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Плосконос М.В.

ПОЛИАМИНЫ БИОЛОГИЧЕСКИХ ЖИДКОСТЕЙ ОРГАНИЗМА И ДИАГНОСТИЧЕСКОЕ 
ЗНАЧЕНИЕ ИХ ОПРЕДЕЛЕНИЯ В КЛИНИЧЕСКИХ И ЛАБОРАТОРНЫХ 
ИССЛЕДОВАНИЯХ (ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ)

ФГБОУ ВО Астраханский государственный медицинский университет Минздрава РФ, 414000, Астрахань, Россия

В обзоре проведен анализ содержания основных полиаминов (ПА) – спермина, спермидина и путресцина в важнейших 
биологических жидкостях организма человека (крови, мочи, семенной жидкости и др.), даётся оценка их диагностиче-
ского и прогностического значения в клинической практике. Показана новизна и ценность оценки уровня метаболитов 
ПА в качестве новых диагностических маркеров различных заболеваний, таких как рак, инсульт, почечная недостаточ-
ность, для которых поиск ранних маркеров особо актуален. Данные обзора могут представлять практический интерес 
и учитываться при оценке уровня ПА и их производных в клинико-диагностических и лабораторных исследованиях. По-
иск литературы для обзора осуществлялся по базам данных Scopus, Web of Science, MedLine, РИНЦ.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  полиамины; спермин; спермидин; путресцин; биологические жидкости; обзор.
Для цитирования Плосконос М.В. Полиамины биологических жидкостей организма и диагностическое значение их 
определения в клинических лабораторных исследованиях (обзор литературы). Клиническая лабораторная диагностика. 
2021; 66 (4):197-204. DOI:http://dx.doi.org/10.51620/0869-2084-2021-66-4-197-204
Ploskonos M.V.
POLYAMINES OF BIOLOGICAL FLUIDS OF THE BODY AND THE DIAGNOSTIC VALUE  
OF THEIR DETERMINATION IN CLINICAL AND LABORATORY RESEARCHES (REVIEW OF LITERATURE)
Astrakhan State Medical University Health Ministry of Russian Federation, 414000, Astrakhan, Russia
The review provides the analysis of the content of the main polyamines (PA) - spermine, spermidine and putrescine in the most 
important biological fluids of the human body (blood, urine, seminal fluid, etc.). The assessment of their diagnostic and prognostic 
value in clinical practice is carried out. The novelty and value of assessing of the level of PA metabolites as new diagnostic markers 
of various diseases has been shown. Among such  diseases as cancer, stroke, renal failure, for which the search for early markers 
is especially relevant. This survey data can be of practical interest and taken into account in estimating the level of РA and its 
derivatives in clinical and laboratory reseaches. The literature search for the review was carried out using the Scopus, Web of 
Science, MedLine, RSCI databases. 

K e y  w o r d s :  polyamines; spermine; spermidine; putrescine; biological fluids; review.
For citation: Ploskonos M.V. Polyamines of biological fluids of the body and the diagnostic value of their determination in 
clinical and laboratory researches (review of literature). Klinichescheskaya laboratornaya diagnostika (Russian Clinical Labora-
tory Diagnostics). 2021; 66 (4): 197-204. (in Russ.). DOI:http://dx.doi.org/10.51620/0869-2084-2021-66-4-197-204
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Среди биологически активных соединений орга-
низма человека особое внимание заслуживают поли-
амины (ПА). Это низкомолекулярные алифатические 
амины, имеющие различной длины цепи из атомов 
углерода с двумя или несколькими первичными ами-
ногруппами. Основными представителями ПА жи-
вотных тканей считают спермин (Спм) и спермидин 
(Спд), а также их предшественник диамин путресцин 
(Пут) [1, 2]. 

Синтез ПА происходит в клетках реакцией декарбок-
силирования из таких аминокислот, как орнитин, арги-
нин, лизин, пролин и метионин под действием фермен-
тов орнитиндекарбоксилазы (ОДК), спермидин- и спер-
минсинтазы (СДС и СМС) и находится под контролем 
гормональной системы [3, 4].

Ферментативные механизмы взаимопревращений 
ПА осуществляются при участии ацетилтрансферазы 
и полиаминоксидазы (ПАО), обеспечивающей быстрое 
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расщепление ацетилированных ПА [5]. Важным путём 
катаболизма ПА является окислительное дезаминиро-
вание их концевых групп (-CH2NH2) при помощи моно-
аминооксидазы (МАО) и диаминооксидазы (ДАО) [6, 7].

ПА могут синтезироваться кишечной микрофлорой 
(кишечной палочкой, энтеробактериями, энтерококка-
ми, лактобациллами) и анаэробами (бактероидами, би-
фидобактериями и, особенно, клостридиями) из амино-
кислот [8-10]. Helicobacter pylori может продуцировать 
Спд [11-13].

После всасывания в кишечнике ПА разносятся кро-
вотоком и попадают в периферические ткани (тимус, пе-
чень). У здоровых людей ПА, образующиеся в основном 
в толстом кишечнике, в норме подвергаются деструкции 
бактериальными ферментами или после проникновения 
в печень детоксицируются печеночными аминооксида-
зами [7, 14].

Значение ПА для организма достаточно велико: они 
жизненно необходимы для регуляции процессов роста и 
деления клетки [7, 11, 12], активации и ингибирования 
апоптоза и аутофагии [15 - 18], а исследования послед-
них лет свидетельствуют об участии ПА в регулирова-
нии иммунитета [10, 19] и продолжительности жизни 
организма [20-24].

Они участвуют в биосинтезе белка, защите ДНК от 
действия нуклеаз и укрепления структуры хроматина, 
стабилизации структуры рибосом и плазматических 
мембран, проявляют антиоксидантный и противовоспа-
лительные эффекты, играют важную роль в устойчиво-
сти к стрессу [23, 25-28].

Обладают нейромедиаторной и нейромодуляторной 
функциями, необходимы для нормального функциони-
рования клеток кишечника, почек, сердечно-сосудистой 
системы [10, 29, 30]. ПА играют значительную роль в 
репродуктивной функции человека, а также на всех ста-
диях развития живого организма, начиная с эмбриональ-
ного развития [7, 12, 31]. 

Механизмы действия ПА очень сильно зависят от их 
концентраций: отсутствие или недостаток (истощение) 
ПА приводят к нарушениям метаболических процессов 
организма и к тяжёлым последствиям, замедлению роста 
клеток и эмбрионального развития, к старению. Однако 

избыточное накопление ПА, вследствие сбоев в регуля-
ции их синтеза, также является губительным для клеток, 
приводит к апоптозу, так как метаболиты ПА являются 
очень токсичными веществами. Усиление катаболиз-
ма клеточных ПА при помощи ПAO, сперминоксидазы 
(СMO) или ацетилполиаминоксидазы (AсПAO), повыша-
ет окислительный стресс клеток, может способствовать 
старению, генерирует перекись водорода и реактивный 
токсичный метаболит акролеин, который связывается в 
остатками лизина клеточных белков [3, 32-35].

ПА могут находится в организме и в связанном с бел-
ками, и в свободном состоянии в клетках различных тка-
ней и органов на разных ступенях развития. Также ПА 
содержатся в различных физиологических жидкостях 
организма: в крови, в моче, в сперме, в грудном молоке. 
В милли- и наномольных концентрациях присутствуют 
в поте, слюне, желчи, цереброспинальной, дуоденаль-
ной, амниотической жидкостях и т.д. [2, 3, 7, 15]. 

Их содержание зависит от взаиморегулирования 
процессов синтеза, высвобождения из внутриклеточных 
структур, метаболических и катаболических превраще-
ний в производные и продукты деградации. Базовым 
фактором регуляции синтеза принято считать концен-
трацию самих ПА [3]. 

ПА являются потенциальными биомаркерами: вну-
триклеточными «маркерами роста» и маркерами актив-
ности пролиферативных процессов. При этом Спм счи-
тают маркером дифференцировки, а Спд и Пут – марке-
рами пролиферации [3, 12, 36]. 

Содержание одного или нескольких ПА, их ацети-
лированных производных,  метаболитов ПА, а также 
ферментов синтеза и катаболизма, в биологических 
жидкостях организма может изменяться при некоторых 
патологических состояниях: атопическом дерматите, 
псориазе, волчанке, ревматоидных артритах, гепатитах, 
уремии, при анемиях различной этиологии, некоторых 
врожденных аномалиях метаболизма, диабете, при па-
разитарных инфекциях, воспалении, инсульте и особен-
но при неопластическом росте [2, 10, 36 -  39].

Так, повышение уровней метаболита ПА – конъюги-
рованного с белком акролеина (PC-Acro) и ферментов 
катаболизма ПА, например, ПАО, обнаружены в плаз-
ме крови пациентов, перенесших инсульт. Учитывая 
отсутствие надежных биохимических маркеров ранней 
стадии инсульта, метаболиты ПА в крови или моче, яв-
ляются хорошими маркерами для ранней диагностики 
этого заболевания [35, 40]. PC-Acro является хорошим 
биомаркером хронической почечной недостаточности и 
может использоваться при установлении уровня тяже-
сти этого заболевания [41].

Увеличение концентрации самих ПА в организме 
хоть и является характерным, но не специфичным мар-
кером опухолевого процесса, однако может иметь зна-
чение в комплексной диагностике злокачественных опу-
холей. Повышение концентрации ПА в биожидкостях 
при неопластическом росте происходит как за счёт про-
лиферации клеток и роста опухоли, так и за счёт гибели 
раковых клеток и выхода из них ПА, что особенно по-
казательно при эффективной терапии. Определение ПА 
в биологических жидкостях человека может служить 
незаменимым тестом для быстрого выбора наиболее эф-
фективных химиопрепаратов или дозы облучения [36, 
42-44].

Дело в том, что содержание ПА в биологических 
жидкостях имеет чёткую корреляцию со степенью эф-

Основные полиамины животных тканей и биологических 
жидкостей человека.
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фективности лечения. Считается, что наиболее «инфор-
мативными» из ПА являются Спд и Пут [36]. Ещё D.H. 
Russell [45] предложила считать концентрацию экскре-
тируемого с мочой Пут, маркером пролиферативной ак-
тивности раковых клеток, а концентрацию Спд – марке-
ром, отражающим гибель опухолевых клеток в процессе 
лечения. 

Для определения эффективности лечения предложе-
но рассчитывать соотношение этих двух ПА до и через 
48 ч после начала лечения. Полученный индекс при 
успешной терапии должен быть выше 1,25, а при неэф-
фективной – ниже [43].

При эффективном лечении в первые 48-72 ч уровень 
ПА и в моче, и в крови возрастает, доказывая гибель ра-
ковых клеток и выделение из них ПА. При достижении 
положительного эффекта после лечения содержание ПА 
в моче и крови снижается, доходя даже до нормы. Вто-
ричное повышение концентрации ПА у пациентов слу-
жит доказательством рецидива заболевания. При неэф-
фективной терапии сохранялось исходное (до лечения) 
содержание ПА [43, 44]. 

Изменение содержания ПА в биологических жидко-
стях больных раком может служить прогностическим 
признаком и для определения скорости роста опухоли: 
увеличение содержания ПА характерно для больных 
с быстрорастущими опухолями, имеющими высокую 
пролиферативную активность (например, лимфома Бер-
китта), низкий процент увеличения – для больных с опу-
холями, у которых скорость роста более низкая [45]. 

Таким образом, присутствие ПА во всех структурных 
элементах организма и множество мишеней для них, 
заставило ограничить рассмотрение этих важных био-
логически активных веществ. Поэтому в данной работе 
мы сосредоточимся лишь на присутствие свободных ПА 
в биологических жидкостях организма человека.

Анализ данных литературных источников показал, 
что исследования ПА наиболее активно проводились 
в 70-х – 80-х годах прошлого столетия [36, 43, 45, 46]. 
Несмотря на то, что на сегодняшний день ведутся ак-
тивные исследования физиологического значения мета-
болизма ПА, к сожалению, нет обобщённых системати-
зированных сведений о концентрациях ПА в важнейших 
биологических жидкостях организма человека в норме 
и при различных паталогических состояниях, а иногда 
эти данные носят противоречивый характер [47]. Такие 
сведения позволили бы провести оценку диагностиче-
ского и прогностического значения уровня ПА в лабора-
торных исследованиях. 

В настоящем обзоре проводится анализ содержания 
основных ПА в важнейших биологических жидкостях 
организма человека, даётся оценка их диагностического 
и прогностического значения в клинической практике. 
Показана новизна и ценность оценки уровня метаболи-
тов ПА в качестве новых диагностических маркеров раз-
личных заболеваний, таких как рак, инсульт, почечная 
недостаточность, для которых поиск ранних маркеров 
особо актуален. Тем более что для определения метабо-
литов ПА возможно использовать высокочувствитель-
ный и доступный метод иммуноферментного анализа 
(ИФА, ELISA). 

Содержание ПА в крови. Основная часть ПА кро-
ви находится в конъюгированной форме, в основном в 
виде ацетилированных дериватов. Оценка содержания 
свободных ПА в крови здоровых людей показала, что 
данные, полученные разными авторами, различаются. 

Это, по-видимому, связано с чувствительностью мето-
дов, использованных для определения ПА и зависит от 
количества проведенных исследований, а также от дру-
гих причин.

Так, по данным некоторых авторов, использовавших 
разные методы для определения ПА, но получивших 
сходные результаты, в свободном состоянии в цельной 
крови здоровых людей в возрасте от 18 до 48 лет обна-
руживаются Спм и Спд, причём преобладает последний. 
Общее содержание свободного Спд в цельной крови че-
ловека соответствует 9,23±0,38 (от 7,20 до 11,26) нмоль/
мл, для Спм содержание составляет 7,01±0,24 (от 5,55 
до 8,47) нмоль/мл. Суммарное содержание ПА при этом 
равно 16,24±0,62 (11,15-21,33) нмоль/мл. Отношение 
Спд/Спм, являющееся важным показателем интенсив-
ности процессов пролиферации и дифференцировки в 
организме, составляет 1,31 [48 - 50].

Более низкий уровень ПА, был получен авторами 
других работ [51, 52] и, возможно, связан с небольшим 
количеством проведённых ими исследований. Тем не 
менее следует отметить, что все цитируемые авторы не 
обнаружили в цельной крови здоровых людей свободно-
го Пут или предел его обнаружения был ниже чувстви-
тельности использованного метода. 

По данным разных авторов существенной разницы 
в содержании ПА в крови людей в зависимости от их 
пола, не обнаружено. Однако, у женщин концентрация 
ПА в крови может изменяться в зависимости от фазы 
менструального цикла. У мужчин же эта величина бо-
лее постоянна. Колебаний уровня ПА в крови у женщин, 
принимающих контрацептивы, не выявлено [48, 52].

В плазме и сыворотке крови уровень ПА составляет 
не более 1 нмоль/мл (причём содержание Пут и Спд вы-
ше, чем Спм) и с возрастом имеет тенденцию к сниже-
нию [7, 46, 53 - 55]. 

Таким образом, концентрация ПА в цельной крови 
может зависеть от содержания ПА в форменных элемен-
тах (эритроцитах, тромбоцитах и особенно лейкоцитах, 
где больше всего ПА, причём преобладает Спм), хотя 
может быть связано и не только с ядерными клетками 
[48].

Исследовано содержание ПА в цельной крови здоро-
вых детей. Достоверных различий между концентрация-
ми Спд и Спм в зависимости от пола детей не выявлено, 
но обнаружены возрастные особенности изменения их 
уровня: с возрастом у детей уменьшение содержания 
свободных ПА происходит почти синхронно. Тем не ме-
нее, количество Спд уменьшается более медленно, чем 
количество Спм. Отношение Спд/Спм практически не 
изменяется с возрастом детей. Пут в образцах отсут-
ствовал или выявлен в следовых концентрациях. Так, 
в крови детей до 2-х летнего возраста уровень свобод-
ного Спд составляет 17,0±1,3 нмоль/мл, Спм – 15,1±1,5 
нмоль/мл, общий уровень ПА – 34,0±2,6 нмоль/мл, 
отношение Спд/Спм равно 1,1. В возрасте с 3-х до 11 
лет уровень свободного Спд 14,0±0,7 нмоль/мл, Спм – 
11,4±0,5 нмоль/мл, общий уровень ПА – 26,0±1,0 нмоль/
мл, отношение Спд/Спм равно 1,2. В крови детей 12-14 
лет уровень свободного Спд составляет 8,6±0,4 нмоль/
мл, концентрация Спм – 7,5±0,4 нмоль/мл, общий уро-
вень ПА – 15,8±0,6 нмоль/мл, а отношение Спд/Спм 
равно 1,2 [56, 57]. 

При различных патологических состояниях кон-
центрация ПА в крови может изменяться. Например, 
у больных ожоговой болезнью содержание ПА в кро-
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ви незначительно больше по сравнению со здоровыми 
людьми и равно 19,6±1,47 нмоль/мл. Основной причи-
ной отсутствия значительного накопления ПА в крови, 
по-видимому, является вовлечение их в усиленный био-
синтез белка. Однако, у обожжённых в крайне тяжелом 
состоянии, количество ПА в крови снижалось в послед-
ние сутки жизни до 10 нмоль/мл [58]. 

При аутоиммунных заболеваниях, например, артри-
те, концентрация ПА повышена [59]. 

У больных хроническим миелолейкозом и хрониче-
ским лимфолейкозом в крови содержание ПА в 2 раза 
и более превышает норму и составляет 17,1±1,32 и 
15,7±1,89 нмоль/мл соответственно для Спм и 15,0±1,04 
и 13,7±1,13 нмоль/мл для Спд [43]. 

Весьма существенное повышение содержания ПА (в 
основном Спд) в крови выявлено у 82% больных неход-
жкинскими лимфомами и лимфогранулематозом II – IV 
стадий: количество ПА при этом 8,97±0,74 мкг/мл, тог-
да как у практически здоровых людей оно составляет от 
0,1 до 3,0 мкг/мл. Корреляции между содержанием ПА 
в сыворотке крови и клинической стадией опухолевого 
процесса не выявлено [43, 46].

Большинство больных карциномами толстой и пря-
мой кишки имеют повышенную концентрацию ПА в 
сыворотке крови [46, 53]. 

Содержание ПА в моче. ПА являются нормаль-
ными компонентами мочи здорового человека и со-
держатся там и в свободной, и в связанной форме 
в виде N-ацетилпутресцина, N-ацетилспермина и 
N-ацетилспермидина [6, 14, 42, 43].

Основной частью (до 85%) фракционного состава 
свободных ПА мочи здоровых людей в возрасте от 17 до 
55 лет являются Спд и Пут [14]. Статистически значи-
мой разницы в содержании ПА в моче здоровых мужчин 
и женщин не обнаружено, не зависимо от возрастных 
групп пациентов. Здоровые люди выделяют с мочой за 
сутки в среднем 7,4±0,4 мг (2-10 мг в сутки) ПА: количе-
ство Спд 3,4±0,5 мг в сутки, Спм – 1,95±0,41 мг в сутки, 
Пут – 2,45±0,43 мг в сутки [43, 58]. 

Такие данные согласуются с данными более ранних 
работ, в которых сообщалось о том, что за сутки здоро-
вый человек выделяет менее 5 мг каждого ПА. Однако, 
одни авторы обнаружили, что концентрация всех ПА в 
моче была примерно одинаковой: Спд 3,1±0,56 мг, Спм 
– 3,4±0,67 мг, Пут – 2,7±0,53 мг [45]. Другие авторы вы-
явили, что суточное количество выделяемого Спм боль-
ше по сравнению со Спд: Спд в моче было 1,12±0,11 мг, 
Спм – 3,4±0,67 мг, Пут – 4,21±0,41 мг [46]. 

Суточное определение ПА не всегда бывает удобно, 
так как качество анализа зависит от количества мочи, от 
тщательности и аккуратности её сбора. Сама процедура 
также удлиняет время выдачи результата исследования. 
Поэтому, предложено определять ПА в разовой пробе, а 
концентрацию ПА рассчитывать на содержание в пробе 
креатинина [14].

Содержание Спд и Пут в пробах, взятых из разо-
вой порции мочи, идентично результатам проб из су-
точного количества и равно соответственно 3,29±0,20 
и 2,10±0,33 мкмоль на 1 ммоль креатинина. Причём 
различия в концентрациях ПА в пробах мочи, взятых в 
разные промежутки времени, были статистически недо-
стоверны. Содержание Спм при этом было чуть меньше 
1 мкмоль на 1 ммоль креатинина [58]. 

Однако, некоторыми авторами выявлен более низкий 
уровень свободных ПА в моче [10]. 

Согласно некоторым литературным источникам нор-
мальный диапазон концентраций ПА в моче довольно 
широк и составляет от 0,1 до 1 мкг/мл [42]. Например, 
для Спд приводятся значения 0,37 мкг/мл [53], 0,10 
–0,14 мкг/мл [42]. 

Немногочисленны исследования, где изучалась экс-
креция ПА у людей в зависимости от возраста. Выяв-
лено, что различия в экскреции ПА у людей отдельных 
возрастных групп незначительны. Самое низкое содер-
жание ПА в суточной моче отмечено у здоровых людей 
в возрасте от 10 до 40 лет (примерно 5 мг в сутки), а в 
возрастных группах от 41 до 70 лет концентрация ПА 
повышается до 8 мг. Наиболее высокая экскреция ПА 
выявлена у людей 61-70 лет (8,93±1,37) мг в сутки. У 
людей преклонного и старческого возрастов (71-100 лет) 
содержание ПА в моче составляло в среднем 6-7 мг в 
сутки, что несколько ниже, чем у людей 51-70 лет. При 
этом фракционный состав ПА представлен Спм у 27,2, 
Спд – у 98,2, Пут – у 51% обследованных [43, 57].

При беременности, особенно на ранних сроках, про-
исходит увеличение концентрации выделяемых с мочой 
ПА, что, наверняка, связано с поступлением в кровь 
матери ПА из быстрорастущих тканей плода и недо-
статочным повышением уровня ДАО в крови на ранних 
стадиях беременности. Суммарное количество Спм, 
Спд и Пут, выделяемых с мочой в 1-2 месяцы беремен-
ности составляет 17,6±1,9 мг в сутки, а к 7-8 месяцам 
-  13,8±2,3 мг в сутки [43]. 

В более ранних работах отмечено, что у беремен-
ных выделение за сутки Спд составляет 7,7±0,83 мг, 
Спм – 10,5±1,8 мг, Пут – 3,7±0,58 мг [45]. Есть данные 
о количестве Спд 2,4±0,79 мг, Спм – 5,05±2,44 мг, Пут – 
12,9±0,39 мг за сутки [46].

Диагностическое значение имеет определение ко-
личества ПА, выделяемых с мочой, при различных па-
тологических состояниях, например, для прогноза ис-
хода ожоговой болезни [58]. Так, при благополучном 
исходе уровень ПА в моче возрастает параллельно тя-
жести ожога. В первые сутки после ожога, когда идёт 
усиленный синтез белка и стимуляция активности 
ОДК, у больных с благополучным исходом наблюда-
ют повышенное содержание ПА в моче по сравнению 
с экскрецией у здоровых людей: 80,7±9,80 мкмоль ПА 
в сутки (Спм 9,1±1,25 мкмоль, Спд 36,5±5,39 мкмоль 
и Пут 35,1±4,31 мкмоль) по сравнению с 57,5±3,05 
мкмоль в сутки соответственно. Последующие пери-
оды болезни сопровождаются усилением экскреции 
ПА, но по мере выздоровления уровень ПА в моче по-
степенно снижается. Чрезвычайно высокий уровень 
ПА в моче также является неблагоприятным прогно-
стическим признаком. 

При летальных исходах у большинства обожжен-
ных с обширными поражениями наблюдается низкое 
содержание ПА в моче: в первые сутки после ожога с 
мочой выделялось 21,1±5,12 мкмоль ПА (Спм 4,9±1,58 
мкмоль, Спд 8,9±2,17 мкмоль и Пут 7,4±1,93 мкмоль), 
что значительно ниже среднего уровня, характерного 
для здоровых людей. Слабое протекание биосинтетиче-
ских реакций и сильный стресс у пострадавших в состо-
янии агонии приводит к снижению активности функций 
ОДК и угнетению синтеза ПА [14, 58]. 

У больных с почечной недостаточностью значитель-
ное снижение экскреции ПА сопровождалось повыше-
нием их уровня в крови [15, 58]. У больных псориазом 
выявлена повышенная экскреция ПА с мочой [4].
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Обнаружено значимое различие в экскреции ПА и 
их диацетилированных производных у больных злока-
чественными опухолями в отличие от здоровых людей 
или пациентов с неопухолевыми заболеваниями [43, 45]. 
Так, содержание основных ПА и их метаболитов в моче 
увеличивается в 5-10 раз у больных, как с гематологиче-
скими, так и с солидными опухолями, причем у первых 
экскреция ПА выше [46].

У больных с системными опухолевыми заболевани-
ями - неходжкинскими лимфомами и лимфогранулема-
тозом II – IV стадий - содержание ПА (в основном Спд 
и Пут) в моче увеличивается в 3-9 раз по сравнению с 
нормой, но не зависит от клинической стадии злокаче-
ственного процесса [43, 46]. 

У больных раком желудка и раком лёгкого экскреция 
ПА (особенно Спд и Пут) в несколько раз превышала 
экскрецию у здоровых людей и у больных с неопухоле-
выми заболеваниями желудка и лёгких (острая и хрони-
ческая пневмония), однако зависимость величины экс-
креции ПА от стадии опухолевого процесса не всегда 
выявлялась, хотя у больных с обширными метастазами 
выделение ПА особенно высокое [43]. 

Экскреция ПА (в основном Спд и Пут) у больных ра-
ком гортани более чем в 2-3 раза превышает экскрецию 
у здоровых лиц и зависит от стадии заболевания [46].

У больных со злокачественными опухолями подже-
лудочной железы, средостения, пищевода, у больных 
с опухолью забрюшинного пространства, со злокаче-
ственными полипами кишечника, с лимфоретикулосар-
комой, карциномой предстательной и молочной железы, 
злокачественными новообразованиями мочеполовой си-
стемы наблюдается повышенное содержание ПА в моче 
[43, 53]. 

Например, при раке молочной железы экскреция ПА 
в основном увеличивается за счёт Спд и Пут, причём 
выявлена прямая зависимость величины экскреции ПА 
от стадии заболевания: количество ПА увеличивается 
в моче в зависимости от распространённости злокаче-
ственного процесса. При доброкачественных опухолях 
молочной железы (фиброаденомах и фиброаденомато-
зах) выделение ПА было несколько выше нормы 7,9±1,2 
и 12,0±2,4 мг в сутки соответственно [36, 43].

При злокачественных опухолях яичников, тела и 
шейки матки выделение ПА увеличивалось в 3 раза по 
сравнению с показателями у здоровых людей, причём у 
больных раком тела и шейки матки отмечена экскреция 
лишь Спд и Пут. У больных раком яичников содержание 
ПА в суточной моче прямо пропорционально степени 
развития заболевания, однако экскреция ПА у 30% боль-
ных доброкачественными опухолями яичников такое же 
высокое, как и у больных раком яичников [36, 45]. 

Только у 50% больных раком прямой кишки выделе-
ние ПА с мочой увеличено и зависит от стадии заболе-
вания. Вероятно, при этом заболевании часто встреча-
ются медленнорастущие формы опухолей, для которых 
не характерно высокое содержание ПА в опухолевых 
клетках. Кроме того, у пациентов с этим видом рака экс-
креция ПА ниже, чем у больных раком желудка, лёгких, 
молочной железы и др. [46].

Для больных раком щитовидной железы, мочевого 
пузыря, толстой кишки зависимость экскреции ПА от 
активности злокачественного процесса не выявлена [43]. 

Интересно отметить, что закономерное повышение 
уровня ПА, выделяемых с мочой у онкологических 
больных, не наблюдается у пациентов с опухолями ЦНС 

и, видимо, может быть связано с медленными темпами 
роста такого типа опухолей [45]. 

Существует мнение, что концентрация Пут в моче 
может зависеть от процессов взаимопревращения ПА, 
при которых Спм превращается в Спд, а последний в 
Пут. Фактически Пут рассматривается как промежуточ-
ный продукт взаимопревращений ПА и как конечный 
продукт катаболизма, а не как один из биологически 
активных ПА. Из-за небольшой длины алифатической 
цепи Пут и специфической потребности в Спм и Спд 
при процессах пролиферации, Пут считают неактивной 
формой ПА [15, 36].

Исследования последних лет подтверждают, что всё 
же более надёжным и чувствительным маркером зло-
качественных новообразований является повышение 
экскреции с мочой не самих ПА, а их ацетилированных 
производных, например, N1, N12-диацетилспермина, 
N1,N8-диацетилспермидина [6, 29, 32, 37, 44]. 

Ацетилированные производные являются отличны-
ми диагностическими и прогностическими маркерами 
различных онкологических заболеваний человека по 
сравнению с некоторыми из известных маркеров опухо-
левых процессов, позволяют выявить рак толстой киш-
ки и молочной железы на ранних стадиях и эффективны 
при обнаружении рецидивов, чувствительны к измене-
ниям в клиническом состоянии пациентов [6, 35, 37].

Содержание ПА в других биологических жидко-
стях. ПА содержатся в небольших количествах в нор-
ме и в других биологических жидкостях организма, хо-
тя данные по их содержанию очень немногочисленны. 
В цереброспинальной жидкости концентрация Пут и 
Спм составляет 182,0±79,0 и 120,0±34,0 пмоль/мл, со-
ответственно. При злокачественных опухолях спинного 
мозга в спинномозговой жидкости выявлено увеличение 
концентрации Пут и Спд, в то время как у больных с 
другими заболеваниями центральной нервной системы 
(гидроцефалия, апоплексический удар и др.) содержа-
ние ПА было в пределах нормы [2, 43]. 

 В желчи содержание Спм и Спд составляет 14,6 и 
16,1 мкг/мл, соответственно; дуоденальная жидкость со-
держит Спм в количестве 1,9±0,3 мкг/мл, а Спд – 1,27±0,6 
мкг/мл; в поте Спм и Спд по 0,25 мкг/мл каждого, а в 
слюне – по 0,05 мкг/мл; амниотическая жидкость содер-
жит Пут, Спм и Спд в количествах 0,96±0,2, 0,33±0,1 и 
0,76±0,2 мкг/мг креатинина, соответственно [26, 43]. 

ПА крайне важны для репродуктивной функции чело-
века. Их участие в созревании и фертилизации половых 
клеток является строгой необходимостью [3, 15, 47, 60].

