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Установлено, что система quorum sensing (QS) обеспечивает социальное поведение бактерий в регуляции генов виру-
лентности и генерализации инфекционно-воспалительного процесса при хронической урогенитальной хламидийной ин-
фекции. В крови методами газовой хроматографии и масс-спектрометрии (ГХ-МС) определены молекулярные маркеры 
генерализации инфекционного процесса при урогенитальном хламидиозе – активаторы QS микробов (лактоны, хиноло-
ны, фурановые эфиры). Разработанные диагностические ГХ-МС-критерии индикации молекулярных маркеров при хрони-
ческой генерализованной хламидийной инфекции имеют высокий уровень диагностической чувствительности, специфич-
ности, прогностической ценности положительного и отрицательного результата. Использование методов ГХ-МС по-
зволяет повысить эффективность диагностики хронических инфекционно-воспалительных заболеваний урогенитальной 
системы хламидийной этиологии с определением прогностических критериев генерализации инфекционного процесса и 
последующим назначением своевременной и адекватной терапии.
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It is established that system quorum sensing (QS) assure social behavior of bacteria in regulation of genes of virulence and 
generalization of inflectional inflammatory process under chronic urogenital chlamydia infection. The techniques of gas 
chromatography and mass-spectrometry were applied to detect molecular markers of generalization of infectious process 
under urogenital chlamydiasis - activators of QS microbes (lactones, quinolones, furan ethers). The developed diagnostic gas 
chromatography and mass-spectrometry criteria of indexation of molecular markers under chronic urogenital chlamydia infection 
have high level of diagnostic sensitivity, specificity and prognostic value of positive and negative result. The application of 
techniques of gas chromatography and mass-spectrometry permits enhancing effectiveness of diagnostic of chronic inflectional 
inflammatory diseases of urogenital system of chlamydia etiology with identification of prognostic criteria of generalization of 
infectious process and subsequent prescription of timely and appropriate therapy.
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Введение. Для развития инфекционного процесса в орга-
низме человека, как правило, необходима межвидовая коо-
перация микроорганизмов (как аэробов, так и анаэробов), 
даже при нарушении системы антиинфекционной резистент-
ности (САИР) организма. Микроорганизмы объединяются в 
ассоциации, и данный процесс сопровождается продукцией 
активных сигнальных соединений автоиндукторов (АИ) си-
стемы кооперативной чувствительности микроорганизмов. 
Молекулы АИ выделены и идентифицированы методами га-
зовой хроматографии (ГХ) и масс-спектрометрии (МС) [1].

Феномен коллективного поведения бактерий, или «чув-
ство кворума» (quorum sensing, QS), впервые обнаружен и 
описан более 25 лет назад при изучении биолюминесценции 
Vibrio fisheri. Свечение бактерий, обусловленное продуктами 
генов биолюминесценции, осуществляется при достижении 
определенной плотности популяции и контролируется сиг-
нальными молекулами, продуцируемыми самими бактерия-

ми и работающими по принципу АИ. По типу QS, помимо 
биолюминесценции, регулируется широкий спектр физиоло-
гических процессов, включая синтез детерминант патоген-
ности у патогенных бактерий, перенос конъюгативных плаз-
мид, синтез антибиотиков, образование биопленок [2–4].

У грамотрицательных бактерий разных видов сиг-
нальные молекулы АИ являются лактонами (N-ацил-L-
гомосеринлактонами) – родственными соединениями, отли-
чающимися по составу и длине ацильных (СН2-) групп от 4 
до 14. Они синтезируются в клетках бактерий под контролем 
ацил-гомосеринсинтаз и свободно диффундируют как из бак-
териальной клетки в окружающую среду, так и обратно [4, 5]. 
Кроме лактонов, обнаружены АИ, образуемые большим коли-
чеством как грамотрицательных, так и грамположительных 
бактерий, – фурановые эфиры (фуранозил-диэфир бора и род-
ственные соединения). Эти АИ участвуют не только во вну-
тривидовой, но и в межвидовой коммуникации бактерий [6].

