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В. В. Макаров1     , А. В. Хромов2, В. А. Гущин1,3, А. П. Ткачук3

Makarov VV1     , Khromov AV2, Guschin VA1,3, Tkachuk AP3

EMERGENCE OF NEW INFECTIONS IN THE 21ST CENTURY AND 
IDENTIFICATION OF PATHOGENS USING NEXT GENERATION SEQUENCING

ВОЗНИКНОВЕНИЕ НОВЫХ ИНФЕКЦИЙ В XXI ВЕКЕ И СПОСОБЫ 
ИХ ИДЕНТИФИКАЦИИ С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ 
ВЫСОКОПРОИЗВОДИТЕЛЬНОГО СЕКВЕНИРОВАНИЯ (NGS) 

Каждое новое инфекционное заболевание может быть серьезным вызовом для современной медицины. Измене-
ние окружающей среды, вырубка тропических лесов, таяние льдов в Антарктике, увеличение плотности населения 
и повсеместное использование антибиотиков — все это факторы, провоцирующие появление новых патогенов. 
Эпидемии гриппа, вызываемые новыми штаммами вируса; респираторные синдромы, вызываемые новыми коро-
навирусами; вспышки инфекций, причиной которых является гемолитическая кишечная палочка; возникновение 
резистентных к антибиотикам супербактерий — примеры того, какие опасности могут поджидать человечество. 
В число первоочередных мер, которые необходимо предпринять для противодействия новым патогенам, входит раз-
работка способов их быстрой и точной идентификации. В обзоре рассмотрены случаи возникновения в XXI веке 
новых инфекционных агентов, а также проанализированы возможность и перспективы использования для выявления 
и идентификации новых патогенов методов высокопроизводительного секвенирования (next generation sequence).

Each new emerging infection may become a big challenge to the medical community. Changing environment, tropical 
deforestation, melting of the Antarctic ice, growing population density and uncontrolled use of antibiotics provoke emergence 
and evolution of pathogens. Epidemics caused by new strains of the influenza virus, respiratory syndromes associated with 
coronaviruses, outbreaks of hemolytic Escherichia coli infections and antibiotic-resistant superbacteria are hazards to humans. 
Among high-priority measures for pathogen control that are yet to be taken is development of fast and accurate techniques for 
pathogen identification. Our review looks at the cases of new infections registered in the 21st century and explores feasibility of 
next generation sequencing for the detection and identification of new pathogens.

Keywords: infectious agents, pathogens, techniques for identification of new pathogens, next generation sequencing, 
coronavirus, influenza virus, horizontal gene transfer, resistance to antibiotics

Ключевые слова: инфекционные агенты, патогенные организмы, методы выявления новых патогенов, высокопроиз-
водительное секвенирование, коронавирус, вирус гриппа,  горизонтальный перенос генов, антибиотикорезистентность
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Вспышки инфекционных заболеваний представляют со-
бой постоянную угрозу для глобального здравоохранения. 
Обнаружению и изучению новых возбудителей уделяют 
много внимания, примеры — коронавирус ближневосточ-
ного респираторного синдрома, вирус Эбола в Заире или 
вирус Зики в Южной Америке. Факторы, влияющие на 
появление новых патогенов, приведены в таблице. Тем не 
менее значительно чаще эпидемии вызывают известные 
патогены, такие как полиовирус, грипп или холерный виб-
рион. 

Большинство эпидемий возникает из-за внешних, кли-
матологических или географических, факторов. Однако 
иногда их причиной становится антропогенное воздей-
ствие. К примеру, некоторые из зоонозов переходят к че-
ловеку, потому что исчезают места обитания их природных 
резервуаров — животных-хозяев. Вырубка лесов в горных 
районах может привести к наводнениям и затоплению 
населенных пунктов, что косвенно приводит к вспышкам 
холеры и других инфекционных заболеваний. Отдельной 
категорией таких «антропогенных» эпидемий являются 
целенаправленные манипуляции с патогенами, к примеру, 
утечка из лабораторий модифицированных биологических 
агентов, которые либо сами по себе, либо в результате 
горизонтального переноса генов вирулентности от дру-
гих биологических объектов могут становиться серьезной 
биологической угрозой. Механизмы появления новых па-
тогенов приведены на рис. 1.
К сожалению, на сегодняшний день отсутствуют чет-

кие алгоритмы и готовые коммерческие приложения для 
идентификации новых патогенных организмов, поэтому 
в случае их возникновения задачи идентификации и  опре-
деления характеристик патогена приходится решать с по-
мощью индивидуальных лабораторных подходов. В обзоре 
подробно рассматриваются случаи возникновения новых 
инфицирующих агентов в XXI веке, а также обсуждает-
ся возможность разработки унифицированного подхода 
к выявлению патогенов с использованием новых техноло-
гий секвенирования.

Примеры и механизмы появления новых патогенов 
в XXI веке

Новые коронавирусы

В XXI веке человечество уже столкнулось с появлением 
как минимум 9 новых патогенов (рис. 2). Так, одним из 
глобальных вызовов мировой системе здравоохранения 

Факторы риска, повышающие вероятность возникновения новых 
заболеваний

Факторы, связанные с патогеном

Накопление мутаций в геноме

Горизонтальный перенос генов

Мультипатогенные инфекции

Изменение антигенных детерминант

Факторы, связанные с организмом хозяина

Восприимчивость к инфекциям

Наличие путей международных сообщений

Увеличение плотности популяции

Некоторые религиозные и национальные традиции

Биотерроризм

Факторы, связанные с окружающей средой

Изменения экологической обстановки

Развитие промышленности

Климатические изменения

Ошибки системы здравоохранения

Эпидемии у животных

Войны и голод

Быстрое накопление мутаций 
в геноме (коронавирусы)

Горизонтальный перенос генов (энтерогемморагическая кишечная палочка, 
бактерии с множественной лекарственной устойчивостью)

Появление новых функций генов под действием отбора 
(бактерии, устойчивые к антибиотикам последней линии)

Адаптация к новому хозяину 
(бокавирус человека, метапневмовирус человека)

Рекомбинация и реассортация (вирус гриппа)

(А)

(Б)

Рис. 1. Генетические механизмы появления новых патогенов среди вирусов (А) и бактерий (Б)
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стало появление в 2002 г. в Китае нового, неизвестного 
ранее возбудителя атипичной пневмонии. В ноябре 2002 г. 
в г. Фошан провинции Гуандун скончался фермер, и, хотя
диагноз не был точно установлен, стало ясно, что он пал 
жертвой нового опасного заболевания. Первым этапом 
признания начала эпидемии стало 27 ноября 2002 г., когда 
канадская Глобальная разведывательная сеть по здраво-
охранению (Global Public Health Intelligence Network), яв-
ляющаяся частью Всемирной организации здравоохра-
нения (ВОЗ), выпустила оповещение о начале серьезной 
эпидемии в Китае. Затем ВОЗ, после того как получила 
результаты расследования о вспышке заболевания, за-
просила информацию у китайских властей. Но об эпиде-
мии стало по-настоящему широко известно только после 
выхода заболевания за пределы Китая: в феврале 2003 г. 
в госпитале Ханоя скоропостижно скончался американ-
ский бизнесмен, заразившийся пневмонией в Китае. Ско-
рость, с которой новое заболевание вызвало его смерть, 
поразила общественность. К 15 марта заболевание было 
названо тяжелым острым респираторным синдромом 
(ТОРС) [1–3], а к 27 марта возбудитель был идентифици-
рован как совершенно новый коронавирус и был назван 
коронавирусом ТОРС [4–6]. С ноября 2002 г. по июль 
2003 г. ТОРС перенесли в общей сложности 8 098 паци-
ентов в 25 странах, и 774 случая закончились смертью 
больных. В определенных популяциях [7] и возрастных 
группах [8] смертность была очень высокой и могла дости-
гать 40–55 % от числа заболевших. Дальнейшие локаль-
ные вспышки заболевания были зарегистрированы в кон-
це 2003 г. и начале 2004 г. в Сингапуре, Тайване, Пекине 

и Гуанчжоу в результате случайных лабораторных утечек 
и передачи вируса от животных к человеку  [9]. Эти случаи 
были напрямую связаны с отменой запрета на разделку 
пальмовых куниц на рынках и в ресторанах, который был 
введен на время вспышки атипичной пневмонии [10].
Специфичные противовирусные агенты не были до-

ступны во время борьбы со вспышкой ТОРС [11], и ос-
новными средствами являлись поддерживающая терапия 
и антибиотики для противодействия вторичной бактери-
альной инфекции [12]. При этом эпидемия атипичной пнев-
монии была локализована в первую очередь благодаря 
высокоэффективным мерам глобального общественного 
здравоохранения [13], среди которых были отслеживание 
контактов и карантин лиц с подозрением на инфекцию 
и зараженных пациентов [14]. В настоящий момент коро-
навирус ТОРС больше не циркулирует в человеческой по-
пуляции, но обнаружение природных резервуаров корона-
вирусов, предковых по отношению к короновирусу ТОРС, 
(летучие мыши и другие млекопитающие) свидетельствует 
о потенциальной угрозе повторного возникновения эпиде-
мии [15].
Детекция нового вируса на тот момент была нетриви-

альной задачей, однако ученые успешно с ней справились. 
Клинические образцы от пациентов с ТОРС изучали с ис-
пользованием клеточных культур и молекулярных методов. 
Вирус был выделен в культуре клеток, затем с помощью 
полимеразной цепной реакции (ПЦР) со случайными (ран-
домными) праймерами была определена РНК вируса дли-
ной до 300 нуклеотидов. Генетические характеристики ви-
руса показали, что он лишь отдаленно родствен известным 

H1N1
(Мексика, 

2009)

NL63
(Нидерланды, 

2003)

МПВЧ
(Нидерланды, 

2001)

HBoV1
(Швеция, 

2005)

E. coli 0104:H4
(Германия, 

2011)

БВРС
(Саудовская 
Аравия, 

2012)

NDM-1 
(Индия, 2009)

HCoV-HKU1
(Китай, 2004)

ТОРС
(Китай, 2002)

Рис. 2. Карта возникновения новых патогенов в XXI веке
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коронавирусам (сходство нуклеотидных последовательно-
стей составило от 50 до 60 %). На основании идентифи-
цированных последовательностей были созданы наборы 
для специфической высокочувствительной детекции но-
вого вируса с помощью ПЦР и ПЦР в «реальном времени» 
(ПЦР-РВ). Вирус обнаруживался в различных клинических 
образцах от пациентов с ТОРС, но не в образцах контроль-
ной группы. Высокие концентрации вирусной РНК (до 
100 млн молекул на 1 мл) были найдены в мокроте зара-
женных пациентов. В чрезвычайно низких концентрациях 
РНК вируса была также обнаружена в плазме крови паци-
ентов с острой фазой заболевания и в кале в конце выз-
доровления [4]. Несмотря на то, что эпидемия ТОРС была 
успешно остановлена, этот коронавирус был не един-
ственным представляющим определенную опасность для 
населения Земли коронавирусом, открытым в XXI веке.
В 2003 г. 7-месячный ребенок, госпитализированный 

с обструктивным бронхитом и конъюнктивитом, был об-
следован на присутствие в организме нескольких респи-
раторных вирусов с целью выявления возбудителя, однако 
все методы диагностики дали отрицательные результаты. 
Группа исследователей во главе с Лией ван дер Хук ис-
пользовала модифицированный метод определения ви-
русов, основанный на анализе полиморфизмов длин 
фрагментов рестрикции вирусной кДНК (Virus-Discovery-
cDNA-AFLP, VIDISCA). Данный метод основан на ПЦР с 
обратной транскрипцией (ОТ-ПЦР) вирусной РНК с после-
дующим ограниченнным расщеплением кДНК с помощью 
частощепящих рестриктаз. Результаты показали опре-
деленное сходство обнаруженных последовательностей 
с последовательностями известных коронавирусов, тем 
не менее различия были достаточными, чтобы указать на 
открытие нового вида коронавируса, позднее названного 
коронавирусом человека NL63 [16]. 

71-летний пациент из Китая попал в больницу с пнев-
монией в январе 2004 г. Попытки размножить вирус в куль-
туре клеток, ОТ-ПЦР и прямое обнаружение антигена из 
аспирата носоглотки указали на отсутствие в организме 
больного известных респираторных вирусов. ОТ-ПЦР на 
консервативную область гена полимеразы коронавирусов 
подтвердила наличие коронавируса, однако попытки куль-
тивирования возбудителя были безуспешными. Частичное 
секвенирование генома коронавируса показало высокую 
гомологичность его последовательности последователь-
ностям других вирусов рода βCoV, включая HCoV-OC43, 
но она имела иное происхождение. Этот коронавирус 
человека, названный HCoV-HKU1, через некоторое вре-
мя удалось выделить из аспирата другой пациентки [17]. 
Позднее также вирус удалось воспроизвести в культуре 
клеток реснитчатого эпителия дыхательных путей чело-
века, однако его культивирование по-прежнему остается 
сложной задачей. С момента открытия HCoV-HKU1 уда-
лось показать, что этот вирус распространен глобально, 
а ретроспективный анализ хранящихся назофарингеаль-
ных препаратов подтвердил его существование по край-
ней мере с 1995 г. [18].
В июне 2012 г. мир узнал о появлении совершенно 

нового штамма коронавируса человека. Образец мокро-
ты был отобран у 60-летнего мужчины с тяжелым респи-
раторным заболеванием доктором Сулейманом Факихом 
в больнице в Джидде (Саудовская Аравия). Анализы на 
распространенные вирусные респираторные инфекции не 
позволили выявить биологический агент, вызвавший за-
болевание. Образец мокроты был отправлен в Роттердам 
(Нидерланды), где вирус был идентифицирован как новый 

коронавирус, условно названный HCoV-EMC (человече-
ский коронавирус из Erasmus Medical College). Пациент 
позднее умер вследствие острой пневмонии и последую-
щей почечной недостаточности [19]. С момента открытия 
этого патогена были определены и описаны в научной ли-
тературе несколько новых изолятов, в разных базах дан-
ных и СМИ — под разными названиями. Для изучения ви-
руса была организована научная группа из вирусологов, 
занимающихся коронавирусами. Для того чтобы избежать 
путаницы в исследованиях для нового вируса было вы-
брано название «коронавирус ближневосточного респи-
раторного синдрома (БВРС)», которое было согласовано 
первооткрывателями вируса, ВОЗ и Министерством здра-
воохранения Саудовской Аравии [19].
С июня 2012 г. и до 7 февраля 2014 г. были зарегиc-

трированы 182 случая заболевания БВРС, из которых 79 
закончились смертельным исходом. По данным ВОЗ на 
11 июня 2014 г., вирус вызвал 699 лабораторно подтверж-
денных случаев болезни, из которых 209 закончились 
смертью пациентов [20]. Статистика показывает, что в те-
чение 4 месяцев число случаев заболевания увеличилось 
более чем в 3 раза, т. е. эпидемия далека от своего завер-
шения. Летальность, составляющая до 30 %, значительно 
выше среди пациентов с сопутствующими заболеваниями: 
большое число случаев БВРС зарегистрировано у пациен-
тов с иммунодефицитом или другими основными заболе-
ваниями [21, 22]. Кроме того, существует серьезная угроза 
внутрибольничной передачи инфекции [23].
Клиническая картина заболевания похожа на симпто-

мы ОРВИ и включает ряд патологических состояний дыха-
тельных путей с такими распространенными симптомами, 
как кашель, лихорадка и желудочно-кишечные нарушения 
[24], до начала пневмонии [21]. При БВРС также наблю-
дались острый респираторный синдром (ОРС), почечная 
недостаточность, перикардит и диссеминированное внут-
рисосудистое свертывание [24]. Вероятность пандемиче-
ской вспышки невелик, т. к. вирус, по всей видимости, не-
способен к эффективной передаче от человека к человеку 
[24] и передается только при устойчивом контакте [25], на-
пример, в семьях [26], среди медицинских работников [27] 
и в результате внутрибольничной передачи [28], особенно 
если у пациента ослаблен иммунитет.
Происхождение этого вируса пока до конца непонятно. 

Возможно, произошла первичная передача инфекции от 
верблюда к человеку.
Таким образом, за последнее десятилетие было откры-

то 4 новых коронавируса, два из которых являются край-
не опасными, в то время как два других были обнаруже-
ны почти случайно и практически не выделялись на фоне 
ОРВИ. Эти данные указывают на то, что появление новых 
высокопатогенных штаммов — событие весьма вероятное, 
для которого порой достаточно нескольких нуклеотидных 
замен в составе генома вируса.

Метапневмовирус человека

В 2001 г. новый вирус был выявлен у 28 пациентов в Ни-
дерландах. Симптомы заболевания, вызванного им, были 
похожи на симптомы заболевания, вызываемого респира-
торно-синцитиальным вирусом (РСЧ). Нескольким пациен-
там потребовалась госпитализация и даже подключение 
к системе искусственной вентиляции легких. Вирусные 
изоляты были культивированы в культурах клеток почек 
человекообразных обезьян (tМК), и цитопатические эф-
фекты, вызванные вирусом, были во многом идентичны 



9

ОБЗОР   ЭВОЛЮЦИЯ ИНФЕКЦИЙ

ВЕСТНИК РГМУ   1, 2017   VESTNIKRGMU.RU| |

тем, что вызывает РСЧ. Электронная микроскопия супер-
натанта зараженных клеток выявила парамиксовирусо-
подобные частицы. Однако результаты ПЦР-РВ с прай-
мерами для детекции известных парамиксовирусов были 
отрицательными. Тогда для получения информации о по-
следовательности неизвестного вируса использовали ОТ-
ПЦР с рандомными праймерами. На основании сходства 
последовательностей и организации генов заключили, что 
исследуемый вирус является ближайшим родственником 
птичьего пневмовируса; его идентифицировали как новый 
вид рода Metapneumovirus — метапневмовирус человека 
(МПВЧ) [29], и он стал первым вирусом этого рода, спо-
собным инфицировать людей. Хотя МПВЧ был обнаружен 
только в 2001 г., филогенетический анализ показал, что 
вирус циркулировал в человеческой популяции в течение 
примерно 50 лет [30, 31]. От 7 до 19 % всех случаев респи-
раторных инфекций у детей (и госпитализированных, и по-
лучавших помощь амбулаторно) были обусловлены МПВЧ 
[32–34]. Как сообщается, этот вирус является вторым по 
частоте обнаружения среди вирусов, вызывающих инфек-
ции дыхательных путей [35].

Бокавирус человека

Первый бокавирус человека (hBoV) был обнаружен 
в  2005 г. в назофарингеальном аспирате 282 пациентов 
с неидентифицированной инфекцией нижних дыхательных
путей в Швеции. Исследователи использовали новый ме-
тод, который включал этапы обработки образцов ДНКа-
зой, чтобы исключить их загрязнение невирусными ну-
клеиновыми кислотами, с последующей ОТ-ПЦР с неспеци-
фическими праймерами. Анализ полученных последова-
тельностей с помощью методов биоинформатики выявил 
присутствие в образцах нового парвовируса, высокогомо-
логичного парвовирусам быков и собак (отсюда название 
рода — Bocavirus). Новый вирус был назван hBoV1 [36]. 
Три других штамма hBoV были обнаружены в 2010 г. и на-
званы hBoV2, hBoV3 и hBoV4 [37–39]. 

HBoV1 — это возбудитель респираторных заболева-
ний, присутствующий во всех регионах планеты и связан-
ный с примерно 19 % всех вирусных инфекций верхних 
и нижних дыхательных путей [40–42]. HBoV1 эффективно 
инфицирует культуру эпителиальных клеток дыхательных 
путей человека и приводит к их цитолизу [43–45]. Эти дан-
ные подтверждаются клиническими наблюдениями, ука-
зывающими на то, что инфекция действительно проходит 
в форме респираторного заболевания. Напротив, hBoV2–
hBoV4 локализуются в желудочно-кишечном тракте, при 
этом hBoV2 и, возможно, hBoV3, связаны с гастроэнте-
ритами [46, 47]. Интересно, что HBoV2 — единственный 
кишечный бокавирус, изолированный из назофарингеаль-
ного аспирата, и, следовательно, может также быть связан 
с респираторными заболеваниями [48, 49]. HBoV1 обна-
руживается во всех возрастных группах, но преимущес-
твенно среди детей в возрасте от 6–24 мес. [50, 51] и ред-
ко — среди взрослых [52–56]. Передача вируса и зараже-
ние им происходят в течение всего года, но чаще в зимние 
и весенние месяцы [55, 57–59].

Вирус гриппа

Другим механизмом появления новых патогенных вирусов 
является рекомбинация их геномов. Характерным при-
мером служит вирус гриппа (ВГ) человека с сегментиро-
ванным РНК-геномом, который характеризуется высокой 

изменчивостью. При заражении несколькими различными 
штаммами ВГ возможна реассортация геномных РНК этих 
штаммов и образование новых вариантов ВГ с новыми па-
тогенными свойствами. Постоянные изменения в составе 
двух поверхностных антигенов (гемагглютинина и нейра-
минидазы) определяют эпидемиологию вируса гриппа.
Водные птицы являются естественными резервуарами 

ВГ, в которых, похоже, вирус достиг текущего эволюцион-
ного статуса в ходе ряда адаптаций. Отряды гусеобразных 
и ржанкообразных являются исходными хозяевами ВГ 
с самым высоким разнообразием штаммов: 17 подтипов 
по гемаглютинину и 9 подтипов по нейраминидазе [60]. 
Передача вируса наземным птицам или млекопитающим 
привела к его быстрой эволюции [61]. Некоторые варианты 
ВГ циркулируют в человеческих популяциях (H1N1, H3N2), 
среди свиней (H1N1, H1N2), лошадей (H3N8, H7N7) и собак 
(H3N8) [62]. Свиньи стали одним из главных резервуаров 
для возникновения пандемических штаммов ВГ вслед-
ствие того, что они имеют рецепторы как для ВГ птиц, так 
и для ВГ человека (2,3-сиаловые кислоты и 2,6-сиаловые 
кислоты соответственно) [63, 64]. Свиньи — эффективные 
«смесительные емкости» для вируса, источник новых ре-
ассортантных вариантов, которые обладают смешанными 
(рекомбинантными) геномами и способны вызвать очеред-
ную пандемию [61].
Пандемия — самое страшное проявление вируса грип-

па, когда заражены одновременно 20–40 % человеческой 
популяции по всему миру. Одна из первых документаль-
но зафиксированных пандемий вируса гриппа произошла 
в 1918 г., когда от смертельной «испанки» (штамм H1N1) 
погибли 25 млн человек [60]. За ней последовали «азиат-
cкий грипп» (штамм H2N2) в феврале 1957 г., «гонг-
конгский грипп» (штамм H3N2) в 1968 г., «русский грипп» 
(штамм H1N1) в 1977 г. и «свиной грипп» (штамм H1N1) 
в 2009 г. Последний стал первой и пока единственной 
пандемией XXI века. Штамм H1N1 являлся реассортан-
том между евразийским вирусом свиного гриппа и севе-
роамериканским тройным реассортантом H1N2 [65, 66]. 
По сравнению со своим зловещим предком он относитель-
но менее вирулентен, но все-таки стал причиной смерти 
от дыхательной и сердечно-сосудистой недостаточности 
более 200 и 83 тыс. человек соответственно [67].
С момента идентификации нового штамма вируса пти-

чьего гриппа H7N9 30 марта 2013 г. китайскими властями 
были зарегистрированы 135 лабораторно подтвержден-
ных случаев инфекции и 45 смертей, данные о которых 
поступили из Шанхая, Аньхоя, Цзянсу и Чжэцзяня [68]. 
Единственный случай заболевания за пределами Китая 
был зафиксирован в Тайване, но и тогда первичное за-
ражение произошло в Китае [69]. Это первые случаи ин-
фицирования людей вариантом H7N9 вируса птичьего 
гриппа [70, 71]. Ранее нелетальные вирусные инфекции, 
вызванные штаммами вируса гриппа подгруппы Н7 (H7N2, 
H7N3, H7N5), наблюдались по всей Европе и в США [72]. 
Исключением стала единственная смерть от штамма H7N7 
в Нидерландах в 2003 г. [73, 74]. Интересно, что указанные 
инфекционные вспышки совпадали со вспышками гриппа 
у домашней птицы, но для варианта H7N9 такая законо-
мерность отмечена не была.  Случаи заражения H7N9 не 
выглядят эпидемиологически связанными, но возмож-
ность передачи инфекции от человека к человеку, по всей 
видимости, все же существует [75]. Задержки в развитии 
серологических реакций у лиц, инфицированных штам-
мом H7N9, осложняют серологическую детекцию вируса 
[76]. Кроме того, у домашней птицы отмечено латентное 
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течение заболевания (в отличие от инфекции, вызываемой 
штаммом H5N1), что существенно затрудняет определение 
источника и способа передачи патогена и, следовательно, 
увеличивает риск пандемии.

Кишечная палочка, продуцирующая шига-токсин

Еще одним вариантом возникновения новых патогенных 
организмов является приобретение хорошо известными 
организмами новых свойств, таких как продукция токси-
нов или устойчивость к антибиотикам. Примером резуль-
тата такой генетической перестройки является эпидемия, 
которая была вызвана штаммом О104:Н4 энтерогеммо-
рагической кишечной палочки в 2011 г. в Германии. Это 
была самая серьезная вспышка инфекции из когда-либо 
зарегистрированных, вызванных кишечной палочкой, про-
дуцирующей шига-токсин (шига-токсин продуцирующая 
кишечная палочка, ШПКП): в общей сложности были за-
фиксированы 3 842 случая инфекции, в том числе 2 987 
случаев лабораторно подтвержденного гастроэнтерита (из 
них — 18 смертей) и 855 случаев гемолитико-уремическо-
го синдрома (35 смертей) [77]. Вспышка началась 8 мая, 
достигла своего пика 22 мая и 4 июля полностью закон-
чилась. Возможно, эпидемию удалось остановить путем 
предупреждения людей о потреблении ими загрязненных 
продуктов питания, но также возможно, что зараженные 
продукты просто перестали поступать на рынки. Были 
публично раскритикованы запоздалые и вначале ложные 
заявления о связи инфекции с огурцами и капустой, ко-
торые на деле не имели к ней отношения [77]. 10 июня в 
качестве источника инфекции немецкими властями были 
объявлены проростки пажитника, импортировавшиеся из 
Египта [78]. 
Эпидемиологический анализ инфекции, изначально 

передающейся через пищу, становится сложнее произ-
водить, когда патоген начинает передаваться от человека 
к человеку. Такой способ инфицирования был отмечен 
примерно в 20 % домохозяйств с первичным пациентом, 
инфицированным через пищу хорошо охарактеризован-
ным родственным штаммом энтерогемморагической ки-
шечной палочки O157:H7 [79]. Вторичная передача в быту 
у взрослых пациентов также была выявлена и для штамма 
O104:H4 во Франции [80] и Нидерландах [81] за счет на-
блюдавшейся задержки начала инфекции по сравнению 
со стандартным временем инкубации (от 7 до 9 дней для 
O104:H4). Вторичные трансмиссии также были отмечены 
в Гессене (Германия), который находился за пределами 
главного очага эпидемии на севере страны [82]. Исследо-
вания также документально подтвердили передачу инфек-
ции не только в семьях, но и в больницах и даже в микро-
биологической лаборатории.
Секвенирование генома штамма О104:Н4, обнару-

женного в Германии, было выполнено в кратчайшие сро-
ки сразу несколькими группами исследователей. Первая 
последовательность была получена в Пекинском инсти-
туте геномики, где изучали образец, переданный иссле-
дователями из Университета Гамбурга. Китайские ученые 
выполнили секвенирование генома бактерии за 3 дня, 
используя платформу Ion Torrent. Первая аннотированная 
последовательность генома была опубликована группой 
из Геттингенского университета. При этом были исполь-
зованы геномные секвенаторы Flex [83], Ion Torrent [84] 
и PacBio RS [85]. Важно, что в результате использова-
ния комбинированного подхода с применением несколь-
ких технологий высокопроизводительного секвенирова-

ния было достигнуто высокое качество сборки (по длине 
прочтения, по числу ошибок в последовательностях, 
по числу пропусков и пр.). Картирование последова-
тельностей продемонстрировало сходство полученного 
штамма с четырьмя другими штаммами энтерогеммо-
рагической кишечной палочки, вызвавшими вспышки 
инфекций, в том числе штаммом энтероагрегативной ки-
шечной палочки (ЭАКП), выделенной в конце 1990-х гг.
у проживавших в Центральной Африке пациентов с ВИЧ-
инфекцией, которые страдали от постоянной диареи 
[86]. Однако африканский штамм не содержал профага 
Stx2 [84]. Mellmann и соавт. предложили схему эволюции 
штамма O104:H4, согласно которой предковый штамм 
преобразовался в O104:H4 вследствие удаления и приоб-
ретения мобильных ДНК-элементов путем горизонталь-
ного переноса [83]: немецкий вариант патогена получил 
плазмиды, несущие гены одного из типов фимбрий/пи-
лей (ААР/I), и потерял плазмиды, несущие гены фимбрий 
AAF/III и термостойкого энтеротоксина Аста, а, кроме 
того, приобрел плазмиду, несущую гены ферментов TEM-1 
и CTX-M-15, определяющих устойчивость к антибиотикам. 
Сравнение эпидемических штаммов между собой также 
показало наличие крупномасштабных делеций, вставок 
и инверсий между изолятами, подтвердив, таким образом, 
существенную геномную мобильность. Исследователи 
также установили, что именно эти структурно различаю-
щиеся регионы содержат участки, кодирующие факторы 
вирулентности. 
Почему штамм O104:H4 отличался крайне высокой ви-

рулентностью? По результатам изучения генома и генов 
вирулентности оказалось, что у этого штамма необычное 
сочетание генов вирулентности из штаммов ШПКП (про-
фаг Stx2, длинные полярные фимбрии, устойчивость к тел-
луритам, система потребления железа) и штаммов ЭАКП 
(AAF/I, регулятор транскрипции AggR, дисперсин Aap 
и энтеротоксин шигеллы Set1) [87]. Последние из описан-
ных локализуются в основном на вирулентной плазмиде 
pAA [83]. Таким образом, в геноме O104:H4 два различ-
ных мобильных элемента, профаг Stx2 и плазмида pAA, 
обеспечивают вирулентность возбудителя, что достаточно 
необычно. Возможно, именно такое сочетание факторов 
вирулентности штаммов ШПКП и ЭАКП привело к появ-
лению этого необыкновенно опасного патогена: он вызы-
вает цитотоксическое повреждение эпителия кишечника, 
облегчающее системную адсорбцию шиго-токсина, что, 
в свою очередь, может объяснить высокую распростра-
ненность случаев гемолитико-уремического синдрома 
в ходе эпидемии в Германии. Несмотря на наличие в гено-
ме штамма O104:H4 двух генов устойчивости к антибиоти-
кам, эпидемиологическая ситуация, в частности, количес-
тво летальных исходов, была менее печальной, чем могла 
бы быть, если бы вирус обладал мультирезистентностью 
к более широкому ряду антибиотиков.