В доступных источниках литературы данные о со-
держании ПА в фолликулярной жидкости у женщин не 
обнаружены. В собственных экспериментах выявить со-
держание свободных ПА в этой биологической жидко-
сти не удалось. Объяснением может быть выявленный 
в фолликулярной жидкости достаточно высокий уро-
вень ферментов катаболизма ПА – ДАО, ПАО и СМО, 
обеспечивающих быстрое расщепление ПА (данные не 
опубликованы).

Интересна роль продуктов окисления ПА в семенной 
плазме, как кофакторов в развитии рака шейки матки у 
женщин. Результаты показали, что половая активность 
без механической контрацепции может вести к появ-
лению мутагенных и иммуносупрессивных продуктов 
окисления ПА в половых путях женщин. Таким обра-
зом, женщины, имеющие высокие уровни ПАО и/или 
ДАО в слизи цервикального канала, могут входить в 
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группу повышенного риска развития рака шейки матки, 
особенно если в сперме мужчины-партнёра содержатся 
высокие уровни ПА [3, 47].

В репродуктивной системе мужчин ПА синтезиру-
ются в предстательной железе, эпидидимисе, в яичках 
в сперматогенных клетках, клетках Сертоли и клетках 
Лейдига [3]. Содержание ПА в семенной жидкости и се-
крете предстательной железы у человека существенно 
выше, чем в любой другой биологической жидкости ор-
ганизма [2, 15, 47]. 

Полиаминный состав секрета предстательной желе-
зы человека представлен Спм (2,44∙10‾² - 3,18∙10‾² г/л) и 
Спд (3,0∙10‾² - 3,7∙10‾¹ г/л). Средняя концентрация Спм 
–1320 мкг/мл (от 244 до 3180 мкг/мл) [2, 3, 15].

В семенной плазме фертильных мужчин выявлены 
Пут (0 – 1,83∙10‾¹ г/л), Спд (2,58·10‾³ – 1,67·10‾¹ г/л) и 
Спм (2,77·10‾² – 4,44 г/л) [3, 47].

Установлено, что концентрации ПА в семенной жид-
кости бесплодных мужчин заметно ниже по сравнению со 
здоровыми фертильными мужчинами [47]. При различных 
формах бесплодия выявлены изменения не только концен-
траций свободных Спм и Спд в семенной жидкости, но 
также и изменение соотношения Спм/Спд по сравнению с 
таковыми показателями у фертильных мужчин.

Так, при полизооспермии наблюдалось снижение ко-
личества ПА в семенной жидкости; при олигозооспер-
мии уровень ПА был повышен; при астенозооспермии 
снижалось содержание Спд и, соответственно, повы-
шалось отношение Спм/Спд; в спермоплазме мужчин с 
большим количеством мертвых гамет был повышен уро-
вень Спм и соотношение Спм/Спд [3, 15, 47].

Заключение. Анализируя данные разных исследо-
ваний, проведённых как в России, так и за рубежом, 
причем как в прошлом столетии, так и в современных 
условиях, можно сделать вывод, что полученные автора-
ми величины содержания ПА в таких средах как кровь, 
моча имеют сопоставимые значения. Иногда данные 
имеют некоторые отличия, что вероятно обусловлено 
тем, что при количественном анализе ПА, например, в 
цельной сыворотке или плазме, могут происходить их 
значительные потери, обусловленные большим коли-
чеством и гетерогенностью исследуемого материала, а 
также различиями в методиках определения и количе-
стве исследованных образцов.

Можно заключить, что ПА в организме осуществляют 
сложные биохимические и молекулярно-биологические 
функции и под влиянием разнообразных причин выде-
ляются в биологические жидкости, а избыток выводится 
с мочой. Определение концентрации и соотношения от-
дельных представителей ПА, их производных, а также 
продуктов их метаболических превращений в крови, в 
моче и других биологических жидкостях представляет 
интерес при нарушении обменных процессов в организ-
ме и особенно при заболеваниях опухолевой природы. 
Всё это свидетельствует о том, что определение содер-
жания ПА и их метаболитов в биологических жидкостях 
организма может дать важную информацию, как исследо-
вателям, так и практическим врачам, помочь ранней диа-
гностике и скорейшему лечению различных заболеваний. 

В этом отношении поиск ранних биомаркеров па-
тологических состояний, разработка новых, быстрых и 
дешевых методов диагностики различных заболеваний, 
особенно заболеваний опухолевой природы, представ-
ляет собой одну из основных целей и задач современ-
ных клинических исследований, позволит дополнить 

диагностический арсенал при исследовании нарушений 
в организме человека, и тем самым повысить информа-
тивность исследования причин различных патологий у 
людей. Действительно, повышенная концентрация ПА 
или их производных, ферментов их синтеза или катабо-
лизма, а в некоторых случаях просто обнаружение при-
сутствия какого-то из перечисленных веществ, инфор-
мирует о наличии патологического процесса в организ-
ме пациента, в частых случаях о возникновении опухоли 
ещё на очень ранних стадиях, либо о прогрессировании 
или рецидиве опухолевого заболевания.

Данные этого обзора могут представлять практиче-
ский интерес и учитываться при оценке уровня ПА в 
лабораторных исследованиях. Считаем возможным ис-
пользовать определение концентрации и соотношения 
представителей класса ПА и их метаболитов в биоло-
гических жидкостях организма человека в клинико-
диагностических лабораториях в качестве биомаркера 
некоторых патологических состояний, а также допол-
нительного способа контроля над эффективностью про-
водимой терапии в клинической практике.
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ВЛИЯНИЕ БЕРЕМЕННОСТИ НА ПОКАЗАТЕЛИ ОБМЕНА ЖЕЛЕЗА И МЕДИ У ЖЕНЩИН  
С НОРМАЛЬНОЙ МАССОЙ ТЕЛА И ЖЕНЩИН С ОЖИРЕНИЕМ

ФГБОУ ВО «Пермский государственный медицинский университет имени академика Е.А. Вагнера» Минздрава РФ, 
614000, Пермь, Россия

Количество беременных с ожирением ежегодно увеличивается и достигает 20-30%. Метаболизм гормонов и минераль-
ных веществ изменяется в условиях большого количества жировой ткани в организме беременной, что приводит к ряду 
акушерских и перинатальных проблем. Цель работы – изучить и сравнить влияние гестационного процесса на показа-
тели обмена железа и меди в сыворотке крови женщин с нормальной массой тела и женщин с ожирением. В сыворотке 
крови 125 женщин репродуктивного возраста определяли содержание гемоглобина, железа, трансферрина, феррити-
на, меди и церулоплазмина. Выявлено влияние беременности на показатели обмена железа и меди в сыворотке крови 
женщин. Беременность у женщин с нормальной массой тела способствует увеличению содержания трансферрина и 
церулоплазмина. Выявлена корреляция содержания церулоплазмина и ферритина с индексом массы тела беременных с 
ожирением. При беременности с сопутствующим ожирением формируется гиперферритинемия при сниженном содер-
жании гемоглобина и сывороточного железа. Знание показателей обмена железа и меди необходимо для оптимизации 
наблюдения беременных, эффективной профилактики и прогнозирования акушерских и перинатальных осложнений.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  беременность; ожирение; гемоглобин; железо; ферритин; трансферрин; медь; церулоплазмин.
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щин с нормальной массой тела и женщин с ожирением. Клиническая лабораторная диагностика. 2021; 66 (4): 205-209. 
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Введение. Ожирение вышло на лидирующие пози-
ции из всей соматической патологии, как в России, так и 
во всем мире [1,2]. Лишняя жировая ткань отрицательно 
влияет на течение гестации у женщин и развитие плода 
[3]. Беременность представляет собой анаболический 
процесс, необходимый для формирования новых тканей 

плода и плаценты. Стабильность химического состава 
является одним из важнейших и обязательных условий 
нормального функционирования материнского организ-
ма во время вынашивания плода. В условиях нормально 
протекающей беременности формируются физиологи-
ческие адаптивные изменения обмена веществ [4]. От-
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клонения в содержании химических элементов, вызван-
ные экологическими, климатогеографическими факто-
рами или заболеваниями, приводят к широкому спектру 
нарушений в состоянии здоровья женщины и плода [5].  
Значительные изменения показателей минерального об-
мена формируются при сочетании беременности с ожи-
рением [6-10]. При ожирении развивается хроническое 
системное воспаление и тканевая гипоксия, что часто 
ассоциировано как с железодефицитом, так и с анемией 
хронического заболевания [11]. Изучение влияния геста-
ции и ожирения на минеральный обмен у женщин явля-
ется крайне актуальным в связи с высокой коморбидно-
стью этих состояний. В период гестации и родов возрас-
тает потребность в железе в 2 раза, а в период лактации 
– в 10 раз [12]. Увеличение содержания церулоплазмина 
у беременных в третьем триместре считается нормаль-
ной реакцией организма женщины на гормональные 
сдвиги, предшествующие родам [7]. Антирадикальные 
свойства церулоплазмина объясняются его способно-
стью связывать катионы металлов и супероксидные ра-
дикалы, ингибировать активные кислородные метабо-
литы [7]. Церулоплазмин является одним из основных 
антиоксидантов плазмы крови [13]. Дисбаланс макро- и 
микроэлементов в сыворотке крови беременных про-
воцирует развитие серьезных акушерских и плодовых 
осложнений. Известно, что дефицит железа снижает 
кислородтранспортную функцию крови, формируя ги-
поксию у матери, фетоплацентарную недостаточность, 
гипотрофию у плода, риск инфекционных осложнений 
[14]. Такие акушерские осложнения, как преэкламп-
сия, коррелируют с гипокальцеемией беременных [15], 
гипомагниемия с невынашиванием и недонашиванием 
беременности [16]. Знание показателей минерального 
обмена при беременности может оказаться полезным 
для прогнозирования и профилактики акушерских и пе-
ринатальных осложнений. 

Цель – изучить и сравнить влияние гестационного 
процесса на показатели обмена железа и меди в сыво-
ротке крови женщин с нормальной массой тела и жен-
щин с ожирением. 

Материал и методы. В сыворотке крови 125 жен-
щин определяли содержание железа на автоматическом 
анализаторе «KONELAB-60» ThermoFisherScientific 
(США) по методу [17], трансферрина на анализаторе 
иммуноферментных реакций «АИФР-01 УНИПЛАН» 
(Россия) по [18], ферритина на автоматическом ИФА-
анализаторе «SEAC» (Италия) методом твердофазного 
иммуноферментного анализа по [19], содержание це-
рулоплазмина определяли по методу [17], содержание 
меди колориметрическим методом по [20]. Все женщи-
ны были разделены на группы, сравнимые по возрасту. 
В группу сравнения (группа А) вошли 34 беременные 
женщины с нормальной массой тела. Критерии исклю-
чения в этой группе следующие: отказ пациентки от ис-
следования, прием препаратов железа, воспалительный 
процесс любой локализации, тяжелая сопутствующая 
соматическая патология, установленный диагноз желе-
зодефицитной анемии, ИМТ более 25 кг/м2. ИМТ рас-
считывали как отношение веса (в килограммах) к росту 
в квадрате (в метрах). В основную группу (группа В) 
вошли 65 женщин с избыточной массой тела и ожи-
рением с ИМТ>25 кг/м2. Критерии исключения в этой 
группе: отсутствие согласия пациентки, установленный 
диагноз железодефицитной анемии, прием препаратов 
железа, наличие острого инфекционного процесса. По 

ИМТ в основной группе выделены 2 подгруппы: под-
группа В1 – 35 беременных с избыточной массой тела 
(ИМТ 25-29,9 кг/м2), подгруппа В2- 30 беременных с 
ожирением (ИМТ 30 и более кг/м2). Группу контроля 
(группа К) составили 33 небеременные женщины с нор-
мальной массой тела. Получено информированное пер-
сонифицированное согласие всех женщин на участие в 
исследовании. 

Статистический анализ выполняли с помощью про-
грамм «Microsoft Office Excel 2010» («Microsoft Corp.», 
США) и «Statistica 7.0» («StatSoft Inc.», США). Результа-
ты представлены в виде: n – количество в группе; Ме –  
медиана, 25 пц; 75 пц – межквартильный размах; М – 
среднее; SD – стандартное (среднеквадратичное) от-
клонение. При нормальном распределении выборки 
для сравнения средних величин использовали критерий 
Стьюдента, а при отличии от нормального – критерий 
Манна–Уитни. Корреляционный анализ при нормаль-
ном распределении выборки осуществляли с помощью 
коэффициента Пирсона, при несимметричном – с по-
мощью коэффициента Спирмена. Проверку на нормаль-
ность распределения проводили с помощью критерия 
Колмогорова–Смирнова и Шапиро–Уилка. Статистиче-
ски значимыми считали различия данных при p<0,05. 

Результаты. Содержание гемоглобина в сыворотке 
крови небеременных женщин составило 123,6 [131,2-
116] г/л, здоровых беременных женщин – 116,5 [124,8-
108,2] г/л, что соответствовало нормативным показате-
лям. В группе беременных с избыточной массой тела и 
ожирением (группа В) медианное значение гемоглобина 
соответствовало диагнозу «Анемия I степени», и соста-
вило 100,5 [111, 7-90,1] г/л. Надо отметить, что содер-
жание гемоглобина находилось в обратной корреляции 
с индексом массы тела (при увеличении степени ожире-
ния содержание гемоглобина снижалось) и статистиче-
ски отличалось от содержания гемоглобина в сыворот-
ке крови женщин контрольной группы. При гестации у 
здоровых женщин (группа А) достоверных различий по 
содержанию гемоглобина в сравнении с небеременными 
пациентками (группа контроля) не найдено (рис. 1). Со-
держание железа в сыворотке крови женщин основной 
группы оказалось в 2 раза ниже, чем этот показатель у 
небеременных и здоровых беременных женщин 10,55 
[9,00-11,2] мкмоль/л (см. рис. 1). Установлена корреля-
ционная зависимость между ИМТ и содержанием сыво-
роточного железа (r =+0,061, p=0,7282). 

Содержание переносчика железа трансферрина в сы-
воротке крови здоровых беременных составило 379,37 
[369,1-406,4] мг/дл и оказалось выше, чем в группе контро-
ля 289,03 [234,5 -344,90] мг/дл (рис. 2). Наиболее высокий 
показатель трансферрина обнаружен в группе женщин с 
ожирением 416,0 [389,5-459,8] мг/дл. Не установлено кор-
реляции между уровнем трансферрина и индексом массы 
тела беременных (r=+0,078, p=0,8914). Содержание транс-
феррина у беременных с избыточной массой тела стати-
стически значимо не отличались от содержания этого бел-
ка в сыворотке крови беременных с ожирением. 

Повышение ферритина статистически значимо 
коррелировало с ИМТ (r =+0,656 p=0,00005) (рис. 3). 
Установлены достоверные групповые различия в со-
держании ферритина в сыворотке крови при делении 
беременных с избыточной массой тела и ожирением 
на подгруппы (В1 и В2) в сравнении с беременными с 
нормальной массой тела из группы А (pa-b= 0,001; pa-b1= 
0,001; pa-b2= 0,001).
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Рис. 1. Содержание гемоглобина (в г/л) (а) и сывороточного железа (в мкмоль/л) (б) в сыворотке крови беременных. Здесь и на 
рис. 2, 4: К-контроль; А - здоровые беременные (группа сравнения); В - беременные с избыточной массой тела и ожирением 
(основная группа); В1- подгруппа беременных с избыточной массой тела (ИМТ 25-29,9 кг\м2); В2- подгруппа беременных с 
ожирением (ИМТ 30 и более кг/м2). 

Рис. 2. Содержание трансферрина (в мг/дл) (а) и ферритина (в мкг/л) (б) в сыворотке крови беременных. 

а

а

б

б

В сыворотке крови беременных содержание ме-
ди было в 2 раза выше, чем у небеременных женщин 
(рис.4), а в группе пациенток с избыточной массой 
тела и ожирением содержание меди повышалось до 
40,5 [32,6-45,8] мкмоль/л. Межгрупповые разли-
чия содержания меди при делении основной группы 
на подгруппы статистически не значимы (pb-b1= 0,9;  
p b-b2 = 0,88). 

Медианное значение содержания церулоплазмина в 
сыворотке крови здоровых беременных оказалось по-
вышенным и составило 677,0 [542,0-800,0] мг/л отно-
сительно небеременных женщин 398 [349,0-437,0] мг/л. 
При ИМТ более 30 кг/м2 содержание церулоплазмина 
оказалось почти в 2 раза выше, чем у небеременных 
женщин 763 [921,5-1015,0] мг/л и в 1,5 раза выше, чем 
у беременных с нормальной массой тела (рис.4). При 
вычислении коэффициента корреляции обнаружена 
прямая высокая сила связи содержания церулоплазмина 
и ИМТ беременных (r =+0,705 при p=0,00002). Содер-
жание церулоплазмина в сыворотке крови беременных 
с ожирением статистически значимо отличалось от со-
держания его в группе контроля (pa-b2= 0,004) (рис. 4).

Обсуждение. Изменения в организме женщины при 
гестации связаны с процессами интенсивного развития 
плода и проявляются ростом выработки гормонов, воз-
никновением новых биологически активных веществ. 
Значительная перестройка жизнедеятельности орга-
низма беременной женщины сопровождается измене-
ниями показателей минерального обмена. В процессе 
гестации значительно усиливается белоксинтезирую-
щая функция печени. Со второй половины беременно-
сти увеличивается образование глобулинов – перенос-
чиков металлов, что объясняет повышение содержания 
в сыворотке крови здоровых беременных трансферри-
на и церулоплазмина. Интерпретация показателя сыво-

Рис. 3. Содержание ферритина (в мкг/л) в сыворотке крови 
беременных в зависимости от индекса массы тела.
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роточного железа затруднена у пациенток с заболева-
ниями кишечника и печени, при особенностях диеты, 
при приеме некоторых лекарственных препаратов [21]. 
Более чем у половины беременных женщин выявлен 
железодефицит. Однако часть пациенток, страдающих 
инфекционной патологией, имеют функциональный 
дефицит железа и не всегда требуют ферротерапии 
[22]. С пищей в организм беременной поступает до 
20% железа, остальные 80% возвращается в кровоток 
из клеток ретикулоэндотелиальной системы (печень, 
селезенка, костный мозг), используясь повторно. Го-
меостаз железа поддерживается комплексом белков. 
Основными железосвязывающими белками являются: 
трансферрин, ферритин, лактоферрин. Трансферрин 
способен переносить только трехвалентное железо, 
на поверхности его мембраны происходит окисление 
железа двухвалентного в трехвалентное с помощью 
церулоплазмина [23]. Из-за положительного влияния 
эстрогенов увеличивается синтез печеночных белков, 
в том числе трансферрина. С увеличением срока бере-
менности к третьему триместру нарастает содержание 
трансферрина [22]. Надо отметить, что трансферрин 
является негативным белком острой фазы воспале-
ния, антиоксидантом, диагностическая ценность его 
как показателя ферростатуса в организме беременной 
при инфекционной патологии снижается [14]. Белок 
гепсидин регулирует поглощение железа кишечником 
и принимает участие в регулировании плацентарного 
транспорта железа. Повышенная продукция цитоки-
нов жировой ткани стимулирует синтез этого белка. В 
свою очередь гепсидин блокирует работу белка пере-
носчика железа из энтероцита в кровь ферропортина 
[23]. Абсорбция железа из кишечника замедляется или 
останавливается, железо накапливается в энтероцитах, 
макрофагах, гепатоцитах, не участвуя в синтезе гемо-
глобина. Формируется «железодефицитное» ожирение, 
при котором усугубляется окислительный стресс. Сво-
бодное железо связывается ферритином, уровень этого 
белка острой фазы воспаления возрастает в сыворотке 
крови беременных с ожирением. Установлена прямая 
сильная корреляция ИМТ и ферритина сыворотки кро-
ви беременных с ожирением. Выявленная ассоциация 
между ожирением и показателями обмена железа соот-
ветствует наличию хронического воспаления. В усло-
виях системного воспаления запускаются механизмы 

формирования акушерских осложнений: преэкламп-
сия, невынашивание, фетоплацентарная недостаточ-
ность [3].

Медь повышает абсорбцию железа в кишечнике и 
обеспечивает связывание абсорбированного железа с 
железосвязывающим белком – трансферрином [21]. 
При гестации содержание меди двукратно увеличива-
лось как у женщин с нормальной массой тела, так и у 
беременных с ожирением. Церулоплазмин плазмы кро-
ви является белком острой фазы воспаления, антиокси-
дантом, главным транспортным белком – переносчиком 
меди в плазме крови. Выявленная нами прямая сильная 
корреляция содержания церулоплазмина с ИМТ объяс-
няется активацией антиоксидантной защиты организма 
беременной с ожирением в условиях системного воспа-
ления. Определение показателей обмена железа и меди в 
сыворотке крови беременных могут быть использованы 
для динамического мониторинга с целью прогнозирова-
ния акушерских осложнений. 

Выводы. Выявлено влияние гестационного процесса 
на показатели обмена железа и меди в сыворотке крови 
женщин. Гестационный процесс стимулирует увеличе-
ние церулоплазмина и трансферрина в сыворотке крови 
женщин в 1,5 раза, при ожирении в 2 раза. Беременность 
в сочетании с ожирением формирует гиперферритине-
мию и анемию. Повышение в сыворотке крови беремен-
ных с ожирением содержания ферритина и церулоплаз-
мина статистически значимо коррелирует с индексом 
массы тела.
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ствии конфликта интересов.
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Рис. 4. Содержание меди (в мкмоль/л) (а) и церулоплазмина (в мг/л) (б) в сыворотке крови беременных в группах. 
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Цель – изучить диагностические характеристики тест-систем для выявления антител к SARS-CoV-2. Изучали диа-
гностические характеристики двух тест-систем для выявления антител к SARS-CoV-2, зарегистрированных на тер-
ритории Российской Федерации. Первая тест-система – набор для выявления суммарных антител к SARS-CoV-2 с по-
мощью иммунохемилюминесцентного анализа на анализаторе «Cobas е 411» («Roche Diagnostics», Германия). Вторая 
тест-система – набор для выявления IgM и IgG к SARS-CoV-2 («Core Technology Co.,Ltd», Китай) с помощью имму-
нохроматографического анализа. Биологическим материалом для исследования являлась сыворотка крови. Оценивали: 
диагностическую чувствительность, диагностическую специфичность, предсказательную ценность положительного и 
отрицательного результатов. 
У тест-систем для выявления суммарных антител к SARS-CoV-2 с помощью ИХЛА, диагностическая чувствительность 
и специфичность составили 100%; предсказательная ценность положительного и отрицательного результатов – 100%. 
У тест-систем для выявления IgM и IgG к SARS-CoV-2 с помощью ИХА, диагностическая чувствительность для IgM и 
IgG составила 100%; диагностическая специфичность для IgM – 60%, IgG – 72%; предсказательная ценность положи-
тельного результата для IgM – 60%, IgG – 68,18%; предсказательная ценность отрицательного результата для IgM и 
IgG – 100%. Наилучшие диагностические характеристики были обнаружены у тест-систем для выявления суммарных 
антител к SARS-CoV-2, что необходимо учитывать при решении вопроса о приобретении тест-систем для выявления 
антител к SARS-CoV-2.
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To study the diagnostic characteristics of test systems for detecting antibodies to SARS-CoV-2.
We studied the diagnostic characteristics of two test systems for detecting antibodies to SARS-CoV-2, registered in the Russian 
Federation. The first test system is a kit for detecting total antibodies to SARS-Cov-2 using immunochemiluminescence analysis 
on the «Cobas e 411» analyzer («Roche Diagnostics», Germany). The second test system is a kit for detecting IgM and IgG to 
SARS-CoV-2 («Core Technology Co., Ltd», China) by immunochromatographic analysis. The biological material for the study 
was blood serum. 
We assessed: diagnostic sensitivity, diagnostic specificity, and predictive value of positive and negative results. In the test system 
for detecting total antibodies to SARS-CoV-2, using an IHLA, the diagnostic sensitivity and specificity were 100%; the predictive 
value of positive and negative results was 100%. In the test system for the detection of IgM and IgG to Sars-CoV-2, using IHA, 
diagnostic sensitivity for IgM and IgG were 100%; diagnostic specificity for IgM – 60%, for IgG – 72%; predictive value of a 
positive result for IgM – 60%, IgG – 68,18%; predictive value of negative results for IgM and IgG – 100%. The best diagnostic 
characteristics were found in the test system for the detection of total antibodies to SARS-CoV-2, which must be taken into account 
when deciding whether to purchase test systems for the detection of antibodies to SARS-CoV-2.
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В декабре 2019 года мир столкнулся с новой коро-
навирусной инфекцией COVID-19 (coronavirus disease 
2019), вызванной severe acute respiratory syndrome coro-
navirus (SARS-CoV-2) [1, 2]. В январе 2020 г. расшифро-
ван геном SARS-CoV-2, благодаря чему разработаны се-
рологические тест-системы для диагностики COVID-19 
[3]. В мае 2020 г. на отечественном рынке появились пер-
вые иммунохроматографические тест-системы, в июне 
этого же года иммунохемилюминесцентныe. Внедрение 
в практику серологических тест-систем позволило из-
учить кинетику появления антител при COVID-19 [4–6]. 
На сегодняшний день в литературе имеются единичные 
данные об диагностических характеристиках серологи-
ческих тест-систем на COVID-19, в связи с чем, пред-
ставился интерес их изучить.

Цель исследования – изучить диагностические ха-
рактеристики тест-систем для выявления антител к 
SARS-CoV-2.

Материал и методы. Изучили диагностические 
характеристики тест-систем для выявления антител к 
SARS-CoV-2.

Первая тест-система – набор для выявления суммар-
ных антител к SARS-CoV-2 («Roche Diagnostics», Гер-
мания). Выявление суммарных антител к SARS-CoV-2 
осуществляли с помощью иммунохемилюминесцент-
ного анализа (ИХЛА) на анализаторе «Cobas е 411» 
(«Roche Diagnostics», Германия) согласно инструкции 
производителя. Чувствительность – 100%, специфич-
ность – 99,81%.

Вторая тест-система – набор для выявления IgM и IgG 
к SARS-CoV-2 («Core Technology Co.,Ltd», Китай). Вы-
явление IgM и IgG к SARS-CoV-2 осуществляли с помо-
щью иммунохроматографического анализа (ИХА) сог-
ласно инструкции производителя. Чувствительность –  
100%, специфичность – 100%.

Обе тест-системы зарегистрированы на территории 
Российской Федерации, в них в качестве антигена ис-
пользован нуклеокапсидный белок. Биологическим ма-
териалом для исследования являлась сыворотка крови, 
для получения которой требовалась предварительная 
пробоподготовка: центрифугирование в течение 10 мин 
при 1500 об/мин.

Наборы для ИХА состояли из кассет, каждая кассе-
та упакована в индивидуальную упаковку. Определение 
IgM и IgG производили одновременно на одной диагно-
стической кассете. Оценка результатов исследования 
проводилась визуально через 10 мин после внесения 
биологического материала и буфера.

В исследовании приняли участие 40 человек, из них 
25 условно здоровых лиц и 15 человек с COVID-19, у 
которых диагноз был верифицирован на основании 
эпидемиологического анамнеза, клинической картины 
и результатов ПЦР. Все участники исследования дали 
информированное согласие на участие в исследовании. 

Рассчитывали диагностические характеристики 
тест-систем: диагностическую чувствительность (ДЧ) 

и специфичность (ДС), предсказательную ценность 
положительного результата (ПЦПР) и отрицательного 
(ПЦОР) результатов.

ДЧ рассчитывали по формуле: ДЧ=а/(а+с)x100%;
ДС рассчитывали по формуле ДС=d/(b+d)х100%;
ПЦПР рассчитывали по формуле ПЦПР=а/(а+b)

x100%;
ПЦОР рассчитывали по формуле ПЦОР=d/(с+d)

x100%,
где а – больные, выявленные с помощью теста (ис-

тинно положительные), b – здоровые, имеющие поло-
жительный результат теста (ложно положительные), 
c – больные, не выявленные с помощью теста (ложно 
отрицательные), d – здоровые, имеющие отрицательный 
результат теста (подлинно отрицательные) [7].

Результаты. Учитывая данные в литературе о се-
роконверсии АТ у больных COVID-19 [6,8 -11], тести-
рование пациентов проводили на 9-10-е сутки от мо-
мента появления первых симптомов ОРВИ. Результаты 
ПЦР, ИХЛА, ИХА условно-здоровых лиц и пациентов 
COVID-19 представлены в табл. 1.

Из представленных данных в табл. 1 следует, что у всех 
пациентов с COVID-19 результаты исследования на сум-
марные АТ к SARS-CoV-2 были положительные (табл. 2).

ИХА позволил обнаружить IgМ у 25 человек, из них 
у 10 условно здоровых лиц и 15 пациентов с COVID-19; 
IgG – у 22 человек, из них у 7 условно-здоровых лиц и 
15 пациентов с COVID-19 (табл. 2). Полученные резуль-
таты указывают на то, что при использовании ИХА для 
диагностики COVID-19, возможно получение ложнопо-
ложительных результатов, вероятно за счёт перекрёст-
ных реакций. Изучить причину перекрёстных реакций 
не представилось возможным.

Ложноотрицательных результатов в нашем наблюде-
нии не выявлено (см. табл. 1).

Все случаи инфицирования COVID-19 внешние, па-
циенты имели контакт с больными COVID-19. У 12 па-
циентов из 15 заболевание протекало в лёгкой форме в 
виде ОРВИ, у 3 – с поражением лёгких. У пациентов с 
лёгкой формой COVID-19 в 100% случаях отмечалась 
лихорадка, 100% – боль в горле, 100% – слабость, 100% –  
нарушение обоняния.

Т а б л и ц а  1
Результаты ПЦР, ИХЛА, ИХА 

Метод исследования
Результат 

положительный отрицательный

ПЦР 15 25

ИХЛА, суммарные АТ 
к SARS-CoV-2

15 25

ИХА,
IgM
IgG

25
22

15
18
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У пациентов с поражением лёгких в 100% случаях 
отмечалась лихорадка, 100% – боль в горле, 100% – сла-
бость, 100% – нарушение обоняния, 100% – кашель, 
100% – одышка, 20% случаев – энтерит. Пациенты с лёг-
кой формой COVID-19 лечились амбулаторно, выписа-
ны в среднем на 15,2±0,4 сут. Пациенты с поражением 
лёгких лечились в стационаре, в среднем выписаны на 
24,33±0,9 сут.

Для оценки информативности тест-систем с позиций 
доказательной медицины рассчитаны ДЧ, ДС, ПЦПР, 
ПЦОР результатов. Результаты информативности тест-
систем представлены в табл. 2.

