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Петелина Т.И. 1, Мусихина Н.А.1, Гаранина В.Д.1, Горбатенко Е.А. 1, Щербинина А.Е.1, Жмуров Д.В. 1, 2,  
Жмуров В.А. 1, 2, Гапон Л.И. 1, Галеева Н.А. 1, Авдеева К.С. 1, Капустина А.А. 1, 2, Ярославская Е.И. 1

ПРОСПЕКТИВНЫЙ АНАЛИЗ ЛАБОРАТОРНЫХ ПАРАМЕТРОВ КРОВИ У ПАЦИЕНТОВ  
С СЕРДЕЧНО-СОСУДИСТЫМИ ЗАБОЛЕВАНИЯМИ, ПЕРЕНЕСШИХ  
COVID-19-АССОЦИИРОВАННУЮ ПНЕВМОНИЮ 

1Тюменский кардиологический научный центр, Томский национальный исследовательский медицинский центр РАН, 
625026, Томск, Россия; 
2ФГБОУ ВО «Тюменский государственный медицинский университет» Минздрава РФ, город, 625023, Россия

Исследование особенностей и динамики лабораторных биомаркеров у пациентов с сердечно-сосудистыми заболевани-
ями (ССЗ), перенесших COVID-19-ассоциированную пневмонию, имеет большое клиническое значение. В исследование 
включены 116 пациентов, перенесших COVID-19-ассоциированную пневмонию. Пациенты были разделены на 2 группы. В 
первую группу вошли 49 пациентов без ССЗ, во-вторую группу – 67 пациентов с ССЗ. Пациентам в обеих группах прово-
дилось исследование биообразца крови в момент госпитализации и в точке 3 мес после выписки из моногоспиталя. Оце-
нивали параметры общего анализа крови, биохимии, гемостаза, биомаркеры воспаления – концентрацию С-реактивного 
белка (СРБ), высокочувствительного С-реактивного белка (вч-CРБ), уровень гомоцистеина и ИЛ-6. Всем пациентам 
исходно была проведена компьютерная томография органов грудной клетки. Выявлено, что показатели СОЭ, WBС (лей-
коциты), отношения NLR (нейтрофилы/лимфоциты), фибриноген, ЛДГ (лактатдегидрогеназа), соотношения LYM/СРБ 
(лимфоциты/С-реактивный белок) являются параметрами, достоверно различающими пациентов 1-й и 2-й группы. Че-
рез 3 мес после выписки из стационара у пациентов обеих групп повышенные показатели приблизились к референсным 
значениям, однако такие параметры как СРБ, СОЭ, WBС, фибриноген сохранялись на более высоком уровне во 2-й группе 
по сравнению с 1-й группой. Корреляционный анализ выявил взаимосвязь параметров воспаления и гемостаза во 2-й 
группе, что подтверждает наличие пролонгированного сосудистого воспалительного ответа в этой группе пациентов. 
Методом логистической регрессии выявлено, что с исходным объемом поражения лёгких более 50 % ассоциированы 
такие показатели, как лимфоциты, нейтрофилы, АЧТВ и ЛДГ. Изменение этих параметров на 1 усл. ед. способству-
ет увеличению объема поражения легочной ткани на 6,5%, 6,4%, 11% и 0,6%, соответственно. Таким образом, дина-
мический контроль лабораторных параметров крови имеет прогностическую ценность в оценке характера течения 
COVID-19-ассоциированной пневмонии у пациентов с ССЗ и разработке алгоритма персонифицированного мониторинга 
за пациентами в постковидном периоде с целью своевременной коррекции терапии для предупреждения отсроченных 
сердечно-сосудистых событий.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  COVID-19; биомаркеры; пациенты с сердечно-сосудистыми заболеваниями.
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PROSPECTIVE ANALYSIS OF LABORATORY BLOOD PARAMETERS IN PATIENTS WITH 
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Tomsk, Russia; 
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The study of the characteristics and dynamics of laboratory biomarkers in patients with cardiovascular diseases (CVD) undergoing 
COVID-19-associated pneumonia may be of great clinical importance. The study included 116 patients who underwent COVID-
19-associated pneumonia. The patients were divided into 2 groups. The first group included 49 patients without CVD, the second 
group – 67 patients with CVD. A blood sample was performed in all patients at the time of hospitalization and 3 months after 
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discharge from the hospital. The parameters of general blood count, biochemistry, hemostasis, and biomarkers of inflammation were 
assessed – concentration of C-reactive protein (CRP), highly sensitive CRP (hs-CRP), homocysteine and IL-6. All patients initially 
underwent computed tomography of the chest organs. We found that ESR, WBC (leukocytes), NLR (neutrophils/lymphocytes ratio), 
fibrinogen, LDH (lactate dehydrogenase), LYM/CRP ratio (lymphocytes/CRP) were parameters that significantly distinguished 
patients in the 1st and 2nd groups. Three months after discharge from the hospital in patients of both groups the increased 
indicators approached the reference values, however, some parameters such as CRP, ESR, WBC, fibrinogen remained at a higher 
level in group 2 compared to group 1. Correlation analysis revealed the relationship between parameters of inflammation and 
hemostasis in the 2nd group of patients, which confirms the presence of latent vascular inflammatory potential in this group. It 
was revealed that such indicators as lymphocytes, neutrophils, APTT and LDH were associated with the initial volume of lung 
lesion more than 50%. Increase of these parameters by 1 unit contributes to increase in the volume of lung tissue damage by 6.5%, 
6.4%, 11%, and 0.6%, respectively. Thus, dynamic control of laboratory parameters has prognostic value in assessing the nature 
of the course of COVID-19 associated pneumonia in patients with CVD and developing an algorithm for personalized monitoring 
of patients in the post-COVID period with the aim of timely correction of therapy to prevent unwanted vascular complications.
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Введение. Новая коронавирусная инфекция, вызыва-
емая вирусом SARS-CoV2, стала серьезной проблемой 
во всем мире. Появившись в 2019 г., COVID-19 поста-
вил перед медицинской службой сложную проблему 
борьбы с новым инфекционным агентом и вызываемы-
ми им осложнениями. Главной мишенью SARS-CoV-2- 
являются альвеолярные клетки II типа, что определяет 
поражение легких как основное клиническое прояв-
ление заболевания. Кроме того, полученные сведения 
о том, что вирус связывается с функциональными ре-
цепторами ангиотензин-превращающего фермента 2 
(АПФ-2), экспрессия которых установлена как в клетках 
крови, так в сосудистой стенке и кардиомиоцитах, дали 
возможность частично объяснять патогенетическую ос-
нову возникновения и/или особенности течения сердеч-
но-сосудистых заболеваний, в частности, артериальной 
гипертонии (АГ), ИБС, миокардитов, нарушения ритма 
сердцах во время пандемии [1].

В настоящее время основными звеньями патогенеза 
COVID-19 считается избыточный ответ иммунной си-
стемы с массивным высвобождением цитокинов – «ци-
токиновый шторм» и поражение сосудистого русла с 
развитием как очевидных тромботических осложнений, 
таких как крупные тромбозы в легочных артериях, ве-
нах, сосудах сердца, головного мозга, почек, печени и 

др., так и признаков тромбоза на микроциркуляторном 
уровне, который прижизненно доказать сложнее. Меха-
низм гиперкоагуляции у пациентов с COVID-19 чаще 
связывают с выраженной эндотелиальной дисфункцией, 
индукцией агрегации тромбоцитов на фоне повышения 
системной сосудистой воспалительной реакции, а также 
скрытой генетической обусловленности тромбофилии. 
На исходы заболевания, безусловно, огромное влияние 
оказывает коморбидность, то есть наличие сопутствую-
щих хронических заболеваний у пациентов [2 – 4]. 

Целью нашего исследования стало проспективное 
изучение динамики лабораторных параметров крови у 
пациентов с наличием сердечно-сосудистых заболева-
ний (ССЗ), перенесших COVID-19- ассоциированную 
пневмонию, для выявления на исходном этапе преди-
кторов тяжести течения заболевания, а в точке 3 мес по-
сле выписки из стационара – потенциальных маркеров 
постковидных сосудистых осложнений.

Материал и методы. Исследование проспективное, 
соответствующее стандартам надлежащей клинической 
практики (Good Clinical Practice) и положениям Хель-
синской Декларации. Протокол исследования одобрен 
Комитетом по биомедицинской этике Тюменского кар-
диологического научного центра, Томского националь-
ного исследовательского медицинского центра РАН 
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(протокол № 159 от 23.07.20 г.). Перед включением в 
исследование у каждого из участников исследования 
было получено письменное информированное согласие 
об использовании результатов обследования в научных 
целях. Исследование зарегистрировано в базе данных 
клинических исследований Clinical Trials.gov Identifier: 
NCT04501822. 

В данное исследование были включены 116 обследо-
ванных на данный момент пациентов из 380, перенес-
ших COVID-19-ассоциированную пневмонию. Все па-
циенты были разделены на 2 группы. В 1-ю группу вош-
ли 49 пациентов без сердечно-сосудистых заболеваний 
(ССЗ), средний возраст 39,55±13,91 лет. Во 2-ю группу 
вошли 67 пациентов с ССЗ, средний возраст 56,55±9,98 
лет. Группы значимо различались по возрасту, уровню 
САД, ДАД, ЧСС, ИМТ (p<0,001 соответственно для 
всех параметров), с более высокими показателями во 
2-й группе. Исходно в первой группе объем поражением 
легких более 50% был в 20,0% случаев, во второй груп-
пе в 47,6% случаев.