Антибиотикорезистентность и супербактерии

Штаммы с множественной лекарственной устойчивостью 
(МЛУ) становятся все более распространенными причина-
ми внутрибольничных инфекций, начиная с первых случа-
ев в 1980-х гг. [88]. Многие страны, в том числе и Россия, 
столкнулись с растущим числом инфекций, устойчивых 
к лечению традиционными антибиотиками. Следует отме-
тить, что основными очагами развития и распространения 
инфекций, вызываемых такими патогенами, как  метицил-
лин-устойчивый золотистый стафилококк, ванкомицин-
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устойчивый энтерококк и многие грамотрицательные бак-
терии с МЛУ, стали палаты интенсивной терапии [89].
Грамотрицательные бактерии, устойчивые к карбапе-

немам, являются одной из самых больших проблем. Кар-
бапенемы — предпочитетельные препараты (препараты 
выбора, drug of choice) при лечении многих инфекций, 
вызываемых грамотрицательными бактериями [90]. Тем 
не менее широкое использование карбапенемов способ-
ствовало развитию устойчивости к ним среди этих пато-
генов. Наиболее часто встречающимися микроорганизма-
ми, устойчивыми к карбапенемам, являются синегнойная 
палочка Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii 
и энтеробактерии [91].
Синегнойная палочка вызывает тяжелые инвазив-

ные заболевания у пациентов с ослабленным иммуните-
том или находящихся в критическом состоянии. Изоляты 
P. aeruginosa, полученные от больных отделений интенсив-
ной терапии, показывали устойчивость к карбапенемам 
примерно в 28–37 % случаев [92, 93]. А. baumannii также 
является одним из основных возбудителей внутриболь-
ничных инфекций. Изначально этот патоген был воспри-
имчив к имипенему в большинстве медучреждений. Затем 
его карбапенем-устойчивые штаммы показали быстрый 
рост во всем мире, и в некоторых отделениях интенсив-
ной терапии в 50–60 % случаев внутрибольничные ин-
фекции, вызванные ими, не поддаются лечению имипе-
немом [94, 95]. Многие энтеробактерии, широкий спектр 
бета-лактамаз-продуцирующих кишечных палочек и штам-
мы Klebsiella pneumoniae, устойчивые к карбапенемам, 
также являются проблемой в отделениях интенсивной 
терапии, поскольку карбапенемы считаются последним 
средством для лечения вызываемых ими инфекций [96].
Считается, что основной движущей силой выработки 

карбапенемовой устойчивости было интенсивное исполь-
зование цефалоспоринов третьего поколения, азтреонама 
и имипенема. Появление в XXI веке полностью устойчивых 
к антибиотикам бактериальных штаммов, так называемых 
«супербактерий», — это серьезный вызов современной 
медицине. Новые опасные патогены могут возникать не 
только за счет приобретения генов устойчивости, но и за 
счет активации ряда «скрытых» генов устойчивости вслед-
ствие всего нескольких значимых нуклеотидных замен 
в них. Подобные генно-инженерные модификации — обыч-
ное явление для микроорганизмов. В этом контексте при-
обретает значимость изучение бактериального резисто-
ма — совокупности всех генов устойчивости микробио-
логического сообщества — для эффективного выявления 
и борьбы с патогенами.
Концепция резистома антибиотиков основана на по-

нимании того, что почвенные актинобактерии и многие 
другие микроорганизмы являются высокопродуктивными 
производителями антимикробных соединений. Очевидно, 
что для сохранения жизнеспособности у микроорганизма 
должны возникать/развиваться не только механизмы за-
щиты от антибиотиков, но и способность продуцировать 
антибиотики. В результате многие компоненты резистома 
развились задолго до того, как применение антибиотиков 
стало клинически значимым и распространенным [97]. Ряд 
исследований подтвердил это. Метагеномный анализ об-
разцов древней ДНК, собранных из зоны вечной мерзло-
ты, продемонстрировал присутствие генов устойчивости 
к бета-лактамным, тетрациклиновым и гликопептидным 
антибиотикам [98]. Важным открытием явилось то, что, как 
оказалось, древние гены устойчивости к гликопептидам 
(vanHAX) филогенетически кластеризуются с современны-

ми последовательностями из гликопептид-продуцирующих 
организмов, а биохимический анализ одного из важнейших 
продуктов генов устойчивости к гликопептидам — VanА — 
показал, что его функции и 3D-структура существенно не 
изменились в течение тысячелетий [99]. В другом иссле-
довании бактерии, собранные в пещерах, изолированных 
от поверхности в течение более четырех миллионов лет, 
оказались фенотипически устойчивыми к 14 различным 
антибиотикам [100]. Генотипирование и биохимические ис-
следования показали, что гены устойчивости присутствуют 
в микробном пангеноме независимо от селективного дав-
ления со стороны человека [100].
Несмотря на то, что самостоятельное и древнее проис-

хождение резистома стало очевидным, современное и до-
вольно мощное селективное давление на его формирова-
ние и трансформацию в результате деятельности человека 
хорошо известно. Протогены устойчивости не формируют 
устойчивый фенотип, но имеют потенциал превращения 
в полноценные гены устойчивости в результате мутации 
и/или изменений в контексте. Мутации фермента, приво-
дящие к переходу его из одного функционального класса 
в другой, представляются маловероятными, а вот измене-
ние, в том числе расширение спектра субстратной спец-
ифичности ферментов при сохранении функции кажется 
более вероятным. Структурные исследования продемон-
стрировали эволюционную близость между линкозамида-
ми и аминогликозиднуклеотидилтрансферазами и поли-
меразами, и это позволяет предположить, что предковые 
полимеразы являлись протогенами устойчивости, которые 
в процессе эволюции развились в эти антибиотико-моди-
фицирующие гены [101]. 
По аналогии выявленные консервативные структурные 

элементы и биохимические механизмы позволяют предпо-
ложить, что протеинкиназы и белковые ацетилтрансфе-
разы имеют общих предков с протогенами устойчивости, 
из которых сформировались гены устойчивости к амино-
гликозидам [102, 103]. Более того, даже сами гены устой-
чивости могут быть протогенами устойчивости для других 
лекарственных препаратов. К примеру, аминогликозид-
ацетилтрансфераза acc(60)-la-cr обеспечивает также 
устойчивость к хинолонам [102]. Предковый фермент 
acc(60)-la обеспечивает устойчивость к аминогликози-
ду канамицину, а мутаций двух аминокислотных остатков 
в его составе — Trp102Arg и Asp179Tyr — оказалось до-
статочно для распространения его субстратной специфич-
ности на некоторые хинолоновые антибиотики, например 
ципрофлоксацин, причем без потери аминогликозид-
ацетилтрансферазной активности.
Частота встречаемости протогенов устойчивости в ре-

зистоме неизвестна, и для приобретения ими клинической 
значимости требуются значительные эволюционные собы-
тия. Однако приведенные выше примеры подчеркивают 
потенциал ферментов для расширения своего «портфо-
лио» потенциальных субстратов и их возможную значимую 
роль в возникновении новых генов устойчивости.
Подобно протогенам устойчивости «молчащие» гены 

устойчивости не способны формировать резистентный 
фенотип в их текущем структурном состоянии. В отли-
чие от протогенов эти гены могут быть детектированы 
в резистоме на основании гомологии между их последо-
вательностями и последовательностями известных генов 
устойчивости. Например, два фенотипически чувствитель-
ных к антибиотикам штамма Citrobacter freundii, изолиро-
ваные в эпоху до использования антибиотиков, содержат 
гены AmpC бета-лактамазы [103]. Мутации, приводящие 
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к экспрессии AmpC в данных штаммах, сопровождаются 
клинической устойчивостью к цефалоспоринам расши-
ренного спектра действия. Salmonella enterica дикого типа, 
культивируемая на богатой питательной среде, чувстви-
тельна к аминогликозидам стрептомицину и спектиноми-
цину. Однако тот же штамм устойчив при выращивании на 
минимальной среде при активации гена aadA аминоглико-
зид-аденилтрансферазы [104]. Когда aadA был суперэкс-
прессирован в индуцибельной плазмиде, минимальная 
ингибирующая концентрация стрептомицина также суще-
ственно увеличилась дозо-зависимым способом. Таким 
образом, общий уровень экспрессии гена устойчивости, 
вероятно, имеет решающее значение в процессе форми-
рования устойчивого фенотипа.
Если мутация — это «рабочая лошадка» эволюции, то 

горизонтальный перенос генов — это «волшебная палоч-
ка», способная мгновенно преобразовать неактивный ген 
устойчивости в функциональный за счет увеличения числа 
копий гена или же изменения контекста, обеспечивающе-
го экспрессию гена под «сильным» промотором. Однажды 
попав в состав мобильного элемента, гены устойчивости 
получают возможность фактически неограниченно рас-
пространяться по микробному пангеному, где они могут 
накапливать дальнейшие мутации, улучшающие функцию 
и расширяющие спектр возможных субстратов кодируе-
мых ими ферментов, в ответ на селективное давление со 
стороны окружающей среды. 
Чтобы оценить вклад генов, способных к горизон-

тальному переносу в составе генома патогенов челове-
ка, достаточно взглянуть на золотистый стафиллококк: 
на мобильные элементы приходится 15–20 % его гено-
ма, они включают бактериофаги, островки патогенности, 
плазмиды, транспозоны и стафилококковые кассетные 
хромосомы [105]. Эти мобильные элементы накопились 
в геноме возбудителя под селективным давлением, но их 
источник — бактерии, которые некогда сосуществовали 
с золотистым стафиллококком. В то время как детали се-
тевых взаимодействий между патогенными микроорганиз-
мами и комменсалами остаются в значительной степени 
неясными, становится все более очевидным, что основные 
резервуары генов резистентности, доступные патогенам, 
находятся в человеческом микробиоме [106]. Например, 
функциональные метагеномные библиотеки, полученные 
из объединенных проб микробиомов кишечника от мла-
денцев, детей и подростков, содержали данные о генах 
устойчивости к 14 антибиотикам [107]. Более того, все биб-
лиотеки содержали данные о генах устойчивости к тетра-
циклину, триметоприму, триметоприм-сульфаметоксазолу, 
D-циклосерину, хлорамфениколу и пенициллину, а мно-
гие — к аминогликозидам, глицилциклинам и бета-лакта-
мам. Примерно 3 % от общего числа генов резистентности 
к антибиотикам в данных библиотеках оказались ассоци-
ированы с мобильными элементами, такими как транспо-
зоны или интегроны [108]. Последствия применения анти-
биотиков для кишечной микрофлоры активно изучаются. 
К примеру, удалось показать, что использование антибио-
тиков, особенно метронидазола и бета-лактамов, снижает 
общее микробное разнообразие в желудочно-кишечном 
тракте [108]. Подобные события, когда один бактериаль-
ный таксон становится преобладающим в микрофлоре 
кишечника, зачастую связаны с повышенным риском по-
следующей бактериемии [109]. 
По всей видимости, один из путей получения генов 

устойчивости кишечной микрофлорой — это горизонталь-
ный перенос генов устойчивости от сельскохозяйствен-

ных животных к человеку через микрофлору пищи. Авто-
ры одной из работ обнаружили, что 42 уникальных гена 
устойчивости были перенесены сельскохозяйственными 
изолятами микрофлоры в человеческий микробиом, что 
позволяет предположить, что микрофлора сельскохозяй-
ственных животных, стоки и отходы ферм могут способ-
ствовать развитию клинической резистентности патоге-
нов человека [109]. Мобильные элементы, несущие гены 
устойчивости к антибиотикам, широко распространены 
в потребляемой нами вместе с продуктами питания мик-
кробиоте [109–113] и являются одним из потенциальных 
источников генов устойчивости для человеческого микро-
биома. Это связано со слабым контролем за использова-
нием антибиотиков в сельском хозяйстве. Мониторинг на 
китайских свинофермах [114] показал, что гены устойчи-
вости были весьма распространены в почвах вследствие 
использования в качестве удобрения навоза от свиней, 
получавших корм, содержавший антибиотики. В 3 раза 
больше уникальных генов устойчивости обнаруживали 
в геномах патогенов в сельскохозяйственных пробах по 
сравнению с контрольными, в том числе к антибиотикам, 
важным для медицины: макролидам (mphA и erm), цефа-
лоспоринам (bla-TEM и blaCTX-М), аминогликозидам (aph 
и aad) и тетрациклину (tet). Количество транспозаз в гено-
мах патогенов из образцов навоза свиней было в 90 000 
раз больше по сравнению с контролем, из образцов поч-
вы — в 1 000 раз больше. Численность транспозаз корре-
лирует с распространением генов устойчивости в микро-
биоте сельскохозяйственной продукции, в особенности 
генов устойчивости к тетрациклину.
Таким образом, все механизмы возникновения новых 

патогенов можно классифицировать отнесением к одной 
из двух больших групп случаев:

1. перенос ранее существовавшего патогена от одного 
хозяина к другому, сопровождающийся тяжелым течением 
заболевания вследствие неадаптированности организма 
нового хозяина к новому патогену (один из самых распро-
страненных примеров — цитокиновый шторм);

2. появление новых патогенных свойств у уже извест-
ного биологического агента, обычно получаемых в ходе 
горизонтального переноса генов.

Проблемы идентификации новых патогенов 
существующими аналитическими методами

Для обнаружения и идентификации патогенов был раз-
работан ряд технологий и коммерческих приложений, 
позволяющих выявлять нуклеиновые кислоты и антигены, 
входящие в состав патогенов. И хотя утверждается, что 
многие из них удовлетворяют высоким требованиям по 
таким параметрам, как минимальная пробоподготовка, 
скорость анализа, точность и надежность, в реальности 
лишь немногие из них могут быть широко использованы 
на практике, в особенности в полевых условиях [115]. Ди-
агностические методы, применяемые для детекции биоу-
гроз, должны обеспечивать своевременное обнаружение 
и подтверждение биологических факторов риска непо-
средственно в образце с минимальным уровнем ложнопо-
ложительных и ложноотрицательных результатов, а также 
выявлять модифицированные и неизвестные патогены. 
Устройства для обнаружения биоугроз должны быть пор-
тативными, легкими в использовании и способными обна-
руживать несколько факторов, а порой — десятки и сотни 
факторов одновременно [115].
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В настоящее время существует несколько методов ди-
агностики, удовлетворяющих большинству из заданных 
критериев, однако ни один не удовлетворяет всем из них. 
В отличие от химических детекторов, способных обнару-
живать химические вещества в количествах, угрожающих 
человеческому здоровью, биологические детекторы ред-
ко могут обнаруживать микроорганизмы непосредствен-
но в образцах на уровне или ниже уровня риска из-за их 
низкой чувствительности и необходимости проведения 
трудоемкой подготовки пробы для анализа. Диагностичес-
кие системы, основанные на амплификации нуклеиновых 
кислот, в целом значительно чувствительнее, чем системы, 
базирующиеся на использовании антител [115]. Так, метод 
ПЦР позволяет обнаружить в образце одиночные моле-
кулы нуклеиновых кислот микроорганизма за достаточ-
но короткое время [116–118]. Однако этот метод требует 
тщательной подготовки пробы и не позволяет напрямую 
обнаруживать токсины и инфекционные агенты, не содер-
жащие нуклеиновых кислот, к примеру прионы [115].
Помимо чувствительности, не менее важной характе-

ристикой диагностических методов является специфич-
ность, поскольку необходимо свести к минимуму фоновые 
сигналы и устранить ложноположительные результаты 
в образцах, которые зачастую представляют собой слож-
ную смесь органических и неорганических соединений. 
При этом «неспецифика» может также возникать в случае 
наличия в пробах высоких концентраций конкурирующих 
антигенов или фрагментов ДНК. В случае с методами, 
основанными на ПЦР, высокая чувствительность может 
быть их слабым местом вследствие возможной контами-
нации образца и получения ложноположительного резуль-
тата из-за ингибирования работы полимеразы различными 
веществами, включая гуминовые кислоты и гем.
Другим важным требованием к диагностическим ме-

тодам является их воспроизводимость. На этот параметр 
может влиять целый ряд факторов, в том числе такие, как 
стабильность реагентов и различия в условиях анализа. 
Значение этих факторов может быть уменьшено путем 
стандартизации условий сбора образцов и их последую-
щего анализа.
Помимо всего вышеперечисленного, диагностические 

методы должны обеспечивать обнаружение в образцах 
различных биологических агентов, т. е. предоставлять 
возможность мультиплексного анализа. Это необходимо 
потому, что в исследуемых образцах могут одновременно 
содержаться токсины, бактерии, вирусы и пр. Более того, 
в некоторых случаях в образцах необходимо определить 
неизвестные факторы, которые могут быть преднаме-
ренно изменены в результате генетической или антиген-
ной модификации или же представлять собой новые или 
неизвестные варианты известных микроорганизмов, 
что делает их обнаружение чрезвычайно трудной зада-
чей. Стоит отметить, что и обычные биологические аген-
ты трудно обнаружить в зараженных образцах. Образцы 
биоматериала человека (например, кровь и фекалии), а 
также образцы пищи, воды и даже воздуха могут созда-
вать существенные проблемы для диагностики. К примеру, 
антикоагулянты, ДНК лейкоцитов и компоненты гема ин-
гибируют ПЦР [115, 119, 120], что приводит к появлению 
ложноотрицательного результата. Жиры в пищевых про-
дуктах и большое количество сопутствующих бактерий в 
образцах фекалий могут искажать результаты иммуноло-
гических анализов. По этой причине биологические агенты 
должны быть выделены или очищены из собранных образ-
цов до анализа и идентификации, что увеличивает время 

анализа и, главное, делает невозможным полевое приме-
нение этих технологий.
Важным фактором для биодетекции является тип мате-

риала, влияющий на порядок хранения и транспортировки 
проб. Образцы, полученные из воды и воздуха, должны 
быть сконцентрированы для предварительного обнару-
жения целевых молекул. Пробы воздуха должны быть пе-
реведены в жидкое состояние, поскольку большинство 
методов диагностики приспособлены для анализа только 
жидких образцов. Объем образца, а также время и ме-
тод его транспортировки также важны, особенно в случае 
с живыми организмами. Иногда для оценки возможного 
риска может потребоваться подтверждение жизнеспособ-
ности микроба, и тогда, к примеру, обычные генетические 
или иммуннологические методы анализа будут неинфор-
мативными.
Различные методы обнаружения и идентификации не-

известных патогенных организмов активно разрабатыва-
ются в течение многих лет, вкладываются значительные 
финансовые средства компаний-разработчиков [115]. 
Одно из перспективных направлений — технологии высо-
копроизводительного секвенирования.

Высокороизводительное секвенирование: 
основные принципы

Высокопроизводительное секвенирование (next generation 
sequencing, NGS) представляет собой группу методов 
секвенирования, позволяющих в отличие от классического 
секвенирования по Сэнгеру получать за один запуск при-
бора большие объемы прочитанной первичной последо-
вательности ДНК за счет параллельного секвенирования 
большого количества различных фрагментов. Подобная 
особенность сделала высокопроизводительное секвени-
рование по-настоящему универсальным методом генети-
ческой характеристики живых объектов. В настоящий мо-
мент приложения, основанные на методах NGS, активно 
применяются не только в сфере научных исследований 
в таких областях, как молекулярная систематика, биоин-
женерия, клеточная и молекулярная биология, но и в прак-
тической деятельности человека: медицинской клиничес-
кой генетике, криминалистике, селекции и др.
Все модификации NGS можно поделить на две боль-

шие группы: первый тип методов основан на секвениро-
вании заранее амплифицированных фрагментов ДНК из 
пробы, второй тип связан с прочтением первичной после-
довательности единичных молекул.
Общий принцип методов секвенирования, основанных 

на предварительной амплификации матриц, приблизитель-
но одинаков независимо от реагентно-аппаратной базы. 
Он включает стадию получения библиотек, заключающую-
ся в получении небольших фрагментов ДНК и введении 
в их состав адаптерных нуклеотидных последовательно-
стей для закрепления на носителе и отжига специфиче-
ских праймеров для секвенирования; стадию иммобилиза-
ции полученных фрагментных библиотек на микросферах 
или поверхности проточной ячейки с последующей ампли-
фикацией с помощью эмульсионной или мостиковой ПЦР 
соответственно; стадию гибридизации специфических 
праймеров с адаптерными участками и непосредственно 
секвенирования. При этом подходе прочтение последова-
тельности всегда связано с достройкой комплементарной 
цепи, причем достройка может осуществляться либо путем 
синтеза новой цепи, либо путем лигирования. Дострой-
ка цепи сопровождается испусканием сигнала, природа 



14

REVIEW   EVOLUTION OF INFECTIONS

ВЕСТНИК РГМУ   1, 2017   VESTNIKRGMU.RU| |

которого зависит от типа платформы для секвенирования. 
Сигнал регистрируется прибором, который переводит его 
в последовательность нуклеотидов. 
Пиросеквенирование, или 454-секвенирование, поя-

вившееся первым из всех методов NGS, использует для 
детекции световой сигнал, возникающий при достройке 
комплементарной цепи ДНК [121–123], в то время как по-
лупроводниковое секвенирование основано на фиксации 
изменения pH, происходящего вследствие отщепления 
протона при образовании фосфодиэфирных связей при 
достройке цепи [124–127]. Третий вариант — это секве-
нирование путем лигирования, при котором детектирует-
ся флуоресцентный сигнал, возникающий в процессе до-
стройки комплементарной цепи в ячейке, через которую 
пропускают смесь, содержащая лигазу и специальные 
флуоресцентно меченные нуклеотидные зонды (октамеры) 
[128]. Наконец, наиболее распространенным вариантом 
является секвенирование путем синтеза с использова-
нием обратимо терминированных флуоресцентных ну-
клеозидтрифосфатов. Амплификация проводится внутри 
проточной пористой ячейки, через которую пропускаются 
реагенты для синтеза ДНК [129]. В результате амплифи-
кации с использованием мостиковой ПЦР внутри каналов 
ячейки генерируются кластеры копий исходных фрагмен-
тов библиотеки, каждый из которых соответствует одно-
му прочтению. Высокая плотность кластеров (до 800–
900 тыс. на мм2) обеспечивает максимально большой 
объем получаемых данных. Затем полученные кластеры 
молекул ДНК секвенируются по принципу, сходному 
с секвенированием по методу Сэнгера [130, 131]. 
К недостаткам методов высокопроизводительного 

секвенирования, основанных на предварительной ам-
плификации ДНК-фрагментов, можно отнести: ошибки 
в гомополимерных участках и местах, где имеются одно-
нуклеотидные полиморфизмы; сложности разрешения 
в повторах; зависимость точности прочтения от GC-соста-
ва фрагментов ДНК и т. д. [132–134]. Поэтому в настоящее 
время разрабатывают альтернативные методы секвениро-
вания, в частности, мономолекулярное секвенирование.
Одна из технологий мономолекулярного секвениро-

вания основана на пропускании секвенируемого участка 
ДНК через активный центр ДНК-полимеразы, при этом 
высокочувствительной CCD-камерой фиксируется сигнал 
от присоединения флуоресцентно меченного нуклеотида, 
попадающего в активный центр ДНК-полимеразы в про-
цессе достройки комплементарной цепи. При присоеди-
нении нуклеотида флуоресцентная метка отщепляется, 
и сигнал падает до фонового уровня. Затем в активный 
центр попадает следующий нуклеотид, и цикл повторяется 
[135]. Используемая в этой технологии ДНК-полимераза 
фага φ29 высокопроцессивна, скорость ее работы сос-
тавляет около 10 нуклеотидов в секунду. Эта технология 
позволяет прочитывать длинные молекулы ДНК — до 10–
20 тыс. п. о. — и имеет целый ряд практических приложе-
ний [136–142].
Другим вариантом мономолекулярного секвенирова-

ния является секвенирование с использованием мембран 
с нанопорами: если мембрану, содержащую такие поры, 
поместить в электрофоретическую ячейку, то одноцепо-
чечные молекулы ДНК могут протягиваться через пору, 
при этом происходит изменение силы тока, проходящего 
через мембрану [113]. При таком протягивании в зависи-
мости от типа нуклеотида происходит определенное по 
амплитуде и продолжительности изменение силы тока, что 
дает возможность определить, какой именно нуклеотид 

находится в полости поры именно сейчас. В настоящее 
время существует только одна коммерческая серия ком-
пактных приборов, в которых реализована данная стра-
тегия секвенирования (MinION компании Oxford Nanopore 
Technologies, Великобритания). Они распространяются 
в рамках программы раннего доступа [143]. К безуслов-
ным преимуществам нанопорового секвенирования отно-
сится возможность делать длинные прочтения без покуп-
ки дорогостоящего оборудования. В качестве недостаков 
можно отметить высокую частоту ошибок (12–20 %) [144]. 
Однако в настоящий момент все больше исследователей 
признают перспективность нанопорового секвенирования 
для метагеномных исследований, секвенирования неболь-
ших геномов, идентификации вирусных и бактериальных 
инфекционных агентов. Так, нанопоровое секвенирование 
успешно применяется для быстрой диагностики вирусных 
инфекций, таких как лихорадка Эбола или Чикунгунья, ме-
тагеномного изучения бактериального резистома и даже 
прочтения полных, больших по объему, геномов [145–147].

Основные стратегии идентификации патогенов 
с использованием NGS

Основными группами патогенов, представляющих наи-
большую опасность для человека, являются бактерии 
и вирусы. Другие патогены, такие как грибы или протисты, 
не менее опасны, однако обычно не требуют генетического 
анализа для идентификации. На сегодняшний день основ-
ным приемом, позволяющим охарактеризовать разноо-
бразие микроорганизмов в пробе, является метагеномный 
анализ. Подобный анализ стал возможным (и даже ру-
тинным) благодаря разработке методов высокопроиз-
водительного секвенирования. Биоразнообразие пробы 
можно охарактеризовать с помощью двух различных стра-
тегий: таргетного секвенирования выбранных маркерных 
участков и полноценного тотального секвенирования ме-
тагенома. 
Первый способ существенно проще технически, требу-

ет меньших временных и финансовых затрат на подготов-
ку образцов, секвенирование и обработку данных. Однако 
он имеет существенное ограничение: позволяет провести 
только оценку разнообразия, тогда как второй способ 
позволяет получить исчерпывающую информацию о сос-
таве и генетических свойствах конкретного сообщества. 
Обычно в качестве маркерных участков в метагеномных 
образцах используются участки генов 16S или 18S рРНК 
у прокариот и эукариот соответственно или ITS-участки 
грибов [148–150]. Однако в зависимости от задачи мар-
керные участки могут быть и иными. К примеру, для ха-
рактеристики резистома в метагеномном образце нужно 
использовать участки генов устойчивости к антибиотикам. 
Второй способ требует существенно больших времен-

ных и финансовых затрат, но при тотальном секвениро-
вании метагеномов мы получаем полногеномные данные, 
представляющие собой различные фрагменты ДНК орга-
низмов, содержащихся в анализируемом метагеномном 
образце, на основе которых впоследствии можно будет 
собрать референсный геном [148]. Анализировать подоб-
ные данные можно тремя различными способами. Первый 
способ — сравнение определенных маркерных последо-
вательностей генов с известными последовательностями 
базы данных для подобных генов определенных организ-
мов [151–153]. Второй способ основан на кластеризации 
всех чтений образца по таксономическим группам, напри-
мер, на основе их сходства с известными полногеномными 
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последовательностями [154–157]. Наконец, третий способ 
связан со сборкой полученных контигов в целые гены или 
даже геномы de novo [158, 159]. В случае с идентифика-
цией новых патогенов группа методов анализа данных 
тотального секвенирования метагенома может быть наи-
более важной, поскольку позволяет не только оценить 
биоразнообразие образца, но и идентифицировать в его 
составе отдельные гены.
Таким образом, оба похода имеют свои достоинства 

и ограничения: секвенирование маркерных участков 
позволяет быстро и со сравнительно небольшими ма-
териальными затратами установить разнообразие гене-
тического материала в образце, тогда как результаты 
тотального секвенирования метагенома позволяют полу-
чить исчерпывающую информацию о патогенных детер-
минантах (метатоксиком, метарезистом и пр.). Большая 
часть этой информации не будет представлять ценности, 
но позволит не упустить генетические элементы, обуслов-
ливающие эпидемическое значение патогенов в составе 
образца. Вероятно, возможно заменить полногеномный 
анализ сложным реагентным комплексом, состоящим из 
нескольких сотен олигонуклеотидных последовательно-
стей, комплементарных наиболее важным и эпидемически 
значимым патогенным детерминантам, что позволит уско-
рить и удешевить процедуру метагеномгой характеристики 
образца. Тогда использование тотального\полногеномного 
секвенирования может быть оправдано в отдельных слож-
ных случаях уже после первичной детекции для подробной 
характеристики генетических особенностей смешанного 
образца или уже изолированного патогена. 

Особенности идентификации методами NGS 
вирусов и бактерий

Существующие методы NGS идеально подходят для ана-
лиза, идентификации и расшифровки генома выделенных 
в чистую культуру прокариотических организмов и  от-
крывают новые возможности в области идентификации 
неизвестных патогенов в смеси микроорганизмов. Опре-
деленную сложность при метагеномной характеристике 
образцов на предмет содержания в них прокариотических 
орагнизмов представляют выявление фактов горизонталь-
ного переноса генов от одного члена метагенома к другому 
и корректное распределение информации по отдельным 
представителям микробного сообщества. Решением этих 
проблем для хромосмонымх генетических элементов яв-
ляется повышение степени покрытия отдельными ридами 
хромосомных последовательностей отдельных компонен-
тов метагенома. 
Фактором, определяющим качество получаемой в ре-

зультате секвенирования информации, является про-
боподоготовка образца. Ее влияние можно проследить, 
анализируя особенности идентификации вирусов. Иден-
тификация новых вирусов является трудной задачей. Ос-
новная причина этого — сложность отделения вирусной 
нуклеиновой кислоты от «мусорных» нуклеиновых кислот. 
Так, для крупных ДНК-вирусов выделение их нуклеиновой 
кислоты из вирусных частиц, полученных методом уль-
трафильтрации, приводит к существенному загрязнению 
образца так называемыми агентами переноса генов — не-
вирусными ДНК, упакованными в вирусные капсиды [160]. 
В случае с маленькими высокоизменчивыми РНК-вируса-
ми идентификация сложна вследствие как значительной 
примеси рРНК в образцах их нуклеиновой кислоты, так 

и сложности подбора специфических вырожденных 
праймеров, которые бы носили универсальный характер 
и позволили амплифицировать вирусные кДНК хотя бы 
на уровне семейства [161]. В настоящий момент для вы-
явления новых вирусов с помощью NGS чаще всего со-
вмещают модифицированный вариант ПЦР (VIDISCA) с по-
следующим высокопроизводительным секвенированием 
(рис. 3) [162]. 
Метод VIDISCA начинается с селективного обогаще-

ния образца вирусной нуклеиновой кислотой, которое 
включает центрифугирование для удаления остаточного 
клеточного дебриса и митохондрий. Кроме того, исполь-
зуется обработка препарата нуклеазами для удаления 
мешающей анализу хромосомной и митохондриальной 
ДНК и РНК из лизированных клеток. Добавление РНК-
азы в образец приводит к  деградации клеточной РНК, 
при этом вирусная нуклеиновая кислота не деградирует, 
поскольку инкапсидирована внутри вирусной частицы. 
В дальнейшем нуклеазы инактивируются, и вирусные нук-
леиновые кислоты экстрагируют из образцов. При этом 
РНК в ходе обратной транскрипции переводится в кДНК, 
а затем синтезируется вторая нить с целью получения 
двуцепочечной ДНК (от вирусной РНК или ДНК генома) 
[163]. Двуцепочечные ДНК обрабатывают частощепящими 

Изоляция фракции 
нуклеиновых кислот

Вирусная РНК

Синтез кДНК

Синтез второй цепи

Расщепление эндонуклеазами

Лигирование адаптеров

Преамплификация

Клональная амплификация 
с помощью эмульсионной ПЦР

Рис. 3. Схема метода идентификации новых вирусных патогенов VIDISCA 
c использованием высокопроизводительного секвенирования
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рестриктазами, специфичными для вирусных нуклеиновых 
кислот (HinP1-I и Mse-I), а затем расщепленную ДНК специ-
фически лигируют с адаптером, содержащим липкие кон-
цы для вышеупомянутых рестриктаз. Целевые молекулы 
впоследствии амплифицируют с использованием прайме-
ров, специфичных к адаптерным последовательностям, 
а затем проводится раунд селективного усиления с прай-
мерами, удлиненными на один нуклеотид (G, A, T или C). 
Таким образом, используется 16 комбинаций праймеров, 
и каждый образец сравнивается с репрезентативным не-
гативным контролем (незараженная сыворотка или плаз-
ма, а также супернатант неинфицированных культур). 
ПЦР-фрагменты, которые являются специфическими для 
«зараженных» клинических образцов, затем клонируют 
и секвенируют по Сэнгеру (клинический золотой стандарт).
Данная методика довольно трудоемка для исполне-

ния, имеет низкую производительность и может обладать 
не самой высокой степенью воспроизводимости [163]. 
С целью повышения производительности данной техно-
логии в настоящий момент пытаются создать ее модифи-
кацию, основанную на совмещении ПЦР с высокопроиз-
водительным секвенированием: все амплифицированные 
фрагменты «сажают» на наночастицы и отправляют на 
массовое параллельное секвенирование. В оригинальной 
методике использовалось пиросеквенирование, лицен-
зированное компанией Roshe. Однако в данном случае 
возникает серьезная проблема, т. к. в образцах обнаружи-
вается низкое число прочтений вирусной нуклеиновой кис-
лоты, вследствие чего обеспечивается слабое покрытие 
вирусного генома. Причиной этого является присутствие 
значительного количества клеточных рибосомальных РНК 
(рРНК) в пробах. Существует несколько подходов, позво-
ляющих значительно снизить количество рРНК в пробах, 
такие как использование специально сконструированных 
рандомных праймеров, не отжигающихся на рРНК, ис-
пользование частощепящих рестриктаз, имеющих низкую 
частоту расщепления рРНК, и, наконец, использование 
специфических олигонуклеотидов для блокировки синтеза 
кДНК на рРНК [163]. Однако, несмотря на то, что все вы-
шеупомянутые технические приемы позволяют существен-
но снизить число амплифицированных фрагментов рРНК, 
полученный результат все равно позволяет идентифици-
ровать вирусы только в 50 % зараженных образцов. Тем 
не менее, если проблема с удалением рРНК из образцов 
будет полностью решена, данная методика станет одним 

из наиболее быстрых и точных способов детекции ранее 
неизвестных вирусов.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Появление новых бактерий и вирусов, угрожающих здо-
ровью человека, является неизбежным процессом, от-
ражающим общий ход биологической эволюции. Вирусы 
и бактерии являются наиболее генетически пластичными 
биологическими структурами благодаря таким молеку-
лярным механизмам, как рекомбинация, реассортация 
и горизонтальный перенос генов. Наличие этих механиз-
мов в сочетании с колоссальным потомством, а также 
селективное воздействие, которое зачастую возникает 
по вине самого человека, приводят к неизбежному появ-
лению новых патогенов. Учитывая интенсивность взаимо-
действия людей из разных стран, распространение новых 
патогенных организмов представляет большую опасность. 
Снижение рисков возникновения эпидемий возможно 
только благодаря разработке новых методов контроля за 
распространением инфекций (вакцинация, лекарства, но-
вые технологии стерилизации), а также методов выявления 
патогенов, которые должны учитывать их генетическую 
пластичность. Анализ имеющихся литературных данных 
показал, что на сегодняшний день не существует готовых 
коммерческих решений для идентификации организмов 
с новыми патогенными свойствами, а классические диа-
гностические методы ПЦР и иммуноферментного анализа 
имеют существенные ограничения. Одним из ведущих ме-
тодов идентификации широкого спектра патогенов, в том 
числе новых, и их генетических свойств становится высо-
копроизводительное секвенирование.
Высокопроизводительное секвенирование являет-

ся одним из немногих доступных методов, способных не 
только детектировать конкретный патоген, но и подробно 
охарактеризовать его генетическую и эпигенетическую 
структуру, дать информацию о совокупности всех микро-
организмов образца, получая в результате исчерпываю-
щий набор метагенетических данных. Необыкновенно бы-
строе развитие данной группы методов с каждым годом 
упрощает, удешевляет и убыстряет процедуру анализа. 
Разнообразие программного обеспечения и различных 
приложений позволяет решать с помощью этого метода 
самые разные задачи, в том числе задачу эффективной 
идентификации ранее неизвестных патогенов.
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ОРИГИНАЛЬНОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ   ЭВОЛЮЦИЯ ИНФЕКЦИЙ

А. Б. Гордеев1     , Л. А. Любасовская1, Ю. В. Родченко1, Д. В. Дубоделов1, И. С. Мукосей2, Т. О. Кочеткова2, И. В. Никитина3, 
О. В. Ионов3, В. В. Зубков3, Д. Ю. Трофимов2, Т. В. Припутневич1

Gordeev AB1     , Lyubasovskaya LA1, Rodchenko JV1, Dubodelov DV1, Mukosey IS2, Kochetkova TO2, Nikitina IV3, Ionov OV3, 
Zubkov VV3, Trofimov DY2, Priputnevich TV1

ГЕНЕТИЧЕСКИЙ ПОЛИМОРФИЗМ ГОСПИТАЛЬНЫХ ШТАММОВ 
STAPHYLOCOCCUS EPIDERMIDIS, ВЫДЕЛЕННЫХ У НОВОРОЖДЕННЫХ 
ОТДЕЛЕНИЯ РЕАНИМАЦИИ И ИНТЕНСИВНОЙ ТЕРАПИИ

GENETIC POLYMORPHISM OF STAPHYLOCOCCUS EPIDERMIDIS STRAINS 
IN PATIENTS OF THE NEONATAL INTENSIVE CARE UNIT

Staphylococcus epidermidis — представитель нормальной микрофлоры человека, способный вызывать опасные за-
болевания у новорожденных с очень низкой и экстремально низкой массой тела при рождении. Различные штаммы 
S. epidermidis обладают разным спектром генов, ассоциированных с их резистентностью к антимикробным препа-
ратам и патогенностью. По результатам анализа данных полных геномных секвенирований четырнадцати штаммов 
S. epidermidis изучено генетическое разнообразие штаммов, циркулирующих в отделении реанимации и интенсивной 
терапии новорожденных НЦАГиП им. В. И. Кулакова. Выявлена принадлежность штаммов к восьми сиквенс-типам, 
из которых чаще встречались ST2 и ST59, принадлежащие к единому клональному комплексу СС2. К данному кло-
нальному комплексу относились 10 из 14 штаммов. Показано, что изученные штаммы обладали широким спектром 
генов резистентности к антимикробным препаратам. Обнаружено 15 различных генов, обуславливающих резистент-
ность штаммов к аминогликозидам, бета-лактамным антибиотикам, фузидиевой кислоте, макролидам, линкозамидам, 
стрептограмину B, тетрациклину и триметоприму. Выявлены гены, ассоциированные с патогенностью (aae, atlE, aap, 
embp), встречающиеся в геномах изученных штаммов с разной частотой. В геномах девяти штаммов был обнаружен 
инсерционный элемент IS256, а в геномах семи штаммов — гены ica-оперона, отвечающего за синтез белков матрикса 
биопленок.