Из данных, представленных в табл. 2, показано, что 
тест-система для выявления суммарных АТ имеет 100% 
ДЧ, ДС, ПЦПР и ПЦОР. У иммунохроматографической 
тест-системы ДЧ для IgM и IgG составила 100%; ДС 
для IgM – 60%, IgG – 72%; ПЦПР для IgM – 60%, IgG – 
68,18%; ПЦОР – 100%. 

Обсуждение. В настоящее время на отечественном 
рынке представлено большое количество серологиче-
ских тест-систем различных производителей для выяв-
ления антител к SARS-CoV-2. 

Внедрение в практику серологических тест-систем 
позволило изучить сроки появления и динамику из-
менения антител к SARS-CoV-2 [4,5]. В среднем сро-
ки появления антител к SARS-CoV-2 составляют 8-10 
дней от начала появления клинической симптоматики 
заболевания [8 – 10]. В литературе имеются данные об 
одновременном появлении в крови антител IgM и IgG у 
больных COVID-19 [8 – 10]. Установлено, что IgM, IgG 
могут длительное время (более 60 сут) персистировать в 
крови у пациентов, переболевших COVID-19 [8]. Выше-
перечисленные особенности гуморального иммунитета 
указывают на преимущества определения суммарных 
антител над определением отдельных антител или груп-
пы антител к SARS-CoV-2 [8,9,11].

В литературе мало данных о диагностических ха-
рактеристиках (диагностической чувствительности и 
специфичности, положительной и отрицательной про-
гностической значимости) тест-систем на COVID-19. В 
связи с этим мы попытались их изучить.

Результаты нашего предварительного исследования 
позволили определить следующие диагностические ха-
рактеристики тест-систем (см.табл. 2).

У тест-систем для выявления суммарных антител к 
SARS-CoV-2 с помощью ИХЛА, диагностическая чув-
ствительность и специфичность составили 100%; пред-
сказательная ценность положительного и отрицательно-
го результатов – 100%.

У тест-систем для выявления IgM и IgG к SARS-
CoV-2 с помощью ИХА, диагностическая чувствитель-
ность для IgM и IgG составили 100%; диагностическая 
специфичность для IgM – 60%, IgG – 72%; предсказа-

тельная ценность положительного результата для IgM –  
60%, IgG – 68,18%; предсказательная ценность отрица-
тельного результата для антител IgM и IgG – 100%.

Наилучшие диагностические характеристики обна-
ружены у тест-систем для выявления суммарных анти-
тел к SARS-CoV-2. Несмотря на малое количество на-
блюдений, полученные нами результаты исследования 
можно использовать при решении вопроса о приобрете-
нии тест-систем для выявления антител к SARS-CoV-2 с 
учётом цели исследования (исследования с целью скри-
нинга или для определения наличие иммунитета).
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ствии конфликта интересов.
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Т а б л и ц а  2
Результаты информативности тест-систем

Тест-система ДЧ ДС ПЦПР ПЦОР
ИХЛА, суммарные АТ  
к SARS-CoV-2

100% 100% 100% 100%

ИХА,
 IgM
 IgG

100%
100%

60%
72%

60%
68,18%

100%
100%
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ЦИТОГЕНЕТИЧЕСКИЕ АНОМАЛИИ ДЕЛЕНИЯ ЛИМФОЦИТОВ КРОВИ У ШКОЛЬНИКОВ, 
ПРОЖИВАЮЩИХ В СРЕДНИХ И ВЫСОКИХ ШИРОТАХ 

ФГБУН ФИЦ Кольский научный центр РАН, 184209, Апатиты, Россия

Интенсивное промышленное развитие северных регионов РФ прежде всего связано с добычей и переработкой природных 
ресурсов, что приводит к загрязнению окружающей среды и делает актуальным задачи санитарно-гигиенического монито-
ринга. Для быстрой диагностики генетического благополучия среды удобны экспресс-методы, одним из которых является 
микроядерный тест в сочетании с цитокинетическим блоком цитохалазином В. Ценность данного метода, несмотря на его 
трудоемкость, заключается в том, что в результате представляется возможность оценить различные цитогенетические 
параметры на разных стадиях митоза. На данный момент имеются скудные данные по межширотному сравнению резуль-
татов цитогенетических исследований на клетках различных тканей человека, что в значительной мере затрудняет сопо-
ставление получаемых в Арктической зоне РФ результатов с данными из более южных районов. Цель данного исследования 
состоит в выявлении и сравнении аномалий деления в клетках лимфоцитов периферической крови у двух групп школьников 
старшего возраста, проживающих в средних и высоких широтах. Исследование проводилось в г. Серпухов Московской обла-
сти (54° 54’ 56" с.ш., 37° 24’ 40" в.д.) и г. Апатиты Мурманской области (67°34′03″ с. ш., 33°23′36″ в. д.). Всего обследовано 40 
детей в возрасте 16-18 лет – по 20 детей из г. Серпухова и из г. Апатиты. Микроядерный тест проводился согласно междуна-
родному протоколу. Цитогенетический анализ лимфоцитов периферической крови школьников с использованием микроядерно-
го теста показал, что спонтанное число клеток с микроядром сопоставимо в средних и в высоких широтах, и приближаются 
к верхней границе значений среднепопуляционной нормы. Следовательно, при сопоставлении данных микроядерного теста на 
клетках лимфоцитов периферической крови исследуемых групп допустимо не учитывать широту проживания.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  микроядра; лимфоциты; микроядерный тест; нарушения деления; высокие широты; Арктика.
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CYTOGENETIC STATUS OF BLOOD LYMPHOCYTES IN SCHOOLCHILDREN LIVING MIDDLE AND HIGH 
LATITUDES
Federal Research Centre «Kola Science Centre of the Russian Academy of Sciences», Apatity, 184209, Russia
Intensive industrial development of the northern regions of the Russian Federation is primarily associated with the extraction and 
processing of natural resources, which leads to environmental pollution and makes the tasks of sanitary and hygienic monitoring 
urgent. Rapid methods are convenient for the rapid diagnosis of the genetic well-being of the environment, one of which is the 
micronucleus test in combination with the cytokinetic block cytochalasin B. mitosis. At the moment, there are scanty data on the 
inter-latitudinal comparison of the results of cytogenetic studies on cells of various human tissues, which greatly complicates the 
comparison of the results obtained in the Arctic zone of the Russian Federation with data from more southern regions. The purpose 
of this study is to identify and compare division abnormalities in cells of peripheral blood lymphocytes in two groups of older 
schoolchildren living in middle and high latitudes. The study was carried out in the city of Serpukhov, Moscow region (54 ° 54 ‘56 
“N, 37 ° 24’ 40” E) and the city of Apatity, Murmansk region (67 ° 34’03 “N, 33 ° 23’36 ″ E). A total of 40 children aged 16-18 
were examined – 20 children each from the city of Serpukhov and from the city of Apatity. The micronucleus test was carried out 
in accordance with the international protocol. Cytogenetic analysis of schoolchildren’s peripheral blood lymphocytes using the 
micronucleus test showed that the spontaneous number of cells with micronuclei is comparable in middle and high latitudes, and 
approaches the upper limit of the mean population norm. Therefore, when comparing the data of the micronucleus test on the cells 
of peripheral blood lymphocytes of the studied groups, it is permissible not to take into account the latitude of residence.
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Введение. Согласно имеющимся данным в высо-
ких широтах отмечается повышенная заболеваемость и 
смертность от злокачественных новообразований [1-3]. 
В последние годы было показано, что в заболеваемость 
жителей арктического региона вносят высокоширотные 
космо- и гелиофизические агенты, ассоциированные с 
солнечной активностью [4], повышающие чувствитель-
ность к воздействию высокоширотных факторов среды 
и, приводящие к снижению адаптационных возможно-
стей организма. При этом интенсивное промышленное 
развитие северных регионов Российской Федерации, 
прежде всего связанное с добычей и переработкой при-
родных ресурсов, приводит к загрязнению окружающей 
среды и делает актуальным эколого-гигиенический мо-
ниторинг и поиск новых методов оценки генетическо-
го благополучия среды. Для диагностики благополучия 
среды и оценки мутагенного эффекта отдельных ее 
факторов удобны экспресс-методы, одним из которых 
является цитогенетический тест на лимфоцитах пери-
ферической крови человека. Ценность данного метода, 
несмотря на его трудоемкость, заключается в том, что 
в результате представляется возможность оценить раз-
личные цитогенетические параметры на разных стадиях 
митоза, и помимо микроядерного теста, возможно полу-
чить более объективную картину состояния различных 
характеристик хромосомного аппарата. Данный метод 
получил довольно широкое распространение, но несмо-
тря на это, на данный момент отсутствуют данные по 
межширотному сравнению результатов цитогенетиче-
ских исследований на клетках различных тканей детей, 
что в значительной мере затрудняет сопоставление по-
лучаемых в Арктической зоне РФ результатов с данны-
ми из более южных районов.

Цель данного исследования состоит в выявлении и 
сравнении цитогенетических нарушений в клетках лим-
фоцитов периферической крови у двух групп школь-
ников старшего возраста, проживающих в средних и 
высоких широтах. Выбор детей старшего школьного 
возраста для исследования обусловлен следующими 
фактами. Во-первых, дети более чувствительны к ге-
нотоксическим агентам, чем взрослые. Во-вторых, они 
в течение всей своей жизни проживают чаще всего на 
рассматриваемой территории, тогда как взрослые могут 
не единожды менять место своего проживания. Кроме 
того, возможно интервьюирование их по широкому 
спектру вопросов [5] .

Исследование проводилось в г. Серпухов Москов-
ской области (54° 54’ 56" с.ш., 37° 24’ 40" в.д.) и г. Апа-
титы Мурманской области (67°34′03″ с. ш., 33°23′36″ в. 
д.). Всего обследованы 40 детей в возрасте 16-18 лет: по 
20 детей из г. Серпухова и из г. Апатиты. Микроядерный 
тест проводился согласно международному протоколу.

Материал и методы. Выбор исследуемых терри-
торий. Для проведения межширотного сравнения были 
выбраны населенные пункты, расположенные в разных 
широтах, сопоставимые по социально-экономическому 
развитию, транспортной доступности, доступности и 
качеству медицинской помощи, общим сетям поступле-
ния продуктов питания, половозрастной и этнической 
структуре населения и т.д. 

В средних широтах был выбран г. Серпухов Москов-
ской области (54° 54’ 56" с.ш., 37° 24’ 40" в.д.), поскольку 
он соответствовал описанным выше критериям. В качестве 
города-сравнения для проведения межширотного сравне-
ния рассматривались города, расположенные за полярным 

кругом Европейской части РФ, в связи с их наилучшей 
транспортной доступностью, промышленной развитостью 
и наибольшей плотностью населения и сходности пред-
ставленного этнического населения. Наиболее развитой 
транспортной доступностью в данном регионе отличается 
Мурманская область, большая часть которой расположе-
на за Полярным кругом. Среди крупных городов области 
г. Апатиты (67°34′03″ с. ш., 33°23′36″ в. д.) отличается от-
сутствием градообразующего предприятия, развитостью 
промышленного производства, сельского хозяйства, стро-
ительства, торговли, транспорта (в городе имеется своя же-
лезнодорожная станция и аэропорт), научной сферы.

Исследуемые группы. Всего для исследования ци-
тогенетических параметров на лимфоцитах перифери-
ческой крови были выбраны 40 детей – по 20 детей из 
каждого города. Исследование проводилось в среднеоб-
разовательных школах среди учеников 10-11 классов, в 
возрасте 16-18 лет. Перед началом исследования были 
получены информированные согласия от родителей или 
опекунов детей на участие. 

Перед взятием образцов венозной крови проводи-
лось интервьюирование по специально разработанному 
опросному листу, позволяющее оценить степень под-
верженности вредным привычкам. Опросник включал 
в себя вопросы относительно места рождения, длитель-
ности проживания в данном населенном пункте, пита-
ния, роста, веса, вакцинации, употребления витаминов 
и медикаментозных препаратов, хронических и острых 
заболеваний, прохождения рентгенологических обсле-
дований, семейной истории относительно онкологиче-
ских заболеваний, образа жизни, т.к. данные факторы 
могут иметь серьезное влияние на результаты, получа-
емые при оценке нестабильности генома человека с по-
мощью микроядерного теста [6-9]. Также проводилось 
психологическое тестирование с помощью общеприня-
тых тестов, среди которых – шкала тревожности Спил-
берга-Ханнина, Тест САН и др.

Критерии исключения: онкологические заболевания 
в семейной истории, наличие хронических заболеваний, 
диабет и ожирение, курение, употребление алкоголя, 
простудные заболевания в течение двух месяцев до ис-
следований, прохождение рентгенологических иссле-
дований в течение полугода, использование в питании 
продуктов с приусадебного хозяйства, вегетарианство, 
высокий уровень тревожности подростка.

Цитогенетический тест на периферических лимфо-
цитах проводили на ФГА-стимулированных лимфоци-
тах цельной периферической крови человека в соответ-
ствии с методикой [10, 11]. Долю двуядерных клеток с 
микроядрами оценивали относительно 1000 двуядерных 
клеток, цитокинез которых был остановлен цитохалази-
ном В (ЦХВ), т.е. в клетках, проходивших первый митоз 
между 48 и 72 ч после стимуляции ФГА [12]. Оценку 
частоты встречаемости клеток с генетическими и цито-
логическими нарушениями проводили на основе анали-
за не менее 1000 клеток на каждом препарате. На пре-
паратах идентифицировали: одноядерные клетки, все 
клетки без нарушений (1-, 2-, 3- и 4-ядерные клетки), 
все клетки с микроядром или несколькими микроядра-
ми. Микроядра идентифицировали как хроматиновые 
округлые тела с гладким непрерывным краем, размером 
не более 1/3 ядра, лежащие отдельно от основного ядра, 
не преломляющие свет, с интенсивностью окрашивания 
и рисунком хроматина, как у основного ядра, и находя-
щиеся в одной плоскости с ядром.
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Анализ препаратов проводили с помощью микроско-
па AXIOSTAR PLUS (Karl Zeiss, Германия) (об.15 х ок.40, 
100), оснащенного камерой CoolSNAPes (Photometrics) 
с цифровой системой регистрации и обработки изобра-
жения на базе ПЗС (Media Cebernetics, Inc.).

Частота встречаемости клеток представлена как 
средняя частота на 1000 клеток с ошибкой. Достовер-
ность различий между группами определялась соглас-
но критерию Манна-Уитни. Критический уровень для 
подтверждения нулевой гипотезы принимался в 5% (p < 
0,05). Статистический анализ был выполнен с использо-
ванием пакета программ Statistica 10.0.

Результаты. Средние арифметические значения 
спонтанной частоты лимфоцитов периферической кро-
ви с микроядрами в исследуемых группах, оцененные с 
помощью микроядерного теста в сочетании с цитокине-
тическим блоком цитохалазином В, в рассматриваемых 
группах школьников достоверно не отличалось (см.
таблицу) и не превышали показатели, характерные для 
среднепопуляционной нормы [11].

Обсуждение. Микроядра являются признанными 
биомаркерами генотоксического действия различных 
факторов. Они представляют собой отдельную часть 
генетического материала вне основного ядра, которая 
является либо фрагментом хромосомы, образованной в 
результате повреждения ДНК, либо одной или несколь-
кими целыми хромосомами, отстающими в анафазе и 
не включенными в основное ядро [13]. По сравнению 
с хромосомным анализом лимфоцитов, подсчет микро-
ядер более прост и дешев, но при этом, по чувствитель-
ности не уступает метафазному анализу [14]. При этом, 
в ряде исследований показано, что микроядерный тест 
может быть более чувствительным, чем тест хромосом-
ных аберраций [10], но позволяет выявлять только часть 
мутационного спектра [15]. На данный момент имеются 
доказательства наличия разных механизмов возникно-
вения двуядерных клеток, но при этом до сих пор оста-
ется неисследованной связь между спонтанной частотой 
встречаемости двуядерных лимфоцитов в культуре пе-
риферической крови и одноядерными клетками, содер-
жащими микроядра. Поэтому в данных исследованиях, 
несмотря на общий учет всех лимфоцитов вне зависимо-
сти от их плоидности, при оценке цитогенетической не-
стабильности одноядерные клетки не рассматривались. 

Несмотря на распространенность метода оценки ге-
нотоксических свойств среды с помощью микроядерно-
го теста на протяжении нескольких последних десятиле-
тий, на данный момент отсутствуют данные о возмож-
ности сопоставления полученных результатов разных 
авторов даже в пределах одного региона. Имеются лишь 
отрывочные данные, характеризующие вариативность 
пролиферативного пула, полученного от одного донора, 
также отмечены вариации при подсчете препаратов раз-
ными исследователями [11]. Данное исследование про-
водилось в один сезон, с минимально возможной вре-
менной разницей в заборе крови у школьников разных 
широт, культивирование клеток и анализ препаратов 
проводился одним человеком для избегания вариатив-
ности в идентификации аномалий деления. 

При оценке частоты встречаемости полиядерных 
лимфоцитов у подростков, проживающих в средних и 
высоких широтах, установлено, что в Московской об-
ласти (г. Серпухов) спонтанная частота встречаемости 
среди лимфоцитов крови полиядерных клеток без ми-
кроядер ниже, чем в крови подростков, проживающих 

на территории Мурманской области (г. Апатиты). Од-
нако, меньшее число 3 и 4-ядерных лимфоцитов в пуле 
культивированных лимфоцитов у подростков, прожи-
вающих в г. Апатиты (22,6±3,1 против 27,4±3,9 у под-
ростков, проживающих в Московской области), на фо-
не большего общего числа многоядерных лимфоцитов 
(956,2±2,4 против 948,5±3,6) позволяет предположить, 
что влияние региональных условий проживания прояв-
ляется в различной скорости деления клеток. При этом, 
общее число как всех полиядерных клеток с микро-
ядром (29,5±2,2 в средних широтах и 29,1±2,0 в высо-
ких широтах), так и только бинуклеарных лимфоцитов 
с микроядром (17,0±1,1 и 17,3±1,2, соответственно) со-
поставимо и приближаются к верхней границе значений 
среднепопуляционной нормы. Следовательно, при со-
поставлении данных микроядерного теста на клетках 
лимфоцитов периферической крови вполне допустимо 
не учитывать широту проживания исследуемых групп.

Заключение. В ходе проведенных исследований не 
выявлено значимых различий в частоте встречаемости 
микроядер в лимфоцитах периферической крови под-
ростков, проживающих в различных широтах, и, при 
сопоставлении данных микроядерного теста на клетках 
лимфоцитов периферической крови вполне допустимо 
не учитывать широту проживания исследуемых групп 
старших школьников. Но, имеющаяся тенденция к сни-
жению частоты встречаемости спонтанных 3- и 4-ядер-
ных лимфоцитов в пуле культивированных лимфоцитов 
у подростков, проживающих в Мурманской области 
(22,6±3,1) против 27,4±3,9 у подростков, проживающих 
в Московской области, на фоне большего общего числа 
многоядерных лимфоцитов (956,2±2,4 против 948,5±3,6) 
позволяет предположить, что влияние региональных ус-
ловий проживания есть, и проявляется в различной ско-
рости деления клеток.
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Частота встречаемости полиядерных лимфоцитов  
у подростков (16-18 лет), проживающих в различных регионах, 

на 1000 клеток, ‰

Показатели

Средние  
широты

г. Серпухов 
(n=20)

Высокие  
широты

г. Апатиты 
(n=20)

Число бинуклеарных  
лимфоцитов без микроядра 921,1±5,5 932,4±4,8

Число бинуклеарных  
лимфоцитов с микроядром 17,0±1,1 17,3±1,2

Число клеток содержащих 
микроядра, без учета  
двуядерных лимфоцитов

12,5±1,3 10,8±1,4

Всего лимфоцитов  
с микроядром 29,5±2,2 29,1±2,0

Общее число полиядерных 
лимфоцитов 948.5±3,6 956,2±2,4

Общее число полиядерных 
лимфоцитов, без учета  
бинуклеарных лимфоцитов

27,4±3,9 22,6±3,1
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ОЦЕНКА ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТИ ШТАММОВ KLEBSIELLA PNEUMONIAЕ, ВЫДЕЛЕННЫХ 
ИЗ МИКРОБИОТЫ ТОЛСТОЙ КИШКИ У ДЕТЕЙ С ФУНКЦИОНАЛЬНЫМИ 
ГАСТРОИНТЕСТИНАЛЬНЫМИ РАССТРОЙСТВАМИ, К ПРЕПАРАТАМ БАКТЕРИОФАГОВ

ФГБНУ Научный центр проблем здоровья семьи и репродукции человека, 664003, Иркутск, Россия

Оценён уровень чувствительности штаммов Klebsiella pneumoniaе, выделенных у детей первого полугодия жизни с функ-
циональными гастроинтестинальными расстройствами (ФГИР), к коммерческим препаратам бактериофагов. Мате-
риалом служили фекалии 67 детей первого полугодия жизни с ФГИР, находящихся на грудном вскармливании. Культуры 
K. pneumoniaе, выделенные из фекалий детей, составили две группы сравнения в зависимости от возраста пациентов. В 
первую группу включены 43 штамма K. pneumoniaе, изолированных из толстой кишки детей в возрасте от рождения до 
трёх мес., во вторую группу – 24 штамма, от детей в возрасте от трёх до шести мес. Изучение состава микробиоты 
толстой кишки осуществляли стандартными методами, результаты оценены в соответствии с отраслевым стандар-
том 91500.11.0004-2003. Идентификацию K. pneumoniaе проводили бактериологическим методом. Определение уровня 
литической активности бактериофагов клебсиелл пневмонии, клебсиелл поливалентного, секстафага к штаммам K. 
pneumoniaе вели капельным методом (spot-test) согласно клиническим рекомендациям. Формирование симптомов ФГИР 
у детей коррелирует с возрастом – частота срыгиваний уменьшалась у детей до шести месяцев (с 23,3% до 4,2%) на 
фоне формирования симптомокомплекса, связанного с расстройством дефекации. Бактериологический анализ показал, 
что фаги проявляют низкий уровень литической активности, чувствительность к ним K. pneumoniaе коррелирует с 
возрастом и выше у детей трёх-шести мес. В первой группе сравнения в три раза чаще регистрировали отсутствие 
лизиса K. pneumoniaе по отношению к бактериофагу клебсиелл пневмонии (30,2%, p<0,05) и в два раза реже (30,2%, 
p<0,05) низкий уровень лизиса штаммов K. рneumoniaе к фагу клебсиелл поливалентному по сравнению со второй груп-
пой. Чувствительность штаммов K. pneumoniaе к секстафагу сопоставима в группах сравнения и варьировала от 2 до 
10%. Среди исследованных штаммов K. рneumoniaе наблюдается низкий уровень чувствительности к специфическим 
препаратам – бактериофагу клебсиелл пневмоний, клебсиелл поливалентному, секстафагу. Данный факт отражает не-
достаточную активность фагов и прогнозирует низкую эффективность эмпирической фаготерапии без элиминации из 
кишечного биоценоза K. рneumoniaе у детей с ФГИР, находящихся на грудном вскармливании.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  бактериофаги; Klebsiella pneumoniaе; дети первого полугодия жизни; функциональные гастро-
интестинальные расстройства; грудное вскармливание.
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EVALUATION OF THE SENSITIVITY OF BACTERIOPHAGE PREPARATIONS TO KLEBSIELLA 
PNEUMONIAE STRAINS ISOLATED FROM THE COLON MICROBIOTA IN CHILDREN WITH FUNCTIONAL 
GASTROINTESTINAL DISORDERS
Scientific Сentre for Family Health and Human Reproduction Problems, Irkutsk, Russia
The level of sensitivity of Klebsiella pneumoniae strains isolated from children of the first half of life with functional gastrointestinal 
disorders (FGID) to commercial bacteriophage preparations was assessed. The material was the feces of 67 children of the first 
half of life with FGID who are breastfed. Culture of K. pneumoniae isolated from faeces of children, amounted to two comparison 
groups, depending on the age of the patients. The first group included 43 K. pneumoniae strains isolated from the colon of children 
aged from birth to three months, in the second group – 24 strains, from children aged three to six months. The composition of 
the colon microbiota was studied using standard methods, and the results were evaluated in accordance with Industry Standard 
91500.11.0004-2003. Identification of K. pneumoniae was performed by bacteriological methods. Determination of the level of 
lytic activity of K. pneumoniae, Klebsiella polyvalent and sextaphage bacteriophages to K. pneumoniae strains was conducted by 
the drip method (spot-test) according to clinical recommendations. It is shown that the formation of FGID symptoms in children 
correlates with age – the frequency of regurgitation decreased in children up to six months (from 23.3% to 4.2%) against the 
background of the formation of a symptom complex associated with defecation disorder. Bacteriological analysis showed that in 
General, phages show a low level of lytic activity, sensitivity to them Klebsiella also correlated with age and was higher in children 
of three to six months. Thus, in the first comparison group, the absence of Klebsiella lysis in relation to the Klebsiella pneumoniae 
bacteriophage was registered three times more often (30.2%, p<0.05) and twice less often (30.2%, p<0.05), the low level of lysis of 
K. pneumoniae strains to the Klebsiella polyvalent phage compared to the second group. The sensitivity of K. pneumoniae strains 
to sextaphage was comparable in comparison groups and varied from 2 to 10%. Thus, among the studied K. pneumoniae observed 
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a low level of sensitivity to specific drugs – bacteriophage Klebsiella pneumoniae, Klebsiella polyvalent and sextaphage. This fact 
reflects the insufficient activity of phages and predicts low effectiveness of empirical phage therapy without elimination from the 
intestinal biocenosis of K. pneumoniae in children with FGID who are breastfed.
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Введение. В последние годы возросло количество 
функциональных расстройств желудочно-кишечного 
тракта, ассоциированных с условно-патогенными ми-
кроорганизмами (УПМ). Доминирующее место среди 
УПМ занимают бактерии рода Klebsiella, сем. Enterobac-
teriaceae. Klebsiella pneumoniaе – клинически значимый 
вид, в норме колонизирующий носоглотку, кишечник и 
другие биотопы организма человека. При дисбалансе 
видовых и количественных характеристик ассоциатив-
ной микробиоты толстой кишки [1] этот патоген может 
вызывать поражения различных органов, приводя к 
летальным исходам у почти 30% детей [2]. По данным 
Роспотребнадзора, во все сезоны года дети становятся 
наиболее часто поражаемым контингентом (более 60%) 
[3]. Формирование ФГИР у детей первых месяцев жиз-
ни может быть ассоциировано с микрофлорой матери, 
грудным видом вскармливания, активностью генетиче-
ски детерминированных механизмов, особенностями 
главной системы антигенной гистосовместимости и сте-
пенью активности пассивного иммунитета [4].

В кишечной микробиоте детей первых месяцев жиз-
ни сдерживающим фактором распространения клиниче-
ски значимых штаммов K. рneumoniaе могут являться 
бактериофаги, продуцирующие специфические фер-
менты, разрушающие клеточные полисахариды бакте-
рий [5]. Бактериофаги обладают высокоспецифичным 
действием, направленным против определённых видов 
целевых микроорганизмов, в том числе резистентных к 
лекарственным препаратам [6]. Экспериментальные ис-
следования показывают, что применение бактериофагов 
даёт положительные результаты при лечении заболева-
ний, вызванных УПМ, в том числе у новорожденных и 
детей первого года жизни [3]. Важным условием эффек-
тивности фаготерапии необходимо считать оценку фаго-
чувствительности, выделенной из клинического матери-
ала пациента культуры УПМ, с целью индивидуального 
подбора препарата для элиминации возбудителя [7]. Ис-
пользование бактериофагов может стать альтернативой 
применения антибиотиков и проводиться как моно-, так 
и комбинированной терапией [8, 9].

Цель исследования – оценить чувствительность 
штаммов K. pneumoniaе, выделенных у детей перво-
го полугодия жизни с ФГИР, находящихся на грудном 
вскармливании, к коммерческим препаратам бактерио-
фагов.

Материал и методы. Объектом исследования явля-
лись дети в возрасте от рождения до 6 месяцев (n=67), 
обращавшиеся к гастроэнтерологу клиники ФГБНУ НЦ 
ПЗСРЧ, г. Иркутск. В работе с пациентами соблюдались 
этические принципы, предъявляемые Хельсинской Де-
кларацией Всемирной Медицинской Ассоциации (World 
Medical Association Declaration of Helsinki 1964, в редак-
ции Бразилия, октябрь 2013) и «Правилами надлежа-
щей клинической практики", утверждёнными приказом 
Минздрава РФ от 01.04.2016 № 200Н. Исследование 
одобрено комитетом по биомедицинской этике ФГБНУ 
НЦ ПЗСРЧ.

Критерии включения в исследование. Дети с ФГИР, 
находящиеся на грудном вскармливании (согласно МКБ-
10, 2003; Римским критериям IV, 2016 г.; Рабочего про-
токола диагностики и лечения функциональных заболе-
ваний органов пищеварения у детей, 2010), индикация 
в фекалиях клинически значимого вида K. pneumoniaе в 
титре более 104 КОЕ/г (согласно Отраслевому стандарту 
«Протокол ведения больных дисбактериоз кишечника», 
20031). 

Критерии исключения. Дети, имеющие в анамнезе 
органические заболевания желудочно-кишечного тракта 
и перенесшие инфекции различной локализации, при-
нимавшие антибактериальные, пробиотические препа-
раты и лечебные бактериофаги в предшествующие три 
месяца до обследования; дети, находящиеся на искус-
ственном и смешанном вскармливании.

Материалом исследования служили фекалии 67 де-
тей первого полугодия жизни с ФГИР, находящихся на 
грудном вскармливании. Изучение состава микробиоты 

1Отраслевой стандарт «Протокол ведения больных. Дисбактериоз 
кишечника». ОСТ 91500.11.0004-2003. Приказ МЗ РФ №231 от 
09.06.2003:7.
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толстой кишки осуществляли стандартным бактериоло-
гическим методом, результаты оценены в соответствии 
с ОСТ, 20031. Идентификацию K. pneumoniaе проводили 
по морфологическим, тинкториальным, культуральным, 
биохимическим свойствам с использованием API-систем 
«bioMérieux» (Франция). Культуры K. pneumoniaе раз-
делили на две группы сравнения в зависимости от воз-
раста пациентов. В 1-ю группу включили 43 штамма K. 
pneumoniaе (64,2% от общей выборки), выделенных от 
детей в возрасте от рождения до 3-х месяцев, во 2-ю – 24 
штамма (35,8%), выделенных от детей в возрасте от трёх 
до шести месяцев. Для выявления капсульных штаммов 
использован метод окраски по Бурри-Гинсу.