Из ССЗ во 2-й группе 53,4% пациентов имели ар-
териальную гипертонию (АГ), 15,5% – ИБС, 31,1% – 
нарушения ритма сердца и др. К моменту проведения 
контрольного визита 3 месяца пациенты во 2-й группе в 
56,1% случаев принимали препараты из группы ингиби-
торов ангиотензин-превращающего фермента (ИАПФ) 
или блокаторы ангиотензиновых рецепторов (БРА), в 
45,3% случаев – статины и в 8% – ацетилсалициловую 
кислоту. 

Пациентам обеих исследуемых групп проводилось 
лабораторное исследование биообразца крови в момент 
госпитализации и в точке 3 мес после выписки из ста-
ционара. Оценивали параметры общего анализа крови 
импедансным методом с технологиями проточной цито-
метрии на аппарате 5Diff анализатор «Mindrey BC 5800» 
(Китай); из биохимических параметров определяли кре-
атинин, печеночные ферменты, общий холестерин, глю-
козу натощак, исследовали концентрацию С-реактивного 
белка (СРБ) «Cobas integra plus 400» (Италия), высоко-
чувствительного С-реактивного белка (вч-CРБ), интер-
лейкина 6 (ИЛ-6) – иммунотурбидиметрическим мето-
дом на полуавтоматическом анализаторе открытого типа 
«Clima MC-15» (Испания) и гомоцистеина на анализа-
торе «IMMULITE 2000» (Siemens Diagnostics, США); 
параметры коагулограммы исследовали на анализаторе 
«Destiny Plus» (Ирландия). Всем пациентам исходно в 
стационаре была проведена компьютерная томография 
органов грудной клетки. 

Статистическая обработка данных. Статистиче-
ский анализ проводился с помощью пакета прикладных 
программ IBM SPSS Statistics 21. В зависимости от рас-
пределения при сравнении показателей в 2-х независи-
мых группах использовали t-критерий Стьюдента или 
U-критерий Манна-Уитни. При нормальном распре-
делении, данные представляли, как среднее M и стан-
дартное отклонение (SD), при распределении отличном 
от нормального данные представлены в виде медианы 
(Me) и интерквартильного размаха [25%;75%]. Парным 
критерием Стьюдента или критерием Вилкоксона рас-
считывали динамику между связанными группами. От-
ношение шансов (ОШ) параметров, ассоциированных с 
объемом поражения легких, рассчитывали с использова-
нием логистической регрессии. Результаты оценивались 
как статистически значимые при двухстороннем уровне 
p<0,05.

Результаты. На первом этапе работы мы проанали-
зировали показатели общего анализа крови в группах 
пациентов, перенесших COVID-19 – ассоциированную 
пневмонию, при отсутствии и с наличием сердечно-со-
судистых заболеваний, на исходном этапе и через 3 мес 
после выписки из стационара (табл. 1). 

Из представленных в табл.1 данных видно, что эри-
троцитарные параметры в 1-й и во 2-й группах паци-
ентов на госпитальном этапе имеют различия по ряду 
параметров. Нами зарегистрирована значимая разница в 
показателях: СОЭ и МCНC, с превышением их значений 
во 2-й группе (p<0,008 и p<0,019, соответственно). 

Параметры HCT, MCV, MCHC, RDW-SD и RDW-CV, 
превышая референсные значения показателей исходно, 
значимо снизились к точке наблюдения – 3 мес после 
выписки из стационара (р<0,001 для всех параметров). 
Уровень МСН снизился в обеих группах (p<0,016 и 
p<0,021, соответственно). 

Таким образом, в точке 3 мес после выписки из ста-
ционара у пациентов 2-й группы, в целом, отмечена 
нормализация эритроцитарных показателей, при сохра-
нении повышенного уровня RBС, HGB, которые могут 
являться индикаторами, свидетельствующими о долго-
срочном характере нарушения параметров эритроцитар-
ного звена после перенесенной новой коронавирусной 
инфекции у пациентов с ССЗ. Наши данные согласуют-
ся с результатами ряда исследований [5 – 7].  

Сравнительная характеристика и динамика лейкоци-
тарных параметров у пациентов, перенесших COVID-19 
пневмонию, представлена в табл. 2. 

 Анализ данных табл. 2 показал, что на исходном эта-
пе наблюдения зарегистрировано значимое превышение 
показателей WBS, отношения NLR (нейтрофилы/лим-
фоциты) и снижение соотношения LYM/СРБ (лимфоци-
ты/СРБ) у пациентов во 2-й группе пациентов. 

Выявленные закономерности в повышении показа-
теля NLR и снижении LYM/СРБ отражают особенно-
сти течения новой коронавирусной инфекции, когда 
при отсутствии на ранней стадии явных изменений, 
спустя 7-10 дней начинают прогрессировать клиниче-
ские проявления с выраженным системным повыше-
нием цитокинов и снижением количества лимфоци-
тов. Считается, что эти клетки, экспрессируя на своей 
поверхности АПФII, подвергаются прямому инфи-
цированию SARS-CoV-2, что приводит к их апопто-
зу, кроме этого лимфопению поддерживает процесс 
атрофии лимфоидной ткани возросшим уровнем ци-
токинов [8–11]. 

В точке 3 мес после выписки отмечено значимое по-
нижение показателей WBС, NEU, отношения NLR и по-
вышение EOS, LYM/СРБ в обеих группах и LYM во 2-й 
группе пациентов. Однако параметры WBС, LYM, NEU, 
оставаясь значимо выше, чем в группе без ССЗ, косвен-
но подтверждают наличие у пациентов с ССЗ сохраняю-
щейся, более выраженной пролонгированной системной 
воспалительной реакции на фоне перенесенной корона-
вирусной инфекции.

Динамика параметров тромбоцитарного звена пред-
ставлены в табл. 3.

Исходно значимой разницы в основных тромбо-
цитарных показателях между группами пациентов вы-
явлено не было, кроме увеличения показателя PDW во 
2-й группе. Обращает на себя внимание динамика через 
3 мес – значимое повышение PLT и снижение PLR (от-
ношения тромбоцитов/к лимфоцитам) во 2-й группе па-
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Т а б л и ц а  1
Сравнительная характеристика эритроцитарных параметров у пациентов с отсутствием и наличием сердечно-сосудистых  

заболеваний, перенесших COVID-19 пневмонию, исходно и через 3 мес после выписки из стационара
Показатели Период обследования Пациенты без ССЗ (n=49) Пациенты с ССЗ (n=67) p

RBC, 1012/л Исходно 4,75±0,51 4,72±0,46 0,786
Через 3 мес 4,71±0,44 4,75±0,45 0,676

р 0,440 0,587
HGB, г/л Исходно 134,85±13,77 136,69±13,40 0,486

Через 3 мес 134,71±11,67 138,70±12,88 0,089
р 0,642 0,160

HCT, % Исходно 39,83±3,95 40,35±3,89 0,510
Через 3 мес 42,62±3,69 43,75±3,97 0,120

р <0,001 <0,001
MCV, фл Исходно 84,30 [79,25; 87,25] 83,85 [81,90; 87,90] 0,389

Через 3 мес 92,00 [88,00; 94,00] 92,00 [90,00; 95,00] 0,032
р <0,001 <0,001

СОЭ, мм/ч Исходно 14,00 [8,00;20,00] 25,00 [15,00;39,00] 0,008
Через 3 мес 10,00 [5,00;15,00] 10,00 [6,00;17,00] 0,551

р 0,501 0,128
MCH, пг Исходно 28,02±2,36 28,83±1,81 0,075

Через 3 мес 28,76±2,19 29,34±2,09 0,146
р 0,016 0,021

MCHC, г/дл Исходно 33,40 [32,90; 34,00] 33,80 [33,30; 34,30] 0,019
Через 3 мес 32,00 [31,00; 32,00] 32,00 [31,00; 32,00] 0,836

р <0,001 <0,001
RDW-SD, фл Исходно 39,57±3,27 40,85±3,64 0,106

Через 3 мес 45,92±3,11 48,45±4,27 0,001
р <0,001 <0,001

RDW-CV, % Исходно 13,10 [12,75;13,55] 13,30 [12,80;13,80] 0,579
Через 3 мес 12,30 [11,90;12,60] 12,60 [12,10;13,30] 0,025

р <0,001 <0,001
П р и м е ч а н и е .  RBC – число эритроцитов; HGB – концентрация гемоглобина; HCT – гематокрит; MCV – средний объем эритроцита; 
СОЭ – скорость оседания эритроцитов; MCH – среднее содержание гемоглобина в эритроците; MCHC – средняя концентрация гемоглобина 
в эритроците; RDW-SD – стандартное отклонение ширины распределения эритроцитов; RDW-CV – коэффициент вариации ширины распре-
деления эритроцитов; р – значимость различий параметров по горизонтали между группами 1 и 2, по вертикали – внутри группы в динамике 
исходно и через 3 мес после выписки из стационара. Здесь и табл. 2- 4: жирным шрифтом выделена значимость.