Сложная система регуляции генов патогенности, рабо-
тающая по принципу QS, обнаружена у Pseudomonas aerug-
inosa. У них имеется группа АИ, принадлежащая к классу 
хинолонов, – 2-гептил-3-гидроксихинолон и родственные 
соединения [2, 4, 7].
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Участие регуляторных систем QS в экспрессии генов па-
тогенности доказано у энтеропатогенных и энтерогемолити-
ческих Escherichia coli, сальмонелл, Pseudomonas aeruginosa, 
Staphylococcus aureus [8–11].

Феномен QS интересен постольку, поскольку предпо-
лагает возможность хроматографической и хромато-масс-
спектрометрической индикации сигнальных низкомолекуляр-
ных соединений, обеспечивающих «коллективное» агрессив-
ное поведение бактерий, – это лактоны, хинолоны, фурановые 
эфиры бора и родственные соединения. Количественная оцен-
ка содержания указанных соединений в периферической кро-
ви больных позволяет определить пороговые значения АИ и 
готовность бактерий к запуску инфекционного процесса. QS 
определяет момент экспрессии генов патогенности только 
после накопления в культуре молекул АИ до определенного 
порогового уровня и достижения бактериями определенной 
плотности популяции (более 107 КОЕ/мл), при которой коли-
чество синтезирующихся факторов патогенности гарантирует 
успешное развитие инфекционного процесса.

Цель исследования – индикация методами ГХ-МС сиг-
нальных низкомолекулярных соединений – активаторов 
кооперативной чувствительности микробов (лактонов, хино-
лонов, фурановых эфиров бора), обеспечивающих «коллек-
тивное» агрессивное поведение бактерий при хронической 
урогенитальной хламидийной инфекции, и оценка диагно-
стической значимости полученных хроматографических 
критериев.

Материалы и методы. Методами ГХ-МС исследована 
периферическая кровь при хроническом урогенитальном 
хламидиозе у 41 больного (21 мужчина, 20 женщин) с хро-
ническими инфекционно-воспалительными заболеваниями 
(ХИВЗ) урогенитальной системы сочетанной хламидийной 
этиологии. Контрольную группу составили 40 клинически 
здоровых пациентов (20 мужчин, 20 женщин) с отсутствием 
лабораторно-инструментальных признаков инфекционно-
воспалительных заболеваний.

Детекцию возбудителей инфекций, передаваемых поло-
вым путем, проводили с помощью реакций прямой и непря-
мой иммунофлуоресценции, полимеразной цепной реакции. 
Материалом для исследования служили мазки-соскобы со 
слизистых оболочек шейки матки, уретры, отделяемое пред-
стательной железы, мазки периферической крови.

В ходе работы исследованы хроматографические пока-
затели периферической крови 31 больного с хирургическим 
сепсисом. Полученные данные использованы в качестве 
контроля хроматографических методов исследования для 
основной группы больных. Исследования проводились на 
материале ФГБУ «Институт хирургии им. А.В. Вишневско-
го» Минздрава России в клинико-биохимической лаборато-
рии КДО.

Хроматографические исследования велись по разрабо-
танной нами схеме ГХ-МС-анализа биологического мате-
риала больных хроническим урогенитальным хламидиозом 
с переводом исследуемых соединений в триметилалкиль-
ные производные (ТМС-соединения) и идентификацией с 
помощью масс-селективного детектора. Использована ГХ-
МС-система Agilent 6890 с масс-селективным детектором 
MSD-5973. Линейный динамический диапазон определяе-
мых концентраций для MSD-5973 позволяет для пикограмм 
образца получать масс-спектры, пригодные для библиотеч-
ного поиска.

Индикация активаторов QS микробов – лактонов, хино-
лонов, фурановых эфиров бора и родственных соединений – 
проводилась с помощью комплекса методов: ГХ-МС-анализа 
с масс-селективным детектором (Agilent 6890 MSD-5973), 
высокоэффективной жидкостной хроматографии с масс-
селективным детектором и капиллярного электрофореза.