Staphylococcus epidermidis is a member of the normal bacterial flora of humans capable of causing potentially dangerous 
diseases in neonates with very or extremely low birth weight. The number of genes responsible for virulence and antibiotic 
resistance may vary in different S. epidermidis strains. We sequenced isolates of S. epidermidis to explore genetic diversity of 
14 strains circulating in the Neonatal Intensive Care Unit of Kulakov Research Center for Obstetrics, Gynecology and Perinatology. 
Among the studied strains, 8 sequence types were identified, the most frequent being ST2 and ST59, both of which belong to 
the clonal complex CC2. Of 14 studied strains, 10 were of CC2 type. The studied strains revealed a variety of genes responsible 
for antibiotic resistance. We found 15 genes that provided resistance to aminoglycosides, beta-lactam antibiotics, fusidic acid, 
macrolides, lincosamides, streptogramin B, tetracycline, and trimethoprim. We identified a number of genes associated with 
virulence (aae, atlE, aap, embp), whose frequency in the studied isolates was varied. The insertion element IS256 was detected 
in 9 strains, and 7 strains revealed the presence of the ica-operon responsible for the biosynthesis of the biofilm matrix proteins.

Ключевые слова: полиморфизм, полногеномное секвенирование, патогенность, резистентность, Staphylococcus 
epidermidis, новорожденные, сиквенс-тип

Keywords: polymorphism, NGS, virulence, resistance, Staphylococcus epidermidis, neonates, sequence type
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Staphylococcus epidermidis является представителем нор-
мальной микрофлоры кожи и слизистых оболочек челове-
ка [1, 2]. Однако у новорожденных с очень низкой и экстре-
мально низкой массой тела бактерии этого вида могут вы-
зывать такие опасные заболевания, как пневмония, сепсис 
и катетер-ассоциированные инфекции. Патогенность раз-
ных штаммов S. epidermidis варьируется в широких пре-
делах: от способности вызывать заболевания до коммен-
сального способа существования. Несмотря на опреде-
ленный прогресс в изучении механизмов патогенности 
S. epidermidis, они до сих пор изучены не полностью.
Различные штаммы S. epidermidis обладают разными 

генетическими свойствами. Разработан и широко исполь-
зуется метод мультилокусного секвенирования (Multilocus 
Sequence Typing, MLST), который позволяет подразделять 
штаммы бактерий на большое количество сиквенс-типов. 
Хотя число сиквенс-типов у S. epidermidis довольно вели-
ко, обнаружено, что большинство штаммов, циркулиру-
ющих в госпиталях различных стран мира, можно объе-
динить в единый клональный комплекс CC2, к которому 
относятся близкородственные сиквенс-типы [2, 3]. Среди 
госпитальных штаммов S. epidermidis широко распрос-
транена устойчивость к метициллину, ассоциированная 
с мобильными генетическими элементами, которые полу-
чили название хромосомных стафилококковых кассет mec 
(Staphylococcal cassette chromosome mec, SCCmec) [1, 4]. 
Устойчивость к метициллину определяется геном mecA, 
который кодирует альтернативный пенициллин-связываю-
щий белок, обладающий пониженным сродством к мети-
циллину (оксациллину). Метициллин-резистентность край-
не важна в клинической практике, поскольку наличие гена 
mecA обуславливает устойчивость штамма стафилококка 
ко всем бета-лактамным антибиотикам (пенициллины, 
включая защищенные, цефалоспорины и карбапенемы). 
Набор генов, находящихся в элементах SCCmec, может 
различаться. Среди них встречаются гены устойчивости 
к другим антибиотикам, инсерционные элементы, такие 
как IS431, плазмиды, такие как pT181, и транспозоны, на-
пример Tn554.
Среди госпитальных штаммов S. epidermidis также час-

то отмечают устойчивость к аминогликозидам и макро-
лидам и, в меньшей степени, к тетрациклину, хлорамфе-
николу, ванкомицину и клиндамицину [5]. Устойчивость 
к метициллину (оксациллину) у госпитальных штаммов, по 
некоторым данным, превышает 70 % [6, 7]. Гены устойчи-
вости к антимикробным препаратам у S. epidermidis часто 
находятся в мобильных генетических элементах. В целом 
отмечается высокий уровень корреляции между наличием 
генов резистентности и фенотипическим проявлением ре-
зистентности у штаммов бактерий [1, 8].
Штаммы S. epidermidis имеют ряд факторов патоген-

ности — генов, кодирующих синтез белков, которые спо-
собствуют развитию инфекции и существованию бактерий 
в организме человека. Несмотря на наличие работ, свя-
зывающих уровень патогенности бактерий с какими-либо 
факторами патогенности, в настоящее время невозмож-
но выделить маркеры патогенности, позволяющие одно-
значно отделить патогенные штаммы от непатогенных [1]. 
Возможно, что прогресс в решении этой задачи будет 
связан с изучением комплексных взаимодействий между 
бактериями и иммунной системой человека. Многие фак-
торы патогенности входят в состав базовой части генома 
и имеются у всех или у подавляющего большинства штам-
мов S. epidermidis. Другие же факторы, ассоциированные 
с патогенностью, содержатся только у части штаммов. 

Один из подходов к анализу генетических свойств штам-
мов микроорганизмов — это применение высокопроиз-
водительного полногеномного секвенирования, которое 
позволяет проводить комплексный анализ генетических 
свойств штаммов с детекцией большого количества генов 
и их вариантов с помощью биоинформатического анализа 
полученных сборок. В НЦАГиП им. В. И. Кулакова прово-
дят исследования генетического полиморфизма различ-
ных видов микроорганизмов, циркулирующих в стациона-
ре [2, 9].
Целью данной работы было изучение генетического 

полиморфизма госпитальных штаммов S. epidermidis, вы-
деленных от новорожденных отделения реанимации и ин-
тенсивной терапии НЦАГиП им. В. И. Кулакова.

ПАЦИЕНТЫ И МЕТОДЫ

У новорожденных отделения реанимации и интенсив-
ной терапии (ОРИТ) НЦАГиП были выделены 14 штаммов 
S. epidermidis: у 5 новорожденных из образцов трахео-
бронхеального аспирата (штаммы 3, 7, 8, 13, 14), у 3 — из 
кала (штаммы 1, 5, 9), у 2 — из зева (штаммы 4, 10), у 2 — из 
крови (штаммы 2, 11), у 1 — из отделяемого конъюнктивы 
глаза (штамм 12) и у 1 новорожденного из постмортально-
го материала, ткани легкого (штамм 6). Все новорожден-
ные на момент взятия биологического материала имели 
признаки инфекции (пневмония, сепсис, конъюнктивит), 
при вскрытии у погибшего ребенка была подтверждена 
пневмония. Все новорожденные имели низкую и экстре-
мально низкую массу тела.
Посев клинического материала проводили на колум-

бийский агар (Bio-Rad, США) с добавлением 5 % бараньей 
крови («ЭкоЛаб», Россия) и маннитно-солевым агаром 
(Liofilchem, Италия). Чашки инкубировали в термостате при 
температуре 36–37 °C в течение 48 ч.
Видовую идентификацию выделенных культур осу-

ществляли с помощью метода масс-спектрометрии мат-
рично-активированной лазерной десорбцией/ионизацией 
с времяпролетным анализатором масс (MALDI-TOF MS). 
Образцы для масс-спектрометрического анализа готовили 
следующим образом. Суточные культуры микроорганиз-
мов (1–2 колонии) наносили на ячейки стальной мишени, 
подсушивали в течение 1–2 мин, затем сверху наслаивали 
2 мкл насыщенного раствора матрицы. В качестве матри-
цы применяли альфа-циано-4-гидроксикоричную кислоту 
(Bruker Daltonics, Германия) в виде насыщенных раство-
ров в смеси 50 % ацетонитрила, 2,5 % трифторуксусной 
кислоты. Все использованные реактивы, включая воду, 
были аналитической чистоты или специальными для масс-
спектрометрии. Кристаллы оставляли на воздухе в тече-
ние 5–10 мин до полного высыхания. Влажность и тем-
пературу при этом не контролировали. Каждый образец 
наносили на стальную мишень в двух повторах, с которых, 
в свою очередь, снимали масс-спектры в автоматическом 
режиме. Масс-спектрометрический анализ осуществля-
ли с помощью времяпролетного MALDI масс-спектроме-
тра Autoflex III (Bruker Daltonics, Германия), оснащенного 
азотным лазером 337 нм. Все измерения проводили в 
линейном режиме, детектируя положительные ионы. Для 
накопления масс-спектров мощность лазерного излуче-
ния устанавливали на уровне минимального порогового 
значения, достаточного для десорбции-ионизации образ-
ца. Параметры масс-спектрометра оптимизировали для 
диапазона m/z от 2000 до 20 000. Внешнюю калибров-
ку проводили с использованием точных значений масс 
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№ штамма Количество контигов Длина генома, млн п. н. N50, п. н. GC-состав, %

1 249 2,6 96 722 32,03

2 312 2,8 126 592 31,86

3 186 2,5 116 897 32,05

4 291 2,8 97 452 31,89

5 162 2,5 73 775 32,16

6 166 2,7 140 749 31,82

7 178 2,5 105 269 32,14

8 147 2,5 62 617 32,08

9 442 2,7 121 229 32,04

10 529 2,8 138 397 31,80

11 192 2,6 104 362 32,03

12 183 2,6 103 850 32,02

13 110 2,5 229 537 31,94

14 211 2,6 122 737 31,96

Таблица 1. Характеристики сборки геномов штаммов S. epidermidis на основе полногеномного секвенирования

известных белков Escherichia coli. Образец наносили на 
три ячейки стальной мишени, для каждой из которых за-
писывали спектр, полученный в результате суммирования 
10 серий измерений по 50 импульсов лазера в каждой. 
Для записи, обработки и анализа масс-спектров исполь-
зовали программное обеспечение фирмы Bruker Daltonics 
(Германия): flexControl 2.4 (Build 38) и flexAnalysis 2.4 
(Build 11). Точность измерения масс составляла ± 2 Да. 
Кластерный анализ, сопоставление получаемых масс-
спектров с имеющимися в базах данных производили с по-
мощью программного пакета Biotyper 1.1 (Bruker Daltonics, 
Германия).
Определение чувствительности штаммов к антибиоти-

кам проводили на автоматическом бактериологическом 
анализаторе Vitek 2 Сompact (bioMérieux, Франция) по 
протоколу производителя. Определяли чувствительность 
штаммов к набору антибиотиков, включавшему бензилпе-
нициллин, цефокситин, гентамицин, клиндамицин, эритро-
мицин, ванкомицин и фузидиевую кислоту. Интерпретацию 
результатов производили автоматически с помощью про-
граммного обеспечения прибора на основании критериев 
интепретации, рекомендованых EUCAST, 2015 г.
Геномную ДНК выделяли из свежевыращенной куль-

туры путем лизирования лизоцимом и протеиназой К, 
дальнейшую очистку ДНК проводили при помощи фе-
нолхлороформной экстракции. Для получения библиотек 
ДНК использовали наборы Ion Xpress Plus Fragment Library 
Kit и Ion Xpress Barcode Adapters (Thermo Fisher Scientific, 
США) по протоколу производителя. Качество библиотек 
проверяли на приборе Agilent 2100 Bioanalyzer system 
с наборами HighSense DNA Kit (Agilent Technologies, 
США) согласно протоколу производителя. Для постанов-
ки эмульсионной полимеразной цепной реакции (ПЦР) 
и обогащения сфер использовали наборы Ion OneTouch 
Template Kit (Thermo Fisher Scientific) согласно протоколу 
производителя. Секвенирование проводили на платформе 
Ion PGM Torrent с наборами Ion Sequencing Kit и чипами 
316 v1 (Thermo Fisher Scientific) согласно протоколу про-
изводителя. Сборку коротких прочтений (ридов) в после-
довательности большей длины (контиги) осуществляли 

с помощью программного обеспечения MIRA 3 с исполь-
зованием параметров genome, de novo, accurate.
Определение сиквенс-типов проводили с помощью 

программы MLST 1.8 [10]. Использовали результаты ана-
лиза полиморфизма по семи локусам: arcC, aroE, gtr, mutS, 
pyr, tpi и yqiL — проведенного для собранных нуклеотидных 
последовательностей (контигов). Поиск генов, ассоцииро-
ванных с резистентностью к антимикробным препаратам, 
осуществляли с помощью программы ResFinder 2.1 [11]. 
Минимально допустимая степень сходства составляла 
90 %, а минимальная длина перекрытия последовательно-
стей — 70 %. Поиск генов и анализ локусов, ассоциирован-
ных с патогенностью, проводили путем анализа соответ-
ствующих нуклеотидных последовательностей, получен-
ных из базы данных GenBank [12], с помощью программы 
BLAST [13].

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

У новорожденных ОРИТ НЦАГиП им. В. И. Кулакова вы-
делено 14 штаммов S. epidermidis. Для каждого штамма 
выполнено полногеномное секвенирование, на основе 
полученных данных произведено сиквенс-типирование, 
поиск и анализ генов, ассоциированных с патогенностью 
штаммов и устойчивостью к антимикробным препаратам. 
Результаты сборки геномов представлены в табл. 1.
Сиквенс-типирование выявило принадлежность штам-

мов к восьми сиквенс-типам. Наиболее часто встречались 
сиквенс-типы ST2 и ST59 (по четыре штамма). Остальные 
шесть штаммов относились к сиквенс-типам: ST19, ST22, 
ST87, ST173, ST210, ST218. Штаммов с новыми неизвест-
ными сиквенс-типами обнаружено не было.
Результаты поиска генов резистентности S. epidermidis 

к антимикробным препаратам представлены в табл. 2 и 3.
Среди штаммов S. epidermidis обнаружены гены рези-

стентности к аминогликозидам aacA-aphD, aadD и aphA. 
Наиболее распространен ген aacA-aphD, обнаруженный 
в геномах двенадцати штаммов (штаммы 1–12). Ген aadD 
встречался в геномах пяти штаммов (штаммы 1, 2, 4, 9, 10,
а ген aphA — в геномах двух штаммов (штаммы 3, 7). 
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Таблица 2. Анализ антибиотикорезистентности штаммов S. epidermidis

Таблица 3. Наличие генов резистентности у штаммов S. epidermidis

Примечание. R — резистентный штамм (resistant), S — чувствительный штамм (sensitive).

Антимикробный препарат
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Бензилпенициллин R R R R R R R R R R R R R R

Цефокситин R R R R R R R R R R R R R R

Гентамицин R R R R R R R R R R R R R S

Клиндамицин S R S R R S R R S R S S R S

Эритромицин R S R S R R R R S R R R S R

Ванкомицин S S S S S S S S S S S S S S

Фузидиевая кислота R R S R R R S R R R R R S S

Ген резистентности

Штамм /материал/

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
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aacA-aphD + + + + + + + + + + + + – –

aadD + + – + – – – – + + – – – –

aphA – – + – – – + – – – – – – –

blaZ + + + + + + + + + + + + + +

mecA + + + + + + + + + + + + – +

fusB – + – + + + – – + + – – – –

fusC – – – – – – – – – – – – – –

vanA – – – – – – – – – – – – – –

vanB – – – – – – – – – – – – – –

vanZ – – – – – – – – – – – – – –

lnu(A) + – + – – – – + – – – – – +

vga(A) – – – – – – – – – – – – – –

vga(B) – – – – + – – – – – – – – –

msr(A) – – – – – + + – – – + + – –

mph(C) – – – – – – + – – – + + – –

erm(A) – – – – + – – – – – – – – –

erm(B) – – – – – – – – – – – – – –

erm(C) + – + – – – + + – + – – – +

vat(B) – – – – + – – – – – – – – –

tet(M) – – – – – – – – – – – – – –

tet(K) + – – – – – + + – – – – – +

dfr(G) + – + – – – – – – – – – – –

dfr(K) – – – – – – – – – – – – – –

Сиквенс-тип ST210 ST2 ST59 ST2 ST87 ST2 ST59 ST218 ST22 ST2 ST59 ST59 ST19 ST173
 

Примечание. Символами + и – обозначены наличие и отсутствие гена резистентности в геноме штамма. Ген aacA-aphD — устойчивость штаммов к ами-
кацину, гентамицину, канамицину и тобрамицину; ген aadD — устойчивость к амикацину, канамицину, неомицину и тобрамицину; aphA — к канамицину 
и неомицину; blaZ — к пенициллинам; mecA — к бета-лактамным антибиотикам; fusB, fusC — к фузидиевой кислоте; vanA, vanB, vanZ — к ванкомицину; 
lnu(A), vga(A), vga(B) — к линкозамидам (клиндамицину); msr(A), mph(C) — к макролидным антибиотикам (эритромицину); erm(A), erm(B), erm(C) — к макро-
лидным антибиотикам и линкозамидам одновременно; vat(B) — к стрептограмину B; tet(M), tet(K) — к тетрациклину; dfr(G), dfr(K) — к триметоприму.
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Считается, что эти гены фенотипически проявляются в на-
личии устойчивости не ко всему набору антибиотиков из 
группы аминогликозидов, а только к некоторым антибио-
тикам данной группы. Согласно данным, опубликованным 
в последние годы [8], локус aacA-aphD фенотипически 
проявляется в наличии устойчивости штаммов к амикаци-
ну, гентамицину, канамицину и тобрамицину. Ген aadD про-
является в наличии устойчивости к амикацину, канамицину, 
неомицину и тобрамицину, а ген aphA — в наличии устой-
чивости к канамицину и неомицину. В нашем исследовании 
тринадцать штаммов, несущих гены устойчивости, были 
фенотипически устойчивыми к гентамицину.
Обнаружено два гена, обуславливающих устойчивость 

к бета-лактамным антибиотикам. Ген blaZ, кодирующий 
бета-лактамазу, способную расщеплять пенициллины, 
встречался в геномах всех изученных штаммов. Фенотипи-
чески все штаммы были устойчивы к бензилпенициллину. 
Устойчивость к метициллину у стафилококков определя-
ется геном mecA, который кодирует альтернативный пе-
нициллин-связывающий белок, обладающий пониженным 
сродством к метициллину [1, 14]. Ген mecA, обуславливаю-
щий устойчивость к метициллину, обнаружен у тринадцати 
штаммов из четырнадцати (штаммы 1–12, 14). При этом 
фенотипически все четырнадцать штаммов проявляли 
устойчивость к метициллину (цефокситину), т. е. были ме-
тициллин-резистентными.
Из двух известных генов, обуславливающих устойчи-

вость к фузидиевой кислоте, обнаружен только ген fusB, 
который встречается в геномах шести штаммов (штаммы 
2, 4–6, 9, 10). Ген fusC обнаружен не был. При этом фено-
типически к фузидиевой кислоте оказались устойчивыми 
десять штамов из четырнадцати.
В некоторых работах у стафилококков были обнару-

жены гены vanA, характерные для ванкомицин-устойчивых 
стафилококков [8]. Однако у наших штаммов генов устой-
чивости к ванкомицину vanA, vanB и vanZ, а также феноти-
пически устойчивых к ванкомицину штаммов обнаружено 
не было.
Фенотипически устойчивость к линкозамидам (клинда-

мицин) проявлялась у семи штаммов. Обнаружено два гена, 
ассоциированных с резистентностью к линкозамидам. 

Ген lnu(A) встречался в геномах четырех штаммов (штам-
мы 1, 3, 8, 14), а ген vga(B) — у одного штамма (штамм 5). 
Ген vga(A), который также способен вызвать устойчивость 
к линкозамидам, обнаружен не был.
Выявлено десять штаммов, фенотипически устойчивых 

к макролидам (эритромицин). В геномах четырех штаммов 
(штаммы 6, 7, 11, 12) обнаружен ген msr(A), а в геномах 
трех штаммов (штаммы 7, 11, 12) — ген mph(C). Эти гены 
способны вызывать устойчивость бактерий к макролидам, 
в частности к эритромицину.
Из трех генов, обуславливающих устойчивость штам-

мов к макролидам и к линкозамидам одновременно [8, 
11], в геномах бактерий обнаружено два. Ген erm(C) встре-
чается в геномах шести штаммов (штаммы 1, 3, 7, 8, 10, 
14), а ген erm(A) — у одного штамма (штамм 5). Ген erm(B) 
в геномах не обнаружен.
При лечении заболеваний, вызванных S. epidermidis, 

применяют ряд антибиотиков, для которых определяет-
ся фенотипическая устойчивость штаммов. В ходе рабо-
ты для таких групп антибиотиков проводили поиск генов 
устойчивости, а также поиск генов резистентности к анти-
биотикам из других групп. Обнаружение генов резистент-
ности к препаратам, не применяющимся при лечении забо-
леваний, представляет несомненный интерес. Во-первых, 
существует потенциальная возможность горизонтального 
переноса генов штаммам других видов микроорганизмов 
с помощью мобильных генетических элементов и плазмид. 
Во-вторых, анализ наличия/отсутствия таких генов позво-
ляет оценить генетические свойства штаммов.
Ген vat(B), способный вызывать устойчивость к стреп-

тограмину B и, возможно, к линкозамидам [8], обнаружен 
у одного штамма (штамм 5). Из двух генов, обуславлива-
ющих устойчивость стафилококков к тетрациклину, в ге-
номах обнаружен только ген tet(K), встречающийся в четы-
рех штаммах (штаммы 1, 7, 8, 14). Ген tet(M) не обнаружен. 
У двух штаммов (штаммы 1, 3) показано наличие гена 
dfr(G), который ассоциирован с устойчивостью к триме-
топриму. Другой ген устойчивости к триметоприму, dfr(K), 
в геномах не обнаружен.
Результаты поиска генов S. epidermidis, ассоциирован-

ных с патогенностью, представлены в табл. 4.

№ штамма
Ген

icaA icaD IS256 aap embp atlE aae

1 – – + – + + +

2 + + + + – + +

3 – – – + + + +

4 + + + + – + +

5 – – + – + + +

6 + + + + – + +

7 – – – + + + +

8 + + + + + + +

9 + + + – + + +

10 + + + + – + +

11 – – – + + + +

12 – – – + + + +

13 – – – + + + +

14 + + + + + + +

Таблица 4. Наличие генов, ассоциированных с патогенностью, у штаммов S. epidermidis

Примечание. Символами + и – обозначены наличие и отсутствие гена резистентности в геноме штамма.
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Несмотря на разнообразие сиквенс-типов (восемь разных 
вариантов), десять штаммов из четырнадцати принадле-
жали к крупному клональному комплексу CC2. Эти штам-
мы относились к сиквенс-типам ST2, ST22, ST59 и ST87. 
По данным научной литературы, ST59 и ST22 относятся 
к наиболее распространенным в госпиталях сиквенс-типам 
S. epidermidis [2, 3]. Сиквенс-тип ST2 является родитель-
ским для одного из двух главных кластеров (кластер I) 
клонального комплекса CC2. В многоцентровом иссле-
довании, проведенном M. Miragaia и соавт. в 2007 г. в 18 
странах мира, было показано распространение близко-
родственных штаммов S. epidermidis в госпиталях раз-
личных точек мира [3], в 2013 г. аналогичные результаты 
были получены в России [2]. Эти данные позволяют сде-
лать предположение о наличии у штаммов клонального 
комплекса CC2 генетических особенностей, позволяющих 
им длительно циркулировать и персистировать в условиях 
стационара. Такими свойствами могут быть как повышен-
ная устойчивость к антибиотикам, так и особое сочетание 
генов антибиотикорезистентности в хромосомных элемен-
тах, повышенная способность к образованию биопленок 
и т. д. Требуется более глубокое изучение популяции штам-
мов, принадлежащих к CC2, выделенных из клинического 
материала.
Изученные штаммы стафилококков обладают различ-

ным спектром генов резистентности к ряду антимикроб-
ных препаратов. Аналогично другим исследованиям [1, 6, 
7, 14], разные штаммы включают в себя различный набор 
генов резистентности. Гены устойчивости к пенициллинам 
обнаружены у всех четырнадцати (100 %) штаммов, к ме-
тициллину — у тринадцати (93 %) штаммов, к аминоглико-
зидам — у двенадцати (86 %), к макролидам — у десяти 
(71 %), к линкозамидам — у семи (50 %), к фузидиевой 
кислоте — у шести (43 %), к тетрациклину — у четырех 
(29 %) и к триметоприму — у двух (14 %) штаммов. Гены 
устойчивости к ванкомицину не выявлены. Отдельные 
штаммы содержали от 1 (штамм 13) до 8 (штаммы 1, 7) ге-
нов резистентности к антимикробным препаратам каждый.
Следует отметить, что наличие того или иного гена ре-

зистентности не свидетельствует о его обязательной экс-
прессии в количестве, достаточном для фенотипического 
проявления. Однако в любом случае наличие нуклеотид-
ных последовательностей генов может проявиться фено-
типически: либо сразу в виде приобретения устойчивости 
к тому или иному антимикробному препарату, либо ис-
пользоваться в качестве исходного материала для эволю-
ционных процессов и возникновения устойчивости к анти-
микробным препаратам в дальнейшем.
С другой стороны, поиск генов антибиотикорези-

стентности у штаммов не охватывает все потенциально 
возможные механизмы резистентности. Известно, что 
ряд механизмов связан с мутациями собственных генов, 
и, соответственно, с модификацией или инактивацией 
собственных ферментов. К примеру, резистентность ста-
филококков к метициллину может быть связана не только 
с наличием кассеты mec, но и с модификацией нор-
мального пенициллин-связывающего белка. Кроме того, 
снижение чувствительности штамма к антибиотикам мо-
жет быть следствием повышения активности работы эф-
флюксных помп, выводящих антибиотик из клетки. От-
мечены и другие механизмы антибиотикорезистентности. 
В задачи данной работы не входило проведение анализа 
нуклеотидных последовательностей генов и их локализа-

ции, выявление мутаций, способных повлиять на работу 
генов, и измерение уровня экспрессии генов. В проведен-
ном исследовании наличие генов резистентности и фено-
типическая устойчивость к антибиотикам полностью сов-
падали в отношении пенициллина, линкозамидов и макро-
лидов. В отношении других антибиотиков фенотипическую 
устойчивость проявляло, наоборот, большее количество 
штаммов, чем было обнаружено генов резистентности, 
что говорит о наличии других механизмов антибиотикоре-
зистентности. Исследования в этой области проводятся 
в настоящее время.
Таким образом, госпитальные штаммы, выделенные 

от новорожденных ОРИТ НЦАГиП им. В. И. Кулакова, об-
ладают широким спектром генов резистентности к анти-
микробным препаратам.
У S. epidermidis существует большое количество генов, 

ассоциированных с патогенностью. Однако большая часть 
этих генов выполняет определенные функции и при па-
тогенном, и при комменсальном способе существования 
S. epidermidis. Поэтому наличие таких генов патогенности 
у эпидермальных стафилококков не позволяет сделать вы-
вод, является ли данный штамм S. epidermidis патогенным 
или нет [1, 14, 15]. При этом отмечены определенные кор-
реляции между наличием у штаммов факторов патоген-
ности и особенностями патогенеза госпитальных штаммов 
[16–18].
У всех четырнадцати штаммов обнаружены гены aae 

и atlE. Оба гена кодируют бифункциональные белки, вы-
полняющие как функции аутолизина, так и адгезина, 
и принимают участие в процессе формирования биопле-
нок. Эти гены широко распространены у S. epidermidis. 
Другие гены, ассоциированные с патогенностью, встре-
чаются только у части изученных штаммов. Обнаруже-
ны штаммы, несущие гены aap, embp, и гены icaA и icaD, 
входящие в состав ica-оперона. Ген aap кодирует белок 
Aap, который является наиболее важным фактором, уча-
ствующим в белокзависимом пути формирования биопле-
нок. Ген embp также участвует в образовании биопленок, 
а гены ica-оперона — в синтезе экзополисахаридного вну-
триклеточного адгезина, который принимает участие как 
в процессе формирования биопленок, так и в процессах 
иммунной эвазии.
У ряда штаммов также обнаружен инсерционный эле-

мент IS256, для присутствия которого показано наличие 
корреляции с патогенностью штаммов [17].
Таким образом, спектр генов, ассоциированных с па-

тогенностью, у разных госпитальных штаммов, выделен-
ных от новорожденных ОРИТ НЦАГиП им. В. И. Кулакова, 
варьируется. Отдельные штаммы S. epidermidis содержали 
от 4 (штаммы 1, 3, 5, 7, 11, 12, 13) до 7 (штаммы 8, 14) 
генов, ассоциированных с патогенностью. Интересно, что 
в штаммах 1 и 7 обнаружено наибольшее количество генов 
резистентности, и в то же время эти штаммы содержали 
минимальное число генов патогенности.

ВЫВОДЫ

Изучен генетический полиморфизм четырнадцати го-
спитальных штаммов S. epidermidis, выделенных у ново-
рожденных, находившихся на лечении в ОРИТ НЦАГиП 
им. В. И. Кулакова. Выявлена принадлежность штаммов 
к восьми разным сиквенс-типам, причем 10 из 14 изу-
ченных штаммов принадлежали к крупному клональному 
комплексу CC2. Обнаружено, что госпитальные штаммы, 
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выделенные у новорожденных ОРИТ НЦАГиП им. В. И. Ку-
лакова, обладают широким спектром генов резистентно-
сти к антимикробным препаратам и генов патогенности. 
У изученных штаммов обнаружено 15 различных генов, 
обуславливающих резистентность штаммов к аминогли-
козидам, бета-лактамным антибиотикам, фузидиевой кис-

лоте, макролидам, линкозамидам, стрептограмину B, тет-
рациклину и триметоприму. Выявлены гены, ассоцииро-
ванные с патогенностью (aae, atlE, aap, embp, icaA, icaD), 
встречающиеся в геномах изученных штаммов с раз-
ной частотой, а также обнаружен инсерционный элемент 
IS256.
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И. А. Чагина1, Ю. С. Переварова2, В. В. Переваров2, А. В. Чаплин2     , О. Ю. Борисова1,2, Л. И. Кафарская2, 
С. С. Афанасьев1, В. А. Алешкин1

Chagina IA1, Perevarova YuS2, Perevarov VV2, Chaplin AV2     , Borisova OYu1,2, Kafarskaia LI2, Afanas’ev SS1, Aleshkin VA1

The pathogenic mechanism used by Corynebacterium diphtheriae is attributed to the ability of the diphtheria toxin to disrupt 
protein synthesis in human cells. Diphtheria toxin production is regulated by the DtxR protein. The latter is involved in the iron-
mediated repression of the toxin gene and coordinates activities of other genes essential for the survival of C. diphtheriae. The 
DtxR-encoding gene occurs in both toxigenic and non-toxigenic strains; therefore it can be used to analyze the population 
structure of the species. In our work we have studied 45 strains of C. diphtheriae isolated in the Russian Federation in 
2010–2015. These strains were analyzed to reveal that gene dtxR is a highly conservative region of С. diphtheriae genome that 
can be found in all members of the studied species. The majority of the discovered polymorphisms were synonymous (16 of 
18 single nucleotide polymorphisms identified). In spite of the low phylogenetic signal, the allelic variant of dtxR was associated 
with the strain’s phenotype (biovar, toxigenicity). The obtained data indicate the presence of aggressive negative selection 
aimed to maintain the existing protein sequence in the population. Based on the results, we recommend dtxR polymerase chain 
reaction as an additional technique for pathogen identification, which is especially relevant considering the increasing prevalence 
of the disease associated with non-toxigenic C. diphtheriae strains.

ПОЛИМОРФИЗМ ГЕНА DTXR У СОВРЕМЕННЫХ ШТАММОВ 
СORYNEBACTERIUM DIPHTHERIAE

POLYMORPHISM OF THE DTXR GENE IN THE CURRENTLY EXISTING 
STRAINS OF СORYNEBACTERIUM DIPHTHERIAE

Считается, что патогенез Corynebacterium diphtheriae основан на воздействии дифтерийного токсина на синтез белка 
в клетках человека. Регуляция синтеза токсина находится под контролем белка DtxR. Данный белок осуществляет 
железоопосредованную репрессию гена дифтерийного токсина, а также координирует работу множества других ге-
нов, необходимых для нормальной жизнедеятельности C. diphtheriae. Ген, кодирующий DtxR, можно использовать для 
анализа популяционной структуры вида, так как он присутствует в геноме как токсигенных, так и нетоксигенных штам-
мов. В работе было изучено 45 штаммов C. diphtheriae, выделенных на территории Российской Федерации в 2010–
2015 гг. Анализ этих штаммов показал, что ген dtxR обнаруживается у всех представителей вида и является высоко-
консервативным участком генома С. diphtheriae. Большинство выявленных полиморфизмов были синонимичны (16 из 
18 однонуклеотидных замен). Несмотря на низкий уровень филогенетического сигнала, аллельный вариант dtxR был 
ассоциирован с биологическими признаками штамма (биовар, токсигенность). Полученные данные свидетельствуют 
о высокой активности отрицательного отбора, направленного на поддержание в популяции существующей последова-
тельности белка, и позволяют рекомендовать наработку фрагментов гена dtxR методом полимеразной цепной реакции 
в качестве дополнительного метода идентификации возбудителя, что особенно актуально в условиях растущего числа 
заболеваний, ассоциированных с нетоксигенными штаммами C. diphtheriae.
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Дифтерия, несмотря на эффективность вакцинопрофи-
лактики, остается актуальной инфекцией в условиях спо-
радической заболеваемости и циркуляции возбудителя 
среди населения. Способность Сorynebacterium diphtheriae 
вызывать дифтерию ассоциирована с выработкой дифте-
рийного токсина, последовательность которого кодирует-
ся геном tox [1]. Механизм действия дифтерийного токси-
на основан на АДФ-рибозилировании фактора элонга-
ции 2, что приводит к нарушению синтеза белка в клет-
ках человека [2]. Стоит отметить, что наличие tox в геноме 
C. diphtheriae не всегда свидетельствует о токсигенности 
штамма. Отдельного рассмотрения требуют нетоксиген-
ные tox-несущие штаммы (НТТН-штаммы), которые в ре-
зультате различных мутационных событий потеряли спо-
собность синтезировать полноценный токсин [3, 4].
Несмотря на то, что tox является частью генома кори-

нефага, железоопосредованная репрессия дифтерийного 
токсина осуществляется металлорегуляторным белком 
DtxR — продуктом хромосомного гена dtxR. Таким обра-
зом, транскрипция tox непосредственно связана с гомео-
стазом железа, низкая концентрация которого индуцирует 
экспрессию данного гена и, соответственно, синтез диф-
терийного токсина [5].
Ген dtxR присутствует у токсигенных и нетоксигенных 

штаммов [6], что свидетельствует о наличии у него других 
функций помимо регуляции синтеза дифтерийного токси-
на. Согласно исследованиям, регулон DtxR может вклю-
чать еще 20 локусов, в том числе гены, ответственные за 
усвоение железа. Так, на сегодняшний день известно, что 
у C. diphtheriae посредством DtxR регулируется синтез 
сидерофоров и высокоаффинная транспортная система 
(ciuABCDEFG), транскрипция трех локусов, вовлеченных 
в работу гем-монооксигеназы (hmuO) [1, 7]. Возможна также 
дополнительная роль DtxR в регуляции вирулентности [7].
Железо, которое не является легкодоступным эле-

ментом, необходимо микроорганизмам в больших коли-
чествах. В то же время его избыток приводит к образо-
ванию токсичных активных форм кислорода. Уменьшение 
концентрации свободного железа в организме млекопита-
ющего представляет собой один из эволюционно сложив-
шихся механизмов неспецифической противоинфекцион-
ной защиты и достигается путем связывания этого металла 
специфическими белками [8, 9].
Выживание и распространение патогена в организме 

хозяина, таким образом, становится зависимым и от его 
способности усваивать различные ионы металлов из ком-
плексов с белками. Для этого существуют разные системы 
захвата, кодируемые генами. Экспрессию генов контроли-
руют металлорегуляторные белки — высококонсерватив-
ные регуляторы транскрипции [10, 11]. Такие транскрип-
ционные факторы при связывании со специфичным ион-
ом металла претерпевают конформационные изменения, 
в результате чего происходит активация или угнетение 
связывания активного центра с оператором регулируемо-
го гена [12].