Т а б л и ц а  2
Сравнительная характеристика и динамика лейкоцитарных параметров у пациентов с отсутствием и наличием  

сердечно-сосудистых заболеваний, перенесших COVID-19 пневмонию, исходно и через 3 месяца после выписки из стационара

Показатели Период обследования Пациенты без ССЗ (n=49) Пациенты с ССЗ (n=67) p
WBС,
109/л

Исходно 5,32 [3,88;6,71] 6,21 [4,61;7,88] 0,037
Через 3 мес 4,37 [3,89;5,40] 5,38 [4,36;6,26] 0,004

р 0,028 0,004
LYM,
109/л

Исходно 1,69±0,92 1,50±0,60 0,261
Через 3 мес 1,60±0,43 1,84±0,57 0,014

р 0,929 <0,001
NEU,
109/л

Исходно 3,59±2,63 4,29±2,08 0,180
Через 3 мес 2,61±0,89 3,05±1,14 0,027

р 0,041 <0,001
EOS,
109/л

Исходно 0,03 [0,02;0,12] 0,02 [0,01;0,10] 0,089
Через 3 мес 0,10 [0,06;0,16] 0,12  [0,07; 0,19] 0,054

р 0,047 <0,001
NLR Исходно 1,91 [1,24;2,73] 2,73 [1,72;3,97] 0,030

Через 3 мес 1,58 [1,27;1,87] 1,64 [1,22;2,13] 0,673
р 0,036 <0,001

LYM/СРБ Исходно 0,20 [0,10;0,64] 0,03 [0,01;0,06] <0,001
Через 3 мес 1,88[0,92;4,00] 0,66 [0,44;1,34] <0,001

р <0,001 <0,001
П р и м е ч а н и е . WBS – число лейкоцитов; LYM – число лимфоцитов; NEU – число нейтрофилов; EOS – число эозинофилов; NLR-отношение 
нейтрофилов к лимфоцитам; LYM/СРБ-отношение лимфоцитов к С-реактивному белку. р – значимость различий параметров по горизонтали 
между группами 1 и 2, по вертикали – внутри группы в динамике исходно и через 3 месяца после выписки из стационара
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циентов и однонаправленное значимое снижение PCT, 
PDW, MPV и P-LCC в обеих группах пациентов.  

По данным научных публикаций количество тром-
боцитов может напрямую различать пациентов с 
COVID-19 по тяжести заболевания. Тромбоцитопения 
связана с трехкратным повышением риска тяжелой 
формы COVID-19, что может предполагать развитие 
внутрисосудистой коагулопатии, часто переходящей 
в диссеминированное внутрисосудистое свертывание 
(ДВС).   Взаимодействия между эндотелиальными клет-
ками, тромбоцитами и лейкоцитами играют решающую 
роль в прокоагулянтном эффекте вирусных инфекций.  
Интерес к отношению PLR состоит в том, что он, от-
ражая как агрегацию, так и воспалительные механизмы 
в период инфекционного процесса, может быть ценным 
параметром прогнозирования осложнений заболевания. 
Значение PLR на пике тромбоцитов во время лечения – 
это независимый фактор отражения динамики тяжести 
процесса. По данным Rong Qy и соавт. [12 – 14], PLR 
пациентов отражает степень выраженности цитокино-
вого шторма, что может являться новым показателем в 
мониторинге пациентов с COVID-19. 

На следующем этапе в нашей работе проведен анализ 
параметров гемостаза у пациентов с COVID-19 (табл. 4).  

 Из представленных в табл. 4 данных видно, что 
во 2-й группе пациентов с ССЗ на исходной точке за-
регистрировано значимое превышение референсных 
значений уровня фибриногена (p<0,001), повышенный 
разброс значений АЧТВ, Д-димера, по сравнению с 1-й 
группой. Через 3 мес после выписки из стационара за-
регистрировано значимое снижение перечисленных 
параметров (p<0,001, соответственно группам) и тен-
денция к снижению Д-димера в обеих группах пациен-
тов.  Полученные нами данные отражают умеренно вы-
раженные признаки коагулопатии, характеризующиеся 
повышенным содержанием фибриногена, легкой тром-

боцитопенией, удлинением активированного частично-
го тромбопластинового времени (АЧТВ) и повышением 
уровня Д-димера.

Сравнительная характеристика биохимических па-
раметров у пациентов в обеих группах показала незна-
чительное превышение референсных значений аспара-
таминотрансферазы (АСТ) (32,5[23,00; 41,30] ед/л), ала-
нинаминотрасферазы (АЛТ) (33,15, [24,90;45,90] ед/л), 
общего холестерина (ОХЛ) (4,33±1,27 ммоль/л) во 2-й 
группе пациентов, без значимой разницы между груп-
пами. Исходное превышение глюкозы натощак в обе-
их группах (6,70 [5,89;7,20] и 7,05 [6,40;8,10] ммоль/л, 
соответственно) со значимым снижением параметров 
через 3 мес (p<0,001, соответственно группам). Зна-
чимое повышение уровня ОХЛ через 3 мес в обеих 
группах (5,11±1,125 и 5,60±1,23 ммоль/л, p<0,001). И 
значимое превышение исходных значений max СРБ 
(29,8[3,80;24,60] и 77,42[21,30;110,30 мг/л]) и ЛДГ 
(322,14±135,98; 401,56±212,85 ед/л) в обеих группах со 
снижением параметров через 3 мес, но сохраняющимся 
превышением значений во 2-й группе по сравнению с 
1-й (p<0,001, соответственно). 

Кроме этого, необходимо отметить, что к контрольной 
точке 3 мес у пациентов с ССЗ были выявлены, превыша-
ющие как референсные значения, так и показатели в 1-й 
группе, уровни высокочувствительного-СБР (вч-СРБ), 
гомоцистеина и интерлейкина – 6 (2,13±2,26, 4,13±3,92 
мг/л), (14,36±6,08, 14,67±6,69 ммоль/л), (1,75[1,30;2,45], 
2,26 [1,60;3.90] пг/мл), которые отражают сохраняющий-
ся у пациентов в постковидном периоде повышенный со-
судистый воспалительный потенциал для возможных не-
желательных событий, несмотря на проведение плановой 
комплексной медикаментозной терапии.  

На исходной и контрольной точке для изучения ха-
рактера ассоциации, представленных в работе параме-
тров, был проведен корреляционный анализ. Выявлены 

Т а б л и ц а  3
Сравнительная характеристика и динамика тромбоцитарных параметров у пациентов с отсутствием и наличием сердечно-сосуди-

стых заболеваний, перенесших COVID-19 пневмонию, исходно и через 3 мес после выписки из стационара

Показатели Период обследования Пациенты без ССЗ (n=49) Пациенты с ССЗ (n=67) p
PLT,
109/л

Исходно 198,36±77,15 206,74±71,15 0,564
Через 3 мес 206,88±45,13 222,64±52,17 0,092

р 0,409 0,023
PCT,
%

Исходно 0,21±0,07 0,22±0,06 0,522
Через 3 мес 0,18±0,03 0,18±0,04 0,386

р 0,017 0,001
PDW,
%

Исходно 13,70  [13,10; 15,20] 13,35 [12,05; 14,30] 0,039
Через 3 мес 15,80 [15,60;16,00] 15,70 [15,60;15,90] 0,197

р 0,002 <0,001
MPV,
фл

Исходно 11,40±0,97 11,10±0,94 0,160
Через 3 мес 8,58±0,95 8,23±0,88 0,046

р <0,001 <0,001
P-LCC,
109/л

Исходно 36,74±7,57 34,93±7,14 0,292
Через 3 мес 26,37±8,24 23,61±7,35 0,061

р <0,001 <0,001
PLR Исходно 134,70±51,88 162,73±107,73 0,161

Через 3 мес 136,01±42,66 131,47±51,02 0,614
р 0,988 0,017

П р и м е ч а н и е . PLT – тромбоциты; PCT – тромбокрит; MPV – средний объем тромбоцита; PDW – относительная ширина распределения 
тромбоцитов; PLR – отношение тромбоцитов к лимфоцитам; P-LCC – число крупных тромбоцитов. р – значимость различий параметров по 
горизонтали между группами 1 и 2, по вертикали – внутри группы в динамике исходно и через 3 мес после выписки из стационара.
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многочисленные разнонаправленные взаимосвязи меж-
ду гематологическими, коагулопатическими и биохими-
ческими параметрами. Так, например, ассоциация NLR 
с maxСРБ (r= 0,681 p= 0,000), фибриногеном (r= 0,433 
p= 0,003), ЛДГ(r= 0,433 p= 0,003), АЧТВ (r= 0,504 p= 
0,000); PLR c maxСРБ (r= 0,540 p= 0,000), фибриноге-
ном (r= 0,369 p= 0,012), ЛДГ (r= 0,341 p= 0,049), АЧТВ 
(r= 0,383 p= 0,007), LYM/СРБ (r= -0,650 p= 0,000); EOS с 
ЛДГ (r= -0,406 p= 0,017 ), КФК (r= -0,394 p= 0,034), PLT 
(r= 0,454 p= 0,001); Д-димера с LYM и EOS (r= -0,376 
p= 0,028, r= -0,426 p= 0,017 соответственно); maxСРБ с 
NEU (r= 0,650 p= 0,000 ), EOS (r= -0,498 p= 0,000), фи-
бриногеном (r= 0,544 p= 0,000), КФК (r= 0,478 p= 0,010), 
ЛДГ (r= 0,558 p= 0,001), АЧТВ (r= 0,672 p= 0,000) и др. 

Результаты статистической обработки данных отраз-
или глубокую взаимосвязь всех лабораторных параме-
тров, что свидетельствует о едином патогенетическом 
механизме вовлечения различных биологических про-
цессов в развитие и течение пролонгированного во вре-
мени патологического процесса, способного сохранять 
потенциальные возможности к развитию отсроченных 
новых эпизодов ССЗ и сосудистых катастроф. На кон-
трольной точке 3 месяца после выписки из стационара в 
группе пациентов без ССЗ на основании данных инстру-
ментального обследования (суточное мониторирование 
артериального давления и нагрузочные пробы ЭКГ) бы-
ло зарегистрировано выявление новых случаев сердеч-
но-сосудистых заболеваний, в частности, АГ и ИБС у 
6,1 % наблюдаемых пациентов.

