратный титр более 80. С этими сыворотками была 
поставлена РТГА с антигеном A/Novosibirsk/29/14 (H3N2), выделенным в 
Новосибирске в марте 2014. Результаты исследования 50 сывороток в РТГА со 
штаммом A/Novosibirsk/29/14 (H3N2) представлены в табл. 3.

Исследование показало, что только 40% (±7%) из 1383 положительных к 
вакцинному штамму сывороток имели значимые титры с эпидемическим 
штаммом A/Novosibirsk/29/14 (H3N2).
О Б С У Ж Д Е Н И Е

Сероэпидемиологические исследования заболеваемости гриппом позво
ляют получить наиболее объективную информацию о коллективном иммуни
тете населения конкретного региона и страны в целом. Проведение исследо
вания накануне эпидемии дает возможность прогнозировать последствия 
эпидемии, а мониторинговые исследования, проводимые в течение ряда лет, 
помогают корректировать противоэпидемические мероприятия [7].

Особое значение имеют серологические данные для надзора за вирусами 
с пандемическим потенциалом: A(H5N1) и A(H7N9) [Mai-Juan Ма. et al, 2015]. 
При бессимптомном или легком течении болезни мониторинговые серологи
ческие исследования групп риска помогут отследить, когда вирусы приобретут 
способность передаваться от человека к человеку.

Для контроля за коллективным иммунитетом населения к сезонным ви
русам гриппа, а также для надзора за появлением в сыворотках крови людей 
антител к вирусам гриппа с пандемическим потенциалом было проведено на
стоящее исследование.

Всего было проанализировано 3888 образцов сыворотки крови, собранных 
в 25 регионах России в октябре-ноябре 2014 года, и 4548 образцов, собранных 
осенью 2015 года в 35 регионах РФ. Сыворотки собирали после отлета пере
летных птиц и накануне сезонной эпидемии гриппа.

Ни в одном образце антитела к вирусам гриппа A(H5N1) и A(H7N9) обна
ружены не были: ни одна из исследованных сывороток не взаимодействовала 
в РТГА с этими антигенами даже в разведении 1:10.

Анализ сывороток, собранных в 2014 году, показал, из 1383 сывороток, 
положительных к вакцинному штамму A/Texas/50/2012 (H3N2), только 40% 
(±7%) имели значимые титры с эпидемическим штаммом A/Novosibirsk/29/14 
(H3N2).

Наши данные коррелируют с результатами Xie et al., которые показали, что 
поствакцинальные сыворотки, собранные в 2014 — 2015 гг., дали снижение 
среднего геометрического титра более чем на 50% против эпидемических 
штаммов A(H3N2) [12].

В 2015 году эпидемический подъем заболеваемости гриппом в России на
чался на 5 календарной неделе (25.01 — 01.02), пик эпидемии был пройден на 
8 неделе (16.02 — 22.02), снижение активности регистрировалось до 13 недели. 
Более 59% из всех выделенных штаммов в России пришлось на вирус гриппа 
A(H3N2), около 37% на вирус гриппа В, доля вирусов A(HlNlpdm) составила 
менее 4% [2]. Эксперты из СЦ ВОЗ по гриппу подтвердили, что вакцинный 
штамм A/Texas/50/2012 бьш недостаточно эффективен против циркулировав
ших штаммов A(H3N2) вируса гриппа [3].

Популяционный иммунитет к гриппу осенью 2015 года в основном несу
щественно различался в разных регионах России. Так, количество положи
тельных сывороток к вирусу A/Califomia/07/09 (Н 1N lpdm09) было несколько 
выше в Европейской части РФ (43,6%), чем на Урале и Западной Сибири
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(29,7%) или в Восточной Сибири и на Дальнем Востоке РФ (29,4%). Однако 
весьма тревожные данные получены в отношении популяционного иммуни
тета к вирусу A(H3N2): в среднем только 8% сывороток из всех регионов были 
положительными к A/Switzerland/9715293/13, за исключением Уральского ФО, 
а среди образцов из Восточной Сибири и Дальнего Востока этот показатель 
еще ниже — 5,2%. В целом можно заключить, что популяционный иммунитет 
только к вирусу В (Yamagata) находился на среднем уровне накануне эпиде
мического сезона 2015 — 2016 гг.: количество позитивных образцов было 
около 50%.

В 2015 — 2016 гг. резкий подъем заболеваемости гриппом начался на второй 
неделе 2016 года. К 12 неделе эпидемический сезон по гриппу завершился. По 
результатам лабораторного мониторинга было подтверждено более 28,2 тыс. 
случаев заболевания, вызванного вирусами гриппа, в том числе около 28 тыс. 
вирусом гриппа А, из которых на долю вируса гриппа A(H1N1)2009 пришлось 
около 93%. Однако сегодня следует обратить особое внимание на крайне низ
кий уровень популяционного иммунитета к вакцинному штамму А/ 
Switzerland/9715293/13 (H3N2). Поскольку накануне эпидемии 2015 — 2016 гг. 
уровень популяционного иммунитета был низким, а во время эпидемии цир
кулировали в основном штаммы другого субтипа, то к концу 2016 года есте
ственный иммунитет к вирусу A(H3N2) снизится еще больше. Вероятность 
того, что в эпидемию 2016 — 2017 гг. будет доминировать субтип A(H3N2), 
довольно высока, а следовательно, социально значимые последствия от эпи
демии гриппа во многом будут зависеть от кампании по вакцинации населения 
осенью 2016 года.

Авторы выражают глубокую благодарность коллегам из Центров гигиены и эпиде
миологии субъектов РФ за сбор и своевременную доставку в ГНЦ ВБ «Вектор» образцов 
сывороток крови. Анализ сывороток против эпидемического штамма проведен при под
держке гранта РНФ15-15-00047.
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Цель. Изучение спектра и выраженности антибактериальных и противогрибковых 
свойств экстрактов лишайников. Материалы и методы. Антимикробную активность 
ацетоновых экстрактов из лишайников Hypogymnia physodes, Xanthoria parietina, 
Evemia prunastri, Ramalina pollinaria, Cladonia arbuscula определяли методом микро
разведений в бульоне в диапазоне концентраций от 4 до 500 мкг/мл в отношении 13 
штаммов из коллекции АТСС и 6 клинических изолятов. Результаты. Выявлена вы
сокая антибактериальная активность экстрактов H.physodes и C.arbuscula в отноше
нии стафилококов и энтерококков (МПК 31 — 62 мкг/мл). Антимикробная активность 
в отношении энтеробактерий и Pseudomonas aeruginosa отсутствовала у всех экс
трактов. Экстракты E.prunastri, H.physodes и C.arbuscula были активны в отношении 
штаммов Stenotrophomonas maltophilia (МПК 250 — 500 мкг/мл). Противогрибковая 
активность (МПК 500 мкг/мл для 4 штаммов Candida) выявлена только для экстрак
та E.prunastri. Заключение. Лишайники H.physodes и C.arbuscula можно рассматривать 
в качестве перспективных источников антибактериальных веществ, эффективных 
против антибиотикорезистентных штаммов стафилококков, стрептококков S.malto- 
philia.

Журн. микробиол., 2017, № 2, С. 60—65

Ключевые слова: лишайники, экстракты, антибактериальная активность, Stenotro
phomonas maltophilia
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Aim. Study spectrum and expressiveness of antibacterial and antifungal properties of lichen 
extracts. Materials and methods. Antimicrobial activity of acetone extracts from Hypogymnia 
physodes, Xanthoria parietina, Evemia prunastri, Ramalina pollinaria, Cladonia arbuscula li
chens was determined by micro-dilution methods in broth for4—500 mcg/ml concentrations 
against 13 strains from ATCC collection and 6 clinical isolates. Results. High antibacterial 
activity of H. physodes and C. arbuscular extracts against staphylococci and enterococci was 
detected (MIC 31 — 62 mcg/ml). Antimicrobial activity against enterobacteria and Pseudo
monas aeruginosa was absent for all the extracts. E.prunastri, H.physodes and C. arbuscula 
extracts were active against Stenotrophomonas maltophilia strains (MIC 250 — 500 mcg/ml). 
Antifungal activity (MIC 500 mcg/ml for 4 Candida strains) was only detected for the E. 
prunastri extract. Conclusion. H.physodes and C. arbuscula lichens can be examined as a per
spective source of antibacterial substances, effective against antibiotics resistant staphyloco
cci, streptococci and S. maltophilia strains.
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В В Е Д Е Н И Е
Лишайники представляют собой симбиотические ассоциации грибов и 

микроскопических водорослей или цианобактерий. Для них характерен мед
ленный рост и способность к существованию практически во всех наземных 
экосистемах от арктической тундры до пустынь. Устойчивость лишайников к 
экстремальным воздействиям связана с продукцией ими многочисленных 
вторичных метаболитов — алифатических, циклоалифатических, гетероци
клических и терпеновых соединений, которые могут составлять до 30% от 
сухой массы слоевищ. Вторичные метаболиты лишайников служат главным 
образом для поглощения света, защиты фотобионта от ультрафиолетового 
излучения и подавления роста микроорганизмов. Также описана противови
русная, цитостатическая и фермент-ингибирующая активность многих из них
[9].

Лишайники широко использовались в традиционной медицине для лече
ния заболеваний дыхательной системы и желудочно-кишечного тракта. 
Терапевтическая активность приписывается главным образом представителям 
родов Cladonia, Evemia, Lobaria, Parmelia, Peltigera, Pertusaria, Physcia, Roccella, 
Usnea, Xanthoria. Интенсивное изучение антибактериальной активности экс
трактов из различных лишайников, а также отдельных содержащихся в них 
вторичных метаболитов ведется с середины 1950-х годов [2]. Для многих видов 
лишайников активность выявлена главным образом в отношении грамполо- 
жительных бактерий, включая микобактерии, и грибов. Антибактериальные 
свойства усниновой кислоты, содержащейся во многих лишайниках, позво
лили использовать ее в качестве препаратов для местной антисептики (напри
мер, натрия уснинат 1% спиртовой раствор), а также в составе жидкости для 
полоскания рта и зубных паст [7].
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Стремительное распространение множественной устойчивости к антибио
тикам среди возбудителей бактериальных инфекций требует поиска соедине
ний с новыми механизмами противомикробного действия. Лишайники и их 
многочисленные вторичные метаболиты рассматриваются в качестве перспек
тивных источников таких соединений [Srivastava Р. et al., 2013]. Работы по 
исследованию антибактериальной активности лишайников интенсивно про
водятся в последнее десятилетие в ряде европейских стран [1, 4, 6, 10, 11]. 
Среди огромного видового разнообразия лишайников только относительно 
небольшое их количество (не более 70 — 100 видов) было скринировано на 
присутствие антимикробных свойств, при этом более чем у половины иссле
дованных видов такие свойства удавалось выявить.

Цель исследования — изучение спектра и выраженности антибактериаль
ных и противогрибковых свойств у видов лишайников, широко представлен
ных в лихенофлоре Беларуси.
МАТЕР ИАЛЫ И МЕ Т ОД Ы

Из более чем 600 видов лишайников, встречающихся на территории 
Беларуси, в исследование включены 5 наиболее распространенных видов с 
хорошо описанным составом вторичных метаболитов: Hypogymnia physodes 
(L.) Nyl., Xanthoria parietina (L.) Th. Fr., Evemia prunastri (L.) Ach., Ramalina 
pollinaria (Westr.) Ach., Cladonia arbuscula (Wallr.) Flot.

Слоевища лишайников отбирали в июле 2015 г. на типичных для каждого 
вида субстратах. Сбор эпифитных видов (Н. physodes, X. parietina, Е. prunastri 
и R. pollinaria) производился на высоте 1,3 м; отделяли слоевища вместе с 
фрагментом коры дерева. Массу лишайников отделяли от субстрата и сушили 
до воздушно-сухого состояния. Эпигейный лишайник С. arbuscula собирали 
на почве в сухом средневозрастном сосняке. Массу лишайника сушили до 
воздушно-сухого состояния, тщательно выбирали листовой и хвойный опад, 
другие растительные остатки, при сушке удаляли остатки почвы, отбрасывали 
нижнюю часть слоевища — около 5 мм.

Для извлечения вторичных метаболитов воздушно-сухую массу лишайни
ков измельчали при помощи лабораторной мельницы. Навеску 50 г воздушно
сухого измельченного лишайника помещали в патрон из фильтровальной 
бумаги, извлечение проводили ацетоном в аппарате Сокслета на протяжении 
6 часов при температуре, не превышающей температуру кипения раство
рителя. После фильтрации растворитель испаряли при комнатной температу
ре. Выход ацетоновых экстрактов (в пересчете на сухую массу) составил для 
Н. physodes — 11,8%, X. parietina — 9,2%, Е. prunastri — 12,2%, R. pollinaria — 
9,9%, C. arbuscula — 13,7%.

В панель микроорганизмов для тестирования включены 13 эталонных 
штаммов из Американской коллекции типовых культур (АТСС), из них 5 
штаммов грамположительных бактерий (Enterococcus faecalis АТСС 29212, 
Е. casseliflavus АТСС 700327, Staphylococcus aureus АТСС 25923, S. aureus 
АТСС 6538, S. saprophyticus АТСС ВАА-750), 4 штамма грамотрицатель- 
ных бактерий (Enterobacter hormaechei АТСС 700323, Escherichia coli АТСС 
25922, R aeruginosa АТСС 27853, Stenotrophomonas maltophilia АТСС 17666) 
и 4 штамма грибов рода Candida (С. albicans АТСС 10231, С. albicans АТСС 
14053, С. albicans АТСС 90029, С. parapsilosis АТСС 22019). Дополнительно 
в исследование включены 6 клинических изолятов грамотрицательных 
неферментирующих бактерий с множественной устойчивостью к анти
биотикам (Р. aeruginosa G-150, S. maltophilia 20014-163, S. maltophilia 20014-
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279, S. maltophilia 20014-283, S. maltophilia 2014-785, S. maltophilia 2014- 
1262).

Минимальные подавляющие концентрации (МПК) экстрактов определя
ли методом микроразведений в стерильных полистироловых плоскодонных 
96-луночных планшетах (Sarstedt, Германия). Сухие ацетоновые экстракты 
растворяли в диметилсульфоксиде (DMSO), концентрация экстракта в DMSO 
— 20 мг/мл. Далее из раствора в DMSO готовили двукратные серийные раз
ведения экстрактов в бульоне Мюллера-Хинтона (BD, США) и в бульоне 
Сабуро (HiMedia, Индия) в диапазоне концентраций от 500 до 4 мкг/мл. Для 
улучшения визуализации в бульоны предварительно бьш внесен метаболиче
ский индикатор — трифенилтетразолия хлорид в концентрации 200 мкг/мл. 
Поскольку DMSO, используемый в качестве первичного растворителя для 
экстрактов, имеет собственную антибактериальную активность, в предвари
тельном исследовании было показано, что в используемых концентрациях (не 
более 5%) он не подавляет рост всех включенных в исследование культур. Из 
суточных культур тестируемых микроорганизмов, выращенных на ГРМ-агаре 
(бактерии) или агаре Сабуро (грибы), в стерильном изотоническом растворе 
хлорида натрия готовили бактериальные суспензии с оптической плотностью 
0,5 МакФарланд (1,5х108 КОЕ/мл). По 1,5 мкл полученной суспензии вноси
ли в лунки планшета, содержащие по 150 мкл серийных разведений эктрактов 
лишайников. Последнюю лунку, содержащую 150 мкл питательной среды и 
1,5 мкл микробной суспензии, использовали в качестве контроля роста.

Планшеты инкубировали в шейкере-термостате 18 ч, 35°С (бактерии) 
или 48 ч, 38°С (грибы) с постоянным низкоамплитудным встряхиванием 90
об./мин. Учет МПК проводили по отсутствию видимого роста микроорга
низмов, сравнивая опытные и контрольные лунки, а также лунки с не- 
инокулированной пита
тельной Средой. Для О П - МПК экстрактов лишайников для бактерий и грибов
ределения минимальных 
бактерицидных концен
траций (МБК) выполняли 
высев 10 мкл содержимого 
каждой лунки на сектор 
плотной питательной сре
ды (ГРМ-агар для бакте
рий или агар Сабуро для 
грибов). После 24-часовой 
инкубации оценивали рост 
микроорганизмов, мини
мальную концентрацию, 
предотвращающую ми
кробный рост, указывали 
как МБК.
Р Е З УЛЬТАТЫ

Результаты определе
ния МПК экстрактов ли
шайников представлены в 
табл. Отмечена выражен
ная антибактериальная П р и м е ч а н и е .  ЭкстрактX. parientina не был активен в от- 
активность экстрактов ношении всех тестируемых микрорганизмов(МПК>500).

Микроорганизмы
Минимальная подавляющая 

концентрация, мкг/мл

E.prunastri H.physodes C.arbuscuta R.pollinaria

E.faecalis АТСС 29212 250 62 31 250
E.casseliflavus АТСС 700327 250 62 62 125
S.aureus АТСС 25923 250 62 62 250
S.aureus АТСС 6538 500 62 62 250
S.saprophyticus АТСС ВАА-750 250 125 31 125
E.hormaechei АТСС 700323 >500 >500 >500 >500
E.coli АТСС 25922 >500 >500 >500 >500
P.aemginosa АТСС 27853 >500 >500 >500 >500
Raeruginosa G-150 >500 >500 >500 >500
S.maltophilia АТСС 17666 250 125 125 250
S.maltophilia 2014-163 250 250 500 >500
S.maltophilia 2014-279 500 500 >500 >500
S.maltophilia 2014-283 250 250 500 >500
S.maltophilia 2014-785 >500 500 >500 500
S.maltophilia 2014-1262 500 250 500 >500
C.albicansATCC 10231 500 >500 >500 >500
C.albicans ATCC 14053 500 >500 >500 >500
C.albicansATCC 90029 500 >500 >500 >500
C.parapsilosis ATCC 22019 500 >500 >500 >500
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H. physodes и С. arbuscula в отношении стафилококов и энтерококков (МПК 
31 — 62 мкг/мл), экстракт R. pollinaria был активен против них в концентра
циях 125 — 250 мкг/мл. Антимикробная активность в отношении штаммов 
энтеробактерий и Р. aeruginosa отсутствовала в тестируемом диапазоне кон
центраций у всех экстрактов. Выявлена активность экстрактов Е. prunastri, Н. 
physodes и С. arbuscula (МПК 250 — 500 мкг/мл) в отношении всех штаммов
S. maltophilia. Экстракт X. parietina не был активен в отношении всех тести
руемых микроорганизмов. Противогрибковая активность (МПК 500 мкг/мл 
для всех штаммов Candida) выявлена только для экстракта Е .prunastri.

МБК для большинства экстрактов с выявленной антимикробной актив
ностью были равны МПК или отличались от нее не более чем на 1 разведение, 
что свидетельствует о преимущественно бактерицидном действии комплекса 
содержащихся в экстрактах вторичных метаболитов лишайников на микроб
ную клетку.
О Б С У Ж Д Е Н И Е

Противомикробная активность экстрактов лишайников проявлялась глав
ным образом в отношении грамположительных бактерий, что согласуется с 
результатами ранее проведенных исследований. Показан преимущественно 
бактерицидный характер антимикробного действия. Антибактериальная ак
тивность была выражена сильнее, чем противогрибковый эффект. Это согла
суется с результатами ранее проведенных исследований [5, 8] и может быть 
обусловлено значительными отличиями в строении клеточной стенки бакте
рий и грибов, а также различной ее проницаемостью для антибактериальных 
компонентов экстрактов.

Заслуживает особого внимания выявленная антимикробная активность 
экстрактов Е. prunastri, Н. physodes и С. arbuscula в отношении S. maltophilia 
— грамотрицательной неферментирующей бактерии с природной устойчиво
стью к большинству антибиотиков. Ранее противомикробная активность 
экстрактов лишайников и их отдельных компонентов многократно тестиро
валась на большом количестве эталонных и клинических штаммов микро
организмов из различных таксономических групп, включая грамотрицатель- 
ные неферментирующие микроорганизмы, однако данные по чувст
вительности штаммов S. maltophilia отсутствуют в доступной литературе. 
Увеличение частоты выделения S. maltophilia из клинического материала при 
внутрибольничных инфекциях и от амбулаторных пациентов документиро
вано в большом количестве публикаций. Непрерывно расширяется разно
образие клинических форм инфекций, ассоциированных с S. maltophilia 
(бактериемия и сепсис, поражения дыхательных и мочевых путей, раневые 
инфекции, эндокардиты, инфекции центральной нервной системы). В связи 
с множественной лекарственной устойчивостью клинических штаммов
S. maltophilia возможность выбора химиотерапевтических препаратов для 
лечения инфекций, вызванных этим микроорганизмом, крайне ограничена 
[3]. В этой связи, лишайники можно рассматривать как возможный источник 
получения антимикробных соединений с антистенотрофомонадной активно
стью.

Чувствительность стенотрофомонад к экстрактам из Н. physodes и С. arbus
cula характеризовалась штаммовой специфичностью (отличия МПК в 2 — 4 
раза для различных клинических изолятов S. maltophilia). По этой причине 
для получения сопоставимых данных по антибактериальной активности в
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различных исследованиях необходимо включать в панель тестируемых микро
организмов преимущественно эталонные штаммы из международных коллек
ций.

Направлением дальнейших исследований может стать выделение, очист
ка и изучение спектра антибактериальной активности отдельных вторичных 
метаболитов, входящих в состав Н. physodes и С. arbuscula.
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БАЛАНС Thl/Th2/Th9/Thl7/Th22 ЦИТОКИНОВ В ПОСЛЕОПЕРАЦИОН
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Цель. Оценка цитокинового статуса у пациентов со злокачественными опухолями 
печени, перенесшими оперативное вмешательство. Материалы и методы. В исследо
вание включены 33 пациента от 35 до 76 лет. Забор крови осуществляли перед опера
цией и в послеоперационном периоде: через 6, 24 часа и на 7 сутки. Оценивали 
цитокиновый профиль (IL-lb, IL-2,TNF-a, IFN-y, IL-12p70, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, 
IL-13, IL-9, II- 17a, IL-22) с помощью тест-системы Multiplex-13 (Bender MedSystems, 
Австрия). Результаты. Уровень всех исследуемых цитокинов (Th 1 /Th2/Th9/Th 17/ 
Th22) у больных был повышен уже до операции, что свидетельствует о наличии вос
палительного процесса, связанного с активацией эффекторов иммунной системы. 
Заключение. Дисбаланс системы цитокинов хелперных клеток, приводящий к функ
циональным и органическим нарушениям через индукцию «цитокинового шторма», 
может усугублять состояние этих пациентов. Поэтому необходимы дальнейшие ис
следования, направленные на коррекцию системы цитокинов у больных данного 
профиля.
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Aim. Evaluate cytokine status in patients with malignant liver cells after surgery. Materials 
and methods. 33 patients aged 35 to 76 years were included into the study. Blood was obtained 
before the operation and in the post-operation period: after 6 and 24 hours and at day 7. 
Cytokine profile (IL-lb, IL-2, TNF-a, IFN-y, IL-12p70, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13, 
IL-9, II- 17a, IL-22) was evaluated using Multiplex-13 system (Bender MedSystems, Austria). 
Results. In patients levels of all the studied cytokines (Th 1 /Th2/Th9/Th 17/Th22) were already 
increased before the operations, that gives evidence of the presence of an inflammatory proc
ess connected with activation of immune system effectors. Conclusion. Disbalance of cytokine 
system helper cells resulting in functional and organic alterations through induction of the 
“cytokine storm” may aggravate the state of these patients. Further studies on the correction 
of cytokine system in these patients are thus needed.
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В В Е Д Е Н И Е
В последние годы в большинстве стран проблемы хирургической гепато

логии вышли на первый план. Однако резекции печени по-прежнему ассо
циируются с частыми послеоперационными инфекционными осложнениями. 
Иммунные реакции после резекций печени могу иметь решающее значение в 
патогенезе послеоперационных осложнений и потенциальной долгосрочной 
выживаемости. Важнейшую роль в межклеточных взаимодействиях на уровне 
врожденного иммунитета, регуляции иммунной дифференцировки Т-лим- 
фоцитов и определении направления развития иммунных процессов играют 
цитокины.

Цитокины, как правило, не обладают ферментативной активностью и 
проявляют свои биологические эффекты только после связывания с рецепто
рами на клетках-мишенях, индуцируя специфические внутриклеточные сиг
нальные пути. Это приводит к экспрессии либо ингибированию определенных 
групп генов, кодирующих различные функции клеток (метаболическая акти
вация, пролиферация, рост и дифференцировка, ингибирование деления, 
апоптоз). Активация гепатоцитов, например, ведет к увеличению синтеза 
белков острой фазы, в том числе сывороточного амилоида А и маннозосвязы
вающего белка, которые обеспечивают эффективную опсонизацию бактерий, 
тем самым способствуя их удалению [2].

Однако защитная роль провоспалительных цитокинов значительно сни
жается при повреждении уже морфологически измененной печени. Сравнение 
печени здоровых крыс и крыс, повергнутых хроническому воздействию эта
нола, выявило у последних уязвимость к летальным сигналам, которые за
пускаются активацией I типа рецепторов TNF-a. Опосредуемое TN F-a уси
ление продукции гепатоцитами активных кислородных радикалов проводит 
к их повреждению [13].

Увеличение продукции острофазных цитокинов (IL-1, IL-6, TNF-a) не
обходимо лишь на короткий период, чтобы инициировать рост клеток. 
Бесконтрольность процесса приводит к стадии острофазового ответа со сти
муляцией выработки амилоидных пептидов, угнетению синтеза белка гепа
тоцитами, ингибированию глюконеогенеза, нарушению митохондриального 
дыхания и индукции гепатоцеллюлярного апоптоза. Более того, стойкое уве
личение уровня провоспалительных цитокинов может приводить к прогрес
сированию течения цирроза печени и конвертированию звездчатых клеток в 
коллаген-продуцирующие клетки пораженной ткани либо хронизации про
цесса при нарушении регуляции [16].