Для оценки чувствительности штаммов K. pneu-
moniaе к фагам использованы коммерческие препа-
раты бактериофагов производства НПО «Микроген»,  
г. Пермь (Россия) с заявленной активностью против 
клебсиелл – бактериофаг клебсиелл пневмонии (флако-
ны по 20 мл, серия П259 06.2020 г., г. Пермь), бактерио-
фаг клебсиелл поливалентный (флаконы по 20 мл, серия 
У387 02.2020 г., г. Уфа), секстафаг (флаконы по 20 мл, 
серия П3 01.2021 г., г. Пермь).

Определение уровня литической активности 
(УЛА) бактериофагов к штаммам K. pneumoniaе про-
водили капельным методом (spot-test) согласно Феде-
ральным клиническим рекомендациям2. Для тестирова-
ния использован приготовленный из суточных культур  
K. pneumoniaе инокулюм. По стандартной методике го-
товили суспензии с оптической плотностью 0,5 по Мак-
фарланду (контроль с помощью денситометра). Хлопко-
вым тампоном проводили инокуляцию на поверхность 
среды в трёх направлениях, поворачивая чашку Петри 
на 60°. Чашки подсушивали 30-60 мин при комнат-
ной температуре, накрыв их стерильными бумажными 
фильтрами. На подсушенную поверхность стерильной 
пипеткой наносили препараты бактериофагов в объёме  
20 мкл. Чашки повторно подсушивали 15-30 мин, закры-
вали, переворачивали, инкубировали 18-20 ч при темпе-
ратуре 37° С. Оценку УЛА выполняли по четырёхкрест-

ной системе: «-» – отсутствие литической активности, 
«+» – низкая активность, «++» – образование зоны ли-
зиса с большим количеством колоний вторичного роста 
бактерии, «+++» – зона лизиса с единичными колония-
ми вторичного роста, «++++» – прозрачная зона лизиса 
без колоний вторичного роста. Исследование проводили 
в трёх повторах. Для исследуемой выборки штаммов  
K. pneumoniaе ставили контроли: положительный – бу-
льон с культурой без фага и контроль стерильности.

Для анализа клинической характеристики обсле-
дуемых детей и оценки УЛА, выделенных из фекалий 
детей, статистическую обработку результатов прово-
дили при помощи пакета лицензионных прикладных 
программ «MS Offiсе Excel 2007 for Windows 7» по 
методу Фишера. При определении значения критерия 
Фишера ориентировались на два положения: если зна-
чение точного критерия Фишера больше критического 
принималась нулевая гипотеза (H0) и делали вывод об 
отсутствии статистически значимых различий частоты 
исхода в зависимости от фактора риска; если значение 
точного критерия Фишера меньше критического прини-
малась альтернативная гипотеза (H1) и делали вывод о 
наличии статистически значимых различий частоты ис-
хода в зависимости от воздействия фактора риска. При 
уровне р≤0,05 различия считали статистически значи-
мыми.

Результаты. По результатам клинического обсле-
дования врачом-гастроэнтерологом диагноз ФГИР под-
твержден у всех пациентов (табл. 1).

Клиническая картина ФГИР представлена расстрой-
ствами дефекации, вздутием, коликами, повышенным 
газообразованием, обильным срыгиванием продол-
жительностью не менее 12 нед за период наблюдения. 
Срыгивание после кормления в объёме более 1 чайной 
ложки (5 мл) и повторяющееся до 5-8 раз в день наблю-
дали у четверти младенцев в возрасте до трёх месяцев 
– 10 детей (23,3%), что статистически значимо чаще по 
сравнению с группой детей трёх-шести месяцев – 4,2% 
(р<0,01). У обследуемых установлены сочетания сим-
птомов: у детей до трёх мес – вздутие, повышенное 
газообразование ассоциировано со срыгиванием (6,9%, 
р<0,05), у детей трёх-шести мес – расстройства дефека-
ции сопряжены с появлением в фекалиях слизи жёлтого 
и жёлто-зелёного цвета – 8,3% (р<0,01).

2Рациональное применение бактериофагов в лечебной и противоэ-
пидемической практике. Федеральные клинические рекомендации. 
Москва; 2014. 

Т а б л и ц а  1
Клиническая характеристика обследуемых детей

Симптомы Дети от рождения  
до трёх месяцев 

(n=43)

Дети от трёх  
до шести  

месяцев (n=24)

Значение  
критерия  

Фишера (φ ЭМП)

Уровень  
значимости, р

Расстройства дефекации 18 / 41,9* 15 / 62,5 1,633 >0,05

Колики 1 / 2,3 1 / 4,2 0,412 >0,05

Вздутие, повышенное газообразование 11 / 25,6 4 / 16,7 0,861 >0,05

Срыгивания 10 / 23,3 1 / 4,2 2,336 <0,01

Симптомокомплекс (от общего количества обследованных):

Вздутие, повышенное газообразование и срыгивания 3 / 6,9 0 2,098 <0,05 (принята 
гипотеза H1)

Расстройства дефекации с пигментированной слизью 0 2 / 8,3 2,299 <0,01

Расстройства дефекации, повышенное газообразование 0 1 / 4,2 1,614 >0,05

П р и м е ч а н и е .  * – абсолютные значения / частота выявления симптома, %.
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Следующим этапом работы было выделение чистых 
культур K. pneumoniaе. Морфологически бактерии пред-
ставлены грамотрицательными палочковидными (окра-
ска по Граму), неподвижными формами, не образующи-
ми спор. При окраске по Бурри-Гинсу капсулы регистри-
ровали у половины исследуемых культур K. рneumoniaе: 
у 21 культуры (48,8%) 1-й группы и у 10 культур (41,7%) 
2-й группы сравнения. На агаризованных питательных 
средах колонии K. рneumoniaе имели гладкую поверх-
ность со слизистой оболочкой. По биохимическим ха-
рактеристикам все штаммы ферментировали глюкозу 
с образованием газа, лактозу, маннит, сахарозу, лизин-
декарбоксилазу, инозит, сорбит, утилизировали цитрат, 
восстанавливали нитраты в нитриты, гидролизовали 
мочевину, не ферментировали орнитиндекарбоксилазу, 
фенилаланиндезаминазу, не образовывали индола и се-
роводорода, реакция с метиловым красным отрицатель-
на, Фогеса-Проскауэра положительна.

Заключительным этапом исследования стало тести-
рование бактериофагов на штаммы клебсиелл. УЛА 
тестируемых бактериофагов на клетки K. рneumoniaе в 
группах сравнения различался (табл. 2).

При воздействии бактериофага клебсиелл пневмо-
нии на K. рneumoniaе в 1-й группе сравнения лизис не 
наблюдался в 30,2% случаев, что в три раза чаще, чем 
во второй – 8,3% (р<0,05) (табл. 2). Низкий УЛА и фор-
мирование вторичного роста K. рneumoniaе сопостави-

мы по частоте встречаемости в группах сравнения. При 
применении бактериофага клебсиелл поливалентного 
на бактерии в 1-й группе сравнения в два раза реже вы-
явлен низкий УЛА – 30,2% (р<0,05), лизис со вторичным 
ростом наблюдали в три раза чаще – в 25,6% случаев 
(р<0,05), чем во 2-й группе. При тестировании секста-
фага на клетки клебсиелл УЛА сопоставимы в группах 
сравнения (р>0,05). Все три бактериофага не лизирова-
ли K. рneumoniaе на четыре креста (++++) (табл. 2).

Обсуждение. По мнению многих учёных, внутри-
утробный, неонатальный, грудной периоды являются 
критическими этапами формирования кишечного ми-
кробиома ребёнка, от которых во многом зависит со-
стояние его здоровья в течение всей жизни [10]. По на-
шим данным ФГИР грудного периода характеризуются 
расстройствами дефекации, коликами, срыгиваниями, 
вероятно ассоциированными с незрелостью иммунной 
системы, слабостью нижнего пищеводного сфинктера и 
аномальной моторикой пищевода, которые приводят к 
самопроизвольному забросу желудочного содержимого 
в пищевод [11].

Развитие многих заболеваний кишечника может быть 
опосредовано угнетением индигенной и активизацией 
условно-патогенной микробиоты (клебсиеллы, золоти-
стый стафилококк, клостридии) [12 – 14]. Присутствие 
K. рneumoniaе в микробиоте толстой кишки у детей мо-
жет быть обусловлено несколькими причинами: несо-

Т а б л и ц а  2
Уровни литической активности препаратов бактериофагов в отношении штаммов K. pneumoniaе, выделенных у детей с ФГИР

Литическая активность препарата бактериофага клебсиелл пневмонии

Уровень литической 
активности фага  
(по количеству 

крестов)

Группа 1 (штаммы  
K. рneumoniaе, выделенные  

у детей в возрасте от рождения 
до 3-х мес (n=43)

Группа 2 (штаммы  
K. рneumoniaе, выделенные 

у детей в возрасте от 3-х  
до 6 мес (n=24)

Значение  
критерия Фишера 

(φ ЭМП)

Уровень значимости, р

- 13 / 30,2 2 / 8,3 2,271 <0,05 (Принята гипотеза H1)

+ 11 / 25,6 10 / 41,7 1,345 >0,05

++ 13 / 30,2 8 / 33,3 0,261 >0,05

+++ 6 / 14,0 4 / 16,7 0,296 >0,05

++++ 0 0 0 0

Литическая активность препарата бактериофага клебсиелл поливалентного

- 16 / 37,2 6 / 25,0 1,040 >0,05

+ 13 / 30,2 13 / 54,2 1,923 <0,05
(Принята гипотеза H1)

++ 11 / 25,6 2 / 8,3 1,864 <0,05
(Принята гипотеза H1)

+++ 3 / 7,0 3 / 12,5 0,738 >0,05

++++ 0 0 0 0

Литическая активность препарата секстафаг

- 7 / 16,3 2 / 8,3 0,961 >0,05

+ 24 / 55,8 11 / 45,8 0,785 >0,05

++ 10 / 23,3 7 / 29,2 0,528 >0,05

+++ 2 / 4,7 4 / 16,7 1,595 >0,05

++++ 0 0 0 0

П р и м е ч а н и е .  «-» – отсутствие литической активности, «+» – низкая активность, «++» – образование зоны лизиса с большим количе-
ством колоний вторичного роста бактерии, «+++» – зона лизиса с единичными колониями вторичного роста, «++++» – прозрачная зона лизиса 
без колоний вторичного роста; абсолютные значения / частота регистрации, %.
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зревшей иммунной системой ребёнка, несформирован-
ной постоянной микрофлорой, высокой агрессивностью 
патогена, связанной с маркёрами вирулентности, низкой 
способностью защитных факторов грудного молока, 
высокой обсеменённостью УПМ матери (вагинальная 
микрофлора, грудное вскармливание) или госпиталь-
ной среды [4, 15]. Разнообразие симптоматики ФГИР, 
в частности, формирование стула с пигментированной 
слизью, может быть детерминировано не только высо-
ким титром, но и способностью K. рneumoniaе продуци-
ровать слизь.

При правильном применении бактериофаги по-
могают справиться с разными видами патологии. Они 
могут оказывать огромное влияние на иммунитет детей 
грудного возраста. При использовании бактериофагов 
стимулируются факторы специфического и неспецифи-
ческого иммунитета [2,16,17]. Отмечают позитивное 
воздействие ряда факторов иммунной системы на исход 
фаготерапии и, соответственно, большую литическую 
активность бактериофагов in vivo [18,19].

По результатам исследований последних лет уста-
новлен вариабельный уровень фагочувствительности 
культур K. рneumoniaе у детей с ФГИР [5,20]. Наши дан-
ные показывают, что все три бактериофага, используе-
мые в исследовании, обладали низким УЛА. Суммарно 
показатели отсутствия лизиса «-» и низкой литической 
активности «+» составили от 50 до 75% независимо от 
вида фага. Бактериофаг клебсиелл пневмонии и секста-
фаг характеризовались более выраженной литической 
активностью (суммарно показатели образования зон ли-
зиса с колониями вторичного роста бактерии (++ и +++)) 
в отношении штаммов второй группы сравнения (50 и 
45,9% фагочувствительных изолятов) по сравнению с 
бактериофагом клебсиелл поливалентным (20,8%). Под-
держание длительности ФГИР у конкретного ребёнка, 
очевидно, может быть обусловлено непрерывной цирку-
ляцией устойчивых к фагам штаммов в микробиоте ки-
шечника. Исследователи из разных регионов России от-
мечают в качестве причины проявления высокого уровня 
резистентности штаммов K. рneumoniaе (до 80% и вы-
ше) к фагам не только наличие специфических структур 
защиты бактерий (например, капсул) [21], но и смену 
доминировавшего штамма (клона) или малое предста-
вительство (или полное отсутствие) штаммов бактерий, 
изолированных от региональных пациентов, в процессе 
изготовления бактериофагов [22]. Нормализация микро-
флоры, возможное участие бактериофага в поддержании 
колонизационной резистентности и оральной толерант-
ности поможет обеспечить стабилизацию гуморального 
и клеточного звеньев иммунитета у детей грудного воз-
раста [3]. Наиболее выраженная литическая активность 
фага клебсиелл пневмонии в отношении исследуемых 
культур указывает на возможность его перспективного 
использования для коррекции и лечения ФГИР, ассоци-
ированных с K. pneumoniae у детей. Обязательным ус-
ловием должно являться предварительное определение 
фагочувствительности выделенных штаммов. Так же 
для восстановления индигенной микробиоты толстой 
кишки и, как следствие, элиминации клинически значи-
мого патогена K. рneumoniaе дополнительно может быть 
рекомендовано применение пробиотических препаратов 
[11, 23].

Заключение. Среди исследованных штаммов  
K. рneumoniaе наблюдается низкий уровень чувстви-
тельности к специфическим препаратам – бактериофагу 

клебсиелл пневмоний, клебсиелл поливалентному, сек-
стафагу. Данный факт отражает недостаточную актив-
ность фагов и прогнозирует низкую эффективность эм-
пирической фаготерапии без элиминации из кишечного 
биоценоза K. рneumoniaе у детей с ФГИР, находящихся 
на грудном вскармливании.
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Нетуберкулёзным микобактериям в последнее время посвящается всё больше научных работ отечественными и зару-
бежными исследователями. Одной из главных причин этого является увеличение числа пациентов с иммуносупрессиями 
различного генеза, усовершенствованием качества лабораторной и инструментальной диагностики микобактериозов. 
В статье внимание уделяется представителям M. fortuitum group, как основным патогенам среди группы быстрора-
стущих микобактерий. Приведены данные о современной классификации микобактерий на основании использования 
молекулярно-генетических исследований. M. fortuitum group включает в себя: Mycobacterium fortuitum, M. peregrinum, 
M. senegalense, M. porcinum, M. houstonense, M. neworleansense, M. boenickei, M. conceptionense, M. septicum, M. alvei. 
Согласно новым данным микобактерии разделены на 5 клад (Abscessus-Chelonae, Fortuitum-Vaccae, Terrae, Triviale, Tu-
berculosis-Simiae), выделены новые роды в семействе Mycobacteriaceae: Mycolicibacter spp., Mycolicibacillus spp., Myco-
bacteroides spp., Mycolicibacterium spp. В соответствии с новой классификацией представители Mycobacterium fortuitum 
group относятся к роду Mycolicibacterium. Обозначены основные эпидемиологические особенности о главных источниках 
распространения микобактерий, факторах и путях их передачи. Благодаря широкому распространению в окружающей 
среде представители M. fortuitum group способны вызывать заболевания лёгочной и внелёгочной локализации. Отмечены 
отличительные черты факторов патогенности, за счёт которых определяется течение заболевания. Указаны основные 
трудности и особенности определения чувствительности к антимикробным химиопрепаратам, приведены данные об 
основных особенностях антибиотикорезистентности M. fortuitum group. Использованы источники литературы, полу-
ченные из международных и отечественных баз данных: Scopus, Web of Science, Springer, РИНЦ.
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Recently, more and more scientific works have been devoted to non-tuberculous mycobacteria, both by domestic and foreign 
researchers. One of the main reasons for this is the increase in patients with immunosuppression of various origins, improvement 
of the quality of laboratory and instrumental diagnostics of mycobacteriosis. This article focuses on the representatives of the M. 
fortuitum group, as the main pathogens among the group of fast-growing mycobacteria. The data on the modern classification based 
on the use of molecular genetic studies are indicated. The M. fortuitum group includes: Mycobacterium fortuitum, M. peregrinum, M. 
senegalense, M. porcinum, M. houstonense, M. neworleansense, M. boenickei, M. conceptionense, M. septicum, M. alvei. According 
to the new data, mycobacteria were divided into 5 clades (Abscessus-Chelonae, Fortuitum-Vaccae, Terrae, Triviale, Tuberculosis-
Simiae), and based on molecular genetic studies, new genera in the Mycobacteriaceae family were isolated: Mycolicibacter spp., 
Mycolicibacillus spp., Mycolicibacillus spp., Mycobacteroides spp., Mycolicibacterium spp. In accordance with the new classification, 
representatives of the Mycobacterium fortuitum group belong to the genus Mycolicibacterium. The main epidemiological features of 
the main sources of the spread of mycobacteria, factors and ways of their transmission are indicated. Due to their wide distribution 
in the environment, representatives of the M. fortuitum group are capable of causing diseases of the pulmonary and extrapulmonary 
localization. The distinctive features of pathogenicity factors, due to which the course of the disease is determined, are noted. The 
article also indicates the main difficulties and features of determining the sensitivity to antimicrobial chemotherapy drugs, provides 
data on the main features of antibiotic resistance of M.fortuitum group. In preparing the review, literature sources obtained from 
international and domestic databases were used: Scopus, Web of Science, Springer, RSCI.
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Таксономическое положение и характеристи-
ка представителей вида Mycobacterium fortuitum 
group. Представители рода Mycobacterium относятся 
к типу Actinobacteria, классу Actinobacteria, порядку 
Actinomycetales, подпорядку Corynebacterineae, семей-
ству Mycobacteriaceae.

Первые сообщения о микобактериях, не относящих-
ся к туберкулёзным, но вызывающих заболевания че-
ловека, стали появляться в середине ХХ века. В 1954 г.  
A. Timpe и E. Runyon, собрав значительную коллекцию 
нетуберкулёзных микобактерий (НТМ), выделенных 
из патологического материала от больных, и обобщив 
имеющиеся к тому времени данные о проблеме, опу-
бликовали статью «Отношение атипичных кислотоу-
стойчивых бактерий к заболеваниям человека». С этого 
периода в классификации болезней человека появилась 
новая нозологическая единица – микобактериоз (код по 
МКБ 10 – А31 для лиц без ВИЧ  инфекции и В20.0, ку-
да относятся пациенты с болезнью, вызванной ВИЧ, «с 
проявлениями микобактериальной инфекции», т. е. как с 
туберкулёзом, так и с микобактериозом) [1].

Mycobacterium fortuitum group включает: M. fortuitum, 
M. peregrinum, M. senegalense, M. porcinum, M. housto-
nense, M. neworleansense, M. boenickei, M. conceptionense, 
M. septicum, M. alvei, большинство из которых относи-
тельно редко вызывают заболевания у людей. В 2018 г. 
опубликована статья, посвящённая новой классифика-
ции НТМ. Согласно новым данным микобактерии раз-
делены на 5 клад (Abscessus-Chelonae, Fortuitum-Vaccae, 
Terrae, Triviale, Tuberculosis-Simiae), на основании мо-
лекулярно-генетических исследований выделены новые 
роды в семействе Mycobacteriaceae: Mycolicibacter spp., 
Mycolicibacillus spp., Mycobacteroides spp., Mycolicibac-
terium spp. [2]. В соответствии с новой классификацией 
представители Mycobacterium fortuitum group относятся 
к роду Mycolicibacterium.

Все представители рода грамположительны, морфо-
логически представляют тонкие и длинные гифоподоб-
ные клетки, в некоторых случаях могут давать не при-
мыкающие друг к другу цепочки кокков (M. septicum, 
M. alvei). В мазках могут быть обнаружены ветвящиеся 
нити, которые формируются в результате разрушения 
мицелия микобактерий [3-11].

Культуральные свойства нетуберкулёзных микобак-
терий имеют как общие, так и отличительные черты. 
Представители Mycobacterium fortuitum group образу-
ют нефотохромогенные колонии, диаметром 1-3 мм. 
Морфология колоний различна. M. boenickei, M. brisba-
nense, M. houstonense, M. neworleansense, M. peregrinum,  
M. septicum образуют бежевые, M. conceptionense, M. 
senegalense, M. alvei непигментированные колонии, сре-
ди них M. brisbanense, M. houstonense, M. senegalense 
растут в виде гладких, круглых сплошных колоний, M. 
alvei, M. boenickei, M. neworleansense, M. septicum в виде 
грубых мозговидных колоний с зубчатыми краями. M. 
peregrinum – единственный представитель M. fortuitum 
group, форма роста которого характеризуется как проме-

жуточная между ровными гладкими и морщинистыми 
грубыми [3-4, 6-10].

Эпидемиология и клиническое значение предста-
вителей вида Mycobacterium fortuitum group. Пред-
ставители Mycobacterium fortuitum group имеют широ-
кое распространение в окружающей среде, некоторые 
авторы предполагают, основным местом обитания не-
туберкулёзных микобактерий является почва и вода 
[12]. Не зафиксировано случаев передачи инфекции, 
вызванной M. fortuitum group непосредственно от па-
циента к пациенту.

Инфицирование чаще всего происходит через по-
вреждённые кожные покровы при попадании инфици-
рованной воды из окружающей среды. Другими возмож-
ными источниками инфекции M. fortuitum могут быть 
имплантированные устройства, такие как катетеры, и 
контаминированные эндоскопы. Наиболее подвержены 
микобактериозам, вызванным Mycobacterium fortuitum 
group, пациенты с медикаментозной иммунносупрес-
сией и иммуносупрессией, не связанной с приёмом ле-
карственных препаратов (ВИЧ-инфекция, хроническая 
алкогольная интоксикация, сахарный диабет, метастати-
ческая гепатобластома, пневмония, ХОБЛ, бронхоэкта-
тическая болезнь, лимфаденит) [9, 13]. Кроме раневых 
инфекций представители Mycobacterium fortuitum group 
вызывают поражения в бронхолёгочной системе, однако 
возможно развитие патологии и других локализаций.

Описано этиологическое значение M. boenickei,  
M. brisbanense, M. houstonense, M. neworleansense при 
развитии абсцессов кожи и мягких тканей с ассоцииро-
ванным остеомиелитом, бактериемии, эндокардита, ке-
ратита, лимфаденита, перитонита, послеоперационных 
инфекций. Вовлечение центральной нервной системы 
в патологический процесс встречается редко, но ме-
нингит может развиться после травмы или операции. У 
пациентов с иммунодефицитом повышенный риск раз-
вития тяжёлых заболеваний, особенно связанных с бак-
териемией, обусловленной катетер-ассоциированными 
инфекциями [9]. M. conceptionense вызывают посттрав-
матический остеит, послеоперационный септический 
артрит, подкожный абсцесс, раневые инфекции после 
пластических операций, инфекцию послеоперационной 
раны и мочевыводящих путей [4, 14, 15]. M. fortuitum 
описана как причина инфекции кожи и мягких тканей; 
локализованные посттравматические раневые инфек-
ции; хирургические раневые инфекции, особенно после 
маммопластики; кератит, лимфаденит, артрит, остеоми-
елит, редко менингит, эндокардит, гепатит, в основном 
у пациентов с ВИЧ-ассоциированным СПИДом или им-
муносупрессией другой этиологии. Описаны случаи пе-
ритонита у пациентов, которым проводились процедуры 
диализа, пациентов с катетер-ассоциированным сепси-
сом, эмпиемой плевры [16-28].

M. peregrinum может вызывать инфекцию кожи и 
мягких тканей, бактериемию имплантируемого автома-
тического кардиовертера-дефибриллятора, инфицирова-
ние в результате хирургического вмешательства [29, 30]. 
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M. senegalense является причиной катетер-ассоцииро-
ванной бактериемии, раневой инфекции мягких тканей 
после контакта с загрязнённой аквариумной водой [31, 
32]. M. septicum описана в качестве этиологической при-
чины сепсиса, особенно у пациентов с онкогематологи-
ческой заболеваниями [11]. M. porcinum может вызывать 
постхирургические, посттравматические инфекции; ка-
тетер-ассоциированную бактериемию; острую раневую 
инфекцию, целлюлит, остеомиелит, паховый лимфа-
денит, септический артрит, абсцессы брюшной стенки 
[33]. M. alvei вызывает инфекции после протезирования 
коленного сустава [13].

Представителей Mycobacterium fortuitum group мож-
но разделить на 2 группы: патогенные и низкопатоген-
ные. Такая условная классификация НТМ имеет важное 
значение не только для клиницистов, но и для врачей-
бактериологов, особенно в случае выделения близко-
родственных видов НТМ, относящихся к разным груп-
пам по клиническому значению. Перечень представите-
ли M. fortuitum group, распределённых по клиническому 
значению, представлен в табл. 1.

Факторы патогенности. Взаимодействие микобак-
терий с клетками органзима многообразный и длитель-
ный процесс с точки зрения патофизиологии. Процесс 
обнаружения и захвата макрофагальными клетками ми-
кобактерий возбудителей туберкулёза и нетуберкулёзных 
микобактерий в целом схож, однако имеет определённые 
отличительные признаки. Проведено исследование в от-
ношении реакции макрофагов и быстро растущих (M. 
abscessus, M. fortuitum) и медленно растущих микобакте-
рий (M. celatum, M. tuberculosis) [34]. Основной вопрос 
исследования заключался в возможном влиянии скорости 
роста и других морфологических особенностей на разви-
тие патологического процесса при использовании клеточ-
ной линии моноцитов человека THP-1 (ATCC TIB 202). 
Процесс распознавания и проникновения M. tuberculosis 
в клетки THP-1 менее длительный и реализуется быстрее 
по сравнению с быстрорастущими микобактериями. Во 
многом процесс распознавания связан с наличием и не-
посредственным участием липидов из семейства липоа-
рабиноманнаны (ЛАМ), влияние которых на врождённый 
иммунитет организма зависит от особенностей химиче-
ского строения их дистальных остатков арабинозы. Тер-
минальные фрагменты липоарабиноманнана, конкретно 
их маннозные радикалы, неспецифически подавляют 
активацию Т-лимфоцитов и лейкоцитов периферической 
крови [35]. Это ведёт к нарушению иммунного ответа на 
микобактерии M. tuberculosis, содержащие маннозилиро-
ванные ЛАМ, M. smegmatis, M. fortuitum и другие быстро-
растущие микобактерии имеют липоарабиноманнаны с 
фосфатидилинозитолом и M. chelonae имеет немодифи-
цированные ЛАМ [36]. Возможно, благодаря этим отли-
чиям в строении клеточной стенки и связаны различия в 
скорости иммунного ответа.

После инфицирования макрофагов THP-1 группой 
быстрорастущих микобактерий происходит стремитель-
ное окисление среды внутри клетки за счёт стимуляции 
синтеза активных форм кислорода, в результате чего 
окислительная среда ведёт к усиленному росту внутри 
макрофагов и повреждению различных клеточных эле-
ментов. Эти результаты подтверждают гипотезу о том, 
что быстрорастущие микобактерии вызывают иммун-
ный ответ более стремительный и прогрессирующий в 
сравнении с типичными микобактериями такими как, 
например, M. tuberculosis [37].

Отмечено замедленное проникновение быстрорасту-
щих микобактерий в макрофаги, благодаря продукции 
гликопептидной биоплёнки, которая способствует маски-
ровке антигенных детерминант в ответ на компоненты 
клеток врождённого иммунитета. Благодаря образованию 
биоплёнок имеется определенная устойчивость к дезин-
фицирующим средствам, в частности, хлорсодержащим 
дезинфектантам. Эта способность является одним из 
факторов, ответственных за устойчивость и последую-
щую колонизацию, в системах распределения питьевой 
воды [14]. Образование биоплёнки затрудняет эради-
какцию НТМ с помощью обычных методов химической 
обработки и типичными веществами, таким как хлор, 
ртутьорганические соединения, щелочные глутаральде-
гиды [38]. Устойчивость к дезинфицирующим веществам 
биоплёнок зависит от сродства бактерий к поверхности 
и условий окружающей среды. M. fortuitum имеет более 
высокое сродство к образованию биоплёнок на нержаве-
ющей стали, поливинилхлориде, поликарбонате, чем на 
меди и стекле [39]. Немаловажным фактором увеличения 
вирулентности нетуберкулёзных микобактерий является 
их устойчивость внутри биоплёнок к антимикробным хи-
миопрепаратам, во многом за счёт горизонтального обме-
на генами между максимально близкорасположенными 
микобактериями, что способствует повышению вероят-
ности мутаций ответственных за резистентность [40].

M. fortuitum способны запускать апоптоз у разных 
хозяев путём активации каспаз, вклад гибели клеток в 
патогенетическом действии микобактерий отмечен во 
многих публикациях. Апоптоз, опосредованный каспа-
зой 8 и каспазой 3/7, способствует внутриклеточной 
персистенции M. fortuitum и M. avium, по крайней мере, 
на ранних стадиях инфекции [41].

Не стоит исключать наличии у M. fortuitum group 
потенциальных факторов вирулентности схожих с  
M. tuberculosis, таких как предотвращение слияния фа-
госома-лизосома, задержка секреции фактора некроза 
опухолей инфицированными клетками-хозяевами и ак-
тивность каталазы [42].

Методы выделения. При диагностике микобакте-
риозов клиническим материалом, чаще всего являются 
промывные воды бронхов, мокрота, пунктаты абсцес-
сов, содержимое ран и раневых дренажей, биоптаты, 
кровь, ликвор. Средами для первичного посева являются 
среда Левенштейна-Йенсена, бульон Миддлбрука, среда 
Огава, агар Саутона, среда МакКонки, которые поддер-
живают рост микобактерий. В России наибольшей попу-
лярностью пользуются среды, на которых культивируют 
представителей M. tuberculosis complex: среда Левен-
штейна-Йенсена, Финн II, бульон Миддлбрука.

Т а б л и ц а  1
Представители Mycobacterium fortuitum group, распределённые 

по клиническому значению

Нетуберкулёзные  
микобактерии  

с доказанным клиниче-
ским значением

Нетуберкулёзные микобактерии, для 
которых описаны единичные случаи 

выделения из клинического материала

M. boenickei
M. fortuitum
M. houstonense
M. peregrinum
M. porcinum
M. senegalense
М. conceptionense

M. septicum
M. alvei

M. brisbanense
M. neworleansense
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белков. Важной особенностью является то, что микобак-
терии, растущие в биоплёнке, отличаются от тех, кото-
рые выращены искусственно в суспензии c повышенной 
устойчивостью к АМП. Микобактерии, выделенные из 
биоплёнки и посеянные на свежую питательную среду, 
теряют свою приобретённую устойчивость.