С целью выявления взаимосвязи исследуемых био-
маркеров с объемом поражения легких на исходном 
этапе исследования нами использован анализ унивари-
антной логистической регрессии. Из всех проанализи-
рованных параметров крови с исходным объемом по-
ражения лёгких более 50 % ассоциировались уровни 
лимфоцитов, нейтрофилов, АЧТВ и ЛДГ. Данные логи-
стической регрессии показали, что при снижении лим-
фоцитов на 1 ус. ед. шанс увеличения объема поражения 

легких повышается на 6,48% (ОШ 0,935 (95% ДИ 0,883-
0,990; р=0,022), при увеличении на 1 ус. ед. уровня ней-
трофилов (ОШ 1,064 (95% ДИ 1,014-1,117; р=0,012), 
АЧТВ (ОШ 1,113 (95% ДИ 1,001-1,238; р=0,048) и ЛДГ 
(ОШ 1,006 (95% ДИ 1,001-1,011; р=0,022) шанс повы-
шения объема поражения легких возрастает на 6,4%, 
11% и 0,6%, соответственно. 

Обсуждение. Несмотря на то, что COVID-19 счита-
ется, прежде всего, инфекцией дыхательных путей, име-
ющиеся научные данные свидетельствуют о том, что 
его следует рассматривать как системное заболевание, 
затрагивающее еще и сердечно-сосудистую, желудочно-
кишечную, неврологическую, кроветворную и иммун-
ную системы [1, 15]. 

На сегодняшний день полученные научные результа-
ты однозначно констатируют, что при COVID-19 с само-
го начала заболевания имеет место активация гемостаза, 
внутрисосудистого свертывания и тромбообразования 
как в крупных, так и в сосудах мелкого калибра жиз-
ненно важных органов, что определяет исход заболева-
ния. Причем процесс внутрисосудистого свертывания 
в капиллярах легкого (легочная интраваскулярная ко-
агуляция) играет важную роль в развитии острого ре-
спираторного дистресс-синдрома и объема поражения 
легочной ткани. Новая коронавирусная инфекция вы-
зывает развитие общебиологической реакции активации 
системного воспалительного ответа, проявляющегося 
цитокиновым и тромботическим штормом, определяю-
щим степень тяжести состояния пациентов [16,17].  

Проводимое исследование показало, что полученные 
нами результаты согласуются с рядом опубликованных 
данных в области изучения лабораторных гематологиче-
ских параметров у пациентов с COVID-19. Так, известно, 
что эритроциты при COVID-19 определяют тяжесть гипок-
семии и анемии у пациентов с пневмонией, при этом могут 
изменяться параметры количества эритроцитов, уровня 
гемоглобина, объема и формы эритроцитов, с формиро-
ванием эритроцитарных монетных столбиков (сладжей), 

Т а б л и ц а  4
Сравнительная характеристика и динамика параметров гемостаза у пациентов с отсутствием и наличием сердечно-сосудистых  

заболеваний, перенесших COVID-19 пневмонию, исходно и через 3 мес после выписки из стационара

Показатели Период обследования Пациенты без ССЗ (n=49) Пациенты с ССЗ (n=67) p
Фибриноген, г/л Исходно 4,17±1,19 5,34±1,31 <0,001

Через 3 мес 2,39±0,50 2,81±0,62 <0,001
p <0,001 <0,001

ПТИ, % Исходно 100,00 [90,00;100,00] 100,00 [94,00;100,00 0,580

Через 3 мес 100,00 [94,60;105,00] 104,00 [97,20;111,00] 0,391
р 0,004 <0,001

МНО, ед Исходно 1,00 [1,00;1,05] 1,00 [1,00;1,04] 0,477
Через 3 мес 1,02 [0,96;1,09] 0,97 [0,90;1,06] 0,046

р 0,220 0,009
АЧТВ, сек Исходно 33,40 [31,00;36,30] 34,00 [30,90;38,70] 0,355

Через 3 мес 27,70 [26,40;29,20] 26,80 [25,10;28,40] 0,036
p <0,001 <0,001

Д – димер, мкг/
мл

Исходно 0,27 [0,12;0,62] 0,34 [0,23;0,65] 0,899
Через 3 мес 0,16 [0,12;0,31] 0,22 [0,09;0,40] 0,564

p 0,416 0,080
П р и м е ч а н и е . ПТИ – протромбиновый индекс; МНО – международное нормализованное отношение; АЧТВ – активированное частичное 
тромбопластиновое время. p – значимость различий параметров по горизонтали между группами 1 и 2, по вертикали – внутри группы в ди-
намике исходно и через 3 мес после выписки из стационара.



КЛИНИЧЕСКАЯ  ЛАБОРАТОРНАЯ  ДИАГНОСТИКА. 2022; 67(3)
https://dx.doi.org/10.51620/0869-2084-2022-67-3-133-139

БИОХИМИЯ

139

способных обтурировать микрососудистое русло, нару-
шая снабжение тканей кислородом [3,5,6]. Лимфопения 
и эозинопения являются одними из самых показательных 
проявлений новой инфекции и обладают прогностическим 
потенциалом [8,9]. В ряде исследований отмечено, что 
отношение нейтрофилов к лимфоцитам и тромбоцитов к 
лимфоцитам имеют прогностическую значимость при вы-
явлении тяжелого течения заболевания [9,10]. Уже показа-
но, что отслеживание динамики количества лимфоцитов, 
RDW-CV, тромбоцитов и маркеров воспаления как ЛДГ, 
СРБ и ИЛ-6 может предсказать критическое состояние и 
способствовать своевременному оказанию интенсивной 
терапии [18, 19]. В нашей работе подтверждены многие 
из представленных результатов и получены свои данные, 
в частности, о наличии ассоциации объема поражения ле-
гочной ткани с параметрами лимфоцитов, нейтрофилов, 
АЧТВ и ЛДГ на исходном этапе заболевания. 

Помимо этого, проспективное наблюдение пациен-
тов после COVID-19 позволило нам на промежуточной 
точке – 3 месяца после выписки из стационара показать, 
что в группе пациентов с ССЗ сохраняется ряд выявлен-
ных исходно гематологических, биохимических и имму-
нологических изменений, взаимосвязь между параме-
трами которых может свидетельствовать о сохранении 
пролонгированной реакции системного и локального 
сосудистого воспалительного процесса, демонстрируя 
наличие прогностического потенциала для развития от-
сроченных кардиоваскулярных событий у пациентов в 
постковидном периоде.  

Заключение. Таким образом, динамический кон-
троль лабораторных параметров имеет прогностиче-
скую ценность в оценке характера течения COVID-19- 
ассоциированной пневмонии у пациентов с ССЗ и раз-
работке алгоритма персонифицированного мониторинга 
за пациентами в постковидном периоде с целью своев-
ременной коррекции терапии для предупреждения от-
сроченных сердечно-сосудистых событий.

Л И Т Е Р А Т У Р А (пп . 1, 5-19 cм . R E F E R E N C E S )
2. Гриневич В.Б., Губонина И.В., Дощицин В.Л., Котовская Ю.В., 
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Новое опасное респираторное заболевание COVID-19 впервые зарегистрировано в Китае в декабре 2019 г., возбудите-
лем которого является SARS-Coronavirus 2 (SARS-CoV-2), принадлежащий к роду бета-коронавирусов. Помимо SARS-
CoV-2 род включает SARS-CoV-1 и MERS-CoV. Геном SARS-CoV-2 почти на 80% схож с SARS-CoV-1 и на 50% – с MERS-
CoV. Механизмы заражения SARS-CoV-1 и SARS-CoV-2 также схожи и происходят через связывание вируса с белком 
ангиотензинпревращающего фермента 2 типа (АСЕ2), широко представленным в организме человека с преобладающей 
экспрессией в эндокринных тканях. В связи с этим, SARS-CoV-1 и SARS-CoV-2 поражают органы эндокринной системы, 
вызывая их повреждение и гормональные изменения, влияющие на прогноз течения COVID-19. Данный обзор литературы 
посвящен анализу изменений в органах эндокринной системы при инфицировании SARS-CoV-1 и SARS-CoV-2, а также 
потенциальному влиянию гормонов на восприимчивость к SARS-CoV-2.
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A new dangerous respiratory disease COVID-19 was first reported in China in December 2019, the pathogen SARS-Coronavirus 
2 (SARS-CoV-2), belonging to the beta coronavirus genus, which, in addition to SARS-CoV-2, includes SARS-CoV-1 and MERS-
CoV. The genome of SARS-CoV-2 is almost 80% similar to SARS-CoV-1 and 50% to MERS-CoV. The mechanisms of infection of 
SARS-CoV-1 and SARS-CoV-2 are also similar and occur through the binding of the virus to the type 2 angiotensin-converting 
enzyme protein (ACE2), which is widely represented in the human body with predominant expression in endocrine tissues. In this 
connection, SARS-CoV-1 and SARS-CoV-2 affect the organs of the endocrine system, causing damage and hormonal changes that 
affect the prognosis of the course of COVID-19. This literature review is devoted to the analysis of changes in the organs of the 
endocrine system that occur during infection with SARS-CoV-1 and SARS-CoV-2, as well as the potential effect of hormones on 
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Введение. В декабре 2019 г. в городе Ухань, про-
винция Хубэй, Китай, впервые описано новое респи-
раторное заболевание, осложнениями которого могут 

быть атипичная пневмония и острый респираторный 
дистресс-синдром с относительно высоким риском 
смерти пациентов [1]. В марте 2020 г. из-за быстрого и 
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масштабного распространения инфекции по всем стра-
нам ВОЗ объявила пандемию новой болезни и назвала 
ее COVID-19. Возбудителем этого заболевания является 
новый коронавирус, называемый SARS-коронавирус 2 
(SARS-CoV-2) [1].