Цитокины регулируют слаженное функционирование практически всех 
систем в организме — свертывающей, нервной, иммунной, эндокринной, 
соединительной, костной и мышечной тканей, что обеспечивает удаление 
микробных антигенов из циркуляции, ограничение очага воспаления и по
следующую регенерацию. Одним из самых драматичных свойств цитокинов 
является их плейотропия, т.е. способность одновременно влиять на несколь
ко признаков [5].

Нормальный ответ на инфекцию либо другой стрессовый фактор являет
ся самолимитирующимся процессом, который благодаря преходящей экс
прессии регуляторов и эффекторных молекул способствует ликвидации ини
циирующего сигнала. Неспособность разрешить причинное событие или 
восстановить баланс провоспалитительных и противовоспалительных агентов
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приводит к поражению и деструкции тканей, что характеризует хроническое 
воспаление [18].

Исследования по изучению роли цитокинов в повреждении, поддержании 
активности воспалительного процесса и регенерации измененной печени в 
настоящее время немногочисленны.

Целью работы является оценка цитокинового статуса пациентов со злока
чественными опухолями печени, перенесшими оперативное вмешательство, 
в сравнении с контрольной группой.
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Исследование осуществлялось на базе Московского клинического научно- 
практического центра Департамента здравоохранения города Москва и НИИ 
вакцин и сывороток им. И.И.Мечникова. В исследование включены 17 паци
ентов с опухолями печени различных локализаций от 35 до 76 лет. В контроль
ную группу вошли 16 практически здоровых лиц. Все исследования выполне
ны с информативного согласия пациентов.

Забор крови осуществляли натощак в утренние часы в контрольной груп
пе. В основной группе забор крови выполнялся перед операцией и в послео
перационном периоде: через 4 — 6 часов после вмешательства, 24 часа и на 7 
сутки соответственно. Цитокиновый профиль оценивали по содержанию про- 
и противовоспалительных цитокинов: IL-lb, IL-2, TNF-a, IFN-y, IL- 12р70, 
IL-4, IL-5, IL-6, IL -10, IL-9, И-17а, IL-22.

Уровень цитокинов в крови определяли методом проточной цитометрии 
(Cytomix FC-500, Beckman Coulter, США) с помощью тест-системы Multiplex-13 
(Bender MedSystems, Австрия). Анализ результатов проводили с использова
нием программы Statistica 10. Статистическая значимость различий уровня 
цитокинов между группами оценивали непараметрическии методами иссле
дования с помощью критерия Манна-Уитни. Статистически достоверными 
считали различия при Р <0,05.
РЕ З УЛЬТ АТЫ И О Б С У Ж Д Е Н И Е

Уровень всех цитокинов (за исключением IL-12 и IL-4) у больных как до 
операции, так и после нее был статистически значимо повышен по сравнению 
с показателями здоровых лиц.

Уровень IL-lb у больных до операции был повышен в 4,5 раза (р<0,05) 
сравнительно нормативных значений, после операции содержание данного 
цитокина постепенно повышалось и достигало уровня 963±209 пкг/мл 
(р<0,05), что было выше нормы в 7,5 раза, а исходных значений в 1,7 раза 
(р>0,05).

Концентрация IL-2, обеспечивающего пролиферацию и дифференциров
ку ТЫ клеток, у больных была выше нормы в 1,34 раза (соответственно 55б±68 
и 114+35,3 пкг/мл). Лапаротомия вызывала кратковременное снижение этого 
показателя на 6 часов (до 502+101,7 пкг/мл) с последующим повышением 
уровня IL-2 через 1 и 7 сутки (соответственно 584+136 и 745+92 пкг/мл).

У больных в дооперационном периоде отмечалось умеренное (р<0,05) по
вышение IFN-y (до 87+12 пкг/мл) в сравнении со здоровыми лицами (55+4,6 
пкг/мл) и резкое повышение (в 4 раза) уже через 6 часов до 356+162 пкг/мл с 
последующим достижением максимальных значений (460+213 пкг/мл) на 7 
сутки наблюдения.

В отношении IL-12 наблюдалась несколько иная картина. Уровень его у 
больных в предоперацирнном периоде несущественно (р>0,05) отличался от
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нормальных показателей. Но после хирургического вмешательства резко по
вышался на 6 час (в 2,3 раза, 236,7+26,3 пкг/мл), затем медленно снижался 
практически до исходного уровня. Таким образом, у больных изначально от
мечалось повышение концентраций всех ТЫ цитокинов (кроме IL-12). 
Лапаротомические операции индуцировали повышение этих цитокинов в 
динамике, которые достигали максимального уровня к концу наблюдения (7 
сутки).

Аналогичная картина наблюдалась в отношении Th2 цитокинов. Уровень 
IL-4 в предоперационном периоде незначимо отличался от показателей здо
ровых лиц, но после операции происходило постепенное его повышение, 
которое на 7 сутки наблюдения достигало максимального значения (повы
шение в 3,9 раза, 589,7+191 пкг/мл против 151,3+72 пкг/мл до операции).

IL-5 у больных изначально был повышен в 2 раза (р<0,05) по сравнению 
со здоровыми. Спустя 6 часов после оперативного вмешательства уровень 
этого цитокина повышался в 1,95 раза (до 1784,6 пкг/мл), а через 7 суток — в 
2,4 раза (до 2231,6 пкг/мл).

Исходный уровень IL-6 у больных был выше уровня (р<0,05) нормальных 
показателей в 3,4 раза (соответственно 734+176 пкг/мл против 216,4+16,8 пкг/ 
мл). Через 6 часов после операции уровень данного интерлейкина повышался 
в 1,4 раза и был стабильно высоким в течение всего периода наблюдения 
(978+150 пкг/мл — 24 ч, 1031,6 пкг/мл — 7 сут).

В отношении другого противовоспалительного цитокина IL-10 также от
мечался его высокий уровень в дооперационный период (563,5+139,5 пкг/мл 
против 129,9+14,5 пкг/мл в контроле) и значительно высокая концентрация 
в послеоперационный период (649+138,7 пкг/мл — 6 ч, 793,4+177,6 пкг/мл 
— 24 ч, 1215,8+499 пкг/мл — 7 сут).

То есть, у больных синтез Th2 цитокинов (IL-5, IL-6 и IL-10) в крови ста
тистически значимо был повышен по сравнению со здоровыми лицами и в 
динамике наблюдения отмечалось еще более интенсивное его и IL-4 повы
шение в послеоперационном периоде.

CD4 Т-хелперы — важные медиаторы клеточного иммунного ответа. 
Предполагается, что эти популяции существуют как дихотомические линии 
так называемых ТЫ и Th2 хелперных клеток. Тип 1 цитокинов включает IL-2, 
IFN-y, IL-12 и TN F-a, в то время как тип 2 — IL-4, IL-5, IL-6, IL-Ю и IL-13. 
В настоящее время обнаружены и охарактеризованы также и другие субпопу
ляции эффекторныхТ-клетокхелперов: ТЫ 7, Th9 и ТЬ22 [9, 12, 17].

Концентрация IL-9 в дооперационный период повышалась в более чем 3 
раза (576,5+37,6 пкг/мл против 175,5+25,7 пкг/мл в контроле). В последующие 
сроки постоперационного периода отмечалось ее последовательное повыше
ние до 643,6+71,7 пкг/мл на 7 сутки. Аналогичная картина наблюдалась в 
отношении IL-22, когда его содержание в крови у больных возрастало в 4,7 
раза по сравнению со здоровыми (4671+747,9 пкг/мл против 1000+26,8 пкг/ 
мл), также существенно повышалось через 6 часов (5031 пкг/мл) и стабильно 
сохранялось на высоком уровне в последующие сроки наблюдения.

IL-17a в сыворотке крови в предоперационный период у больных был 
также повышен в 3,8 раза по сравнению с контрольной группой (236+83,7 пкг/ 
мл против 62,2+5,5 пкг/мл). После операции его уровень повышался в 2,2 — 
2,8 раза (518 пкг/мл — 6 ч, 626,8 — 24 ч, 658 пкг/мл — 7 сут).

Следует отметить, что уровень всех цитокинов — Th 1 /Th2/Th9/Th 17/Th22 
у больных был повышен уже до операции, что свидетельствует о наличии вос
палительного процесса, связанного с активацией эффекторов иммунной си-

69



Таблица 1. Коэффициенты баланса Thl/Th2, Thl/Th9, Thl/Thl7 и Thl/Th22 у больных, 
перенесших оперативные вмешательства по поводу злокачественных опухолей 
печени

Время забора 
крови

IL-lb/
IL-4

IL-lb/
IL-5

IL-lb/
IL-6

IL-lb/
IL-10

IL-lb/
IL-17a

IL-lb/
IL-22

IL-lb/
L -9

Контроль 0,6 0,3 0,6 0,9 2,0 0,1 0,7
0ч 0,8 Т 0,6 T 0,81 IT 2,4 0,1 11
6ч 0,7 t 0,41 0,71 M l 1,41 0,1 IT
24 ч 0,9 t 0,3 0,9 1,1 T 1,31 0,21 1,1 T
7 сут 0,91 0,4| 0,9 0,81 1,41 0,21 1,5 T

Время забора 
крови

IL-2/
IL-4

IL-2/
IL-5

IL-2/
IL-6

IL-2/
IL-10

IL-2/
IL-17a

IL-2/
IL-22

IL-2/
IL-9

Контроль 1,9 0,9 1,9 3,2 6,6 0,4 6,6
0ч 0,7 1 0,61 0,71 0,91 2,31 0,11 2,31
6 ч 0,4j 0,31 0,51 0,71 0,91 o,u 0,91
24 ч 0,61 0,31 0,61 0,71 0,91 o,u 0,91
7 сут 0,71 0,31 0,71 0,61 U 1 0,11 1,1 1

Время забора 
крови

TNF-a/
IL-4

TN F-a/
IL-5

TNF-a/
IL-6

TNF-a/
IL-10

TNF-a/
IL-17a

TNF-a/
IL-22

TNF-a/
IL-9

Контроль 0,7 0,3 0,7 1,2 2,4 0,1 0,9
0ч 1,6 t 1,3 T 1,61 2,11 51 0,21 2 T
6ч 1,3 t 0,71 1,31 2,1 2,71 0,31 1,9 T
24 ч 1,3 T 0,61 1,31 1,61 2,U 0,31 1,7 T
7 сут 1,6 T 0,7f 1,61 1,41 2,51 0,31 2,61

Время забора 
крови

IFN-y/
IL-4

IFN-y/
IL-5

IFN-y/
IL-6

IFN-y/
IL-10

IFN-y/
IL-17a

IFN-y/
IL-22

IFN-Y/
IL-9

Контроль 0,2 0,1 0,2 0,4 0,9 0,05 0,3
0ч 0,1 0,1 0,1 0,1 0,4 0,01 0,1
6ч 0,3 t 0,121 0,31 0,51 0,71 0,11 0,51
24 ч 0,5 t 0,21 0,51 0,61 0,81 0,11 0,61
7 сут 0,4 t 0,21 0,41 0,41 0,71 0,11 0,71

Время забора 
крови

IL-12p70/
IL-4

IL-12p70/
IL-5

IL-12p70/
IL-6

IL-12p70/
IL-10

IL-12p70
/IL-17a

IL-12p70/
IL-22

IL-12p70/
IL-9

Контроль 0,4 0,2 0,4 0,6 1,3 0,08 0,5
0ч o,u 0,11 o,u 0,21 0,41 0,021 0,21
6ч 0,21 0,11 0,21 0,41 0,41 0,051 0,31
24 ч 0,21 0,11 0,21 0,21 0,31 0,041 0,21
7 сут o,u 0,11 0,11 o,u 0,21 0,031 0,21

Примечание. 1 повышение и |  снижение коэффициента баланса Thl/Th2/Th9/Th/17/Th22 
цитокинов относительно контроля.
стемы. Оперативное вмешательство более интенсивно индуцировало повы
шение данных цитокинов, приводя к так называемому «цитокиновому 
шторму», что усугубляло состояние этих пациентов.

По полученным данным были рассчитаны коэффициенты баланса ТЫ / 
Th2/Th9/Th/17/Th22 цитокинов у онкобольных с опухолями печени и обсле
дуемых контрольной группы (табл. 1). Коэффициенты рассчитывались как 
отношения концентрации ТЫ и Th2, ТЫ и Th9, ТЫ и ТЫ7, ТЫ и Th22, а 
также Th2 и Th9, Th2 и ТЫ7, Th2 и Th22 цитокинов, являющихся агонистами:
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IL-lb/IL-4, IL-lb/IL-5, IL-lb/IL-6, IL-lb/IL-10, IL-lb/IL-17a, IL-lb/IL-22, 
IL-lb/L-9, IL-4/IL-17a, IL-4/IL-22, IL-4/IL-9, IL-5/IL-17a, IL-5/IL-22, IL-5/ 
IL-9, IL-6/IL-17a, IL-6/IL-22, IL-6/IL-9, IL-10/IL-17a, IL-10/IL-22, IL-10/ 
IL-9.

Как видно из табл. 1 и 2, был выявлен дисбаланс соотношения пяти типов 
Т-хелперных клеток. А данные табл. 2 демонстрируют, что значения коэффи
циентов баланса Th2/Th9/Thl7/Th22 типов цитокинов при оперативных 
вмешательствах на печени у пациентов меняются разнонаправленно относи
тельно контрольной группы.

Поддержание эффективного иммунного ответа при нарушении цитоки
нового баланса становится невозможным. Увеличение концентрации провос
палительных цитокинов в крови пациентов служит основой для развития ТЫ / 
Th9/Thl7/Th22 воспалительной реакции при лапаротомических оперативных

вмешательствах. Это может при-Таблица 2. Коэффициенты баланса Th2/Th9, 
Th2/Thl7 и Th2/Th22 у больных, 
перенесших оперативные вмеша
тельства по поводу злокачествен
ных опухолей печени

Время забора 
крови IL -4 /IL -m IL-4/IL-22 IL-4/IL-9

Контроль 1,2 0,07 0,4
Оч 0,61 0,031 0,31
6ч 0,51 0,051 0,31
24 ч 0,51 0,07 0,4
7 сут 0,91 0,11 0,9 T

Время забора 
крови IL-5/IL-17a IL-5/IL-22 IL-5/IL-9

Контроль 7,1 0,4 2,5
Оч 3,9| 0,21 1,61
6ч 3,41 0,31 2,4.1
24 ч 3,5 1 0,51 2,9 t
7 сут 3,41 0,4 3,5 t

Время забора 
крови IL-6/IL-17a IL-6/IL-22 IL-6/IL-9

Контроль 3,5 0,2 1,2
Оч 3,U o,u 1,3 T
6ч 21 0,2 1,4 T
24 ч 1,61 0,2 1,3 T
7 сут 1,61 0,2 1,61

Время забора 
крови IL-10/IL-17a IL-10/IL-22 IL-10/IL-9

Контроль 2,1 0,2 1,2
Оч 2,4 Т o,u 1,3 T
6ч 1,21 0,2 1,4 T
24ч 1,31 0,2 1,3 т
7 сут 1,81 0,2 1,6 T

П р и м е ч а н и е . !  повышение и 1 снижение ко
эффициента баланса Th2/Th9, Th2/Thl7 и Th2/Th22 
цитокинов относительно контроля.

вести к расширению очага вос
паления и повреждению тканей, 
усилению перекисного окисле
ния липидов и белков, накопле
нию свободных радикалов, сти
муляции апоптоза. Преоблада
ние Th2 цитокинов может сви
детельствовать о подключении 
компенсаторных гуморальных 
механизмов иммунного ответа.

Как показывают наши иссле
дования, у больных с онкопато
логией печени после оперативно
го вмешательства наблюдается 
дисбаланс Th 1, Th2, Th9 и Th 17 и 
Th22 цитокиновой системы. До 
начала операции в спектре ТЫ 
цитокинов отмечалась их повы
шенная концентрация, которая 
является ключевой провоспали- 
тельной составляющей иммунно
го ответа. TNF-a, синтезируемый 
преимущественно клетками мие- 
ломоноцитарного ряда и игра
ющий важную роль при метабо
лическом синдроме, оказывает 
влияние на функционирование 
эндотелия., продукцию IL-1, IL-6, 
IL-8, IFN-y и активацию лимфо
цитов. IL-i|3, обеспечивая рези
стентность к патогенам, также 
может усугублять повреждение 
тканей при хронических заболе
ваниях и острой травме [10].

IL-2, оказывая непосред
ственное воздействие на лимфо
циты, приводит к дифференциа
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ции некоторых незрелых Т-клеток в регуляторные Т-клетки, которые 
подавляют аутореактивные клоны. Также под воздействием IL-2 Т-клетки 
дифференцируются в эффекторные и клетки памяти, тем самым обеспечивая 
быстрое реагирование иммунной системы на повторное вторжение патогенов
[1]. При этом IFN-y, являясь активатором макрофагов, может вызывать как 
защитные, так и патологические эффекты. Этот интерферон индуцирует диф
ференцировку миелоидных клеток костного мозга, в результате которой они 
приобретают высокоаффинные Fcg-рецепторы для связывания мономерной 
формы IgG. IFN-y активирует и антителозависимую клеточную цитотоксич
ность (АЗКЦ), осуществляемую зрелыми гранулоцитами [4].

Важными медиаторами иммунного ответа являются цитокины ТЬ2-типа, 
включающие IL-4, IL-5 и IL-13, которые ассоциируются с индукцией IgE и 
эозинофильных ответов при атопии [14], а также IL-10, который характери
зуется большей способностью индуцировать противовоспалительный ответ. 
IL-10, продуцируемый моноцитами/макрофагами, активированными 
В-клетками и ТЫ и Th2 клетками, подавляет синтез ТЫ цитокинов, включая 
IFN-y, IL-2 и TN F-a с ТЫ клетками и IL-1, IL-6, IL-8, IL-12 и GM-CSF 
моноцитами/макрофагами. В избытке Th2 ответ противодействует ТЫ опо
средованному бактерицидному действию [11]. Поэтому для поддержания 
адекватного иммунного ответа важен баланс ответа Т- хелперов Thl/Th2/Th9/ 
Thl7/Th22. Как видно из наших исследований, уровень Th2 цитокинов оста
вался достаточно высоким по сравнению с группой здоровых лиц.

В наших исследования в целом по группе больных оперативное вмеша
тельство приводило к повышению уровня Th9/Thl7/Th22 цитокинов. 
Известно, что IL-17a продуцируется уникальной субпопуляцией Т-хелперных 
клеток независимо от Thl/Th2 клеточного развития. Th 17 клетки играют роль 
в защите организма от внеклеточных патогенов посредством «рекрутирования» 
нейтрофилов и макрофагов в инфицированные ткани. Кроме того, становит
ся очевидным, что аберрантная регуляция ТЫ7 клеток может играть значи
тельную роль в патогенезе многочисленных воспалительных и аутоиммунных 
нарушений [3].

ТЫ7-клетки продуцируют IL-17, IL-17F и IL-22, тем самым, вызывая 
массовую реакцию тканей вследствие широкого распространения IL-17 и IL- 
22 рецепторов. Через секрецию IL-21 ТЫ 7 клетки могут взаимодействовать с 
клетками иммунной системы. Недавно были идентифицированы дифферен- 
цировочные факторы (TGF-P плюс IL-6 или IL-21), факторы роста и стаби
лизации (IL-23), а также транскрипционные факторы (STAT3, RORyt и RORa), 
участвующие в развитии ТЫ 7 клеток. Участие TGF-P в дифференциации ТЫ7 
клеток проводит тесную параллель между Th 17 и CD4+/CD25+/Foxp3+ регу
ляторными Т-клетками (T-reg) [15].

Недавно открытая субпопуляция Т-хелперных клеток — Th9. TGF-p, ко
торый является критически важным в дифференцировке ТЫ 7 клеток, инду
цирует реорганизацию Th2 клеток в Th9, которые характеризуются секрецией 
IL-9. Th9 клетки могут также быть дериватами наивных CD4+ Т-клеток, про
дуцирующих TGF-p и IL-4. IL-9 является членом общего цитокинового ре
цептора у цепь-зависимого семейства цитокинов, которые также включают 
IL-2, IL-4, IL-7, IL-15 и IL-21. Благодаря плейотропным эффектам в отноше
нии Th2 лимфоцитов, В лимфоцитов, тучных клеток, эозинофилов, а также 
эпителиальных клеток кишечника и респираторного тракта Th9 вовлекаются 
в патогенез астмы и других аллергических заболеваний [6].

IL-22 — член IL-10 цитокинового семейства, который преимущественно
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секретируются ТЫ 7 клетками. IL-23 и IL-6 могут непосредственно стимули
ровать наивные Т-клетки к продукции IL-22. Недавно было показано, что 
IL-22 способен защитить от бактериальной инфекции в легких и кишечнике. 
Недавно была открыта собственная Т-клеточная популяция, именуемая Th22. 
Эти клетки инфильтрируют эпидермис у индивидов с воспалительными на
рушениями кожи и характеризуются секрецией IL-22 и TNF-a, но не IFN-y, 
IL-4 или IL-17 [8].

На тканевом уровне Th цитокины ответственны за развитие воспаления, 
а затем и за регенерацию тканей. При развитии системной воспалительной 
реакции цитокины влияют практически на все органы и системы организма, 
участвующие в регуляции гомеостаза. Попадание цитокинов в кровяное рус
ло, безусловно, означает, что местная защита не справилась с патогеном и 
требуется включение системной воспалительной реакции для предотвращен ия 
распространения патогена и противодействия развитию сепсиса [7].

Однако в наших исследованиях уровень всех про- и противовоспалитель
ных цитокинов у больных был повышен уже до операции в результате физи
ческого стресса, обусловленного наличием опухолевого процесса, инфекции 
или сопутствующей патологии, что свидетельствует о наличии воспалитель
ного процесса, связанного с активацией эффекторов иммунной системы. При 
этом определялся дисбаланс системы цитокинов хелперных клеток, который 
может приводить к функциональным и органическим нарушениям через ин
дукцию «цитокинового шторма» и усугублять состояние этих пациентов. 
Поэтому необходимы дальнейшие исследования, направленные на коррекцию 
системы цитокинов у больных данного профиля.
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РАСПРОСТРАНЕНИЕ ГЕНЕТИЧЕСКИХ МАРКЕРОВ РЕЗИСТЕНТНОСТИ К 
АНТИБИОТИКАМ У БИОПЛЕНКО-ФОРМИРУЮЩИХ ШТАММОВ ОБЛИ
ГАТНЫХ И ФАКУЛЬТАТИВНЫХ АНАЭРОБОВ

Московский государственный медико-стоматологический университет

Цель. Сравнительный анализ частоты выявления генетических маркеров устой
чивости к антибиотикам, формирующейся у анаэробных бактерий в условиях сме
шанных биопленок в клинических условиях, и сравнение данных фенотипических 
и генотипических методов исследования. Материалы и методы. Исследовали 66 
штаммов бактерий, образующих биопленку, у которых определяли гены резистент
ности к антибиотикам с помощью ПЦР: Streptococcus sanguinis, Streptococcus sali- 
varius, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Enterococcus faecalis, Klebsiella 
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, и анаэробных патогенов — Porphyromonas gin- 
givalis, Tannerella forsythia, Parvinonas micra, Prevotella intermedia. Проводили модели
рование микробных биопленок in vitro и сканирующую электронную микроскопию. 
Результаты. Установлено, что исследуемые штаммы резидентной и патогенной микро
биоты имеют гены, кодирующие устойчивость к р-лактамным антибиотикам, карба- 
пенемам, макролидам, тетрациклинам. В результате ПЦР у штаммов выявлены гене
тические маркеры устойчивости к р-лактамным антибиотикам (STX-M и МЕСА 
— цефалоспорины), включая карбапенемы (VIM и NDM, но не Окса-48), гликопеп
тиды (VanA и VanB ), макролидам (ERM), тетрациклину (Tet) и плазмиды QNRB — 
фторхинолонов. Заключение. Наиболее часто используемые в стоматологической 
практике препараты — метронидазол и линкомицин (за последние 20 — 30 лет) по
казали наибольшее число резистентных штаммов — 52,3 и 22,7% соответственно. 
Частота выявления генетических маркеров резистентности к другим изученным пре
паратам не превышала 2,5—11,4%. Минимальное количество резистентных штаммов 
анаэробных бактерий выявлено к карбапенемам и фторхинолонам.
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PREVALENCE OF GENETIC MARKERS OF RESISTANCE TO ANTIBIOTICS IN 
BIOFILM-FORMING STRAINS OF OBLIGATE AND ELECTIVE ANAEROBES

Moscow State Medical-Stomatological University, Russia

Aim. Comparative study of frequency of detection of genetic markers of resistance to 
antibiotics forming in anaerobic bacteria under the conditions of mixed biofilms in a clinical 
setting and comparison of data of phenotypic and genotypic methods of study. Materials and 
methods. 66 strains of bacteria forming biofilm with PCR detection of antibiotics were studied: 
Streptococcus sanguinis, Streptococcus salivarius, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epi
dermidis, Enterococcus faecalis, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa and anaero
bic pathogens — Porphyromonas gingivalis, Tannerellaforsythia, Parvinonas micro, Prevotella 
intermedia. Modelling of microbial biofilms in vitro and scanning electron microscopy were 
carried out. Results. The studied strains of resident and pathogenic microbiota were established 
to have genes that code resistance to р-lactam antibiotics, carbapenems, macrolides, tetra
cyclines. Genetic markers of resistance to p-lactam antibiotics (STX-M и МЕСА — cepha- 
losporines), including carbapenems (VIM and NDM, but not Oxa-48), glycopeptides (VanA 
and VanB), macrolides (ERM), tetracycline (Tet) and QNRB plasmids (fluoroquinolones) 
were detected in strains by PCR. Conclusion. The most frequently used preparations in dental 
practice — metronidazole and lincomycin (for the last 20 — 30 years) have shown the highest 
number of resistant strains — 52.3 and 22.7%, respectively. The frequency of detection of 
genetic markers of resistance to other studied preparations did not exceed 2.5 — 11.4%. 
Minimal quantity of resistant strains of anaerobic bacteria was detected for carbapenems and 
fluoroquinolones.
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Key words: genetic markers, resistance to antibiotics, anaerobic bacteria, biofilms, PCR, 
scanning electron microscopy

В В Е Д Е Н И Е
За последние годы получены принципиально новые данные о механизмах 

устойчивости к антибиотикам представителей анаэробной микробиоты орга
низма при оппортунистических инфекциях [4, 5]. Если 10 — 15 лет назад 
считалось, что анаэробная флора обладает высокой чувствительностью к про
изводным имидазола и линкосамидам, то сегодня резистентные штаммы из 
группы бактероидов, фузобактерий, пептострептококков, клостридий к пре
паратам этих классов выявляются достаточно часто [2,5]. Кроме того, в круп
ных городах неуклонно растет частота выделения полирезистентных штаммов, 
особенно среди представителей семейства энтеробактерий, некоторые из 
которых колонизируют полость рта (например, Klebsiella spp.) [3, 7, 8].