DtxR является одним из классических представите-
лей металлорегуляторных белков. Кристаллографические 
исследования показывают, что в неактивном состоянии 
DtxR представляет собой мономер, который состоит из 
двух доменов: большой консервативный N-концевой до-
мен содержит два сайта связывания для иона железа, 
а также мотив спираль–поворот–спираль (helix–turn–helix), 
способный взаимодействовать с ДНК; малый менее кон-
сервативный С-концевой домен имеет сходство с SH3-до-
менами эукариот. При соединении ионов железа с каждым 

из сайтов связывания происходит активация репрессора 
с последующей его димеризацией [13].
Два домена DtxR соединяются между собой посред-

ством богатого пролином пептидного сегмента. При неак-
тивном состоянии репрессора данный участок связывает-
ся с SH3-подобным доменом, что приводит к образованию 
комплекса пролилпептид–SH3 (Pr-SH3). Таким образом 
происходит стабилизация неактивного состояния репрес-
сора. При активации DtxR посредством специфического 
связывания железа N-концевым доменом комплекс Pr-
SH3 диссоциирует, после чего пролиновый сегмент стаби-
лизирует спирали N-концевого домена, что приводит к ди-
меризации двух субъединиц белка [14].
Учитывая значимость DtxR для C. diphtheriae, молеку-

лярно-генетическое исследование кодирующего его гена 
dtxR позволит более подробно изучить патогенный потен-
циал C. diphtheriae, особенности формирования популяции 
циркулирующих штаммов в эволюционном развитии дан-
ного вида, а также оценить возможность использования 
dtxR в качестве мишени при ПЦР-диагностике дифтерии 
и инфекций, ассоциированных с нетоксигенными штам-
мами C. diphtheriae. В связи с этим целью данной работы 
являлось определение генетического полиморфизма DtxR 
и последующий анализ структуры популяции штаммов 
С. diphtheriae, циркулирующих на территории России.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В работе изучены генотипические свойства 45 штаммов 
C. diphtheriae, выделенных в 2010–2015 гг. и относящих-
ся к биоварам gravis и mitis. Штаммы C. diphtheriae были 
присланы в Референс-центр по мониторингу за возбудите-
лями кори, краснухи, эпидемического паротита, коклюша 
и дифтерии МНИИЭМ им. Г. Н. Габричевского из бакте-
риологических лабораторий лечебно-профилактических 
организаций и Центров гигиены и эпидемиологии 14 ре-
гионов Российской Федерации. Исследованные в работе 
штаммы выделялись с диагностической, с профилактиче-
ской целями или по эпидемическим показаниям. В рабо-
те использованы коллекционные штаммы: C. diphtheriae 
178-01 (ГНЦ ПМБ, Оболенск, Россия), C. diphtheriae PW 8
(НЦЭСМП, Москва, Россия). Помимо этого, в качестве 
отрицательного контроля для ПЦР в работу включили по 
1 штамму C. ulcerans, C. pseudotuberculosis, C. amycolatum, 
C. glucuronolyticum, C. xerosis, C. afermentans subsp. 
afermentans, C. afermentans subsp. lipophilum, C. coyleae, 
C. pseudodiphtheriticum, C. macifaciens, C. simulans, 
C. durum из рабочей коллекции МНИИЭМ им. Г. Н. Габри-
чевского.
Выделение штаммов С. diphtheriae проводили согласно 

методическим указаниям «Лабораторная диагностика ди-
фтерийной инфекции» МУ 4.2.698-98 и МУК 4.2.3065-13. 
Исследуемый материал засевали на кровяно-теллурито-
вую среду на основе 2 % сухого питательного агара («Мик-
роген», Россия) с 10 % крови крупного рогатого скота 
(«ЛейТран», Россия) и 0,02 % теллурита калия (ГНЦ ПМБ, 
Россия) и термостатировали 24–48 ч при 37 °С. Вырос-
шие колонии оценивали по культурально-морфологичес-
ким, токсигенным и биохимическим свойствам согласно 
МУ 4.2.698-98 и МУК 4.2.3065-13, а  акже с использовани-
ем биохимической тест-системы «ДС-ДИФ-КОРИНЕ» (НПО 
«Диагностические системы», Россия).
Хромосомную ДНК выделяли методом кипячения 

из 24-часовой культуры С. diphtheriae, выросшей на 2 % 
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сухом питательном агаре с добавлением 10 % крови круп-
ного рогатого скота. Петлю суточной культуры суспенди-
ровали в 100 мкл деионизованной воды, инкубировали 
20 мин при 95 °C и подвергали центрифугированию, по-
лученный супернатант использовали для проведения ПЦР.
ПЦР для амплификации гена dtxR у штаммов 

С. diphtheriae проводили с использованием одной пары 
праймеров, охватывающей всю область гена dtxR: ранее 
предложенного F1 5’-GGGACTACAACGCAACAAGAA-3’ [15] 
и R1 5’-TCATCTAATTTCGCCGCCTTTA-3’, подобранного 
с использованием приложения PerlPrimer v1.1.21 [16]. 
Видовая специфичность используемых праймеров была 
проверена путем поиска схожих последовательностей 
у других видов рода Corynebacterium в базе данных NCBI 
Nucleotide с помощью программы BLASTn.
Реакционная смесь содержала ПЦР-буфер с 10 мМ 

Tris-HCl (pH 8,3), 50 мМ KCl, 1,5 мМ MgCl2, 0,2 мкМ каж-
дого праймера, 200 мкМ каждого dNTP, 1 мкл раствора 
ДНК, 1 е. а. Taq ДНК-полимеразы (Fermentas, Литва) в 
объеме 50 мкл. Амплификация фрагментов гена выпол-
нялась в автоматическом режиме на приборе «Терцик» 
(«ДНК-технология», Россия). Детекцию результатов ам-
плификации проводили путем электрофореза в 1,5 % 
агарозном геле. Наработанные фрагменты нуклеотидных 
последовательностей подвергали последующему секвени-
рованию в компании «Евроген» (Россия).
Генотипирование штаммов С. diphtheriae проводили 

с помощью мультилокусного сиквенс-типирования (МЛСТ) 
согласно международному протоколу [17] на основе 
секвенирования фрагментов 7 генов «домашнего хозяй-
ства» (house-keeping genes): atpA (кодирует α-субъединицу 
АТФ-синтазы), dnaE (кодирует α-субъединицу холофермен-
та ДНК полимеразы III), dnaK (кодирует шаперон Hsp70), 
fusA (кодирует фактор элонгации G), leuA (кодирует 2-изо-
пропилмалатсинтазу), odhA (кодирует компоненты Е1 и Е2 
комплекса 2-оксоглутаратдегидрогеназы) и rpoB (кодирует 
β-субъединицу РНК-полимеразы) — с последующей иден-
тификацией аллельного профиля каждого штамма.
Результаты секвенирования сопоставляли с опубли-

кованными в международной базе данных генотипов 
GenBank нуклеотидными последовательностями генов. 
В качестве референса использовали последовательность 
dtxR из генома C. diphtheriae PW8 (идентификатор доступа: 
Genbank NC_016789.1).
Выравнивание нуклеотидных последовательностей 

осуществляли с помощью алгоритма MUSCLE [18]. По-
ложение полиморфизмов относительно структурных эле-
ментов белка анализировали по базе данных PDB. Поиск 
в базе данных NCBI Nucleotide осуществляли с помощью 
программы BLASTn. Для идентификации аллелей генов
«домашнего хозяйства» C. diphtheriae использовали про-
граммное обеспечение международной базы данных 
PubMLST.  Для оценки мутационного отбора гена dtxR рас-
считывали индекс Ka/Ks — отношение количества синони-
мичных (Ks) и несинонимичных (Ka) замен на сайт после-
довательности — c использованием метода Nei–Gojobori 
[19]. Точный критерий Фишера для таблиц сопряженности 
произвольного размера рассчитывали с использованием 
алгоритма AS159 [20] с помощью R 3.3.2. Реконструк-
ция филогении осуществлялась методом присоединения 
соседей (neighbor-joining) на основе сравнения нуклео-
тидных последовательностей гена dtxR. Для построения 
филогенетического дерева dtxR исследованных штаммов 
помимо C. diphtheriae PW8 были использованы нуклео-
тидные последовательности C. diphtheriae NCTC 13129 

и C. diphtheriae 178-01 (идентификаторы доступа: Genbank 
NC_016789.1, BX248353.1 и NZ_JZUJ01000001.1). Эволю-
ционные расстояния были вычислены с использованием 
MCL-метода (Maximum Composite Likelihood method) [21] 
в единицах количества замен оснований, приходящихся 
на сайт. Эволюционные анализы проводили в программе 
MEGA7 v.7.0.21 [22].

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В поставленных ПЦР ген dtxR выявлен в 100 % случа-
ев как у токсигенных, так и у нетоксигенных штаммов 
C. diphtheriae. Кроме того, результат ПЦР у всех прове-
ренных штаммов родственных видов в 100 % случаев был 
отрицательным.
В результате секвенирования образцов и сопостав-

ления с опубликованными в базе данных GenBank по-
следовательностями гена dtxR у изученных 45 штаммов 
С. diphtheriae нами были выявлены полиморфизмы в 18
позициях гена: 66, 126, 225, 273, 358, 402, 440, 474, 504, 
507, 516, 558, 564, 579, 639, 640, 654 и 685 (табл. 1).
Большинство замен нуклеотидов относительно рефе-

ренсной последовательности dtxR оказались синонимич-
ными. В частности, наиболее распространенная однонук-
леотидная замена в 273 позиции гена dtxR, обнаруженная 
у 14 из 45 изученных штаммов C. diphtheriae, не влияла на 
последовательность белка.
Выявленные полиморфизмы в положениях 440 и 640, 

приводящие к заменам A147V и L214I соответственно, 
предположительно, не оказывают значительного влияния 
на функцию DtxR. В соответствии с трехмерной структу-
рой белка, опубликованной в базе данных PDB (идентифи-
катор 2QQ9), аминокислотная позиция 147 расположена 
в неструктурированном богатом пролином (Pr) участке. 
Т. к. этот сегмент участвует в димеризации белка, нель-
зя исключать, что аминокислотная замена в нем может 
повлиять на процесс активации DtxR. Замена лейцина 
на изолейцин в положении 214, находящемся в С-конце-
вом домене белка, предположительно, также не влияет 
на фолдинг белка, т. к. данные аминокислоты обладают 
схожими свойствами. Таким образом, выявленные неси-
нонимичные замены с высокой вероятностью не влияют 
на функцию DtxR.
Многие из вариантов последовательностей были опи-

саны ранее, но нами впервые обнаружен однонуклеотид-
ный полиморфизм в положении 358, также не затрагива-
ющий аминокислотную последовательность. При поиске 
в базе данных NCBI Nucleotide с помощью программы 
BLASTn такой вариант замены нуклеотида обнаружен 
не был.
Полиморфизмы в гене dtxR относительно референс-

ной последовательности у штаммов C. diphtheriae встре-
чались в различных комбинациях. Согласно выявленным 
сочетаниям нуклеотидных замен исследованные изоляты 
были разделены на группы (табл. 2).
Более половины (55 %) нуклеотидных последователь-

ностей были отличны от референса. Стоит отметить, что 
впервые выявленная замена в положении 358 обнаружена 
у единственного штамма, отнесенного к группе 5, который, 
кроме того, имеет наибольшее количество замен относи-
тельно референсной последовательности, в том числе не-
синонимичных.
На основании полученного выравнивания последова-

тельностей dtxR была построена дендрограмма филогене-
тических взаимоотношений (рисунок).
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Таблица 1. Частота встречаемости замен нуклеотидов в гене dtxR у исследованных штаммов C. diphtheriae относительно штамма PW8

Положение нуклеотида в гене dtxR Замена нуклеотидов Кодируемая аминокислота Замена аминокислоты Число штаммов

66 A–T 22 – 5

126 С–T 42 – 5

225 T–C 75 – 6

273 С–T 91 – 14

358 T–C 120 – 1

402 T–A 134 – 1

440 С–T 147 Аланин (А)–Валин (V) 6

474 С–T 158 – 6

504 T–A 168 – 6

507 С–T 169 – 6

516 T–C 172 – 6

558 С–T 186 – 2

564 T–A 188 – 6

579 С–T 193 – 2

639 С–T 213 – 4

640 С–А 214 Лейцин (L)–Изолейцин (I) 2

654 T–C 218 – 2

685 С–T 229 – 1

Реконструкция порядка ветвления в значительной 
степени условна, что связано с большим сходством ана-
лизируемых последовательностей и, следовательно, низ-
ким уровнем филогенетического сигнала. Дендрограмма 
филогенетических взаимоотношений изучаемых штаммов 
представлена без укоренения дерева в связи с невозмож-
ностью подобрать подходящую внешнюю группу.
При более подробном изучении были проанализирова-

ны соотношения состава групп с такими параметрами, как 
токсигенность, принадлежность к определенному биовару 
и сиквенс-тип (ST) по МЛСТ (табл. 3). Данные о принадлеж-
ности штаммов НТТН описаны в работе [23].
На основании данных о распределении относительно 

каждого аллеля dtxR токсигенных и нетоксигенных штам-
мов различных биоваров был проведен точный тест Фише-
ра. Тест выполняли в таблицах сопряженности 2 × 7 для 
распределения биовара относительно варианта аллеля 
dtxR (p = 0,00078) и 3 × 7 для распределения токсиген-
ности относительно варианта аллеля dtxR (p = 2,8·10−9). 
Полученные результаты позволяют утверждать, что рас-
пределение таких признаков, как биовар и токсигенность, 
относительно варианта аллеля dtxR не является случай-

ным, что свидетельствует о наличии филогенетического 
сигнала, который складывается из взаимосвязей между 
аллельным вариантом dtxR и биологическими признака-
ми штаммов. Распределение по сиквенс-типу оказалось 
неоднородным, одинаковые сиквенс-типы в большинстве 
случаев не встречались в разных группах.
Для оценки мутационного отбора гена dtxR в отно-

шении сделанного выравнивания был произведен расчет 
индекса Ка/Кs, который составил 0,0526. Полученное зна-
чение индекса (Ка/Кs < 1) свидетельствует о выраженном 
отрицательном отборе, т. е. давление естественного отбо-
ра направлено на сохранение существующей последова-
тельности белка [24].

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Настоящее исследование подтвердило важную роль DtxR 
в жизнедеятельности С. diphtheriae как токсигенных, так 
и нетоксигенных штаммов. Обнаруженные полиморфизмы 
предоставляют новую информацию о современной измен-
чивости С. diphtheriae на территории России.

Таблица 2. Комбинации полиморфизмов гена dtxR у штаммов C. diphtheria

Примечание. * — совпадение нуклеотида; T, А — полиморфизм с заменой аминокислоты.

Группа 
штаммов

Число 
штаммов
(n = 45)

Положение нуклеотида в нуклеотидной последовательности dtxR

66 126 225 273 358 402 440 474 504 507 516 558 564 579 639 640 654 685

1 20 (44 %) * * * * * * * * * * * * * * * * * *

2 5 (11 %) * T * * * * * * * * * * * * * * * *

3 9 (20 %) * * * T * * * * * * * * * * * * * *

4 5 (11 %) * * С T * * * * * * * * * * T * * *

5 1 (2 %) * * С * С A T T A T C T A T T A C T

6 1 (2 %) T * * * * * T T A T C T A T T A C *

7 4 (9 %) T * * * * * T T A T C * A * * * * *

Референсный 
штамм PW8

– A С T С T T С С T С T С T С С С T С
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Дендрограмма филогенетических взаимоотношений гена dtxR у штаммов 
С. diphtheriae

Дерево изображено в масштабе, с длинами ветвей в тех же эволюционных 
расстояниях, которые использовались для построения филогенетического 
дерева. Масштаб соответствует 0,1 замене на 200 п. н. Последователь-
ности внутри групп полностью идентичны.

Аллельные варианты dtxR на уровне нуклеотидных 
и аминокислотных последовательностей изучались ра-
нее при разной интенсивности эпидемического процесса 
дифтерии [25–27]. В данной работе в условиях споради-
ческой заболеваемости проводился комплексный анализ 
нуклеотидных последовательностей в соотнесении их с та-
кими свойствами штамма, как токсигенность, принадлеж-
ность к определенному биовару и сиквенс-типу. Такой под-
ход позволил нам на основании полученных данных глубже 
исследовать структуру популяции современных штаммов 
С. diphtheriae.
Предположение о значительном влиянии горизон-

тального переноса генов на формирование популяции 
С. diphtheriae высказывалось и ранее [17]. Так, описаны 
механизмы переноса генов, ответственных за антибиоти-
коустойчивость [28] и факторы патогенности [29]. Состав 
DtxR-регулона в различных штаммах C. diphtheriae также 
может изменяться вследствие получения, утраты, частич-
ной делеции генов, оказывающих влияние на обеспечение 
бактериальной клетки железом и, следовательно, на экс-
прессию гена tox [1, 30]. Обнаруженная нами взаимосвязь 
между сиквенс-типом и аллелем dtxR подтверждает ранее 

высказанную идею, что наличие гомологичной рекомби-
нантной изменчивости у C. diphtheriae не перекрывает пол-
ностью филогенетический сигнал [17]. В то же время про-
веденный нами анализ структуры популяции C. diphtheriae 
не показал прямого соответствия между биоваром и алле-
лем dtxR, что подтверждает отсутствие филогенетической 
основы данной классификации, обусловленное, предпо-
ложительно, распространенностью горизонтального пе-
реноса генов [31].
Сравнение последовательностей dtxR исследуемых 

штаммов показало, что менее половины (45 %) из них 
идентичны референсной. Из 18 полиморфизмов лишь 
один был выявлен впервые (позиция 358), однако он не 
затрагивал аминокислотную последовательность. Наибо-
лее распространенным был синонимичный полиморфизм 
в позиции 273 гена dtxR, который встречался у 14 штам-
мов C. diphtheriae. В сравнении с другими работами со-
временные штаммы, выделенные на территории РФ, об-
ладают относительно малым разнообразием вариантов 
первичной структуры DtxR [26, 27].
Стоит отметить, что, хотя dtxR влияет на устойчивость 

бактерий к оксидативному стрессу, он не является жиз-
ненно важным геном для C. diphtheriae в обычных условиях 
[32], что подтвердил эксперимент с мутантным штаммом 
с нарушенной функцией DtxR [33]. Тем не менее в изучен-
ных последовательностях значимых изменений, которые 
могли бы привести к синтезу функционально неактивно-
го белка, обнаружено не было. Два повторно выявленных 
однонуклеотидных полиморфизма действительно приво-
дили к замене аминокислот, однако данные изменения со-
гласно анализу структур, представленных в базе данных 
PDB, предположительно, не оказали влияния на фолдинг 
белка. Вероятно, функционально значимые полиморфиз-
мы в гене dtxR снижают приспособленность штаммов 
к существованию внутри организма млекопитающего, та-
ким образом ограничивая распространение в популяции 
C. diphtheriae аллелей, приводящих к синтезу дефектного 
белка. Предположение о том, что DtxR находится под кон-
тролем стабилизирующего отбора подтверждает получен-
ное значение индекса Ка/Кs.
Реализация патогенного потенциала C. diphtheriae 

не всегда связана со способностью штамма к выработ-
ке дифтерийного токсина. Так, нетоксигенные штаммы 
С. diphtheriae в настоящее время стали чаще являться 
причиной серьезных заболеваний, в частности, эндокар-
дитов [34], артритов [35] и остеомиелитов [36]. Особую 

Группа 2

Группа 1

Группа 3

Группа 4

Группа 5

Группа 7

Группа 6

178-01

0.0020

PW8

NCTC 13129

Таблица 3. Состав групп в соответствии с комбинацией полиморфизмов в гене dtxR у штаммов C. diphtheriae

Примечание. * — МЛСТ не проводили, ‒ — ST не обнаружен в базе данных.

Группа
Количество замен в гене dtxR 
относительно штамма PW8

Число штаммов
Биовар

(число штаммов)
Токсигенность

(число штаммов)
Сиквенс-тип

1 – 20 mitis (18), gravis (2)

нетоксигенные (15) *

НТТН-штаммы (3) 76

токсигенные (2) 5, 46

2 1 5 mitis НТТН-штаммы 40

3 1 9 gravis (1), mitis (8)
токсигенные (8) 25

нетоксигенные (1) 123

4 3 5 mitis токсигенные 28, 67

5 15 1 mitis нетоксигенный –

6 12 1 gravis токсигенный 8

7 7 4 gravis токсигенные 8
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опасность нетоксигенные штаммы представляют для им-
мунокомпрометированных лиц [37, 38]. Данный факт тре-
бует расширения подходов к идентификации C. diphtheriae, 
т. к. существующие методы в большинстве случаев ориен-
тированы на выявление токсигенных штаммов.
Проведенные нами исследования подтвердили нали-

чие dtxR в геноме токсигенных и нетоксигенных штаммов 
C. diphtheriae, что позволяет говорить о практической цен-
ности ПЦР-идентификации C. diphtheriae, предложенной 
ранее [39]. Последующее секвенирование показало пре-
имущественное расположение полиморфизмов в части 
последовательности, соответствующей С-концевому до-
мену DtxR [15]. Тем не менее варианты замен нуклеотидов, 
в том числе впервые выявленный, встречались и в других 
частях гена (позиции 66, 126, 225, 273, 358). Одна из та-
ких замен (позиция 126), обнаруженная у 5 штаммов (груп-
па 2), находилась в области праймера, предложенного для 
ПЦР-dtxR в нескольких других работах [15, 39]. Апроби-
рованная в данном исследовании пара праймеров обла-
дала высокой специфичностью, что подтверждено отсут-
ствием ложноположительных результатов. Таким образом, 
идентификация C. diphtheriaе методом ПЦР представляет 
собой перспективное направление в диагностике дифте-
рии и инфекций, ассоциированных с нетоксигенными 
штаммами.

ВЫВОДЫ

В исследовании проведен анализ структуры популяции 
С. diphtheriae, основанный на вариантах аллеля гена 
dtxR. Отличными от референсной последовательности 
dtxR оказались 55 % штаммов, при этом большинство 
обнаруженных однонуклеотидных полиморфизмов было 
синонимичным. Отсутствие в исследованиях диких штам-
мов с нарушенной продукцией DtxR и высокое сходство 
анализируемых нуклеотидных последовательностей поз-
воляет говорить о высокой активности отрицательно-
го отбора, направленного на поддержание в популяции 
существующей последовательности репрессора дифте-
рийного токсина.
Наличие гомологичной рекомбинантной изменчивости

действительно снижает уровень филогенетического сиг-
нала, но не перекрывает его полностью. В результате про-
веденной работы были обнаружены определенные ассоци-
ации между аллельными вариантами dtxR и такими пара-
метрами, как токсигенность и принадлежность к биовару.
Полученные нами результаты позволяют заключить, 

что dtxR является консервативной последовательностью, 
и рекомендовать детекцию продуктов ПЦР dtxR как точ-
ный метод идентификации токсигенных и в особенности 
нетоксигенных штаммов C. diphtheriae.
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ИНГИБИТОРЫ СЕРИН-ТРЕОНИНОВЫХ ПРОТЕИНКИНАЗ КЛАССОВ 
АМИНОПИРИДИНОВ И АМИНОПИРИМИДИНОВ — КАНДИДАТЫ 
В ПРЕПАРАТЫ ДЛЯ ЛЕЧЕНИЯ ЛЕКАРСТВЕННО-УСТОЙЧИВЫХ 
ФОРМ ТУБЕРКУЛЕЗА

AMINOPYRIDINE- AND AMINOPYRIMIDINE-BASED SERINE/THREONINE 
PROTEIN KINASE INHIBITORS ARE DRUG CANDIDATES FOR TREATING
DRUG-RESISTANT TUBERCULOSIS

Туберкулез — самая смертоносная бактериальная инфекция из известных человеку, при этом ее лечение осложне-
но появлением и быстрым распространением штаммов возбудителя, Mycobacterium tuberculosis, с множественной 
и широкой лекарственной устойчивостью (МЛУ и ШЛУ). В результате главным требованием к разрабатываемым про-
тивотуберкулезным  препаратам является использование новых классов химических соединений, поражающих новые 
биомишени. Серин-треониновые протеинкиназы (СТПК) — перспективные мишени, а аминопиридины и аминопири-
мидины, ранее не применявшиеся в качестве противотуберкулезных препаратов, имеют предсказанную активность 
в отношении СТПК. В данной работе в тест-системе Mycobacterium smegmatis aphVIII+, предназначенной для отбора 
ингибиторов СТПК на клеточном уровне, был проведен скрининг 192 соединений двух указанных классов. Сначала 
отобрали 53 соединения с субингибирующей концентрацией до 100 нмоль/диск. Из них 22 соединения проявили 
активность в тест-системе как ингибиторы СТПК, которая была подтверждена in vitro на белке PknA M. tuberculosis 
(наивысшее значение показателя ингибирования — 26,9 ± 6,1 %). Также отобранные соединения тестировали на ток-
сичность in vitro на клетках фибробластов эмбриона человека с использованием МТТ-теста. В результате для дальней-
ших исследований в качестве новых препаратов для борьбы с МЛУ-туберкулезом были отобраны 3 ингибитора СТПК 
с относительно высокой активностью и относительно низкой токсичностью.

Tuberculosis (TB) is the world’s deadliest bacterial infection. Its causative agent Mycobacterium tuberculosis evolves into 
rapidly spreading multidrug-resistant and extensively drug-resistant (MDR and XDR) strains, which complicates the treatment. 
Therefore, the use of novel target-specific chemical compounds is crucial for the development of effective antituberculosis 
agents. Serine/threonine protein kinases (STPKs) of M. tuberculosis are currently considered as attractive drug targets. In turn, 
aminopyridines and aminopyrimidines that have not been used for TB treatment so far exhibit inhibitory activity towards STPKs. 
In this study we screened 192 aminopyridine- and aminopyrimidine-based compounds using the Mycobacterium smegmatis 
aphVIII+ test system designed to screen for active STPKs inhibitors. First, we selected 53 compounds with subinhibiting 
concentrations of up to 100 nmol/disk. Of them, 22 showed STPKs-inhibiting activity in the test system, which was confirmed 
in vitro on the M. tuberculosis PknA protein with a maximum of 26.9 ± 6.1 %. Toxicity testing was performed in vitro on human 
embryo fibroblasts using the MTT-assay. Ultimately, 3 relatively active and relatively non-toxic STPKs inhibitors were selected 
for further research as drug candidates for MDR-TB treatment.

Ключевые слова: туберкулез, множественная лекарственная устойчивость, серин-треониновые протеинкиназы, 
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Туберкулез — одно из самых опасных инфекционных за-
болеваний современности, уносящее ежегодно более 
1,4 млн жизней при 10,4 млн новых случаев заболева-
ния [1]. Главной проблемой в лечении туберкулеза является 
возникновение и широкое распространение форм с мно-
жественной лекарственной устойчивостью (МЛУ), выра-
жающейся в резистентности возбудителя, Mycobacterium 
tuberculosis, к самым эффективным и слаботоксичным 
противотуберкулезным препаратам первого ряда — ри-
фампицину и изониазиду [2], вследствие чего возникает 
необходимость прибегать к применению более дорогих 
и токсичных препаратов второго ряда [3]. Частным случа-
ем МЛУ является широкая лекарственная устойчивость 
(ШЛУ) — МЛУ с дополнительной устойчивостью к одно-
му препарату из группы фторхинолонов и к одному из 
инъекционных препаратов второго ряда (амикацин, кана-
мицин либо капреомицин) [3]. В последние годы в Иране, 
Индии и ЮАР фиксировали случаи инфицирования 
M. tuberculosis, устойчивой ко всем применяемым про-
тивотуберкулезным препаратам первого и второго ряда, 
т. е. обладающей тотальной лекарственной устойчивостью 
[4–6]. Россия и другие страны постсоветского простран-
ства лидируют по уровню распространения туберкулеза 
с МЛУ [7]: почти в каждом пятом случае из всех случаев 
впервые диагностируемого туберкулеза и каждом вто-
ром — из всех случаев ранее леченного туберкулеза наб-
людается МЛУ [1].
В последние 50–60 лет, т. е. в эру антибиотиков, наб-

людается направленный отбор лекарственно-устойчивых 
штаммов M. tuberculosis. В норме, при частоте случайных 
мутаций 10–6–10–8 на одно клеточное деление, встретить 
МЛУ-штамм было бы практически невозможно, особенно 
при комплексной противотуберкулезной терапии. Однако 
развитию и распространению МЛУ способствует ряд фак-
торов: монотерапия, обусловленная отсутствием запасов 
необходимых лекарств; неправильные или неэффектив-
ные режимы химиотерапии; несоблюдение режима химио-
терапии самими пациентами [8]. Свою роль в этом про-
цессе играет и длительное применение одного и того же 
набора препаратов. Так, за последние 40 лет единствен-
ным новым противотуберкулезным препаратом, введеным 
в клиническую практику, стал бедаквилин [9].
Повышение эффективности лечения туберкулеза за-

висит от разработки новых лекарственных препаратов, 
способных воздействовать на новые биомишени, тем са-
мым преодолевая имеющиеся у возбудителя механизмы 
устойчивости. Перспективными мишенями представляют-
ся серин-треониновые протеинкиназы (СТПК) — одни из 
наиболее универсальных регуляторов жизнеспособности 
про- и эукариотических клеток. В частности, у микобак-
терий эти ферменты регулируют такие важные процессы 
жизнедеятельности клетки, как рост и деление, вирулент-
ность, персистенция и природная лекарственная устойчи-
вость к антибиотикам [10–14]. Способность ингибировать 
СТПК с высоким уровнем специфичности была показана 
для соединений классов аминопиридинов и аминопирими-
динов [15], при этом ранее они не применялись в качестве 
противотуберкулезных препаратов, поэтому к ним нет пула 
устойчивых мутантов.
Ранее авторами была создана и валидирована тест-

система Mycobacterium smegmatis aphVIII+, способная от-
бирать активные ингибиторы микобактериальных СТПК 
и, в частности, PknA M. tuberculosis [16]. Целью данной 
работы являлся отбор активных ингибиторов СТПК сре-
ди соединений классов аминопиридинов и аминопирими-

динов — кандидатов в противотуберкулезные препараты, 
способные преодолевать МЛУ и ШЛУ.
Результаты, представленные в статье, являются час-

тью диссертации на соискание степени кандидата биоло-
гических наук, защищенной одним из авторов в декабре 
2016 г. [17]. Полученные результаты не публиковались 
ранее, и авторы считают их достаточно значимыми для 
представления широкой научной общественности путем 
опубликования в научном журнале.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Штаммы и условия культивирования

В работе использовали штамм Escherichia coli BL21 (DE3) 
pLysS и штамм M. smegmatis mc2 155. Для культивирова-
ния E. coli использовали среду LB (Amresco, США), а для 
M. smegmatis — среду Lemco-Tw (5 г/л Lemco Powder, 
5 г/л NaCl, 5 г/л бакто-пептона, 0,05 % Tween-80). Культи-
вирование бактерий в жидкой среде проводили в шейке-
ре-инкубаторе Multitron (Infors HT, Швейцария) при 37 °С 
и 250 об/мин. Твердые среды содержали 2,0 % агара. 
В качестве среды для тестирования соединений в тест-
системе использовали среду M290 (триптон-соевый агар, 
HiMedia, Индия).

Методика тестирования соединений в тест-системе 
M. smegmatis aphVIII+

Культуру M. smegmatis aphVIII+ разводили в соотноше-
нии 1 : 9 : 10 (культура : вода : среда М290) и заливали 
верхним слоем на чашки Петри с агаризованной средой 
М290 в качестве нижнего слоя. В среду добавляли се-
лективный антибиотик гигромицин до конечной концен-
трации 50 мкг/мл, а также тетрациклин в концентрации 
10 нг/мл для индукции. После высыхания чашек с культу-
рой на них накладывали бумажные диски либо с исследуе-
мым соединением, либо с канамицином, либо с их комби-
нацией. Чашки инкубировали при 37 °C до появления газо-
на, после чего производили измерение зон ингибирования 
роста культуры в 3–5 независимых повторах [16].

Очистка белков PknA M. tuberculosis и AphVIII

Синтез гена pknA M. tuberculosis с адаптацией кодонов 
для оптимизации экспрессии в клетках E. coli был прове-
ден компанией «Евроген» (Россия). Ген был синтезирован 
и клонирован в составе экспрессионного вектора pET-
32a. Плазмиды, содержащие гены pknA и aphVIII (pET16b-
aphVIII) [18], были трансформированы в штамм E. coli BL21 
(DE3) pLysS методом кальциевой трансформации [19]. 
Экспрессию проводили в течение ночи индукцией изо-
пропил-β-D-тиогалактопиранозидом (IPTG; Anatrace, США) 
в концентрации 1 мМ. Очистку белков проводили при по-
мощи набора Ni-NTA Fast Start Kit (Qiagen, США).

Постановка in vitro киназной реакции

Ингибирующая активность соединений в отношении PknA 
и AphVIII проверялась в киназной реакции при помощи на-
бора Kinase-Glo Plus Luminiscent Kinase Assay Kit (Promega, 
США) на рабочей станции Biomek 3000 (Beckman Coulter, 
США) по методике, описанной Baki и соавт. [20]. Фосфо-
рилирование субстрата оценивали косвенно — по уров-
ню люминисценции остаточной АТФ. В качестве субстрата 
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Рис. 1. Схема функционирования тест-системы Mycobacterium smegmatis 
aphVIII+

KanR — повышение устойчивости к канамицину, KanS — понижение устой-
чивости к канамицину, СТПК — серин-треониновая протеинкиназа. Под-
робнее — в тексте статьи.