Вирус SARS-CoV-2 принадлежит к роду бета-коро-
навирусов, включающему SARS-CoV-1 и MERS-CoV, 
вызвавшие эпидемии в 2002 и 2013 годах соответствен-
но. SARS-CoV-2, согласно отчету ВОЗ, от 22 ноября 
2020 г., характеризуется большой способностью к рас-
пространению – R0 около 3,8 (1,4–6,49) и относительно 
небольшим уровнем смертности около 2,4% в отличие 
от MERS с R0 <1 и уровнем смертности 34,4% и SARS с 
R0 около 1,8 и уровнем смертности 10% [2]. Передача от 
человека к человеку происходит воздушно-капельным и 
контактным путями, хотя есть данные и о возможность 
передачи инфекции воздушным, фекальным или внутри-
утробным путями. Механизм заражения у SARS-CoV-1 
и SARS-CoV-2 аналогичен и происходит через связыва-
ние вируса с рецепторами ангиотензинпревращающего 
фермента 2 типа (ACE2) широко распространеными в 
организме человека, с высокой экспрессией в тканях 
органов эндокринной системы, включая гипофиз, щи-
товидную железу, надпочечники, яички и участием 
протеазы TMPRSS2 и, в меньшей степени, катепсинов 
B (CTSB) и L (CTSL) [3, 4]. С другой стороны, уже в 
начале эпидемий SARS, MERS и COVID-19 было оче-
видно, что гормональные и метаболические нарушения 
могут влиять на исход вирусного заболевания. Напри-
мер, сахарный диабет является важным фактором риска 
плохого прогноза и высокой смертности. Что касается 
инфекции COVID-19, имеются данные, что наиболее 
значимыми факторами риска смертности являются по-
жилой и старческий возраст, артериальная гипертензия, 
ожирение и сахарный диабет [3]. Кроме того, по мне-
нию ряда авторов, синдром Кушинга увеличивает риск 
смерти, а предшествующая инфекции недостаточность 
надпочечников снижает реабилитационный потенциал у 
больных COVID-19 [5]. Таким образом, существующая 
тесная взаимосвязь между COVID-19 и эндокринной си-
стемой, вызвала интерес у эндокринологов к изучению 
инфекционного процесса и разработке путей профилак-
тики и терапии для пациентов с высоким риском разви-
тия нарушений со стороны эндокринной системы [3, 5].

Сходства между SARS-CoV-2 и другими бета-ко-
ронавирусами. Анализ последовательности генома по-
казал, что SARS-CoV-2 принадлежит к роду бета-коро-
навирусов, включающему SARS-CoV-1 и MERS-CoV 
[1]. Эти коронавирусы представляют собой оболочеч-
ные вирусы с цепью РНК, с большим геномом, прибли-
жающимся к 30 kb, и включают четыре структурных 
белка, а именно, булавовидные отростки – шипы (S), 
белки нуклеокапсида (N), оболочки (E) и мембраны (M). 
Белок S отвечает за прикрепление вируса к рецептору 
и слияние с клеточной мембраной. Белок N взаимодей-
ствует с вирусной РНК с образованием рибонуклеопро-
теина. Белок E помогает сборке вирионов и включает 
действия ионных каналов; белок М участвует в сборке 
новых вирусных частиц. Геном SARS-CoV-2 почти на 
80% схож с SARS-CoV-1 и на 50% с MERS-CoV. Более 
того, белки SARS-CoV-2 имеют высокую степень гомо-
логии (примерно 95%) с белками SARS-CoV-1. Среди 
вирусных белков белок S является наиболее важным для 
инфицирования клеток мишеней, поскольку он облегча-
ет проникновение вируса. Проникновение вируса зави-

сит от связывания поверхностной единицы S1 белка S с 
клеточным рецептором, что облегчает прикрепление ви-
руса к поверхности клеток-мишеней [4, 6]. Эти данные 
предполагают, что SARS-CoV-2 имеет те же клетки-ми-
шени, что и SARS-CoV-1 [4]. С другой стороны, MERS-
CoV связывается с дипептидилпептидазой 4 (DPP4), 
проникая в клетки человека [1].

Влияние гормонов на восприимчивость человека к 
коронавирусной инфекции.

Глюкокортикоиды и витамин D. Остается откры-
тым вопрос о влиянии лечения больных COVID-19 гор-
мональными препаратами на экспрессию ACE2 в тканях 
и, как следствие, на распространение вируса. На насто-
ящий момент имеются данные, свидетельствующие о 
том, что и витамин D и глюкокортикоиды могут увели-
чивать системную экспрессию рецепторов ACE2 [1, 7].

Однако, согласно этим данным, такое увеличение 
потенциальных участков для проникновения вируса 
является только очевидным недостатком и, скорее, оно 
необходимо для сохранения целостности паренхимы 
различных тканей, включая эндокринные железы. Фак-
тически, связывание SARS-CoV-2 с человеческим ACE2 
вызывает обратную генерацию ангионтензина II (Ang II) 
через фермент ACE [7]. В свою очередь, гиперпродук-
ция Ang II может стимулировать рост клеток, фиброз, 
апоптоз эпителиальных клеток, генерацию активных 
форм кислорода и высвобождение провоспалительных 
цитокинов, тем самым усиливая воспалительную ре-
акцию. С другой стороны, ACE2 расщепляет Ang II до 
ангиотензина 1-7 Ang- (1-7), который обладает сосудо-
расширяющим эффектом, снижает кровяное давление за 
счет стимуляции синтеза оксида азота (NOS). Противо-
действуя Ang II, Ang- (1–7) снижает гликемию натощак 
и толерантность к глюкозе, стимулирует пролиферацию 
β-клеток, предотвращает их апоптоз и нормализует 
функцию почек [7]. Считается, что соотношение ACE 
/ ACE2 оказывает важное влияние на течение различ-
ных заболеваний, включая сахарный диабет, гипертен-
зию, нефропатию, а также на прогноз для пациентов с 
COVID-19 [7].

Половые гормоны. Хотя мужчины и женщины имеют 
одинаковую восприимчивость к SARS-CoV-2, мужчины, 
по-видимому, подвержены более тяжелому течению за-
болевания и риску смерти независимо от возраста. Дей-
ствительно, ряд данных указывает на то, что экспрессия 
TMPRSS2 в тканях человека регулируется активностью 
рецепторов андрогенов (РА). Разумно предположить, 
что более высокий уровень экспрессии TMPRSS2 у 
мужчин может способствовать более тяжелой инфекции 
COVID-19 по сравнению с женщинами и детьми препу-
бертатного возраста. В отношении этого R. Asselta и со-
авт. [8], проанализировав геномные базы данных, обна-
ружили более высокую экспрессию мРНК TMPRSS2 в 
образцах легких мужчин по сравнению с женщинами (p 
= 0,029), в то время как уровень экспрессии мРНК ACE2 
существенно не отличался [8]. Это наблюдение было 
подтверждено китайскими учеными [9], при этом им не 
удалось обнаружить никакой разницы в уровне экспрес-
сии ACE2 между мужчинами и женщинами молодого и 
пожилого возраста [9]. Однако необходимы дальнейшие 
исследования для подтверждения возможности влияния 
различной экспрессии TMPRSS2 у мужчин и женщин на 
патогенность вируса. Кроме того, рассматривалась ги-
потеза о том, что CAG-повторы гена рецептора андро-
генов (РА), регулирующего чувствительность к андроге-



RUSSIAN CLINICAL LABORATORY DIAGNOSTICS. 2022; 67(3)
https://dx.doi.org/10.51620/0869-2084-2022-67-3-140-146

BIOCHEMISTRY

142

нам, также может быть связан с тяжестью заболевания 
COVID-19. Согласно этой гипотезе, РА, связанный с 
андрогенной аллопецией, раком простаты, доброкаче-
ственной гиперплазией простаты и синдромом полики-
стозных яичников, может влиять на более высокую вос-
приимчивость к инфекции COVID-19. В соответствии с 
этими данными, ряд авторов сообщили о непропорци-
онально высокой смертности среди афроамериканских 
пациентов с COVID-19, для которых характерен более 
короткий вариант CAG-повтора в РА [10]. Отмечено, что 
у мужчин, госпитализированных по поводу тяжелого те-
чения COVID-19, была более высокая частота андроген-
ной аллопеции [11]. В подтверждение данной гипотезы 
командой итальянских ученых был описан защитный 
эффект антиандрогенной терапии рака простаты по от-
ношению к инфекции SARS-CoV-2 [12], в результате 
рядом исследователей было предложено применение 
антиандрогенной терапии для снижения тяжести за-
болевания [1]. Однако необходимы тщательные про-
спективные клинические исследования, для подтверж-
дения этой стратегии в качестве адъювантной терапии 
COVID-19.

Более того, исследования, проведенные как на живот-
ных, так и на людях, показали, что подавление андроге-
нов приводит к увеличению экспрессии ACE2. В связи 
с чем до настоящего времени не совсем ясно, приводит 
ли этот эффект к увеличению риска тяжелой инфек-
ции или к защитному действию сверхэкспрессии белка 
ACE2, что обсуждалось ранее. Более того, андрогены и 
эстрогены могут влиять на иммунный противовирусной 
ответ противоположным образом, и частота побочных 
реакций как на вакцины, так и на противовирусные пре-
параты выше у женщин, чем у мужчин, что необходимо 
учитывать при выборе тактики [13].