Масштабное и долгосрочное использование ряда классов антимикробных 
препаратов привело к появлению и распространению микроорганизмов, реа
лизующих лекарственную устойчивость за счет продукции различных вари
антов Р-лактамаз ферментов, разрушающих р-лактамные антибиотики, 
модификации пенициллин-связывающих белков (ПСБ), являющихся мише
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нями действия для (3-лактамных антибиотиков, а также других достаточно 
хорошо изученных механизмов для ряда классов современных антибакте
риальных химиопрепаратов (эффлюкс, гидролиз, шунтирующие фермента
тивные пути и т.п.) [6 — 8].

С другой стороны, по данным ряда отечественных и зарубежных исследо
вателей значительный вклад в формирование резистентности к антибактери
альным препаратам вносят адаптационные механизмы микробных популяций, 
связанные с их персистенцией и формированием микробных биопленок, 
однако решение данного вопроса находится пока в начальной фазе исследо
ваний [1, 2, 9].

Вместе с тем, разработка в нашей стране диагностических наборов для 
определения генов резистентности с помощью ПЦР (ООО НПФ «Литех», 
ООО НПФ «ГенЛаб» и др.), которые все шире внедряются в клиническую 
практику, позволяет в настоящее время быстро и качественно выявлять гене
тически обусловленную устойчивость микроорганизмов к антибиотикам и 
способствует выбору адекватной лекарственной терапии.

Совокупность изложенных выше вопросов определила актуальность и 
явилась основанием для проведения настоящего исследования: провести 
сравнительный анализ частоты выявления генетических маркеров резис
тентности к антибиотикам, формирующейся у анаэробных бактерий в усло
виях смешанных биопленок в клинических условиях, и сравнить данные 
фенотипических и генотипических методов исследования.
МАТЕР ИАЛЫ И МЕ Т ОДЫ

У больных хроническим генерализованным пародонтитом выделены 
штаммы факультативно- и облигатно-анаэробных бактерий (свыше 600). Из 
них было выбрано 66 штаммов, формирующих биопленку in vitro, которые 
были подвергнуты молекулярно-биологическому исследованию. В их числе 
оказалось 30 штаммов резидентной микрофлоры и 36 анаэробных бактерий 
пародонтопатогенных видов 1 и 2 порядка.

Моделирование биопленки in vitro проводили на твердой подложке из 
акриловой пластмассы в прогрессивно истощающейся среде в нашей моди
фикации, разработанной совместно с Диденко Л.В. [1] для контроля с помо
щью сканирующей электронной микроскопии. Образцы полимеров (пласти
ны размером 1x1 см) помещали в питательный бульон LB, в который 
предварительно засевали культуру бактерий в концентрации 106/ш 1. 
Инкубацию образцов проводили при температуре 37°С в течение 1, 2, 7 и 14 
суток. Сканирующая электронная микроскопия образцов биопленки на по
лиакрилатах проводилась с использованием сканирующего электронного 
двулучевого микроскопа Quanta 200 3D (FEI Company, США) в режиме высо
кого вакуума в установке SPI-Module Sputter/Carbon Coater System (SPI Inc., 
США).

Для генетического подтверждения пародонтопатогенов 1 порядка с по
мощью мультиплексной ПЦР использовали набор МультиДент-5 (ООО НПФ 
«ГенЛаб», Россия). Маркерные гены пародонтопатогенов 2 порядка опреде
ляли с помощью обратной гибридизации ДНК и набора Micro-IDent®plus 
(«Hain Lifescience», Германия).

Определение генетических маркеров резистентности к антибиотикам про
водили с помощью мультиплексной ПЦР. В образцах штаммов, выделенных из 
пародонтальных карманов, выявляли гены Мес, VanA, VknB, Clx-m, Erm, Tet и 
плазмиды Qnr А и В с помощью ПЦР, используя мультипраймерные наборы
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реагентов ООО НПФ «Литех», ООО НПФ «НПФ «Генлаб» соответственно для 
хромосомных и плазмидных участков (Москва). Выявление устойчивости 
микробов к антибиотикам проводили с помощью наборов реактивов в компле
ментации OneStep (ООО НПФ «Литех») для обнаружения генетически обуслов
ленной устойчивости микроорганизмов к антибиотикам методом ПЦР.

Результаты исследования обработаны статистически по методу Манна- 
Уитни.

РЕЗ УЛЬТАТЫ И О Б С У Ж Д Е Н И Е
Проведенные нами исследования позволили сформировать группу штам

мов — клинических изолятов, у которых проведено исследование фенотипи
ческих и генотипических признаков устойчивости к антибактериальным 
препаратам. Способность к формированию биопленки данными штаммами 
была проверена с помощью сканирующей электронной микроскопии [1,2].

В эту группу были включены штаммы биопленкопродуцирующих пред
ставителей микрофлоры пародонтального кармана — Streptococcus sanguinis, 
Streptococcus salivarius, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, 
Enterococcus faecalis, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, а также 
анаэробных внутриклеточных патогенов — пародонтопатогенных видов 1 по
рядка: Porphyromonas gingivalis, TannereUa forsythia и 2 порядка — Parvimonas 
micra, Prevotella intermedia.

В результате молекулярной детекции с помощью ПЦР у перечисленных 
штаммов были выявлены генетические маркеры резистентности к Р-лактамным 
антибиотикам (СТХ-М и МесА к цефалоспоринам), включая карбапенемы 
(VIM и NDM, но не ОХА-48), а также к гликопептидам (VanA и VanB), макро
лидам (Erm), тетрациклинам (Tet) и плазмиды QnrB (но не QnrA, QnrS) — к 
фторхинолонам.

Наиболее часто у представителей резидентной микрофлоры полости рта 
выявляли ген СТХ-М2, ответственный за резистентность к цефалоспоринам-1 
(1 типа).

Он выявлен у S. sanguis (2 штамма), S. salivarius (1 штамм), Staphylococcus 
spp. (2 штамма), Е. faecalis (1 штамм), К. pneumoniae (1 штамм), V. parvula (1 
штамм), то есть у 8 из 30 исследованных штаммов (26,6%). Среди пародонто
патогенных видов ген СТХ-М-2 выявлен у Т. forsythia (1 штамм), Р. gingivalis 
(1 штамм), Р. intermedia (1 штамм), Р. micra (1 штамм), S. intermedius (2 штам
ма), то есть в 6 из 36 исследованных штаммов (16,7%). Различия в 1,6 раза 
были статистически достоверны (р=0,026).

Другой ген, контролирующий резистентность к цефалоспоринам — Мес- 
1 выявляли реже — у S. sanguis (2 штамма) и S. aureus (1 штамм), то есть у 3 из 
30 штаммов (10%), а у пародонтопатогенных видов — Т. forsythia (1 штамм), Р. 
gingivalis (1 штамм), то есть у 2 из 36 (5,5%). Различия почти в 2 раза также 
были статистически достоверны (р=0,031).

Как известно, более высокий уровень устойчивости возбудителей связан 
с генами резистентности к карбапенемам, которые можно разделить на не
сколько групп. Так, ген VIM был выявлен у 1 штамма Р. aeruginosa (частота для 
резидентной флоры — 3,3%) и 1 штамма Р. micra (частота для пародонтопато- 
генной флоры — 2,8%).

Другой ген, кодирующий резистентность к карбапенемам 2 типа — NDM 
выявлен у 1 штамма К. pneumoniae (частота для резидентной флоры — 3,3%) 
и ни в одном случае — у пародонтопатогенных бактерий.

И наконец, третий ген этой группы — ОХА-48 не выявлен ни в одном слу
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чае. Таким образом, обсуждая устойчивость к карбапенемам, можно сделать 
заключение о единичных находках генетических маркеров резистентности 
среди представителей резидентной и патогенной микробиоты полости рта.

Резистентность к гликопептидным антибиотикам (ванкомицину, тейко- 
планину) кодируется генами VanA и VanB. Среди резидентной флоры выявлен 
1 штамм Е. faecalis с геном VanB, кодирующим устойчивость энтерококков к 
ванкомицину (частота 3,3%). Среди пародонтопатогенных видов данный ген 
не обнаружен, но выявлен 1 штамм с геном \fonA, кодирующим расширенный 
спектр как против ванкомицина, так и против гликопептидного препарата 
нового поколения — тейкопланина (частота 3,3%). Таким образом, обсуждая 
устойчивость к гликопептидам можно также сделать заключение о единичных 
находках генов резистентности.

Генетические маркеры группы Erm, кодирующие резистентность к макро
лидам, были выявлены у 5 штаммов резидентной флоры из 30: у S. sanguis (1 
штамм), S. salivarius (1 штамм), S. aureus (1 штамм), Е. faecalis (1 штамм), К. 
pneumoniae (1 штамм), то есть с частотой 16,6%. У пародонтопатогенов не
сколько реже — Р. gingivalis (1 штамм), Р. micra (1 штамм), S. intermedius (2 
штамма), то есть с частотой 11,1%. Различия в 1,5 раза были статистически 
достоверны (р=0,05).

Генетические маркеры группы Tet, кодирующие резистентность к тетра- 
циклинам, были выявлены у 7 штаммов резидентной флоры из 30: у S. sanguis 
(1 штамм), S. epidermidis (1 штамм), S. aureus (1 штамм), К. pneumoniae (1 
штамм), Р. aeruginosa (1 штамм), V. parvula (2 штамма), то есть с частотой 23,3%. 
У пародонтопатогенов несколько реже — у 4 штаммов: Т. forsythia (1 штамм), 
Р. gingivalis (1 штамм), Р. micra (1 штамм), S. intermedius (1 штамм), то есть с 
частотой 11,1%. Различия в 2 раза были статистически достоверны 
(р=0,025).

Плазмидная резистентность к фторхинолонам QnrB (но не QnrA, QnrS) 
выявлена у 4 штаммов резидентных бактерий: у S. sanguis (2 штамма), К. 
pneumoniae (1 штамм), V. parvula (1 штамм), то есть с частотой 13,3%, в то 
время как среди пародонтопатогенных видов — только в 2 случаях: Р. gingiva
lis (1 штамм), S. intermedius (1 штамм), то есть с частотой 5,5%. Различия более, 
чем в 2 раза, были статистически достоверны (р=0,025).

Следует отметить, что среди выделенных нами культур были штаммы с 
множественной резистентностью к антибиотикам: К. pneumoniae — к 5, S. 
aureus, S. sanguinis, P.gingivalis — к 4, Enterococcus faecalis, S. intermedius — к 3 
препаратам. Причем частота выявления штаммов с множественной устойчи
востью среди резидентных видов составила 13,3% (4 штамма), а пародонтопа
тогенных — 5,5% (2 штамма). Различия почти в 2,5 раза были статистически 
достоверны (р=0,025).

Основное содержание дальнейшего исследования в этом направлении со
стояло в сравнении результатов фенотипического определения резистентности 
к антибактериальным препаратам, полученных диско-диффузионным мето
дом, и детекции соответствующих генов резистентности с помощью ПЦР. Это 
позволило проследить связь между частотой встречаемости отдельных гене
тических маркеров резистентности и результатами стандартного метода 
определения чувствительности у микроорганизмов, формирующих биоплен
ки десен (пародонтальных карманов) при воспалительных заболеваниях па- 
родонта.

Для этого использовали следующие диски: метронидазол, линкомицин, 
метициллин (ампициллин), амоксициллин+клавуланат натрия, спирамицин,
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ванкомицин, тетрациклин (доксициклин), имепенем, ципро- и моксифлок- 
сацин.

Очевидно, что наиболее часто применяемые (за последние 20 — 30 лет) в 
стоматологической практике препараты — метронидазол и линкомицин про
демонстрировали самое высокое число устойчивых штаммов — 52,3 и 22,7% 
соответственно, причем чувствительных к метронидазолу штаммов было в 3,9 
раза меньше, чем устойчивых, а для линкомицина это соотношение прибли
жалось к 1:1.

Количество метициллин-резистентных штаммов составило 11,4%, что 
коррелировало с выявлением генов резистентности СТХ-М2 у 16,7% штаммов 
(г=0,789; р=0,032). При использовании бета-лактамазо защищенных препа
ратов (амоксиклав) показатель резистентных штаммов снижался до 2,3%, что 
коррелировало с выявлением гена резистентности у 5,5% штаммов (г=0,648;
р=0,022).

Резистентность к карбапенемам (имепенем) выявлена только у 2,3% штам
мов, а ген VIM у 2,8%, то есть показана высокая прямая корреляционная за
висимость (г=0,799; р=0,01).

Резистентность к макролидам (спирамицин) выявлена у 13,6% штаммов, 
а ген Erm выявлен у 11,1% штаммов, то есть также показана высокая прямая 
корреляционная зависимость (г = 0,764; р = 0,01).

Резистентность к тетрациклинам (доксициклин) выявлена только у 4,6% 
штаммов, а ген Tet — у 11,1% штаммов, то есть статистически достоверная 
корреляционная зависимость не выявлена (г=0,234; р=0,052).

Резистентность к гликопептидам (ванкомицин) выявлена у 13,6% штаммов, 
а гены VanA и VanB выявлены у 3,3% штаммов, то есть корреляционная за
висимость также не выявлена (г=0,242; р=0,056).

Резистентность к фторхинолонам разных поколений — ципрофлоксацину 
(2 поколение) и моксифлоксацину (4 поколение) выявлена у 13,6 и 4,6% штам
мов соответственно, а плазмиды QnrB — у 5,5% штаммов, при этом установ
лена прямая высокая корреляционная зависимость для моксифлоксацина 
(г=0,785; р=0,01).

Таким образом, для большинства изученных антибактериальных препара
тов ф-лактамы, карбапенемы, макролиды, фторхинолоны) установлена до
стоверная взаимосвязь между наличием генов, кодирующих резистентность, 
и результатами фенотипического метода определения чувствительности. 
Случаи ее отсутствия (тетрациклины, гликопептиды) могут быть объяснены 
наличием дополнительных генетических маркеров резистентности, которые 
не учитывались в нашем исследовании, так как помимо генов Tet, VanA и VanB, 
отвечающих за устойчивость к данным антибиотикам, возможно ее кодиро
вание другими хромосомными генами и плазмидами.

Полученные данные позволяют сделать заключение о предпочтительном 
использовании ряда препаратов в комплексном лечении заболеваний паро- 
донта как варианта анаэробной неклостридиальной инфекции. На наш взгляд, 
к ним могут быть отнесены те антибиотики внутриклеточного действия, к 
которым определена минимальная частота выявления генетических механиз
мов резистентности: современные макролиды (кларитромицин, джозамицин), 
тетрациклины (доксициклин, миноциклин) и фторхинолоны 3 — 4 поколений 
(левофлоксацин, моксифлоксацин, гемифлоксацин). Применение препаратов 
этих групп показано не только для терапии в острой фазе заболевания, но и в 
фазе ремиссии в качестве профилактических курсов.

Что касается других групп антибактериальных препаратов с низкой часто
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той выявления генов резистентности ф-лактамазо защищенные препараты, 
карбапенемы, ванкомицин), то их целесообразно применять исключительно 
в период обострения пародонтита, так как они не обладают способностью 
создавать высокие концентрации в клетках десневого эпителия, фагоцити
рующих клетках и тканях пародонта. Применение таких препаратов желатель
но проводить в виде ступенчатой терапии, причем второй ступенью назначать 
пациенту антибактериальный препарат внутриклеточного действия.

Предложенное обоснование, на наш взгляд, позволит оптимизировать 
существующие схемы применения антибактериальных препаратов в комплекс
ном лечении воспалительных заболеваний пародонта, которое в настоящее 
время, к сожалению, проводится эмпирически и потому дает кратковремен
ный эффект.

Разумеется это не означает ограничения применения р-лактамазо защи
щенных антибиотиков, карбапенемов, ванкомицинадля периоперационной 
профилактики при амбулаторных хирургических операциях, а также при 
абсцессах и флегмонах челюстно-лицевой области в послеоперационном 
периоде.
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Д.В.Ефременко, И.В.Кузнецова, В.В.Остапович

ОПРЕДЕЛЕНИЕ ОПТИМАЛЬНЫХ РЕЖИМОВ ЭКСПЛУАТАЦИИ ПРИБОР
НОЙ БАЗЫ ДЛЯ КОНТРОЛЯ АТМОСФЕРНОГО ВОЗДУХА НА НАЛИЧИЕ 
ПАТОГЕННЫХ БИОЛОГИЧЕСКИХ АГЕНТОВ В МОДЕЛЬНЫХ ОПЫТАХ

Ставропольский научно-исследовательский противочумный институт

Цель. Экспериментально определить оптимальные режимы эксплуатации не
специфического детектора IBAC, интегрированного с пробоотборником С100, и 
пробоотборника BioCapture в модельных опытах при работе в различных условиях 
окружающей среды и при распылении биологического аэрозоля. Материалы и мето
ды. Для контроля атмосферного воздуха на наличие патогенных биологических аген
тов (ПБА) применяли неспецифический детектор IBAC с пробоотборником С100 и 
пробоотборник BioCapture. Для приготовления биоаэрозолей использовали штамм 
Salmonella typhimurium 9640 и бычий сывороточный альбумин. Результаты. Экспери
ментально установлено, что оптимально программирование IBAC на включение 
биосигнализации при поддержании концентрации биоаэрозоля в атмосферном воз
духе выше порогового уровня в течение 10 сек. При данном режиме работы его чув
ствительность составляет 1 хЮ3 м.к./мл аэрозоля. Продемонстрирована возможность 
эксплуатации изучаемой приборной базы в различных условиях окружающей среды 
внутри и вне помещений. Заключение. В результате проведенных опытов доказана 
эффективность применения неспецифического детектора IBAC с пробоотборником 
С100 и пробоотборника BioCapture для мониторинга атмосферного воздуха на на
личие ПБА. IBAC сСЮО может использоваться в качестве оборудования поста кон
троля атмосферного воздуха в период проведения массовых мероприятий, a BioCapture 
подходит для оснащения групп эпидемиологической разведки.

Журн. микробиол., 2017, № 2, С. 81—86

Ключевые слова: детектор биологических аэрозолей, пробоотборник воздуха, патоген
ные биологические агенты, массовые мероприятия, пост контроля атмосферного 
воздуха

D.V.Efremenko, I.V.Kuznetsova, VVOstapovich

DEFINITION OF THE OPTIMUM MODES OF OPERATION OF AIR-MO
NITORING INSTRUMENTATION FOR DETECTION OF PATHOGENIC BIOLOGI
CAL AGENTS IN MODEL EXPERIMENTS

Stavropol Research Institute for Plague Control, Russia

Aim. To experimentally define the optimum modes of operation of the nonspecific detector 
IBAC integrated with C100 sampler and BioCapture sampler in model experiments during 
the work in various environmental conditions and at dispersion of the biological aerosol. 
Materials and methods. The nonspecific detector IBAC with the C100 sampler and the 
BioCapture sampler were used for air-monitoring test on existence of pathogenic biological 
agents (PBA). For preparation of the bioaerosols the strain of Salmonella typhimurium 9640 
and a bull seralbumin were used. Results. It is experimentally established that programming 
of IBAC on turning on the bioalarm system when maintaining concentration of bioaerosol in 
air above threshold level during 10 sec. is optimum. Its sensitivity makes 1 xlO3 m.c./ml of 
aerosol at this mode. The possibility of operation of air-monitoring instrumentation in various 
environmental conditions inside and outside is shown. Conclusion. As a result of the experi
ment the effectiveness of usage of the nonspecific detector IBAC with the C100 sampler and
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BioCapture sampler for air-monitoring on existence of PBA is proved. IBAC with C100 can 
be used as an inventory of the station of air-monitoring during the public events, and BioCapture 
is suitable for equipment of the groups of epidemiological investigation.

Zh. Mikrobiol. (Moscow), 2017, No. 2, P. 81—86

Keywords: detectors of biological aerosols, air sampler, pathogenic biological agents, public 
events, station of air-monitoring

В В Е Д Е Н И Е
Посты контроля атмосферного воздуха на наличие патогенных биологи

ческих агентов (ПБА) — одно из звеньев системы профилактики и реагиро
вания на чрезвычайные ситуации санитарно-эпидемиологического характера. 
Особую актуальность использование постов контроля приобретает во время 
проведения массовых мероприятий, когда возрастает угроза террористических 
атак с применением биологического аэрозоля [1,3 — 5].

Принципиальный и важный вопрос — выбор приборной базы для осна
щения постов контроля. Исходя из решаемых задач в период массовых меро
приятий с целью обеспечения мобильности нами ранее было предложено 
использовать небольшие по габаритным размерам и весу неспецифический 
детектор биологических аэрозолей IBAC, интегрированный с пробоотборни
ком атмосферного воздуха С 100, и пробоотборник атмосферного воздуха 
BioCapture [1,2]. Для внедрения и применения в системе эпидемиологическо
го надзора данного оборудования необходимо изучение его характеристик при 
различных условиях работы и распылении ПБА, определение оптимальных 
режимов эксплуатации.

Цель — экспериментально определить оптимальные режимы эксплуатации 
неспецифического детектора IBAC, интегрированного с пробоотборником 
С100, и пробоотборника BioCapture в модельных опытах при работе в различ
ных условиях окружающей среды и при распылении биологического аэро
золя.
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Для приготовления биологических аэрозолей использовали бычий сыво
роточный альбумин (БСА) и штамм Salmonella typhimurium 9640. Чашки Петри 
с агаром Хотгингера (pH 7,2) с культурой S. typhimurium инкубировали при 
температуре (37+1)°С в течение 1 сут. Приготовление микробных взвесей про
водили по отраслевому стандартному образцу мутности 10 единиц ГИСК им. 
Л.А.Тарасевича (ОСО 42-28-59-86П).

Для распыления аэрозоля использовали аэрозольный генератор САГ-2М 
(ООО «Центр ветеринарного обеспечения»), компрессор Fubag GMB Mod. OL 
231-24 CM 2. Для контроля атмосферного воздуха на наличие ПБА применя
ли неспецифический детектор IBAC с пробоотборником С 100 в комплекте 
(FLIR Systems, США) — 2 шт., пробоотборник BioCapture в комплекте (FLIR 
Systems, США).

Распыление аэрозоля с ПБА проводили в камере бокса микробиологиче
ской безопасности III класса объемом 0,5 м3, где размещалось необходимое 
оборудование и материалы: 2 неспецифических детектора IBAC с пробоотбор
ником С 100; один из них был запрограммирован на включение биосигнали
зации при поддержании концентрации биологического аэрозоля в атмосфер
ном воздухе выше порогового уровня в течение 10 сек. (время отклика), другой
82



— в течение 60 сек.; пробоотборник BioCapture; чашки Петри с агаром 
Хоттингера (ph 7,2) — 5 шт. (перед распылением аэрозоля крышки с чашек 
Петри были сняты); емкость с закрытой крышкой, в которую помещались 
флаконы с раствором для концентрирования пробы аэрозоля и промаркиро
ванные флаконы для пробы к пробоотборнику С100; в шлюзе находился под
дон для переноса проб.

После распыления крышки чашек Петри закрывали. Проводилась пер
вичная обработка всех поверхностей дезраствором и включалась вытяжная 
вентиляция на 10 мин. Из пробоотборников С100 и BioCapture извлекали про
бы в соответствии с инструкциями к приборам. Все флаконы и чашки Петри 
обрабатывались двукратным протиранием с интервалом 15 мин. 0,1% раство
ром Хлормисепт-Р, затем помещались на поддон, размещенный в шлюзе и 
переносились в бокс биологической безопасности II класса, где осуществля
лась дальнейшая работа.

Статистическую обработку полученных результатов выполняли с помощью 
специализированного программного обеспечения, поставляемого в комплек
те с IBAC.
РЕЗ УЛЬТАТЫ И О Б С У Ж Д Е Н И Е

Для изучения влияния факторов окружающей среды на работу неспецифи
ческого детектора IBAC прибор тестировался внутри помещения при темпе
ратуре (24±4)°С, а также вне помещений при температуре (2±1)°С и относи
тельной влажности (95±2)%; при температуре (5±2)°С и относительной 
влажности (80±2)%; при температуре (9±2)°С и относительной влажности 
(65±2)%. IBAC программировали на включение биосигнализации при под
держании концентрации аэрозоля в атмосферном воздухе выше пороговой 
последовательно в течение 10, 20, 30,40, 50 и 60 сек.

В ходе эксперимента не было определено превышения порогового уровня 
величин ни по одному из показателей измерения: присутствие частиц диа
метром до 1,5 мкм, присутствие частиц диаметром более 1,5 мкм, присутствие 
биологических частиц.