PknA использовали олигопептид IVDAELTGEIPII, в каче-
стве субстрата AphVIII — канамицин. Реакцию проводили 
в рабочем растворе: 15 мМ HEPES (pH 7,4), 20 мМ NaCl, 
10 мМ MgCl2, 0,5 мМ EDTA, 0,02 % Tween-20, 0,1 мг/мл BSA. 
Количественный состав реакционной смеси (45 мкл) 

в киназной реакции с PknA: белок — 3 мкг, АТФ — 5 мкМ, 
субстрат — 50 мкг.
Количественный состав реакционной смеси (45 мкл) 

в киназной реакции с APHVIII: белок — 50 нг, АТФ — 
10 мкМ, субстрат — 5 мкг.

Анализ цитотоксичности соединений

Анализ цитотоксичности проводили при помощи МТТ-
теста на фибробластах эмбриона человека (кожно-мышеч-
ная ткань; ФЭЧ-4). О жизнеспособности клеток судили по 
изменению цвета, происходящему при восстановлении 
тетразоля в формазан дегидрогеназами митохондрий. 
Окраску регистрировали на ридере Beckman Coulter DTX 
880 Multimode Detector (Beckman Coulter США) при дли-
не волны возбуждения 595 нм. Оптическую плотность 
в лунках, где клетки инкубировались только со средой 
(контроль), принимали за 100 % [21].

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Отбор активных ингибиторов СТПК в тест-системе 
M. smegmatis aphVIII+

В ранее валидированной тест-системе M. smegmatis 
aphVIII+ дисковым методом был проведен первичный от-
бор ингибиторов СТПК из числа 192 соединений класса 
аминопиридинов и аминопиримидинов.
Тест-система функционирует следующим образом: 

СТПК MSMEG_5513 фосфорилирует белок APHVIII в клет-
ках M. smegmatis, повышая устойчивость клеток к кана-
мицину; при добавлении активного ингибитора СТПК, 
действующего на MSMEG_5513, прекращается фосфо-
рилирование APHVIII, снижается его активность и, как 
следствие, устойчивость бактериальных клеток к кана-
мицину. Собственная антимикобактериальная активность 
ингибитора обусловливается ингибированием им же СТПК 
MSMEG_0030 (ортолог PknA M. tuberculosis) — жизнен-
но важного белка для микобактерий, а также, возможно, 
других биомишеней. В опыте эффект снижения уровня 
устойчивости к канамицину выражался в увеличении зоны 
ингибирования роста вокруг диска, содержавшего комби-
нацию канамицина и активного ингибитора СТПК, относи-
тельно диска, содержавшего только канамицин (рис. 1) [16].
Одним из критериев отбора соединений в тест-системе 

M. smegmatis aphVIII+ является величина их субингибиру-
ющей концентрации. Для 53 соединений этот показатель 
составил до 100 нмоль/диск, в то время как остальные 
соединения в такой концентрации не проявили антибакте-
риального действия в отношении M. smegmatis. Отобран-
ные соединения были протестированы с помощью тест-
системы, при этом ингибитор СТПК LCTA-1389 (11b) [22, 
23] взяли в качестве положительного контроля, а неактив-
ный аналог стандартных ингибиторов СТПК класса индо-
лилмалеимидов BisV [24] — в качестве отрицательного.
Достоверное увеличение зоны ингибирования роста 

бактериальной культуры на твердой питательной среде 
при совместном действии с канамицином (при сравнении 
с зоной, образуемой только лишь под действием кана-

мицина) показали 22 соединения, которые исследовали 
в дальнейшем в качестве ингибиторов микобактериаль-
ных СТПК и потенциальных «хит»-соединений (рис. 2): 1f8, 
1g8, 1e11, 1g11, 1h11, 1a12, 1c8, 2f4, 2c3, 2c6, 2a3, 2a4, 
2a7, 2h11, 2h12, 2d3, 2d11, 2b4, 2b5, 2e12, 2g12, 2h12.

Исследование in vitro ингибирующей активности отобран-
ных соединений в отношении белка PknA M. tuberculosis

Перечисленные выше соединения тестировали на спо-
собность ингибировать СТПК PknA M. tuberculosis in vitro 
в концентрации 200 мкМ (молярное соотношение ингиби-
тор : мишень — 154 : 1). В качестве положительного и от-
рицательного контролей также использовали LCTA-1389 
(11b) и BisV соответственно. Результаты измерения сте-
пени ингибирования киназной реакции представлены на 
рис. 3. Все соединения проявили ингибирующую актив-
ность на уровне положительного контроля или выше, 
как в случае с двумя соединениями: 1H11 (26,9 ± 6,1 %) 
и 2G12 (23,2 ± 2,0 %).
Все отобранные соединения также были проверены 

в том же молярном соотношении (ингибитор : мишень) на 
способность ингибировать фосфотрансферазную актив-
ность APHVIII in vitro — для исключения их неспецифиче-
ского действия в тест-системе M. smegmatis aphVIII+. Ни 
одно соединение не проявило такой активности, т. е. их 
активность в клеточной тест-системе была обусловлена 
ингибированием именно СТПК M. smegmatis, а не белка 
APHVIII.

Исследование цитотоксичности отобранных соединений

Отобранные соединения были проверены на цитотоксич-
ность на клетках ФЭЧ-4 и по результатам разделены на 
три группы: сильно токсичные (< 10 мкг/мл; 1F8, 1G11, 
2D11, 2F4, 2C3, 2A3, 2H11); среднетоксичные (10–50 мкг/
мл; 1E11, 1G8, 1H11, 2D3, 2E12, 2G12, 2A4, 2A7); слабо-
токсичные (> 50 мкг/мл; 2C6).

KanS

KanR

MSMEG_5513

Ингибитор СТПК

MSMEG_0030
(PknA)

Клеточная гибель

APHVIII
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В эпоху развития и распространения лекарственной устой-
чивости среди штаммов M. tuberculosis разрабатываемые 
противотуберкулезные препараты должны обладать двумя 
основными характеристиками: принципиально новым ме-
ханизмом действия и низкой токсичностью для человека.
Концепция разработки антибактериальных препара-

тов (в том числе антимикобактериальных), применяемая 
в течение последних 15 лет, основана на биохимическом 
мишень-направленном отборе соединений, ингибирующих 
жизненно важные бактериальные ферменты. Эта концеп-
ция имела ограничения применительно к M. tuberculosis 
в связи с тем, что подавляющее большинство отобран-
ных таким способом соединений не оказывало действия 
на бактериальную клетку в силу разных причин, например 
из-за непроницаемости бактериальной клеточной стенки 
для этих химических соединений [25]. Тогда исследовате-
ли вернулись к скринингу соединений на быстрорастущей 
M. smegmatis, поскольку ее клеточная стенка по прони-
цаемости схожа с таковой у M. tuberculosis, и именно так 
был отобран бедаквилин [26]. Однако при таком подходе 
возникает необходимость дальнейшего уточнения биоми-
шени, на которую действует отобранное соединение [27].
Тест-система M. smegmatis aphVIII+ позволяет прово-

дить отбор как по антимикобактериальному действию, так 
и по мишень-специфичности [16]. Последняя была под-
тверждена in vitro для отобранных в работе соединений, 
хотя невозможность определения концентрации полумак-
симального ингибирования IC50, вызванная, вероятно, по-
ниженной активностью белка PknA, очищавшегося нами 
в виде фьюжн-белка с тиоредоксином, является относи-
тельным недостатком исследования. Большое количество 
белка в реакционной смеси делало необходимым анализ 
максимально растворимой концентрации тестируемых 
соединений. Однако сравнение ингибирующей активно-
сти отобранных соединений с положительным контролем 
[22, 23] и, в частности, превосхождение его показателей 

in vitro соединениями 1H11 и 2G12 наряду с ранее пока-
занной ингибирующей активностью соединений классов 
аминопиридинов и аминопиримидинов в отношении СТПК 
[15], позволяет говорить о перспективе их использования 
в качестве эффективных ингибиторов СТПК.
В результате проведенного скрининга нами были отоб-

раны для дальнейшей разработки в качестве потенциаль-
ных противотуберкулезных препаратов нового поколения, 
ингибиторов микобактериальных СТПК, три соедине-
ния, проявившие наибольшую активность в тест-системе 
M. smegmatis aphVIII+, на белке PknA in vitro и наимень-
шую токсичность на культуре клеток человека (рис. 4). Два 

Рис. 2. Результаты измерения зон ингибирования роста бактериальной культуры соединениями классов аминопиридинов и аминопиримидинов в тест-си-
стеме Mycobacterium  smegmatis aphVIII+

Соединения тестировали в субингибирующих концентрациях (нмоль/диск; указаны в названиях проб), не приводящих к появлению зоны ингибирования 
роста бактериальной культуры. Планки погрешностей отражают стандартное отклонение. Красным цветом выделены отобранные соединения.

Рис. 3. Ингибирование фосфорилирующей активности PknA Mycobacterium 
tuberculosis in vitro соединениями, отобранными в тест-системе 
Mycobacterium smegmatis aphVIII+

Планки погрешностей отражают стандартное отклонение. Зеленым цветом 
выделен положительный контроль, красным — самые активные соединения.
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соединения с наивысшей активностью (1H11 и 2G12) были 
отнесены к группе среднетоксичных, но в данной рабо-
те был проведен первичный скрининг, позволивший ото-
брать «хит»-соединения, а их дальнейшая лидерная оп-
тимизация может быть направлена как на повышение их 
активности, так и на снижение токсичности: активность 
соединений должна быть проверена непосредственно на 
M. tuberculosis, должна быть оценена их острая и хрониче-
ская токсичность in vivo, а также они должены быть про-
тестированы на панели СТПК человека во избежание их 
неспецифичного действия.

ВЫВОДЫ

В работе показана принципиальная возможность раз-
работки новых препаратов для борьбы с лекарственно 
устойчивыми формами туберкулеза на основе аминопи-
ридинов и аминопиримидинов. Отобранные «хит»-сое-
динения (1E11, 2C6, 2G12) требуют дальнейшей провер-
ки на антимикобактериальную активность в отношении 
M. tuberculosis и лидерной оптимизации с фокусом на 
возможное повышение их активности и снижение токсич-
ности.

Рис. 4. Химические формулы соединений классов аминопиридинов и аминопиримидинов, отобранных в качестве потенциальных противотуберкулезных 
препаратов 
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К. В. Шур, Д. А. Маслов, О. Б. Беккер, В. Н. Даниленко

Shur KV, Maslov DA, Bekker OB, Danilenko VN

ГЕНОТИПИРОВАНИЕ КЛИНИЧЕСКИХ ИЗОЛЯТОВ MYCOBACTERIUM 
TUBERCULOSIS, ВЫДЕЛЕННЫХ В МОСКОВСКОМ РЕГИОНЕ, 
МЕТОДОМ MIRU-VNTR

MIRU-VNTR GENOTYPING OF MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS 
CLINICAL ISOLATES FROM MOSCOW REGION 

Под воздействием различных селективных факторов (применение антибиотиков, генетический полиморфизм и раз-
нообразие иммунных статусов хозяина и др.) возбудитель туберкулеза Mycobacterium tuberculosis постоянно эволю-
ционирует. Возникают новые линии и сублинии, характеризующиеся набором значимых и незначимых мутаций. Анализ 
и мониторинг представленности различных линий и их особенностей является важным для понимания эволюции 
патогена. В данной работе была использована коллекция из 46 клинических изолятов M. tuberculosis, выделенных 
в Московcком регионе. Была определена их генотипическая принадлежность к различным линиям и сублиниям ти-
пированием по 24 локусам MIRU-VNTR. Было показано преобладание изолятов линии Beijing в коллекции (60,9 %) 
и изолятов сублинии Beijing-B0/W148 (60,7 % внутри линии Beijing), характеризующихся множественной лекарствен-
ной устойчивостью (88,2 % изолятов в данной выборке). Также использованный метод позволил определить один 
предполагаемый случай смешанной инфекции.

Antibiotic selection pressure, genetic polymorphism as well as diversity of the immune status of the host and other selection 
factors continuously prompt Mycobacterium tuberculosis, the tuberculosis causative agent, to evolve. Significant or insignificant 
mutations shape new (sub)lineages of the pathogen whose evolution can be understood only through analyzing and monitoring 
its genotypic diversity and properties of its lineages. In our study we used a set of 46 M. tuberculosis clinical isolates from 
Moscow region. The samples were typed using the standard 24-loci MIRU-VNTR technique. Beijing family isolates were shown 
to prevail in the collection (60.9 %), as well as Beijing-B0/W148 subtype (60.7 % of total Beijing type samples); most of them 
(88,2 %) were multidrug-resistant resistant. The applied technique allowed us to detect one case of a mixed-strain infection. 

Ключевые слова: Mycobacterium tuberculosis, генотипирование, филогенетика, эпидемиология, Beijing, MIRU-VNTR
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Приобретение лекарственной устойчивости штаммами 
возбудителя туберкулеза Mycobacterium tuberculosis — 
одна из самых значимых проблем фтизиатрии, в том числе 
в России, где ежегодно фиксируется 115 тыс. случаев за-
болевания туберкулезом (80 случаев на 100 тыс. человек), 
а 20 % всех впервые выявленных и 50 % ранее получавших 
противотуберкулезную терапию пациентов инфицированы 
штаммами с множественной лекарственной устойчиво-
стью (МЛУ) [1]. Таким образом, для совершенствования 

схем терапии, критически важным является поиск и опре-
деление особенностей наиболее распространенных на 
территории России штаммов M. tuberculosis.
Изоляты микобактерий туберкулеза относят к раз-

личным линиям, каждая из которых имеет определенное 
географическое происхождение [2] и характеризуется на-
бором филогенетических маркеров, влияющих также на 
фенотип штамма [3]. В России наиболее часто встречают-
ся представители линии Beijing, которая характеризуется 
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повышенной трансмиссивностью, вирулентностью, часто-
той мутаций в геноме и другими свойствами, способствую-
щими их распространению [4].
В недавних исследованиях, проведенных в России [5], 

были обнаружены штаммы сублинии Beijing-B0/W148. Они 
характеризуются повышенной (по отношению к родитель-
ской линии Beijing) вирулентностью и множественной ле-
карственной устойчивостью (практически полным отсут-
ствием лекарственно-чувствительных штаммов в данной 
сублинии). Mokrousov и соавт. назвали Beijing-B0/W148 
«успешным клоном» M. tuberculosis [5].
Для определения принадлежности штамма/изолята 

M. tuberculosis к какой-либо линии применяют различные 
методы генотипирования: метод полиморфизма длин ре-
стрикционных фрагментов мобильного элемента IS6110 
(IS6110 restriction fragment lengh polymorphism, RFLP), 
сполиготипирование [6], методы, основанные на маркер-
ных однонуклеотидных полиморфизмах (single nucleotide 
polymorphism, SNP) генов «домашнего хозяйства» 
(housekeeping genes) [7] и систем токсин–антитоксин II ти-
па [8]. Все эти методы различаются по стоимости и трудо-
емкости исследования, а также по своей дискриминирую-
щей способности. Одним из наиболее быстрых, дешевых, 
но в то же время обладающих наибольшей дискримини-
рующей способностью является молекулярный метод ге-
нотипирования, основанный на анализе количества рас-
пределенных по геному M. tuberculosis повторов — MIRU-
VNTR (mycobacterial interspersed repetitive units – variable 
number of tandem repeats) [9].
Ранее нами была проанализирована коллекция ДНК 

из 64 изолятов M. tuberculosis выделенных от пациентов 
Центрального НИИ туберкулеза (Москва). Изоляты были 
типированы методом сполиготипирования, показавшим, 
что 70,3 % из них относятся к линии Beijing [10]. Для опре-
деления доли «успешных клонов» Beijing-B0/W148 среди 
штаммов линии Beijing, а также для более детального ана-
лиза филогенетической структуры коллекции нами про-
ведено типирование доступных для анализа 46 образцов 
ДНК коллекции по 24 локусам MIRU-VNTR. Результаты 
представлены в этой работе.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Коллекция ДНК клинических изолятов M. tuberculosis

В работе использовали коллекцию ДНК клинических изо-
лятов M. tuberculosis, ранее детально описанную Maslov 
и соавт. [10]. В частности, были установлены сполиготи-
пы изолятов и их профиль лекартсвенной устойчивости 
к 8 противотуберкулезным препаратам первого и второго 
ряда. На основании этого изоляты были разделены на две 
группы: 1) изоляты, устойчивые хотя бы к одному проти-
вотуберкулезному препарату (41 изолят); 2) контрольная 
группа лекарственно-чувствительных изолятов (23 изоля-
та). В данной работе для анализа были доступны 46 изо-
лятов, из которых к каждой группе относилась половина.

Генотипирование клинических изолятов M. tuberculosis

Генотипирование клинических изолятов проводили по 
24 локусам MIRU-VNTR согласно стандартному протоко-
лу [11]. Синтез праймеров для амплификации, описанных 
в [9], выполнила компания «Синтол» (Россия). Амплифика-
цию проводили в 96-луночных планшетах с объемом лу-

нок 0,2 мл (Bio-Rad, США) с набором для проведения ПЦР 
«Амплификация» (Dialat, Россия) по протоколу, описанному 
в [9], на амплификаторе T100 (Bio-Rad, США). Полученные 
фрагменты разделяли в 2 % агарозном гель-электрофо-
резе в 1x трис-ацетат-EDTA (TAE) буфере (трис-ацетат — 
40 мМ, EDTA — 1 мМ, pH 7,6). Полученные результаты 
интерпретировали с помощью веб-приложения MIRU-
VNTRplus [9, 12].

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Итоговое распределение изолятов M. tuberculosis по про-
филю MIRU-VNTR с использованием программы MIRU-
VNTRplus было следующим: 60,9 % изолятов относятся 
к линии Beijing, 13,0 % — к LAM, 13,0 % — к T1 и T2, 
4,3 % — к URAL, по одному изоляту (2,2 %) — к линиям 
Cameroon, S и NEW-1. Для одного изолята не удалось 
определить принадлежность к определенной линии. В 
изоляте 13-2078 были обнаружены два аллеля локуса 
QUB26 — 1 и 7, что может быть свидетельством смешаной 
инфекции [13].
На основе полученных MIRU-VNTR профилей мы по-

строили дендрограмму (рисунок). На ней четко класте-
ризуются 17 изолятов, относящихся к сублинии B0/W148 
(изолят 13-2078 представляет собой смесь двух штаммов, 
но оба относятся к сублинии B0/W148), составляя, таким 
образом, 60,7 % всех изолятов линии Beijing. Стоит отме-
тить, что все они относятся к группе А — лекарственно-
устойчивым изолятам, при этом 15 из них (88,2 %) облада-
ют МЛУ, из которых, в свою очередь, 3 (20,0 %) обладают 
широкой лекарственной устойчивостью (ШЛУ).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В предыдущей работе [10] мы провели генотипирование 
изолятов M. tuberculosis с использованием сполиготипи-
рования. В результате изоляты разделились на 6 групп: 
60,9 % изолятов принадлежат к линии Beijing, 21,7 % — 
к T1 и T2, 6,5 % — к LAM9, 6,5 % — к H4 (доли указаны для 
46 изолятов, исследованных в данной работе). Пять изоля-
тов имели уникальный генотип [10]. Это могло произойти 
в связи со случайной делецией или инсерцией спейсеров, 
что является довольно частым явлением из-за высокой 
вариабельности данного региона.
Проведенный анализ 24 локусов MIRU-VNTR позво-

лил уточнить ранее полученные данные. Так, удалось от-
нести к различным линиям 4 изолята, ранее отнесеннные 
к Т-кластеру (два — к LAM, по одному — к S и Cameroon), 
и 3 изолята линии H4 (два — к Ural, один — к NEW1). 
В то же время удалось выявить представителей сублинии 
Beijing B0/W148 среди изолятов линии Beijing. Таким обра-
зом, MIRU-VNTR являтся более предпочтительным мето-
дом генотипирования M. tuberculosis в сравнении со спо-
лиготипированием за счет более высокой разрешающей 
способности и возможности установления случаев сме-
шанной инфекции, хотя наилучшие результаты могут быть 
получены только при комбинировании различных методик 
генотипирования.
Все изоляты сублинии Beijing-B0/W148 оказались ле-

карственно-устойчивыми, преимущественно МЛУ (88,2 %), 
что характерно для этой группы и согласуется с данны-
ми, полученными ранее [5, 14]. Этот факт дополнительно 
подтверждает «успешность» данной сублинии. Открытым 
остается вопрос о факторах, способствующих отбору 
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именно этой филогенетической группы. Видимо, повышен-
ная мутационная изменчивость привела к функциональ-
ным перестройкам, позволившим повысить вирулентность 
и выживаемость данной группы [4]. Ответы на эти вопросы 
предстоит получить в будущих исследованиях.

ВЫВОДЫ

Оценка и эпидемиологический контроль за распростра-
нением успешных линий M. tuberculosis являются важней-

шейшими задачами в рамках организации эффективной 
диагностики и лечения больных туберкулезом. Результаты, 
полученные в исследовании, позволяют говорить о тен-
денции распространения штаммов сублинии Beijing-B0/
W148, для которых характерен МЛУ-фенотип, дополня-
ют существующие эпидемиологические данные для цен-
трального региона России, а также подчеркивают важ-
ность применения различных методик генотипирования 
для наиболее полной характеристики клинических изоля-
тов M. tuberculosis.
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О. А. Чернявская

ВЕДЕНИЕ БЕРЕМЕННОЙ ПАЦИЕНТКИ С ВИЧ-ИНФЕКЦИЕЙ 
И МНОЖЕСТВЕННЫМИ ВТОРИЧНЫМИ ЗАБОЛЕВАНИЯМИ 
НА ФОНЕ ВЫРАЖЕННОГО ИММУНОДЕФИЦИТА

MANAGEMENT OF THE HIV-POSITIVE PREGNANT PATIENT WITH MARKED 
IMMUNODEFICIENCY AND MULTIPLE COMORBIDITIES 

Возрастающее количество женщин, больных ВИЧ-инфекцией, и рост числа беременностей и родов среди них обус-
ловливают актуальность изучения нетипичных случаев ведения таких пациенток. В настоящей статье проанализиро-
ваны причины, приведшие к возникновению ситуации, когда беременная женщина с ВИЧ-инфекцией и выраженным 
иммунодефицитом  обратилась за медицинской помощью только при возникновении тяжелых, опасных для жиз-
ни вторичных заболеваний. Рассмотрены особенности течения сочетанной с беременностью патологии, приведшей 
к гибели ребенка и матери. Дана оценка тактики ведения больной, разработаны рекомендации по ведению пациенток 
с подобными патологиями, а именно: обязательное психологическое сопровождение, настороженность в отношении 
возможного атипичного течения многих заболеваний, в частности, туберкулеза, максимальное расширение диаг-
ностического поиска.

Increasing HIV prevalence among women and growing numbers of HIV-positive patients who choose to become pregnant 
prompt a discussion of management strategies applied to such patients. In this work we analyze a case of a pregnant HIV-
positive woman with marked immunodeficiency who started seeking medical advice only after she had developed severe 
life-threatening secondary conditions. We look at the progression of comorbidities that led to the death of the patient and 
her baby and evaluate the chosen treatment plan. We also propose recommendations for the management of patients with 
similar pathologies that include psychological care, vigilance against possible atypical progression of a comorbidity, such as 
tuberculosis, and extensive diagnostic evaluation. 

Ключевые слова: ВИЧ-инфекция, беременность, выраженный иммунодефицит, вторичные заболевания, туберкулез
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В последние годы в России отмечается увеличение числа 
случаев передачи ВИЧ-инфекции при половом контакте 
гетеросексуальных партнеров, поэтому возрастает и доля 
женщин среди людей, живущих с ВИЧ. В связи с этим 
повышается актуальность проблемы сочетания беремен-
ности и ВИЧ-инфекции: растет доля беременных женщин 
из числа социально благополучных, все больше инфици-
рованных беременных женщин решают положительно воп-
рос о рождении ребенка [1–3].
Ведение таких пациенток представляет определен-

ные трудности. Перед врачами стоят задачи по снижению 
риска трансплацентарной передачи вируса плоду и под-
держанию здоровья будущей матери. При этом необхо-

димо, чтобы женщина смогла не только родить здоро-
вого ребенка, но и вырастить его. Поэтому женщинам 
с ВИЧ-инфекцией обязательно назначают высокоактив-
ную антиретровирусную терапию, причем она должна 
быть своевременной, эффективной и безопасной [1, 4–6].
Беременность — сложный период в жизни любой жен-

щины с точки зрения как физиологии, так и психологии. 
В этот период она эмоционально уязвима и беспомощ-
на, нуждается в особой заботе и поддержке со стороны 
окружающих. Наличие ВИЧ-инфекции обусловливает ряд 
особенностей психического состояния и мотивов сохра-
нения беременности [7]. В частности, показано, что ВИЧ-
инфицированные беременные женщины относятся к себе 
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негативно, снижается социально-ролевая идентичность, 
устанавливаются противоречивые связи и зависимости 
между идентичностями, составляющими Я-концепцию [8]. 
Кроме того, течение беременности у ВИЧ-инфицирован-
ных женщин сопровождается более частым развитием ос-
ложнений, таких как гестоз, хроническая внутриутробная 
гипоксия плода, анемия беременных, угроза прерывания 
беременности, синдром задержки развития плода. На-
пример, в исследовании Яценко [9] указанные состояния, 
несмотря на проводимую антиретровирусную терапию 
(АРВТ), отмечались в 23,5, 55,0, 23,7, 20,0 и 7,0 % слу-
чаев соответственно. Роды у женщин с положительным 
ВИЧ-статусом достоверно чаще осложняются их преждев-
ременным наступлением и развитием аномалий родовой 
деятельности. Оперативное абдоминальное родоразреше-
ние, снижая вероятность интранатального инфицирования 
плода, достоверно повышает риск послеродовых гной-
но-септических осложнений и прогрессирования ВИЧ-
инфекции у матери [10]. Особые проблемы возникают на 
фоне вторичных заболеваний. Если у женщины выражен-
ный иммунодефицит, то такие заболевания угрожают жиз-
ни не только будущего ребенка, но и ее самой. Лечение 
вторичных инфекций затрудняется необходимостью вы-
бора препаратов, оказывающих наименьшее негативное 
влияние на плод [11–14].
В целом тактика ведения беременных, инфицирован-

ных ВИЧ, достаточно хорошо разработана [1, 5, 6, 15, 16]. 
Ее использование в большинстве случаев приводит к рож-
дению здорового малыша без вреда здоровью матери 
[1, 17]. Но бывают сложные случаи, которые не всегда за-
канчиваются благополучно. Ниже приведено клиническое 
наблюдение одного из них.

Описание клинического случая

Больная У., 31 год, поступила в инфекционный стационар 
28 мая 2016 г. с жалобами на повышение температуры 
тела до 39 °С, слабость, общее недомогание, кашель с не-
большим количеством мокроты, одышку, снижение аппе-
тита, похудание (6 кг за месяц), потливость.
Из анамнеза заболевания известно, что заболела 

остро в конце апреля, когда появился озноб, температура 
тела повысилась до 39 °С, появился сухой кашель. Лечи-
лась самостоятельно симптоматическими средствами (без 
эффекта). 20–24 мая 2016 г. прошла стационарное лече-
ние: в соответствии с диагнозом «внебольничная пневмо-
ния» были назначены антибактериальная (цефтриаксон по 
2 г в сутки внутримышечно) и патогенетическая терапия, 
на фоне которых отмечено некоторое улучшение, но лихо-
радка сохранялась. Больная самовольно покинула стаци-
онар. Через 2 дня появилась одышка, усилились слабость, 
недомогание, и 28 мая пациентка вновь обратилась в ста-
ционар и была госпитализирована.
При выяснении анамнеза жизни установлено, что боль-

ная беременна, срок беременности — 14 нед., но на учете 
по беременности не состоит. Беременность первая, же-
ланная, в браке. Кроме того, в 2005 г. у пациентки была 
выявлена ВИЧ-инфекция, но, с ее слов, персонал лечебно-
го учреждения отнесся к ней пренебрежительно, был груб, 
что вызвало у нее негативную реакцию, страх обращения 
за медицинской помощью, поэтому на диспансерные ос-
мотры все эти годы она не являлась и лечение не получала. 
В 2015 г. перед вступлением в брак выполнила исследова-
ние на ВИЧ в анонимном кабинете. С ее слов, результат 

отрицательный, но на предъявленном бланке было ука-
зано: «Референтное значение: «отрицательно»; результат 
ПЦР РНК ВИЧ: 104607 копий/мл». Т. е. полученные данные 
больная трактовала ошибочно. Также перенесла 4 опе-
рации по поводу врожденной патологии (расщелина неба 
и губы), последняя из которых была в 2005 г.
Эпидемиологический анамнез не отягощен.
Объективно при поступлении состояние пациентки бы-

ло расценено как среднетяжелое. Имелся дефицит массы 
тела (рост — 169 см, вес — 42 кг, индекс массы тела был 
равен 14,7 кг/м2). Кожные покровы бледные, слизистая 
ротоглотки гиперемирована, зернистость задней стенки. 
Лимфатические узлы (подчелюстные, шейные, аксилляр-
ные, паховые) увеличены до 0,7 см, безболезненны, под-
вижны. Со стороны дыхательной системы: перкуторно 
звук легочный, аускультативно дыхание жесткое, в нижних 
отделах ослаблено, хрипов нет. Тоны сердца приглушены. 
Язык обложен белым налетом. Живот увеличен в размере 
(за счет беременности). Другие органы и системы — без 
особенностей. По данным общего анализа крови, имелись 
признаки воспаления: нейтрофилез (92 %), лимфопения 
(6 %), высокая скорость оседания эритроцитов (75 мм/ч); 
по данным биохимического анализа крови, отмечены ги-
попротеинемия, небольшая гипертрансаминаземия; по 
данным общего анализа мочи, умеренная протеинурия 
(подробнее результаты анализов здесь и далее приведены 
на рисунке). Был выставлен диагноз: «Вирусная инфекция 
неуточненная, течение средней тяжести. Внебольничная 
пневмония? Болезнь, вызванная ВИЧ, с проявлением ин-
фекционных заболеваний. Стадия 4Б, фаза прогресси-
рования без АРВТ. Генерализованная лимфаденопатия. 
Кахексия. Беременность 14 недель». Больной назначили
цефтриаксон по 2,0 г в сутки внутривенно (в/в) капельно  
и патогенетическую терапию (в том числе инфузионно).

30 мая было отмечено ухудшение самочувствия паци-
ентки: усиление одышки, слабости. Выявлено увеличение 
печени на 2,5 см. К терапии добавили глюкокортикостеро-
иды (дексаметазон по 8 мг в сутки).
На следующий день, 31 мая, самочувствие У. продол-

жило ухудшаться: появились одышка в покое, сухой ред-
кий кашель, боли в грудной клетке слева. Состояние было 
расценено как тяжелое. По результатам выполнения рент-
генограммы легких вынесли заключение о двусторонней 
нижнедолевой полисегментарной пневмонии. Уточнили 
клинический диагноз: «Болезнь, вызванная ВИЧ, с прояв-
лением бактериальной и грибковой инфекций. Стадия 4Б, 
фаза прогрессирования без АРВТ. Двусторонняя внеболь-
ничная полисегментарная пневмония (пневмоцистная?), 
тяжелое течение. ДН1. Кахексия. Кандидоз орофациаль-
ный. Беременность 14 недель». Изменили терапию: отме-
нили цефтриаксон, назначили амоксиклав, ванкомицин, 
левофлоксацин, увеличили дозы глюкокортикостероидов, 
назначили кислородную поддержку, ингаляции сальбу-
тамолом, отхаркивающие (флуимуцил), усилили инфу-
зионную терапию (дозировки и способы введения здесь 
и далее указаны на рисунке). Были назначены дополни-
тельные исследования, в т. ч. взятие мокроты (но взять 
не удалось). В течение дня состояние продолжало ухуд-
шаться: SpO2 — 73 %, частота сердцечных сокращений — 
145 в минуту, снижение диуреза до 500 мл/сут. В связи 
с усилением легочно-сердечной недостаточности пациент-
ку перевели в реанимационное отделение.

1 июня сохранялись жалобы на слабость и кашель, 
состояние оставалось тяжелым, но была отмечена положи-
тельная динамика. 2 июня нормализовалась температура
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тела (36,4 °С). Был получен результат иммунологическо-
го и вирусологического исследований: CD4+-Т-лимфоци-
тов — 4 клеток/мкл, СD8+-Т-лимфоцитов — 116 клеток/мкл, 
CD4/CD8 — 0,03; ПЦР РНК ВИЧ — 1615358 копий/мкл. 
Результаты исследований на маркеры вирусных гепати-
тов были отрицательными. Были проведены консультации 
акушера-гинеколога («Беременность 14 недель. Пока-
заний для прерывания беременности нет») и фтизиатра 
(«Больше данных за двустороннюю неспецифическую 
пневмонию»). Назначили туберкулиновые пробы и забор 
мокроты на Mycobaterium tuberculosis (3-кратно). 3 июня 
пациентка была переведена в инфекционное отделение. 
Исследование мокроты не было выполнено из-за отсутс-
твия материала.
К 9 июня сохранялись жалобы на кашель и слабость. 

Жизненные показатели были в норме, в т. ч. температу-
ра тела. По результатам повторной рентгенографии лег-
ких сделали заключение о двусторонней нижнедолевой 
полисегментарной пневмонии в стадии разрешения. От-
менили кислородную поддержку. На следующий день по 
настоянию больной выписали ее на амбулаторное лечение 
(с улучшением).

14 июня У. была осмотрена врачом-инфекционистом 
в Центре по профилактике и борьбе со СПИД. Пациент-
ка жаловалась на сухой кашель, слабость и повышение 
температуры до 38,5 °С с 11 июня. Гинеколог подтвердил 
наличие беременности 16–17 нед. Общий анализ кро-
ви выявил тромбоцитопению, лейкопению, лимфопению 
и нейтрофилез. Больной назначена АРВТ (рисунок). 
15 июня температура тела повысилась до 40 °С. У. была 
направлена на повторную госпитализацию в инфекцион-
ный стационар.
При поступлении в стационар состояние больной было 

расценено как тяжелое. Отмечены тахикардия и низкое 
артериальное давление; выступ печени на 2 см из-под края 
реберной дуги; сниженный диурез; анемия, нейтрофилез, 
лимфопения; нарастание лабораторного иммунодефици-
та. Пациентку перевели в реанимационное отделение. На-
значили антибиотикотерапию (цефтриаксон, амоксиклав, 
клиндамицин), противогрибковый препарат флюконазол, 
дексаметазон, патогенетическую терапию. В последующие 
дни температура тела нормализовалась, жизненные пока-
затели были стабильными, парциальное давление кисло-
рода было в норме.