Идентификация соединений проводилась с помощью 
химической станции GS/MSD-ChemStation, работающей в 
среде Microsoft Windows. Химическая станция обеспечи-
вает полный автоматизированный контроль всех рабочих 

параметров системы ГХ серии 6890, включая электронный 
контроль потоков (ESP). В работе химической станции ис-
пользованы стандартные форматы Analyticae Instrument 
Association (ALA), Open Data Base Connectivity (ODBC), 
формат Windows Metafile (WMF). MSD-5973 позволяет 
идентифицировать и количественно определить все ком-
поненты сложных биологических матриц. Он обеспечи-
вает классические спектры электронного удара в режиме 
полного сканирования и регистрации отдельных ионов. 
Для максимально эффективного использования возмож-
ностей ГХ-МС-системы предварительно проводили моде-
лирование процесса идентификации органических соеди-
нений с помощью программы фирмы Resteck. В сложных 
для идентификации химических соединений случаях 
(незнакомое химическое соединение, низкий уровень со-
держания вплоть до следовых количеств) использованы 
скрининговые МС-исследования с применением селектив-
ных ионов (двух или трех характеристичных ионов). Для 
подготовки проб биологического материала использованы 
методы твердофазной экстракции с применением специ-
альных предколонок и твердофазных картриджей фирмы 
Agilent.

Статистическая обработка результатов проводилась с ис-
пользованием методов математической статистики, таких 
как факторный, корреляционный, дисперсионный, кластер-
ный анализ, с помощью IBM SPSS Statistics 19.0. Для коли-
чественных нормально распределенных признаков оценку 
статистической достоверности проводили при помощи кри-
терия Стьюдента (t). Различия считали достоверными при 
вероятности ошибки р < 0,05. Для оценки диагностической 
значимости разработанных хроматографических критериев 
использованы унифицированные критерии пригодности ла-
бораторных тестов для диагностики определенной формы 
патологии [12, 13].

Результаты и обсуждение. Предварительно определены 
пороговые значения активаторов QS. С этой целью исполь-
зованы чистые культуры Staphylococcus aureus и Pseudomo-
nas aeruginosa в концентрации 107 КОЕ/мл и смесь чистых 
культур данных микроорганизмов с суммарной концентра-
цией более 107 КОЕ/мл. В результате этих экспериментов 
получены величины доверительных интервалов пороговых 
значений по основным группам активаторов QS – лактонам, 
хинолонам, фурановым эфирам. Данные величины состави-
ли от 0,006  ± 0,0007 до 0,008  ± 0,0009 ммоль/л (лактоны); 
от 0,007 ± 0,0006 до 0,009 ± 0,0007 ммоль/л (хинолоны); от 
0,008 ± 0,0009 до 0,010 ± 0,0009 ммоль/л (фурановые эфиры 
бора). Максимальные концентрации активаторов QS в крови 
здоровых обследованных практически не достигали порого-
вых значений (для лактонов и хинолонов (0,0035–0,0054) ± 
0,001 ммоль/л, для фурановых эфиров бора 0,006  ± 0,0005 
ммоль/л), что свидетельствует о возможности использования 
этих показателей как нормы.

Содержание активаторов QS в крови больных существен-
но превышало таковое в группе контроля (в 18–45 раз) и соста-
вило: для лактонов (0,1504–0,1535) ± (0,0276–0,0288) ммоль/л, 
для хинолонов (0,153–0,157) ± 0,028 ммоль/л, для фурановых 
эфиров бора (0,108–0,118) ± 0,016 ммоль/л (табл. 1).

Концентрация активаторов QS в крови больных значитель-
но превышала пороговые значения: в 17–25 раз для лактонов 
и хинолонов и в 11–15 раз для фурановых эфиров бора. По на-
шим данным, превышение пороговых значений более чем в 3 
раза обеспечивает микроорганизмам при хронической сочетан-
ной хламидийной инфекции экспрессию генов патогенности 
с генерализацией активного инфекционно-воспалительного 
процесса на фоне резкого снижения САИР [14].