Таким образом, при эксплуатации IBAC внутри и вне помещений при раз
личных показателях температуры окружающей среды и влажности атмосфер
ного воздуха отсутствовали ложноположительные результаты, что может 
свидетельствовать о возможности его использования на объектах при разных 
метеоусловиях.

Для определения оптимальных режимов эксплуатации IBAC, интегриро
ванного с пробоотборником С 100, и пробоотборника BioCapture из культуры 
микробных клеток штамма S. typhimurium 9640 готовили микробную взвесь в 
дистиллированной воде в концентрации 1 хЮ9 м.к./мл. Конечный объем для 
данного разведения — 50 мл.

Распыление аэрозоля (50 мл) проводили в течение 1 мин. Неспецифиче
ский детектор IBAC, запрограммированный на время отклика 10 сек., срабо
тал через 30 сек. после начала распыления. Автоматический отбор пробы 
воздуха продолжался в течение 2 мин. IBAC, запрограммированный на время 
отклика 60 сек., не сработал. Во время работы биосигнализации аэрозоль имел 
следующие характеристики: общее число аэрозольных частиц — 0,6 — 0,9 хЮ6 
на 1 л обследуемого воздуха, при этом количество флуоресцирующих частиц 
составило 0,1 — 0,6 хЮ6 частиц на 1 л, 73,5±3,5% подсчитанных аэрозольных 
частиц имели размеры от 1,5 до 10 мкм.

Пробоотборник BioCapture был запущен вручную через 40 сек. после на
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чала распыления. Отбор пробы воздуха продолжался в течение 2 мин. 30 сек. 
с концентрированием пробы в жидкости в течение последующих 2 мин. 30 
сек.

Были сделаны посевы отобранных проб с помощью С 100 и BioCapture в 
объеме 0,1 мл на чашки Петри с агаром Хотгингера (pH 7,2), которые затем 
поместили в термостат при температуре (37±1)°С на 24 ч. Через сутки инку
бации на всех чашках с посевами как выполненных из отобранных проб с 
помощью С100 и BioCapture, так и контрольных, размещенных во время рас
пыления в боксе биологической безопасности III класса, наблюдался сплош
ной (сливной) рост.

При исследовании нативных проб, отобранных с помощью пробоотбор
ников С 100 и BioCapture, и проб, приготовленных из посевов с культурами 
микроорганизмов, методом ПЦР во всех случаях была обнаружена ДНК 
Salmonella spp.

В результате проведенного испытания неспецифического детектора IBAC, 
интегрированного с пробоотборником С 100, и пробоотборника BioCapture 
установлено: IBAC обеспечивает проведение мониторинга атмосферного воз
духа на наличие ПБА в режиме реального времени; при превышении в кон
тролируемой зоне концентрации ПБА выше порогового уровня в зависимости 
от запрограммированного времени отклика у IBAC автоматически включает
ся биосигнализация и с помощью С 100 осуществляется отбор пробы воздуха; 
программирование IBAC на время отклика 60 сек. не позволило обнаружить 
присутствие биологического аэрозоля в атмосферном воздухе; в отобранных 
пробах с помощью пробоотборников С 100 и BioCapture методом ПЦР обна
ружена ДНК Salmonella spp., в посевах получена культура возбудителя.

Таким образом, продемонстрирована возможность применения испытуе
мого оборудования для мониторинга атмосферного воздуха на наличие био
логического аэрозоля с последующей специфической индикацией и выделе
нием культуры патогена в условиях лаборатории. Однако программирование 
IBAC на время отклика 60 сек. может привести к ложноотрицательным ре
зультатам определения ПБА в атмосферном воздухе.

Дальнейшей задачей была оценка пороговой чувствительности неспеци
фического детектора IBAC. Для этого из культуры микробных клеток штамма
S. typhimurium 9640 готовили микробную взвесь в дистиллированной воде в 
разведениях от 1 хЮ4 м.к./мл до 1 хЮ2 м.к./мл. Конечный объем для каждого 
разведения — 50 мл. Испытания проводили по вышеописанной методике с 
исследованием отобранных проб методом ПЦР. Используемый в опыте IBAC 
был запрограммирован на время отклика 10 сек.

При распылении культуры ПБА в разведении 1 хЮ2 м.к./мл IBAC не сра
ботал. При использовании разведений 1 хЮ3 м.к./мл и 1 хЮ4 м.к./мл биосиг
нализация включилась через 34 и 37 сек. соответственно после начала рас
пыления. Автоматический отбор пробы воздуха пробоотборником С 100 
продолжался в течение 75 сек. в первом случае (разведение 1 хЮ3 м.к./мл) и 
85 сек. во втором (разведение 1 хЮ4 м.к./мл). При исследовании данных проб 
методом ПЦР была обнаружена ДНК Salmonella spp.

Характеристики распыляемых аэрозолей были следующие: концентрация 
ПБА 1 хЮ2 мк/мл — общее число аэрозольных частиц 0,5 — 0,9 хЮ6 на 1 л 
воздуха, число флуоресцирующих частиц в 1 л воздуха 0,05 — 0,1 хЮ6, соот
ношение крупных частиц (более 1,5 мкм) к общему числу частиц 65,0±5,0%; 
концентрация ПБА 1 хЮ3 мк/мл — общее число аэрозольных частиц 0,6 — 0,9 
хЮ6 на 1л воздуха, число флуоресцирующих частиц в 1 л воздуха 0,1 — 0,45
84



хЮ6, соотношение крупных частиц (более 1,5 мкм) к общему числу частиц 
73,5±3,5%; концентрация ПБА 1 хЮ4 мк/мл — общее число аэрозольных ча
стиц 0,6 — 0,9 хЮ6 на 1 л воздуха, число флуоресцирующих частиц в 1 л воз
духа 0,1 — 0,55 хЮ6, соотношение крупных частиц (более 1,5 мкм) к общему 
числу частиц 73,5+3,5%.

В результате проведенного испытания установлено, что пороговая чувстви
тельность неспецифического детектора IBAC, запрограммированного на 
время отклика 10 сек., при распылении ПБА в камере объемом 0,5 м3 состав
ляет 1 хЮ3 м.к./мл аэрозоля с возможностью последующей специфической 
детекции возбудителя методом ПЦР.

Следующей задачей было тестирование IBAC при работе на открытом про
странстве. Для имитации аэрозоля с ПБА использовали раствор БСА. Навеску 
БСА4,75 г растворили в 50 мл дистиллированной воды. Конечная концентра
ция БСА составила 0,095 г/мл.

Для детекции биологического аэрозоля использовали 2 неспецифических 
детектора IBAC (один из них был запрограммирован на время отклика 10 сек., 
другой — 60 сек.). Распыление аэрозоля (50 мл) проводили в течение 1 мин. 
на открытом пространстве.

В результате IBAC, запрограммированный на время отклика 10 сек., сра
ботал через 30 сек. после начала распыления, a IBAC, запрограммированный 
на время отклика 60 сек. — через 75 сек.

Во время работы биосигнализации распыляемый аэрозоль имел следую
щие характеристики: общее число аэрозольных частиц 0,8 — 0,9 хЮ6 на 1 л 
обследуемого воздуха; количество флуоресцирующих частиц 0,7 — 0,8 хЮ6 
на 1 л; 70,0+20,0% из подсчитанных аэрозольных частиц имели размеры 1,5 
— 10 мкм.

В результате проведенных экспериментов показана эффективность при
менения неспецифического детектора IBAC, интегрированного с пробоотбор
ником С 100, и пробоотборника BioCapture для мониторинга атмосферного 
воздуха на наличие ПБА с возможностью последующей специфической ин
дикацией возбудителя в условиях лаборатории. При работе IBAC внутри и вне 
помещений при различных показателях температуры окружающей среды и 
влажности атмосферного воздуха отсутствовали ложноположительные резуль
таты. Экспериментально установлено, что чувствительность IBAC, запро
граммированного на время отклика 10 сек., при распылении жидкости с ПБА 
в камере объемом 0,5 м3 составляет 1 хЮ3 м.к./мл.

Таким образом, испытанное оборудование подходит для решения задач по 
обнаружению биологического аэрозоля. Неспецифический детектор IBAC с 
пробоотборником С 100 может использоваться в составе поста контроля ат
мосферного воздуха в период проведения массовых мероприятий внутри и вне 
помещений, а пробоотборник BioCapture применяться специалистами из групп 
эпидемиологической разведки.

Результаты проведенных исследований стали основанием для подготовки 
предложений по оснащению специализированных противоэпидемических 
бригад Роспотребнадзора приборной базой для детекции биоарозоля.
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ЧАСТОТА ВСТРЕЧАЕМОСТИ ПОЛИМОРФНЫХ ВАРИАНТОВ ГЕНА IL28B И 
ГЕНОТИПОВ ВИРУСА ГЕПАТИТА С У НАСЕЛЕНИЯ ЯКУТИИ: КЛИНИЧЕ
СКИЕ ИСХОДЫ

НИИ здоровья Северо-Восточного федерального университета им. М.К.Аммосова, 
Якутск

Цель. Изучить клинические исходы у пациентов с хроническим гепатитом С 
(HCV) в зависимости от генотипа вируса гепатита С и полиморфизма гена IL28B. 
Материалы и методы. Обследованы 592 человека, из них у 75 методом ПЦР опреде
лены генотипы РНК HCV. Проведено генотипирование однонуклеотидных полимор
физмов SNP -  rs 12979860 (С/Т) и rs8099917 (Т/G) в гене IL28B методом ПЦР в ре
жиме реального времени. Результаты. У 72 обследованных жителей Якутии была 
выявлена РНК HCV. Генотип lb HCV определен в 74,2% случаев, За — в 11,4%, 1а и 2 
— по 5,7%. Частота полиморфного варианта rsl2979860 СС составила 72,2%, СТ — 
27,8%, полиморфного варианта rs8099917 ТТ — 61,1%, TG — 23,2%. Заключение. При 
сочетании HCV lb с полиморфными вариантами гена IL28B rsl2979860 СС и rs8099917 
СТ наблюдалось менее агрессивное течение болезни. С другой стороны, при инфи
цировании вирусом гепатита С с генотипом За лиц с полиморфизмом rs12979860 СС 
или rs809917 ТТ гена IL28B наблюдается более тяжелая клиническая картина. При 
наличии полиморфных вариантов rs8099917 Т/G и rs12979860 С/Т наблюдались более 
тяжелые клинические исходы HCV-инфекции (вирусная нагрузкадо 19035212 копий, 
цирроз с асцитом, гепатокарцинома).

Журн. микробиол., 2017, № 2, С. 86—92

Ключевые слова: вирусный гепатит С, генотип 2, генотип lb, полиморфизм гена, 
интерлейкин 28В, гаплотипы СС, ТТ, TG
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FREQUENCY OF OCCURRENCE OF POLYMORPHIC VARIANTS OF IL28B 
GENE AND GENOTYPES OF HEPATITIS C VIRUS IN POPULATION OF 
YAKUTIA: CLINICAL OUTCOMES

Research Institute of Health of Ammosov North-Eastern Federal University, Yakutsk, 
Russia

Aim. Study clinical outcomes in patients with chronic hepatitis C depending on genotype 
of hepatitis C virus (HCV) and IL28B gene polymorphism. Materials and methods. 592 indi
viduals were examined, 75 ofthose had HCV RNAgenotypes determined by PCR. Genotyping 
of single nucleotide polymorphisms (SNP) — rsl2979860 (C/T) and rs8099917 (T/G) in 
IL28B gene was carried out by real-time PCR. Results. HCV RNA was detected in 72 
examined residents of Yakutia. HCV lb genotype was determined in 74.2% of cases, 3a — in 
11.4%, la and 2 — 5.7% each. Frequency of polymorph variant rsl2979860 CC was 72.2%, 
CT — 27.8%, rs8099917 TT — 61.1%, TG — 23.2%. Conclusion. Combination of HCV lb 
with polymorphic variants of IL28B gene rsl2979860 CC and rs8099917 CT showed a less 
aggressive course of the disease. On the other hand, HCV infection of individuals with geno
type 3a and polymorphism rsl2979860 CC or rs809917 TT of IL28B gene showed a more 
severe clinical presentation. The presence of polymorph variants rs8099917 T/G and rs12979860 
C/T showed more severe clinical outcomes of HCV infection (viral load up to 19035212 
copies, cirrhosis with ascite, hepatocarcinoma).

Zh. Mikrobiol. (Moscow), 2017, No. 2, P. 86—92

Keywords: viral hepatitis C, genotype 2, genotype lb, gene polymorphism, interleukin 28B, 
haplotype CC, TT, TG

В В Е Д Е Н И Е
Вирусный гепатит С является одной из актуальных и нерешенных проблем 

медицины и здравоохранения, что определяется его повсеместным распро
странением и частым развитием хронических форм заболевания. В мире ин
фицированы вирусом гепатита С (HCV) более 500 млн человек, что составля
ет около 10% всего населения нашей планеты. На сегодняшний день «тихая» 
эпидемия гепатита С охватила многие страны. Установлено, что HCV являет
ся причиной 70% случаев хронического гепатита, 40% случаев цирроза печени, 
60% случаев гепатоцеллюлярной карциномы [3,7,9]. Актуальность и важность 
дальнейшего исследования проблемы гепатита С обусловлены ростом забо
леваемости среди разных этнических групп населения, частое поражение лиц 
молодого возраста, высокая частота случаев перехода в хроническую стадию 
с возможным развитием цирроза и первичного рака печени [2,4].

Республика Саха (Якутия) является одним из регионов Российской 
Федерации с наименьшей плотностью населения и относится к территориям 
с умеренной частотой распространения вирусного гепатита С [5]. В Якутии из 
известных форм гепатита С наиболее распространены генотипы lb и За. В 
последние годы наблюдается неуклонный рост заболеваемости хроническим 
вирусным гепатитом С (ХВГ С) среди коренного населения региона, что ста
новится одной из социально значимых проблем республики. Это особенно 
заметно на фоне успешных иммунопрофилактических мероприятий по сни
жению заболеваемости вирусным гепатитом В. Эффективность лечения боль
ного ХВГ С снижена ввиду продолжительного и дорогостоящего курса лече
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ния, а также возможности развития вторичных осложнений. В сложившейся 
ситуации поиск генов организма человека, кодирующих защитные белки про
тив HCV-инфекции, является приоритетной задачей научных исследований 
в данном направлении. Ген IL28B, кодирующий интерферон лямбда, являет
ся одним из искомых генов. Полиморфизм смежных участков данного гена 
определяет прогноз заболевания и влияет на эффективность лечения гепати
та С в зависимости от этнической принадлежности больного. Определение 
полиморфизма данного гена у больных ХГС позволило бы корректировать 
тактику и стратегию терапии, что может способствовать значительному сни
жению риска развития осложнений и соответственно стоимости лечения. 
Целью данного исследования было изучение клинических исходов у больных 
ХГС в зависимости от генотипа вируса гепатита С и полиморфизма гена 
IL28B.
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Проведено скрининговое исследование образцов периферической крови 
592 жителей Якутии с целью выявления маркеров и РНК вируса гепатита С. 
По результатам исследования наличие хронического вирусного гепатита С 
установлено у 72 лиц из числа обследованных. На образцах крови с положи
тельными результатами теста на ХГС проведено генотипирование РНК виру
са гепатита С. Группу больных ХГС составили 36 пациентов отделения вирус
ных гепатитов, в том числе 17 жителей сельской местности республики. Анализ 
генотипов вируса гепатита С и показателя вирусной нагрузки (число копий 
вирусной РНК в 1 мл образца) проводился методом ПЦР в лаборатории 
Центрального НИИ эпидемиологии (Москва). Генотипирование двух SNP 
— rsl2979860 (С/Т) и rs8099917 (T/G) гена IL28B в образцах крови больных 
ХВГ С (п=36) и здоровых людей (п=36) проводился в лаборатории генетиче
ских исследований НИИ здоровья Северо-Восточного федерального универ
ситета (Якутск). Генотипирование проводили с помощью набора реагентов 
для определения однонуклеотидных полиморфизмов SNP rsl2979860 (С/Т) и 
rs8099917 (T /G ) в гене IL28B (кат: r-05-100-f) производства «ООО 
ИнтерЛабСервис» (Москва). Исследование проводилось методом ПЦР в ре
жиме реального времени.

Статистический анализ полученных результатов проведен в пакете при
кладных программ SPSS 20. Нормальность распределения количественных 
признаков проверялась при помощи одновыборочного критерия Колмого
рова-Смирнова. Для сравнения частоты качественных признаков строили 
таблицы сопряженности с вычислением критерия у} Пирсона. При сравнении 
средних значений количественных показателей использовали дисперсионный 
анализ (при нормальном распределении исследуемых показателей). Прини
мали 5% уровень значимости.
РЕЗУЛЬТАТЫ

Результаты проведенных нами исследований показали, что в якутской по
пуляции также чаще всего встречается генотип lb вируса гепатита С (выявлен 
у 77,2% больных). В то же время, генотип За встречается лишь у 11,4% обсле
дованных лиц, а частота встречаемости генотипов 1а и 2 составила всего по 
5,7%.

Методом генотипирования установлена частота встречаемости полиморф
ных вариантов гена IL28B (СС -  72,2%, СТ -  27,7%, ТТ -  61,1% и TG -  
23,2%) у представителей якутской популяции.
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Т а б л и ц а  1. Распределение полиморфных вариантов гена IL28B среди больных ХГС и здоровых людей

Т а б л и ц а  2. Клинические исходы у больных ХГС при разных вариантах сочетаний вирусных геноипов и 
гаплотипов гена IL28B

Генотипы HCV и гаплотипы IL28B

Клинические lb За
ИСХОДЫ rsl 2979860 (C/T) rs8099917(T/G) Р

n= ll п=4

Вирусная нагрузка Низкий уровень (до 
600 000 копий РНК/мл)

Высокий уровень (739 321— 
19 035 212 копий РНК/мл)

- -

АЛТ, ед/л 170,9±32,6 748,7±204,3 5,4 0,038
Общий белок, г/л 69,9±1,3 72,7±4,2 0,02 0,9
Билирубин,
мкмоль/л

36,2±6,3 96,7±34,6 7,4 0,017

Цирроз печени Не выявлен Цирроз с проявлениями асцита, варикозного 
расширения вен пищевода с кровотечением

Карцинома печени Не выявлена Диагноз установлен у 1 больного - —

П р и м е ч а н и е .  F — критерий Фишера, р — уровень статистической значимости.

Результаты исследования распределения полиморфных вариантов гена 
IL28B, проведенного среди больных ХГС и практически здоровых людей, по
казали, что в группе здоровых людей генотипы rsl29979860 СС (р=0,012) и 
rs8099917 ТТ (р=0,017) встречаются значительно чаще, чем в группе больных 
хроническим гепатитом С (табл. 1).

Проведен сравнительный анализ клинических проявлений хронического 
вирусного гепатита С при инфицировании генотипами lb и За. При этом об
наружена более высокая вирусная нагрузка с повышенной цитолитической 
активностью и случаи цирроза печени при инфицировании генотипом За 
(табл. 2).
О Б С У Ж Д Е Н И Е

Геном вируса гепатита С состоит из однонитевой позитивной РНК с вы
раженной гетерогенностью размером до 10 000 нуклеотидных оснований. В 
настоящее время установлено существование до 34 генотипов вируса. Наиболее 
значимыми для практического здравоохранения являются 5 из них. 
Обозначаются они как la, lb, 2а, 2Ь и За [6]. В Европейской части России в 
большинстве случаев (до 69,6%) встречается генотип lb. Частота встречаемо
сти остальных генотипов незначительна. В якутской популяции также чаще 
всего встречается генотип lb вируса гепатита С (выявлен у 77,2% больных). В 
то же время, генотип За встречается лишь у 11,4% обследованных лиц, а ча
стота встречаемости генотипов 1а и 2 составила всего по 5,7%.

Известно, что у носителей генотипа rsl2979860 СС и rs8099917 ТТ может 
произойти спонтанная элиминация вируса, т.е. выздоровление после острого
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Группы
исследования

Частота полиморфных вариантов гена IL28B

rs129979860 ге8099917

СС
Р

СТ
Р

ТТ
Р

TG
Р

л % п % п % п %

Больные ХГС 26 72,2 0,012 10 27,8 0,012 22 73,3 0,017 8 26,7 0,017 
(п=36)
Здоровые 34 94,4 2 5,6 32 94,1 2 5,9 
(п=36)



вирусного гепатита С и последующее исчезновение вируса из организма. У 
данной группы больных отмечается высокая эффективность противовирус
ного лечения [11]. С другой стороны, наличие аллели G в rs8099917 ассоции
руется с более тяжелыми формами ХГС, и среди носителей данной аллели 
вероятность неэффективной противовирусной терапии очень высока [10].

Известно, что при наличии полиморфного варианта генотипа rs8099917 
ТТ возможно спонтанное излечение от HCV-инфекции вне зависимости от 
лечения. Кроме того, у больных с данным вариантом исследуемого гена со
храняется вероятность высокой эффективности противовирусной терапии. В 
исследованной выборке якутского населения наблюдается высокая частота 
встречаемости полиморфного варианта rs8099917 ТТ (данный вид генотипа 
встречается у 73,3% больных ХГС и 94,1 % здоровых людей).

По мнению ряда авторов, наличие аллельных вариантов гена IL28B — 
rsl2979860 СС и rs8099917 ТТ является фактором, повышающим вероятность 
благоприятного исхода при HCV-инфекции [Мицура В.М. и др., 2014]. На 
основании литературных данных и результатов собственных исследований 
мы провели анализ ассоциации клинической картины хронического гепати
та С с частотой полиморфных вариантов гена IL28B в якутской популяции. 
Результаты показали, что у 100% больных хроническим гепатитом С без 
цирроза печени встречаются аллельные варианты rsl2979860 СС и rs8099917 
ТТ.

С другой стороны, у больных ХГС с циррозом печени установлена высокая 
частота встречаемости генотипов TG/CT и СТ, достигающая в сумме 44,5%. 
Степень тяжести клинических проявлений болезни также отличалась и в за
висимости от полиморфизма генов IL28B. При наличии полиморфных вари
антов rs8099917 T/G и rsl2979860 С/Т наблюдались более тяжелые последствия 
HCV-инфекции. У больных с данным видом генотипа развивалась тяжелая 
стадия цирроза печени с проявлениями асцита и варикозное расширение вен 
пищевода с кровотечением. Вирусная нагрузка в указанной группе пациентов 
колебалась от 739321 до 19035212 копий вирусной РНК в 1 мл крови. Возраст 
обследованных больных не превышал 48 лет. Исключение составила больная 
65 лет с вирусной нагрузкой 19035212 копий вирусной РНК в 1 мл крови. На 
момент обследования длительность ее заболевания составила 19 лет. 
Длительность заболевания остальных больных с данным генотипом не пре
вышала восьми лет. По результатам ультразвуковой диагностики, компьютер
ной томографии и онкотестов АФП, РАЭ, СА19,9 у одного больного из ис
следуемой группы был установлен диагноз гепатокарциномы. Таким образом, 
по результатам наших исследований аллель G в rs8099917 ассоциируется с не
благоприятным прогнозом заболевания и высокой вирусной нагрузкой до 
19035212копий вирусной РНКв 1 мл крови. В то же время, наличие полимор
физмов rsl2979860 СС и rs8099917 СТ гена IL28B при HCV-инфекции с гено
типом lb, как правило, обусловливает более благоприятное течение заболева
ния. С другой стороны, при инфицировании вирусом гепатита С с генотипом 
За лиц с полиморфизмом rsl2979860 СС или rs809917 ТТ гена IL28B наблюда
ется более тяжелая клиническая картина.

Аналогичные с полученными нами результатами данные о преобладании 
частоты встречаемости генотипа rsl29979860 СС у здоровых людей по сравне
нию с больными ХГС приводятся в работе [8]. В разных популяциях мира 
полиморфные варианты генотипа rsl2979860 распределены неравномерно [1]. 
По литературным данным частота встречаемости полиморфного варианта
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rsl2979860 CC в мировой популяции варьирует от 16 до 39%, a rsl2979860 СТ 
— в пределах 48 — 49%.

В якутской популяции частота полиморфного варианта rsl2979860 СС со
ставила 72,2%, СТ — 27,8%. В мировой популяции вариант ТТ данного гено
типа встречается всего в 10,1 — 36,0% случаев.

Представляется важным, что у больных с HCV lb и полиморфными вари
антами гена IL28B rsl2979860 СС и rs8099917 СТ показатели цитолиза клеток 
(АЛТ) лишь вдвое превышали норму, что свидетельствует о менее агрессивном 
течении болезни.

На основании результатов анализа клинических исходов у больных ХГС с 
разными аллельными вариантами гена IL28B, инфицированных HCV с гено
типами lb и За, можно предположить, что иммунная система носителей алле
лей rsl2979860 С/Т способна подавлять вирус гепатита С с генотипом lb. С 
другой стороны, наличие аллели rs8099917(T/G) у больных ХГС, инфициро
ванных HCV За, сопряжено с развитием таких тяжелых клинических исходов 
как гепатокарцинома и цирроз печени. Также в образцах крови данной груп
пы больных установлен высокий уровень вирусной нагрузки и онкомаркеров 
АФП РАЭ, СА19,9. Данное наблюдение свидетельствует о важности проведе
ния генетических исследований наряду с другими лабораторными тестами при 
обследовании больных ХГС. Следует отметить, что наибольшее значение по
лиморфизм гена IL28B приобретает при инфицировании больных HCV с ге
нотипами lb и За, а также, что результаты исследования полиморфизма гена 
IL28B могут иметь важное прогностическое значение при заболевании вирус
ным гепатитом С.