20 июня появились боли в грудной клетке слева 
(в области сердца), вновь повысилась температура тела 
(38,2–38,6 °С). На электрокардиограмме зафиксировали 
синусовую тахикардию. На следующий день боли в груд-
ной клетке стали сильнее. По результатам рентгенографии 
легких сделали заключение о двусторонней нижнедоле-
вой пневмонии в стадии разрешения. Выставили диагноз: 
«Двусторонняя внебольничная пневмония, тяжелое тече-
ние. ДН1. Инфекционный эндокардит, тяжелое течение. 
Легочно-сердечная недостаточность I–II. Болезнь, выз-
ванная ВИЧ, с проявлением бактериальной, грибковой ин-
фекции, стадия 4В, фаза прогрессирования на фоне АРВТ. 
Генерализованная лимфаденопатия. Кахексия. Выражен-
ный лабораторный иммунодефицит. Гипохромная анемия. 
Беременность 16–17 недель». 22 июня больная была пе-
реведена в кардиологическое отделение соматического 
стационара, где уточнили диагноз: «ВИЧ-инфекция, стадия 
4В, фаза прогрессирования на фоне АРВТ. Генерализо-
ванная лимфаденопатия. Двусторонняя полисегментарная 
пневмония, тяжелое течение. Перикардит. Левосторонний 
плеврит. Дефицит массы тела более 30 %.

Кахексия. Выраженный лабораторный иммунодефицит. 
Гипохромная анемия. Тромбоцитопения. Беременность 
16–17 недель». Пациентка продолжала получать АРВТ, но 
отмечала плохую переносимость и нарушала режим при-
ема препаратов.

27 июня методом ультразвукового исследования была 
установлена внутриутробная гибель плода. 29 июня бере-
менность была прервана (на сроке 17–18 нед.). У больной 
продолжается лихорадка, в крови нарастает лейкоцитоз 
за счет палочкоядерных элементов.

30 июня выставлен диагноз: «Туберкулез легких. Экссу-
дативный плеврит». Пациентка была направлена на стаци-
онарное лечение в противотуберкулезный диспансер, где 
назначили специфическую терапию по первому режиму  
(рифампицин + изониазид + этамбутол + пиразинамид). 
В связи с назначением рифампицина изменили схему АРВТ: 
отменили лопинавир/ритонавир и назначили эфавиренз.

27 июля больная продолжает лечение в противоту-
беркулезном стационаре. Клинический диагноз: «ВИЧ-ин-
фекция, стадия 4В, фаза ремиссии на фоне АРТ. Диссе-
минированный туберкулез легких в фазе инфильтрации 
и распада. КУМ (-). Туберкулезный полисерозит. Перикар-
дит. Правосторонний экссудативный туберкулезный плев-
рит. КУМ (+) в экссудате. Туберкулезный папиллит. КУМ (+) 
в моче. IA(МБТ+) ГДУ. Пневмоцистная пневмония в анам-
незе. Персистирующий оральный кандидоз. Выраженный 
лабораторный иммунодефицит». Иммунологически, виру-
сологически — положительная динамика.

26 августа стало известно, что пациентка уехала на ле-
чение в другой регион (г. Москва). В связи с этим данных 
о дальнейшем течении заболевания нет. Однако позже 
было получено сообщение от мужа, что 6 октября пациент-
ка умерла. Диагноз патологоанатомический: «Генерализо-
ванный туберкулез». Диагноз по МКБ X: «Болезнь, вызван-
ная ВИЧ, с проявлением микобактериальной инфекции».

Обсуждение клинического случая

Описанный клинический случай не является типичным. 
Больная социально вполне благополучна, тем не менее, 
зная о своем инфицировании ВИЧ, не только не посеща-
ла диспансерные осмотры, но и длительно не обращалась 
за помощью, когда в ней возникла острая необходимость. 
Отрицание, которое является естественной психологиче-
ской реакцией на сообщение диагноза серьезного забо-
левания и обычно заканчивается его принятием, у паци-
ентки У. растянулось на многие годы. Очевидно, что этому 
способствовал первый негативный опыт взаимодействия 
с медиками. К сожалению, такой опыт — не редкость сре-
ди ВИЧ-инфицированных. По нашим данным, 64 % людей, 
живущих с ВИЧ, сталкивались с неэтичным поведением 
медицинских работников, причем 21 % — часто [18]. 
Можно предположить, что этот же фактор сыграл роль 

в том, что пациентка отказалась от ранней постановки на 
учет по беременности, что также способствовало ее не-
благоприятному исходу. Право женщины самостоятельно 
решать вопрос о материнстве закреплено законодатель-
но, и ВИЧ-инфицированная женщина, как и любая другая, 
может родить, если хочет [19]. Но наличие ВИЧ-инфекции 
накладывает на нее определенные обязательства: для 
рождения здорового ребенка она должна придерживаться 
разработанных рекомендаций, прежде всего — получать 
антиретровирусные препараты [1, 5, 6]. В данном случае, 
несмотря на то, что имело место осознанное желание 
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Диагноз: внебольничная пневмония

Заключение:  двусторонняя нижнедолевая полисегментарная пневмония

Заключение:  двусторонняя нижнедолевая полисегментарная 
пневмония в стадии разрешения

Диагноз: вирусная инфекция неуточненная, течение средней тяжести; 
ВИЧ-инфекция, стадия 4Б, фаза прогрессирования без АРВТ

Госпитализация пациентки в стационар

Пациентка самовольно покинула стационар

— 20

— 22

— 26

— 24

— 24

— 20

— 22

— 18

нейтрофилы — 92 %
лимфоциты — 6 %
СОЭ — 75 мм/ч

эритроциты — 3,45 × 1012

нейтрофилы — 94 %

тромбоциты —  82 × 109

лейкоциты — 3,8 × 109

эритроциты — 3,0 × 1012

гемоглобин — 72 г/л
нейтрофилы — 94 %

эритроциты — 3,79 × 1012

гемоглобин — 97 г/л
тромбоциты — 175 × 109

белок — 50 г/л
АлАТ — 0,1 мкмоль/(ч•мл)
белок — 0,5 г/л

— 88

— 87

— 80

— 90

— 92

— 93

— 73

— 130

— 125

— 124

— 110

— 128

— 88

— 82

— 145

— 90/60

— 110/70

— 120/60

— 90/60

— 100/60

— 100/60

Госпитализация пациентки в инфекционный стационар

Ухудшение самочувствия

Ухудшение самочувствия. Состояния тяжелое. Перевод в реанимацию

Повторная рентгенография легких

Осмотр в Центре по профилактике и борьбе со СПИД

Усиление болей в области сердца

Перевод в кардиологическое отделение

Внутриутробная гибель плода

Прерывание беременности

Перевод в противотуберкулезный диспансер

Продолжение лечения в противотуберкулезном диспансере

Пациентка уехала на лечение в Москву

Пациентка погибла

Пациентка нарушает режим приема АРВТ-препаратов
Диагноз: перикардит; левосторонний плеврит

Повторная госпитализация в инфекционный стационар. Перевод в реанимацию

Появление болей в области сердца

частота дыхания, в мин общий анализ мочи

иммунный статус

назначение препарата

отмена препарата

увеличение дозировки

в/м — внутримышечно

парциальное давление O2, %

частота серд. сокращений, в мин

артериальное давление, мм рт. ст.

общий анализ крови

биохимический анализ крови

Пациентка выписана на амбулаторное лечение (с улучшением)

Перевод в инфекционный стационар

Выполнена рентгенография легких

Результаты анализов

Результаты анализов

Результаты анализов

Результаты анализов

Результаты анализов

Результаты анализов

Результаты анализов

Результаты анализов

Результаты анализов

Результаты анализов

CD4 — 4 кл./мкл

CD4 (абс.) — 1 кл./мкл

CD4 (абс.) — 9 кл./мкл

В конце дня:

Лечение: цефтриаксон (2 г/сут, в/м)

Лечение:        кислородная поддержка

Диагноз: туберкулез легких; экссудативный плерит

Диагноз: генерализованный туберкулез

Диагноз: двусторонняя внебольничная пневмония, тяжелое течение;
эндокардит, тяжелое течение; 
ВИЧ-инфекция, стадия 4В, фаза прогрессирования на фоне АРВТ

Противотуберкулезная терапия:
рифампицин + изониазид + этамбутол + пиразинамид
Антиретровирусная терапия:      калетра (LPV/r)

эфавиренз

Антиретровирусная терапия:      ламивудин (ЗТС) (150 мг × 2 р/сут)
ставудин (d4T) (30 мг ×  2 р/сут)
калетра (LPV/r) (2 таб.  × 2 р/сут)

Лечение:        дексаметазон (8 мг/сут)

20.05

24.05 

28.05 

30.05

31.05

01.06

02.06

03.06

09.06

10.06

14.06

16.06

20.06

21.06

22.06

27.06

29.06

30.06

27.07

26.08

06.10

Лечение:        цефтриаксон (2 г/сут, в/в капельно); 
       патогенетическая терапия (в т. ч. инфузионно)

Лечение:        цефтриаксон
амоксиклав (1,2 г/сут, в/в капельно)
ванкомицин (1,0 г × 2 р/сут, в/в капельно)
левофлоксацин (500 мг/сут, в/в капельно)
преднизолон (30 мг × 3 р/сут)
дексаметазон (8 мг × 2 р/сут)
кислородная поддержка
флуимуцил
патогенетическая терапия

SpO2

SpO2

SpO2

SpO2

SpO2

SpO2

SpO2

SpO2

Лечение:        цефтриаксон (1,0 г × 2 р/сут)
амоксиклав (1 таб. (875 + 125 мг) × 2 р/сут)
клиндамицин (200 мг × 2 р/сут)
флюконазол (200 мг, в/в капельно)
дексаметазон (8 мг)
патогенетическая терапия

— 94 — 108 — в нормеSpO2

СD8 — 116 кл./мкл CD4/CD8 — 0,03

гемоглобин — 91 г/л
лимфоциты — 5 %

лейкоциты — 7,2 × 109

лимфоциты — 9,3 %

СD8 — 281 кл./мкл CD4/CD8 — 0,03

лимфоциты — 4 %
СОЭ — 66 мм/ч

СD8 — 36 кл./мкл CD4/CD8 — 0,03

лимфоциты — 4 %
нейтрофилы — 94 %

СОЭ — 61 мм/ч

в/в — внутривенно

Краткая история болезни беременной женщины У., 31 год, больной ВИЧ-инфекцией
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материнства (первая и при этом поздняя беременность, 
в браке), женщина нарушала режим приема препаратов 
после их назначения. Для повышения приверженности 
АРВТ следовало привлечь к работе с ней психолога, что 
является рутинной практикой при командном подходе 
к ведению такой категории больных [1]. Психо-эмоцио-
нальные проблемы у пациентки были выраженными, и кон-
сультации психолога были особенно необходимы. К сожа-
лению, в стационарах специалисты данного профиля, как 
правило, отсутствуют. Психологическое сопровождение 
осуществляли муж, лечащие врачи, сотрудники медицин-
ского университета.
Выбор схемы АРВТ в описанном случае был, по нашему 

мнению, обоснованным. Необходимо было не только пре-
дотвратить вертикальную передачу ВИЧ, но и сохранить 
жизнь пациентки, учитывая выраженный иммунодефицит 
(CD4+-Т-лимфоцитов — 4 клетки/мкл). Использование од-
ной из наиболее предпочтительных схем у беременных, 
включающей зидовудин, ламивудин и лопинавир/рито-
навир, было невозможно ввиду наличия анемии. Именно 
поэтому вместо зидовудина был назначен ставудин. Ука-
занная схема соответствует концепции АРВТ для боль-
ных с исходно низким (менее 50 клеток/мкл) количеством 
CD4+-Т-лимфоцитов. Замена лопинавира на эфавиренз, 
связанная с плохой переносимость первого, была впол-
не допустима, т. к. к этому моменту больная находилась 
уже во 2-ом триместре беременности. Однако, учитывая 
еще и наличие туберкулеза на фоне исходно низкого ко-
личества CD4+ (менее 100 клеток/мкл), согласно Нацио-
нальным рекомендациям по диспансерному наблюдению 
и лечению больных ВИЧ-инфекцией, можно было добавить 
четвертый препарат — энфувиртид, который не обладает 
негативным влиянием на плод, но мог повысить эффектив-
ность АРВТ [5, 6]. 
Беременность осложнила и без того тяжелую ситуа-

цию. Вызываемые ею изменения гормонального фона, на 
наш взгляд, могли усугубить иммунодефицит, который до-
стиг у пациентки крайней степени, способствуя развитию 
вторичных инфекций. Самой опасной из них оказался ту-
беркулез, который и стал причиной гибели больной.
Как известно, течение туберкулеза на фоне иммуно-

дефицита протекает не совсем типично [1, 20–22]. При 
содержании CD4+-Т-лимфоцитов ниже 500 клеток/мкл 
заболевание развивается быстрее, реже выявляются де-
структивные формы, в патологический процесс чаще 
вовлекаются серозные оболочки. При содержании CD4+ 
Т-лимфоцитов ниже 350 клеток/мкл особенностью тубер-
кулеза органов дыхания становится склонность к пора-
жению плевры, перикарда, ниже 200 клеток/мкл — ми-
лиарная и лимфогенная диссеминация с полиорганным 
поражением, выраженный изнуряющий синдром, лихорад-
ка [1]. Все эти признаки были отмечены у пациентки У. При
развитии глубокого иммунодефицита (менее 100 CD4+-
Т-лимфоцитов/мкл) течение туберкулезной инфекции час-
то (до 40 % случаев) сопровождается развитием других 
вторичных заболеваний, что еще более затрудняет диаг-
ностику. В связи с практически полной утратой признаков 
продуктивного гранулематозного воспаления туберкулез 
у таких больных морфологически и клинически приобре-
тает пневмониеподобное течение. В 30 % случаев яркая 
клиническая картина на 4–8 нед. опережает появление 
диссеминации, при этом у некоторых пациентов измене-
ний на рентгенограмме нет [1]. Если вернуться к рассма-
триваемому клиническому случаю, то процесс протекал 
именно так. Поскольку рентгенологиченская картина, ту-

беркулинодиагностика и диаскин-тест на фоне выражен-
ного иммунодефицита становятся малоинформативными, 
для своевременного выявления туберкулеза приобретают 
особое значение морфологическое, бактериоскопическое 
и бактериологическое, а также молекулярно-генетическое 
исследования биологических жидкостей и биоптатов. Но 
и они, как показано в настоящем случае, не всегда вы-
полнимы и/или не всегда дают быстрый результат. Труд-
ности диагностики, высокая вероятность генерализации 
туберкулезного процесса при значительном иммуноде-
фиците являются основанием для назначения пациентам 
с содержанием CD4+-Т-лимфоцитов менее 200 клеток/мкл 
превентивного лечения [6]. По нашему мнению, уже в на-
чале стационарного лечения пациентки У. были серьезные 
основания предположить у нее наличие поражения дыха-
тельной системы смешанной этиологии, включающей ту-
беркулезную (несмотря на отсутствие типичной рентгено-
логической картины), и рассмотреть вопрос о применении 
терапии ex juvantibus.
Скрытому на первых порах течению туберкулеза мог-

ло способствовать и наличие сопутствующего поражения 
пневмоцистной этиологии. Хотя Pneumocystis jiroveci не 
были обнаружены и диагноз не был подтвержден лабора-
торными методами, клинически в пользу данной патологии 
свидетельствовали постепенно нарастающая дыхательная 
недостаточность (и при этом скудность физикальных дан-
ных), высокие показатели СОЭ, низкие показатели SpO2 
(до 73 %), а также положительный эффект от терапии 
клиндамицином и глюкокортикостероидами.
Серьезное полиэтиологическое поражение легких, а 

именно: гипоксия как результат легочно-сердечной недо-
статочности, развившейся у больной, — стало, как нам 
представляется, одной из главных причин внутриутробной 
гибели плода. Немаловажным было и общее истощение, 
проявлявшееся не только значительным снижением массы 
тела, но и астеническим синдромом, анемией, гипопротеи-
немией. Риск самопроизвольного прерывания беременно-
сти в данном случае можно оценить как очень высокий. Но 
даже при условии ее сохранения, была значительной ве-
роятность серьезных последствий для здоровья ребенка. 
По данным одного из исследований, постгипоксические 
поражения ЦНС различной степени тяжести отмечались 
у 90,5 % детей, гематологические сдвиги в виде анемии 
легкой и средней степени тяжести — у 97,3 % детей [23]. 
В рассматриваемом случае женщина при желании могла 
не сохранять эту беременность. В перечне медицинских 
показаний для прерывания беременности ВИЧ-инфекция 
отсутствует, тем не менее в индивидуальных случаях, с уче-
том всех рисков и коллегиального рассмотрения (консили-
ума) прерывание беременности по этой причине возможно 
даже при сроке более 12 нед. С другой стороны, в этой 
ситуации операция может нанести существенный вред 
здоровью ВИЧ-инфицированной женщины и ухудшить 
прогноз основного заболевания [24, 25]. В любом случае 
выбор всегда остается за женщиной. Это трудное решение, 
и в подобных ситуациях, на наш взгляд, также обязательно 
психологическое сопровождение.

ВЫВОДЫ

Из описанного клинического наблюдения можно сделать 
ряд выводов.
Во-первых, необходимо проводить планомерную ра-

боту по повышению толерантности общества к людям, 
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живущим с ВИЧ, особенно в медицинской среде, что по-
зволит увеличить эффективность взаимодействий «меди-
цинский работник–пациент» и избежать неприятия лече-
ния со стороны пациента.
Во-вторых, при ведении пациентов со сложным ком-

плексом медицинских, психологических, этических про-
блем обязательно участие психолога, в том числе при 
стационарном лечении, для чего в штате инфекционного 
стационара следует предусмотреть наличие специалистов 
соответствующего профиля. В настоящее время при от-
сутствии в медицинском учреждении психолога его роль 
приходится исполнять лечащим врачам, которые не всег-
да располагают временем и обладают необходимой квали-
фикацией. Можно рекомендовать привлечение в качестве 
психологов волонтеров из числа медицинских работников, 
студентов медицинских вузов (при письменном согласии 
пациентки), членов семьи, осведомленных о ВИЧ-инфици-
ровании женщины.
В-третьих, залогом успеха ведения беременных жен-

щин, больных ВИЧ-инфекцией, с выраженным иммуноде-

фицитом является максимально полное и быстрое выяв-
ление вторичных заболеваний и их адекватное лечение. 
Важно помнить, что очень часто возникающие на таком 
фоне поражения органов и систем имеют полиэтиологи-
ческий характер и, как правило, атипичное течение. Вра-
чам следует иметь постоянную настороженность и мак-
симально расширять диагностический поиск, используя 
все доступные методы. Лечение должно быть адекватным. 
В тех случаях, когда не удается добиться определения воз-
будителя инфекционного процесса, лечение назначается 
эмпирически, с учетом совокупности всех факторов. В от-
дельных случаях, с нашей точки зрения, оправдано приме-
нение терапии ex juvantibus.
Наконец, несмотря на все усилия специалистов, успех 

гарантирован не всегда. Беременных женщин, больных 
ВИЧ-инфекцией, с выраженным иммунодефицитом необ-
ходимо осведомлять о возможных рисках. Для их оценки 
следует систематически проводить сбор и обобщение ин-
формации, для чего полезна автоматизация сбора данных, 
ее широкое внедрение в рутинную практику.
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А. Ф. Олейник1,2     , В. Х. Фазылов1,2, А. Т. Бешимов1,2

КЛИНИКО-ИММУНОЛОГИЧЕСКИЕ И ВИРУСОЛОГИЧЕСКИЕ ПОКАЗАТЕЛИ 
ЭФФЕКТИВНОСТИ АНТИРЕТРОВИРУСНОЙ ТЕРАПИИ

CLINICAL, IMMUNOLOGICAL AND VIROLOGICAL INDICATORS 
OF ANTIRETROVIRAL THERAPY EFFICIENCY

Antiretroviral therapy (ART) for HIV-positive patients allowed labeling the disease a therapeutically controlled one. The main goal 
of ART is to prolong patient's life and preserve its quality. This is accomplished through viral load reduction (decrease of the 
number of HIV-RNA copies in blood plasma), which leads to the growing numbers of CD4+-T-lymphocytes. However, ART can 
be ineffective. In 2010–1014, we conducted an observational cohort retro/prospective study aimed at learning how often ART 
can be ineffective from immunological (II), virological (VI) and clinical points of view. The study was carried out at the premises 
of the Republic Center of AIDS and Infectious Diseases (Kazan, Russia). The study included 341 adult HIV-positive patients 
subjected to ART at 3rd and 4th stages of disease's development, with the treatment virologically efficient at least during the 
first year. The observation period was 1 to 3 years. ART was considered II (immunologically inefficient) when the number of 
CD4+ increased for less than 50 cells/mcl through the year with HIV completely suppressed. VI (virological inefficiency) of ART 
was registered if the number of HIV RNA copies was above the definition threshold after 6 months of treatment. ART was II in 
14.0–15.9 % of cases after a year of treatment and in 22 % of cases after three years. It was noted that subsequent restoration 
of an adequate number of T-lymphocytes CD4+ required they overcame the threshold of 100 cells/mcl within the 1st year of 
treatment. Virologically, ART was effective for 92.7 % for patients. Most (80 %) cases of VI of ART were results of patients' lax 
attitude towards treatment. Clinically, ART helped 91 % of patients; this result largely depended on the number participants for 
whom ART was II. II of ART is a risk factor, the risk being progression of the disease with active ART in the background and death 
of the HIV-positive individual. II of ART makes the risk of clinical progression of HIV 6.232 times higher (95 % CI 3.106–12.51).

Применение антиретровирусной терапии (АРВТ) при ВИЧ-инфекции позволило перевести заболевание в разряд тера-
певтически контролируемых. Основная цель АРВТ — увеличение продолжительности жизни пациента и сохранение 
ее качества. Она достигается снижением вирусной нагрузки (числа копий РНК ВИЧ в плазме крови), что приводит 
к росту числа CD4+-Т-лимфоцитов. Но терапия может быть неэффективной. В работе изучена частота случаев иммуно-
логической (ИН), вирусологической (ВН) и клинической неэффективности АРВТ. В исследование включили 341 взрос-
лого ВИЧ-инфицированного пациента, получавшего АРВТ, начатую на стадиях 3–4 заболевания, с вирусологической 
эффективностью как минимум в течение первого года лечения. Участников исследования наблюдали на протяжении 
1–3 лет. ИН АРВТ определяли как увеличение числа клеток CD4+ менее чем на 50 клеток/мкл в год на фоне полной 
супрессии ВИЧ, ВН АРВТ — как число копий РНК ВИЧ выше порога определения через 6 мес от начала лечения. 
Частота случаев ИН АРВТ составила 14,0–15,9 % для одного года лечения и 22 % для трех лет наблюдений. Отмечено, 
что для последующего адекватного восстановления содержания Т-лимфоцитов CD4+ необходимо увеличение их числа 
в первый год терапии более чем на 100 клеток/мкл. Вирусологически эффективной АРВТ была для 92,7 % пациентов. 
Большая часть (80 %) случаев ВН АРВТ была обусловлена низкой приверженностью пациентов к лечению. Клиничес-
кая эффективность АРВТ составила 91 % и в значительной степени определялась числом участников исследования 
с ИН АРВТ. Иммунологическая неэффективность АРВТ является фактором риска прогрессирования заболевания на 
фоне АРВТ и смерти при ВИЧ-инфекции. Риск клинического прогрессирования ВИЧ-инфекции при ИН АРВТ выше 
в 6,232 раз (95 % ДИ 3,106–12,51).

Ключевые слова: ВИЧ-инфекция, антиретровирусная терапия, клиническая эффективность, вирусологическая 
эффективность, иммунологическая эффективность, неэффективность терапии

Keywords: HIV, antiretroviral therapy, clinical efficacy, virological efficacy, immunological efficacy, therapy failure
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Рис. 1. Распределение пациентов по группам по типу назначенного препарата в рамках трехкомпонентной антиретровирусной терапии первой линии

НИОТ — нуклеозидный ингибитор обратной транскриптазы; ННИОТ — ненуклеозидный ингибитор обратной транскриптазы; ИП — ингибитор протеазы; 
ИИ — ингибитор интегразы; AZT — азидотимидин; ABC — абакавир; НИОТ другие — ставудин, диданозин, фосфазид; 3TC — ламивудин; EFV — эфави-
ренз; NVP — невирапин; ETR — этравирин; LPV/r — лопинавир, бустированный ритонавиром; ATV/±r — атазанавир, бустированный/не бустированный 
ритонавиром; DRV/±r — дарунавир, бустированный/не бустированный ритонавиром; ИП другие — фосампренавир, саквинавир, индинавир, нелфинавир, 
ритонавир; RAL — ралтегравир.

Основной целью антиретровирусной терапии (АРВТ) яв-
ляется увеличение продолжительности жизни пациента и 
сохранение ее качества. Клиническая неэффективность 
АРВТ заключается в развитии у пациента новой оппорту-
нистической инфекции через 3–6 месяцев с начала тера-
пии. Таким образом, оценить результативность АРВТ мож-
но только в долгосрочных исследованиях.
Важные аспекты АРВТ, определяющие уровень выжи-

ваемости пациентов с ВИЧ-инфекцией, — вирусологиче-
ский и иммунологический ответы на терапию. Вирусологи-
ческая задача — максимально снизить вирусную нагрузку 
в организме больного (предпочтительно до < 50 ко-
пий РНК вируса/мл) и удерживать ее на этом уровне как 
можно дольше, чтобы остановить прогрессирование за-
болевания и предотвратить формирование устойчивости 
вируса к препаратам. Вирусологическая неэфективность 
АРВТ увеличивает риск прогрессирования ВИЧ-инфекции 
в несколько раз [1, 2]. Об иммунологическом успехе АРВТ 
свидетельствует повышение содержания CD4+-Т-лимфо-
цитов в организме пациента на фоне лечения (увеличение 
числа клеток заметно выше при полной супрессии виру-
са). Иммунологическая неэффективность АРВТ (ИН АРВТ) 
наблюдается примерно у 15 % пациентов [3]: у них дли-
тельное время сохраняется иммунодефицит, несмотря на 
прием антиретровирусных препаратов, и это сопряжено 
с повышенным риском развития СПИД и не СПИД-индика-
торных заболеваний [4].
Целью нашего исследования были оценка частоты слу-

чаев клинической, вирусологической и иммунологической 
неэффективности АРВТ и определение необходимых усло-
вий для достижения эффективности АРВТ.

ПАЦИЕНТЫ И МЕТОДЫ

Обсервационное когортное ретро/проспективное иссле-
дование было проведено в 2010–2014 гг. на базе Респуб-
ликанского центра по профилактике и борьбе со СПИД 
и инфекционными заболеваниями (Казань; далее — СПИД-
центр). Исследование получило одобрение локального эти-
ческого комитета (протокол заседания № 3 от 24.03.2015).
В работе использовали данные о взрослых пациентах с 

установленным диагнозом «ВИЧ-инфекция», находивших-
ся на диспансерном наблюдении в СПИД-центре в 1999–

2014 гг. Критерии включения в исследование были сле-
дующими: 1) АРВТ в течение не менее чем одного года, 
уровень содержания РНК ВИЧ в плазме крови — ниже 
порога определения через 6 мес с начала АРВТ и как ми-
нимум в течение первого года лечения; 2) АРВТ была на-
чата на стадиях 3–4 по клинической классификации ВИЧ-
инфекции, утвержденной Приказом Минздравсоцраз-
вития РФ № 166 от 17.03.2006. Критериями исключения 
являлись: 1) детский возраст; 2) продолжительность АРВТ 
менее одного года; 3) определяемый уровень содержа-
ния РНК ВИЧ в плазме крови через 6 мес с начала АРВТ; 
4) ВИЧ-инфекция в стадиях инкубации, первичных прояв-
лений и терминальной; 5) получение одновременно АРВТ 
и противовирусной терапии (ПВТ) вирусного гепатита. 
Критериями досрочного выбытия из исследования были: 
1) прекращение АРВТ; 2) определяемая вирусная нагрузка 
(содержание РНК ВИЧ), развившаяся после ранее достиг-
нутой супрессии ВИЧ в плазме крови (для определения 
иммунологической эффективности АРВТ); 3) старт ПВТ 
вирусного гепатита при АРВТ; 4) смерть пациента. Все па-
циенты дали письменное информированное согласие на 
обследование и проведение АРВТ.
Наблюдали 341 ВИЧ-инфицированного пациента, из 

них 204 — мужчины. Возраст участников исследования 
составил 35 (32; 40) лет (здесь и далее при характеристике 
выборки данные приведены в виде медианы и межквар-
тильного размаха). В 59,2 % случаев имел место парен-
теральный путь заражения. Стаж наблюдения в СПИД-
центре до начала лечения — 5 (2; 9) лет. Доли пациентов 
с ВИЧ-инфекций различных стадий: стадия 3 — 34,6 %,
4А — 29,9 %, 4Б — 28,4 %, 4В — 7,1 %. Содержание 
Т-лимфоцитов CD4+ в периферической крови до начала 
АРВТ — 186 (120; 277) клеток/мкл, содержание РНК ВИЧ 
в плазме крови — 93000 (22750; 280625) копий/мл.
Всем пациентам назначали АРВТ в соответствии с Ме-

тодическими рекомендациями Минздравсоцразвития РФ 
№ 7125-РХ от 29.12.2006, за ходом терапии наблюдали 
в течение 1–3 лет. Схема АРВТ первой линии содержала 
два нуклеозидных ингибитора обратной транскриптазы 
(НИОТ), а в качестве третьего компонента использова-
ли ненуклеозидный ингибитор обратной транскриптазы 
(ННИОТ), либо ингибитор протеазы (ИП), либо ингибитор 
интегразы (ИИ) (рис. 1).
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Иммунологическую эффективность АРВТ оценивали 
по увеличению числа CD4+-Т-лимфоцитов. Пациенты были 
разделены на две группы: 1) с увеличением < 50 клеток/мкл 
за один год (отсутствие ответа на терапию); 2) с увеличени-
ем > 50 клеток/мкл за один год. Содержание CD4+-Т-лим-
фоцитов определяли как минимум дважды с разницей 
в измерениях в 3 мес для исключения случайной ошибки 
ввиду вариабельности абсолютных значений показателя.
Вирусологическую эффективность АРВТ оценивали 

не ранее чем на втором году терапии, т. к. неопределя-
емая вирусная нагрузка в течение первого года терапии 
являлась условием включения в исследование. Критерием 
вирусологической неэффективности являлось повыше-
ние уровня содержания РНК ВИЧ выше 400 копий/мл — 
до 2010 г. и выше 150 копий/мл — в последующие годы. 
Кратковременный подъем уровня содержания РНК ВИЧ, 
не превышавший 1000 копий/мл («всплеск», blip), не счита-
ли признаком неэффективности терапии.
Клиническую неэффективность АРВТ определяли  как

развитие новой оппортунистической инфекции через 
3–6 мес с начала терапии. Воспалительный синдром вос-
становления иммунной системы не считали признаком не-
эффективности терапии.
Содержание CD4+-Т-лимфоцитов и РНК ВИЧ определя-

ли в следующих временных точках: перед началом АРВТ, 
через 6 и 12 мес после начала АРВТ, далее — ежегодно 
на протяжении всего периода лечения. Количественное 
определение РНК ВИЧ в плазме крови выполняли мето-
дом полимеразной цепной реакции в «реальном време-
ни» при помощи тестов Cobas Amplicor HIV-1 Monitor v.1.5 
(Hoffman-La Roche, Швейцария) и LCx HIV RNA Quantitative 
assay (Abbott Laboratories, США) на анализаторах COBAS 
TaqMan 48 (Hoffman-La Roche) и Abbott m2000rt (Abbott 
Molecular, США) с порогом чувствительности 400 ко-
пий/мл — до 2010 г. и 150 копий/мл — в последующие 
годы. Резистентность ВИЧ к антиретровирусным препа-
ратам определяли методом секвенирования при помощи 
теста ViroSeq HIV-1 Genotyping System (Applied Biosystems, 
США) на анализаторах Applied Biosystems 3100 и 3130 
(Applied Biosystems). Количество CD4+-Т-лимфоцитов 
определяли методом проточной цитофлюориметрии с ис-
пользованием моноклональных антител (мкАТ). Фенотипи-
рование лимфоцитов проводили методом прямой реакции 
иммунофлуоресценции с Multitest 6-color TBNK Reagent 
(Becton Dickinson, США), содержащий мкАТ CD3+, CD4+, 
CD8+, CD16/56+, CD19+, с учетом реакции иммунофлуо-
ресценции на проточном цитофлуориметре FACScanto II 
(Becton Dickinson).

Измерение эффекта воздействия фактора (иммуноло-
гической неэффективности АРВТ) на исход лечения (про-
грессирование ВИЧ-инфекции, смерть) проводили за весь 
период терапии независимо от срока возникновения тако-
го фактора.
Для статистической обработки результатов использо-

вали методы описательной и сравнительной статистики 
и программы STATISTICA 10.0 (StatSoft, США), Microsoft 
Excel 2003, OpenEpi 3.01 [5] . Нормальность распределе-
ния оценивали с помощью критерия Шапиро–Уилка. Ра-
венство дисперсий распределения признаков — с помо-
щью F-теста. В случае наличия распределения, отличного 
от нормального, для представления данных использовали 
медиану и межквартильный размах: Me (Q1; Q3). При срав-
нении независимых выборок для определения достовер-
ности различий между группами использовали критерий 
Манна–Уитни. При сравнении нескольких независимых 
групп использовали H-критерий Краскела–Уоллиса с по-
следующим попарным сравнением групп при помощи 
критерия Манна–Уитни с поправкой Бонферрони. Для 
сравнения частот исходов высчитывали относительный 
риск (relative risk, RR) и 95 % доверительные интервалы. 
Отклонение нулевой гипотезы происходило при пороговом 
уровне статистической значимости p = 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Иммунологическая неэффективность АРВТ

Число случаев иммунологической неэффективности АРВТ 
(ИН АРВТ) за трехлетний период составило 74 (22 %). Мы 
проанализировали сроки ее возникновения и динами-
ку увеличения числа Т-лимфоцитов CD4+ в дальнейшем. 
В первый год АРВТ на терапию не ответили 48 пациентов 
из 341 (14 %), во второй — 41 из 261 (15,7 %), в третий — 
31 из 195 (15,9 %). Данные о выбытии пациентов из иссле-
дования представлены в табл. 1. 
Из 48 пациентов с иммунологической неэффективно-

стью АРВТ в первый год лечения не ответили на терапию 
во второй год 24  (рис. 2), а ответили — 12 (оставшиеся 
12 человек выбыли из исследования). Кроме того, во вто-
рой год в группу пациентов с иммунологической неэффек-
тивностью попали 17 участников исследования, у которых 
ранее происходило адекватное восстановление числа 
CD4+-Т-лимфоцитов. Из них 9 человек не ответили на те-
рапию в третий год лечения. Таким образом, значительную 
часть пациентов с ИН АРВТ (66,7 %) во второй и третий 

Таблица 1. Причины выбытия участников из исследования

Примечание. АРВТ — антиретровирусная терапия, ПВТ — противовирусная терапия вирусного гепатита.

Причина выбытия

Количество выбывших участников в разные сроки АРВТ, чел.

