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Забайкальский край явился первым регионом Российской 
Федерации, где осенью 2009 г. возникла эпидемия гриппа 
А(H1N1)pdm09, которая сопровождалась более частым и вы-
раженным поражением нижних дыхательных путей, способ-
ностью к развитию и быстрому прогрессированию острой 
дыхательной недостаточности вследствие острого респира-
торного дистресс-синдрома взрослых и пневмонии. Лечение 
больных необходимо было проводить в условиях отделения 
реанимации и интенсивной терапии. Особенно это касалось 
беременных женщин и лиц, страдающих ожирением [3–6].

В связи с быстрым распространением вируса гриппа  
А (Н1N1)pdm09 на территории Забайкальского края стали 
актуальными своевременная индикация и идентификация 
возбудителя с помощью молекулярно-биологических и виру-
сологических методов анализа.

В ноябре 2009 г. из ФГуЗ “Центр гигиены и эпидемиоло-
гии в Забайкальском крае” поступили биопробы, содержащие 
секционный и клинический материал, взятый от заболевших 
и погибших людей с подозрением на грипп А(Н1N1)pdm09.

Целью нашей работы явилась индикация и идентифи-
кация вируса гриппа А(Н1N1)pdm09 в секционном и кли-
ническом материале с использованием метода обратной 
транскрипции-полимеразной цепной реакции (ОТ-ПЦР) и 

секвенирования, а также выделение нативного вируса гриппа 
А пассированием через РКЭ.

Материалы и методы. Биопробы содержали клинический 
(прижизненные мазки из рото- и носоглотки – пробы № 16, 
17) и секционный материал (кусочки трахеи, бронхов, легких 
– пробы № 4–15), взятый от 12 погибших людей с подозре-
нием на грипп А(Н1N1)pdm09. Четыре биопробы содержали 
суспензии вируса, выделенного на культуре клеток MDCK из 
рото- и носоглоточных смывов (пробы № 18–21) от 4 заболев-
ших людей, один из которых впоследствии умер (рис. 1, 2).

Пулы органов (кусочки легких, бронхов, трахеи) расти-
рали в ступках со стерильным речным песком, готовили 10% 
суспензии на физиологическом растворе, центрифугировали 
при 2,5 тыс. об/мин в течение 10 мин. Биопробы клиническо-
го материала (смывы, мазки) также разводили на физиологи-
ческом растворе 1:10.

Подготовку проб, содержащих вирус гриппа А(H1N1)
pdm09, для анализа методом ОТ-ПЦР выполняли в услови-
ях, предусматривающих работу с возбудителями опасных 
инфекционных заболеваний с помощью комплекта реагентов 
“Рибосорб” (ИнтерЛабСервис, Россия), дальнейший анализ 
проводился в общелабораторных условиях. Реакцию об-
ратной транскрипции проводили с использованием набора 
“Reverta L-100” (ИнтерЛабСервис, Россия) в соответствии с 
инструкцией по применению к набору.

Для идентификации вируса гриппа А(Н1N1)pdm09 ис-
пользовали метод ОТ-ПЦР с использованием праймеров 
выбранной структуры к гену гемагглютинина подтипа Н1 и 
гену нейраминидазы подтипа N1 с последующей электрофо-
ретической детекцией продуктов ПЦР в 2% агарозном геле.
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Секвенирование амплификацированных фрагментов про-
водили с использованием набора “BigDye Ready reaction kit v 
1.1” согласно инструкции изготовителя (Applied Biosystems, 
США) с помощью автоматического капиллярного секвенато-
ра ABI PRIZM 310 Genetic Analyzer. Для проведения срав-
нительного анализа секвенированных фрагментов исполь-
зовали последовательности генов гемагглютинина (H1) и 
нейраминидазы (N1) различных штаммов вируса гриппа А 
(H1N1)pdm09, депонированных в международной базе дан-
ных GenBank. Анализ проводили с использованием модуля 
MegAlign из программного пакета DNAStar.

Выделение нативного вируса из биопроб проводили с ис-
пользованием РКЭ 10–11-суточного возраста. В аллантоис-
ную полость РКЭ вводили по 0,2 мл 10% вируссодержащих 
суспензий. Через 48 ч с момента заражения определяли на-
личие вируса в аллантоисной жидкости в реакции агглюти-
нации с 1% взвесью эритроцитов крови морской свинки.

Инфекционный титр вируса (ЭИД50·мл-1) и гемагглю-

тинирующую активность возбудителя 
определяли после двух последователь-
ных пассажей возбудителя через РКЭ, 
используя на каждое разведение по 5 
РКЭ.

Приготовление препаратов для 
электронно-микроскопического изуче-
ния вируса в аллантоисной жидкости 
РКЭ проводили по общепринятой мето-
дике [7]. Просмотр и фотографирование 
препаратов проводили с использованием 
электронного микроскопа G-EM-100 В  
при увеличении 20–40 тыс.