Таким образом, по результатам наших исследований установлена возмож
ная ассоциация полиморфизма гена IL-28B (rsl2979860 и rs8099917) со степе
нью тяжести поражений печени у больных ХГС. В связи с этим, результаты 
генетических исследований для определения полиморфных вариантов гена 
IL28B и генотипов HCV могут служить в качестве одного из важных преди
кторов для прогноза клинических исходов у больных хроническим вирусным 
гепатитом С и подбора эффективных методов лечения.

Результаты генетических исследований по установлению генотипов виру
са гепатита С (lb, За) и полиморфизма гена IL28B на участках rsl2979860 (С/Т) 
и rs8099917 (T/G) могут служить в качестве одного из важных предикторов 
при прогнозе клинических исходов у больных хроническим вирусным гепа
титом С.

Разные варианты сочетаний генотипов HCV (lb, За) и полиморфных ва
риантов гена IL28B на участках rsl2979860 (СС, СТ) и rs8099917 (ТТ, TG), 
индивидуальные для каждого больного ХГС, с большой долей вероятности 
могут влиять на эффективность стандартных методов лечения.

Работа проведена в рамках Государственного задания №17.6344.2017/БЧ.
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С.И.Семенов, А.И.Федоров, С.С.Максимова, К.М.Степанов, ФЛ.Платонов

СРАВНИТЕЛЬНАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА ИММУННОГО СТАТУСА БОЛЬНЫХ 
ХРОНИЧЕСКИМИ ФОРМАМИ ВИРУСНЫХ ГЕПАТИТОВ В, С, D И ЗДОРО
ВЫХ ЛИЦ

НИИ здоровья Северо-Восточного федерального университета им. М.К.Аммосова, 
Якутск

Цель. Оценить иммунный статус у больных хроническим гепатитом (ХГ) в зави
симости от типа возбудителя и тяжести инфекционного процесса. Материалы и ме
тоды. Были обследованы 232 жителя Якутии, из них 127 больных разными формами 
хронического гепатита и 105 здоровых лиц. Исследован относительный уровень со
держания зрелыхТ-лимфоцитов (CD3+), Т-хелперов (CD4+), Т-супрессоров (CD8+), 
В-лимфоцитов (CD72+) и натуральных киллеров (CD16+) методом проточной цито
метрии, а также концентрации сывороточных иммуноглобулинов классов А, М и G 
методом ИФА. Результаты. У больных хроническими гепатитами разных форм уста
новлено снижение экспрессии на поверхности лимфоцитов дифференцировочных 
антигенов—CD3+, CD4 , CD72+ и концентрации сывороточных иммуноглобулинов. 
У больных ХГО в фазе монорепликации высокая активность инфекционного про
цесса сопровождается сдвигом иммунорегуляторного индекса (ИРИ) в сторону по
вышения активности цитотоксических клеток с одновременным развитием дефици
та зрелых функционально активных Т-лимфоцитов. В группе больных гепатитом D 
с циррозом печени при снижении численности Т-хелперов и В-лимфоцитов сохра
няется нормальная концентрация сывороточных иммуноглобулинов. Заключение. У 
больных различными формами вирусных гепатитов может возникать приобретенный 
иммунодефицит, часто сопровождаемый усилением активности НК-клеток.
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Отмеченное снижение численности зрелых функционально активных Т-клеток, а 
также основных классов сывороточных антител, возможно, связаное с нагрузкой на 
иммунную систему при хроническом инфекционном процессе.

Журн. микробиол., 2017, № 2, С. 92—97

Ключевые слова: вирусный гепатит, иммунный статус, цитотоксические лимфоциты, 
иммунодефицитное состояние

S.I.Semenov, A.I.Fedorov, S.S.Maksimova, K.M.Stepanov, F.A.Platonov

COMPARATIVE CHARACTERISTICS OF IMMUNE STATUS OF PATIENTS WITH 
CHRONIC FORMS OF VIRAL HEPATITIS В, C, D AND HEALTHY INDIVIDU
ALS

Research Institute of Health of Ammosov North-Eastern Federal University, Yakutsk, 
Russia

Aim. Evaluate immune status in patients with chronic hepatitis (CH) depending on type 
of causative agent and severity of the infectious process. Materials and methods. 232 residents 
of Yakutia including 127 patients with various forms of chronic hepatitis and 105 healthy 
individuals were examined. Relative levels of mature T-lymphocytes (CD3+), T-helpers 
(CD4+), T-suppressors (CD8+), B-lymphocytes (CD72+) and natural killers (CD16+) were 
studied by flow cytometry, as well as concentration of sera immune globulins of classes A, M 
and G by ELISA. Results. In patients with chronic hepatitis of various forms, a decrease of 
expression of differentiating antigens—CD3+, CD4+, CD72+ on the surface of lymphocytes 
and concentration of sera immune globulins was established. In CHD patients in phase of 
monoreplication high activity of the infectious process is accompanied by a shift of immune 
regulatory index to the increase of activity of cytotoxic cells with simultaneous development 
of deficiency of mature functionally active T-lymphocytes. In the group of patients with 
hepatitis D virus with liver cirrhosis normal concentration of sera immune globulins is retained 
against the decrease of the number of T-helpers and B-lymphocytes. Conclusion. In patients 
with various forms of viral hepatitis acquired immune deficiency can emerge, which is often 
accompanied by enhancement of NK-cell activity. The noted reduction of the number of 
mature functionally active T-cells, as well as main classes of sera antibodies could be con
nected with immune system load during a chronic infectious process.

Zh. Mikrobiol. (Moscow), 2017, No. 2, R 92—97

Key words: viral hepatitis, immune status, cytotoxic lymphocytes, immune deficiency state

В В Е Д Е Н И Е
В настоящее время наиболее распространены и относительно хорошо 

изучены вирусные гепатиты А, В, С и D. Течение любой вирусной инфекции 
определяется сложным взаимодействием многих факторов врожденного и 
адаптивного иммунитета. Эффективность элиминации вируса гепатита В (ВГВ) 
зависит от интенсивности синтеза антител против HBsAg В-лимфоцитами 
больного [6]. Обезвреживание вируса происходит в результате действия специ
фических цитотоксических Т-лимфоцитов (ЦТЛ), Т-хелперов/индукторов, 
секретирующих провоспалительные цитокины, включая фактор некроза опу
холи а  (ФНОа) и у-интерферон (ИФН-у), подавляющих экспрессию вирусных 
генов. Особенностью ВГВ является его способность к внутриклеточной пер- 
систенции за счет создания мутантных копий генома, что позволяет ему
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ускользать от иммунного ответа и выживать в условиях противовирусной те
рапии [1, 8, 111-

Неспособность вирусного гепатита D (ВГО) к самостоятельной репли
кации в организме хозяина отличает его от других гепатотропных вирусов. 
Синтез вирусных белков требует обязательного участия поверхностного белка 
ВГВ (HBsAg). При активном хроническом гепатите В и D происходит сниже
ние количества CD4+ Т-лимфоцитов и нарушение иммунорегуляторного 
индекса (CD4+/CD8+) [4,13]. Изменения иммунных механизмов при гепати
те D затрагивают как клеточное, так и гуморальное звенья иммунитета, вклю
чая системы мононуклеарных фагоцитов и интерфероногенеза. При этом 
отмечается выраженный дефицит Т-лимфоцитов, нарушение иммунной ре
гуляции за счет сокращения численности супрессорных клеток и развития 
выраженного клеточного иммунитета к HBsAg, а также подавление интерфе- 
роновой реакции лейкоцитов, при всех клинико-морфологических вариантах 
болезни наблюдается уменьшение продукции ИФН-у [5].

Отличительной особенностью вирусного гепатита С (ВГС) является его 
генетическая неоднородность, способствующая длительной циркуляции ин
фекционного агента в организме хозяина и развитию хронического воспали
тельного процесса. По мнению ряда исследователей, решающую роль в фор
мировании клинической картины и исхода ВГС-инфекции играет ин
тенсивность Т-клеточного иммунного ответа [9, 10, 12], тогда как 
эффективность специфических противовирусных антител в элиминации ви
руса, в связи с его внутриклеточной локализацией, сильно ограничена [14].
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Проведено сравнительное исследование состояния гуморального и кле
точного иммунитета на выборке из 232 жителей Якутии. Группу исследования 
составили 127 человек с разными формами хронического гепатита, а в группу 
сравнения вошли 105 здоровых лиц. В лимфоцитарной фракции цельной ве
нозной крови определяли относительный уровень содержания зрелых 
Т-лимфоцитов, экспрессирующих маркеры CD3+, хелперов (CD4+) и супрес
соров CD8+, атакже В-лимфоцитов (CD72+) и натуральных киллеров (CD16+). 
В сыворотке крови определяли концентрацию иммуноглобулинов классов А, 
М и б .

Статистический анализ результатов лабораторных исследований выполнен 
с помощью пакета статистических программ Statistica 8.0.
РЕЗУЛЬТАТЫ

Результаты сравнительного анализа показали, что у больных вирусным 
гепатитом регистрируется относительный дефицит зрелых функционально 
активных Т-лимфоцитов (CD3+) и Т-хелперов (CD4+). В среднем, уровень 
содержания зрелых Т-клеток у больных хроническим гепатитом В составил 
37,9+1,9%, у больных микст-инфекцией (B+D) — 42,3±2,4%, у больных хро
ническим гепатитом С — 41,6±2,5%, что значительно ниже, чем у здоровых 
лиц из контрольной группы — 52,5+1,4%. Средний уровень содержания 
Т-хелперов у больных хроническим гепатитом В (ХГВ) составил 23,9±1,3%, у 
больных гепатитом B+D — 30,8+3,1 %, у больных хроническим гепатитом С 
(ХГС) — 28,5+1,9%, у здоровых лиц — 32,7±1,1% (р=0,002). Сдругой стороны, 
у больных ХГВ, B+D и ХГС регистрируется повышенный уровень содержания 
натуральных киллеров (НК-клеток) — 15,7±0,8; 14,8±1,1; 18,5±1,1% соот
ветственно по сравнению с таковым у здоровых лиц (11,2±0,9%).
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В группе больных ХГВ отмечено снижение средней концентрации имму
ноглобулинов класса А, М и G, которая соответственно составила 0,5±0,1; 
0,7+0,2 и 5,8+1,4 г/л, что более чем в 2 раза ниже, чем у здоровых — 2,2+0,1; 
1,4±0,1 и 10,7±0,4 г/л (р=0).

Результаты сравнительного анализа уровня содержания субпопуляций 
Т-лимфоцитов в крови больных с рекомендованными нормами показали, что 
в крови у 26% больных ХГВ наблюдается дефицит зрелых Т-лимфоцитов и у 
55% повышено содержание НК-клеток. Результаты являются статистически 
значимыми при %2=39,9; р=0.

В группе больных с XTD (п 7) на фоне смешанной репликации вирусов В 
и D отмечалось значительное (до 1,0) снижение ИРИ (CD4+/CD8+) по срав
нению с таковым у здоровых лиц (1,6) с одновременным сокращением по
пуляции Т-хелперов и В-клеток. Уровень содержания В-лимфоцитов в группе 
больных в среднем составил 15,5+3,4% (р<0,05). Это почти в 2 раза ниже ана
логичного показателя в контрольной группе. В крови больных средние кон
центрации неспецифических иммуноглобулинов классов А и G были также 
снижены (IgA — 1,05 ±0,4 г/л, IgG — 6,3± 1,2 г/л) по сравнению с их нормаль
ным уровнем (IgA — 1,3 — 3,1 г/л и IgG — 7,2 — 20,0 г/л.).

Сравнительный анализ показателей клеточного и гуморального иммуни
тета у больных с различной степенью активности хронического гепатита D в 
фазе монорепликации показал, что число Т-лимфоцитов у этих пациентов, 
как правило, находится в пределах нормы, за исключением больных с наи
более выраженным вирусиндуцированным воспалительным процессом.

При высокой степени активности инфекционного процесса уровень от
носительного содержания Т-лимфоцитов составлял: CD4+ — 26,0±4,0%, CD8+ 
— 26,0+2,0%, что достоверно ниже соответствующих показателей в контроль
ной группе (р<0,01). ИРИ при этом был равен 1,0. При умеренно выраженной 
активности процесса эти показатели соответственно составляли: CD4+ — 
26,4±4,5%, CD8+ -  36,0±3,0%, ИРИ (CD4+/CD8+) -  0,75. При слабо выра
женной активности инфекционного процесса данные показатели соответ
ственно составляли: CD4+ — 37,0+10,0%, CD8+ — 25,5+5,5% и ИРИ=1,43. Во 
всех группах исследования, независимо от степени выраженности индуциро
ванного вирусами инфекционного процесса, средние показатели концентра
ции сывороточных иммуноглобулинов практически не отличались от таковых 
в контрольной группе.

При умеренно выраженной активности инфекционного процесса чаще 
всего отмечается экспрессия CD8+, при слабо выраженной инфекции опреде
ляющее значение приобретают лимфоциты, экспрессирующие на своей по
верхности молекулы CD4+, в число которых входят ТЫ-клетки, ответственные 
за развитие иммунного ответа по клеточному типу, секрецию ИЛ-2 и ИФН-у. 
Они составляют до 60% от общего количества СЕ)4+Т-лимфоцитов.

У 15 больных хроническим гепатитом D, страдающих циррозом печени, 
отмечалось снижение как относительного, так и абсолютного числа клеток с 
фенотипом CD3+ (р<0,001), CD4+ (р<0,001) и CD70+ (р<0,001). При этом 
число цитотоксических Т-лимфоцитов не отличалось от такового у лиц из 
контрольной группы (26,1±2,2% и 36,4+5,4%; р>0,05). Наблюдаемая асинх
ронность изменений численности клеток CD4+ и CD8+ сопровождалась вы
раженным снижением ИРИ.

У 4 больных, находящихся в нерепликативной фазе, по результатам серо
логического обследования была диагностирована цитомегаловирусная ин
фекция. На данной стадии инфекции процентное содержание зрелых
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Т-лимфоцитов и В-лимфоцитов (69,0+9,0% и 33,5+3,5%) было сопоставимо 
с соответствующими показателями у лиц из контрольной группы (58,0+7,8% 
и 26,6+5,9%). Процентное содержание CD4+- и CD8+Т-лимфоцитов, а также 
ИРИ у представителей данной группы было без особенностей. С другой сто
роны, у некоторых из пациентов в сыворотке крови была обнаружена высокая 
концентрация IgM.

Результаты анализа иммунологических показателей продемонстрировали, 
что у больных хроническим гепатитом D в сочетании с В и С формами забо
левания, наблюдается активная репликация ВГС с одновременным подавле
нием размножения ВГО и ВГВ.

У больных XTD было зарегистрировано статистически значимое сокраще
ние числа не только различных типов Т-лимфоцитов по сравнению с кон
трольной группой: CD3+— 16,0+2,0%, CD4+— 17,0+9,0%, CD8+— 14,5+5,5% 
против 58,0+7,1; 27,2+4,6; 28,6+9,3% (р<0,05), но и В-лимфоцитов (CD72+).

О Б С У Ж Д Е Н И Е
Наблюдаемое у больных хроническим гепатитом D снижение экспрессии 

на поверхности лимфоцитов дифференцировочных антигенов CD3+, CD4+ и 
CD72+, а также снижение в сыворотке крови концентрации иммуноглобули
нов основных изотипов является достоверным признаком дисфункции кле
точного и гуморального иммунитета в фазе смешанной репликации ВГВ и 
ВГО [3].

На основании результатов сравнительного анализа показателей клеточно
го и гуморального иммунитета у больных хроническим гепатитом D в фазе 
монорепликации можно сделать вывод, что высокая активность инфекцион
ного процесса, как правило, сопровождается сдвигом иммунорегуляторного 
индекса в сторону повышения активности цитотоксических клеток с одно
временным развитием дефицита зрелых функционально активных Т-лим
фоцитов.

В группе больных гепатитом D с циррозом печени сокращение числен
ности Т-хелперов и В-лимфоцитов при сохранении нормальной концентра
ции иммуноглобулинов A, G, и М, очевидно, может указывать на преоблада
ние в субпопуляции Т-лимфоцитов (CD4+) ТЬ2-клеток, ответственных, как 
известно, за формирование ответа по антительному (гуморальному) типу. 
Кроме того, характеристики ИРИ, процентного содержания в крови CD3+ и 
CD4+ лимфоцитов, а также концентрации иммуноглобулинов свидетельству
ют о наличии нарушений регуляторных механизмов клеточного иммунитета 
в данной группе больных [7].

Высокая концентрация IgM у некоторых больных, находящихся в нере
пликативной фазе ХГО, по-видимому, связана с реализацией первичного 
иммунного ответа на цитомегаловирусную инфекцию, которая была проди- 
агностирована по результатам серологического исследования.

Статистически значимое снижение числа различных субпопуляций Т- и 
В-лимфоцитов у больных хроническим гпеатитом D, возможно, свидетельст
вует о развитии выраженного иммунодефицита. Это состояние, по-видимому, 
является следствием истощения функциональных резервов иммунной систе
мы под влиянием вирусной инфекции и характеризуется нарушением про
цессов пролиферации и дифференцировки лимфоцитов [2].

Таким образом, у больных различными формами вирусных гепатитов мо
жет возникать приобретенный иммунодефицит, часто сопровождаемый усиле
нием активности НК-клеток, что, возможно, связано с определяющей ролью
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этих клеточных элементов в разрушении и элиминации вирусного агента, 
имеющего, как известно, внутриклеточную локализацию. Кроме того, у боль
ных гепатитами отмечается значительное снижение численности зрелых 
функционально активных Т-клеток, в том числе, Т-хелперов, а также основ
ных классов сывороточных антител, связанное, вероятно, с избыточной на
грузкой на иммунную систему при хроническом инфекционном процессе. У 
больных хронической формой гепатита также обнаружено существенное из
менение иммунологической реактивности — увеличение активности ЦТЛ на 
фоне дефицита зрелых функционально активных популяций лимфоцитов, а 
также снижение концентрации в крови сывороточных иммуноглобулинов. 

Работа проведена в рамках Государственного задания №17.6344.2017/БЧ.
ЛИТЕРАТУРА
1. Балмасова И.П., Сепиашвили Р.И., Малова Е.С. Молекулярная биология вируса 

гепатита В и иммунопатогенез хронического вирусного гепатита В. Журн. микро
биол. 2016, 2: 119-126.

2. Кетлинский С.А., Калинина Н.М. Цитотоксины мононуклеарных фагоцитозов в 
регуляции реакции воспаления и иммунитета. Иммунология. 1995, 3: 30-42.

3. Кинго З.Н., Яковлев А.А., Виноградова Е.Н. и др. Иммунологическая характери
стика больных вирусными гепатитами. Вирусные гепатиты и другие актуальные 
инфекции. СПб, 1997.

4. Нечаев В.В., Иванов А.К., Пантелеев А.М. Социально-значимые инфекции. СПб, 
Береста, 2011.

5. Учайкин В.Ф., Нисевич Н.И., Чередниченко Т.В. Вирусные гепатиты у детей. М., 
1994.

6. Хронический вирусный гепатит. Под ред. В.В. Серова, З.Г. Апросимовой. М., 
Медицина, 2004.

7. Яригин А.А., Пинчук В.Г., Гриневич Ю.А. Структура тимуса и дифференцировка 
Т-лимфоцитов. Киев, 1991.

8. Ganem D., Schneider R.J. Hepadnaviridae: The viruses and their replication. In: Knipe
D.M. etal. (ed.). Fields Virology, Philadelphia, Lippincott Wiliams and Wilkins. 2001, p. 
2923-2969.

9. Naoumov N.V. Hepatitis C virus-specific CD4+ T cells:do they help or damage? Am. J. 
Gastroenterol. 1999, 117: 1012-1014.

10. Pawlotski J.M. Pathophysiology of hepatitis C virus infection and related liver disease. 
Trends Microbiol. 2004, 12: 96-102.

11. Schaefer S. Hepatitis В virus: significance of genotypes. J. Viral. Hepat. 2005,12 (2): 111- 
124.

12. Shoukry N.H., Cawthon A.G., Walker C.M. Cell-mediated immunity and the outcome 
of hepatitis C virus. Ann. Rev. Microbiol. 2004, 58: 391-424.

13. Thio C.L., Seabeig E.C., Skolasky R.J. et. al. Multicenter AIDS cohort study. HIV-1, 
hepatitis В virus, and risk of leaver-related mortality in the multicenter cohort study. 
Lancet. 2002, 360:1921-1926.

14. Yoshioca K., Kakumu S., Hayashi H. et al. Anti-hepatitis C antibodies in patients with 
chronics non-A, non-B hepatitis: relation to disease progression and effect of interferon 
alpha. Am. J. Gastroenterol. 1991,86:1495-1499.

Поступила 10.10.16

Контактная информация: Семенов Сергей Иннокентьевич, д.м.н., 
Республика Саха (Якутия), 677010, Якутск, Сергеляхское шоссе,
4, корпус С-2, р.т. (411-2)35-32-75

97



© КОЛЛЕКТИВ АВТОРОВ, 2017

Н.И.Брико, А.Я.Миндлина, Р.В.Полибин, Н.П.Галина, А.С.Горохова, А.В.Ушакова

ОЦЕНКА ОТНОШЕНИЯ К ИММУНОПРОФИЛАКТИКЕ РАЗЛИЧНЫХ 
ГРУПП НАСЕЛЕНИЯ РОССИЙСКОЙ ФЕДЕРАЦИИ
Первый московский государственный медицинский университет им. И.М.Сеченова

Цель. Изучение отношения населения к иммунопрофилактике. Материалы и методы. 
Проведено анкетирование 1209 респондентов: 1031 студент (медицинского, технического 
и гуманитарного университетов) и 178 родителей детей в возрасте до 2 лет по вопросам 
отношения к вакцинопрофилактике. Результаты. Наиболее негативное отношение (33%) 
отметили студенты гуманитарной специальности, а положительное отношение отметили 
всего 24%. Среди студентов технической специальности положительных ответов больше 
(37%), чем отрицательных (23%). Самое позитивное отношение к вакцинации показали 
студенты медицинской специальности и родители—77%и71% соответственно. Большин
ство респондентов отмечают дефицит знаний в области иммунопрофилактики, при этом 
менее 50% респондентов получают информацию от врачей. Остальные получают инфор
мацию из других источников, прежде всего из интернета. Около 80% всех групп респон
дентов предпочли бы получать информацию и ответы на свои вопросы о вакцинации в 
интернете, в том числе на официальных сайтах. Заключение. Приверженность населения 
РФ к вакцинопрофилактике имеет достаточно низкий уровень. Основной причиной это
го является отсутствие знаний и доступности достоверной информации о вакцинации. 
Необходимо использовать различные варианты информирования населения о значимости 
и безопасности иммунопрофилактики, в том числе посредством интернет технологий и 
СМИ.
Журн. микробиол., 2017, № 2, С. 98—103
Ключевые слова: вакцинация, приверженность к иммунопрофилактике, информирован  ̂
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ASSESSMENT OF ATTITUDES TOWARDS IMMUNIZATION IN DIFFERENT 
GROUPS OF POPULATION OF THE RUSSIAN FEDERATION

Sechenov First Moscow State Medical University, Russia

Aim. The study the attitude of population towards the necessity of vaccination. Materials and 
methods. The survey about the attitude towards vaccination among different groups of population 
was held. In total there were 1209 respondents: 1031 students of medical, humanitarian and tech
nical universities and 178 parents of children under 2. Results. The most positive attitude towards 
vaccination was shown by medical students (77%) and parents (71%) and only 33% and 37% of 
humanitarian and technical students correspondently realize the significance of vaccination. It is 
worth noting that large number of people could not define their attitude to vaccination. The ma
jority of respondents notices the lack of knowledge about vaccination wherein less than 50% of 
respondents get the information from doctors. The rest gets it from different sources mostly from 
the Internet. About 80% of respondents would prefer to get answers to their questions about vac
cination in the Internet. Conclusion. The adherence of population of Russia to vaccination has a 
rather low level. The main reason for it is the lack of knowledge and availability of true information 
about vaccination. It is necessary to use diverse sources of information to provide the population 
with true facts about vaccination, its significance and safety via mass media and the Internet as 
well.
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Key words: vaccination, the adherence to vaccination, the commitment to immunization, vac
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Вакцинопрофилактике является наиболее эффективным мероприятием в отно
шении инфекционных болезней. Благодаря проведению вакцинации удалось суще
ственно снизить заболеваемость многими антропонозными инфекциями. Однако до 
сих пор как в России, так и в других странах понимание значимости иммунопрофи
лактики для сохранения здоровья остается на невысоком уровне. Обращает на себя 
внимание недостаточное понимание необходимости проведения иммунопрофилакти
ки и в среде медицинских работников. Остается актуальной проблема отказа от вак
цинации. Согласно статистики ВОЗ 18,7 млн детей грудного возраста в мире все еще 
не получают основных вакцин как в странах с низким уровнем жизни, так и в разви
тых странах [8]. Именно для непривитых детей представляют смертельную опасность 
такие инфекции как коклюш, корь, ветряная оспа, пневмококковая, менингококко- 
вая инфекции и другие [3, 9].

Очевидным достоинством вакцинации является ее высокая эффективность [4,11]. 
Однако снижение заболеваемости и поддержка ее на низком уровне на фоне вакци
нации приводит к заблуждению как родителей, так и медицинских работников, ко
торые считают, что нет необходимости прививать детей, поскольку нет эпидемий и 
вероятность заболеть очень мала.

В США основным барьером к вакцинации является отсутствие у населения уве
ренности в безопасности вакцин. Сомнение в качестве вакцин и их составе пугает не 
только американских родителей, но и родителей из других стран [1].