1-й год АРВТ 2-й год АРВТ 3-й год АРВТ Всего за 3 года АРВТ

абс. отн., % абс. отн., % абс. отн., % абс. отн., %

Самовольное прерывание АРВТ – – 19 5,6 11 3,2 30 8,8

Вирусологическая неэффективность АРВТ – – 18 5,3 7 2,1 25 7,3

Начало ПВТ – – 16 4,7 8 2,3 24 7,0

Смерть – – 7 2,1 5 1,5 12 3,5

Выбытие в другой регион – – 6 1,8 2 0,6 8 2,3

Недостаточный период наблюдения – – 14 4,1 33 9,7 47 13,8

Всего – – 80 23,5 66 19,4 146 42,8
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годы лечения составили пациенты с ИН, развившейся 
в первый год.
Увеличение числа CD4+-Т-лимфоцитов в первый год 

АРВТ составило: 1) 1 (–25; 22) клеток/мкл — в группе па-
циентов с ИН АРВТ и в первый, и во второй годы тера-
пии; 2) 8 (–30; 17) клеток/мкл — в группе пациентов с ИН 
АРВТ в первый год и эффективным восстановлением чис-
ла CD4+-Т-лимфоцитов во второй год; 3) 102 (77; 156) кле-
ток/мкл — в группе пациентов с ИН АРВТ только во второй 
год; 4) 165 (83; 263) клеток/мкл — в группе пациенов, отве-
тивших на терапию и в первый, и во второй годы лечения 
(H = 80,6 при p < 0,001; p12 = 0,988; p13 < 0,001; p14 < 0,001; 
p23 < 0,001; p24 < 0,001; p34 = 0,125).
Из 195 пациентов, которых наблюдали в течение всего 

исследования, на протяжении всех трех лет неэффектив-
ность лечения наблюдали у 12 человек, т. е. 6 % («абсо-
лютные неответчики»), а на том или ином этапе лечения — 
у 27, т. е. 13,8 % («относительные неответчики»).

Вирусологическая неэффективность АРВТ

Из табл. 1 видно, что за два года лечения вирусологиче-
ская неэффективность АРВТ (ВН АРВТ) наблюдалась у 
25 (7,3 %) пациентов. Во второй год ВН АРВТ зарегистри-
ровали у большего числа пациентов, чем в третий: у 18 па-
циентов (5,3 %) против 7 (2,0 %) соответственно. У 20 (80 %) 
пациентов из 25 она была связана с нарушением приема 
препаратов, и после проведения работы над формирова-
нием приверженности к лечению вирусная нагрузка вновь 
становилась неопределяемой, замены схемы терапии не 
требовалось. У 5 (20 %) пациентов потребовалось изучить 
фармакорезистентность ВИЧ для подбора оптимального 
режима АРВТ. Для одного пациента не удалось ее опре-
делить, т. к. содержание РНК ВИЧ составляло менее 
1000 копий/мл. У 2 пациентов не обнаружили устойчивости 
вируса к препаратам, поэтому была продолжена работа по 
формированию приверженности к лечению. У оставшихся 
2 пациентов обнаружили множественную резистентность 
ВИЧ к препаратам классов НИОТ и ННИОТ, что потребова-
ло замены схемы лечения. Таким образом, ВН АРВТ, свя-
занная с устойчивостью вируса к препаратам, была заре-
гистрирована у 2 (0,6 %) участников исследования.
У 34 пациентов анализ резистентности вируса к пре-

паратам был проведен до начала АРВТ (табл. 2.). У 3 паци-
ентов была выявлена устойчивость сразу к двум классам 
препаратов (НИОТ/ННИОТ — 1, НИОТ/ИП — 2), у 2 —
к одному (ННИОТ). Все пациенты с множественной рези-
стентностью имели опыт неэффективного лечения (ВН) 
препаратами тех классов, к которым была выявлена устой-

чивость, в том числе перекрестная. Пациенты с резистент-
ностью к препаратам одного класса не имели опыта АРВТ, 
но были заражены от партнера с ВН АРВТ. При этом пе-
рекрестная резистентность была констатирована у одного 
пациента. 
Таким образом, существенный вклад в развитие ВН 

АРВТ вносит низкая приверженность пациента к лечению 
и фармакорезистентность вируса. Пациенты с опытом ви-
русологически неэффективного лечения чаще демонстри-
ровали фармакорезистентность вируса множественного 
характера до начала АРВТ.

Клиническая неэффективность АРВТ

У 30 (9 %) пациентов было отмечено прогрессирование 
ВИЧ-инфекции на фоне АРВТ, из них более половины 
(62,5 %) — пациенты с ИН АРВТ. 7 (23 %) пациентов с кли-
ническим прогрессированием ВИЧ-инфекции умерли в ре-
зультате развившегося заболевания. Варианты клиничес-
кого прогрессирования представлены в табл. 3.
У большинства пациентов с клинической неэффектив-

ностью АРВТ на 1–4 году терапии развился туберкулез, 
при этом в 11 (61 %) случаях туберкулез была ассоцииро-
ван с ИН АРВТ. Среднее содержание CD4+-Т-лимфоцитов 
(M ± SD), ассоциированное с клиническим прогрессирова-
нием ВИЧ-инфекции в виде туберкулеза — 277 ± 194 кле-
ток/мкл, при этом минимальное значение показателя — 
25 клеток/мкл, максимальное — 616 клеток/мкл. Среднее 
содержание CD4+, при котором возникала герпетическая 
инфекция — 262 ± 81 клетки/мкл (минимальное и макси-
мальное значения признака — 174 и 375 клеток/мкл соот-
ветственно). Кандидозный эзофагит был ассоциирован со 
средним содержанием CD4+, равном 96 ± 41 клеток/мкл, 
волосистая лейкоплакия языка — 296 клеток/мкл, крипто-
коккоз — 63 клетки/мкл, лимфома — 13 клеток/мкл.

 Риск прогрессирования ВИЧ-инфекции при имму-
нологической неэффективности АРВТ выше в 6,232 раз 
(95 % ДИ 3,106–12,51).
За время проведения исследования умерло 13 пациен-

тов. Среди причин смерти лидирующие позиции заняли ту-
беркулез — 5 человек (38 %) и заболевания сердечно-со-
судистой системы — 3 человека (23 %). Остальные случаи 
смерти были обусловлены криптококкозом, циррозом 
печени, онкологическим заболеванием, несчастным слу-
чаем и суицидом (по одному случаю). Половина умерших 
больных (7 случаев, 54 %) — «клинические прогрессоры» 
на фоне проводимой АРВТ. Риск смерти в группе пациен-
тов с ИН АРВТ составил 18,6 %, в то время как в группе 
пациентов, ответивших на лечение, — 1,3 %. При оценке 

Первый год АРВТ Второй год АРВТ Третий год АРВТ

ИН 
48 (14%)

ИЭ 
293 (86%)

ИЭ повтор
208 (61%)

ИЭ впервые
12 (4%)

Выбыли
80 (23%)

ИН повтор
24 (7%)

ИН впервые
17 (5%)

ИН впервые
10 (3%)

ИЭ повтор
161 (47%)

ИЭ впервые
3 (1%)

Выбыли
146 (43%)

ИН повтор
21 (6%)

Рис. 2. Распределение пациентов по группам по типу иммунологического ответа на антиретровирусную терапию в разные сроки лечения (ИН — иммуноло-
гическая неэффективность, ИЭ — иммунологическая эффективность)
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влияния иммунологической неэффективности АРВТ как 
фактора риска смерти пациента выявлено повышение 
риска смерти в 13,8 раз в группе пациентов с ИН АРВТ 
по сравнению с пациентами с эффективным увеличением 
числа CD4+-Т-лимфоцитов в результате терапии (p < 0,001;
95 % ДИ 4,359–44,07) и повышение риска смерти непо-
средственно от СПИД в 36,8 раза (p < 0,001; 95 % ДИ 
4,42–307,6).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

По данным нашего исследования, частота случаев имму-
нологической неэффективности АРВТ за трехлетний пе-
риод в целом составила 22 %, что превышает значение 
аналогичного показателя в работах российских [6] и за-
рубежных исследователей [3]. Вместе с тем при анализе 
частоты случаев ИН АРВТ за один год лечения мы полу-
чили сопоставимые значения: 14, 15,7 и 15,9 % — в на-
шем исследовании; 11,3 % — по данным Shmagel и соавт. 
[6]; 15 % — по данным Moore и соавт. [3]. Точность оценки 
требует наблюдения за пациентами, получающими АРВТ, 
в течение длительного периода, т. к. ежегодно ряды тех, 
кто не отвечает на терапию, могут пополняться новыми 
пациентами.
У части пациентов с «хорошим» иммунологическим 

ответом в первый год терапии по каким-то причинам не 
восстанавливалось число CD4+-Т-лимфоцитов в последу-
ющие годы терапии. Возможно, это связано с особенно-
стями схемы АРВТ [7]. Также это может быть обусловлено 
развитием вторичных заболеваний во второй или третий 
годы АРВТ, на фоне которых восстановление числа CD4+ 
существенно ухудшается [8]. Однако в нашем исследова-
нии лишь 3 пациента из 17 с ИН АРВТ во второй год те-
рапии имели клиническое прогрессирование ВИЧ-инфек-
ции в эти сроки. Возможно, предложенный нами критерий 
иммунологической неэффективности терапии для первого 

года должен быть иным, т. е. за признак эффективности 
лечения в этот период следует принимать более выра-
женный иммунный ответ, чем увеличение числа CD4+ на 
50 клеток/год [9, 10]. Результаты анализа увеличения чис-
ла CD4+ за год терапии указывают на то, что в первый год 
прирост на уровне более 100 клеток/мкл укрепляет имму-
нологический «успех» терапии, на уровне менее 50 клеток/
мкл — обуславливает в большинстве случаев (но не всег-
да) последующую неэффективность восстановления числа 
Т-лимфоцитов CD4+, на уровне 100 клеток/мкл — может 
считаться пограничным, неясным в плане прогноза разви-
тия иммунологической эффективности АРВТ.
Напомним, что отсутствие случаев вирусологической 

неэффективности АРВТ в первый год терапии связано 
с отбором пациентов в исследование: вирусологическая 
эффективность лечения как минимум в течение первого 
года являлась критерием включения. Вирусологическая 
эффективность АРВТ во второй и третий годы терапии 
составила 92,7 %, что совпадает с данными зарубежных 
авторов за сходный период наблюдения [11]. Так же, как и 
в других исследованиях, в большинстве случаев ВН АРВТ 
была вызвана нарушением режима приема препаратов 
(80 % случаев — в нашем исследовании, 56 % — в иссле-
довании Klein и соавт. [12]). Только у 8 % (в нашем иссле-
довании) и 9 % пациентов [12] была обнаружена резис-
тентность вируса к препаратам. Исходная фармакорези-
стентность ВИЧ была обнаружена у 5 участников иссле-
дования из 34 обследованных по этому показателю. Это 
наблюдение обосновывает необходимость обследования 
на устойчивость вируса к препаратам до начала АРВТ, по 
крайней мере, пациентов, уже получавших вирусологиче-
ски неэффективную антиретровирусную терапию, а также 
инфицированных от партнера с фармакорезистентностью 
ВИЧ, с целью подбора оптимального режима лечения.
Доля «клинических прогрессоров» на фоне АРВТ ока-

залась довольно высокой (9 %). У большинства пациентов 

Таблица 3. Варианты клинического прогрессирования ВИЧ-инфекции на фоне антиретровирусной терапии (АРВТ) (n = 30)

Резистентность 
ВИЧ к АРВТ

Количество пациентов с фармакорезистентностью ВИЧ к АРВТ, чел.

Обнаружена

5 (15 %)

НИОТ ННИОТ ИП

AZT 3TC ABC TDF FTC ddI d4T EFV NVP ETR DLV LPV/r DRV ATV SQV FPV IDV NFV TPV

2 3 2 1 3 2 1 2 2 – 1 1 – 2 1 1 1 1 –

Не обнаружена 29 (85 %)

Таблица 2. Результаты исследования на фармакорезистентность ВИЧ к антиретровирусным препаратам (n = 34)

Примечание. АРВТ — антиретровирусная терапия; НИОТ — нуклеозидный ингибитор обратной транскриптазы; ННИОТ — ненуклеозидный ингибитор 
обратной транскриптазы; ИП — ингибитор протеазы; AZT — азидотимидин; ABC — абакавир; 3TC — ламивудин; TDF — тенофовир; FTC — эмтрицитабин; 
ddI — диданозин; d4T — ставудин; EFV — эфавиренз; NVP — невирапин; ETR — этравирин; DLV — делавирдин; LPV/r — лопинавир, бустированный рито-
навиром; DRV — дарунавир; ATV — атазанавир; SQV — саквинавир; FPV — фосампренавир; IDV — индинавир; NFV — нелфинавир; TPV — типранавир.

Заболевание

Случаи прогрессирования ВИЧ-инфекции в разные сроки АРВТ

Всего 1-й год АРВТ 2-й год АРВТ 3-й год АРВТ 4-й год АРВТ

абс. отн., % абс. отн., % абс. отн., % абс. отн., % абс. отн., %

Туберкулез 18 60 5 17 7 23 3 10 3 10

Герпетическая инфекции 7 23 6 20 1 3 – – – –

Кандидоз 3 10 3 10 – – – – – –

Волосистая лейкоплакия языка 1 3 1 3 – – – – – –

Криптококкоз 1 3 1 3 – – – – – –

Лимфома 1 3 1 3 – – – – – –

Всего 31 103 17 57 8 27 3 10 3 10
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на 1–4 году терапии развился туберкулез, в 61 % всех 
случаев — у пациентов с ИН АРВТ. Мы полагаем, что ту-
беркулез может оказывать неблагоприятное влияние на 
развитие ИН АРВТ, потому как треть (36,5 %) участников 
исследования, иммунная система которых не ответила на 
АРВТ, были больны туберкулезом, развившимся либо до 
начала АРВТ (22 % пациентов с ИН АРВТ), либо в процес-
се АРВТ (15 % пациентов с ИН АРВТ), тогда как частота 
случаев туберкулеза среди пациентов с имунологической 
эффективностью АРВТ составила 12 % (p < 0,001). Другие 
варианты клинического прогрессирования ВИЧ-инфекции 
в основном возникали в первый год АРВТ. Вероятно, это 
связано с неблагоприятной эпидемической  обстановкой 
по туберкулезу в России и пороговой величиной содержа-
ния CD4+-Т-лимфоцитов, при которой возникают оппорту-
нистические инфекции. С одной стороны, развитие новых 
вторичных заболеваний на фоне повышения количества 
CD4+ нежелательно, т. к. ассоциировано с повышенным 
риском смерти и дополнительными затратами на лечение. 
С другой стороны, это свидетельствует о том, что иммун-
ная система на фоне АРВТ восстанавливается. Среднее 
содержание CD4+-Т-лимфоцитов, ассоциированное с кли-
ническим прогрессированием ВИЧ-инфекции в виде ту-
беркулеза, — 277 ± 194 клеток/мкл. Исходя из этого, 
чтобы избежать клинического прогрессирования, необ-
ходимо раньше начинать АРВТ (при содержании CD4+ > 
350 клеток/мкл) и заниматься профилактикой вторичных 
заболеваний (в особенности туберкулеза).
Что касается риска клинического прогрессирования 

ВИЧ-инфекции при иммунологической неэффективно-
сти АРВТ, полученное нами значение (увеличение риска 
в 6,232 раза; 95 % ДИ 3,106–12,51) является промежуточ-
ным по сравнению со значениями, рассчитанными други-
ми исследователями [2, 3].

ВЫВОДЫ

В нашем исследовании частота случаев иммунологиче-
ской неэффективности АРВТ составила 14,0–15,9 % при 
расчете показателя для одного года терапии и 22 % — для 

трехлетнего периода. Из 195 человек, прошедших все ис-
следование, у 12 пациентов (6 %) наблюдали ИН АРВТ во 
все годы терапии. Отмечено, что число случаев ИН АРВТ 
умеренно возрастает от первого года лечения к третьему 
и в значительной степени определяется количеством па-
циентов с ИН АРВТ после первого года лечения. Для пос-
ледующего адекватного роста содержания Т-лимфоцитов 
CD4+ необходимо увеличение их числа в первый год те-
рапии более чем на 100 клеток/мкл. Этот уровень может 
использоваться на практике как критерий иммунологиче-
ской эффективности АРВТ для своевременной коррекции 
лечения.
Вирусологическая эффективность АРВТ за два года 

составила 92,7 %, при этом неэффективное подавление 
вирусной нагрузки, связанное с низкой приверженностью 
пациентов к лечению, отметили у 6 % участников иссле-
дования, а с фармакорезистентностью вируса к антире-
тровирусным препаратам — у 0,6 %. Таким образом, ка-
чественная работа по формированию приверженности 
к лечению перед началом АРВТ может существенно по-
высить вирусологическую эффективность лечения. Вы-
явленная исходная фармакорезистентность вируса (15%) 
была ассоциирована с опытом вирусологически неэффек-
тивной терапии или заражением от партнера с фармако-
резистентностью вируса, что диктует необходимость об-
следования этой категории пациентов на резистентность 
ВИЧ к антиретровирусным препаратам до начала АРВТ.
Клиническая эффективность АРВТ составила 91 %. 

Она в значительной степени определяется долей пациен-
тов с ИН АРВТ. Туберкулез являлся вариантом клиниче-
ского прогрессирования ВИЧ-инфекции в 61 % случаев. 
Он ассоциирован с широким разбросом значений содер-
жания СD4+-Т-лимфоцитов (25–616 клеток/мкл), что указы-
вает на необходимость более раннего начала АРВТ (при 
содержании CD4+ на уровне > 350 клеток/мкл) и профи-
лактики вторичных заболеваний.
ИН АРВТ является фактором риска прогрессирования 

ВИЧ-инфекции и смерти на фоне АРВТ. Это подтверждает 
необходимость своевременного распознавания феномена 
иммунологической неэффективности терапии для коррек-
ции лечения.
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ВЫЯВЛЕНИЕ ОККУЛЬТНОГО ГЕПАТИТА B ПРИ ТЕСТИРОВАНИИ 
ДОНОРСКОЙ КРОВИ

DETECTING OCCULT HEPATITIS B WHEN TESTING DONATED BLOOD

Individuals carrying occult (latent) hepatitis B pose epidemiological threat. Testing donated blood donors for surface antigen 
HBsAg (hepatitis B virus, HBV) only does not allow to assume the blood safe from the point of view of infections, which can result 
in post-transfusion transmission of infection. Lack of confidence here is due to the fact that the virus is present in the body even 
when HBsAg is negative. The study analyzes data of 61,155 blood donors of the Republican Blood Center (Kazan), collected 
in 2010–2014. The tests applied were those aimed at detecting HBsAg, anti-HBc-total, anti-HBc IgM (enzyme immunoassay), 
and determining DNA of the virus in the blood by polymerase chain reaction in "real time". It was found that donors with occult 
hepatitis B are identified each year, but their numbers decrease gradually. To prevent the spread of the virus it is recommended 
to add the anti-HBc-total test to the standard set of diagnostic tests.

Эпидемиологическую опасность представляют лица с оккультным (латентным) гепатитом B. Исследование крови до-
норов только на поверхностный антиген вируса (hepatitis B virus, HBV) HBsAg не может обеспечить полную инфекци-
онную безопасность крови, следствием чего может быть посттрансфузионная передача инфекции. Это объясняется 
тем, что вирус присутствует в организме даже при отрицательном HBsAg. В работе проанализированы данные 61 155 
доноров Республиканского центра крови (Казань), полученные в 2010–2014 гг. Анализировали результаты тестирова-
ния на HBsAg, anti-HBc-total, anti-HBc IgM (методом иммуноферментного анализа) и определения ДНК вируса в  крови 
(методом полимеразной цепной реакции в «реальном времени»). Установлено, что доноры с оккультным гепатитом B 
выявляются ежегодно, хотя и отмечена тенденция к снижению их числа. Для предотвращения распространения ви-
руса в популяции рекомендуется ввести в стандарт диагностики HBV-инфекции определение маркера anti-HBc-total.
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Инфекционная безопасность донорской крови определя-
ет предупреждение передачи гемоконтактных инфекций от 
донора реципиенту. Скрининговая диагностика вирусного 
гепатита B (hepatitis B virus, HBV) привела к значительно-
му снижению заболеваемости этой инфекцией [1]. Одна-
ко, несмотря на доступность чувствительных тест-систем 
для обнаружения поверхностного антигена HBV (HBsAg), 
по-прежнему имеют место случаи посттрансфузионного 
гепатита В [2, 3]. Это связано с тем, что вирус может дли-
тельное время находиться в латентном состоянии в ткани 
печени, а в некоторых случаях — и в крови HBsAg-отрица-

тельных пациентов [4, 5]. Поэтому оккультный (латентный) 
гепатит В представляет опасность при донорстве крови и 
трансплантации органов [6]. Описаны случаи обнаруже-
ния ДНК HBV у реципиентов, получавших HBs-негативную 
кровь от доноров, имевших скрытую HBV-инфекцию. Та-
ким образом, латентный гепатит B представляет реальную 
угрозу распространения вируса в популяции и его актива-
ции в организме человека в условиях иммуносупрессии [5].
Целью нашего исследования явилась диагностика 

скрытой формы HBV-инфекции, выявленной при тестиро-
вании донорской крови.
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МАТЕРИАЛЫ  И МЕТОДЫ

Исследование провели на базе Республиканского центра 
крови (РЦК) в г. Казани. Были проанализированы данные 
61 155 донора, полученные в 2010–2014 гг.: результаты те-
стирования на HBsAg, антитела к ядерному антигену сум-
марные (anti-HBc-total), иммуноглобулины класса M к ядер-
ному антигену (anti-HBc IgM), ДНК HBV.
Определение HBsAg, anti-HBc-total и anti-HBc IgM про-

водили методом иммуноферментного анализа с исполь-
зованием коммерческих реагентов фирмы «Вектор-Бест» 
(Россия) с чувствительностью 0,01 ME/мл. ДНК HBV выяв-
ляли методом полимеразной цепной реакции в «реальном 
времени» на приборе COBAS S 201 (Roshe, Швейцария) 
c использованием набора реагентов Сobas TaqScreen MPX 
Test, v2.0 и CobasTaqScreen MPX ControlKit, v.2.0 (Roche).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

HBsAg — скрининговый маркер HBV-инфекции. Реги-
страция данного маркера при тестировании донорской 
крови подтверждает наличие активных источников инфек-
ции. Лиц, в крови которых обнаруживают HBsAg, отводят 
от донорства, в отношении них проводят необходимые 
противоэпидемические мероприятия. В казанском РЦК 

в 2010–2014 гг. было зафиксировано от 6 до 25 слу-
чаев выявления маркера в год (рис. 1), при этом от-
мечена тенденция к снижению числа таких случаев.
Положительные результаты на anti-HBc-total регистри-

ровали ежегодно в 3,5–6,9 % случаев, т е. кровь от 400 до 
900 доноров не могла быть использована в дальнейшем 
(рис. 2). При выявлении этого маркера проводится также 
дополнительная диагностика на anti-HBc IgM. В 2010–
2014 гг. иммуноглобулины класса M обнаруживались 
в 2,5–9, 9 % образцов крови доноров с признаками при-
сутствия в организме HBV-нфекции в латентной форме 
(образцов с положительным результатом по anti-HBc-total) 
(рис. 3). Anti-HBc IgM — маркер активности вируса в ор-
ганизме, который указывает на необходимость детального 
обследования человека.
ДНК HBV в сыворотке крови — основной показатель 

репликации вируса. Примерно в 20 % случаев обнаруже-
ние латентной HBV-инфекции в сыворотке крови возмож-
но только с помощью ДНК-диагностики [7]. В РЦК ПЦР 
в «реальном времени» проводится для подтверждения 
отсутсвия инфекции у доноров с отрицательными резуль-
татами по классическим маркерам. Такое дополнительное 
исследование крови также позволяет выявлять активные 
формы HBV-инфекции среди случаев латентного гепатита 
B (рис. 4).

Рис. 1. Статистика положительных результатов скрининг-теста (HBsAg) за 
2010–2014 гг.

Рис. 2. Статистика по числу случаев обнаружения в крови доноров anti-
HBc-total за 2010–2014 гг.

Рис. 3. Доля доноров, в крови которых обнаружены иммуноглобулины класса M, в группе доноров с положительными результатами на anti-HBc-total и/или 
HBsAg в 2010–2014 гг.
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В России далеко не во всех лечебно-профилактических 
учреждениях исследуют кровь доноров на наличие анти-
тел к вирусу гепатита В (с помощью маркеров anti-HBc-
total или anti-HBc IgM), что затрудняет своевременное 
выявление латентной формы HBV-инфекции. Полученные 
нами данные позволяют заключить, что отсутствие в крови 
HBsAg не является гарантией инфекционной безопаснос-
ти донорской крови, поскольку положительный результат 
на anti-HBc-total указывает на наличие контакта с вирусом 
в прошлом, а на anti-HBc IgM — на активную инфекцию. 
В HBsAg-негативной фазе ДНК вируса может присутство-
вать в организме на низком уровне: с определением в пе-

чени и редко — в сыворотке крови [8]. Поэтому эта фаза 
не означает полного выздоровления, т. к. в любой момент 
может наступить рецидив заболевания — стадия реак-
тивации [9, 10]. У пациентов с латентной HBV-инфекцией 
было выявлено сохранение эффективного иммунологиче-
ского ответа (анти-HBc total), что может привести к реакти-
вации HBV с повторным появлением HBsAg [11].
Трудность выявления оккультного гепатита B объяс-

няется отсутствием обязательного исследования крови 
на маркеры латентной HBV-инфекции и дальнейшего об-
следования донора. В эпидемиологическую службу посту-
пают сведения о донорах с положительным результатом 
только по одному маркеру — HBsAg. Для своевременной 
реализации профилактических и противоэпидемических 
мероприятий необходимо дополнительно обследовать 
и наблюдать диспансерно лиц, в крови которых обнару-
жены anti-HBc-total и anti-HBc IgM. В противном случае 
использование крови доноров с оккультным гепатитом B 
увеличивает риск инфицирования при гемотрансфузиях 
и способствует циркуляции вируса в популяции [12, 13].

ВЫВОДЫ

Ежегодно среди доноров выявляются лица с положитель-
ными результатами тестирования на маркеры HBV-ин-
фекции (HBsAg, anti-HBc-total, anti-HBc IgM, ДНК HBV). 
Введение в стандарт диагностики вирусного гепатита B 
в центрах крови определения anti-HBc-total позволит повы-
сить выявляемость латентной HBV-инфекции [14, 15]. Ор-
ганизация преемственности работы специалистов центров 
крови и других лечебно-профилактических учреждений 
обеспечит раннее выявление активных форм инфекции 
и предупреждение хронизации процесса, а также поможет 
предотвратить заражение других лиц.
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ЛЕЧЕНИЕ РАН ЭКСТРАКТОМ ЛИСТЬЕВ ТРАНСГЕННОГО КАЛАНХОЭ 
С ЦЕКРОПИНОМ P1 (ГИСТОЛОГИЧЕСКОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ)

WOUND CARE WITH THE LEAF EXTRACT OF CECROPIN P1-PRODUCING 
TRANSGENIC KALANCHOE: HISTOLOGICAL FINDINGS 

Проблема лечения гнойных ран актуальна в хирургии в связи с распространенностью ран различной этиологии, 
частотой гнойных осложнений, высокой летальностью, появлением антибиотикорезистентных штаммов бактерий. 
В работе исследована эффективность фармакотерапии раневого процесса экстрактом листьев трансгенного ка-
ланхоэ перистого с антимикробным пептидом цекропином P1. Гнойную рану моделировали на крысах линии Wistar 
с внесением в рану культуры Staphylococcus aureus. Сформировали 4 группы по 10 животных в каждой. Во всех 
группах раны обрабатывали ежедневно однократно 3 % раствором перекиси водорода и дополнительным препа-
ратом, кроме группы 1 (контрольной). В группе 2 использовали 10 % раствор цефазолина, в группе 3 — сок ка-
ланхоэ, в группе 4 — сок каланхоэ с цекропином P1. Гистологическое исследование раневых биоптатов произво-
дили на 3, 10 и 14 сутки с начала лечения после выведения крыс из эксперимента путем передозировки наркоза. 
Результаты лечения через 3 сут были схожими во всех группах. Через 10 сут для ран крыс контрольной группы 
была отмечена незавершенность фазы экссудации, группы 2 — переход фазы экссудации в фазу регенерации, 
а групп 3 и 4 — покрытие грануляционной тканью. Несмотря на восстановление эпидермиса по краям ран в группах 
2 и 3, кое-где сохранялся струп, а грануляционная ткань была менее зрелой, чем в группе 4. Результаты позволяют 
рекомендовать экстракт листьев трансгенного каланхоэ перистого с цекропином P1 для широкого клинического 
изучения.

Management of purulent wounds is a problem that requires particular attention: wounds are a common injury type for which 
suppurative complications are frequent, mortality rates are high and antimicrobial therapy may be ineffective due to the 
presence of drug-resistant bacteria in the wound. In this work we have studied the effectiveness of wound treatment with the 
leaf extract of transgenic Kalanchoe pinnata modified to produce antimicrobial peptide cecropin P1. Purulent wounds infected 
with Staphylococcus aureus were modeled in Wistar rats. Four groups of animals were formed, with 10 animals in each group. 
In all groups, the wounds were cleansed with 3 % hydrogen peroxide solution once a day; all groups except the controls 
received additional treatment. Group 2 received 10 % cefazolin solution, group 3 received kalanchoe juice, group 4 received 
the juice of cecropin P1-producing kalanchoe. Histologic stains of biopsy samples were performed after rats were sacrificed 
by anesthetic overdose on days 3, 10 and 14 after treatment onset. On day 3, wound dynamics was the same in all groups. 
On day 10 exudate was still observed in the controls; in group two exudation was almost finished and regeneration was about 
to begin; in groups 3 and 4 the wound defect was filled with granulation tissue. In spite of epidermal repair along the wound 
edges in groups 2 and 3, there still was some sloughing and granulation tissue was less mature than in group 4. We recommend 
conducting more extensive clinical research of the leaf extract of cecropin P1-containing transgenic Kalanchoe pinnata.

Ключевые слова: раневой процесс, гнойная рана, Staphylococcus aureus, каланхоэ перистое, Kalanchoe pinnata, 
цекропин P1, антимикробная терапия
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Актуальной проблемой современной хирургии является 
лечение гнойных ран, что связано с распространенностью 
ран различной этиологии, частыми гнойными осложнени-
ями, высокой летальностью, значительными затратами на 
лечение [1, 2]. По данным некоторых авторов, в структуре 
хирургических заболеваний гнойные осложнения состав-
ляют 30–35 %, а смертность от них достигает 25 % [3–5].
Существует много методов лечения гнойных ран [6–10], 

в том числе разрабатываются и внедряются новые ме-
тоды: гипербарическая оксигенация, лазерная терапия, 
магнитотерапия, управляемая абактериальная среда и др. 
[11–15]. Однако основным является метод лечения ран под 
повязкой — благодаря его доступности, простоте и эконо-
мичности [16–18].
Следует отметить, что массовое и бесконтрольное при-

менение антибактериальных препаратов приводит к по-
явлению микрофлоры, малочувствительной или нечувст-
вительной к ним. Этот факт имеет особое значение при 
сложных хронических заболеваниях, например при лече-
нии трофических язв у больных сахарным диабетом, где 
длительная антибактериальная терапия является обяза-
тельной [19, 20]. В таких случаях перспективно применение 
антимикробных пептидов, которые считаются альтернати-
вой традиционным антибиотикам, а также использование 
биостимуляторов с ранозаживляющей активностью, к ко-
торым относится каланхоэ.
Многие растения рода Kalanchoe являются лекарствен-

ными: их сок используется для лечения ожогов, кожных ран, 
язв; они применяются как биостимуляторы при пересадке 
кожи. В соке каланхоэ содержатся флавоноиды, включая 
буфадиенолы, лектины, обладающие митогенной актив-
ностью в отношении лимфоцитов, витамины, органические 
кислоты, полисахариды, антиоксиданты и микроэлементы 
[21, 22]. В настоящее время получены трансгенные рас-
тения — биореакторы для получения фармацевтических 
субстанций — на основе видов K. daigremontiana [23, 24], 
K. laciniata [25] и K. blossfeldiana [26]. Наиболее ценным для 
фармакологии считается каланхоэ перистое (K. pinnata). 
В 2012 г. был разработан метод генетической трансфор-
мации каланхоэ перистого, в результате которой в расте-
нии экспрессируется ген цекропина P1 [27].
Цекропин P1 — секреторный фактор свиной немато-

ды Ascaris suum; относится к группе линейных α-спираль-
ных пептидов, не содержащих цистеина [28]. В отличие 
от цекропинов насекомых он состоит из одной длинной 
положительно заряженной α-спирали, имеющей в своем 
составе практически все аминокислотные остатки. В экс-
периментах in vitro цекропин P1 высокоактивен против па-
тогенных грамотрицательных и грамположительных бакте-
рий [29], грибов [30] и некоторых опухолевых клеток [31], 
однако сведения о его антимикробной активности in vivo 
в литературе до настоящего времени не приводились.
В связи с вышеизложенным целью нашей работы явля-

лась оценка эффективности фармакотерапии экстрактом 
листьев каланхоэ перистого с цекропином P1 раневого 
процесса на модели гнойной раны у крыс с дополнитель-
ным внесением в рану культуры Staphylococcus aureus.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Эксперименты проводили на крысах линии Wistar в воз-
расте 4 мес и массой 200–220 г, прошедших карантиниро-
вание в условиях вивария НИИ экологической медицины 
Курского государственного медицинского университета. 
Для исследования были взяты здоровые животные. Их 

содержали в стандартной экспериментальной биологи-
чески чистой комнате с температурой воздуха 22–24 °С 
и при цикличном освещении (по 12 ч света и темноты). Все 
крысы получали гранулированный корм и фильтрованную 
водопроводную воду. Манипуляции проводили в одно и то 
же время во второй половине дня. Наркотизацию живот-
ных осуществляли внутрибрюшинным введением водного 
раствора хлоралгидрата в дозе 300 мг/кг веса, выведение 
из эксперимента — его передозировкой. В исследовании 
соблюдали принципы, изложенные в Конвенции по защите 
позвоночных животных, используемых для эксперимен-
тальных и других научных целей (Страсбург, 1986 г.).
Животных распределили по группам путем стратифи-

цированной рандомизации со стратификацией по массе 
тела, а также проводимым операциям и манипуляциям. Из 
животных с моделированной гнойной раной (с дополни-
тельным внесением в нее культуры S. aureus) были сфор-
мированы следующие группы:
группа 1 (контрольная): животные, которым производи-

лась обработка раны 3 % раствором перекиси водорода 
(n = 10);
группа 2: животные, которым производилась обработ-

ка раны 3 % раствором перекиси водорода с последую-
щей обработкой 10 % раствором цефазолина (n = 10);
группа 3: животные, которым производилась обработ-

ка раны 3 % раствором перекиси водорода с последую-
щей обработкой соком каланхоэ (n = 10);
группа 4: животные, которым производилась обработ-

ка раны 3 % раствором перекиси водорода с последую-
щей обработкой соком каланхоэ с цекропином P1 (n = 10).
Животным моделировали гнойную рану под наркозом 

в стерильных условиях. Для этого на выбритом от шер-
сти участке спины площадью 20 × 20 мм, обработанном 
антисептиком, иссекали кожу с подкожной клетчаткой. 
В полученную рану вводили 1 мл раствора, содержащий 
1 млрд микробных тел суточной культуры S. aureus 592. 
Для стандартизации условий лечения, предупреждения де-
формации раны, высыхания, загрязнения раневой поверх-
ности и укусов другими животными над раной подшивали 
к коже марлевую повязку. Через 48 ч у всех животных фор-
мировалось нагноение раны со всеми характерными приз-
наками воспаления. После снятия швов марлевую повяз-
ку удаляли, эвакуировали гной из раны и производили ее 
обработку один раз в день ежедневно в течение 14 суток.
Гистологическое изучение раневых биоптатов произво-

дили на 3, 10 и 14 сутки от начала лечения после выведе-
ния подопытного животного из эксперимента путем пере-
дозировки наркоза (по 3 животных на каждое выведение). 
Забор материала осуществляли, иссекая участок мягких 
тканей дна и прилежащего края раны лезвием. Взятый ма-
териал сразу фиксировали в 10 % растворе нейтрально-
го формалина с последующей проводкой по восходящим 
спиртам и заливкой в парафин по стандартной методике. 
Приготовленные парафиновые срезы окрашивали гема-
токсилином и эозином.
Микроскопирование и микрофотосъёмку проводили 

с помощью оптической системы, состоявшей из микроско-
па Leica CM E (Leica Microsystems, Германия) и окуляр-ка-
меры «Микромед DCM-510 SCOPE» («Наблюдательные 
приборы», Россия) на увеличениях ×40, ×100, ×200 и ×400 
крат с документированием снимков в программе Future 
Win Joe (Future Optics, Китай), входящей в комплект пос-
тавки окуляр-камеры. При оценке гистологических сре-
зов обращали внимание на выраженность воспалитель-
ных реакций, сроки появления грануляционной ткани, 
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возникновение краевой эпителизации, а также структур-
ную полноценность вновь образованного эпителия. Также 
исследовали клеточный состав ткани, непосредственно 
прилегающей к краям раны, а на поздних сроках — ново-
образованной ткани. По кариологическим признакам 
дифференцировали клетки волокнистой соединительной 
ткани. Процентное соотношение клеток различных типов 
рассчитывали после подсчета 100 клеток в нескольких не 
пересекающихся полях зрения (не менее 10).
Статистический анализ полученных данных осущест-

вляли в программе Microsoft Excel 10.0. Рассчитывали 
среднее значение (M) и ошибку среднего (m) для всех по-
казателей. Использовали двухвыборочный t-тест с различ-
ными дисперсиями для сравнения значений показателей 
по группам животных и определения достоверности раз-
личий между ними. Статистически значимыми считали 
различия при p < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Результаты лечения в группе 1 (контроль)

3 сутки

Гнойные раны характеризовалась признаками острого 
гнойного воспаления. Поверхность ран была покрыта тка-
невым детритом, с фибринно-лейкоцитарными массами, 
под которыми определялись скопления лейкоцитов в сос-
тоянии распада и геморрагические участки. Ткани около-
раневой зоны были отечными, с выраженными признаками 
лейкоцитарной инфильтрации. Отек и инфильтрация про-
никали глубоко, до мышечной ткани. Эпителий по краям 
ран был утолщен, дезорганизован. Коллагеновые волокна 
в пределах дермы были набухшими, сосуды дермы — пол-
нокровными и расширенными (рис. 1, А).