Влияние коронавирусов на эндокринную систему. 
Исследования распределения белка ACE2 в тканях ука-
зывают на максимальную экспрессию ACE2 в тканях 
легких, энтероцитах и более низкую – в яичках, щито-
видной железе, жировой ткани, яичниках и эндотелии. 
Кроме того, ACE2 был обнаружен в надпочечниках, 
простате, гипофизе и гипоталамусе [14]. Е. Lazartigues 
и соавт. [15] обнаружили экспрессию мРНК ACE2 и 
TMPRSS2 в эндокринной ткани как у мужчин, так и у 
женщин, подтверждая гипотезу о поражении эндокрин-
ной системы во время вирусной инфекции у обоих по-
лов. Наконец, поскольку TMPRSS2 был идентифициро-
ван во внеклеточных везикулах, разумно предположить, 
что эта протеаза может достигать и других тканей за 
пределами участков своей экспрессии, тем самым спо-
собствуя распространению инфекции SARS-CoV-2 [16].

Патологоанатомические исследования, проведенные 
на материале пациентов, инфицированных SARS-CoV-1 
или SARS-CoV-2, демонстрируют различную степень 
повреждения эндокринных тканей, включая прямое по-
вреждение клеток из-за проникновения вируса и его ре-
пликации, васкулита, артериального и венозного тром-
боза, гипоксического повреждения клеток, системного 
иммунного ответа и цитокинового шторма [1, 15, 17].

В частности, тромбоз мелких сосудов различных 
органов чаще встречался у больных COVID-19, чем у 
пациентов с SARS-CoV-1, что объясняет возможность 
SARS-CoV-2 поражать сильно васкуляризованные орга-
ны, такие как эндокринные железы, и, в частности, те, 
которые имеют очень плотную сосудистую сеть, вклю-
чая гипофиз [17].

SARS-CoV-1, SARS-CoV-2 и гипоталамус/гипофиз. 
У больных атипичной пневмонией вследствие SARS-
CoV-1 и наличием неврологических симптомов была об-
наружена экспрессия рецепторов ACE2 в системе гипо-
таламус/гипофиз, что привело к предположению о том, 
что бета-коронавирусная инфекция может влиять на 
центральную нервную систему (ЦНС) и, как следствие, 
гипоталамус и гипофиз [15]. Место входа в ЦНС для 
SARS-CoV-1 и SARS-CoV-2 все еще не определено и мо-
жет быть, как непрямым через кровоток, так и прямым 
через решетчатую пластину. Более того, ряд исследова-
телей предполагают, что бета-коронавирусная инфекция 
может вызывать общее угнетение оси гипоталамус/ги-
пофиз, связанное с системным действием инфекции и 
гипоксией инфицированных пациентов [1, 12].

При аутопсии у пациентов с SARS-CoV-1 гибриди-
зация in situ выявила экспрессию гена РНК-полимеразы 
SARS-CoV-1 в клетках гипофиза [1]. В 2005 г. J. Gu и 
соавт. [18] с помощью ПЦР в реальном времени обна-
ружили последовательности генома SARS в цитоплаз-
ме нейронов коры головного мозга и гипоталамуса у 8 
пациентов, погибших от SARS инфекции. Кроме того, 
исследование гипофиза на аутопсии у 5 пациентов с 
SARS в возрасте от 24 до 51 года показало снижение ко-
личества клеток, продуцирующих тиреотропный (ТТГ), 
адренокортикотропный (АКТГ), соматотропный (СТГ) 
гормоны и повреждение очаговых клеток. Однако, как 
предполагают L. Wei и соавт. [19], снижение АКТГ, ТТГ 
и СТГ-положительных клеток гипофиза могло быть свя-
зано с введением глюкокортикоидов. С другой стороны, 
количество и иммунореактивность клеток, продуциру-
ющих пролактин, лютеинизирующий и фолликулости-
мулирующий гормоны увеличивалось. Эти данные со-
гласуется с другими исследованиями, описывающими 
повышенный уровень данных гормонов и снижение 
уровня тестостерона у мужчин с SARS инфекцией [19, 
20]. Кроме того, M.K. Leow и соавт. [21] у 61 человека, 
переболевшего тяжелым острым респираторным син-
дромом, при изучении гормонального статуса в течение 
3 мес после выздоровления, обнаружили различную сте-
пень гипокортицизма у 24 пациенток (39,3%), причем у 
12 из них (83,3%) имел место центральный генез забо-
левания, о чем свидетельствует сопутствующий низкий 
уровень АКТГ. Примечательно, что пациенты с ранее 
существовавшими эндокринными нарушениями были 
исключены из исследования, а эндокринные изменения 
были обнаружены и компенсированы в течение одного 
года после выздоровления от SARS [21].

Впервые о присутствии SARS-CoV-2 в ЦНС сообщи-
ли L. Zhou и соавт. [22], обнаружившие вирус в спин-
номозговой жидкости пациентов с COVID-19. Следо-
вательно, разумно предположить, что во время острой 
фазы системного воспалительного ответа гематоэнце-
фалический барьер может стать более проницаемым, 
что позволит вирусу проникнуть в ЦНС, гипоталамус, 
гипофиз. Исследование, проведенное у 40 пациентов с 
COVID-19 средней степени тяжести по сравнению с 54 
здоровыми людьми контрольной группы, показало зна-
чительное снижение уровня СТГ и протеина, связыва-
ющего инсулиноподобный фактор роста 3 (ИФРСБ-3) 
[23]. Для лучшего понимания действия COVID-19 на 
наиболее васкуляризированные эндокринные железы, 
в том числе гипоталамус и гипофиз, следует учитывать 
часто встречающиеся внелегочные микротромбозы, 
характерные для COVID-19, в отличие от SARS-CoV-1 
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[17]. Однако необходимы дальнейшие исследования для 
подтверждения поражения гипоталамуса/гипофиза во 
время инфекции COVID-19.

SARS-CoV-1, SARS-CoV-2 и щитовидная желе-
за. Ряд данных свидетельствуют о том, что как SARS-
CoV-1, так и SARS-CoV-2 могут оказывать влияние на 
структуру и функцию щитовидной железы. В исследова-
нии, проведенном в 2006 г., оценивалась структура ткани 
щитовидной железы у 5 умерших от SARS-CoV. Вскры-
тие показало нарушение фолликулярной архитектуры 
с различной степенью повреждения фолликулярных 
клеток и усилением межфолликулярного фиброза [24]. 
Более того, у пациентов с SARS полностью отсутство-
вали кальцитонин-продуцирующие клетки, что имело 
достоверное отличие от результатов контрольной груп-
пы [24]. Тест Tunel показал высокий уровень апоптоза у 
всех пациентов с SARS как в фолликулярном эпителии, 
так и в межфолликулярной области [24]. Исследования 
функции щитовидной железы показали, что уровни ТТГ, 
свободного T3 и свободного T4 у пациентов с SARS бы-
ли значительно ниже, чем в контрольной группе. У этих 
пациентов уровень свободного T3 был обратно пропор-
ционален тяжести заболевания. В частности, у пациен-
тов с SARS уровни свободных T3 и T4 в сыворотке сни-
зились на 94% и 46% соответственно, в острой фазе и на 
90% и 38% во время фазы восстановления [25]. Большая 
степень морфологического повреждения и количество 
апоптотических фолликулярных клеток объясняют сни-
жение уровней Т3 и Т4 в сыворотке крови у пациентов 
с SARS [25]. Напротив, снижение уровня ТТГ у пациен-
тов с ТОРС нельзя объяснить разрушением фолликуляр-
ного эпителия, поскольку низкие уровни Т3 и Т4 могут 
привести к более высоким уровням ТТГ.

По данным M.K. Leow и соавт. [21], SARS может 
вызывать гипофизит и, как следствие, центральный 
гипотиреоз, центральный гипокортицизм. Кроме того, 
нельзя исключить токсическое действие SARS-CoV-1 
на клетки гипоталамуса, продуцирующие тиреотропин 
– рилизинг – гормон (ТРГ) [18]. Другой гипотезой, объ-
ясняющей такой гормональный фон, является синдром 
низкого уровня Т3, связанный как с тяжелой инфекцией 
легких с последующей гипоксемией, так и с сопутству-
ющим введением высоких доз глюкокортикоидов [26].

X.H. Yao и соавт. [17] при аутопсии щитовидной 
железы у 3 пациентов, умерших от SARS-CoV-2 не вы-
явили изменений фолликулярных клеток при наличии 
выраженной интерстициальной лимфоцитарной ин-
фильтрации. Иммуногистохимические исследования и 
ПЦР-анализ не смогли обнаружить SARS-CoV-2 в ткани 
щитовидной железы [17].