Интересным является исследование ученых из Швейцарии. Эта страна с высоким 
уровнем жизни, и основной проблемой, с которой сталкиваются врачи-педиатры, это 
убежденность родителей в здоровом образе жизни. Проведенный опрос родителей из 
Швейцарии показал, что основной причиной отказа от вакцинации является мнение, 
что здоровый образ жизни способен защитить их ребенка от инфекции. Помимо 
здорового образа жизни, родители считают, что вторжение в естественный иммунитет 
ребенка — это нарушение законов природы. Сама болезнь, по их мнению, не страш
на, тренировать иммунитет нужно естественным образом, а именно — переболеть. 
Интересным является еще тот факт, что большинство опрошенных родителей были 
работниками здравоохранения [12].

Работники здравоохранения входят в группу риска по отказам от вакцинации не 
только в Швейцарии, но и в Дании.

По данным литературы можно выделить основные факторы, влияющие на отказ 
от вакцинации [5]: Сомнение в безопасности вакцин; Зависимость от наличия об
разования; Родители работники в сфере здравоохранения; Недоверие к сотрудникам 
здравоохранения и государству; Количество детей; Уровень жизни; Психологические 
факторы; Сомнение в безопасности вакцин.

Многие родители мало информированы, и недостаток знаний приводит к форми
рованию негативного отношения к вакцинации за счет получения информации от 
противников вакцинации, которая является необъективной и недостоверной [6].

В частности, на всех антипрививочных сайтах в Канаде присутствуют темы риска 
для здоровья от применения вакцин. Каждый сайт утверждает, что вакцины являют
ся ядовитыми и вызывают идиопатические заболевания [13]. В Великобритании до 
сих пор некоторые родители предпочитают не делать прививку против кори, красну
хи и эпидемического паротита, считая ее фактором, вызывающим аутизм [16]. Во 
Франции верят в связь между прививкой от гепатита В и рассеянным склерозом [17]. 
Многие родители боятся развития таких осложнений, как астма или аллергия. Помимо 
этого, антипрививочники утверждают, что вакцины не только не безопасны, но и 
способны вызывать инфекционные заболевания, так как в составе вакцины находят
ся живые или убитые возбудители [13].

Следует отметить, что наличие образования является спорным фактором, влияю
щим на отношение к вакцинации, и результаты весьма противоречивы. В странах с 
низким уровнем жизни родители, имеющие высшее образование, склонны прививать 
своихдетей [14], но в развитых странах этот показатель ведет себя по-разному. С одной 
стороны, родители с высшим образованием из Нидерландов чаще всего относятся
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негативно к вакцинации. С другой стороны, исследования в США показывают, что 
более образованные родители менее обеспокоены безопасностью вакцины и, следо
вательно, склонны прививать своих детей [16]. Ученые из Великобритании сделали 
вывод, что семьи с большим количеством детей чаще склонны отказываться от при
вивок, чем семьи с одним ребенком [16]. Уровень жизни, социальное положение 
является важным критерием только для тех стран, где прививки платные, в других 
странах этот показатель не является значимым [17].

История доказывает, что массовые отказы от вакцинации приводят к различным 
эпидемиям. В настоящее время во всем мире проводятся провакцинальные кампании, 
которые опираются на рациональное обоснование необходимости прививок и пре
следуют цель разъяснить населению значимость и пользу иммунопрофилактики, а 
также предоставить объективную доказанную информацию о безопасности вакцин. 
Однако без понимания населением значимости иммунопрофилактики для сохранения 
здоровья достигнуть надлежащего уровня привитости невозможно [10].

В связи с этим, целью нашего исследования было изучение отношения различных 
групп населения РФ к необходимости проведения вакцинации.
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Нами было проведено анкетирование по вопросам отношения к вакцинопрофи
лактике различных групп населения. Анкета включала 25 вопросов. Общее количество 
респондентов составило 1209 человек, из них: 555 студентов медицинского ВУЗа, 338 
студентов высшего и среднего образовательных учреждений технического профиля, 
138 студентов гуманитарных ВУЗов, а также 178 родителей детей в возрасте до 2 лет. 
Родители детей в возрасте до 2 лет в рамках исследования были выбраны в качестве 
респондентов, т.к. большая часть прививок в рамках Национального календаря дела
ется именно в первые 2 года жизни и родители стоят перед вопросом выбора тактики 
иммунопрофилактики. Студенты медицинских вузов были выбраны, т.к., с одной 
стороны, они являются будущими врачами, от которых зависит реализация програм
мы иммунизации, а с другой стороны, также, как и студенты других специальностей, 
являются потенциальными родителями. При этом студенты гуманитарных и техни
ческих специальностей не получают информацию о вакцинопрофилактике в рамках 
образовательных программ. Оценка достоверности различий проводилась с исполь
зованием доверительных интервалов и критерия хи-квадрат.
РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Анализ анкет показал большой процент лиц, относящихся к иммунопрофилак
тике негативно, а также крайне низкую информированность по вопросам вакцинации. 
На вопрос об отношении к иммунопрофилактике наибольший удельный вес негатив
ных ответов был получен от студентов технического и гуманитарного профиля. Среди 
студентов технического профиля положительное отношение показали всего 37%, а 
гуманитарных — 33%, при этом более 40% затрудняются ответить на этот вопрос. 
Следует отметить, что достоверных различий между ответами «положительное от
ношение» и «негативное» среди студентов гуманитарных ВУЗов, а также «положи
тельное отношение» и «затрудняюсь ответить» не выявлено, что свидетельствует о 
подавляющем большинстве студентов, настроенных негативно в отношении имму
нопрофилактики.

Отношение родителей детей в возрасте до 2 лет было намного позитивнее: 71% 
опрошенных относятся к ней положительно, 11 % отрицательно и 18% имеют неопре
деленное отношение (р<0,05).

Самое позитивное отношение к иммунопрофилактике наблюдалось у студентов 
медицинского ВУЗа. Большинство из них (77%) положительно относятся к иммуно
профилактике, однако 17% затрудняются ответить на этот вопрос, и 6% ответили, что 
их отношение отрицательно (р<0,05), это свидетельствует о том, что даже в медицин
ской среде присутствуют антивакцинальные тенденции.

Разницы в ответах юношей и девушек среди студентов не установлено. При этом, 
отношение к вакцинации зависело от степени образования (высшее или среднее 
специальное). Студенты высших учебных заведений технической и гуманитарной
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направленности относятся к проведению иммунопрофилактики позитивнее (37%), 
чем студенты средних специальных учебных заведений (28%) (р<0,05).

При анализе ответов среди опрошенных родителей установлено, что более моло
дые родители относятся позитивнее к вакцинации (20 — 30 лет — 84%, 30 — 40 лет 
— 67%, старше 40 лет — 69%).

Анализ ответов респондентов, отметивших отрицательное отношение, показал, 
что большинство (59%) указали на боязнь возникновения осложнений в ходе вакци
нации и недостаток информации о безопасности вакцин.

Среди студентов гуманитарного профиля 42% считают, что вакцинация снижает 
заболеваемость, 38% не согласны с этим утверждением, 20% не определились, 44% 
студентов технической специальности высказались в пользу снижения заболеваемо
сти, 23% — против, 33% не определились с ответом. Большинство студентов-медиков 
(87%) признают вакцинацию эффективной, 5% считают, что зависимости нет, и 8% 
затрудняются с ответом; 71 % опрошенных родителей детей до 2 лет придерживаются 
точки зрения, что прививки уберегут их детей от инфекционных заболеваний и их 
осложнений, 10% считают, что от прививок больше вреда, чем пользы, и 19% затруд
няются ответить. Отсутствие достоверности различий в ответах студентов гуманитар
ных ВУЗов может быть связано с низким уровнем осведомленности о значении вак
цинации в профилактике инфекционных болезней.

При этом, студенты, обучающиеся в высших учебных заведениях, в большей степени 
считают, что за счет иммунопрофилактики заболеваемость снижается — 51%, 26% не 
согласны с этой позицией, 22% затрудняются с ответом. Достоверных различий в ответах 
студентов, обучающихся в средних специальных учебных заведениях, нет, что также 
можно объяснить низкой информированностью в вопросах иммунопрофилактики.

Подавляющее большинство (93%) студентов-медиков планирует прививать своих 
детей в будущем, а среди студентов гуманитарного и технического профиля — всего 
лишь 67%. Среди родителей детей в возрасте до 2 лет делают прививки своим детям 
90%, однако здесь прослеживается связь с возрастом, респонденты, которым больше 
40 лет, преобладают в группе тех, кто отказывается от прививок (7% — 20 — 30 лет, 
10% — 30 — 40 лет, старше 40 лет — 18%) (р<0,05).

Следует отметить, что большинство респондентов собирается прививать своих 
детей лишь от части инфекций: гепатит В (86%) и туберкулез (77%). При этом отме
чается низкий процент респондентов, планирующих прививать своих детей против 
пневмококковой инфекции (37%), прививка против которой включена в На
циональный календарь профилактических прививок относительно недавно. 
Определяется этот факт недостаточной осведомленностью населения о значимости 
этой инфекции. Эта проблема существует не только в России, но и в других странах.

Изучение вопросов осведомленности населения о необходимости вакцинации 
против пневмококковой инфекции в различных европейских странах [15] показало, 
что всего 29% осведомлены о пневмококковой инфекции. Эта цифра колебалась от 
14% (Франция) до 48% (Португалия).

Информированность населения по вопросам иммунопрофилактики в целом не
достаточна для формирования приверженности к ней. Всего лишь 27% студентов 
технической и гуманитарной специальностей ответили, что имеют достаточно ин
формации об иммунопрофилактике и ее значении, 56% ответили, что информацией 
в должном объеме не располагают, и 17% вообще не нуждаются в подобной инфор
мации. Отсутствие достоверных различий в ответах среди студентов-медиков свиде
тельствует о том, что даже в этой группе имеется дефицит информации.

Основным источником получения информации по вопросам иммунопрофилакти
ки должны быть медицинские работники. В европейских странах 92% населения по
лучают информацию о необходимости проведения прививок от врачей [15]. В России 
явно прослеживается недостаточная приверженность самих медицинских работников 
к вопросам иммунопрофилактики. Об этом свидетельствует неполный охват привив
ками против пневмококковой инфекции и гриппа, частое нарушение своевременности 
сроков вакцинации и необоснованность медицинских отводов [2]. Кроме того, 61% 
опрошенных студентов технической и гуманитарной специальностей и 58% студентов- 
медиков ответили, что не получают информацию о вакцинации на приеме у врачей
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первичного звена в амбулаторно-поликлинических учреждениях. С другой стороны, 
прослеживается недостаточная степень доверия к медицинским работникам со стороны 
населения, предпочитающего получать сведения из средств массовой информации.

На сегодняшний день среди отечественных и зарубежных сайтов антипрививочная 
пропаганда, активно разворачиваемая в интернете, способствует поддержанию так 
называемых мифов о прививках, с одной стороны, и служит препятствием на пути 
формирования у населения приверженности к вакцинопрофилактике, с другой [7].

Среди родителей детей до 2 лет провакцинальную информацию в СМИ и интер
нете слышали 54%, антивакцинальную — 38%, остальные не встречали вообще ника
кой информации по вопросам иммунопрофилактики. Среди студентов всех специ
альностей около 30% ответили, что слышали позитивную информацию из СМИ о 
вакцинации, остальные указали, что информацию не получали (р<0,05).

Студенты медицинского университета активнее интересуются темой вакцинопро- 
филактики — 78% хотели бы получать больше информации, однако 22% данной темой 
не интересуются. Среди студентов технического и гуманитарного профиля более 55% 
не интересуются этой темой, 83% родителей хотят получать больше информации об 
иммунопрофилактике (р<0,05).

Предпочтительной формой получения информации для более чем 80% респон
дентов является интернет, на втором месте по значимости источника информации 
выбрана реклама в виде листовок, брошюр, плакатов в общественных местах, транс
порте, поликлиниках. На третьем месте по популярности получения информации 
находится радио и телевидение.

При поддержке Министерства здравоохранения Российской Федерации разрабо
тан интернет-сайт http://www.yaprivit.ru/, направленный на популяризацию и устра
нение информационного дефицита среди населения в вопросах иммунопрофилакти
ки. На сайте проводится голосование «Прививаете ли вы своих детей?». Более 80% 
посетителей сайта ответили в пользу вакцинации. Кроме того, создание этого сайта 
позволило сократить число негативных высказываний в отношении иммунопрофи
лактики в блогосфере. Большинство респондентов (около 70%) видят необходимость 
в расширении информации на этом сайте.

В мире существуют разные подходы к увеличению привитости населения. В США 
большую роль отводят вопросам государственного регулирования в области иммуно
профилактики. Например, отказ от вакцинации может привести к удорожанию вра
чебной страховки, а власти штата Калифорния приняли закон, запрещающий роди
телям отказываться от прививок без разрешения врача. В России в настоящее время 
обсуждается вопрос введения юридической ответственности родителей за отказ от 
вакцинации детей.

Однако идею о принудительной вакцинации поддержали 47% студентов-медиков, 
19% затруднились с ответом, а 34% относятся к таким мерам отрицательно. Студенты 
гуманитарного и технического профиля обучения в большей степени против подобных 
мер — 68%, затруднились с ответом 27%, а положительно ответили только 5%. Таким 
образом, большинство респондентов не поддерживают введение принудительной вакци
нации, отмечая недостаток информации как ведущий фактор отказа от вакцинации.

Решение проблемы повышения приверженности к вакцинации как медицинских 
работников, так и населения в настоящее время должно носить комплексный харак
тер и осуществляться по разным направлениям. В первую очередь, для повышения 
доверия населения к иммунопрофилактике необходимо всестороннее освещение, в 
том числе в СМИ, объективной и достоверной информации о безопасности и эффек
тивности вакцин. Назрела необходимость включения в систему высшего медицин
ского образования для обучающихся по всем специальностям группы здравоохране
ния отдельной дисциплины «Иммунопрофилактика». Такая дисциплина включена в 
учебный план по специальности «медико-профилактическое дело» с 2014 года. Однако 
студенты, обучающиеся по клиническим специальностям, отмечают нехватку инфор
мации по вопросам иммунопрофилактики. Необходимо постоянное обучение вопро
сам иммунопрофилактики врачей. Сегодня целесообразно организовывать школы по 
иммунопрофилактике в рамках профессиональных конференций.

В Российской Федерации уровень осведомленности населения как в отношении
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ущерба, наносимого инфекционными болезнями здоровью, так и роли вакцинации 
в его сохранении остается недостаточным. Приверженность населения Российской 
Федерации к вакцинопрофилактике на сегодняшний день имеет достаточно низкий 
уровень. Основной причиной этого является отсутствие знаний и доступности до
стоверной информации о вакцинации. Необходимо использовать различные вариан
ты информирования населения о значимости и безопасности иммунопрофилактики, 
в том числе посредством интернет-технологий и СМИ.
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СОВЕРШЕНСТВОВАНИЕ ПИТАТЕЛЬНЫХ СРЕД ДЛЯ ВЫРАЩИВАНИЯ НЕ
КОТОРЫХ ВОЗБУДИТЕЛЕЙ ОПАСНЫХ ИНФЕКЦИОННЫХ БОЛЕЗНЕЙ

Ростовский-на-Дону научно-исследовательский противочумный институт

Методы выявления эпидемически значимых микроорганизмов разнообразны, однако 
золотым стандартом бактериологической диагностики остается культивирование на пи
тательных средах. Выбор среды зависит от условий, в которых бактерии существовали 
ранее и находятся в настоящее время. Естественные условия жизни определяют их физи
ологические особенности, а метаболическая пластичность обеспечивает выживание и 
сохранение вирулентности. В данном обзоре на примере Yersinia pestis и Vibrio cholerae 
представлены наиболее эффективные разработки питательных сред. Приведены доказа
тельства перспективности широкого использования белкового гидролизата дрожжей в 
качестве основы питательных сред.
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The detection methods for microbial agents that have epidemiological significance are diver
sity but cultivation on nutritional media remains the gold standard in microbiological diagnostics. 
Choice of medium depends on the conditions in which bacteria were early and is present. The 
nature life determines its physiological peculiarity then a metabolic plasticity promote to survive 
and to save the virulence. In this review on the example of Yersinia pestis and Vibrio cholerae per
formed evaluations of the efficient decisions for the bacterial media development. It is declared 
advantage of baker’s yeast hydrolisate as the nutrition media base.
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Современная концепция надзора за опасными для человека болезнями предусма
тривает не только решение чисто медицинских вопросов, но также держит в поле 
зрения общегосударственные проблемы, связанные с экономикой и импортозамеше- 
нием [28, 31]. Предстоит большая работа в области производства питательных сред, 
в частности, обеспечивающих мониторинг особо опасных инфекций — чумы и холе
ры. Диагностика их требует использования метода культивирования бактерий в соот
ветствии с новейшими научными знаниями.

1. Формирование современных принципов разработки бактериологических питатель
ных сред. Первоначально для выращивания микроорганизмов с научными целями 
применяли только питательные отвары и бульоны. Богатые питательными вещества
ми жидкие среды (в особенности мясной бульон) позволяли накапливать бактериаль
ную массу, но она была неоднородна, и Роберт Кох ввел принцип работы с «чистой
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культурой» на плотных питательных средах. Открытие С.Н.Виноградским (1856 — 
1953 гг.) хемосинтеза — жизни микроорганизмов за счет окисления неорганических 
веществ и разработка им метода «элективных культур» дали развитие разработке но
вых питательных сред [11]. Широкое использование бактериологических методов и 
создание сред разнообразного назначения, многие из которых применяют многие 
десятилетия, помогли установить этиологическую природу чумы, холеры, сибирской 
язвы, туберкулеза, дифтерии, почти всех возбудителей кишечных инфекций [28]. В 
1930 г. Левин и Шенлейн классифицировали более двух тысяч питательных сред для 
культивирования микроорганизмов, идентификации, выделения ферментов, анти
генов, токсинов [22]. И все же ко второй половине XX в. сформировалось мнение, что 
невозможно приготовить универсальную питательную среду, на которой могли бы 
развиваться любые микробы [12]. Однако в настоящее время широко используют 
сложные по составу базовые питательные среды, поддерживающие рост различных 
систематических групп за счет пептона, дополнительные компоненты определяются 
индивидуально [28]. Пептоны, представленные в руководстве фирмы «Merck», осно
вавшей их производство более 80 лет назад, отличаются по химическим характери
стикам, количеству общего и аминного азота [42], и поэтому можно констатировать, 
что «пептон» — химически неопределенный термин, используемый для обозначения 
разнообразных белковых гидролизатов.

Вещества, необходимые для жизнеобеспечения микроорганизмов, определяет 
эволюционный путь формирования вида. И генетическая неоднородность заставила 
расширить качественный диапазон лабораторных питательных сред от растворов 
минеральных солей для автотрофов до мясных гидролизатов, обогащенных кровью, 
для бактерий, вызывающих сепсис. Стало активно развиваться научное направление: 
«питательные среды и микробный метаболизм» [28]. В настоящее время техника 
культивирования микроорганизмов позволяет моделировать условия для репродукции 
биохимических свойств, присущих данному виду, имитировать определенные циклы, 
характерные для естественных условий. Осуществляются попытки «метаболического 
моделирования» адаптации к условиям питания во время инфекции на молекулярном 
и организменном уровне [5]. Ученые разрабатывают модели, соответствующие сово
купности энергетических электронных балансов, кинетике субстратного поглощения 
источников углерода и азота, органических и минеральных веществ [2]. Благодаря 
познанию тонкостей метаболических процессов в разных условиях существования в 
1990-х гг. началась разработка новых способов дифференциальной диагностики бак
терий — культивирования на хромогенных средах [47]. Метод, изначально выявляю
щий широкий спектр продуцентов р-лактамаз, вскоре был трансформирован для 
прямой изоляции разнообразных клинических культур на основе специфических 
цветных реакций на агаровой среде. В отличие от ранее используемых сред, где окра
ска зависела от изменения pH, новый тип диагностических сред содержит меченный 
хромогеном субстрат, который разлагает специфический метаболит микроба, приво
дя к окрашиванию отдельных колоний. Это позволяет клонировать искомую культу
ру в гетерогенной популяции, в том числе загрязненной посторонней микрофлорой. 
Подобно тому, как это делается при использовании метода бактериальной культуры, 
новая среда содержит все необходимое для синтеза характерного фермента или ток
сина, в том числе питательные основы. На рубеже XXI века физиология микроорга
низмов и исследования в области генетики обогатились новыми сведениями относи
тельно факторов, влияющих на синтез продуктов различного назначения, в том 
числе, на время культивирования [1, 39]. Появились автоматизированные способы 
выращивания микроорганизмов, ускоряющие аналитические и производственные 
процессы. Повысилась роль методов контроля над этими процессами [24]. В биотех
нологии, помимо подбора оптимального состава питательных сред, регуляции ско
рости размножения путем введения добавок и изменения уровня аэрации, главенст
вующую роль получила генная инженерия — конструирование штаммов-продуцентов 
с рекомбинантной ДНК [4, 35]. Последние достижения биотехнологии делают воз
можным создание штаммов-продуцентов белкового сырья определенного аминокис
лотного состава [33].

Современная микробиологическая техника, используя соответствующие пита
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тельные среды и регуляторы метаболизма, способна влиять на физиологические про
цессы, происходящие при культивировании, в частности, сохранение вирулентных 
свойств патогенных бактерий, хотя потребности бактерий в питательных веществах, 
ионах, кофакторах, зависимость ферментативных реакций от pH, температуры, на
личия кислорода разнообразны [28]. Общепринято считать, что самый главный ин
дикатор состояния метаболизма у микробов — формирование биомассы, и это свой
ство, нередко связанное с паразитизмом, у вирулентных для человека бактерий 
имеет «функциональные аналогии», определяемые жизнью в другом организме [39, 
43]. Поскольку холерный вибрион и микроб чумы близки в этом отношении, анало
гия привлекает внимание возможностью использовать одинаковые источники пита
ния для выращивания представителей обоих видов.

2. Разработка питательных сред для Yersinia pestis и Vibrio cholerae. В нашу задачу 
входит поиск общности метаболических свойств Y. pestis и V. cholerae, и чтобы найти 
сходство, мы обращаемся к «Определителю бактерий Берджи» [27]. Оба представите
ля грамотрицательных бактерий — факультативные анаэробы, хемоорганотрофы, 
обладающие и дыхательным, и бродильным типами метаболизма. Катаболизируют 
D-глюкозу. Восстанавливают нитрат. Сероводород не образуют. Они используют 
окислительно-восстановительные реакции как источник энергии, а для роста и раз
множения в хозяине им требуются органические вещества в качестве основного ис
точника углерода [8,14,27]. Ауксотрофные мутанты нуждаются в готовых витаминах, 
например, никотиновой кислоте в форме NAD и NADF для осуществления 
окислительно-восстановительных процессов [23].

Следует сказать, что Y. pestis близкородственна некоторым энтеритическим пато
генам (Y. pseudotuberculosis), но в процессе эволюции потеряла специфические гены, 
необходимые для колонизации кишечника, стала локально адаптирована в своих 
зоотических резервуарах [40]. И все же ее трансмиссионный механизм определяет 
пищевой путь — рост в виде биопленки в преджелудке блох [32]. Метаболизм Y. pestis 
связан с обменными процессами, происходящими в организме инфицированных 
грызунов или человека, фагоцитах, макрофагах, нейтрофилах [30]. Это медленно 
растущий «К-стратег», внутриклеточный паразит [43], проявляющий зависимость от 
температуры, а также определенных аминокислот, гемина, нуклеиновых оснований, 
витаминов. Под влиянием специфических сигналов повышения температуры: «37°С» 
и «37°С — Са» (сигнал низкого содержания ионов кальция в среде) происходит смена 
метаболических процессов, связанных в том числе, с капсульным антигеном [7]. 
Проблема патогенности Y. pestis занимает заметное место в специальной литературе 
[8]. Вследствие адаптационной изменчивости Y. pestis может формировать слабови
рулентные культуры [8], но следует помнить: бактерия чумы — возбудитель опасного 
острого инфекционного заболевания, с высокой летальностью, тяжелым течением, 
угрозой массового распространения, в том числе, в результате актов биотерроризма 
[26,45].

В практическом руководстве [14] сообщается, что штаммы из некоторых природ
ных очагов имеют дополнительные потребности, а большинство нуждается в трех 
аминокислотах — метионине, фенилаланине и треонине. В Российской Федерации 
для диагностики Y. pestis рекомендуется питательный агар с мясным или казеиновым 
гидролизатами, которые содержат названные аминокислоты. ВОЗ (со ссылками на 
международных экспертов) предлагает посевы крови или тканевого материала на 
кровяной агар SBA (sheep blood agar), brain-heart inlusion agar, Mac-Conkey agar [45]. 
Обычно микроб чумы культивируют в присутствии сульфита натрия (натрий серни
стокислый), который обладает свойствами восстановителя и поддерживает 
окислительно-восстановительный потенциал питательной среды. Оптимальные 
условия выращивания: 28°С, рН7,0 — 7,2. При 37°С возникают дополнительные пи
тательные потребности, при этом на агаре Мак-Конки через 24 ч колонии слабо раз
личимы [14].