Важной особенностью физиологической резистент-
ности НТМ является их способность персистировать в 
фагоцитирующих клетках и в гранулёмах инфицирован-
ных очагов [34]. В этом случае у микобактерий для обе-
спечения резистентности имеется не только клеточная 
стенка, но и мембрана фагоцитирующих клеток и слой 
клеток хозяина, составляющих гранулёму.

Важной составляющей резистентности НТМ являет-
ся взаимосвязь скорости роста и эффективности анти-
бактериальной терапии. Поскольку НТМ обладают мед-
ленным ростом, по сравнению с другими бактериями, 
воздействие на них АМП не вызывает гибели из-за на-
рушения роста. Поскольку АМП имеет единственную 
мишень (например, ДНК-полимеразу), его воздействие 
будет ингибировать активность ДНК-полимеразы, что 
приведёт к «неуравновешенному» состоянию, при кото-
ром увеличение ДНК непропорционально увеличению 
клеточной массы. «Несбалансированный» рост клеток 
бактерий ведёт их к гибели, особенно быстро это про-
исходит в быстро делящихся клетках (например, E. coli). 
В отличие от E. coli, клетки НТМ могут реагировать на 
антибиотический стресс, синтезируя белки и другие 
компоненты клетки, способные защитить клетки до то-
го, как их «заставят» делиться. Эта особенность объяс-
няет способность НТМ расти при высокой температуре. 
У некоторых микобактерий, выращенных при темпера-
туре 42°C концентрация трегалозы в 10 раз выше, чем у 
НТМ, выращенных при температуре 25°C [43].

НТМ обладают выраженными физиологическими и 
врождёнными факторами резистентности, главным из 
которых является наличие гидрофобной наружной мем-
браны [14]. Антимикробная терапия должна учитывать 
данный фактор.

Одним из успешных путей разработки АМП в отно-
шении НТМ является синтез гидрофобных производных 
существующих АМП. Синтезированы гидрофобные 
производные эритромицина, такие как кларитромицин 
и азитромицин, которые оказались эффективными при 
лечении пациентов, инфицированных НТМ, независимо 
от формы инфекционного процесса.

Другим успешным подходом к преодолению гидро-
фобного барьера наружной мембраны НТМ является 
применение комбинаций АМП. Наиболее эффективны-
ми являются комбинации, действующие на разные ми-
шени микобактериальной клетки. Например, этамбутол 
уменьшает гидрофобный и непроницаемый барьер на-
ружной мембраны, что ведёт к увеличению транспорта 
второго лекарственного средства. Принятие этой точки 
зрения, свидетельствует о том, что необходим скрининг 
всех возможных комбинаций АМП с целью выбора наи-
более эффективных [43].

Антибиотикорезистентность Mycobacterium fortuitum 
group представлены в табл. 2 [9, 10, 12, 24, 33].

Заключение. Кислотоустойчивые представители по-
рядка Actinomycetales всё чаще становятся объектами 
научного и практического интереса среди специалистов 
различных специальностей. Увеличение количества па-
циентов из групп риска неизбежно влечёт значительное 
расширение этиологически значимой микрофлоры, ко-

Видимый рост представителей M. fortuitum на пи-
тательных средах при температуре 25°C происходит за 
3-7 дней, но при температуре выше 40°C рост колоний 
прекращается. На среде Левенштейна-Йенсена пиг-
ментообразование не происходит. Для M. boenickei, M. 
houstonense, M. neworleansensе, M. brisbanense, M. sep-
ticum характерен рост на среде Левенштайна-Йенсена 
при температуре 35°C менее чем за 7 дней. Рост возмо-
жен на 5% солевом агаре и на среде МакКонки без кри-
сталлического фиолетового при 28° C. M. peregrinum ра-
стёт в течение 7 дней на яичных средах при 28°C и 37°C, 
в качестве исключения возможен рост при температуре 
до 43°C. На агаре МакКонки рост происходит при 28°C, 
но до 37°C. Рост M. alvei при культивировании на среде 
Левенштейна-Йенсена при температуре 30°С появля-
ется через 5 сут, при 37° C бактерии растут медленнее 
(рост появляется в течение 10-15 дней) [3, 7, 8, 43, 44].

Антибиотикорезистентность. Проблемы изуче-
ния антибиотикорезистентности НТМ можно разделить 
на две группы: трудности, связанные с преодолением 
врождённых генетических и физиологических механиз-
мов резистентности и трудности лабораторной оценки 
восприимчивости к антимикробным препаратам (АМП).

Основой природной устойчивости НTM является их 
богатая липидами наружная мембрана, которая обладает 
свойством гидрофобности, является непроницаемой для 
ряда АМП, сохраняет НTM в фагоцитирующих клет-
ках, обеспечивая их медленный рост [45]. Неполярная 
клеточная поверхность микобактерий предотвращает 
связывание АМП, которые несут положительные и от-
рицательные заряды. Наряду со сниженной адгезией за-
ряженных соединений, микобактерии обладают очень 
низкой скоростью транспорта веществ через наружную 
мембрану [46]. Гидрофобность НТМ обуслoвливает 
важные особенности их роста, отражающие трудности 
определения резистентности in vitro [47]. Эти особен-
ности заключаются в пристеночном прикреплении и 
спонтанной агрегации микобактерий. НТМ не находятся 
во взвешенном состоянии в водной суспензии, а адге-
зируются на стенки лунок планшетов, в результате чего 
рутинное исследование антибиотикорезистентности не 
определяет последующую терапевтическую эффектив-
ность АМП. Рост НТМ сопровождается увеличением 
мутности инокулюма, но при достижении средней экс-
поненциальной фазы роста мутность исчезает, и появля-
ются видимые агрегаты различных размеров. Существу-
ет единственный механизм уменьшения агрегации коло-
ний – применение детергентов [48]. Но использование 
детергента снижает гидрофобность мембран микобак-
терий, увеличивает их проницаемость и, следователь-
но, восприимчивость к АМП. Выбор неагрегирующих 
колоний не является решением проблемы, поскольку у 
клеток таких колоний понижена гидрофобность мем-
браны и изменен её состав. Микроорганизмы, выделен-
ные из таких колоний, не являются репрезентативными 
по сравнению с микроорганизмами, выделенными от 
пациентов.

Основой антибиотикотолерантности к значитель-
ному числу АМП у НТМ является формирование био-
плёнки. Поверхностное прикрепление микобактерий 
снижает их взаимодействие с дезинфицирующими 
средствами и АМП [38]. Как только клетки НТМ «при-
липают», происходит их рост и образование биоплёнки 
совместно с другими микроорганизмами в полимерной 
матрице, состоящей из полисахаридов, липидов, ДНК, 
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Т а б л и ц а  2
Особенности антибиотикорезистентности представителей 

Mycobacterium fortuitum group

Препараты
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Азитромицин - - - - - - S - - - -
Амикацин S S S S S S S S S - S
Амоксициллин S S S S S - R - S - -
Ампициллин S R R R R - - - R - -
Ванкомицин - R R S S - R - S - -
Гатифлоксацин - - - - - S - - - - -
Гентамицин - S S - - - - - S - -
Доксициклин S R R S S R S - S - S
Изониазид R - - - - - - - - S -
Имипенем S S S S S S S S S - S
Интермедиат - - - - - S - - - - -
Канамицин - - - - - - - - S S -
Кларитромицин S - - - - S S R - - S
Левофлокацин S - - - - S - - - - -
Линезолид S - - - - S - - - - -
Меропенем S - - - - - - - - - -
Миноциклин - R R S S - S R S - -
Моксифлокса-
цин

S - - - - - - - - - -

Неомицин - - - - - - - - S - -
Офлоксацин - - - - - - S - - - -
Пенициллин - - - - - - R - - - -
Пиразинамид R - - - - - - - - - -
Рифампицин R - - - - - - - - R -
Спарфлоксацин - - - - - - S - - - -
Стрептомицин R - - - - - - - R R -
Сульфаметок-
сазол

- S S S S S - - S - S

Сульфонамиды R - - - - - - - - - -
Тетрациклин S - - - - - - - - - -
Тобрамицин R - - - - - - - S - -
Триметоприм - - - - - - - - S - S
Цефокситин R - - - - S - - - - -
Цефотаксим - R R R R - - - R - -
Цефтриаксон - R R R R - - - R - -
Ципрофлокса-
цин

S S S S S S S - S - S

Эритромицин - R R R R - S - S - -
Этамбутол R - - - - - - - - - -

П р и м е ч а н и е :  S-чувствителен, R – устойчив.

торая требует от врачей-бактериологов и клиницистов 
разработки и внедрения в практику новых подходов к 
культивированию и идентификации «новых» микро-
организмов [45, 46]. Разработка методов культивирова-
ния и идентификации представителей вида M. fortuitum 
group позволит получить необходимые данные о распро-
странённости этих групп микроорганизмов среди паци-
ентов из групп риска, оптимизировать схемы терапии 
инфекционных процессов.
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ствии конфликта интересов.
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Coxiella burnetii является возбудителем Ку-лихорадки (коксиеллёза), которая помимо острых проявлений часто проте-
кает в латентной форме, склонна к хроническому течению и при отсутствии антибиотикотерапии имеет высокий 
риск инвалидизации или смертельного исхода. В результате наличия широкого спектра клинических проявлений, харак-
терных для других инфекционных заболеваний, для постановки диагноза требуется применение лабораторных методов 
исследования (ЛМИ). Наличие антропургических очагов Ку-лихорадки в Новосибирской области установлено еще в 90-х 
годах прошлого столетия, но должного внимания к ее лабораторной диагностике в этом регионе не уделяется. Целью 
исследования явилось выявление генетических и серологических маркеров возбудителя C. burnetii у больных в Новосибир-
ской области, поступивших на лечение в лихорадящем состоянии с подозрением на заболевания, вызванные инфекциями, 
передаваемые клещами (ИПК). В результате исследования методом ПЦР-РВ у 9 из 325 больных в образцах крови вы-
явлен ДНК-маркер возбудителя Ку-лихорадки. У трех больных наличие ДНК C. burnetii было подтверждено с помощью 
секвенирования фрагментов генов IS1111 и htpB. C помощью ИФА-тестов в образцах сыворотки крови четырех больных 
c положительными результатами ПЦР обнаружены антитела к возбудителю коксиеллёза. Контакт с клещом отмечен 
у 7 из 9 пациентов, у которых выявлена ДНК C. burnetii и отсутствовали маркеры других ИПК. Шесть человек были 
заражены на территории Новосибирской области, двое пострадали от присасывания клеща на Алтае, один случай – из 
Республики Киргизия. Таким образом, комплексный подход с применением как ПЦР-анализа, так и ИФА обеспечил вы-
явление маркеров возбудителя Ку-лихорадки у больных, поступивших с подозрением на заболевание ИПК, тем самым 
дифференцируя ее от других инфекций. Контакт с клещом у большинства заболевших дает основание предполагать, 
что инфицирование возбудителем C. burnetii произошло трансмиссивным путем.
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Coxiella burnetii is the causative agent of Q fever (coxiellosis), which, in addition to acute manifestations, often occurs in a 
latent form, is prone to chronic course and, in the absence of antibiotic therapy, has a high risk of disability or death. As a result 
of the presence of a wide range of clinical manifestations specific to other infectious diseases, the use of laboratory test methods 
(LTM) is required to make a diagnosis. The presence of Q fever anthropurgic foci in the Novosibirsk region was described in 
the 90s of the last century, but due attention to its laboratory diagnostics is not paid in this region. The aim of the study was 
to identify genetic and serological markers of the causative agent, C. burnetii, in patients of the Novosibirsk region who were 
admitted for treatment with fever with suspected tick-borne infections (TBIs). DNA marker of the causative agent of Q fever 
was detected in blood samples by real time PCR in 9 out of 325 patients. In three patients, the presence of C. burnetii DNA 
was confirmed by sequencing of the IS1111 and htpB gene fragments. In ELISA tests, antibodies against the causative agent of 
coxiellosis were detected in the blood sera of 4 patients with positive results of PCR analysis. Contact with tick was registered 
in 7 out of 9 patients who had C. burnetii DNA and lacked markers of other TBIs. Six people were infected in the Novosibirsk 
region, two suffered from tick’s bite in Altai, and one case was from the Republic of Kyrgyzstan. Thus, a complex approach using 
both PCR analysis and ELISA provided the identification of markers of the Q fever causative agent in patients admitted with 
suspected TBIs, thereby differentiating it from other infections. Contact with ticks in most cases suggests that infection with C. 
burnetii had a transmissible pathway.
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Ку-лихорадка (Ку-риккетсиоз, Балканский грипп, кок-
сиеллёз, лихорадка Ку и др.) является зоонозной инфекци-
ей, впервые описанной в 1935 г. в Австралии E.H.Derrick 
[1], который выделил это заболевание в самостоятельную 
нозологическую форму. Два года спустя, F.M.Burnet [2] и 
C.B.Philip [3] доказали риккетсиозную природу изолиро-
ванного возбудителя заболевания, впоследствии получив-
шего название Coxiella burnetii. Исходя из современной 
классификации микроорганизмов, которая основывается 
на сопоставлении нуклеотидных последовательности ге-
нов, полученных в результате их секвенирования, возбу-
дитель Ку-лихорадки отнесен к роду Coxiella, семейству 
Coxiellaceae, порядку Legionellales, классу Gammapro-
teobacteria [4]. Таким образом, единственный представи-
тель рода Coxiella, вид C. burnetii выделен из семейства 
Rickettsiaceae. Являясь внутриклеточным облигатным па-
разитом, C. burnetii в организме теплокровных в качестве 
клеток-мишеней использует мононуклеарные фагоциты. 
С эпидемической точки зрения выделяют первичные и 
вторичные очаги Ку-лихорадки. Первичные – природные 
очаги, образованные вследствие вовлечения в циркуля-
цию коксиелл около 100 видов диких млекопитающих, 
десятков видов птиц и более 70 видов клещей. Послед-
ние являются природным резервуаром инфекции, а также 
выступают в качестве вектора, передавая возбудитель во 
время присасывания от одних видов животных другим, 
тем самым обеспечивая его циркуляцию в природных 
очагах [5]. Вторичные очаги лихорадки Ку – антропурги-
ческие, или как их называют сельскохозяйственные, свя-
заны с поражением сельскохозяйственных животных, в 
первую очередь, крупного и мелкого скота (коровы, лоша-
ди, верблюды, овцы, козы), комнатных питомцев (собак и 
кошек), домашней птицы [6, 7]. Заболевание коксиеллё-
зом у животных часто протекает как скрытая, латентная 
инфекция, которая обостряется в периоды беременности 
и во время родов [8]. Именно сельскохозяйственные и до-
машние животные являются доминирующим источником 
инфицирования человека. В связи с этим, основными пу-
тями заражения Ку-лихорадкой являются аэрогенный (в 
результате вдыхания диспергированных частиц, которые 
образуются в результате высыхания испражнений живот-
ных, содержащих возбудитель), контактный (при уходе за 
животными, обработке мяса, шерсти и пуха), а также али-
ментарный (вследствие употребления в пищу сырых, тер-
мически не обработанных молочных продуктов). Именно 
контактный и аэрогенный пути заражения в 2008-2016 гг. 
привели к массовым эпидемиям Ку-лихорадки среди жи-

телей европейских стран, возникших как следствие эпи-
зоотии мелкого рогатого скота на животноводческих фер-
мах, где до 70% поголовья было заражено коксиеллезом. 
В результате десятки тысяч жителей развитых стран, та-
ких как Нидерланды, Германия, Франция, Испания, Ан-
глия, Португалия и др., были инфицированы, отмечены 
смертельные случаи, нанесен серьезный экономический 
ущерб [9]. Исследования, проведенные в африканских 
странах, свидетельствуют о наличии стойких антропур-
гических очагов коксиеллеза, где процент скота, содер-
жащего в крови антитела к возбудителю Ку-лихорадки, 
варьирует от 4 до 80% [8, 10]. В Чаде и Египте 70-80% 
поголовья верблюдов являются серопозитивными к воз-
будителю коксиеллеза. Данные ПЦР-анализа показали 
наличие ДНК возбудителя Ку-лихорадки в 22% образцах 
молока, полученных от коров в Египте, и в 63% образцов 
молока в Нигерии. В сельских регионах жилищные по-
стройки размещаются, как правило, в непосредственной 
близости к местам содержания скота, что способствует 
передаче инфекции от животных к людям. Так, в Алжире 
у 15-24% жителей сельскохозяйственных районов выяв-
лены антитела к возбудителю коксиеллеза, а в Намибии 
– у 26% обследованных доноров. В Сенегале более чем 
у 1% больных с лихорадкой в крови выявлена ДНК C. 
burnetii [8]. Эти данные свидетельствуют о возможности 
завозных случаев коксиеллеза в РФ и подводят к необхо-
димости обследования ее граждан, посещающих Афри-
канские страны.

В первичных очагах вероятен и трансмиссивный путь 
заражения коксиеллёзом, как для человека, так и домашних 
животных в результате контакта с такими видами клещей, 
как I. ricinus, I. persulcatus, D. reticulatus, D. marginatus, D. 
silvarum, H. punctata, Rh. sanguineus, H. concinna, H. ja-
ponica и др., которые встречаются на территории РФ, и для 
которых доказана причастность к циркуляции C. burnetii и 
других возбудителей инфекций [8, 11 – 13]. Для лихорадки 
Ку не характерна типичная форма заболевания, отсутству-
ют патогномоничные признаки, при этом ей присущ ши-
рокий спектр клинических проявлений, характерных для 
многих инфекционных заболеваний различной этиологии. 
В 60% случаев болезнь протекает бессимптомно, больные 
переносят ее на ногах, не обращаясь за медицинской по-
мощью. По-видимому, данный факт и является причиной 
гиподиагностики этой инфекции. При острой манифест-
ной форме Ку-лихорадка протекает в виде гриппоподобно-
го состояния, лихорадки, атипичной пневмонии, бронхита, 
трахеита, менингоэнцефалита, гепатита, могут наблю-
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даться поражения сердца. Смертность составляет около 
1%. При отсутствии медикаментозного лечения переход в 
хроническую форму отмечается у 5-10% заболевших, воз-
можным проявлением которой может быть эндокардит и 
васкулит [7, 8, 14]. В случае наличия у больного до инфи-
цирования коксиеллезом сердечно-сосудистой патологии 
и иммунодефицитного состояния, развитие эндокардита 
может развиться без острой фазы заболевания. Отсутствие 
должного лечения, требующего длительного применения 
антибиотикотерапии, сроком от нескольких месяцев до го-
да и более, при эндокардите и васкулите, имеющих кокси-
еллёзную этиологию, приводит к повышению смертности 
с 5 до 25- 60%. Особую опасность Ку-лихорадка представ-
ляет для беременных, у которых осложнения (спонтанные 
аборты, смерть и задержка роста плода, преждевременные 
роды) составляют более 80% [15]. 

В Российской Федерации официальные показатели 
заболеваемости Ку-лихорадкой не высоки и в период 
1957-2014 гг. варьировали в пределах от 0,01 до 1,0 на 
100 тыс. населения. Так, среднее число заболевших с 
2007 по 2015 гг. составило 102 человека в год, пик забо-
левших отмечен в 2009 г. с максимальным количеством 
205 случаев [14, 16]. При этом, несмотря на офици-
альную регистрацию лишь спорадических случаев за-
болевания, контакт населения с возбудителем в нашей 
стране, по-видимому, является высоким. Так, в крови 
1,5- 4,3% доноров из разных регионов страны выявле-
ны антитела к возбудителю Ку-лихорадки, причем среди 
различных слоев населения этот показатель варьирует 
в пределах от 2 до 40% [16]. Серологические маркеры 
коксиеллеза активно выявляются у собак, поступающих 
в ветеринарные лечебницы (2,6% обследованных), а у 
сельскохозяйственных животных (2-29%), что сопо-
ставимо с уровнем заражения скота в странах Африки 
[13]. Опубликованные данные дают основание предпо-
лагать о наличии стойких очагов в регионах России и 
о гиподиагностике Ку-лихорадки. Циркуляция коксиелл 
зафиксирована в 50 субъектах РФ, в том в числе в За-
падной Сибири (в Омской и Новосибирской областях, 
Республике Алтай), Восточной Сибири (Республика Бу-
рятия) и на Дальнем Востоке (Приморский край) [12, 17, 
18, 19]. В период с 1957 г. до начала 2000-х годов спора-
дические случаи заболевания Ку-лихорадкой регистри-
ровались у пациентов Новосибирской области [16, 20]. 
Далее, на протяжении 18 лет диагностика Ку-лихорадки 
не проводилась в связи с отсутствием диагностикумов 
для подтверждения данной нозологической формы. 

Целью исследования явилось выявление генетических 
и серологических маркеров возбудителя C. burnetii у боль-
ных в Новосибирской области, поступивших на лечение 
в лихорадящем состоянии с подозрением на заболевания, 
вызванные инфекциями, передаваемые клещами.

Материал и методы. Обследованы 325 пациентов, 
поступивших в весенне-летний период 2018 г. на лече-
ние в ГИКБ №1 г. Новосибирска с подозрением на забо-
левания инфекциями, передаваемыми клещами (ИПК). 
Критерием отбора для обследования пациентов явилось 
обязательное наличие лихорадочного состояния у боль-
ных, факт присасывания, наползание клеща или посе-
щение лесопарковой зоны. Для проведения анализа с 
помощью ПЦР в режиме реального времени (ПЦР-РВ) 
образцы крови у пациентов забирали в период лихорад-
ки натощак в пробирки S-Monovette, содержащие ЭДТА 
(SARSTEDT, Германия). Образцы цельной крови (ЦКР) 
каждого больного были использованы для ПЦР-анализа 

непосредственно, а также для получения образцов лей-
коцитарной фракции крови (ЛФК) по следующей схеме. 
Вакуумную пробирку c кровью центрифугировали 10 
мин при 800 g. Отобранный верхний слой плазмы от-
бирали в отдельные пробирки вместе с лейкоцитарным 
кольцом, находящимся на границе двух фаз (плазма/эри-
троциты), и центрифугировали повторно 10 минут при 
11000 g. Далее верхнюю часть плазмы удаляли, оставляя 
осадок и 200 мкл надосадочной жидкости, содержащей 
ЛФК. Полученный осадок ресуспендировали и исполь-
зовали для выделения суммарной фракции нуклеиновых 
кислот (НК) с помощью набора реагентов «РеалБест 
экстракция 100» (AO «Вектор-Бест», Новосибирск) 
согласно инструкции производителя. Параллельно от 
каждого обследуемого больного образцы НК выделяли 
тем же методом из 250 мкл ЦКР, предварительно обра-
ботанной раствором для гемолиза из набора «РеалБест 
Гемолитик» («Вектор-Бест», Новосибирск). Элюция 
выделяемых образцов НК проводилась в объеме 350 
мкл. Для постановки ПЦР-РВ в реакции использовали 
по 50 мкл выделенного образца НК. Комплекс ное ис-
следование с помощью ПЦР-РВ по выяв лению генети-
ческих маркеров возбудителей ИПК проводили с при-
менением коммерческих тестов «РеалБест ДНК Borrelia 
burgdorferi s. l./РНК ВКЭ», «Реал Бест ДНК Borrelia 
miyamotoi», «РеалБест ДНК Rickettsia species», «Реал-
Бест ДНК Anaplasma phagocytophilum/Ehrlichia muris, 
Ehrlichia chaffeensis», «РеалБест ДНК Babesia species» 
(«Вектор-Бест», Новосибирск). Дополнительное иссле-
дование выделенных проб НК проводили с помощью 
экспериментальной лабораторной версии тест-системы 
«Coxbur-1», разработанной в АО «Вектор-Бест» (г. Но-
восибирск), представляющей набор реагентов для об-
наружения ДНК-мишени Coxiella burnetii (фрагмент 
гена транспозазы IS1111) методом ПЦР с гибридиза-
ционно-флуоресцентной регистрацией данных. В со-
став диагностического набора реагентов «Coxbur-1» 
входят пробирки, содержащие лиофильно высушенные 
ПЦР-смеси, в которых обеспечивалась амплификация и 
детекция участка гена C. burnetii диной 70 п.н. с помо-
щью специфических праймеров Cbur-IS-F5, Cbur-IS-R2 
и зонда Cbur-IS-Z2, конечная концентрация которых в 
реакции составила 0,5 мкМ и 0,25 мкМ соответствен-
но. Последовательности используемых олигонуклеоти-
дов и протокол амплификации ДНК-маркера описаны 
ранее [12]. Все постановки реакции сопровождались 
отрицательными и положительными контролями. До-
полнительную амплификацию c положительных образ-
цов, содержащих ДНК C. burnetii, по фрагментам генов 
IS1111 и гена белка теплового шока B (heat shock protein 
B, htpB) c последующим секвенированием проводили с 
использованием праймеров, представленных в табл. 1. 

Методология дизайна и анализа синтезированных 
праймеров и зондов, применяемых в данной работе, 
опубликованы ранее [21]. Олигонуклеотиды получены 
в лаборатории химического синтеза АО «Вектор-Бест». 
Для амплификации ДНК коксиеллы с целью дальней-
шего секвенирования использовали 45 мкл выделенной 
из образца суммарной НК при концентрации прайме-
ров 0,5 мкМ. Используемая программа амплификации: 
1 стадия: 94°C – 1 мин; 2 стадия, 5 циклов: 94°C – 15 
с, 62°C – 20 с, 72°C – 20 с; 3 стадия 45 циклов: 94°C 
– 15 с, 60°C – 30 с, 72°C – 30 секунд. Постановка ПЦР-
РВ осуществлялась на амплификаторе CFX96 (Bio-Rad, 
США). Для проведения электрофоретического анализа 
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полученных ампликонов применяли 1,5 % агарозный 
гель. Секвенирование продуктов ПЦР, очищенных с по-
мощью колонок GFX (Amersham Biosciences, США), 
проводили по методу Сэнгера на секвенаторе ABIPrism 
3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, США) в 
Центре коллективного пользования «Геномика» СО 
РАН (г. Новосибирск). Сборка последовательностей 
ПЦР-фрагментов выполнена с помощью программы 
MEGA 6.0 [22]. Исследование уровней сходства про-
водили с помощью программного обеспечения BLAST 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). Выравнивание 
последовательностей методом ClustalW и построение 
дендрограмм методом максимального правдоподо-
бия (maximum likelihood, ML) выполняли с исполь-
зованием программного обеспечения MEGA 6.0 [22]. 
Достоверность дендрограмм оценивали с помощью 
бутстреп-анализа с 1000 репликациями. Полученные 
нуклеотидные последовательности фрагментов ДНК  
C. burnetii депонированы в международной базе данных 
NCBI под следующими номерами: гена транспозазы 
IS1111 – MK064571 (Novosibirsk-2018/161), MK064572 
(Novosibirsk-2018/180), MK064573 (Novosibirsk- 
2018/286); гена htpB – MK335931 (Novosibirsk-2018/161),  
MK335932 (Novosibirsk-2018/180), MK335933 
(Novosibirsk-2018/286). 

Для проведения серологических исследований за-
бор крови производили в пробирки S-Monovette Z-Gel 
(SARSTEDT, Германия), которые центрифугировали 10 
минут при 3000 об/мин и далее отделяли полученные об-
разцы сыворотки. Проверку на наличие антител класса М 
к ВКЭ, а также IgM и IgG к возбудителям ИКБ осущест-
вляли с помощью ИФА-тестов производства АО «Вектор-
Бест» (Новосибирск). Наличие специфических антител 
класса G к C. burnetii в образцах сыворотки крови боль-
ных проводили с использованием двух тестов: «Coxiella 
burnetii ELISA IgG» («Vircell», Spain) и «Тест-система 
иммуноферментная для выявления антител класса IgG 
к антигенам коксиелл Бернета» (ИФА-анти-Ку-G) (НИИ 
эпидемиологии и микробиологии им. Пастера, Санкт-
Петербург). Проведенное исследование одобрено эти-
ческим комитетом больницы, и все вовлеченные в него 
пациенты дали письменное согласие. 

Результаты и обсуждение. В мае – июле 2018 г. в 
ГИКБ № 1 г. Новосибирска с подозрением на заболева-
ние ИПК поступило 325 больных в лихорадящем состоя-
нии. Согласно данным эпиданамнеза, развитие лихорад-
ки у заболевших было сопряжено с присасыванием или 
наползанием клеща, либо развилось после посещения 
лесопарковой зоны. Применение комплексного подхода 
с использованием коммерческих ПЦР-тестов по выявле-
нию генетических маркеров целого спектра возбудителей 
ИПК, циркулирующих в Западной Сибири (Новосибир-
ской области), обеспечило выявление в образцах ЛФК 

и ЦКР у обследованных больных РНК ВКЭ, ДНК 
боррелий, возбудителей ИКБ, ДНК Borrelia miya-
motoi, возбудителя клещевой возвратной лихорадки 
(КВЛ), а так же ДНК Rickettsia sibirica, возбудите-
ля сибирского клещевого тифа. Циркуляция пере-
численных возбудителей ИПК в Новосибирской 
области отмечена ранее [23 – 26]. Дополнительно, 
выделенные образцы ДНК параллельно анализиро-
ваны на наличие генетического маркера C. burnetii, 
возбудителя Ку-лихорадки с помощью эксперимен-
тальной лабораторной версии ПЦР-теста в режиме 
реального времени «Coxbur-1». В качестве ДНК-

мишени в этом диагностическом тесте выбран участок 
генома IS1111 коксиеллы длиной 70 п.н., детектируемый 
с помощью комбинации олигонуклеотидов Cbur-IS-F5, 
Cbur-IS-R2 и Cbur-IS-Z2, которая успешно апробирована 
ранее [12]. Фрагмент этого генома выбран на основании 
анализа базы данных NCBI, который свидетельствовал о 
наличии консервативной нуклеотидной последователь-
ности IS1111 в геномах известных на сегодняшний день 
штаммов и изолятов возбудителя Ку-лихорадки и отсут-
ствии таковой в депонированных последовательностях 
других микроорганизмов. Ранее с помощью разработан-
ного экспериментального лабораторного ПЦР-теста бы-
ли получены положительные результаты при анализе кле-
щей, ветеринарных образцов и клинического материала, 
полученного от больных, инфицированных возбудителем 
Ку-лихорадки, у которых наличие ДНК C. burnetii под-
тверждено данными секвенирования [12, 18, 19].