10 сутки

Дефект тканей был заполнен гнойно-некротическими мас-
сами, эпидермис по краям ран утолщен. На уровне дермы 
определялась выраженная лейкоцитарная инфильтрация, 
встречались макрофаги и тучные клетки (таблица), интер-
стициальный отек распространился в глубокие слои дер-
мы, до мышечных волокон (рис. 1, Б).

14 сутки

В ранах сохранялась глубокая лейкоцитарная инфильтра-
ция, некротические массы заполняли дефект тканей. По 
краям ран определялась отечная дерма с истонченным 
слоем эпидермиса. В подлежащей мышечной ткани сохра-
нялся воспалительный отек и инфильтрация. На уровне 
дна ран начинала формироваться грануляционная ткань, 
в которой встречались микроабсцессы, заполненные лей-
коцитами (рис. 1, В).

Результаты лечения в группе 2 
(10 % раствор цефазолина)

3 сутки

В ранах гистологически определялись признаки острого 
гнойного воспаления. В зоне раневого дефекта отмеча-
лось некротическое содержимое, воспалительная ин-

фильтрация в пределах дермы была представлена не толь-
ко лейкоцитами, но и единичными нейтрофилами. В поле 
зрения визуализировались многочисленные макрофаги 
(рис. 1, Г).

10 сутки

Наблюдали активный рост и организацию соединитель-
ной ткани в пределах дермы. Данные процессы протекали 
в присутствии клеток фибробластического ряда и макро-
фагов (таблица). Отмечалась выраженная пролиферация и 
дифференцировка клеток эпителия (рис. 1, Д).

14 сутки

Определялись участки сформированного эпидермиса с
четкой дифференцировкой слоев, но толщина превышала 
уровень интактной кожи. На уровне дермы имелась зре-
лая грануляционная ткань. В глубоких слоях определялись 
единичные микроочаги воспалительной инфильтрации. 
Восстановительные процессы в условиях инфицирования 
характеризовались образованием значительного количес-
тва грануляционной ткани, которая замещалась фиброз-
ной, и наличием на месте дефекта кожи большого коли-
чества разнонаправленно расположенных коллагеновых 
волокон (рис. 1, Е).

Результаты лечения в группе 3 (сок каланхоэ)

3 сутки

В этой группе морфологическая картина раневого процес-
са была схожей с таковой в контрольной группе и груп-
пе 2. Тучные клетки активно вовлекались в процесс за-
живления, о чем свидетельствовало повышение общего 
количества клеток в околораневой зоне. В зоне раневого 
дефекта сохранялись остатки гнойно-некротического со-
держимого (рис. 2, А).

10 сутки

Краевой эпидермис начинал перемещение от периферии к 
дну раны, где появлялись очаги грануляционной ткани. Тон-
кие единичные коллагеновые волокна были хаотично рас-
положены в окружении клеточного компонента с преобла-
данием фибробластов и макрофагов (таблица, рис. 2, Б). 

14 сутки

В некоторых случаях отмечалась полная эпителизация 
зоны дефекта. В пределах дермы имелась грануляционная 
ткань различной степени зрелости. Коллагеновые волок-
на были окружены фибробластами, имели расположение 
преимущественно параллельное поверхности кожных по-
кровов (рис. 2, В).

Результаты лечения в группе 4 
(сок каланхоэ с цекропином P1)

3 сутки

Полости ран были заполнены некротическими массами. 
Ткани содержали большое количество нейтрофилов. На 
уровне дермы определялись выраженный отек и расши-
ренные капилляры (рис. 2, Г).
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Рис. 1. Исследование раневых биоптатов крыс. (А–В) Гистологические срезы раневых биоптатов крыс контрольной группы (группы 1) на разных сроках 
выведения животных из эксперимента: (А) — через 3 сут, (Б) — через 10 сут, (В) — через 14 сут. (Г–Е) Гистологические срезы раневых биоптатов крыс груп-
пы 2 (дополнительная обработка раны 10 % раствором цефазолина) на разных сроках выведения животных из эксперимента: (Г) — через 3 сут, (Д) — через 
10 сут, (Е) — через 14 сут. Окраска гематоксилином и эозином, ×280

А Б

В

Д Е

Г
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Рис. 2. Исследование раневых биоптатов крыс. (А–В) Гистологические срезы раневых биоптатов крыс группы 3 (дополнительная обработка раны соком 
каланхоэ) на разных сроках выведения животных из эксперимента: (А) — через 3 сут, (Б) — через 10 сут, (В) — через 14 сут. (Г–Е) Гистологические срезы 
раневых биоптатов крыс группы 4 (дополнительная обработка раны соком каланхоэ с антимикробным пептидом цекропином P1) на разных сроках выведе-
ния животных из эксперимента: (Г) — через 3 сут, (Д) — через 10 сут, (Е) — через 14 сут. Окраска гематоксилином и эозином, ×280

А Б

В

Д Е

Г
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10 сутки

Регенераторные процессы характеризовались локали-
зацией воспалительной реакции, чему способствовало 
образование демаркационного вала из нейтрофилов. 
Для воспалительного инфильтрата был характерен четко 
выраженный клеточный полиморфизм. Грануляционная 
ткань покрывала дно раны. На фоне активного ангиоге-
неза улучшалась васкуляризация тканей в околораневой 
зоне, уменьшались отек и воспалительная инфильтрация 
(рис. 2, Д).

14 сутки

Раневой дефект был заполнен многочисленными колла-
геновыми волокнами, окруженными фибробластами. На 
фоне хаотичного расположения волокнистого компонента 
отмечалось преобладание горизонтального направления 
волокон. Эпителий нарастал на грануляционную ткань. 
Толщина эпителия превышала уровень интактной кожи 
(рис. 2, Е).

Сравнение результатов лечения в группах

Гистологическое исследование на 3 сутки наблюдения не 
выявило существенных различий в результатах лечения по 
группам. Однако на 10 сутки для ран крыс контрольной 
группы была отмечена незавершенность фазы экссуда-
ции, группы 2 — переход фазы экссудации в фазу регене-
рации, а групп 3 и 4 — покрытие грануляционной тканью.
На 14 сутки в срезах раневых биоптатов крыс групп 

3 и 4 количество фибробластов значительно превышало 
количество гранулоцитов и макрофагов (таблица), что сви-
детельствовало об активной регенерации. Следует также 
отметить, что наиболее эффективной регенерация была 
в группе 4 (дополнительная обработка ран соком каланхоэ 
с цекропином P1), в которой все раны к концу опыта были 
полностью покрыты новым эпидермисом.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Получение трасгенных растений K. pinnata, в которых экс-
прессируется ген цекропина P1 с накоплением пептида 
в цитоплазме клеток, описано в ряде статей, начиная 
с 2007 г. [30]. Опубликованы сведения об уровне накоп-
ления цекропина P1 и его действии на фитопатогены и 
стандартные бактериальные культуры in vitro. Тем не менее 
ни одна из этих работ не содержит данных о терапевтичес-

кой эффективности сока трансгенных растений каланхоэ 
при лечении инфекций у животных. Между тем, наличие 
у  K. pinnata собственной ранозаживляющей, иммуномоду-
лирующей и ремоделирующей активности [32] позволяет 
ожидать усиления антимикробного эффекта цекропина 
P1 при воздействии сока трасгенных растений на патоге-
ны in vivo.
Полученные нами результаты исследования свиде-

тельствуют о том, что применение сока каланхоэ уско-
ряет переход от первой фазы воспалительного процесса 
к регенерации. По сравнению с контролем быстрее спа-
дает отек, происходит очищение раны от некротических 
масс, раньше появляются грануляции и начинается эпи-
телизация раны. Разнообразие клеточного состава и на-
личие клеток фибробластического ряда различных стадий 
зрелости говорит о стимулирующем воздействии изучае-
мых соединений на пролиферативную и функциональную 
активность клеток грануляционной ткани. Терапевтичес-
кий эффект сока каланхоэ с цекропином P1 наиболее вы-
ражен по отношению к контролю на поздних стадиях за-
живления раны. Результаты лечения ран дополнительной 
обработкой 10 % раствором цефазолина и соком калан-
хоэ были лучше, чем в контрольной группе, но хуже, чем 
при дополнительной обработке соком каланхоэ с цекропи-
ном P1: несмотря на практически полное восстановление 
эпидермиса по краям ран в группах 2 и 3, на отдельных 
участках частично сохранялся струп, а количество раз-
личных клеточных элементов в грануляционной ткани ука-
зывало на меньшую степень ее зрелости при сравнении 
с грануляционной тканью в группе 4. Выявленное нами 
полное закрытие дефекта новообразованным эпидерми-
сом в группе с использованием сока каланхоэ с цекропи-
ном P1, а также появление производных кожи свидетель-
ствуют не только об ускорении процессов регенерации, но 
и о полноценном восстановлении кожи за счет более ак-
тивной миграции и пролиферации эндотелиоцитов и уси-
ления ангиогенеза.
Следует отметить, что эффективность антимикробно-

го действия сока трансгенного каланхоэ на стафилококк 
in vivo существенно превысила ту, которой можно было 
бы ожидать на основании известных данных об антимик-
робной активности этого препарата на батериальных куль-
турах in vitro [30]. По-видимому, этот эффект обусловлен 
сочетанием антимикробного действия цекропина P1 и эн-
догенных буфадиенолов сока K. pinnata. Кроме того, су-
щественный вклад в ускоренную элиминацию патогенов 
из раны под действием сока трансгенных растений может 
вносить иммуностимулирующая активность гемагглютини-
рующих лектинов K. pinnata [33]. Подобно конканавалину А

Группа
животных

Срок выведения животных из эксперимента, сут

3 10 14

Фибро-
бласты

Макро-
фаги

Грануло-
циты

Лимфо-
циты

Фибро-
бласты

Макро-
фаги

Грануло-
циты

Лимфо-
циты

Фибро-
бласты

Макро-
фаги

Грануло-
циты

Лимфо-
циты

1 (контроль)
14,7 ± 

0,7
12,9± 

0,3
49,9 ± 

1,8
22,5 ± 

0,6
17,0 ± 

0,4
13,3 ± 

0,2
48,0 ± 

2,8
21,7 ± 

0,3
24,9 ± 

0,5
38,7 ± 

1,7
15,6 ± 

0,8
20,8 ± 

0,3

2 (10 % раствор 
цефазолина)

9,5 ± 
0,2

59,3 ± 
2,1

7,9 ± 0,2
23,3 ± 

0,2
15,2 ± 

0,1
62,4 ± 

1,3
7,5 ± 0,4

14,9 ± 
0,6

31,9 ± 
0,7

51,7 ± 
2,6

8,4 ± 0,1
8,0 ± 
0,1

3 (сок 
каланхоэ)

12,9 ± 
0,6

37,1 ± 
0,7

30,3 ± 
1,6

19,7 ± 
0,4

17,7 ± 
0,2

38,9 ± 
1,6

15,6 ± 
0,2

27,8 ± 
0,4

24,0 ± 
0,6

47,3 ± 
2,5

14,4 ± 
0,2

14,3 ± 
0,2

4 (сок 
каланхоэ + 
цекропин P1)

12,1 ± 
0,2

21,4 ± 
0,4

44,0 ± 
1,2

22,5 ± 
0,1

20,5 ± 
1,0

23,9 ± 
0,4

24,2 ± 
1,1

31,4 ± 
2,6

30,1 ± 
1,2

26,4 ± 
1,6

18,4 ± 
1,1

25,1 ± 
1,2

Соотношение клеточных элементов в смоделированных ранах в зависимости от типа лечения и срока выведения животных из эксперимента
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или фитогемагглютинину, эти лектины способны ускорять 
размножение лимфоцитов, в том числе специфичных 
к антигенам патогенов, которые скапливаются вблизи оча-
га инфекции. Этот эффект на фоне подавления физиоло-
гических функций бактерий цекропином P1 и антимикроб-
ными факторами сока может приводить к существенному 
ускорению и усилению выработки антител. Наконец, уско-
рять элиминации патогенов из раны могут более выражен-
ная васкуляризация и ремоделирование рубцовой ткани 
под действием неидентифицированных компонентов сока 
каланхоэ. Эти эффекты способны ускорить транспорт 
клеток и растворимых факторов иммуной системы к очагу 
инфекции, усиливая защитные реакции.

ВЫВОДЫ

В исследовании показана высокая эффективность фарма-
котерапии соком трансгенного каланхоэ перистого (с цек-
ропином P1) раневого процесса на модели гнойной раны 
у крыс с дополнительным внесением в рану культуры 

S. aureus. Полученные данные позволяют рекомендовать 
субстанцию для широкого клинического изучения. Сок 
трасгенного каланхоэ наиболее перспективен в качестве 
средства для лечения трофических язв у пациентов с са-
харным диабетом. Для этого типа наружных поражений ха-
рактерна сочетанная инфекция рядом патогенов на фоне 
сниженного иммунитета, при этом длительное применение 
антибиотиков ограничено выработкой устойчивости бакте-
рий к ним.
Использование для лечения наружных микробных ин-

фекций цельного сока трансгенного K. pinnata вместо 
очищенного из него атимикробного пептида позволит не 
только снизить затраты на очистку лекарственной суб-
станции, но и усилить лечебное действие цекропина P1. 
Таким образом, K. pinnata может рассматриваться как 
перспективный экономически эффективный и технологи-
чески доступный биореактор для получения линейки суб-
станций антимикробного назначения петидной и особенно 
белковой природы, в том числе альфа-литической протеа-
зы, лизостафина или гирудина.
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КЛЮЧЕВЫЕ ПОКАЗАТЕЛИ РЕЗУЛЬТАТИВНОСТИ ДЕЯТЕЛЬНОСТИ 
НАУЧНЫХ ОРГАНИЗАЦИЙ В СФЕРЕ ЗДРАВООХРАНЕНИЯ ЗА 2011–2015 ГГ.

KEY PERFORMANCE INDICATORS FOR HEALTHCARE RESEARCH 
ORGANIZATIONS BETWEEN 2011 AND 2015

Определены 16 ключевых критериев результативности деятельности научных организаций в сфере здравоохране-
ния, характеризующих результативность и востребованность научных исследований, развитие кадрового потенциала, 
интеграцию в мировое научное пространство, распространение научных знаний и повышение престижа науки, ре-
сурсное обеспечение деятельности организаций. В рамках классификационного подхода рассмотрены медицинские 
научные учреждения, показаны их особенности. Представлена системная оценка результативности деятельности на-
учных организаций в сфере здравоохранения. Продемонстрирована высокая значимость показателей, отражающих 
результативность и востребованность научных исследований. Отмечены недостаточность применяемых параметров 
и отсутствие системного подхода к анализу кадрового потенциала. Доказана важная роль дополнительных критериев 
оценки, составивших 37,5 % общей доли ключевых показателей.

In this work we identify 16 key indicators to evaluate the performance of healthcare research organizations. These indicators 
comprehensively characterize such aspects of performance as research output and relevance, human resource development, 
integration into the international scientific community, distribution of scientific knowledge, promotion of the prestige of science, 
and resource provision. Below, we review the existing classification of medical research institutions and their key features. We 
present the results of the comprehensive performance evaluation of healthcare research organizations. We demonstrate the 
significance of the proposed indicators that accurately reflect the output and relevance of scientific research and stress that 
indicators currently used for performance evaluation are insufficient. We also emphasize the need for a systemic approach to 
personnel capacity assessment and confirm the importance of additional evaluation criteria that amount to 37.5 % of all key 
indicators.
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Оценка результативности деятельности научных организа-
ций в сфере здравоохранения крайне значима и актуаль-
на для дальнейшего развития научно-исследовательского 
потенциала России. Важность проведения данного анали-
за продиктована задачами повышения эффективности на 
фоне модернизации государственного сектора науки [1, 2]. 
С другой стороны, современные теоретические и практи-
ческие разработки и инструменты оценки, применяемые 
к медицинским научным учреждениям, зачастую не позво-
ляют провести комплексный мониторинг их деятельности.
Особенностью российского методологического под-

хода к анализу результативности деятельности научных 
организаций в сфере здравоохранения, в отличие от ряда 

западных стран, является использование большого числа 
критериев [3, 4]. Типовая методика оценки, применяемая 
в России [2], основана преимущественно на количествен-
ных, а не на качественных показателях. Для системного 
мониторинга используют дополнительные критерии, в том 
числе для учреждений, имеющих коечный фонд. Посколь-
ку результат проведенного анализа непосредственно вли-
яет на принятие решения о финансировании, выявление 
ключевых критериев представляется особенно актуаль-
ным.
Медицинские научные организации имеют харак-

терную специфику деятельности и обладают важны-
ми отличиями от остальных учреждений науки [5, 6]. 
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Рис. 1. Структура ключевых показателей оценки результативности деятель-
ности научных организаций в сфере здравоохранения

Утвержденные показатели оценки результативности де-
ятельности научных организаций в сфере здравоохра-
нения включают мониторинг следующих направлений:

• результативность и востребованность научных ис-
следований;

• развитие кадрового потенциала;
• интеграция в мировое научное пространство, распро-

странение научных знаний и повышение престижа науки;
• ресурсное обеспечение деятельности научной орга-

низации.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Исследованы показатели результативности 55 научных ор-
ганизаций, подведомственных Минздраву России, за пе-
риод 2011–2015 гг.
В соответствии с принятой классификацией, науч-

ные организации, подведомственные Минздраву России 
(n = 55), были разделены на имеющие (n = 41) и не имею-
щие коечный фонд (n = 4), экспертные и социально значи-
мые учреждения (n = 10).
Статистическая обработка выполнена с использовани-

ем пакета программ Statistica 10.0. Для проверки стати-
стических гипотез о виде распределения применяли кри-
терий Колмогорова–Смирнова с поправкой Лиллиефорса. 
Установлено, что во всех случаях данные не подчиняются 
нормальному закону распределения, поэтому для стати-
стического анализа использованы непараметрические 
критерии.
Для определения ключевых показателей результатив-

ности деятельности научных организаций в сфере здраво-
охранения были применены критерий Краскела–Уоллиса 
и медианный тест. Дополнительно проведено сравнение 
2011 и 2015 г. по критерию Манна–Уитни и обнаружено, 
что именно эти показатели достаточно изменяются.

Корреляционный анализ осуществлен с использовани-
ем рангового коэффициента корреляции Спирмена. Пока-
затели, меняющиеся в динамике, были включены в корре-
ляционный анализ с фоновыми показателями за 2011 г., 
поскольку он является начальной точкой отсчета. За уро-
вень статистической значимости был взят p < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Большинство научных учреждений, подведомственных 
Минздраву России, имеют коечный фонд (74,5%), однако 
это не упрощает процедуру оценки, поскольку невозмож-
но применить показатели, характеризующие оказание ме-
дицинской помощи, к остальным научным организациям. 
В связи с этим для анализа результативности деятельно-
сти учреждений науки, имеющих коечный фонд, применя-
ют дополнительные критерии.
Статистический анализ 5-летней динамики (2011–

2015 гг.) критериев результативности позволил выявить 
16 ключевых показателей (p < 0,05). Структура выделен-
ных критериев и их доля в общем числе параметров пред-
ставлены на рис. 1 и 2.
За анализируемый период 2011–2015 гг. выявлены сле-

дующие ключевые показатели.

Ключевые показатели результативности 
и востребованности научных исследований:

1. Совокупный импакт-фактор журналов, в которых опу-
бликованы статьи организации. Следует отметить, что 
для показателя отмечена умеренная корреляционная 
связь с численностью докторов наук (rs = 0,455, p < 0,01), 
внутренними (rs = 0,449, p < 0,01) и внешними (rs = 0,411, 
p < 0,01) текущими затратами на научные исследования 
и разработки, числом публикаций организации в журналах,

Направления оценки:

Показатели:   прочие  ключевые

Ч
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й

результативность и востребованность научных исследований;

Развитие кадрового потенциала

Результативность и востребованность научных исследований

интеграция в мировое научное пространство, распространение на-
учных знаний и повышение престижа науки;

Интеграция в мировое научное пространство, распространение 
научных знаний и повышение престижа науки

ресурсное обеспечение деятельности научной организации;

Ресурсное обеспечение деятельности научной организации

дополнительные показатели, в том числе для оценки результатив-
ности деятельности научных организаций, имеющих коечный фонд

Дополнительные показатели, в том числе для оценки результатив-
ности деятельности научных организаций, имеющих коечный фонд
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Рис. 2. Доля ключевых показателей оценки результативности деятельности 
научных организаций в сфере здравоохранения в общем числе показате-
лей по каждому направлению
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индексируемых международной базой Web of Science 
(rs = 0,406, p < 0,01).

2. Количество использованных результатов интеллек-
туальной деятельности, переданных по лицензионному 
договору (соглашению). Выявлена умеренная корреляция 
показателя с внутренними текущими затратами на научные 
исследования и разработки, в том числе на поисковые ис-
следования (rs = 0,475, p < 0,01).

3. Количество использованных результатов интел-
лектуальной деятельности, внесенных в качестве вклада 
в уставной капитал.

4. Число малых инновационных предприятий, создан-
ных с участием организации.

5. Совокупная среднесписочная численность работни-
ков малых инновационных предприятий.

6. Совокупный доход малых инновационных предпри-
ятий.

7. Финансовая результативность научной организа-
ции по источникам дохода. Прослеживается слабая связь 
с внутренними текущими затратами на научные исследо-
вания и разработки (rs = 0,302, p < 0,05), в том числе по-
ложительная корреляция с фундаментальными (rs = 0,351, 
p < 0,01) и отрицательная — с поисковыми (rs = –0,324, 
p < 0,05) исследованиями.

Ключевой показатель интеграции в мировое научное 
пространство, распространения научных знаний 
и повышения престижа науки

Единственным ключевым показателем определено коли-
чество обращений (посещаемость) официальных сайтов и 
(или) страниц организации, размещенных в сети Интернет. 
Выявлена умеренная корреляция критерия с количеством 
положительных и нейтральных упоминаний организации 
в средствах массовой информации федерального уров-
ня (rs = 0,357, p < 0,01), в том числе в интернет-изданиях 
(rs = 0,325, p < 0,05), и числом публикаций организации 
в изданиях, индексируемых РИНЦ (rs = 0,339, p < 0,05).

Ключевые показатели ресурсного обеспечения 
деятельности научной организации:

1.  Стоимость основных средств и нематериальных акти-
вов, в том числе зданий и сооружений, машин и обору-
дования, нематериальных активов. Для показателя вы-
явлена умеренная корреляционная связь с финансовой 
результативностью научной организации по видам вы-
полненных работ и оказанных услуг, в том числе по то-
варам, работам и услугам производственного характера 
(rs = 0,491, p < 0,01).

2.  Внутренние текущие затраты на фундаментальные 
научные исследования. Отмечена корреляция с финан-
совой результативностью научной организации по видам 
выполненных работ и оказанных услуг: по числу исследо-
ваний и разработок (rs = 0,548, p < 0,01); с численностью 
работников, выполнявших исследования и разработки 
(rs = 0,516, p < 0,01), в том числе исследователей (rs = 0,418, 
p < 0,01), из них кандидатов наук (rs = 0,405, p < 0,01), 
докторов наук (rs = 0,368, p < 0,01), в возрасте до 39 лет 
(rs = 0,505, p < 0,01).
Все ключевые показатели ресурсного обеспечения дея-

тельности научной организации взаимосвязаны с финансо-
вой результативностью научной организации по видам вы-
полненных работ, оказанных услуг и по источникам дохода.

Ключевые дополнительные показатели результативности 
деятельности научной организации:

1.  Число применяемых научных критических технологий 
из перечня, одобренного Научным советом Минздрава 
России. Отмечена корреляция показателя с числом публи-
каций организации в изданиях, индексируемых междуна-
родной информационно-аналитической системой Scopus 
(rs = 0,367, p < 0,01), и числом инновационных медицин-
ских технологий, одобренных Научным советом Минз-
драва России, используемых в учреждении (rs = 0,356, 
p < 0,01). Прослеживается слабая корреляционная связь 
с количеством положительных и нейтральных упоминаний 
организации в средствах массовой информации феде-
рального уровня (rs = 0,295, p < 0,05), в том числе в феде-
ральных печатных изданиях, теле- и радиоСМИ (rs = 0,291, 
p < 0,05), и численностью исследователей, направленных 
на работу в ведущие российские и международные науч-
ные и научно-образовательные организации (rs = 0,268, 
p < 0,05).

2.  Доля высококвалифицированных врачей от обще-
го числа врачей. Интересна отрицательная корреляцион-
ная взаимосвязь показателя с общим количеством науч-
ных, конструкторских и технологических произведений 
(rs = –0,273, p < 0,05), количеством положительных и ней-
тральных упоминаний организации в СМИ (rs = –0,311, 
p < 0,05), финансовой результативностью научной ор-
ганизации по видам выполненных работ и оказанных 
услуг — по исследованиям и разработкам (rs = –0,308, 
p < 0,05), и числом подготовленных проектов стандартов, 
порядков оказания медицинской помощи, клинических 
рекомендаций и других нормативных актов (rs = –0,276, 
p < 0,05).

3. Число инновационных медицинских технологий, 
одобренных Научным советом Минздрава России, исполь-
зуемых в учреждении. Выявлена корреляция показателя 
с числом публикаций организации в изданиях, индексируе-
мых Scopus (rs = 0,367, p < 0,01), с количеством созданных 
результатов интеллектуальной деятельности (rs = 0,406, 
p < 0,01), в том числе имеющих государственную реги-
страцию и (или) правовую охрану в Российской Федерации 
(rs = 0,392, p < 0,01), процентом жителей других регионов, 
которым была оказана высокотехнологичная медицинская 
помощь (ВМП) в данном учреждении (rs = 0,360, p < 0,01).

4. «Федеральность» учреждения: процент жителей дру-
гих регионов, которым была оказана специализированная 
медицинская помощь в данном учреждении. Установле-
на умеренная корреляция показателя с числом жителей 
других регионов, которым была оказана ВМП (rs = 0,474, 
p < 0,01), и количеством субъектов Российской Фе-
дерации, жители которых пролечены в отчетном году 
(rs = 0,437, p < 0,01).

5. Процент расходов на оказание медицинской помо-
щи по ОМС от общих расходов. Показатель коррелирует 
с количеством созданных результатов интеллектуальной 
деятельности (rs = 0,350, p < 0,01), в том числе имеющих 
государственную регистрацию и (или) правовую охрану 
в Российской Федерации (rs = 0,459, p < 0,01), с финансо-
вой результативностью научной организации по источни-
кам дохода (rs = 0,369, p < 0,01), с внутренними текущими 
затратами на фундаментальные научные исследования 
(rs = 0,417, p < 0,01).

6. Число подготовленных проектов стандартов ока-
зания медицинской помощи, проектов порядков оказа-
ния медицинской помощи, клинических рекомендаций 
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(протоколов лечения), других нормативных актов. Выяв-
лена корреляционная связь показателя с числом публи-
каций организации в изданиях, индексируемых Scopus 
(rs = 0,384, p < 0,01), с финансовой результативностью на-
учной организации по видам выполненных работ и оказан-
ных услуг, в том числе образовательных услуг (rs = 0,394, 
p < 0,01), подготовкой специалистов по программам до-
полнительного профессионального образования по уни-
кальным технологиям по профилю научной организации 
(rs = 0,449, p < 0,01), процентом жителей других регионов, 
которым была оказана ВМП (rs = 0,358, p < 0,01).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Анализ показателей результативности научных органи-
заций, подведомственных Минздраву России, позволил
установить 16 ключевых критериев, большинство 
(43,75 %) из которых характеризуют результативность 
и востребованность научных исследований.
Наукометрический анализ, представляющий особую 

важность для системной оценки [7–9], выявил, что среди 
анализируемых критериев (число публикаций организации 
в изданиях, индексируемых РИНЦ, Web of Science, Scopus; 
совокупная цитируемость публикаций организации и др.) 
именно совокупный импакт-фактор журналов, в которых 
опубликованы статьи организации, является ключевым 
показателем. Вероятно, это связано с более осознанным 
выбором изданий, поскольку публикации в высокорейтин-
говых журналах, в том числе иностранных, повышают не 
только цитируемость авторов, но и заинтересованность 
зарубежных коллег российскими исследованиями и даль-
нейшим сотрудничеством.
Инновационная модель развития российской науки 

подразумевает ее более тесную взаимосвязь с экономи-
ческим сектором [10]. На этом фоне особая роль принад-
лежит малым инновационным предприятиям и ключевым 
показателям, отражающим их деятельность. Однако за 
изученный период 2011–2015 гг. медицинские учреждения 
науки практически не проявляли интереса к коммерциа-
лизации интеллектуальной продукции. Установлено, что 
только 14,5 % организаций, имеющих коечный фонд, со-
здали малые инновационные предприятия.
Стандартная оценка кадрового потенциала научных 

организаций в сфере здравоохранения включает четы-
ре количественных показателя, ни один из которых не 
является ключевым. Отсутствие качественных факторов 
и разная значимость исследуемых параметров создают 
препятствия полноценному анализу. Для эффективной 
оценки кадрового потенциала, согласно ряду исследова-
телей [5, 11], необходим системный подход, включающий 
мониторинг профессиональной компетентности, обучае-

мости, условий и размера оплаты труда и многих других 
показателей.
Поскольку результативность учреждений напрямую за-

висит от выполняемых исследований и других работ, свя-
занных с основной деятельностью организации, а также от 
соответствия состояния отечественной науки современно-
му мировому уровню [12–15], необходима разработка ка-
чественных критериев для данного направления.
За рассматриваемый период 2011–2015 гг., несмотря 

на уменьшение упоминаний научных организаций в сред-
ствах массовой информации, установлено резкое повы-
шение посещаемости официальных сайтов медицинских 
научных учреждений. Предположительно, это связано 
с возросшей интернет-активностью заинтересованных лиц.
Использование дополнительных критериев оценки ре-

зультативности деятельности научных организаций в сфе-
ре здравоохранения доказало свою целесообразность — 
они составили 37,5 % общей доли ключевых показателей. 
Интересно отметить связь критерия, отражающего число 
применяемых научных критических технологий из перечня, 
одобренного Научным советом Минздрава России, с чис-
лом публикаций организации в изданиях, индексируемых 
международной информационно-аналитической системой 
Scopus, и с численностью исследователей, направленных 
на работу в ведущие российские и международные науч-
ные и научно-образовательные организации.

ВЫВОДЫ

При оценке результативности деятельности учреждений 
науки в сфере здравоохранения за 2011–2015 гг. были 
установлены 16 ключевых показателей, среди которых 
особенно значимы критерии, отражающие результатив-
ность и востребованность научных исследований.
В ходе оценки подтверждена актуальность дополни-

тельных критериев. Полученные данные наглядно демон-
стрируют, что для дальнейшего развития научного потен-
циала организаций крайне важны применяемые научные 
критические и инновационные медицинские технологии 
из перечня, одобренного Научным советом Минздрава 
России, подготовленные проекты стандартов оказания ме-
дицинской помощи, проекты порядков оказания медицин-
ской помощи и клинических рекомендаций.
Для учреждений, имеющих коечный фонд, ключевыми 

дополнительными показателями выступили доля высо-
коквалифицированных врачей, процент жителей других 
регионов, которым была оказана специализированная 
медицинская помощь, и процент расходов на оказание ме-
дицинской помощи по ОМС.
Показана недостаточность стандартных показателей 

анализа кадрового потенциала и необходимость в создании 
не только количественных, но и качественных критериев.
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