Холерные вибрионы — типичные «г-стратеги», характерной чертой которых яв
ляется наличие в жизненном цикле взрывного роста популяции как в кишечнике 
человека, так и в водной среде [34]. Верхний отдел кишечника человека, где возбуди
тель холеры в начале инфекционного процесса обеспечен всем необходимым для
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бурного развития, имеет слабо щелочную реакцию среды, низкое содержание кисло
рода, повышенную энергетику анаэробиоза. К исходу заболевания, которое может 
продолжаться несколько часов, питательные субстраты истощаются, рост замедляет
ся, увеличиваются впитывающая активность внешней мембраны, интенсивность 
окислительного метаболизма железа; усиливается транскрипция генов, необходимых 
для адаптации в голодной среде [10,31,48]. В межэпидемический период популяция 
холерных вибрионов представляет собой либо свободноживущие планктонные, либо 
неподвижные клетки, связанные с биотической или абиотической поверхностью, 
сгруппированные в биопленке [41]. Высокая активность хитинолитической системы 
обусловливает пропитание путем паразитирования на покрытых хитином поверх
ностях животных [9]. Потенциальная способность к микроэволюции вплоть до по
явления вирулентных клонов, вероятно, связана с периодом повышения температуры 
воды и цветения [38]. Смена температурных условий — 37°С в человеке и 15 — 25°С в 
воде — играет важнейшую роль в функции контроля за процессами питания и секре
ции [49]. При температуре 35 — 37°С и pH 7,6 — 8,0 холерные вибрионы хорошо растут 
на питательных средах, содержащих компоненты мяса: 1% пептонной воде, пептоне 
Мартена, настое сердечной мышцы, агаре Хоттингера, мясо-пептонном агаре, а так
же средах, содержащих препараты из крови. Используя такие среды, in vitro можно 
влиять на токсигенность, синтез холерогена, от которого зависит симптоматика и 
исход болезни [6,10,37,50]. V. cholerae и Y. pestis, подобно многим патогенным микро
организмам, часто культивируют на мясном или казеиновом пептоне, но уже давно 
не вызывает сомнения необходимость замены такой базовой основы экономически 
более выгодным препаратом [12, 14, 21 — 23, 28].

3. Перспективы совершенствования бактериологических питательных сред. При 
лабораторном исследовании многих бактерий метод культивирования является 
международным стандартом, хотя имеет недостатки: для выделения чистой культуры 
и ее идентификации необходимо примерно 48 часов; чувствительность метода, как 
правило, низкая; трудности представляют «новые» инфекции. В связи с этим, пред
принимаются многочисленные попытки заменить его хромогенным или молеку
лярно-биологическим методами [46].

Совершенствование бактериологической лабораторной работы заключается как 
в инновационных разработках, так и в модификации старых методов. Проводят пер
спективные исследования в направлении обновления основ питательных сред, в том 
числе, замены мясного сырья, предлагают новые питательные среды для автомати
зированных технологий и молекулярной биологии [31]. В качестве сырья используют 
дрожжи Saccharomyces cerevisiae — естественный концентрат белка, который в своем 
составе содержит лизин, лейцин, изолейцин, триптофан, аргинин, гистидин, цисте
ин, фенилаланин, метионин, треонин, глютаминовую и аспарагиновую кислоту [28, 
36]. Среди бактериологических препаратов общего назначения разработана дрожже
вая основа ПППД — панкреатический перевар пекарских дрожжей [15]. Упрощенный, 
совершаемый в одну стадию процесс гидролиза легко управляем благодаря легкости 
дозировки компонентов белкового переваривания. Стандартность обеспечена во 
многом с помощью применения панкреатина и хлебопекарных дрожжей, соответ
ствующих требованиям государственных и отраслевых стандартов. Ферменты пан
креатина включены в процесс лизиса стенки клеток дрожжей. Он необходим для 
выделения структурного белка, который составляет примерно 85% от общего коли
чества [3,13, 25]. Была проведена сравнительная оценка различных белковых гидро
лизатов, используемых в настоящем для диагностики чумы и холеры, и новый белко
вый гидролизат не уступил им ни по одному показателю [17]. Особый интерес 
представляют питательные среды для культивирования Y. pestis, изготовленные на 
этой основе. Впервые для выделения микроба чумы из экспериментально зараженных 
пищевых продуктов с положительным эффектом была применена среда ЧДС-37 [29]. 
Среды ЧДС-37 и ЧДС-28 использовались в ходе тактико-специального учения СПЭБ, 
результаты которого показали, что она может быть рекомендована в качестве элемен
та мобилизационной составляющей резерва питательных сред СПЭБ [18]. Новые 
среды на основе ПППД: ХДС-Н, ХДС-агар, ХДС-бульон использовались в качестве 
аналогов пептонных сред в диагностике холеры [19, 20]. Таким образом, гидролизат
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белка ПППД явился основным питательным компонентом сред, предназначенных 
для выделения двух опасных для человека возбудителей: Y. pestis и V. cholerae [16,18]. 
Среды нового поколения, которые позволяют проводить быстрое (в течение суток) 
обнаружение и идентификацию микроорганизмов, также нуждаются в дрожжевых 
добавках. В 2012 г. было постулировано [48], что в составе дифференциально
диагностической среды CHROMagar Orientation (France) кровь, ранее используемая 
в составе сред аналогичного назначения, заменена дрожжевым экстрактом, который 
часто вводят как фактор роста.

В итоге можно сказать, что новый белковый гидролизат — панкреатический пере
вар пекарских дрожжей — может быть эффективно использован в производстве цело
го ряда питательных сред микробиологического назначения.
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The need for efficient and cost-effective cholera vaccine hasn’t lost its actuality in view of the 
emergence of new strains leading to severe clinical forms of cholera and capable to replace strains 
of the seventh cholera pandemic, and in connection with the threat of cholera spreading beyond 
the borders of endemic countries. In this review data from literature sources are presented about 
the use of outer membrane proteins, vesicles, cell ghosts of the cholera causative agent in specific 
prophylaxis and diagnostics of the disease.
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Во время текущей пандемии получены противоречивые данные об эффективности 
специфической профилактики холеры и ее применении в случаях завоза инфекции 
из внеэндемичных территорий. В соответствии с этим менялась официальная точка 
зрения экспертов ВОЗ и национальных служб здравоохранения на эту проблему [10]. 
Идеальной вакцины, которая бы отвечала всем требованиям ВОЗ, до сих пор не су
ществует [24]. Аттенуированные вакцины способны индуцировать мощный протек- 
тивный ответ после однократного применения, но могут оказывать и негативное 
действие на больных с ослабленным иммунитетом. Убитые вакцины с успехом про
демонстрировали свой потенциал по защите населения эндемичных районов, однако 
не способны обеспечить долгосрочную защиту и не подходят для детей в возрасте до 
двух лет. Кроме того, они принимаются в несколько доз [30]. Существенным препят
ствием для усовершенствования химических вакцин против холеры является недо
статочность сведений о природе протективных антигенов холерного вибриона. Вместе 
с тем, установлено, что антигены, ответственные за формирование антибактериаль
ного иммунитета, локализованы, главным образом, на наружных мембранах (НМ) 
возбудителя, поэтому исследования по совершенствованию средств иммунопрофи
лактики и иммунодиагностики холеры тесно связаны с поверхностными структурами 
холерного вибриона [3].

Белки наружной мембраны различных бактерий играют двойственную роль во 
взаимоотношениях патогена с иммунной системой организма-хозяина. С одной сто
роны, наружные белки являются факторами патогенности, подавляющими отдельные 
стадии иммунной защиты хозяина, с другой — представляют собой молекулы-мишени 
для системы врожденного иммунитета макроорганизма, активируя факторы немед
ленной защиты и участвуя в формировании специфического иммунного ответа [8]. 
Поэтому понимание структуры и свойств белкового состава бактериальной наружной 
мембраны необходимо при разработке противоинфекционных препаратов и вакцин 
[17]. Кроме того, препараты, созданные на основе белков НМ бактерий, могут за
щищать от инфекции, вызываемой всеми типами данного вида микроорганизма, и 
являются перспективными для профилактики родственных инфекций [8].

Наружные мембраны Vibrio cholerae содержат белки (Ошр), продукция которых 
регулируется в ответ на желчь, осмолярность, колебания pH и другие сигналы окру
жающей среды. В составе мембранных пузырьков поверхностные белки могут при
нимать участие в транспорте различных токсинов, ферментов, ДНК и т.д. в клетки 
хозяина во время колонизации кишечника [21], что предполагает их важную роль в 
индукции иммунного ответа макроорганизма. Белки внешней мембраны возбудите
ля холеры являются видоспецифическими антигенами и способны вызывать образо
вание агглютинирующих и вибриоцидных антител, перекрестно реагирующих с ви
брионами разных серогрупп [16]. Ранее сообщалось о наличии иммуногенной 
активности у белка OmpW (22 кДа), присутствующего практически у всех исследо
ванных штаммов холерных вибрионов [16], и OmpV (25 кДа), связанного с пептидо- 
гликаном белка теплового шока [35]. Мишанькиным Б.Н. и др. [5] получены данные 
о наличии протективных и иммуногенных свойств у ОшрТ (около 40 кДа) возбуди
теля холеры, что может быть полезным для совершенствования специфической про
филактики этого заболевания.

Иммуногенными свойствами обладают и токсин-корегулируемые пили адгезии 
(Тср) [11,33]. Антитела против Тср, образующиеся непосредственно к белкам, входя
щим в состав дисульфидной петли, оказывают протективное действие при экспери
ментальной холере [27], предотвращая развитие инфекционного процесса на его 
первой стадии — колонизации. Включение Тср в состав вакцинных препаратов может 
усилить их иммуногенность [2], так как адгезины вызывают выработку секреторных 
антител класса А, предотвращающих колонизацию кишечника. Фактор колонизации 
белок TcpF, продуцируемый V. cholerae 01 и 0139 серогрупп, вызывает интерес ис
следователей как потенциальный протективный антиген. При оценке иммуногенности 
и протективности выявлен дополнительный протективный эффект при сочетании его 
с В субъединицей холерного токсина (ХТВ) [31]. Показано, что рекомбинантная 
субъединица А токсин-корегулируемых пилей (ТсрА) холерного вибриона может ис
пользоваться в качестве носителя в оральной вакцине против холеры как самостоя
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тельно [19], так и совместно с ХТВ в качестве иммуногенов при разработке эффектив
ной мультивалентной субъединичной вакцины против V. cholerae [32].

Экстрацеллюлярная секреция продуктов является основным механизмом «обще
ния» грамотрицательных возбудителей с макроорганизмом. Патогенные и непатоген
ные виды грамотрицательных бактерий выделяют везикулы (пузырьки), которые 
служат транспортным средством для секретируемых белков и липидов и играют важ
ную роль в колонизации, передавая факторы вирулентности в клетки хозяина, причем 
механизмы пузырек-опосредованной доставки токсинов очень разнообразны. Анализ 
биохимических и функциональных характеристик везикул продемонстрировал, что 
они содержат адгезины, токсины и иммуномодулирующие соединения, благодаря 
чему опосредуют проявление бактериальных и инвазивных свойств, являются при
чиной цитотоксичности, а также активируют иммунную систему макроорганизма [21, 
26]. Сохранение нативной структуры мембранных антигенов и хорошая физико
химическая стабильность делают везикулы наружных мембран (OMV) привлекатель
ными для использования их в качестве вакцин, адъювантов, в лекарственной терапии 
бактериальных и вирусных болезней [28].

Холерный вибрион, как и все грамотрицательные бактерии, выделяет для транс
порта важных факторов вирулентности OMV, которые представляют собой образова
ния сферической формы размером от 20 до 200 нм. Показано, что OMV играют важную 
роль в доставке XT к клеткам эпителия тонкого кишечника [14]. Также установлено, 
что взаимодействие OMV с эпителиальными клетками кишечника модулирует про- 
воспалительный ответ клеток эпителия и активирует дендритные клетки, что способ
ствует дифференциации Т-клеток в сторону Th2/Th 17 ответа [15].

О возможности использования OMV холерного вибриона для специфической 
профилактики холеры свидетельствуют результаты, полученные за рубежом. Пока
зано, что оральная или интраназальная иммунизация животных OMV индуцировала 
долгосрочную иммунную защиту от заражения холерой и защищала потомство от 
колонизации кишечника возбудителем. Независимо от способа иммунизации у мышей 
регистрировался выраженный иммунный ответ на различные антигены, присут
ствующие в OMV [23,36, 37]. Иммунизация OMVхолерного вибриона самок мышей 
снижала колонизацию бактериями кишечника новорожденных мышат, инфициро
ванных V. cholerae: после заражения достоверно уменьшалось количество вибрионов, 
а также снижалась инфицирующая способность бактерий, выделяемых во внешнюю 
среду с фекалиями [12,13]. Индийские авторы выявили, что пероральная иммуниза
ция OMV V. cholerae вызывала формирование серогруппоспецифического иммуни
тета и защищала иммунизированных взрослых мышей от заражения гетерогенными 
штаммами этого возбудителя, что может быть полезным для создания новой вакцины 
против циркулирующих штаммов [38]. Японскими авторами также показано, что 
оральная иммунизация очищенными OMV холерного вибриона индуцировала высо
кие титры специфических антител, которые оказывали вибриоцидное действие на 
гомологичные и некоторые гетерологичные штаммы V. cholerae. Кроме того, OMV 
обладали протекгивными свойствами и защищали кроликов от последующего зара
жения холерой. Было также установлено, что OMV достоверно менее реактогенны, 
чем живые и убитые бактерии, что свидетельствует о перспективности их использо
вания для профилактики этого заболевания [34].

Другим направлением в плане совершенствования профилактики инфекционных 
болезней является исследование иммуногенных и протективных свойств так назы
ваемых «теней», у которых сохраняются все поверхностные структуры. «Тени» про
являют адъювантные свойства и вызывают формирование гуморального и клеточно
го иммунного ответа на антигены. Протекгивные антигены могут быть представлены 
как на внутренней, так и на наружной мембране «теней». После очистки и лиофили- 
зации препараты «теней» могут сохраняться при комнатной температуре достаточно 
долго. Цикл производства от исходной культуры до прививки очищенным препаратом 
занимает не более одного дня и, таким образом, отвечает современным критериям 
быстрого производства вакцины, что позволяет не хранить ее большие запасы [22]. 
Все вышеперечисленное обусловливает повышенный интерес исследователей к этим 
бактериальным структурам.
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Поданным F.O. Еко et al. [18] оральная иммунизация кроликов «тенями» клеток 
V. cholerae OI и 0139 серогрупп стимулировала образование высокого титра вибрио- 
цидных антител.

Для конструирования искусственных вакцин иркутскими исследователями были 
использованы наружные мембраны клеток возбудителя холеры, полученные в резуль
тате разрушения и инактивации вибрионов Эль тор мочевиной с последующей об
работкой их трипсином [3]. Предложенный препарат был нетоксичен, обладал имму- 
ногенностью и протективностью, что позволило рекомендовать его в качестве 
основы, обеспечивающей формирование эффективного антибактериального имму
нитета, для конструирования оральной бесклеточной холерной вакцины [4, 9].

В Ростовском-на-Дону противочумном институте выявлены иммуноген
ная и протективная активности у НМ холерного вибриона, выделенных щадящими 
методами из штамма V. cholerae El tor 18950 (ctx', tcp", OmpT+, OmpU", OmpW+). 
Иммунизация мышей и взрослых кроликов НМ предотвращала развитие холеры у 
экспериментальных животных, зараженных вирулентными штаммами возбудителя, 
причем этот эффект сохранялся до 5 месяцев поствакцинального периода (срок на
блюдения) [6].

Антитела, полученные к белковым компонентам НМ бактериальных клеток, так
же обладают протективным эффектом [20, 25]. М. Das et al. [16] показали, что анти
сыворотки к белкам НМ холерного вибриона значительно снижают секрецию жид
кости в петлях тонкого кишечника взрослых кроликов при заражении их 
гомологичным штаммом возбудителя холеры, а комбинация антисывороток к разным 
белкам — у зараженных гетерологичными вибрионами серотипа Огава и штаммов 
0139 животных.

В последние годы развивается направление по использованию белков наружных 
мембран для диагностики инфекционных болезней. Разработан быстрый MALDI-TOF 
MS анализ, который может выявлять эпидемические штаммы возбудителя холеры 
01/0139 и другие патогенные вибрионы по различию в массе белка OmpU, амино
кислотная последовательность которого у эпидемически значимых штаммов холеры 
является уникальной и высоко консервативной [29]. Для детекции эпидемически 
опасных штаммов холерных вибрионов Эль тор 01 и 0139 серогупп Евдокимовой 
В.В. и др. [1] получены моноклональные антитела, которые выявляют антигенные 
детерминанты белковой природы, представленные только у штаммов холерных ви
брионов 01, 0139 с генетической характеристикой ctx+ tcp‘ и ctx- tcp+.

Таким образом, знание строения и свойств поверхностных структур возбудителей 
может серьезно повлиять на разработку противоинфекционных препаратов и вакцин, 
предназначенных для профилактики заболеваний, вызванных патогенными грамо- 
трицательными бактериями, в том числе и холеры. Это тем более актуально, так как 
до сих пор отсутствуют отечественные комплексные вакцины, обеспечивающие одно
временную защиту от эпидемически опасных штаммов V. cholerae двух серогрупп — 0 1 
и 0139. Кроме того, для производства химических холерных вакцин используют 
высоковирулентные штаммы, применение которых требует больших материальных 
затрат для обеспечения биологической безопасности. В этой связи, разработка вак
цинных препаратов нового поколения, а также создание универсальной технологии 
их производства является важным и перспективным направлением научных иссле
дований [7].
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МИКРОБИОЦЕНОЗ, ИММУННАЯ СИСТЕМА И НАСЛЕДСТВЕННОСТЬ
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Формирование про-/ эукариотических систем является общебиологическим механиз
мом становления и изменчивости фенотипа растений, животных, человека под воздей
ствием внешней среды, т.е. становления адаптивной потенции носителя к условиям 
внешней среды, что существенно повышает «биологический статус» прокариотических 
структур в обеспечении жизнедеятельности организма носителя. Заметная роль микро
биоценоза в становлении фенотипа носителя, иммунологическая толерантность (имму
нологическое программирование) как основа формирования индивидуальных про-/эу- 
кариотических взаимодействий в перинатальном возрасте, доминирующая роль 
материнского влияния в этом процессе, с одной стороны, изменчивость микробиоцено
за под влиянием внешних стрессорных воздействий, с другой, позволяет рассматривать 
про-/эукариотические взаимодействия как возможный механизм перинатального про
граммирования и эпигенетического наследования и, следовательно, как один из возможных 
подходов коррекции хронической и врожденной патологии. Это указывает на необходи
мость повышения контроля за становлением микробиоценоза у детей, совершенствования 
методов его оценки и коррекции.

Журн. микробиол., 2017, № 2, С. 116—126

Ключевые слова: микробиоценоз, иммунологическая толерантность, эпигенетическое 
наследование, перинатальное программирование, мичуринская биология
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MICROBIOCENOSIS, IMMUNE SYSTEM AND HEREDITY

'Mechnikov Research Institute of Vaccine and Sera, 2Pirogov Russian National Research 
Medical University, Moscow, Russia

The formation of pro-/eukaryotic systems is the general biological mechanism of formation 
and variability of the phenotype of plants, animals, human beings under the influence of external 
Wednesday, i.e. formation of adaptive potency conditions to external Wednesday that increases the 
«biological status» prokaryotic structures in sustaining body health. Prominent role in the forma
tion of the phenotype of micro media, immunological tolerance (immunological programming), 
as a basis for the formation of individual pro-/eukaryotic interactions in perinatal age, the domi
nant role of maternal influence in this process on the one hand, micro-variability due to external 
stress impact on the other, makes it possible to consider pro-/eukaryotic interaction as a possible 
mechanism of perinatal programming and epigenetics inheritance and therefore, as one possible 
approach for correction of chronic and congenital pathology. This points to the need to improve 
monitoring of the formation microbiocenosis of children, improve the methods of assessment and 
correction.

Zh. Mikrobiol. (Moscow), 2017, No. 2, P. 116—126

Key words: microbiocenosis, immune tolerance, epigenetics inheritance, prenatal programming, 
michurinskaja biology

Проблема про-/эукариотических взаимодействий привлекает внимание специали
стов разных областей биологии и медицины. Практически одновременно было пред
ложено несколько положений, в которых, как в зеркале, отразилась профессиональ
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ная принадлежность авторов: ассоциативный симбиоз [7], про-/эукариотический 
химеризм [22], симбиогенетика [26]. На наш взгляд, различия в сути предлагаемой 
терминологии если и существуют, то не носят принципиального характера.

Микробиологи, «уравнивая в правах» про- и эукариотические структуры, сфор
мулировали положение об ассоциативном симбиозе, т.е. тесном взаимодействии двух 
систем, по сути, двух организмов (организма и квазиорганизма), сосуществующих в 
целостном организме человека (носителя) с проявлениями взаимного влияния [7].

Медиками предложено понятие о про-/эукариотическом химеризме организма 
человека (медицина хомоцентрична), по которому в целостном организме про- и эу
кариотические системы функционируют как единое целое (функциональная химера), 
сформулировано положение о микробиоценозе как экстракорпоральной, цитокино
подобной, негенетически наследуемой регуляторной системе организма-носителя, т.е. 
про-/эукариотические химеры обладают способностью воспроизводства себе подобных 
химер [8,22]. Необходимо отметить, что ранее подобная система про-/эукариотических 
взаимодействий была показана для растений. Парадокс, но способность продуцировать 
гормоны растений (цитокинины и ауксины) первоначально была выявлена у сапро
фитной микрофлоры, и только много позже способность продукции этих агентов 
была показана для самих растений. По нашему мнению, тесное функциональное 
взаимодействие про- и эукариотических систем в сочетании с искусственным отбором 
может являться основой становления сортности у растений, породности и линейности 
у животных. Отсюда неустойчивость породных, линейных и сортовых характеристик 
при половом размножении, необходимость дополнительных усилий для их поддержа
ния: например, формирование маточного стада для поддержания породы, создание 
особо благоприятных агротехнических условий при выращивании растений на семя.

Близкое положение высказано генетиками. Полагая, что фенотип целостного 
организма является совокупным отражением геномов как эукариот, так и прокариот, 
предложено понятие о симбиогеноме. «Развитие симбиозов обеспечивает формиро
вание надорганизменных систем наследственности (симбиогеномов). Происходящее 
при этом развитие может быть описано в терминах эпигенетики, когда микросимби
онты ... включаются в репродуктивный цикл хозяина, обеспечивая стабильное под
держание новых адаптаций ...: вновь сформированный симбиогеном приобретает 
свойства системы наследования благоприятных признаков [26].» Мы присоединяем
ся к высказанному положению, но с оговоркой. Наследуемость микросимбионтов в 
условиях искусственного отбора, т.е. при возникновении организмов, неспособных 
существовать без внешней поддержки (медицина, сельскохозяйственное животно
водство и растениеводство), обеспечивает поддержание не только новых адаптаций 
и благоприятных признаков, но и дисадаптаций и неблагоприятных признаков: в 
сельском хозяйстве это повышенная продуктивность, но и повышенная уязвимость 
«культурных» растений и пород животных, в медицине — наследуемая склонность к 
возникновению патологических состояний. По нашему мнению, сельскохозяйствен
ные модели наиболее близки к медицине как вариабельные (по «клиническим» про
явлениям) модели долгосрочного прогнозирования. Кроме того, в сельскохозяйствен
ных моделях, также как в медицине, целью является длительное продуктивное 
физическое благополучие особи, в отличие от экспериментальных моделей, в которых, 
как правило, оценивается отвлеченный показатель с последующей, не всегда оправ
данной, экстраполяцией.

Под эпигенетическим наследованием (ЭН) понимают способность наследования 
приобретенных признаков. Полагают, что процесс связан с потенциально обратимы
ми изменениями в генетическом коде (метилирование, ацетилирование участков 
ДНК), происходящих под влиянием внешних воздействий, и не затрагивает первич
ной структуры ДНК. Понятие ЭН тесно сопряжено с понятием о перинатальном 
программировании (ПП). ПП — способность адаптивной реакции организма на 
внешние воздействия с формированием «адаптивного фенотипа» и его сохранением 
на протяжении всей жизни индивида, т.е. ПП это изменение, возникающее de novo, 
а ЭН — наследование возникших изменений.

Знак равенства, который ставят авторы [26] между симбиогенетикой и эпигене
тикой, предполагает еще один механизм ЭН: не изменение в геноме носителя, а из
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менения в совокупном спектре (совокупном геноме) микробиологических агентов 
(микробиоценоз/дисбиоз), т.е. изменения в цитокиноподобной регуляторной систе
ме носителя. Участие микробиологических агентов в формировании фенотипа хо
зяина объясняет многие положения ЭН и ПП: доминирующая роль материнского 
наследования (микробиоценоз наследуется от матери), относительная стойкость (у 
индивида) и, в то же время, обратимость (в потомстве) эпигенетических изменений, 
адаптивная (с оговорками) роль выявляемых изменений.

Введение положений о ЭН и ПП, обобщение результатов работ по изучению на
следственности в упрощенном виде позволяет разделить наследственную информа
цию на две категории: (1) первично неизменяемая информация и (2) первично ва
риабельная.

К первично неизменной относятся показатели морфогенеза: любой живой орга
низм порождает только себе подобных. Особенно внимательно, по понятным при
чинам, к морфогенезу относятся медики, считающие недопустимыми (как минимум 
настораживающими) малейшие отклонения в морфогенезе, в случае появления та
ковых они расцениваются как малые уродства (стигмы). Нередко очевидные стигмы 
сочетаются со скрытыми нарушениями морфогенеза, возможное наличие последних 
и вызывает особое беспокойство.

К первично вариабельным, как полагают, относятся изменения обменных про
цессов, вызываемые внешними воздействиями в период перинатального развития 
индивида и направленные на адаптацию индивида к условиям внешней среды, т.е. 
ПП следует рассматривать как нормальный, неотъемлемый компонент становления 
организма человека (животных, растений), его адекватного взаимодействия с внешней 
средой. При этом вновь приобретенные характеристики как отражение нормальной 
адаптивной приспособляемости с высокой долей вероятности могут проявляться и в 
последующих поколениях. Влияние внешней среды на наследственную информацию 
со способностью ее изменения, наследуемость приобретенных изменений в настоя
щий момент послужило основой зарождения новой науки «эпигенетики».