Таким образом, данные, полученные в результате ис-
пользования ПЦР-теста «Coxbur-1», показали наличие у 
9 из 325 (2,8%) обследованных лихорадящих больных в 
Новосибирской области ДНК-маркера C. burnetii в про-
бах суммарных НК, выделенных из клинических образ-
цов. ДНК возбудителя коксиеллёза выявлена как в образ-
цах ЦКР, так и в образцах ЛФК у 4 из 9 положительных: 
№8, 161, 180 и 286 (табл. 2), причем у 3 из них отмечалась 
ощутимая нагрузка ДНК-маркера C. burnetii (Ct от 28 до 34 
цикла в ПЦР-РВ). Полученные результаты ПЦР-анализа 
воспроизведены в повторах. В качестве положительного 
контроля (ПКО) использованы ампликоны, ранее нара-
ботанные по участку гена IS1111 с помощью праймеров, 
представленных в табл. 1, с использованием ДНК C. bur-
netii, выделенной из клещей [18]. Генетический маркер 
возбудителя дополнительно детектирован и в анализи-
рованных образцах сыворотки крови от больных № 161 
и 286. Однако, у пяти пациентов (№ 3, 24, 40, 75 и 102) 
ДНК коксиеллы удалось выявить только в одном из двух 
видов анализируемого клинического материала, либо в об-
разцах ЦКР, либо в образцах ЛФК с высокими значениями 
Ct (Ct=35–37), что свидетельствовало о низкой нагрузке 
возбудителя и затрудняло воспроизведение полученных 
положительных результатов в повторных постановках 
ПЦР-РВ. Тем не менее, кривые разгорания специфическо-
го зонда, подобранного к ДНК-мишени C. burnetii (участка 
гена IS1111), во всех реакциях исследуемых образов были 
однотипны, имели сигмообразный (S-образный) профиль, 
уровень разгорания сопоставим с ПКО (рис. 1).

Присасывание (наползание) клеща отмечено в анам-
незе 7 из 9 пациентов, у которых выявлен маркер воз-
будителя Ку-лихорадки. Шесть человек были заражены 
на территории г. Новосибирска или Новосибирской об-
ласти, двое пострадали от присасывания клеща во время 
отдыха на Алтае, один – во время поездки в г. Бишкек 
(Республика Киргизия). Один из жителей Новосибир-

Т а б л и ц а  1
Олигонуклеотидные праймеры, применяемые для амплификации  

и секвенирования участков генов Coxiella burnetii

Ген Название  
праймеров Структура праймера (5’→3’) 

Длина  
ампликона 

(п.н.) 

IS1111
PKO-Cbur-F4 GTTGGTCCCTCGACAACA

390
PKO-Cbur-R2 ACCGTATGAATCAGCTTAATCA

htpB
P-CB-gro-F3 ATCATAGTCCGACGAGCTA

770 
P-CB-gro-R4 TCAAAGCCGTTATTGCTGGA
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ска контакт с клещом отрицал, но до начала заболева-
ния посещал дачу и был укушен собакой. Контакты с 
домашними и сельскохозяйственными животными, а так 
же употребление в пищу сырого молока у других забо-
левших не фигурировали в анамнезе. 

У всех обследованных заболевание протекало остро, 
с повышением температуры тела до 39-40 0 С. Продолжи-
тельность лихорадки составила от 7 до 10 дней (в услови-
ях лечения антибактериальными препаратами). Клиниче-
ские проявления представлены умеренно выраженными 
интоксикационным синдромом (слабость, утомляемость) 
и головной болью. У некоторых пациентов отмечались 
фарингит, тошнота, рвота, диарея, гепатит либо гепатоме-
галия. При поступлении в ГИКБ №1 шести заболевшим 
был поставлен диагноз «клещевой энцефалит» (лихо-
радочная форма), трем другим – «сибирский клещевой 
тиф», ИКБ и ОРВИ (табл. 2). Однако, так как у пациентов 
в образцах крови детектирована ДНК C. burnetii, и не вы-
явлены ДНК-маркеры к возбудителям других ИПК, цир-
кулирующих в Западной Сибири, а также отсутствовали 
серологические маркеры к ВКЭ (IgM) и к возбудителям 
ИКБ (IgM, IgG), сделано предположение, что лихора-
дочные состояния у этих больных обусловлены именно 
наличием в крови возбудителя Ку-лихорадки. Поэтому с 
целью подтверждения положительных результатов ПЦР-
анализа, которые получены с помощью теста «Coxbur-1», 
были предприняты попытки амплифицировать ДНК C. 
burnetii по участкам генов IS1111 и htpB длиной 390 и 

770 п.н., соответственно, с использованием комбинаций 
праймеров (см.табл. 1). Амплификаты обоих участков ге-
нов соответствующей длины получены с проб ДНК, по-
вторно выделенных из крови трех больных: №161, 180 и 
286 (рис. 2). Попытка амплифицировать ДНК C. burnetii, 
полученную из образцов от 6 других положительных 
больных, оказалась безуспешной, возможно из-за низкой 
нагрузки возбудителя в крови, низкой нагрузки его ДНК в 
полученных пробах, что описано выше. 

Наработанные ампликоны по участкам генов IS1111 
и htpB, ДНК которых выделена из крови трех больных 
(№161, 180, 286), успешно секвенированы и депонирова-
ны в базе данных GenBank NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.
gov/genbank/). Результаты проведенного молекулярно-ге-
нетического анализа свидетельствовали, что полученные 
по IS1111 и htpB нуклеотидные последовательности трех 
изолятов Novosibirsk-2018/161 (MK064571 и MK335931), 
Novosibirsk-2018/180 (MK064572 и MK335932) и Novo-
sibirsk-2018/286 (MK064573 и MK335933) полностью 
аналогичны между собой. Анализ последовательностей с 
использованием программы BLAST (https://blast.ncbi.nlm.
nih.gov/Blast.cgi) показал, что последовательности этих 
трех изолятов 100% идентичны последовательностям двух 
штаммов C.burnetii «CbuK Q154» (CP001020) и «MSU Goat 
Q177» (CP018150), полноразмерные геномы которых пред-
ставлены в базе данных GenBank. Следует отметить, что 
именно для C.burnetii последовательность IS1111 является 
высококонсервативной, и в настоящее время для конкрет-

Рис. 1. Детекция в ПЦР-РВ ДНК-маркера C. burnetii, участка гена IS1111, в образцах суммарной НК, выделенной из ЦКР (а) 
и ЛФК (б) больных №161 и 180 (в двух повторах) со значениями Сt=28-32, для ПКО значения Ct=27.

а

а

б

б

Рис. 2. Электрофореграмма ПЦР-продуктов ДНК C.burnetii, выделенной из образцов крови лихорадящих больных №161, 180 
и 286. а – амплификация по участку гена IS1111 длиной 390 п.н. (в двух повторах); б – гена htpB длиной 770 п.н. 
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ного используемого нами локуса в базе данных GenBank 
отсутствуют аналогичные последовательности, получен-
ные для Coxiella-подобных эндосимбионтов, выявленные 
в клещах. Согласно опубликованным данным, ген транспо-
зазы IS1111 является многокопийным геном, и его исполь-
зование в качестве мишени в ПЦР позволяет повысить 
чувствительность анализа, что является причиной частого 
использования последовательностей его ДНК в качестве 
мишеней в диагносике возбудителя Ку-лихорадки [27]. 
Поэтому, для детекции C. burnetii в клинических образцах 
использован разработанный нами ПЦР-тест в режиме ре-
ального времени с праймерами, направленными к данно-
му локусу. Тем не менее, хотя и считается, что последова-
тельность IS1111 присутствует только в геномах C.burnetii, 
для Coxiella-подобных эндосимбионтов описаны IS1111-
подобные мобильные элементы, демонстрирующие 90% 
уровень сходства нуклеотидных последовательностей с 
последовательностями IS1111 C. burnetii [28], для которых 
может существовать широкий спектр вариантов, разли-
чающихся по последовательностям и длинам [29]. Таким 
образом, вследствие малой изученности данного вопро-
са и отсутствия соответствующих последовательностей в 
базе данных GenBank гипотетически допускали возмож-
ность, что последовательность IS1111 для C.burnetii могла 
и не быть высокоспецифичной. Поэтому, для исключения 
ложноположительных результатов наряду с секвенирова-
нием полученных фрагментов IS1111, для подтверждения 
выявления участка ДНК C. burnetii использовали комбина-
цию праймеров P-CB-gro-F3 и P-CB-gro-R4 (см.табл.1) для 
выявлении другого локуса, соответствующего гену htpB. 
Дополнительно амплифицированные с образцов ДНК воз-
будителя, выделенные из трех изолятов (№161, 180, 286), 
фрагменты гена htpB длиной 770 п.н. были так же успешно 

секвенированы (MK335931, MK335932, MK335933). По-
строенная дендрограмма по фрагменту гена htpB (рис. 3) 
наглядно свидетельствует о том, что полученные последо-
вательности изолятов C. burnetii аналогичны последова-
тельностям штаммов CbO1 (EU888864), CbC1 (EU888862) 
и Xinqiao (AY251297), две из которых описаны при полу-
чении рекомбинантного белка теплового шока B, исполь-
зуемого в качестве антигена для иммунодиагностики Ку-
лихорадки [30]. При этом у секвенированных фрагментов 
отмечаются серьезные отличия от последовательностей 
htpB Coxiella-like бактерий, выделенных из таких клещей 
как, I. ricinus, D. silvarum, D. marginatus и других иксодид 
неустановленного вида. Таким образом, по результатам, 
полученным на основании последовательностей двух ло-
кусов IS1111 и htpB, можно судить о том, что последова-
тельности ДНК, выявленные из трех изолятов, действи-
тельно соответствует возбудителю C.burnetii. 

Для дополнительной оценки правильности результа-
тов, полученных в ПЦР-РВ с помощью разработанного 
экспериментального диагностического теста «Coxbur-1» 
использовали серологический метод для подтверждения 
возможного инфицирования больных возбудителем Ку-
лихорадки. У всех пациентов, у которых в ПЦР-РВ вы-
явлен ДНК-маркер C. burnetii, дополнительно проведен 
анализ образцов сыворотки крови с помощью иммуно-
ферментных наборов реагентов испанского и россий-
ского производства, предназначенных для определения 
антител класса G к антигенам II фазы («Coxiella burnetii 
ELISA IgG» «Vircell») или к I и II фазам («ИФА-анти-Ку 
комплект №1» (НИИ эпидемиологии и микробиологии  
им. Пастера, Санкт-Петербург). Взятие первой партии 
крови для проведения ИФА у обследованных больных 
произведено в первые дни острой фазы заболевания (на-

Т а б л и ц а  2
Данные эпиданамнеза, предварительный диагноз, результаты молекулярно-генетического анализа и ИФА клинических образцов, 

полученных от больных, госпитализированных с подозрением на ИПК

№  
боль-
ного

Эпиданамнез Регион
заражения

Первичный
диагноз

ПЦР-РВ,  
выявление ДНК 

C.burnetii (значения Ct) 
в образцах: 

 Результаты  
секвенирования 
ДНК C.burnetii  

по участкам генов:

Выявление специфических антител 
класса G к C.burnetii (значения  

образцов в единицах ОП)

ЦКР ЛФР  IS1111 groEL «Coxiella 
burnetii ELISA 
IgG» «Vircell»

«ИФА-анти-Ку 
комплект №1» 

НИИ им. Пастера
3 Наползание 

клеща
Новосибирская

обл.
КР 35, отриц отриц., 

отриц.
отриц. отриц. отриц. отриц.

8 Присасывание
клеща

г. Бишкек,
Киргизия

КЭ 36,  
отриц.

35,  
отриц.

отриц. отриц. отриц. отриц.

24 Присасывание
клеща

Республика 
Алтай

КЭ отриц., 
отриц.

37,
отриц.

отриц. отриц. отриц. отриц.

40 Присасывание
клеща

Республика 
Алтай

ИКБ 38, 
отриц.

отриц., 
отриц.

отриц. отриц. отриц. отриц.

75 Присасывание
клеща

Новосибирск КЭ отриц., 
отриц.

38,
отриц.

отриц. отриц. отриц. отриц.

102 Присасывание
клеща

Новосибирск КЭ 37, 
отриц.

отриц., 
отриц.

отриц. отриц. полож.
(1,6 ое)

полож.
(1,6 ое)

161 Дача, укус со-
баки

Новосибирская 
обл.

КЭ 31,
31

29, 
29

полож полож полож. (1,7 
ое)

полож.
(3,8 ое)

180 Наползание 
клеща

Новосибирская
обл.

КЭ 30, 
32

28, 
30

полож полож полож.
(1,5 ое)

полож.  
(3,6 ое)

 286 Дача, лес Новосибирская 
обл.

ОРВИ, 
КЭ

34, 
34

30, 
30

полож полож. полож.
(1,4 ое)

полож.
(3,5 ое)

П р и м е ч а н и е .  КР – клещевой риккетсиоз (сибирский клещевой тиф); КЭ – клещевой энцефалит; ИКБ – иксодовый клещевой борре-
лиоз; ОРВИ – острая респираторная вирусная инфекция; ОП – оптическая плотность, указанная для положительных образцов. * – интерпре-
тация результата исследования (отриц/полож) проведена в соответствии с инструкциями по применению наборов реагентов.
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чало клинических проявлений), повторный – через 4-6 
месяцев, в период реконвалесценции. Ни у одного из 9 
больных в первичных образцах сыворотки специфиче-
ские антитела (АТ) не были выявлены с помощью обоих 
тестов. Во второй партии сывороток у четырех из девяти 
больных (№102, 161, 180 и 286) обоими диагностикумами 
выявлены АТ к C. burnetii (табл. 2). Результаты ОП (опти-
ческой плотности) в ИФА варьировали от 1,4 до 1,73 о.е., 
при тестировании набором производства «Vircell» (Испа-
ния), и с ОП в диапазоне 1,6–3,8 о.е. – набором производ-
ства НИИ ЭиМ им. Пастера (Россия), при максимальном 
допустимом значении ОП 4,0 о.е для последнего. 

Согласно нормативной документации, подтвердить 
диагноз Ку-лихорадки можно любым из существующих 
методов: серологическим, молекулярно-генетическим, 
микробиологическим (СП 3.1.7.2811-10 Профилактика 
коксиеллеза (лихорадка Ку), 2010 года № 181). Из се-
рологических методов выбрали ИФА, как наиболее до-
ступный и самый чувствительный. Сероконверсия при 
коксиеллезе наступает на 7-15 день после появления 
клинических симптомов, и АТ могут сохраняться в кро-
ви от нескольких месяцев до нескольких лет, что под-
тверждено рядом исследований [14, 27]. Особенно это 
показательно для специфических IgG. В полученных 
нами данных у четырех пациентов с положительным ре-
зультатом ПЦР-РВ выявлены АТ к коксиелле в периоде 
реконвалесценции при параллельном исследовании дву-
мя наборами разных производителей. Данный факт яв-
ляется прямым доказательством того, что четыре выше-
указанных пациента перенесли Ку-лихорадку. При этом 
у всех четырех серопозитивных больных с помощью 
ПЦР-анализа показано наличие в крови генетического 
маркера C. burnetii, у троих из которых наличие ДНК 
возбудителя дополнительно подтверждено с помощью 
секвенирования по двум участкам генов (см. табл. 2). 

Заключение. Использование комплексного подхода 
с применением ПЦР-РВ и ИФА в анализе клинических 

образцов, полученных от лихорадящих больных, посту-
пивших в инфекционную больницу г. Новосибирска с 
подозрением на инфекцию, передаваемую клещами, обе-
спечило выявление генетических и серологических мар-
керов C. burnetii. Данные факты свидетельствуют о том, 
что часть коксиеллёзных больных проходит «под маской» 
других ИПК, что, в свою очередь не позволяет назначить 
адекватное лечение. В связи с этим, больные с лихорад-
кой неустановленного генеза должны быть обязательно 
обследованы на заболевание коксиеллезом. В результате 
проведенного исследования данные, впервые получен-
ные с использованием результатов ИФА и ПЦР-анализа, 
обеспечили выявление на территории Новосибирской об-
ласти лиц с заболеванием лихорадкой Ку, возникшим в 
результате контакта с клещами. Это дает основание пред-
положить, что на территории Западной Сибири помимо 
антропургических существуют и природные очаги кок-
сиеллеза. Для подтверждения этого предположения тре-
буется проведение дополнительных широкомасштабных 
исследований. 

Финансирование. Исследование не имело спонсор-
ской поддержки. 

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсут-
ствии конфликта интересов.
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Клещевой энцефалит – трансмиссивная вирусная инфекция, широко распространенная в умеренном поясе Евразии. 
Для выявления инфицированности переносчиков вирусом КЭ используют ИФА и ПЦР, результаты которых часто 
не совпадают. Цель работы – сравнительный анализ зараженности ВКЭ природных популяций иксодовых клещей 
при комплексных исследованиях с помощью ИФА, ПЦР и метода изоляции вируса на модели лабораторных мышей.  
В период 2013-2019 гг. в природных очагах клещевого энцефалита Прибайкалья собрано 18608 экз. иксодовых клещей. 
Суспензии клещей исследовали индивидуально с помощью ИФА (n=17610) и ПЦР (n=2999), а положительными по ре-
зультатам этих тестов пробами заражали мышей 2-3-суточного возраста. Доля клещей с антигеном ВКЭ в среднем 
составила 1,2 %. Все клещи, показавшие в ИФА положительный результат, были исследованы в ПЦР (группа 1).  
Часть проб с отрицательными результатами в ИФА также исследовали с помощью ПЦР (группа 2). В группе 1 ге-
нетический материал в ПЦР выявлен в 68,9±3,13 % суспензий, средний показатель Ct составил 24,6±0,38. Во второй 
группе положительные результаты в ПЦР составили 2,7±0,31 %. Средний показатель Ct = 31,0±0,70. Разница средних 
величин Ct между группами 1 и 2 статистически достоверна (р< 0,001; df = 118). В пробах группы 1 процент изоляции 
штаммов ВКЭ был значительно выше (21,7±2,77 %), чем в группе 2 (8,2±5,26 %; р < 0,05; df = 50).  При исследовании 
больших выборок клещей рационально использовать ИФА. Для получения более полного представления о доле в при-
родных очагах КЭ переносчиков, представляющих эпидемическую опасность, предлагается суммировать результаты 
двух экспресс-методов. Изоляцию вируса целесообразно проводить из суспензий, одновременно показавших положи-
тельный результат как в ИФА, так и в ПЦР.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  вирус клещевого энцефалита (ВКЭ); иксодовые клещи; вирусофорность; иммуноферментный 
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Tick-borne encephalitis (TBE) is transmissible viral disease widely common in temperate zone of Eurasia. ELISA and PCR 
are used for express identification of the vector’s infection, but the results of the two methods often do not agree. Aim of the 
work is comparative analysis for TBE virus of Ixodid ticks from nature using complex of methods, including ELISA, PCR, 
and isolation of the virus in laboratory mice. 18608 Ixodid ticks were collected during 2013-2019 in TBE natural foci of 
the Baikal Region. The ticks suspensions were examined individually, using ELISA (n=17610) and PCR (n=2999). Suck-
ling mice were inoculated with the suspensions positive in the both tests.  The TBEV antigen was found in 1.2 % of ticks in 
average. All ticks positive in ELISA were examined in PCR (Group 1). Randomly selected part of negative-ELISA samples 
were examined in PCR too (Group 2). The PCR results were positive in 68.9±3.13 % of the Group 1, with average Ct index 
24.6±0.38. Positive results of PCR in Group 2 accounted for just 2.7±0.31 % with average Ct index 31.0±0.70. The average 
Ct margin of the Groups 1 and 2 is statistically significant (р < 0.001; df = 118). Isolation of strains was significantly more 
successful in Group 1 (21.7±2.77 %), than in Group 2 (8.2±5.26 %; р < 0.05; df = 50). ELISA is more useful for examining 
large amounts of ticks. To get a more complex picture about epidemically dangerous part of the vectors in TBE natural foci, 
the results of the two express-methods is better to sum. The isolation of the virus is useful to carry out of the samples positive 
in ELISA and PCR concurrently.
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Введение. Клещевой энцефалит (КЭ) широко рас-
пространен на территории умеренного пояса Евразий-
ского континента. Для понимания эпидемиологии этой 
инфекции и стратегии иммунопрофилактики необходи-
мы знания об участии иксодовых клещей в обеспечении 
циркуляции вирусных популяций в природных очагах 
КЭ. Важными факторами, определяющими напряжен-
ность очагов КЭ, являются не только численность пере-
носчиков вируса, но и доля зараженных особей или, как 
определяют Ю.С. Коротков и соавт. [1], численность 
векторной популяции переносчика. В настоящее время 
для исследования природного и клинического материа-
ла используют несколько способов детекции вируса КЭ 
(ВКЭ) (биологические, серологические, молекулярно-
генетические), которые имеют свои достоинства и не-
достатки [2]. Выбор способов зависит от задач иссле-
дований, от финансовых и технических возможностей 
каждой лаборатории, имеющей определенный уровень 
биобезопасности. В специализированных лабораториях, 
где применяются одновременно разные диагностиче-
ские подходы, было замечено: результаты применяемых 
методов исследований часто не совпадают. Это обсто-
ятельство неоднократно привлекало внимание иссле-
дователей, которые, как правило, стремились показать 
преимущество и эффективность предлагаемого метода 
[3, 4]. Но даже в случае применения одного и того же 
метода исследования возможны несовпадения получен-
ных результатов. Такое может происходить при исполь-
зовании тест-систем разных производителей [2, 5], при 
нарушении протокола проведения анализа [6], неодно-
значности трактовки результатов [7] и некоторых техни-
ческих ошибок при постановке реакции [8]. На основе 
экспериментальных исследований Г.Н. Леоновой [9] 
были показаны особенности верификации ВКЭ. Пред-
ложенные автором рекомендации предстояло использо-
вать для изучения вирусофорности иксодовых клещей, 
обитающих в природных очагах инфекции.

Цель настоящей работы – провести сравнительный 
анализ зараженности вирусом КЭ иксодовых клещей из 
природных популяций Прибайкалья при комплексных 
исследованиях, используя иммуноферментный анализ 
(ИФА), полимеразную цепную реакцию (ПЦР) и метод 
изоляции вируса на модели лабораторных мышей.

Материал и методы. В весенне-летние периоды 
2013 – 2019 гг. были проведены сборы иксодовых кле-
щей (97,7 % из которых – имаго Ixodes persulcatus Schul-
ze, 1930) на флаг в природных очагах КЭ Прибайкалья 
(Иркутская область и Республика Бурятия). За этот пери-
од собрано 18608 экз. иксодовых клещей, которые были 
исследованы индивидуально. Для подготовки суспензии 
использовали физиологический раствор (0,5 мл на од-
ного клеща) с антибиотиками (пенициллин 500 ед/мл).  
Всех собранных клещей первоначально исследовали 

с помощью ИФА (Тест-система иммуноферментная 
для выявления антигена вируса клещевого энцефали-
та («Микроген», Томск-Москва)) в соответствии с ин-
струкцией производителя. Учет результатов проводили 
с помощью иммуноферментного анализатора IMARK 
BioRAD при длине волны 450 нм. Пробу считали поло-
жительной, если отношение величины ее экстинкции к 
величине экстинкции нормального контроля (P/N) было 
2,1 и более.

Кроме скрининга с помощью ИФА, проводили вы-
борочное исследование клещей в ОТ-ПЦР-РВ (ме-
тод случайных выборок; n=2999), используя набор 
реагентов «АмплиСенс® TBEV, B. burgdorferis.l.,  
A. phagocytophilum, E. chaffeensis / E. muris-FL» ФБУН 
ЦНИИ эпидемиологии Роспотребнадзора (Москва). 
РНК вируса выделяли с помощью набора «Ампли-
Прайм® РИБО-преп» ООО «НекстБио» (Москва). Об-
ратную транскрипцию проводили при помощи набора 
реагентов «РЕВЕРТА-L-100» (ФБУН ЦНИИ эпидемио-
логии Роспотребнадзора, Москва). Результаты учитыва-
ли на термоциклере C1000TM Bio-Rad CFX96TM (США) 
по значению величины порогового цикла Ct (граничное 
значение равно 38).

В последующем суспензиями клещей, положитель-
ными по результатам ИФА и ПЦР, заражали внутримоз-
говым способом лабораторных мышей 2-3-суточного 
возраста по общепринятой методике. За животными 
наблюдали 21 день. У заболевших мышей забирали го-
ловной мозг, руководствуясь «Правилами лабораторной 
практики в Российской Федерации» (утверждены При-
казом Минздравсоцразвития Российской Федерации  
№ 708н от 23.08.2010). При отсутствии клинических 
признаков заболевания, на 7-е сутки после заражения 
проводили «слепой» пассаж.

Материалы по заболеваемости КЭ жителей г. Иркут-
ска взяты из авторской Базы данных1.

Статистическая обработка данных проводилась 
стандартными методами (оценка среднего, стандарт-
ное отклонение, критерий Стьюдента, корреляционный 
анализ) с помощью программного продукта Microsoft 
Excel-2007.

Результаты. С помощью разных методов детекции 
ВКЭ в иксодовых клещах природных очагов Прибайка-
лья получены данные многолетних показателей вирусо-
форности переносчика. Результаты исследования клещей 
экспресс-методами представлены в табл. 1. С помощью 
ИФА исследовано 17 610 суспензий клещей, антиген 
ВКЭ обнаружен в 219 пробах, что составило 1,2±0,08 %. 
Все клещи, показавшие в ИФА положительный результат, 

1Свидетельство о государственной регистрации базы данных  
№ 2013620219 от 31.01.13 г.
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были исследованы с помощью ПЦР (группа 1). Кроме 
того, часть суспензий с отрицательными результатами в 
ИФА исследовали с помощью ПЦР (группа 2).

Из 219 исследованных проб группы 1 положительные 
результаты ПЦР в разные годы выявляли от 40,5 до 100 
%, средний показатель был равен 68,9±3,13 %. Значения 
Ct этих проб колебались от 19 до 30, средний показатель 
составил 24,6±0,38. Корреляция показателей зараженно-
сти клещей в ИФА и ПЦР не выявлена (rs = − 0,028).

Во второй группе исследовано 2780 проб клещей, в 
75 случаях получены положительные результаты  в ПЦР, 
что составило 2,7±0,31 %. Значения Ct колебались от 21 
до 36, средний показатель достигал 31,0±0,70, что сви-
детельствует о низкой концентрации РНК ВКЭ в этих 
пробах. Разница средних величин Ct между группами 1 
и 2 статистически достоверна (р < 0,001; df = 118).

Если результаты ПЦР обследованных клещей группы 1 
явились фактом подтверждения их инфицированности, об-
наруженной с помощью ИФА, то результаты ПЦР группы 
2 свидетельствовали о том, что в исследованных пробах 
происходил не полный учет инфицированности их ВКЭ. 
В этой связи все случаи детекции генетического материала 
ВКЭ в клещах 2-й группы мы добавили к числу положи-
тельных результатов, выявленных в ИФА, и в итоге полу-
чили более полную картину вирусофорности переносчика.

В табл. 2 показаны уточненные данные по вирусофор-
ности иксодовых клещей, а также по заболеваемости КЭ 

жителей г. Иркутска, заражавшихся на обследованных 
территориях Прибайкалья в течение изучаемого периода.

Примечательно, что показатели заболеваемости не 
коррелировали с показателями зараженности клещей 
как по результатам ИФА (rs = −0,046), так и поданным 
суммарной вирусофорности (rs = −0,036), указывая на 
то, что даже уточненной информации о доле заражен-
ных клещей недостаточно для выявления взаимосвязи 
сложных механизмов, влияющих непосредственно на 
заболеваемость КЭ.

Инфекционность вируса в этих пробах показана на 
модели мышей 2-3-суточного возраста. Так, в пробах 
группы 1 процент изоляции штаммов ВКЭ был значи-
тельно выше (21,7±2,77 %), чем в группе 2 (8,2±5,26 %; 
Р < 0,05; df = 50).

Обсуждение. В настоящее время практически в 
каждом регионе Российской Федерации, эндемичном 
по КЭ, проводятся исследования иксодовых клещей на 
выявление маркеров ВКЭ с помощью ИФА и ПЦР. На 
основании нашего анализа корреляция результатов экс-
пресс-методов как между собой (rs = 0,006), так и с по-
казателями заболеваемости отсутствует.

Следует отметить, что результаты исследования пере-
носчиков даже одним и тем же методом на разных тер-
риториях трудно сопоставлять. Особенно это касается 
использования альтернативных методов (ИФА и ПЦР), 
результаты которых расходятся у некоторых авторов до 

Т а б л и ц а  1
Результаты выявления маркеров вируса клещевого энцефалита в иксодовых клещах из природных очагов Прибайкалья

Годы Результаты ИФА Результаты ПЦР

Группа 1 (ИФА+) Группа 2 (ИФА-)

n / из них положительные %±m n / из них положительные %±m n / из них положительные %±m

2013 2160/31 1,4±0,26 31/31 100,0±2,94 253/9 3,6±1,16

2014 2216/22 1,3±0,26 22/22 100,0±4,00 479/9 1,9±0,62

2015 2336/43 1,8±0,28 43/31 72,1±6,84 325/10 3,1±0,96

2016 2774/19 0,7±0,16 19/16 84,2±8,37 298/5 1,7±0,74

2017 2551/48 1,9±0,27 48/21 43,8±7,16 427/16 3,7±0,92

2018 2495/42 1,7±0,26 42/17 40,5±7,57 430/5 1,2±0,52

2019 3078/14 0,5±0,12 14/13 92,9±6,88 568/21 3,7±0,79

Всего 17610/219 1,2±0,08 219/151 68,9±3,13 2780/75 2,7±0,31

Т а б л и ц а  2
Суммарные показатели зараженности вирусом КЭ иксодовых клещей, собранных с растительности в природных очагах,  

и заболеваемость КЭ в Прибайкалье

Годы Исследовано клещей  
в ИФА и ПЦР

Суммарное количество проб, по-
ложительных в ИФА+ и ПЦР+

Вирусофорность иксодовых 
клещей (%±m)

Заболеваемость КЭ  
(на 100 тыс. населения)

2013 2160 40 1,9±0,29 6,2

2014 2216 33 1,5±0,26 4,2

2015 2336 53 2,3±0,31 6,2

2016 2774 24 0,9±0,18 5,7

2017 2551 64 2,5±0,31 3,3

2018 2925 47 1,6±0,23 4

2019 3646 35 1,0±0,16 4

Всего 18608 296 1,6±0,09 4,8
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40 % [10]. По нашему мнению, основанному на результа-
тах многолетней работы по мониторированию ситуации 
в природных очагах и проведению скрининга заражен-
ности иксодовых клещей из объектов окружающей сре-
ды, методом выбора в первую очередь служит ИФА. Его 
безусловными преимуществами являются значительно 
меньшая трудозатратность и стоимость по сравнению с 
ПЦР, а также высокая пропускная способность. Несмо-
тря на меньшую чувствительность ИФА по сравнению с 
ПЦР [4, 9], этот метод, по нашему мнению, достаточно 
специфичен для индикации вируса в переносчиках. Из-
вестно, что возникновение случаев заболевания у людей 
может происходить после присасывания клещей, содер-
жащих высокую дозу вируса (более 3 lg КИД50) [11, 12]. 
В экспериментальных работах со штаммами ВКЭ разной 
патогенности показано, что положительные результаты в 
ИФА и ПЦР можно выявлять при титре вируса не менее 
чем 1-1,5 log TCID50, т.е. этот уровень вируса в пробах 
определен, как эпидемически значимый [9].