Результаты и обсуждение. При 
первичном анализе биопроб методом 
ОТ-ПЦР с использованием пар прайме-
ров, специфичных к гену гемагглюти-
нина и гену нейраминидазы, с последу-
ющей электрофоретической детекцией 
продуктов ПЦР выявлены специфиче-
ские фрагменты РНК вируса гриппа А 
(H1N1) в 8 биопробах, полученных из 
ФГуЗ “Центр гигиены и эпидемиоло-
гии в Забайкальском крае”.

На рис. 1, 2 представлены электро-
фореграммы результатов ОТ-ПЦР ана-

лиза полученных биопроб по генам гемагглютинина (H1) и 
нейраминидазы (N1).

В дальнейшем исследования проводились при помощи 
метода автоматического секвенирования. Осуществлялось 
выравнивание нуклеотидных последовательностей фрагмен-
тов генов гемагглютинина и нейраминидазы, полученных в 
результате секвенирования, и последовательностей, депони-
рованных в базе данных GenBank.

По результатам проведенного выравнивания были вы-
делены участки, в которых присутствуют вставки и замены, 
демонстрирующие существенные отличия в нуклеотидной 
последовательности гена гемагглютинина исследуемого изо-
лята от имеющихся в базе данных.

По данным, полученным после выравнивания, можно сде-
лать заключение об отсутствии в изучаемом фрагменте гена 
нейраминидазы исследуемого изолята значимых мутаций.

Сравнительный анализ секвенированных последователь-
ностей вариабельных областей генов геммаглютинина и 

нейраминидазы, амплифицированных 
в ПЦР, с аналогичными последователь-
ностями штаммов A/California/04/2009 
и A/California/07/2009 вируса гриппа 
А(Н1N1)pdm09 позволил выявить го-
мологию с первичной структурой генов 
штамма A/California/04/2009.

Обогащение биопроб на РКЭ 10–11-
суточного возраста с последующей по-
становкой реакции гемагглютинации 
позволило выявить нативный возбуди-
тель в 4 биопробах, полученных из За-
байкальского края (№ 18–21, см. рис. 
1 и 2). Идентификация вируса методом 
ОТ-ПЦР показала наличие РНК вируса 
гриппа А(Н1N1)pdm09 в обогащенных 
пробах.

Электронно-микроскопическое изу-
чение вируса, содержащегося в аллан-
тоисной жидкости РКЭ, показало, что 
вирионы возбудителя имеют сфери-
ческую форму диаметром 60–70 нм, а 
также встречаются нитевидные формы 
длиной 900–1500 нм и диаметром 60–
70 нм, характерные для вируса гриппа. 
Поверхность вирионов покрыта шипи-
ками длиной около 8–10 нм (рис. 3). 

Рис. 1. Электрофореграмма результатов оценки биопроб с праймерами к гену гема-
гглютинина (H1).
1 – маркер молекулярной массы (100–3000 bp); 2 – положительный контрольный образец H1; 3 – от-
рицательный контрольный образец; 4–15 – секционный материал; 16, 17 – клинический материал; 
18–21 – суспензия вируса, выделенного на культуре клеток MDCK.

Рис. 2. Электрофореграмма результатов оценки биопроб с праймерами к гену ней-
раминидазы (N1).
1 – маркер молекулярной массы (100–3000 bp); 2 – положительный контрольный образец N1; 3 – от-
рицательный контрольный образец; 4–15 – секционный материал; 16, 17 – клинический материал; 
18–21 – суспензия вируса, выделенного на культуре клеток MDCK.
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Полученные нами результаты согласуются с данными ли-
тературы [1, 2, 7].

Гемагглютинирующая активность выделенных штаммов 
вируса гриппа А(H1N1)pdm09 после 2-х последовательных 
пассажей на РКЭ составила 16–64 ГАе, биологическая ак-
тивность возбудителя составила от 5,9 до 6,5 lg ЭИД50·мл-1 
(см. таблицу).

Таким образом, в результате исследований методом ОТ-
ПЦР с использованием праймеров, специфичных в отно-
шении генов гемагглютинина и нейраминидазы, выявлены 
специфические фрагменты РНК вируса гриппа А(Н1N1)
pdm09 в 8 биопробах, полученных из ФГуЗ “Центр гигиены 
и эпидемиологии в Забайкальском крае” (в трех биопробах 
секционного материала, одной биопробе клинического мате-
риала и четырех биопробах, содержащих суспензию вируса, 
выделенного на культуре клеток MDCK из рото- и носогло-
точных смывов от 4 заболевших людей).

Секвенирование и дальнейший анализ полученных ну-
клеотидных последовательностей фрагментов генов гемаг-
глютинина и нейраминидазы, выделенных из биопробы ис-
следуемого изолята, свидетельствуют о том, что он является 
вирусом гриппа А(H1N1)pdm09, который филогенетически 
близок к штаммам и изолятам данного возбудителя, выде-
ленным в 2009–2010 гг. В гене гемагглютинина (позиция 253, 
254 и позиция 261, 262) выявлены нуклеотидные вставки (TC 
и GA), отсутствующие у ранее изученных штаммов и изоля-
тов вируса гриппа А(H1N1)pdm09.