Термин «эпигенетика» был предложен в середине 40-х годов XX века британским 
эмбриологом и морфологом К. Уоддинггоном и первоначально, по задумке автора, 
отражал процесс формирования из одноклеточного зародыша многоклеточного ор
ганизма, состоящего из морфофункционально гетерогенных органов и клеток, т.е. 
отражал детерминированный (у человека не допускающий вариаций) процесс морфо
генеза. Экспериментальные модели К. Уоддингтона это модели врожденных уродств, 
не имеющие какого-либо отношения к процессам адаптации [27]. Поэтому термин 
«эпигенетика» в контексте явления ПП может быть принят только при условии от
сутствия более правомерной терминологии, предложенной ранее, а историю откры
тия и изучения ПП следует исчислять не с конца XX века, а отнести, по меньшей 
мере, на столетие раньше.

Нельзя утверждать, что процесс морфогенеза полностью свободен от внешних 
воздействий. Давно и хорошо известны уродующие эффекты радиационного излуче
ния, химических и инфекционных агентов. Однако нельзя ставить знак равенства 
между травмирующим (патологическим) воздействием радиации и адаптивной (нор
мальной) реакцией ПП.

В отечественной литературе приходится сталкиваться с высказываниями сожа
ления о малом числе публикаций на русском языке по проблемам ПП и ЭН [10]. Это 
не совсем так. Именно отечественные авторы явились основоположниками этих 
направлений в биологии, опередив западную науку по животным моделям на пять
десят, а по растительным — на сто лет. Поэтому в представленный выше перечень 
про-/эукариотических взаимодействий, по нашему мнению, следует включить от
крытые более ста лет назад И.В. Мичуриным явления «ментора», «вегетативной 
гибридизации» (ВГ), «воспитания» (аналог современного термина ПП), сформиро
вавшееся в отечественном животноводстве положение о «маточном семействе», т.е. 
доминирующей роли материнской наследственности в формировании породных 
(потребительских) характеристик. Эти явления легли в основу общебиологической 
дисциплины «мичуринская биология», изучавшей влияние внешней среды на про
цессы наследования, превратившей отвлеченный тезис Ламарка в тезис-инструмент
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с активным его использованием для выведения новых сортов растений и пород жи
вотных. Совокупность явлений, происходящих при этом в онтогенетически юных 
растительных и животных организмах, укладывается в современные понятия о ПП 
и ЭН.

Филогенетическая близость растительных и животных моделей как многоклеточ
ных эукариот подтверждается структурной схожестью про-/эукариотических систем: 
выделение микрофлоры ризосферы и ризоплана у растений, просветной и присте
ночной микрофлоры у животных соответственно; способностью перекрестной пер- 
систенции и взаимодействия: источником инфекционного заражения человека могут 
быть эндофиты растений [21], хорошо известна способность микрофлоры животных 
синтезировать аналоги растительных гормонов. Структурно-биологическая близость 
растительных и животных моделей указывает на общебиологическое значение про-/ 
эукариотических интегральных систем, что существенно повышает «биологический 
статус» прокариотических структур в обеспечении жизнедеятельности организма 
носителя, позволяет использовать растительные модели для лучшего понимания про-/ 
эукариотических взаимодействий в организме животных, и наоборот.

Например, много споров велось и ведется вокруг проблемы ВГ (вегетативная 
гибридизация). Возможно ли подобное явление? Однако признание явления ПП 
автоматически снимает этот вопрос, положительно отвечая на него. Нередко ВГ 
сравнивают с трансплантацией. Но это принципиально неверно. Утверждая подобное, 
авторы, ориентируясь на внешнюю схожесть манипуляций, пренебрегают сутью яв
ления. С трансплантацией передается функция органа, с утратой трансплантата, 
утрачивается и функция, при ВГ передается «информация». Какая «информация» 
может передаваться контактно?

При ВГ как методе воспитания в результате тесного контакта идет передача инте
ресующих нас признаков (например, крупноплодность) с онтогенетически зрелого 
(ментор) на онтогенетически незрелый, т.е. находящийся в возрасте ПП, организм 
[9]. По мнению И.В.Мичурина, юный возраст реципиента — ключевое условие об
разования ВГ. Контактная передача информации и является сутью менторского вос
питания, с разрывом контакта информация не исчезает. Используя менторские воз
действия, И.В. Мичурин предложил инструмент контролируемого (фенотип ментора 
известен) варьирования характеристиками юного организма. В естественных услови
ях роль ментора (источника информации) для растений выполняют почвенно
климатические условия (экосистема), в которых случайно может оказаться семя 
растения, т.е. ПП это возможность адаптации к конкретным микроусловиям произ
растания. Отсюда известная способность адаптации (интродукции) растений посевом 
семян, комплекс агротехнических приемов (воспитание) как средство фенотип мо
дулирующих воздействий.

Какие же механизмы могут объединять столь разные, на первый взгляд, модели: 
питание беременных женщин, самок животных и маточных растений, грудное вскарм
ливание (ГВ), ВГ и агротехническое воспитание сеянцев? По нашему мнению, все 
эти явления объединены общим процессом формирования ассоциативного симбио
за, а метод ментора в растениеводстве не имеет принципиальных отличий от ментор
ского воздействия кормилицы, установленного для животных и человека. ВГ в ши
роком смысле, это модель естественного общебиологического процесса — контактной 
передачи наследуемой адаптивной «информации» с формированием индивидуальной 
экосистемы, со становлением ассоциативного симбиоза/симбиогенома.

Современный термин (явление) «перинатальное программирование» является не 
более чем аналогом термина (явления) «воспитание», принятого в мичуринской био
логии с оговоркой: термин «ПП» — описательный, а «воспитание» — руководство к 
действию.

Смена моделей, терминологические изменения, недостаточное знание истории 
биологии порождают иллюзию приоритета.

К сожалению, своевременная недооценка работ сторонников мичуринской био
логии породила методологически ошибочные (с медицинских позиций) представле
ния, приведшие к широкому распространению так называемых «болезней цивилиза
ции» у человека. Сельскохозяйственные животные и растения оказались подвержены
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этим «болезням» задолго до человека, возникла уникальная ситуация — медицинская 
модель проблемы разработана раньше, чем сформировалась сама проблема. К сожа
лению, медики не смогли воспользоваться предоставленным шансом.

Например, признанной моделью in vivo ПП и ЭН является метаболический син
дром, возникающий у потомства в результате неадекватного питания беременной 
женщины. Но роль неадекватного питания в развитии метаболического синдрома у 
животных была показана на пятьдесят лет раньше, чем у человека. С целью получения 
высокопродуктивного (рентабельного) потомства применялось и применяется избы
точное питание беременных коров [28] — фетальное программирование. Такой подход 
с позиций современной медицины сомнителен, хотя ранее попытки делались, но 
оправдан с позиций сельскохозяйственного производства, поскольку за счет анаболи
ческой реакции (акселерации) увеличивает выход товарной продукции. Но «оправдан» 
до определенных пределов: «Животные при интенсивном ведении животноводства 
более восприимчивы к действию неблагоприятных факторов внешней среды. При этом 
высокопродуктивные животные чувствительнее к негативному действию стресс- 
факторов» [20]. Вслед за отечественными животноводами по этому пути пошли все 
производители молочной продукции, в результате основной проблемой мирового 
молочного животноводства стала массовая выбраковка молодых коров (срыв адапта
ции) в возрасте 5 — 7 лактации (7 — 9 лет), т.е. при выходе на пик продуктивности.

Микробиоценоз как наследуемый признак. Микробиоценозы естественных полостей 
человека, с определенными оговорками, можно рассматривать как (1) фактор внеш
ней среды (фактор внутренней экологии), (2) «наследуемый» признак (микробио
ценоз новорожденного формируется под воздействием микробиоцинозов ближайше
го окружения, прежде всего матери) [11, 16, 17]. При этом ряд данных позволяет 
предположить, что свойства микробиоценоза как «унаследованного признака» со
храняются на протяжении всей жизни индивида и проявляют себя в формировании 
патологии всех возрастных групп: «...нет ни одного биохимического процесса, ни 
одной функции живых организмов, которые бы осуществлялись без прямого или опо
средованного участия в них симбиотических микроорганизмов[29]».

Дуализм микробиоценоза как фактора внешней среды и фактора внутренней 
экологии обеспечивает возможность мобильности человека и животных, их высокую 
адаптивную способность к различным условиям внешней среды (человек носит «свою 
экологию» с собой), а наследуемость микробиоценоза, его участие в реализации раз
личных функций организма позволяет рассматривать микробиоценоз как фактор ПП 
и ЭН.

Признанной системой взаимодействия макроорганизма и микробиоценозов яв
ляется симбиоз. Однако симбиотическая система взаимоотношений сложилась не 
одномоментно, а является результатом длительного периода естественного отбора, в 
процессе которого микробиологические ассоциации, обладающие повышенной па
разитарной активностью, естественным образом исключались из-за ускоренного 
разрушения среды обитания — гибели хозяина. В XX столетии это соотношение бы
ло в значительной степени нарушено по многим объективным и субъективным при
чинам. Не последнюю роль в этом процессе сыграли ошибочные медицинские на
правления: недооценка роли грудного вскармливания как физиологического 
фактора противоинфекционной защиты и протектора формирования нормальных 
микробиоценозов [13], раздельное содержание мать-ребенок в роддомах, увлечение 
заменителями грудного молока и пр. По данным литературы в настоящий момент 
искусственное вскармливание (ИВ) рассматривается как фактор риска развития яз
венного колита, болезни Крона [37], сахарного диабета 1 типа [38,39], аллергической 
патологии [16], структурно-функциональных изменений щитовидной железы [33] и 
нарушений нервно-психического развития у детей 1 года жизни [18]. Несомненно, 
что со временем этот перечень будет только расширяться.

Эти обстоятельства послужили причиной искажения биологических взаимоотно
шений мать-ребенок, усилению случайного (часто негативного) [12] компонента в 
формировании микробиоценозов естественных полостей. Следствием чего, явилась 
широкая распространенность состояния дисбактериоза, выявляемость которого у детей 
первого года жизни по разным данным составляет от 80 до 100%.
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Важные параллели прослеживаются при сопоставлении времени возникновения 
определенных медико-социальных явлений и доминирующей на конкретном отрез
ке времени медицинской политики. На 50-е годы прошлого века пришелся бурный 
рост индустрии производства антибиотиков и широкого их применения в клинике, 
сделаны первые попытки широкомасштабного применения продуктов, позволяющих 
отказаться от естественного вскармливания, т.е. введение двух факторов, оказыва
ющих наибольшее воздействие на эндогенные экосистемы.

К этому же периоду относится возникновение тезиса о пользе искусственного 
вскармливания. Основанием для выдвижения этого тезиса послужили клинические 
наблюдения, показавшие, что дети раннего возраста, как и сельскохозяйственные 
животные, находящиеся на ИВ, быстрее своих сверстников прибавляют в массо
ростовых показателях. Поэтому не случайно в 60 — 70-е годы XX столетия формиру
ется такое явление подросткового возраста как акселерация.

Потребовалось сорок лет для доказательства пагубности этого тезиса. Дальнейшие 
более пристальные наблюдения показали, что опережение сроков развития у детей с 
ИВ во многих случаях сменяется его отставанием с повышением частоты острой и 
хронической патологии [24].

Подобное явление наблюдали и у детей с хронической патологией, что позволяет 
предполагать наличие дисбиоза как предрасполагающего фактора. Было отмечено, 
что на момент манифестации заболевания дети этой группы, как правило, опережают 
своих здоровых сверстников по показателям физического развития [4], которое по 
мере прогрессирования патологического процесса сменяется отставанием.

Вероятно, в приведенных ситуациях мы наблюдаем закономерную активацию 
анаболических механизмов как проявления попытки компенсировать негативные 
последствия патологического процесса, т.е. опережение физического (психо
физического) развития является отражением скрытого (компенсированного) этапа 
патологического процесса, который с высокой вероятностью может вылиться в раз
вернутое заболевание. Поэтому закономерно, что нездоровое поколение 60 — 70-х 
годов стало родителями больного поколения 90 — 2000-х.

Чем же обусловлено влияние матери, кормилицы, ГВ на становление обменных 
процессов ребенка, что может передаваться ребенку через контакт с матерью или 
кормилицей? Ответить на этот вопрос только с доминирующих позиций нутрицио
логии, традиционного понимания ПП или ЭН обменных процессов не представля
ется возможным.

Наиболее обсуждаемой моделью ПП и ЭН у человека является метаболический 
синдром. С одной стороны, убедительно показано, что метаболический синдром 
может формироваться de novo при нарушении внутриутробного питания (фетальное 
программирование) [ 10], наследоваться от матерей (ЭН) [34,35], а с другой, оказалось, 
что негативные проявления метаболического синдрома (как и многих других состоя
ний) нивелируются дисбиоз коррегирующей терапией [5, 36]. За счет чего же это 
происходит? За счет гипоталамического и/или эпигенетического «перепрограммиро
вания», только уже в зрелом возрасте? Маловероятно.

Таким образом, микробиоценоз (дисбиоз) как стабильный показатель, возникаю
щий de novo и вызывающий стойкие изменения обменных процессов, можно рас
сматривать как еще один из возможных механизмов ПП, а способность передаваться 
по наследству — как фактор ЭН и его ведущей роли (в противовес положению о мас
совых генетических мутациях) в росте хронической патологии у детей.

Микробиоценоз матери оказывает влияние на состояние здоровья ребенка не 
только после рождения, но и в период беременности. Очевидно, что токсико- 
инфекционный процесс будет сопровождаться повышенным дистрофическим воз
действием на плод с рождением заведомо ослабленного ребенка [12]. Многочисленные 
эпидемиологические наблюдения выявили взаимосвязь между формированием син
дрома задержки внутриутробного развития (ЗВУР) и склонностью к развитию мета
болического синдрома, аллергического процесса, остеопороза и пр. В настоящий 
момент ЗВУР рассматривается как одно из проявлений феномена фетального про
граммирования [ 19]. В своей практике мы замечали важную особенность: у некоторых 
женщин на фоне беременности резко ухудшаются показатели кишечного микробио
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ценоза с самопроизвольной положительной динамикой через 2 — 4 месяца после 
родов. Это является причиной, по которой не всегда удается проследить роль микро
биоценоза матери в формировании кишечного дисбиоза у детей при ретроспективном 
обследовании. Состояние материнского микробиоценоза как возможный источник 
инфицирования необходимо учитывать и при коррекции дисбактериоза у детей [6].

В настоящий момент активно обсуждается концепция генетической детермини
рованности заболеваний. Однако многие фактические данные, полученные при на
блюдении за больными, не укладываются в узкие рамки генетической концепции, 
что послужило основой для выдвижения тезиса о лимитирующем действии факторов 
внешней среды на развитие врожденного патологического процесса [14, 25]. Таким 
разрешающим фактором внешней среды может выступать персистирующий инфек
ционный агент [32, 40], в том числе, можно предположить, компоненты микробио
логических систем естественных полостей организма либо микробиоценоза в целом. 
При этом роль процессов горизонтального наследования и связанных с этим вторич
ных иммунологических нарушений в развитии наследственной патологии может быть 
более велика, чем это предполагается в настоящий момент, а ранний период форми
рования заставляет внимательнее рассмотреть вопрос о возможной этиологической 
роли дисбактериоза в манифестации хронической неинфекционной (или неинфек
ционной?), патологии.

Иммунологическое программирование. С иммунологических позиций процесс 
формирования кишечного микробиоценоза как состояния предрасположенности к 
тому или иному микробиологическому носительству начинается задолго до рождения 
ребенка, и начинается он с процесса формирования иммунологической толерант
ности [30], т.е. снижения отвечаемости иммунной системы плода, а в последующем 
новорожденного на микробиологические агенты, персистирующие в организме ма
тери [8].

Вопрос о проницаемости плаценты для микроорганизмов, персистирующих в 
организме матери, практически не стоит. Способность большинства (по крайней 
мере) микроорганизмов к внутриклеточному паразитированию, с одной стороны, а с 
другой, феномен химеризма плода и новорожденных (проникновение клеток матери 
в организм плода, и наоборот) снимает вопрос — был ли контакт иммунной системы 
плода с микробиологическими агентами или нет, ответ только один — был. 
Примечательно, что при осложненной беременности феномен химеризма более вы
ражен [23].

Формирование состояния толерантности возможно и после рождения ребенка. 
Наиболее опасным в этом отношении является неонатальный период [30], т.е. пери
од постнатального программирования, отсюда неоднократно отмеченная в литерату
ре роль полноценного ГВ как фактора долгосрочного поддержания физического 
благополучия индивида.

Иммунологическая толерантность неизбежно приводит к ослаблению барьерной 
и детоксицирующей функции по отношению к толерогену как следствие к изменению 
соотношения детоксикация/токсигенность в пользу относительного повышения 
токсигенности даже для слабовирулентных (условно патогенных) агентов с повыше
нием их этиопатогенетической значимости.

Таким образом, иммунологическая толерантность (иммунологическое програм
мирование в терминах ПП и ЭН), порождая условия для микробиологического 
паразитирования, протекающего в состоянии иммунологической (воспалительной) 
ареактивности, может порождать иллюзию генетической обусловленности (предрас
положенности) того или иного заболевания.

По нашему мнению, стабильные про-/эукариотичекие интегральные системы и 
иммунологическая толерантность (система «свой-чужой») могут являться основой 
ПП и ЭН. Формирование системы «свой-чужой» — та поддержка, которую оказыва
ет макроорганизм «своей» микрофлоре, крайне затрудняет коррекцию дисбиоза, 
делает достижение стойкого результата, с позиций сегодняшних знаний и умений, 
практически невозможным. Это обстоятельство диктует необходимость повышенно
го внимания к профилактике дисбиоза, проводимой на этапах его становления.

ПП условно, по моменту рождения, делят на два этапа: внутриутробное (феталь
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ное) и постнатальное программирование. Также в два этапа происходит становление 
микробиоценоза. За «основу» берется микробиоценоз матери (отсюда доминирующая 
роль материнского начала в ЭН) как структуры, «положительно зарекомендовавшей 
себя» в обеспечении жизнеспособности носителя (производителя). На втором этапе 
происходит как бы «доработка» этого процесса с учетом иных внешних воздействий. 
Понятно, что чем более сбалансирована интегральная структура материнского орга
низма, тем более устойчива (адаптивна) система мать/плод к внешним воздействиям 
(инфекционным, алиментарным, психоэмоциональным), тем менее плод подвержен 
внешним воздействиям. Это положение указывает на необходимость контроля ста
новления микробиоценоза плода, начиная с внутриутробного развития (контроль и 
профилактика дисбиоза у беременных), и объясняет большую устойчивость одних 
человеческих популяций (как более сохранных) по сравнению с другими на негатив
ные внешние воздействия. Например, резкое увеличение метаболического синдрома 
среди рожденных во время второй мировой войны в Бельгии (голод матерей), но от
сутствие подобного негативного эффекта среди рожденных в блокадном Ленинграде 
[ 10] .

Этот тезис находит косвенное подтверждение в литературе. Показано, что неона
тальные заболевания увеличивают риск развития сахарного диабета 1 типа [39]. 
Напротив, ГВ, являясь в какой-то степени средством «заместительной противоин- 
фекционной иммунотерапии» и протектором становления иммунореактивности в 
раннем возрасте, фактором формирования эндогенных микробиологических систем, 
способно оказывать заметное позитивное влияние на формирование клинической 
картины как приобретенного [ 16,18,33,37 — 39], так и наследственного патологиче
ского процесса.

Результаты работ, выполненных в 80 — 90 годы XX века, послужили основанием 
для развертывания активной пропаганды ГВ на современном этапе. Однако оказалось, 
что в настоящее время проблема ГВ не столь проста и однозначна. В работах послед
них лет было проведено прямое сравнение роли ГВ и ИВ на физическое развитие 
детей: в возрасте 6 месяцев различия были несущественны, в возрасте одного года 
различий выявлено не было [1]. К концу первого полугодия отставание в нервно- 
психическом развитии у детей на ГВ отмечалось в 19,8% случаев, при смешанном и 
ИВ в 33% и 31% соответственно. К двум годам отставание нервно-психического раз
вития постепенно нивелировалось вне зависимости от вида вскармливания [1]. 
Подобная закономерность прослеживается и по формированию микробиоценоза. 
«Анализ микрофлоры кишечника детей грудного возраста выявил микробиологиче
ские нарушения различной степени у всех обследованных вне зависимости от вскарм
ливания. В подавляющем большинстве (85,4±1%) отмечена II и III степени микро
биологических нарушений.» В возрасте трех месяцев недостаток или отсутствие 
бифидофлоры отмечались у 73,6% детей, находящихся на ГВ и 80,1% на ИВ. К воз
расту одного года ситуация несколько улучшалась и составляла 25,1% у детей на 
смешанном вскармливании и 63,3% на ИВ [2].

Обращаем внимание, что в представленных работах не было выявлено существен
ных различий в физическом развитии и показателях микробиоценоза у детей, нахо
дящихся на ИВ и ГВ, т.е. положительное протективное влияние ГВ на становление 
этих показателей в разных возрастных группах либо сглажено, либо практически от
сутствует.

Таким образом, в последние годы наметилась негативная тенденция: снижение 
положительного протективного эффекта ГВ на формирование нормального микро
биоценоза и здоровья детей первого года жизни. Это не значит, что протективный 
эффект отсутствует как таковой, но в связи с изменением состояния матерей в по
пуляции (дисбиоз беременных и кормилиц) положительный вектор сменяется от
рицательным. Есть основания полагать, что при сохранении существующего поло
жения, тенденция будет только нарастать, а отдаленные последствия этого процесса 
будут принимать все более пагубный характер.

К сожалению, должной оценки эти наблюдения не получили, а они очень важны, 
поскольку указывают на принципиальное изменение ситуации. В 50 60 годах XX
века дисбактериоз был относительно редким явлением, в большинстве случаев фор
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мировался de novo, а потому легче под давался коррекции. В настоящий момент пре
обладает врожденный (унаследованный от матери) дисбиоз — состояние устойчивое, 
даже длительное использование средств коррекции дает только временное улучшение. 
Кроме того, источником грудного молока для ребенка является мать, часто компро
метированная по данному показателю. Можно задаться вопросом: способна ли ком
прометированная мать (кормилица) выкормить здорового ребенка? Безусловно, нет. 
Это хорошо знали наши предшественники и широко использовали метод смены 
кормилицы для реабилитации (профилактики) детей, рожденных компрометирован
ными матерями — сто лет назад кормилицы в привилегированных семьях имели не 
только социальное, но и медицинское значение.

Опыт (ныне забытый) медицинских наблюдений, достаточно многочисленные 
наблюдения на животных показали, что физическое благополучие, становление осо
бенностей обменных процессов молодой особи зависят не только от того, чем вскарм
ливали, но и от того, кто вскармливал, т.е. от состояния здоровья, особенностей об
менных процессов матери (кормилицы). Например, закономерное влияние 
кормилицы на становление обменных процессов сосунка использовалось в животно
водстве для выведения новых пород: в работах проводимых в 50 — 60-е годы XX века 
на базе опытного хозяйства АН СССР «Горки Ленинские» показано влияние жирно
молочной коровы-кормилицы на становление уровня жирномолочности (т.е. изме
нение липидного обмена) у воспитуемой телки, с последующим отбором по интере
сующему признаку и формированием маточного стада как основы будущей породы
[3]. Правомерность полученных результатов была подтверждена в более поздних на
блюдениях. Например, смена кормилиц у крысят линии НИСАГ, склонных к наслед
ственной артериальной гипертензии, на Вистар в последующем задерживает форми
рование ультраструктурных гистологических нарушений в миокарде [15], 
способствует смягчению эндокринных нарушений [31]. Таким образом, смена кор
милицы (донорское молоко) может быть использована для профилактики и коррек
ции врожденных и наследственных состояний, но контроль за состоянием здоровья 
женщин-доноров должен быть усилен, поскольку использование молока от компро
метированных доноров может иметь негативные последствия.

При ГВ, в результате близкого физического контакта, помимо передачи нутриен
тов происходит передача «информации», влияющей на становление обменных про
цессов индивида, определяющей характер его адаптивных реакций на протяжении 
всей жизни. Собственно тот же процесс происходит при ВГ у растений, при которой 
роль «кормилицы» (источника информации) выполняет ментор, т.е. онтогенетически 
зрелая особь с известными (желательными, как жирномолочность у коров) феноти
пическими характеристиками. То же происходит у сеянцев растений при изменениях 
агрофона: бедный агротехнический фон (буквально «земля-кормилица») повышает 
(воспитывает) зимостойкость, богатый понижает ее, но богатый фон повышает «куль
турность» получаемых растений. Понятно, что «богатый агрофон» богат не только по 
нутриентам, но и по количеству и разнообразию микрофлоры. Отсюда предложенный 
И.В.Мичуриным двухэтапный подход воспитания сеянцев.

Продолжать перечисление параллелей можно до бесконечности, приводя их мы 
хотим в очередной раз подчеркнуть общебиологический характер становления про-/ 
эукариотических интегральных систем, колоссальную роль микросимбионтов в ста
новлении фенотипа и поддержании физического благополучия носителя.

Приведенные соображения заставляют внимательнее присмотреться к микробио
ценозу как к наследуемому фактору, определяющему физическое благополучие ин
дивида, способному приводить (дисбиоз) к стойкому дисметаболизирующему (про
граммирующему, стрессирующему) воздействию на организм носителя, поскольку 
такой подход порождает еще одно возможное направление для профилактики и кор
рекции патологических состояний.

Поэтому нам кажется оправданной необходимость сосредоточения дополнитель
ных усилий для решения проблемы дисбиоза у человека. Разрабатываемый комплекс 
мер должен учитывать все возрастные категории, начиная от момента закладки микро
биоценоза у плода и новорожденного до коррекции возрастного дисбиоза у лиц зре
лого возраста. Необходимы меры по оздоровлению девочек и женщин детородного
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возраста, ревизия критериев отбора женщин-доноров грудного молока, разработка
эффективных средств и методов профилактики и коррекции дисбиоза, развитие
идеологии и методологии проблемы как первоосновы практических шагов.
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