Анализу изменений функции щитовидной железы, 
связанной с SARS-CoV-2 посвящен ряд исследований. 
Так, M. Chen и соавт. [27], ретроспективно проанализи-
ровав группу из 50 пациентов с SARS-CoV-2, обнару-
жили, что степень снижения уровней ТТГ и общего Т3 
положительно связана с тяжестью инфекции COVID-19 
при отсутствии у них ранее известных заболеваний щи-
товидной железы и приема препаратов, влияющих на 
функцию щитовидной железы. После выздоровления 
статистически значимых различий в концентрации ТТГ 
с группой контроля обнаружено не было [27]. T. Chen 
и соавт. [28] при исследовании 274 пациентов с SARS-
CoV-2 обнаружили, что концентрации ТТГ и свобод-
ного T3 были значительно ниже у умерших пациентов 
(n=113), чем у выздоровевших (n=161), в то время как 

показатели свободного T4 статистически не различа-
лись. У всех пациентов риск смерти коррелировал с 
уровнями гормонов щитовидной железы [28]. Эти дан-
ные были подтверждены дальнейшими исследованиями 
[29, 30], в частности, W. Gao и соавт. [29] обнаружили, 
что уровни свободного T3 были значительно ниже у па-
циентов с тяжелым заболеванием COVID-19, а уровни 
свободного T3 ниже 3,10 пмоль/л предсказывали высо-
кий риск смерти независимо от всех других причин [29]. 
Кроме того, T. Li и соавт. [23] показали, что у пациентов 
с COVID-19 средней тяжести с 1 по 10 дни заболевания 
наблюдается падение уровней ТТГ и свободного T3 и по-
вышение концентрации паратиреодного гормона (ПТГ) 
с одновременным снижением содержания витамина D, 
кальция и альбумина. Снижение уровней ТТГ и свобод-
ного T3 у пациентов с COVID-19, подобно наблюдае-
мому у пациентов с SARS-CoV-1, может быть связано 
с синдромом эутиреоидной патологии [26], вызванным 
как гипоксемией, так и лечением глюкокортикоидами. 
B. Khoo и соавт. [30] у большой группы пациентов на-
блюдали умеренное снижение ТТГ и свободного T4 при 
поступлении в стационар и нормализацию показателей 
функции щитовидной железы после выписки. Тем не 
менее, M. Chen и соавт. [27] выдвинули гипотезу о воз-
можности селективного временного нарушения регуля-
ции гипофиза из-за либо прямого цитотоксического дей-
ствия вируса на уровне гипофиза, либо косвенного эф-
фекта через активацию провоспалительных цитокинов. 
Эта гипотеза подтверждалась наблюдением низких зна-
чений ТТГ во время инфекции COVID-19 у 34% (17/50) 
пациентов [27]. С другой стороны, это не согласуется с 
одновременно нормальными уровнями свободного T4.

Ряд исследователей описали прямое повреждение 
ткани щитовидной железы при COVID-19: пациентов 
беспокоила боль в области шеи, иррадиирующая в че-
люсть, общая слабость. При ультразвуковом исследо-
вании щитовидной железы выявлены множественные 
диффузные гипоэхогенные области со сниженной васку-
ляризацией. Лабораторные показатели выглядели следу-
ющим образом: высокие уровни как свободного T4, так 
и свободного T3, неопределяемо низкие значения ТТГ 
в сыворотке. Все эти данные указывают на типичный 
подострый тиреоидит [31]. Интересно, что симптомы 
тиреоидита появились у пациенток с легким течением 
COVID-19 без заболеваний щитовидной железы в анам-
незе после исчезновения респираторных симптомов на 
фоне отрицательного результата ПЦР на вирус, за ис-
ключением двух случаев развития подострого тиреои-
дита одновременно с положительным результатом ПЦР 
теста.

Кроме того, А. Lania и соавт. [32] при ретроспек-
тивном анализе уровней тиреоидных гормонов и сы-
вороточного интерлейкина-6 (ИЛ-6) у 287 пациентов 
с COVID-19, госпитализированных в отделения ин-
тенсивной терапии, обнаружили, что у 58 пациентов 
(20,2%) был тиреотоксикоз (явный в 31 наблюдении), у 
15 (5,2%) – гипотиреоз (явный в 2 наблюдениях), у 214 
(74,6%) – эутиреоз. Многофакторный логистический 
регрессионный анализ показал, что тиреотоксикоз был 
положительно связан с более высокими уровнями ИЛ-6 
(отношение шансов 3,25, 95% доверительный интервал 
1,97–5,36; p <0,001).

Эти наблюдения можно объяснить следующим об-
разом: (1) высокая экспрессия ACE2 и TMPRSS2 в щи-
товидной железе [12] способствует атаке COVID-19 



RUSSIAN CLINICAL LABORATORY DIAGNOSTICS. 2022; 67(3)
https://dx.doi.org/10.51620/0869-2084-2022-67-3-140-146

BIOCHEMISTRY

144

и цитолизу, тем самым запуская автономный воспали-
тельный процесс, который прогрессирует после разре-
шения COVID-19; (2) системный иммунный ответ на 
инфекцию SARS-CoV-2 может вызвать повреждение 
щитовидной железы с развитием в последующем тире-
отоксикоза.

SARS-CoV-1, SARS-CoV-2 и надпочечники. Ряд ис-
следователей предполагают возможную связь между 
инфекциями SARS-CoV-1, SARS-CoV-2 и первичной, и 
вторичным надпочечниковой недостаточностью вслед-
ствие прямого вирусного повреждения, действия си-
стемного воспалительного ответа, общей гипоксии и 
терапии глюкокортикоидами [1, 14, 15].

При аутопсии у пациентов с SARS-CoV-1 обнаруже-
ны экспрессия рецептора ACE2 и присутствие РНК ви-
руса в надпочечниках, выявлена дегенерация и некроз 
кортикальных клеток из-за прямого действия патогена 
или васкулита/тромбоза сосудов надпочечников [5, 15, 
18]. Однако в настоящее время нет клинических иссле-
дований, демонстрирующих первичную надпочечнико-
вую недостаточность, связанную с SARS-CoV-1.

V. A. Zinserling и соавт. [33] при аутопсии 10 паци-
ентов, умерших от COVID-19, описали два типа по-
ражений надпочечников. Первый – инфильтрация им-
мунными клетками (CD3+ и CD8+) различных слоев 
коры и окружающей ткани. Второй характеризовался 
наличием небольших групп пролиферирующих клеток 
с увеличенными светлыми ядрами. Такие изменения 
были аналогичны изменениям, наблюдаемым в легких, 
и считались прямым действием SARS-CoV-2. Следова-
тельно, для больных COVID-19 может быть характерна 
первичная надпочечниковая недостаточность как из-за 
прямого вирусного повреждения клеток надпочечни-
ков, так и воспалительных/аутоиммунных процессов в 
этих органах. M. Freire Santana и соавт. [34] при аутоп-
сии у 12 из 28 пациентов (46%) с COVID обнаружили 
микроскопические поражения надпочечников: ишеми-
ческий некроз, кортикальные липидные дегенерации, 
кровотечения, неспецифический очаговый адреналит, 
тромбоз сосудов, очаги воспаления. Однако потребу-
ются дальнейшие исследования, чтобы доказать при-
сутствие SARS-CoV-2 в ткани надпочечников и окон-
чательно определить механизмы дегенерации и степень 
потери функции. A.C. Iuga и соавт. [35] у 5 пациентов, 
умерших от COVID-19, обнаружили преимущественное 
повреждение сосудов надпочечников, а не других орга-
нов. Микроскопическое исследование показало острый 
фибриноидный некроз артериол коркового и мозгового 
вещества надпочечников с субэндотелиальной вакуо-
лизацией, без какого-либо значительного воспаления, 
инфарктов паренхимы или тромбоза. Неясно, вызвана 
ли васкулопатия надпочечников гипоксией, системным 
иммунным ответом, прямым эффектом вируса или ком-
бинацией этих событий [35].

Также в литературе описаны 2 случая двусторонне-
го острого кровоизлияния в надпочечники у больных 
COVID-19. В обоих наблюдениях наличие основного 
аутоиммунного заболевания на фоне COVID-19 может 
предрасполагать к развитию нарушений гемостаза, 
диссеминированного внутрисосудистого свертывания 
(ДВС), тромбоза с последующим кровотечением в наи-
более васкуляризованных органах, таких, как эндокрин-
ные железы [36].

SARS-CoV-1, SARS-CoV-2 и яичники. Имеется ряд 
доказательств восприимчивости яичников к воздей-

ствию SARS-CoV-1 и SARS-CoV-2 в связи с экспресси-
ей рецептора ACE2 в этих органах [1, 15].

Доказательств поражения яичников SARS-CoV-1 
немного. Иммуногистохимические исследования и ис-
следования гибридизации in situ не смогли обнаружить 
РНК-полимеразу SARS-CoV-1 в яичниках 4 женщин, 
умерших от SARS [18].

Доказательства поражения яичников SARS-CoV-2 
отсутствуют. Следовательно, необходимы дальнейшие 
исследования для выявления влияния COVID-19 на яич-
ники и женскую фертильность [1].

SARS-CoV-1, SARS-CoV-2 и яички. Экспрессия ре-
цептора ACE2 в клетках яичек очень высока, в связи с 
чем разумно предположить, что эти органы могут быть 
инфицированы как SARS-CoV-1, так и SARS-CoV-2 [15]. 
Серия аутопсий показала, что орхит является осложне-
нием SARS-CoV-1 [18]. Однако существуют противо-
речивые данные о присутствии РНК вируса в клетках 
семенников [1, 18].