Инфицирование РКЭ нативным материалом с после-
дующей постановкой реакции гемагглютинации позволило 

выявить возбудитель в 4 изученных пробах. Биологическая 
активность выделенных штаммов вируса гриппа А(Н1N1)
pdm09 после двух пассажей через РКЭ составила от 5,9 до 
6,5 lg ЭИД50·мл-1, гемагглютинирующая активность состави-
ла 16–64 ГАе.
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малафеева Э.в., Гульнева м.ю., Носков С.м., Романов в.А.

формирование биоПленок Условно-Патогенными микроорганизмами, 
выДеленными У больных с ревматическими заболеваниями

ГБОУ впО «Ярославская государственная медицинская академия» минздрава России, 150000, Ярославль

Проведено изучение способности к образованию биопленок у 194 штаммов условно-патогенных микроорганизмов. Уста-
новлено, что бактерии, колонизирующие организм больных с ревматическими заболеваниями (РЗ), обладают способ-
ностью к образованию микробных биопленок. Образование ими биопленок проявляется с такой же частотой, как и у 
возбудителей воспалительных процессов.  При этом Escherichia coli, Staphylococcus haemolyticus и бактерии рода Pro-
teus, выделенные при РЗ, обладают существенно большей способностью к биопленкообразованию, что может иметь 
значение в развитии коморбидных инфекций.
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The study was carried out concerning capability of 194 strains of opportunistic microorganisms to form bio-films. It is established 
that bacteria ecizing organism of patients with rheumatic diseases have capacity to form microbial bio-films. The formation 
of bio-films is manifested with the same rate as in agents of inflammatory processes. At that, Escherichia coli, Staphylococcus 
haemolyticus and bacteria of genus Proteus isolated under rheumatic diseases have significantly higher capability to form bio-
films that matters for development of comorbide infections.

K e y w o r d s :  biofilm; opportunistic microorganisms; rheumatic diseases.

Д л я  к о р р е с п о н д е н ц и и :
Малафеева Эльвира Васильевна, проф. каф. микробиологии
Адрес: 150003, Ярославль, ул. Советская, 57/215
E-mail: ch-ma@mail.ru

Введение. Формирование бактериальных биопленок пред-
ставляет собой сложный процесс, включающий клеточную 
дифференцировку и образование сложной 3D-структуры [1]. 
Существование бактерий внутри биопленок обеспечивает 
им много преимуществ по сравнению с изолированными 
клетками. Бактерии в биопленках обладают повышенной за-
щитой от действия антител, фагоцитов и противомикробных 
препаратов [2, 3]. Более 65% инфекционных заболеваний 
обусловлены микроорганизмами, существующими в составе 
биопленок [4].

При ревматических заболеваниях различные условно-
патогенные микроорганизмы могут принимать участие 
в развитии иммунного воспаления [5, 6]. Клинические 
штаммы отличаются гетерогенностью по способности к 
формированию биопленок [7]. усиленное образование 
биопленки не всегда наблюдается у Staphylococcus epider-
midis, , выделяемого при стафилококковой инфекции су-
ставов [8].

Представляет интерес изучение способности к образова-

нию биопленок условно-патогенными микроорганизмами, 
выделенными при ревматических заболеваниях (РЗ).

Материалы и методы. В исследование включено 194 
штамма условно-патогенных микроорганизмов, из них 77 
штаммов, выделенных от больных с РЗ, и 117 клинических 
штаммов, изолированных у лиц группы сравнения. Иссле-
дованные штаммы получены при бактериологическом об-
следовании 103 больных с РЗ: 63 больных ревматоидным 
артритом (РА) и 40 больных остеоартритом (ОА). Диагноз 
РА устанавливали согласно критериям Американской рев-
матологической ассоциации (1987). Преобладали пациенты 
с I–II рентгенологической стадией (69,8%), и у 30 % боль-
ных определялась III рентгенологическая стадия поражения. 
Большинство пациентов (85,7%) имели II степень функцио-
нальной недостаточности суставов. Серопозитивная форма 
РА установлена у 88,9% больных, у остальных – серонега-
тивная. у больных ОА преобладало поражение коленных 
(67,5%), у 35% – тазобедренных суставов. II рентгенологи-
ческая стадия ОА диагностирована у 65% больных, III–IV 
стадия у 35% больных, II функциональный класс у 25% и 
III функциональный класс у 75% обследованных больных. 
Больных обследовали бактериологическим методом, руко-
водствуясь приказом МЗ №535 «Об унификации микробио-
логических (бактериологических) методов исследования, 
применяемых в клинико-диагностических лабораториях 