Еще одним аргументом в пользу применения ИФА 
для выявления инфицированных клещей является воз-
можность обнаружения с его помощью других вирусов 
комплекса КЭ [6, 13]. С одной стороны, это может свиде-
тельствовать о невысоком уровне специфичности ИФА, 
но с другой стороны расширяется спектр выявляемых 
антигенно-близких возбудителей, которые циркулируют 
в природных очагах одновременно с ВКЭ (Омская ге-
моррагическая лихорадка в Западной Сибири или вирус 
Повассан в Приморском крае).

Следует уточнить, что детекция генетического ма-
териала возбудителя в ПЦР не гарантирует выявление 
инфекционного вируса ни в природных образцах, ни 
в пробах от людей [2, 15]. Об этом свидетельствуют и 
результаты, полученные в настоящей работе: в группе 1 
(ИФА+) генетический материал ВКЭ выявлен у 68,9 % 
клещей, а инфекционными для мышей оказались 21,7 % 
от этих проб; во второй группе (ИФА-) эти показатели 
были значительно ниже (2,7 и 8,2 % соответственно).

До сих пор изоляция возбудителя на биологической 
модели считается «золотым стандартом», подтверж-
дающим присутствие жизнеспособного вируса в ис-
следуемой пробе [2]. В работах, касающихся детекции 
ВКЭ, показан разный уровень соответствия результа-
тов экспресс-методов и биопробы: ИФА vs биопроба 
– 67,6 % (исследование пулов клещей), МГНК vs био-
проба – 66,4 % [3]; 35,0-80,6% апатогенных образцов 
оказалось среди вирусофорных клещей по данным 
комплекса методов (ИФА и ПЦР) [14]. В той же работе 
отмечены отрицательные результаты ОТ-ПЦР и ИФА 
для клещевых суспензий, вызывающих заболевание 
КЭ у мышей. А.М. Титенко и соавт. [16] из суспензий 
клещей, положительных в ИФА, ВКЭ выделяли в 41,2 
% случаев, а отрицательных – в 6,8 %.

Следует отметить, что как в нашем исследовании, 
так и в работах других авторов показатели вирусофор-
ности переносчиков ВКЭ в природных очагах не кор-
релировали с уровнем заболеваемости населения на со-
ответствующих территориях [17, 18]. По мнению Э.И. 
Коренберга и соавт. [19] процент зараженности клещей 
возбудителем плохо отражает эпизоотическое состояние 
очага, поскольку этот показатель не позволяет судить о 
количестве возбудителя в инфицированных особях. В 
настоящем исследовании клещей группы 2 в ПЦР высо-
кий показатель средней величины порогового цикла (Ct 
= 31) также свидетельствовал о небольшом количестве 

вирусной РНК в исследуемых образцах, что объясняло 
редкие случаи изоляции ВКЭ в этой группе проб.

Таким образом, анализ многолетних исследований 
по индикации ВКЭ в клещах из природных очагов с 
помощью двух экспресс-методов ИФА и ПЦР и по изо-
ляции вируса на биологической модели, позволили сде-
лать следующие выводы:

1. С целью проведения мониторинга вирусофорно-
сти иксодовых клещей для анализа больших выборок 
членистоногих из природных очагов рационально ис-
пользовать ИФА, который позволит получить предвари-
тельное представление о доле эпидемически значимых 
переносчиков ВКЭ.

2. Для оценки полной картины вирусофорности ик-
содовых клещей следует одновременно проводить ис-
следования в ИФА и в ПЦР, суммируя результаты в об-
щий показатель зараженности клещей ВКЭ.

3. Для эффективной изоляции штаммов вируса КЭ из 
суспензий исследуемых клещей биопробу следует про-
водить в случаях одновременного выявления АГ в ИФА 
и генетического материала в ПЦР.
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Для отечественного здравоохранения Elizabethkingia meningoseptica остается относительно новым и малоизученным 
патогеном, в то время как во многих странах Европы, Азии и других континентов он рассматривается как потенци-
альный возбудитель ИСМП, в особенности у недоношенных новорожденных и иммунокомпрометированных больных. 
Анализ литературы, полученные нами результаты свидетельствуют, что E. meningoseptica следует рассматривать 
как потенциальный патоген, для которого характерен уникальный профиль восприимчивости к антимикробным пре-
паратам (АМП). Приводятся результаты изучения чувствительности к АМП и дезинфектантам трёх изолятов E. 
meningoseptica, выделенных в ходе расследования вспышки заболеваемости в одном из перинатальных центров РФ, где 
в период с января по февраль 2016 г. зарегистрировано три случая сепсиса с летальным исходом у недоношенных ново-
рожденных, вызванного сочетанной инфекцией Acinetobacter baumannii и E. meningoseptica.
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For the local health service, Elizabethkingia meningoseptica remains a relatively new and little-known pathogen, whereas in many 
countries of Europe, Asia and other continents it is considered as a potential causative agent of nosocomial infections, especially 
in premature infants and immunocompromised patients. An analysis of the literature data, as well as our results indicate that 
E. meningoseptica should be considered as a potential pathogen, which is characterized by a unique profile of susceptibility to 
antimicrobial agents (AMP) and disinfectants. This article presents the results of a study of susceptibility to AMP and disinfectants 
of three isolates of E. meningoseptica, isolated during an investigation of an outbreak in one of the perinatal centers of the Russian 
Federation, where three cases of sepsis with a fatal outcome in premature infants caused by co-infection with Acinetobacter 
baumannii and E. meningoseptica were recorded between January and February 2016.
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Впервые данный микроорганизм описан Элизабет О. 
Кинг, изучавшей причину менингита у новорожденных 
в 1959 г., и назван [Flavobacterium] meningosepticum. В 

1994 г. произведена реклассификация, и его отнесли к 
семейству Flavobacteriaceae, роду Chryseobacterium, 
виду Chryseobacterium meningosepticum. В 2005 г. на ос-
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новании проведённого анализа 16S рРНК в семействе 
Flavobacteriaceae выделили новый род Elizabethkingia, 
к которому принадлежат: E. meningoseptica, E. miricola,  
E. anopheles, E. endophityca [1].

Морфологически E. meningoseptica – тонкие, слег-
ка изогнутые одиночные палочки с закруглёнными 
концами, грамотрицательные, неподвижные. Спор не 
образуют, облигатные аэробы [1]. В окружающей сре-
де встречается повсеместно, в почве и воде. Вспышки 
ИСМП потенциально могут возникать при использо-
вании загрязнённой возбудителем воды, медицинских 
устройств, недостаточно простерилизованного инстру-
ментария [2–4].

E. meningoseptica растёт на простых питательных 
средах, не требует дополнительных факторов роста [5]. 
Культуральной особенностью E. meningoseptica являет-
ся медленный и слабый рост или его полное отсутствие 
на агаре МакКонки. Оптимально культивирование в 
аэробных условиях при температуре 22–37 °C [6]. Пред-
ставители рода Elizabethkingia являются галотолерант-
ными, что наблюдается у большинства видов семейства 
Chryseobacterium [7].

E. meningoseptica относится к группе неферментиру-
ющих грамотрицательных бактерий (НГОБ), биохими-
ческие свойства вариабельны, что делает идентифика-
цию на основании биохимических реакций недостовер-
ной [8].

Элизабеткингии – типичные условно-патогенные 
микроорганизмы, вызывающие инфекционный процесс 
только у иммунокомпрометированных лиц, в частности, 
у недоношенных новорожденных и пациентов с онколо-
гическими заболеваниями [9]. У новорожденных менин-
гит является наиболее распрострёненной клинической 
формой заболевания, вызываемого данным патогеном. 
Бактериемия и пневмония – другие частые проявления 
этой инфекции среди пациентов групп риска [10].

Штаммы E. meningoseptica природно устойчивы к 
полимиксинам, аминогликозидам (гентамицину, стреп-
томицину), хлорамфениколу, большинству β-лактамных 
антибиотиков, включая пенициллин и ампициллин [11].

Штаммы E. meningoseptica продуцируют по мень-
шей мере три типа β-лактамаз: две карбапенем гидро-
лизующие металло-β-лактамазы класса B (MBL) [12], 
ассоциированные с резистентностью к азтреонаму и 
карбапенемам, являющимися важными лекарствен-
ными средствами для лечения инфекций, вызванных 
грамотрицательными бактериями с множественной ле-
карственной устойчивостью [13], и неиндуцируемую 
β-лактамазу с расширенным спектром класса A (ESBL), 
которая исключает использование для лечения цефало-
споринов с расширенным спектром действия – цефотак-
сима, цефтазидима, цефепима [14–16].

E. meningoseptica является микроорганизмом, име-
ющим два хромосомно кодируемых гена MBL. ПЦР в 
режиме «реального времени» и биохимический анализ 
демонстрируют, что три гена bla активно экспрессиру-
ются in vivo в виде функциональных β-лактамаз. Наи-
более часто выявляются различные аллели blaB и blaGOB, 
отвечающие за синтез металло-β-лактамаз класса B [16].

Идентифицированы так называемые blaCME (C. 
meningosepticum ESBL), кодирующие CME серин-β-
лактамазы (SBL) класса D, связанные с устойчивостью 
к цефалоспоринам [17, 18].

С помощью ПЦР выявлены детерминанты устойчи-
вости к триметоприм/сульфаметоксазолу; шесть изоля-

тов обладали геном sulI, четыре – геном sulII, ген dfrA12 
обнаружен только в одном из них [19].

В связи с широким спектром природной множе-
ственной антибактериальной устойчивости трудно 
определить наиболее эффективные АМП для лечения 
заболеваний, ассоциированных с E. meningoseptica. Ра-
нее рекомендовали ванкомицин, особенно в случаях ме-
нингита у новорожденных детей, впоследствии его эф-
фективность поставлена под сомнение многими иссле-
дователями ввиду высоких минимальных подавляющих 
концентраций (МПК) препарата для данного патогена 
[20–22]. Появились сообщения об эффективности соче-
танного применения ванкомицина и рифампицина при 
лечении E. meningoseptica инфекции у детей [23].

Отмечены несоответствия в паттернах чувствитель-
ности E. meningoseptica к АМП при постановке тестов 
диско-диффузионным методом и методом серийных раз-
ведений в бульоне, поэтому определение чувствитель-
ности диско-диффузионным методом не рекомендуется 
[24, 25].

Цель исследования – изучение профиля чувстви-
тельности к АМП и дезинфектантам и детекция ге-
нов антибиотикорезистентности у трёх изолятов E. 
meningoseptica, выделенных от трёх погибших недоно-
шенных новорожденных детей на территории РФ в пе-
риод с января по февраль 2016 г.

Материал и методы. Биоэтические требования. 
Исследование не содержит персональных данных паци-
ентов – фамилии, даты рождения, адреса проживания, 
номера истории болезни и др. В соответствии с требова-
ниями Биоэтического комитета Российской Федерации, 
каждым пациентом при поступлении в клинику заклю-
чен договор с лечебным учреждением, содержащий со-
гласие на проведение лечения и лабораторного обследо-
вания.

Клинические изоляты, выделение и идентификация. 
Из одного перинатального центра РФ в период с января 
по февраль 2016 г. поступили образцы клинического и 
секционного материала от трёх умерших недоношенных 
детей с предварительным диагнозом сепсис. Образцы 
материала высевали на различные питательные среды 
производства ФБУН ГНЦ ПМБ. Средой накопления яв-
лялся тиогликолевый бульон. Посевы инкубировали в 
аэробных условиях при температуре 370С. Выделенные 
культуры микроскопировали и идентифицировали с по-
мощью автоматической системы MALDI-ToF – Biotyper 
(Bruker, США).

Определение чувствительности к АМП. Опреде-
ление чувствительности к АМП у E. meningoseptica, 
с учётом природной полирезистентности проводи-
ли двумя методами: с помощью коммерческих на-
боров SENSILAtest NEFERM, SENSILAtest G-I, 
SENSILAtest G-II, SENSILAtest G+, SENSILAtest Staphy 
(ErbaLachema, Чехия) и методом серийных разведения 
АМП в бульоне с использованием следующих АМП: 
имипенем, меропенем, гентамицин, офлоксацин, левоф-
локсацин, моксифлоксацин, хлорамфеникол, тримето-
прим, триметоприм/сульфаметоксазол, рифампицин, 
новобиоцин, линезолид (все препараты, кроме тримето-
прим/сульфаметоксазола, производства Oxoid, Англия; 
триметоприм/сульфаметоксазол – коммерческий табле-
тированный препарат Ко-тримоксазол-Акри (Акрихин, 
Россия) в дозировке 480 мг (80 мг триметоприма, 400 
мг сульфаметоксазола). Первый метод отобран на осно-
вании быстроты и удобства осуществления в условиях 
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базовой микробиологической лабораторий лечебно-про-
филактических учреждений, используя второй метод, 
определены МПК в отношении клинических изолятов 
E. meningoseptica для каждого АМП.

Детекция генов антибиотикорезистентности. Де-
текцию генов b-лактамаз blaCTX-M, blaTEM, blaSHV, blaOXA-48, 
blaNDM, blaVIM и интеграз класса 1 intl1 и класса 2 intl2 
осуществляли с помощью ПЦР с электрофоретической 
детекцией результата [26-31].

Определение чувствительности к дезинфицирую-
щим средствам. Чувствительность бактерий к дезин-
фектантам изучали на препаратах, относящихся к раз-
ным функциональным классам: гуанидины – «Дезин» 
(ООО «Дезиндустрия», Россия); четвертичные аммони-
евые соединения (ЧАС) – «Биодез-Оптима» (ООО «Био-
дез», Россия), «Лактик-Окси» (ОАО НПО «Новодез», 
Россия); кислородсодержащие – «Новодез-Актив» (ОАО 
НПО «Новодез», Россия); на основе окислителей, не 
выделяющих активный хлор или кислород – «Тристел-
Фьюз для поверхностей» («ТристелСолюшенс Лими-
тед», Великобритания); композитные на основе ЧАС и 
кислородсодержащих – «Триосепт-Окси» (ООО «НПО 
СпецСинтез», Россия), «Необак-Окси» (ОАО НПО «Но-
водез», Россия); композитные на основе ЧАС, альде-
гидов, гуанидина, спиртов и аминов – «САТ-22» (ООО 
«Сателлит», Россия), «Микробак-форте» («Боде Хе-
миГмбх и Ко», Германия), «Биодез-Экстра ДВУ» (ООО 
«Биодез», Россия), «Эффект-форте Плюс» (ООО «Био-
дез», Россия).

Оценка антибактериальной активности препара-
тов для планктонных клеток. Пробирки, содержащие 4 
мл питательного бульона и двукратные разведения дез-
средств, засевали по 0,02 мл бактериальной культуры 
в концентрации 107 КОЕ/мл, инкубировали при темпе-
ратуре 37°С. Наличие роста бактерий учитывали визу-
ально по наличию мутности в пробирке. Минимальную 
концентрацию, в которой отсутствовал видимый рост, 
принимали за МПК. Из пробирки, принятой за МПК, и 

из последующих, в которых отсутствовал рост, произ-
водили контрольный высев по 0,1 мл на чашки Петри с 
плотной питательной средой, не содержащей подавляю-
щих рост добавок, и инкубировали при температуре 37° 
С в течение 24 ч. Минимальная концентрация, из кото-
рой произведён высев на чашку Петри при отсутствии 
роста, после дополнительной инкубации в течение 24 ч, 
принималась за МБК [32].

Оценка антибактериальной активности препара-
тов для биоплёнок (БП). Чувствительность БП микро-
организмов к изучаемым препаратам определяли мето-
дом аппликаторов: поверхность питательного агара, не 
содержащего АМП, засевали 0,1 мл суспензии иссле-
дуемой тест-культуры в концентрации 109 КОЕ/мл. По-
севы инкубировали при температуре 37о С в течение 24 
ч, после чего на поверхность газона накладывали сте-
рильный целлюлозный аппликатор (7×7 мм) на 2-3 мин. 
Аппликатор с отпечатком культуры переносили на по-
верхность агара в чашки Петри с питательной средой, 
содержащей серийные разведения дезинфектантов, в 
ориентации «вниз бактериальным отпечатком». Чашки 
инкубировали при температуре 37° С в течение 72 ча-
сов. За МБК принимали минимальную концентрацию 
препарата, при которой отсутствовал рост культуры на 
аппликаторе и вокруг него [32].

Результаты. Выделение и идентификация. Из всех 
проанализированных образцов от трёх умерших ново-
рожденных детей выделены чистые культуры микро-
организмов, идентифицированные на приборе MALDI-
ToF Biotyper как A. baumannii и E. meningoseptica.

Чувствительность к АМП. Результаты определения 
чувствительности E. meningoseptica к АМП с помощью 
пяти коммерческих наборов SENSILAtest и микромето-
дом серийных разведений АМП для определения МПК 
показывают, что все три изученных штамма имели иден-
тичный профиль чувствительности к АМП (табл. 1-3).

Детекция генов антибиотикорезистентности. В 
клетках всех трёх изолятов не выявлено генов b-лактамаз 

Т а б л и ц а  1
Чувствительность изолятов E. meningoseptica к антимикробным препаратам для лечения инфекций, вызванных грамотрицатель-

ными бактериями

SENSILAtestNEFERM SENSILAtest G-I SENSILAtest G-II
АМП мг/л R/S/I АМП мг/л R/S/I АМП мг/л R/S/I

Цефтазидим 8 R Ампициллин 8 R Пиперациллин / 
тазобактам

16/4 S

Цефепим 8 R Ампициллин / сульбактам 8/4 R Меропенем 2 R
Меропенем 2 R Цефалексин 16 R 8 R

4 R Цефуроксим 8 R Цефепим 1 R
8 R Цефотаксим 1 R 4 R

Амикацин 8 R 2 R Цефтазидим 1 R
16 R Колистин 2 R 4 R

Ципрофлоксацин 0,5 R Ципрофлоксацин 0,5 R Азтреонам 1 R
Триметоприм /
сульфаметоксазол

2/38 S 1 R 4 R
4/76 S Триметоприм / 

сульфаметоксазол
2/38 S Тигециклин 1 S

Колистин 2 R 4/76 S 2 S
4 R Гентамицин 2 R Нетилмицин 2 R

Пиперациллин / тазобактам 16/4 S 4 R 4 R
Гентамицин 4 R Амикацин 8 R Цефтазидим / клавуланат 0,25/4 R

16 R 1/4 R
П р и м е ч а н и е .  Здесь и в табл. 2: R - наличие роста (резистентный), S - отсутствие роста (чувствительный), I - наличие слабого роста 

(промежуточная чувствительность).
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С помощью рекомендованного к использованию для 
НГОБ коммерческого набора SENSILAtestNEFERM 
установлено, что изучаемые изоляты E. meningoseptica 
резистентны к подавляющему большинству входящих 
в набор АМП, кроме триметоприм/сульфаметоксазола 
и пиперациллин/тазобактама. Использование других 
наборов SENSILAtest, разработанных для грамположи-
тельных бактерий, выявило чувствительность изучае-
мых изолятов к препаратам, традиционно используе-

blaCTX-M, blaTEM, blaSHV, blaOXA-48, blaNDM, blaVIM, интеграз 
класса 1 intl1, класса 2 intl2.

Определение чувствительности к дезинфицирую-
щим средствам. В ходе оценки чувствительности к дез-
средствам планктонных клеток и БП изучаемых изоля-
тов E. meningoseptica показано, что планктонные клетки 
E. meningoseptica более чувствительны к исследуемым 
дезсредствам, чем бактериальные клетки тех же штам-
мов в составе БП. Планктонные клетки E. meningoseptica 
чувствительны ко всем исследуемым дезсредствам, бак-
териальные клетки того же штамма в составе БП, устой-
чивы к дезсредствам «Биодез-Экстра ДВУ», «Тристел-
Фьюз для Поверхностей», «Необак-Окси» в концентра-
циях применяемых в клинической практике (табл. 4).

Обсуждение. Для  E. meningoseptica характерен ши-
рокий спектр природной резистентности к АМП различ-
ных классов: большинству β-лактамных антибиотиков, 
включая пенициллин и ампициллин, полимиксинам, 
аминогликозидам, цефалоспоринам, амфениколам [9-11, 
23]. Это отличает данный патоген от других грамотрица-
тельных бактерий, в том числе группы неферментиру-
ющих микроорганизмов. Множественная лекарственная 
устойчивость E. meningoseptica к АМП осложняет вы-
бор эффективных этиотропных средств лечения.

В ходе исследования чувствительности к АМП трёх 
изолятов E. meningoseptica проведён сравнительный ана-
лиз результатов, полученных двумя методами: с помощью 
пяти коммерческих наборов SENSILAtest (ErbaLachema, 
Чехия) и микрометодом серийных разведений с определе-
нием МПК. В обоих случаях все три изолята имели иден-
тичный профиль чувствительности к АМП: резистентны 
практически ко всем использованным препаратам.

Т а б л и ц а  2
Чувствительность изолятов E. meningoseptica к антимикробным препаратам для лечения инфекций,  

вызванных грамположительными бактериями

SENSILAtest G+ SENSILAtest Staphy
АМП мг/л R/S/I АМП мг/л R/S/I

Хлорамфеникол 8 R Триметоприм / 
сульфаметоксазол

2/38 S
Моксифлоксацин 0,5 S 4/76 S

1 S Тигециклин 0,5 R
Линезолид 2 I Линезолид 4 S

4 S Эритромицин 1 R
Ампициллин 4 R 2 R

8 R Ванкомицин 2 R
Тигециклин 0,25 R Ципрофлоксацин 1 R

0,5 I Цефокситин 4 R
Левофлоксацин 1 S Фузидиевая кислота 1 S

2 S Рифампицин 0,0625 R
Эритромицин 0,25 R 0,5 S

0,5 R Клиндамицин 0,25 R
Пенициллин G 0,25 R 0,5 R

2 R Гентамицин 1 R
Цефтриаксон 0,5 R

1 R
Тетрациклин 1 R

2 R
Клиндамицин 0,5 I
Гентамицин 256 S
Ванкомицин 2 R

4 R

Т а б л и ц а  3
МПК АМП изолятов E. meningoseptica

Антимикробные  
препараты

Минимальные подавляющие  
концентрации, мг/л

Имипенем 128
Меропенем 128
Гентамицин  64
Офлоксацин   8
Левофлоксацин   4
Моксифлоксацин   2
Хлорамфеникол 128
Триметоприм  32
Триметоприм/ 
сульфаметоксазол*

4/20

Рифампицин  1
Новобиоцин  32
Линезолид   8

П р и м е ч а н и е .* - для постановки теста использован коммер-
ческий таблетированный препарат Ко-тримоксазол-Акри (Акрихин, 
Россия) в дозировке 480 мг (80 мг триметоприма, 400 мг сульфаме-
токсазола).
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мым для лечения инфекций, вызываемых грамположи-
тельной микрофлорой: моксифлоксацину, линезолиду 
(в дозировке >4 мг/л), левофлоксацину, гентамицину (в 
дозировке >256 мг/л), фузидиевой кислоте, рифампици-
ну (в дозировке >0,5 мг/л). Использование одновремен-
но набора SENSILAtestNEFERM и других наборов для 
определения чувствительности к АМП позволяет рас-
ширить спектр возможных к использованию для тера-
пии E. meningoseptica инфекции.

Определение МПК АМП для изолятов E. meningo-
septica является необходимым этапом для оценки воз-
можности применения АМП в клинической практике. 
Несмотря на то, что международные критерии оценки 
чувствительности к АМП для данного микроорганизма 
отсутствуют, использование экспериментально опреде-
лённых значений МПК может позволить клиницистам 
правильно рассчитать дозировку препаратов или их 
сочетаний для терапии пациентов, учитывая их воз-
раст, клинический диагноз, тяжесть течения заболе-
вания. Определение чувствительности к АМП для E. 
meningoseptica на автоматическом микробиологическом 
анализаторе Vitek 2-Compact (BioMérieux, Франция) не-
возможна из-за отсутствия критериев оценки чувстви-
тельности в программном обеспечении анализатора.

Поиск широко распространённых среди полирези-
стентных микроорганизмов генов b-лактамаз (blaCTX-M, 
blaTEM, blaSHV, blaOXA-48, blaNDM, blaVIM) и интегронов 1 и 2 
классов у выделенных штаммов E.meningoseptica не дал 
положительных результатов.

В ходе исследования чувствительности к дезинфици-
рующим средствам использован методический подход, по-
зволяющий проводить сравнительный анализ чувствитель-
ности микроорганизмов к АМП, в том числе к антисепти-
кам и дезинфектантам, в планктонном состоянии и для 
БП. В большинстве случаев БП штамма E. meningoseptica 
проявляли значительно большую устойчивость к дезсред-
ствам, по сравнению с планктонными клетками.

Заключение. Проведённые исследования указывают на 
необходимость углублённого анализа чувствительности к 
АМП у представителей госпитальных патогенов, включая 
моделирование бактериальных БП для оценки реальной 
чувствительности к антисептикам и дезинфектантам.
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ХАРАКТЕРИСТИКА УРОПАТОГЕННЫХ ИЗОЛЯТОВ ESCHERICHIA COLI, ВЫДЕЛЕННЫХ  
В УСЛОВИЯХ СТАЦИОНАРА
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Цель исследования – оценить генетическое родство культур уропатогенной E. coli (UPEC) и определить основные 
типы β-лактамаз расширенного спектра (БЛРС), встречающиеся среди внутрибольничных изолятов. Проведено мо-
лекулярное типирование UPEC (n=93), выделенных от пациентов с инфекциями мочевыводящих путей (ИМВП), про-
ходивших стационарное лечение в девяти медицинских организациях (МО) г. Перми. Определено, что 69,89% культур 
имели индивидуальные RAPD/ERIC-профили, остальные 30,10% распределились в 13 геномогрупп. Чаще всего, в моно-
варианте или в сочетании с другими генами β-лактамаз, детектирован blaCTX-М-1 (n=23, 79,31% от БЛРС-позитивных 
по фенотипу изолятов), в 17 случаях (58,62%) выявлены гены blaTEM и/или blaOXA, фрагмент blaCMY обнаружен только 
у 3 изолятов (10,34%), blaSHV в данной выборке отсутствовал. Возбудителями инфекционного процесса в двух третях 
ситуаций являются представители эндогенной кишечной микробиоты пациентов, в остальных случаях происходит эк-
зогенное инфицирование. Доля «циркулирующих» (возможно, госпитальных) изолятов в спектре ИМВП нарастала в ряду 
терапия→хирургия→ОРИТ. В многопрофильных стационарах имеются условия для перекрёстных заражений пациен-
тов, но эпидемиологические цепочки эпизодов ИМВП короткие и непродолжительные. Выявлено, что шанс инфициро-
ваться E. coli, продуцирующими СТХ-М или ОХА ферменты, в ОРИТ существенно выше, чем в хирургии или терапии. 
Полученные данные дополняют представления об ИМВП, вызванных E. coli, и могут служить инструментом в планиро-
вании и реализации методов профилактики и контроля нозокомиальных ИМВП.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  уропатогенная Escherichia coli (UPEC); нозокомиальная инфекция; молекулярное типирование; 
β-лактамазы расширенного спектра (БЛРС).
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The aim of the study was to evaluate the genetic affinity of uropathogenic E. coli cultures (UPEC) and to identify the major types of 
extended spectrum beta-lactamases (ESBL) found among nosocomial isolates. A molecular typing of UPEC (n=93) isolated from 
patients with urinary tract infections (UTI) who were hospitalised in nine medical facilities (MO) in Perm was performed. It was 
found that 69.89% of the cultures had individual RAPD/ERIC profiles, the remaining 30.10% were distributed among 13 genome 
groups. Most frequently blaCTX-M-1 was detected individually or in combination with other beta-lactamase genes (n=23, 79.31% of 
ESBL phenotype-positive isolates), genes were detected in seventeen cases (58.62%) blaTEM and/or blaOXA, the blaCMY fragment was 
found in only three isolates (10.34%), blaSHV was missing in this isolates. It was shown that in two thirds of the cases the pathogens 
of the infection process are representatives of the endogenous intestinal microbiota of the patients, in other cases an exogenous 
infection occurs. The proportion of “circulating” (possibly hospital) isolates in the spectrum of UTI increased in the series: 
therapy departments – surgery departments – intensive care units. In addition, in multidisciplinary hospitals there are conditions 
for cross-infections of patients, but the epidemiological chains of episodes of UTI are short and concise. It has been shown that 
the probability of infection with E. coli producing CTX-M or OXA enzymes is significantly higher in the intensive care unit than 
in surgery or therapy departments. The data obtained complement the understanding of the epidemiology of UTI caused by E. 
coli and can be used as an aid in the planning and implementation of methods for the prevention and control of nosocomial UTI.
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lactamases (ESBL).
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Инфекции мочевыводящих путей (ИМВП) являются 
распространёнными заболеваниями в мире и, согласно 
оценкам экспертов, составляют до 40% всех инфекций, 
связанных с оказанием медицинской помощи (ИСМП) 
[1-3]. По данным российского многоцентрового обсер-
вационного исследования одного дня ЭРГИНИ (2013 г.), 
в структуре ИСМП они занимают второе место и состав-
ляют 19% [4]. В большинстве случаев в условиях стаци-
онара ИМВП регистрируют после оперативных вмеша-
тельств, инвазивных лечебных и диагностических про-
цедур [2, 5-7]. Возбудителями инфекционного процесса 
часто являются представители эндогенной кишечной 
микробиоты пациентов, но, в ряде случаев, источником 
может выступать больничная среда и/или медицинский 
персонал [3, 8]. Оценка принадлежности изолируемого 
штамма к госпитальному играет важную роль для при-
нятия решений по проведению эффективных противо-
эпидемических мероприятий в отделении и для выбора 
оптимального подхода к лечению пациента [9]. Госпи-
тальные патогены имеют более высокую устойчивость к 
антимикробным препаратам (АМП) и/или большее раз-
нообразие факторов вирулентности, чем представители 
аутомикробиоты пациентов, но в последнее время появ-
ляется все больше данных, ставящих под сомнение это 
положение [10, 11].