Сравнивались уровни активаторов QS микроорганизмов 
(лактонов, хинолонов, фурановых эфиров) в крови больных 
сепсисом и пациентов с хронической урогенитальной хлами-
дийной инфекцией.

Суммарное содержание лактонов у больных сепсисом 
составляло при среднетяжелой степени от 0,006 ± 0,0007 до 
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0,009 ± 0,0008 ммоль/л, при тяжелой и крайне тяжелой сте-
пени от 0,09 ± 0,008 до 0,13 ± 0,009 ммоль/л, что в основ-
ном приближалось к содержанию лактонов в крови пациен-
тов основной группы (от 0,1504 ± 0,0288 до 0,1535 ± 0,0276 
ммоль/л). Суммарное содержание хинолонов у больных сеп-
сисом верифицировано при среднетяжелой степени на уровне 
следовых значений (< 0,002 ммоль/л), при тяжелой и крайне 
тяжелой степени от 0,08 ± 0,007 до 0,11 ± 0,008 ммоль/л, что 
существенно отличалось от уровня хинолонов в крови боль-
ных хроническим урогенитальным хламидиозом (от 0,1528 ± 
0,0276 до 0,1570 ± 0,0284 ммоль/л).

Содержание фурановых эфиров у больных сепсисом со-
ставляло при среднетяжелой степени от 0,009  ± 0,0008 до 
0,11 ± 0,007 ммоль/л; при тяжелой и крайне тяжелой степени 
– от 0,15 ± 0,009 до 0,20 ± 0,008 ммоль/л, что частично соот-
ветствовало концентрации фурановых эфиров в крови паци-
ентов с хронической урогенитальной хламидийной инфекци-
ей (от 0,1080 ± 0,0161 до 0,1175 ± 0,0169 ммоль/л).

Таким образом, содержание активаторов QS в перифери-
ческой крови больных сепсисом в основном совпадало с со-
держанием сигнальных соединений в крови больных хрони-
ческой урогенитальной хламидийной инфекцией, за исклю-
чением некоторого повышения уровня фурановых эфиров и 
снижения содержания хинолонов. Установлено септикопо-
добное течение хронической урогенитальной хламидийной 
инфекции с генерализацией инфекционно-воспалительного 
процесса и вовлечением условно-патогенных аэробных и 
анаэробных микроорганизмов.

Самый высокий уровень показателя диагностической 
чувствительности в крови отмечен при ГХ-МС-анализе фу-
рановых эфиров (80–90%), затем идут лактоны (80%) и хино-
лоны (70–75%) (табл. 2). Показатели диагностической специ-
фичности распределялись следующим образом: лактоны и 
хинолоны (85–90%), фурановые эфиры (70–75%).

Наибольшая прогностическая ценность положительного 
результата отмечена при определении лактонов (84,2–88,9%) 
и хинолонов (82,4–83,3%), в меньшей степени – фурановых 
эфиров (72,7–78,3%). Показатель прогностической ценности 
отрицательного результата наиболее высок при детекции фу-

рановых эфиров (77,8–88,2%), затем лактонов (81,0–81,8%) и 
хинолонов (73,9–77,3%).

При ХИВЗ вещества, выделяемые микробами в окру-
жающую среду, распределяются с током биологических 
жидкостей по организму. Их состав различен в крови, мо-
че, других органах и тканях, что необходимо учитывать при 
топической диагностике. Синтез факторов патогенности 
может реализоваться в условиях живого организма. Воз-
можность более четко проследить этот процесс появилась 
при открытии системы QS. ГХ-МС-индикация активаторов 
QS лактонов, хинолонов, фурановых эфиров бора позво-
ляет определить готовность ассоциаций микроорганизмов 
к совместному действию на организм с генерализацией 
инфекции. Получен патент РФ на изобретение № 2539386 
«Способ диагностики инфекционной патологии почек» при 
ХИВЗ урогенитальной системы сочетанной хламидийной 
этиологии [15].

Выводы
Система QS играет ключевую роль при хронической уро-

генитальной хламидийной инфекции. В крови таких боль-
ных определены соединения, относящиеся к активаторам 
QS микробов (лактоны, хинолоны, фурановые эфиры бора), 
в концентрации, обеспечивающей микроорганизмам экс-
прессию генов патогенности и генерализацию инфекционно-
воспалительного процесса на фоне резкого снижения САИР.

В периферической крови больных определены активато-
ры QS лактоны, хинолоны, фурановые эфиры в концентра-
циях, существенно отличающихся от показателей обследо-
ванной контрольной группы и максимально приближенных 
к содержанию указанных QS в крови больных сепсисом, 
преимущественно тяжелой и крайне тяжелой степени, что 
свидетельствует об опасности развития генерализованных 
форм инфекции.

Определение активаторов QS микробов в крови больных 
с ХИВЗ урогенитальной системы сочетанной хламидийной 
этиологии является молекулярным маркером генерализации 
инфекции при хроническом урогенитальном хламидиозе и 
септикоподобного течения хронической генерализованной 
хламидийной инфекции [16].

Т а б л и ц а  1
Содержание (в ммоль/л) активаторов кооперативной чувствительности микроорганизмов в крови

Соединения Сепсис Хроническая генерализованная хла-
мидийная инфекция

Здоровые лица

средняя степень  
(n = 11)

тяжелая и крайне-тяжелая 
степень (n = 20)

мужчины 
 (n = 21)

женщины  
(n = 20)

мужчины  
(n = 20)

женщины  
(n = 20)

Лактоны От 0,006 ± 0,0007 
до 0,009 ± 0,0008

От 0,09 ± 0,008 до 0,13 
± 0,009

0,1504 ± 0,0288 0,1535 ± 0,0276 0,0048 ± 0,0006 0,0043 ± 0,0006

Хинолоны < 0,002 От 0,08 ± 0,007 до 0,11 
± 0,008

0,1528 ± 0,0276 0,157 ± 0,0284 0,0054 ± 0,0010 0,0035 ± 0,0006

Фурановые 
эфиры

От 0,009 ± 0,0008 
до 0,11 ± 0,007

От 0,15 ± 0,009 до 0,20 
± 0,008

0,1175 ± 0,0169 0,108±0,0161 0,0064 ± 0,0006 0,0058 ± 0,0005

Т а б л и ц а  2
Параметры диагностической значимости активаторов кооперативной чувствительности микроорганизмов в крови

Соединения Диагностическая эффективность, %

ДЧ ДС ПРпол ПРотр

мужчины женщины мужчины женщины мужчины женщины мужчины женщины

Лактоны 80,0 80,0 90,0 85,0 88,9 84,2 81,8 81,0
Хинолоны 70,0 75,0 85,0 85,0 82,4 83,3 73,9 77,3
Фурановые эфиры 90,0 80,0 75,0 70,0 78,3 72,7 88,2 77,8

П р и м е ч а н и е .  ДЧ – диагностическая чувствительность; ДС – диагностическая специфичность; ПРпол – прогностическая ценность 
положительного результата; ПРотр – прогностическая ценность отрицательного результата.
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Лабораторные диагностические критерии индикации в 
крови молекулярных маркеров хронической генерализован-
ной хламидийной инфекции методом ГХ-МС имеют высо-
кий уровень диагностической чувствительности и специфич-
ности, прогностической ценности положительного и отрица-
тельного результата.

Использование методов ГХ-МС позволяет повысить эф-
фективность диагностики ХИВЗ урогенитальной системы 
сочетанной хламидийной этиологии с определением прогно-
стических критериев генерализации инфекционного процес-
са и последующим назначением адекватной своевременной 
терапии.
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