Ведущая роль в развитии ИМВП отводится уропа-
тогенной Escherichia coli (UPEC), изолируемой как в 
монокультуре, так и в составе ассоциаций [12, 13]. В 
зависимости от нозологической формы инфекции доля 
UPEC может составлять от 30% до 85% [14–16]. В по-
следние годы резистентность E. coli к b-лактамным ан-
тибиотикам значительно увеличилась, и эта тенденция 
характерна как для госпитальных, так и для внеболь-
ничных возбудителей ИМВП [17, 18]. Одним из основ-
ных механизмов устойчивости E. coli к данной группе 
АМП является продукция β-лактамаз – ферментов, спо-
собных расщеплять β-лактамное кольцо антибиотика. 
b-лактамазы расширенного спектра (БЛРС), гидролизу-
ющие оксиимино-β-лактамы (цефалоспорины широкого 
спектра действия и азтреонам), чаще всего кодируются 
генами, расположенными на плазмидах, что является 
серьёзной проблемой с эпидемиологической точки зре-
ния. Продуценты БЛРС могут проявлять сочетанную 
устойчивость к триметоприму/сульфаметоксазолу, ами-
ногликозидам, фторхинолонам [19]. У штаммов UPEC 
наиболее распространёнными типами БЛРС являются 
CTX-M, TEM, SHV, OXA [20]. Наличие у возбудителей 
генов данных ферментов может существенно затруд-
нить лечение пациента и повлиять на исход инфекцион-
ного процесса [21, 22].

Ранее в сравнительном аспекте нами изучены фило-
генетическое разнообразие и чувствительность к АМП 
штаммов E. coli, изолированных от пациентов с ИМВП, 
проходивших лечение в поликлиниках и стационарах 
[23]. Если среди поликлинических изолятов обнару-

жены представители всех распознаваемых филогрупп, 
то почти  90% госпитальных культур принадлежали к 
филогруппе B2 и в большом проценте случаев продуци-
ровали БЛРС. Сделано предположение, что в условиях 
стационара с высокой частотой происходит экзогенное 
инфицирование пациентов госпитальными штаммами 
UPEC.

Цель исследования – проанализировать генетическое 
родство UPEC, изолированных от пациентов с нозоко-
миальными ИМВП, оценить долю эндогенного и экзо-
генного инфицирования, определить основные типы 
БЛРС, встречающиеся среди госпитальных штаммов.

Материал и методы. Объектами изучения служили 
клинические изоляты E. coli (n=93), выделенные из ма-
териала (моча, катетеры) пациентов с ИМВП, находив-
шихся на стационарном лечении (9 медицинских орга-
низаций, 23 отделения) в г. Перми в 2017 г. При анализе 
результатов учитывали специализацию отделений: отде-
ления неотложной медицинской помощи (реанимации и 
интенсивной терапии, (ОРИТ), n=5), отделения хирур-
гического (общая хирургия, урологическое, гинекологи-
ческое, отделение диализа, n=7) и терапевтического (те-
рапевтическое, неврологическое, эндокринологическое, 
нефрологическое, педиатрическое, реабилитационное, 
n=11) профиля.

Генетическое типирование культур осуществля-
ли в системе двойного контроля посредством RAPD-
ПЦР с праймером М13 (5’-GAGGGTGGCGGTTCT) 
и rep-ПЦР с праймерами ERIC1R/ERIC2 
( 5 ’ - C A C T T A G G G G T C C T C G A AT G T A / 5 ’ -
AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG), используя соот-
ветствующие режимы реакций [24, 25]. Амплификацию 
проводили на термоциклере DNA Engine Dyad Thermal 
Cycler («Bio-Rad», США). Визуализацию полос и доку-
ментирование данных осуществляли с помощью систе-
мы гель документации Gel-Doc XR («Bio-Rad», США). 
Анализ генетического родства штаммов проводили с 
применением компьютерного обеспечения Quantity One 
(версия 4.6.1, Bio-Rad Laboratories, США).

Чувствительность к АМП определяли диско-диффу-
зионным методом (МАКМАХ, версия-2015-02). Про-
дукцию БЛРС детектировали с помощью метода «двой-
ных дисков», согласно методическим указаниям МУК 
4.2.1890-04.

Присутствие генов blaTEM, blаSHV, blaOXA, blaCTX-M, 
blaCMY, кодирующих наиболее распространённые типы 
БЛРС, определяли методом ПЦР, используя праймеры 
(ООО «Евроген», Москва) и протоколы, согласно ре-
комендациям авторов (табл. 1). Наличие интегронов 1 
класса проверяли c помощью праймеров 5’CS/3’CS, ком-
плементарных консервативным сегментам интегрона. 
Амплификацию, визуализацию полос, документирование 
данных осуществляли аналогично вышесказанному.

Статистическую обработку полученных данных про-
водили с использованием программы STATISTICA v.10. 
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Для выявления статистически значимых различий опре-
деляли χ² (с поправкой Йейтса) или точный критерий 
Фишера (F-test). Для оценки значимости признака вы-
числяли отношение шансов (ОR) с определением 95%-
го доверительного интервала.

Результаты. Проведено молекулярное типирование 
культур UPEC, выделенных от пациентов, проходивших 
стационарное лечение в медицинских организациях 
(МО) г. Перми. Определено, что 65 изолятов (69,89%) 
имели индивидуальные RAPD/ERIC-профили, осталь-
ные 28 культур (30,10%) распределились в 13 геномо-
групп (рис. 1).

В большинстве хирургических и соматических от-
делений возбудители ИМВП имели гетерогенный ха-
рактер. Из 6 отделений, в том числе терапевтических, 
получены изоляты, выделенные от разных пациентов, 
но с идентичными RAPD-профилями. В МО № 8, откуда 
поступали как уринарные, так и катетер-ассоциирован-
ные культуры E. coli, большая часть изолятов имела схо-
жий генотип в пределах отделения, а индивидуальные 
геномоварианты представлены несколькими штамма-
ми. В двух других многопрофильных стационарах об-
наружены генотипически сходные культуры из разных 
подразделений. В обоих случаях циркуляция штаммов 
происходила между хирургией и терапией. Для МО № 
2 короткие эпидемиологические цепочки (урология-не-
фрология; урология-диализ) прослеживались 4 раза. Что 
касается периода циркуляции штамма, то в основном он 
ограничивался 2-5 сут, и только в 4 случаях продолжи-
тельность персистирования была в пределах 10-20 дней. 
В 5 отделениях отмечены единичные случаи выделения 
UPEC, в исследовании данные штаммы (n=5) включены 
в группу с индивидуальным геномопрофилем.

Для дальнейшего анализа выделены две группы 
сравнения: изоляты (n=65), имеющие уникальный гене-
тический профиль, обозначены как «индивидуальные», 
вторую группу – «циркулирующие», составили изоляты 
(n=28), попавшие в одну из геномогрупп. Такое распре-
деление соответствует случаям ИМВП, вызванным ин-
дигенными либо экзогенными штаммами E. coli. Госпи-
тальные культуры E. coli в 100% случаев принадлежали 
к филогруппе В2, индивидуальные – в 75,39%. UPEC 
«циркулирующей» группы чаще обнаруживались в 
ОРИТ, чем в отделениях хирургического (статистически 
недостоверно) или терапевтического (F-test: p=0,0051) 
профилей. Их доля в структуре ИМВП пациентов ОРИТ 
была больше по сравнению с индивидуальными куль-
турами: 54,55% против 45,45%. В хирургии экзогенное 
происхождение изолята констатировали у ⅓ пациентов, 
в терапевтических отделениях – не более, чем в 20% 
случаях (рис. 2).

Ранее проведённое фенотипическое исследование 
показало, что среди 93 изученных госпитальных изоля-
тов UPEC фенотип продукции БЛРС имели 29 (31,18%) 
культур [23]. В анализ по встречаемости и генетическо-
му разнообразию БЛРС взяты все изоляты без учёта 
их уникальности, так как задачи исследования пред-
полагали оценку инфицированности пациентов БЛРС-
продуцирующими E. coli и выявление особенностей их 
циркуляции в различных отделениях МО.

Чаще всего (n=23), в моноварианте или в сочета-
нии с другими генами β-лактамаз, детектирован blaCTX-М 
(79,31% от БЛРС-позитивных по фенотипу; 24,73% от 
всех UPEC), у 17 культур (58,62% и 18,28%) выявлены 
гены blaTEM и/или blaOXA, фрагмент blaCMY обнаружен 
только в 3 случаях (10,34% и 3,23%), blaSHV в данной вы-

Т а б л и ц а  1
Праймеры для детекции генов b-лактамаз и интегронов 1 класса

Ген Праймер Последовательность Вес, п.н. Ссылка

blaTEМ

TEM-C 5′-ATCAGCAATAAACCAGC-3′
516

[26]

TEM-H 5′-CCCCGAAGAACGTTTTC-3′

blaSHV

SHV-F 5′-AGGATTGACTGCCTTTTTG-3′
392

SHV-R 5′-ATTTGCTGATTTCGCTCG-3′

blaOXA

OXA-F 5′-ATATCTCTACTGTTGCATCTCC-3′
619

OXA-R 5′-AAACCCTTCAAACCATCC-3′
blaCTX-M 
унив.

CTX-M-F 5′-CGCTTTGCGATGTGCAG-3′
551 [27]

CTX-M-R 5′-ACCGCGATATCGTTGGT-3′
blaCTX-M 
group Ia

CTX-M-I-F 5′-GACGATGTCACTGGCTGAGC-3′
499

[28]

CTX-M-I-R 5′-AGCCGCCGACGCTAATACA-3′
blaCTX-M 
group IIb

CTX-M-II-F 5′-GCGACCTGGTTAACTACAATCC-3′
351

CTX-M-II-R 5′-CGGTAGTATTGCCCTTAAGCC-3′
blaCTX-M 
group IIIc

CTX-M-III-F 5′-CGCTTTGCCATGTGCAGCACC-3′
307

CTX-M-III-R 5′-GCTCAGTACGATCGAGCC-3′
blaCTX-M 
group IVd

CTX-M-IV-F 5′-GCTGGAGAAAAGCAGCGGAG-3′
474

CTX-M-IV-R 5′-GTAAGCTGACGCAACGTCTG-3′
blaCTX-M 
group Ve

CTX-M-V-F 5′-GCACGATGACATTCGGG-3′
327

CTX-M-V-R 5′-AACCCACGATGTGGGTAGC-3′

blaCMY

CMY-2-F 5′-GCAGGCYATTCCGGGTATG-3′
915 [29]

CMY-2-R 5′-GCYACGTAGCTGCCAAAYCC-3′
Интегроны 
1 класса

5’CS 5′-GGCATCCAAGCAGCAAG-3′
-* [30]

3’CS 5′-AAGCAGACTTGACCTGA-3′
П р и м е ч а н и е .  * продукт амплификации может быть представлен несколькими последовательностями разного размера; aCTX-M-1, -3, 

-10 до -12, -15, -22, -23, -28, -29, -30; bCTX-M-2, -4 до -7, -20; cCTX-M-8; dCTX-M-9, -13, -14, -16 до -19, -21, -27; eCTX-M-25 и -26.
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Рис. 1. Генетическое разнообразие изолятов UPEC, выделенных от пациентов с ИМВП, проходивших лечение в стационарах 
г. Перми. 
* объединены отделения разных специализаций, инд. – индивидуальный геномопрофиль, I-XIII – номера геномогрупп.

Рис. 2. Доля случаев ИМВП, вызванных «индивидуальными» и «циркулирующими» изолятами у пациентов ОРИТ, хирурги-
ческих и терапевтических отделений (объединены соответствующие отделения всех МО). 
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борке отсутствовал. В моноварианте любой из 
представленных генов встречался у 6 изолятов 
(20,69% и 6,45%), 8 культур (27,59% и 8,60%) 
имели 2 гена, десять культур (34,48% и 9,68%) –  
3 гена, 2 культуры (6,90% и 2,15%) – 4 гена 
одновременно. Самым распространённым гено-
типом оказался вариант blaTEM+blaCTX-М+blaOXA, 
который встречался у 9 (31,04% и 9,68%) UPEC. 
Анализ выборки CTX+ изолятов с использова-
нием специфичных праймеров выявил наличие 
представителей только I группы. Фрагменты 
исследуемых генов не обнаружены у 3 фено-
типически БЛРС-позитивных изолятов, что, 
по-видимому, может быть связано с наличием у 
них других специфических редких генов БЛРС, 
таких как, blaVEB [31], blaGES и др., не определяе-
мых в данном исследовании. Участки интегро-
нов 1 класса с молекулярным весом от 800 п.н. 
до 1250 п.н. выявлены у двадцати одного изо-
лята (72,41% и 22,58%). Все варианты БЛРС-
генотипов и интегроны, обнаруженные у госпи-
тальных UPEC, представлены в табл. 2.

Распределение изолятов показало, что поч-
ти половина из них выделена от пациентов 
ОРИТ, чуть больше ⅓ – из хирургии, на тера-
пию пришлось только четверть всех культур 
(рис. 3, а). БЛРС-продуцирующие изоляты до-
стоверно чаще встречались в ОРИТ, чем в хи-
рургии (F-test: р=0,0179) или терапии (F-test: 
р=0,0033). При качественном анализе генети-
ческих детерминант оказалось, что E. coli с 
blaTEM в равной степени выделены от пациен-
тов терапевтических отделений и ОРИТ, тогда 
как носители blaCTX-M и blaOXA представлены, в 
основном, культурами из ОРИТ или хирургии. 
Ген CMY встречался только у изолятов, выде-
ленных от пациентов с ИМВП в ОРИТ. Участ-
ки интегронов 1 класса чаще обнаруживались 
у изолятов из ОРИТ, чем из хирургии (F-test: 
р=0,0216) или терапии (F-test: p=0,0110).

Анализ генетического разнообразия БЛРС, 
встречающихся в разных по происхождению 
группах UPEC, показал, что количественный 
и качественный состав генетических детер-
минант в субпопуляциях различался. В группе 

Т а б л и ц а  2
Встречаемость БЛРС-генов и интегронов 1 класса у госпитальных изолятов UPEC c учётом профиля отделения

БЛРС-генотип, интегрон
Число штаммов, n

ОРИТ (n=22) Хирургия (n=31) Терапия (n=40) Общее (n=93)
blaTEM 0 0 2 2
blaCTX-М 2 1 0 3
blaOXA 0 1 0 1
blaTEM+blaCTX-М 1 1 1 3
blaCTX-М+blaOXA 3 2 0 5
blaTEM+blaCTX-М+blaOXA 3 2 4 9
blaTEM+ blaCTX-М+blaCMY 1 0 0 1
blaTEM+blaCTX-М+blaOXA +blaCMY 2 0 0 2
БЛРС-позитивный генотип 12 7 7 26
Неизвестный генотип 1 2 0 3
БЛРС-позитивный фенотип 13 9 7 29
Интегроны 1 класса 10 6 5 21

Рис. 3. Распределение БЛРС-продуцирующих нозокомиальных изолятов, 
выделенных от пациентов ОРИТ, хирургических и терапевтических от-
делениях (объединены соответствующие отделения всех МО) (а); с уче-
том источника происхождения (б).

а

б
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«циркулирующих» культур БЛРС-продуцирующие изо-
ляты (согласно генотипу) составили 57,14% – 16 из 28 
изолятов, среди «индивидуальных» штаммов – 15,38% 
(10 из 65), различия статистически достоверны (F-test: 
p=0,00001). Несмотря на то, что число культур в «цир-
кулирующей» группе в 2,3 раза меньше, чем в «инди-
видуальной», их доля среди БЛРС-продуцирующих 
изолятов больше (61,54% и 38,46% соответственно)  
(рис. 3, б). Среди «циркулирующей» группы самым 
распространённым типом БЛРС был СТХ-М фермент 
(93,75% БЛРС-положительных изолятов и 53,57% от 
всех «циркулирующих» изолятов), следующим – ОХА 
(75,0% и 42,86%), ТЕМ встречался в 56,25% и 32,14%, 
СМY – в 12,5% и 7,14% соответственно. Во второй группе 
с одинаковой частотой 61,54% от БЛРС-положительных 
и 12,31% от общего числа встречались типы СТХ-М и 
ТЕМ, фермент ОХА обнаружен у 38,46% и 7,69% изо-
лятов, CMY – у 7,69% и 1,54% соответственно. Инте-
гроны детектированы у 39,29% «циркулирующих» куль-
тур, у «индивидуальных» – в 16,92% (F-test: p=0,0216). 
Сравнение доли носителей генов БЛРС от общего числа 
изолятов в группе показало, что у «циркулирующих» ча-
ще, чем у «индивидуальных» могут быть обнаружены  
blaCTX-M (F-test: p=0,0001), blaTEM (F-test: p=0,0322),  
blaOXA (F-test: p=0,0002).

Анализ частоты встречаемости продуцентов БЛРС по 
отделениям показал, что в ОРИТ шанс инфицирования 
E. coli, продуцирующей СТХ-М фермент, в 5,5 раз выше, 
чем в хирургии (OR=5,556), и почти в 10 раз выше по срав-
нению с терапевтическим отделением (OR=9,600). БЛРС 
ОХА типа чаще обнаруживался у E. coli, изолированных 
от пациентов ОРИТ, чем хирургии и терапии (OR=3,200 и 
OR=5,629). Изоляты E. coli из ОРИТ с большей частотой 
имели интегроны 1 класса в отличие от изолятов, выде-
ленных в хирургических или терапевтических отделени-
ях МО (OR=3,788 и OR=5,303).

Обсуждение. По данным международных и россий-
ских исследований, за последние годы удельный вес 
E. coli в этиологии нозокомиальных ИМВП несколько 
снизился, тем не менее, он стабильно составляет 30-
50% [4, 16, 32]. Различия в представительстве возбуди-
теля могут быть связаны, в том числе, с профилизацией 
стационаров (ОРИТ, урология, хирургия, соматические 
отделения), в которых проводилось исследование, с но-
зологической структурой ИМВП. Ранее нами изучены 
филогенетическое разнообразие и биологические свой-
ства штаммов UPEC, выделенных от у амбулаторных и 
стационарных пациентов. Получены результаты, указы-
вающие на возможность концентрирования в стацио-
наре в условиях иммунокомпрометированного хозяина 
представителей филогруппы В2 с высоким вирулент-
ным потенциалом [4]. Продолжением работы является 
настоящее исследование, в котором предполагается оце-
нить уровень экзогенного и эндогенного инфицирова-
ния пациентов с ИМВП E. coli в различных по профилю 
стационарах (отделениях), а также определить частоту 
встречаемости и доминирующие типы БЛРС среди го-
спитальных изолятов UPEC.

Молекулярно-генетические методы широко ис-
пользуются для субвидового типирования и анализа 
родства (клональности) выделенных изолятов микро-
организмов, что особенно важно при проведении эпи-
демиологических исследований. ПЦР методы, осно-
ванные на амплификации повторяющихся последова-
тельностей (RAPD-ПЦР, Rep-ПЦР и др.), могут быть 

выполнены как с единственной последовательностью, 
так и с двумя праймерами. При RAPD-ПЦР (Random 
Amplified Polymorphic DNA) используются короткие 
произвольные последовательности (чаще всего консен-
сусный праймер М13), которые гибридизуются с ДНК-
мишенью при низкой температуре отжига [25]. ERIC-
ПЦР (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus 
sequences) позволяет амплифицировать энтеробактери-
альные повторяющиеся внутригенные последователь-
ности, впервые описанные у представителей семейства 
Enterobacteriaceae [24]. Показана высокая разрешаю-
щая способность данного метода при дифференциров-
ке госпитальных изолятов E. coli, выделенных из раз-
личного клинического материала пациентов [33, 34]. 
Он успешно применяется для молекулярного типирова-
ния штаммов, выделенных от пациентов с ИСМП [35]. 
Оценив ERIC-типирование в отношении E. coli, сделан 
вывод, что в случае большого количества образцов из 
разных источников для определения сходства изолятов 
следует использовать более одного метода [36]. Методы 
ERIC-ПЦР и RAPD-ПЦР с праймером М13 в качестве 
арбитражного успешно задействованы для оценки рас-
пространённости циркулирующих в российских стаци-
онарах штаммов E. coli и Klebsiella pneumoniae, проду-
цирующих β-лактамазы CTX типа [37]. В нашем иссле-
довании на основании ERIC- и RAPD-генотипов UPEC 
выявлено, что большинство изолятов, возбудителей 
ИМВП у пациентов хирургических и терапевтических 
отделений, имели уникальный генетический профиль, 
то есть с большой долей вероятности были эндогенно-
го происхождения. Результаты согласуются с данными 
ряда исследований, в которых представлено высокое ге-
нетическое разнообразие UPEC, изолированных от па-
циентов стационаров, что указывает на низкий уровень 
инфицирования госпитальными штаммами [33, 35]. Ка-
тетеризация мочевыводящих путей является наиболее 
значимым предиктором возникновения ИСМП [7]. До-
ля экзогенного инфицирования может составлять более 
30% при катетер-ассоциированных ИМВП в результате 
перекрёстной передачи микроорганизмов через руки 
медицинского персонала [8]. Если обнаружение Serratia 
marcescens и Pseudomonas cepacia практически всегда 
свидетельствует о том, что они получены из экзогенно-
го источника, поскольку обычно эти микроорганизмы 
не являются частью постоянной кишечной микробиоты 
[38], то в отношении E. coli, напротив, эта ситуация ред-
кая. Случаи внутрибольничного инфицирования паци-
ентов, вызванные E. coli, продемонстрированы в работе 
Асланова Б.И. и соавт. [39]. Авторы констатировали, что 
в стационаре имеются условия для перекрёстных зара-
жений урологических пациентов различными штамма-
ми микроорганизмов через медицинский инструмента-
рий и руки персонала при проведении диагностических 
и лечебных процедур [39]. Учитывая, что в установке 
катетера нуждаются чаще всего пациенты ОРИТ, уро-
вень экзогенного инфицирования в них может быть бо-
лее высоким, чем в других отделениях МО. Наши дан-
ные согласуются с этим положением: во-первых, доля 
«циркулирующих» культур в спектре ИМВП нарастала 
в ряду терапия→хирургия→ОРИТ, и в последнем слу-
чае их количество превалировало по сравнению с ин-
дивидуальными штаммами. Во-вторых, из 20 изолятов, 
выделенных с поверхности катетеров, 12 (60%) отнесе-
ны к «циркулирующей» группе. Следует отметить факт 
обнаружения близкородственных изолятов у пациентов 
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разных отделений многопрофильных стационаров, что 
указывает на циркуляцию возбудителя в замкнутом кон-
туре «урология-нефрология-отделение диализа». Мож-
но полагать, что инфицирование людей в этих отделе-
ниях происходит, в том числе и госпитальными штамма-
ми, через медицинский персонал или диагностическое/
лечебное оборудование. Представленная оценка при-
надлежности изолируемого штамма к госпитальному не 
бесспорна, так как культуры от медицинского персонала 
или объектов внутрибольничной среды не исследованы.

Лечение ИМВП становится более сложным из-за 
широкого распространения штаммов уропатогенных 
микроорганизмов с различными механизмами устойчи-
вости к АМП [40, 41]. Ферментная инактивация АМП 
является одним из наиболее значимых механизмов ре-
зистентности E. coli [42, 43]. Среди госпитальных куль-
тур широко распространены такие БЛРС, как цефотак-
симазы (CTX-M), оксациллиназы (OXA), β-лактамазы 
AmpC типа, хотя превалирующий тип может отличать-
ся в разных регионах [9, 19, 20, 22, 27]. Количество 
случаев ИМВП, вызванных БЛРС-продуцирующими  
E. coli, постоянно увеличивается. В нашем исследова-
нии мы проанализировали встречаемость генов, связан-
ных с устойчивостью бактерий к β-лактамным АМП, 
принадлежащим к пяти различным типам β-лактамаз: 
TEM, SHV, CTX-M (класс А), OXA (класс D), CMY-2, 
отнесённому к небольшому семейству плазмид-опосре-
дованных AmpC-подобных ферментов. Анализ резуль-
татов детекции фрагментов генов показал, что генотип 
продукции БЛРС имели чуть менее 30% изолятов UPEC, 
при этом большинство из них обладали более чем одним 
bla-геном. Всего обнаружены 8 различных паттернов 
генотипов БЛРС среди исследованных госпитальных  
UPEC. Тип CTX-M наиболее распространён – его ген 
несли около 80% БЛРС-позитивных изолятов, в том 
числе, в пяти комбинациях с другими генами, что соста-
вило почти 25% всех госпитальных UPEC. Около 18% 
штаммов продуцировали b-лактамазы TEM и OXA типа,  
blaCMY детектировали менее чем у 5% культур. Распро-
странённость штаммов, экспрессирующих БЛРС фено-
тип, варьируется в разных географических регионах. По 
данным ранее проведённых многоцентровых российских 
исследований, в 1997-98 гг. выявлено 15,8% госпиталь-
ных изолятов E. coli с фенотипом БЛРС, в 2006-2008 гг. 
их доля возросла до 76,6% и стабильно поддерживается 
на этом уровне [19, 37]. Оба исследования проведены в 
ОРИТ медицинских организаций, и изучались культуры 
E. coli, изолированные при различных формах ИСМП. 
В Европе распространённость БЛРС-продуцентов, в 
том числе и среди UPEC, существенно ниже. В много-
центровом исследовании (Tigecycline Evaluation and 
Surveillance Trial, T.E.S.T.), проведённом в 2004-2010 гг.  
в 42 центрах Восточной Европы, БЛРС-позитивные изо-
ляты E. coli зафиксированы во всех странах, участво-
вавших в проекте, их доля, в среднем, составила 15% 
[43]. В ретроспективном исследовании, провёденном в 
лаборатории мочевых инфекций клинического центра 
университета Сараево (Босния и Герцеговина) в пери-
од 2018 г., показано, что БЛРС культуры из общего чис-
ла изолятов E. coli составили только 6,8% [32]. Изучив 
распределение культур, продуцирующих b-лактамазы, в 
различных по профилю отделениях, авторы констатиру-
ют наибольшую их распространённость в нефрологии 
и детских отделениях: 15,2% и 12,7% изолятов соответ-
ственно. Среди многих вариантов β-лактамаз CTX-M, о 

встречаемости которых в UPEC неоднократно сообща-
лось, blaCTX-M-15 и blaCTX-M-14, ферменты из групп CTX-M-1 
и CTX-M-9, соответственно, наиболее часто иденти-
фицируются в мире, что определяется их эффективной 
передачей с различными генетическими элементами 
[28, 42, 43]. При анализе 120 культур UPEC, продуциру-
ющих БЛРС, изолированных от длительно госпитализи-
рованных пациентов в больнице Университета Сучжоу 
(Китай), показано, что гены ферментов CTX-M, TEM, 
SHV, OXA идентифицированы в 90,8%, 40,0%, 10,8% и 
10,0% случаях соответственно, большинство изолятов 
обладали более чем одним геном БЛРС, всего идентифи-
цировано 9 различных паттернов генотипа БЛРС [20]. 
В исследовании, проведённом в пяти больницах обще-
го профиля в 2012-13 гг., 96,9% БЛРС-продуцирующих 
изолятов несли blaCTX-M и 84,6% – blaTEM [28]. Распро-
странённость CTX-M (93,94%) среди bla-позитивных 
UPEC показана в работе А. Alqasim и соавт. [44], проана-
лизировавших образцы мочи пациентов, госпитализиро-
ванных в третичный центр здравоохранения в Эр-Рияде 
(Саудовская Аравия), CTX-M-15 обнаружен у всех изо-
лятов, несущих СТХ-М ген [44].

Полученные нами результаты по целому ряду по-
зиций совпадают с общемировыми и российскими на-
блюдениями, характеризующими распространённость 
и уровень антибиотикочувствительности Е. coli, вы-
деленной при нозокомиальной ИМВП. Молекулярное 
типирование изолятов UPEC показало, что возбудители 
имели гетерогенный генетический профиль, что свиде-
тельствует о преимущественно эндогенном характере 
инфицирования мочевыводящих путей пациентов с раз-
личной первичной патологией. «Циркулирующие» куль-
туры практически все принадлежат к филогруппе В2 и 
чаще продуцируют БЛРС, чем «индивидуальные» штам-
мы. В первой группе БЛРС-продуцирующие изоляты со-
ставили почти 60%, тогда как среди «индивидуальных» 
штаммов таких оказалось 20%, последнее может свиде-
тельствовать об увеличении антибиотикоустойчивости 
аутомикробиоты. Среди многих типов БЛРС наиболее 
часто распространены СТХ-М ферменты (СТХ-М-1 
группы), что определяется их эффективной передачей с 
различными генетическими элементами.

Заключение. Определение встречаемости эпидеми-
чески значимых госпитальных штаммов микроорганиз-
мов, мониторинг их резервуаров и механизмов передачи 
является императивом, ограничивающим распростра-
нение резистентности и обеспечивающим сохранение 
эффективности применения АМП в МО. Поскольку у 
представителей семейства Enterobacteriaceae наличие 
гена blaCTX-M свидетельствует о высоком эпидемическом 
потенциале и коррелирует с множественной устойчи-
востью к АМП, при мониторинге возбудителей ИСМП 
желательно проводить скрининг на продукцию БЛРС 
CTX-M типа.

Возбудителями инфекционного процесса в ⅔ слу-
чаев являются представители эндогенной кишечной 
микробиоты самих пациентов, в остальных случаях 
происходит экзогенное инфицирование. В различных 
отделениях МО, в первую очередь ОРИТ, формируется 
специфическая среда, определяющая степень эндоген-
ного и экзогенного инфицирования, распространён-
ность антибиотикоустойчивых штаммов UPEC, про-
дуцирующих БЛРС, что связано с особенностями кон-
тингента больных, набором лекарственных средств и 
методов лечебного пособия. В отделениях ОРИТ, часто 
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при катетеризации, с высокой вероятностью происхо-
дит инфицирование «циркулирующими» (возможно, 
госпитальными) резистентными штаммами. В много-
профильных стационарах имеются условия для пере-
крестных заражений пациентов, хотя эпидемиологиче-
ские цепочки эпизодов ИМВП с участием госпиталь-
ных штаммов короткие и непродолжительные. Шанс 
инфицироваться E. coli, продуцирующей СТХ-М или 
ОХА ферменты, в ОРИТ существенно выше, чем в хи-
рургии или терапии. Полученные данные дополняют 
представления об эпидемиологии ИМВП, вызванных 
E. coli. Они могут служить инструментом в планиро-
вании и реализации методов профилактики и контроля 
ИМВП, иметь решающее значение в руководстве эмпи-
рического лечения ИМВП в регионе.
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