M.Yang и соавт. [37] у 11 больных с COVID-19 в воз-
расте от 42 до 87 лет, средний возраст 65 лет, со сред-
ней продолжительностью заболевания 42 дня (от на-
чала до смерти) с помощью микроскопии обнаружили 
разную степень вакуолизации и разрежения цитоплазмы 
клеток Сертоли, снижение количества клеток Лейдига 
в семенниках, в интерстиции присутствовали инфиль-
траты Т-лимфоцитов и гистиоцитов. Вирусные частицы 
SARS-CoV-2 в яичках обнаружены только у одного па-
циента. J.K. Achua и соавт. [38] при аутопсии подтверди-
ли лимфоцитарную и макрофагальную инфильтрацию 
наряду с нормальным сперматогенезом в 50% случаев. 
Более того, китайские ученые при исследовании яичек 
и придатков яичка обнаружили интерстициальный от-
ек, застой, экссудацию эритроцитов в яичках/придатках 
яичка и истончение семенных канальцев с повышенной 
концентрацией CD3+ и CD68+ в интерстиции [39]. Вы-
сокое количество апоптотических клеток в семенных 
канальцах и присутствие IgG предполагают нарушение 
сперматогенеза у пациентов с COVID-19. Оценка спер-
мы 23 пациентов с COVID-19 показала, что у 39,1% 
(n =9) была олигозооспермия, у 60,9% (n=14) – высокое 
количество лейкоцитов. Также в сперме обнаружен по-
вышенный уровень ИЛ-6, TNF-a и MCP-1 по сравнению 
с контролем. Все образцы спермы были отрицательны-
ми на РНК SARS-CoV-2, и у пациентов в анамнезе не 
отмечено бесплодия или лечения стероидами [39]. Эти 
результаты сопоставимы с результатами, полученны-
ми у больных SARS-CoV-1. Интересно, что исследо-
вание, проведенное с участием 81 мужчины, больных 
COVID-19, и 100 здоровых людей соответствующего 
пола и возраста контрольной группы, продемонстриро-
вало значительное увеличение сывороточного ЛГ, в то 
время как соотношение тестостерона к лютеинезирую-
щему гормону, фолликулостимулирующего гормона к 
лютеинезирующему гормону резко снизилось. Причем 
уровни тестостерона существенно не отличались между 
группами. Повышенный уровень лютенинезирующего 
гормона в сыворотке и пониженное соотношение те-
стостерона к нему являются клиническим признаком 
первичного гипогонадизма, предполагая повреждение 
яичек с вовлечением клеток Лейдига [40]. Однако до сих 
пор не известно о долгосрочном влиянии COVID-19 на 
яички. Предполагается возможность рецидива вируса, 
передача инфекционного агента с семенной жидкостью, 
влияние на фертильность и криоконсервацию. F. Pan и 
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соавт. [41] не обнаружили SARS-CoV-2 в семенной жид-
кости, собранной у 34 пациентов с COVID-19 легкой 
или средней тяжестью в период от 8 до 75 дня (в сред-
нем 31 день) после диагностики COVID-19, несмотря на 
то, что 19% из них предъявляли жалобы на дискомфорт 
в мошонке на момент постановки диагноза COVID-19. 
В соответствии с этими данными С. Song и соавт. [42] не 
обнаружили РНК SARS-CoV-2 в сперме 12 пациентов с 
бессимптомной/легкой формой COVID-19 в период с 14 
по 42 день после постановки диагноза COVID-19. Более 
того, авторам не удалось обнаружить РНК COVID-19 в 
тканях яичек умерших [42].

В настоящее время только одно исследование D. 
Li и соавт. [43] смогло определить вирус в 6 из 38 об-
разцов спермы, собранных как у пациентов с острым 
COVID-19, так и у выздоравливающих. Это открытие 
контрастирует с предыдущими исследованиями, его сле-
дует интерпретировать с осторожностью. Во-первых, 
это исследование было проведено в специализирован-
ном госпитале COVID-19, куда поступали самые тяже-
лые случаи. Следовательно, более тяжелое течение забо-
левания сопровождается более высоким титром вируса 
в крови и более высокой вероятностью распространения 
на другие органы и ткани, включая сперму. В частности, 
барьер кровь – яички проницаем для вирусов, особенно 
в случае системного воспаления и виремии [44]. Более 
того, в специализированном госпитале COVID-19 суще-
ствует высокая вероятность распространения вируса в 
окружающей среде, могут быть получены ложнополо-
жительные результаты из-за попадания респираторных 
капель. Таким образом, ввиду актуальности вопроса, 
имеющиеся противоречивые данные указывают на не-
обходимость дальнейших исследований на более круп-
ных когортах инфицированных.

Заключение. SARS-CoV-1 и SARS-CoV-2 относят-
ся к роду бета-коронавирусов, имеют общий механизм 
проникновения в организм человека через белок ACE2, 
который широко экспрессируется в органах эндокрин-
ной системы. Ряд исследований указывает на то, что 
оба вируса влияют на структуру и функцию эндо-
кринных желез, поэтому разумно предположить, что 
в связи с пандемией COVID-19 можно будет ожидать 
рост эндокринных заболеваний. В связи с чем у боль-
ных COVID-19 необходимо оценивать клиническую 
картину, гормональные изменения как в острой фазе 
инфекции, так и в период реконвалесценции для сво-
евременного выявления эндокринной патологии, име-
ющей решающее значение для прогноза у пациента с 
COVID-19.

В настоящее время исследования эндокринной си-
стемы у больных COVID-19 малочисленны, в основном 
проводятся на небольших группах пациентов или об-
разцах аутопсии, неоднородны с точки зрения дизайна, 
участников и результатов, что затрудняет сравнение дан-
ных. В связи с чем необходимы дальнейшие проспектив-
ные исследования для полного понимания механизмов 
поражения эндокринной системы и выработки тактики 
ведения этих пациентов.
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Цель – определить наличие и количество специфических антител у лиц,  вакцинированных против COVID-19.  Проведе-
но исследование 37 сывороток крови взрослых здоровых лиц, привитых против COVID-19 вакциной «Гам-КОВИД-Вак» 
(или «Спутник V»), Национального исследовательского центра эпидемиологии и микробиологии имени Н.Ф. Гамалеи. 
Взятие крови проводили через 42 дня после введения первого компонента вакцины, и на 3, 4, 5, 6-й месяцы после оконча-
ния полного курса вакцинации. Наличие и количество суммарных антител IgM/IgG в сыворотке крови определяли мето-
дом иммунохемилюминесцентного анализа на автоматическом иммунохимическом анализаторе «Cobas е 411» («Roche 
Diagnostics», Германия). Результаты обработаны современными статистическими методами.
Через 42 дня после введения первого компонента вакцины «Гам-КОВИД-Вак» АТ были обнаружены у всех участников 
исследования, значения их количества были вариабельны и находились в диапазоне от 36,43 до 265,43 BAU/мл. Через 3, 4, 
5 и 6 месяцев после окончания полного курса вакцинации поствакцинальные АТ были обнаружены у всех участников ис-
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Research Center of Epidemiology and Microbiology named after N.F. Gamalei) was conducted. Blood sampling was carried out 42 
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Больше года мир живет в условиях новой коронави-
русной инфекции (coronavirus disease 2019, COVID-19), 
возбудителем которой является коронавирус Severe 
acute respiratory syndrome-related coronavirus 2 (SARS-
CoV-2) [10 – 12].

Заболевание характеризуется высокой контагиозно-
стью. Оно может протекать бессимптомно, в легкой и 
тяжелой форме [1-3]. Частота развития тяжелых форм 
заболевания составляет до 5% от общего количества за-
болеваемости, которые могут привести к летальному 
исходу [13-16]. На сегодняшний день COVID-19 пере-
болело более 224 млн человек в мире, погибло от его 
осложнений более 4,5 млн. человек [https://www.стопко-
ронавирус.рф]. Одним из способов защиты от инфекции 
является вакцинация, при которой происходит образова-
ние специфических антител. 

В настоящее время в Российской Федерации зареги-
стрировано 5 вакцин против COVID-19: «Гам-КОВИД-
Вак», «Гам-КОВИД-Вак-Лио», «ЭпиВакКорона», «Ко-
виВАК», «Спутник Лайт» [https://www.rosminzdrav.
ru. Временные методические рекомендации «Порядок 
проведения вакцинации взрослого населения против 
COVID-19»]. 

«Гам-КОВИД-Вак», «Гам-КОВИД-Вак-Лио» и 
«Спутник Лайт» – векторные вакцины, созданные со-
трудниками Национального исследовательского центра 
эпидемиологии и микробиологии имени Н.Ф. Гамалеи. 
В вакцине использован аденовирус со встроенным в не-
го фрагментом генетического материала SARS-CoV-2, 
кодирующий информацию S-белка вируса SARS-CoV-2 
[https://www.rosminzdrav.ru. Временные методические 
рекомендации «Порядок проведения вакцинации взрос-
лого населения против COVID-19»]. 

«ЭпиВакКорона» – пептидная вакцина, созданная 
сотрудниками Государственного научного центра виру-
сологии и биотехнологии «Вектор» Роспотребнадзора. 
Вакцина состоит из трех пептидов, которые копиру-
ют участки S-белка вируса SARS-CoV-2 [https://www.
rosminzdrav.ru. Временные методические рекомендации 
«Порядок проведения вакцинации взрослого населения 
против COVID-19»].

«КовиВАК» – инактивированная вакцина, созданная 
сотрудниками Федерального научного центра исследо-
ваний и разработки иммунобиологических препаратов 
им. М.П. Чумакова. В вакцине используется антиген 
инактивированного вируса SARS-CoV-2 [https://www.
rosminzdrav.ru. Временные методические рекомендации 
«Порядок проведения вакцинации взрослого населения 
против COVID-19»].

В литературе имеются единичные данные о на-
личие антител (АТ) после применения вакцин против 
COVID-19 [7,8,9]. Оценка иммунологической эффек-
тивности вакцинации осуществляется с помощью опре-
деления специфических антител (АТ) [3 – 6]. В связи с 
этим представило интерес определить наличие и коли-
чество специфических антител у лиц, вакцинированных 
против COVID-19.

Цель исследования – определить наличие и количе-
ство специфических антител у лиц, вакцинированных 
против COVID-19.

Материал и методы. Исследование носило ретро-
спективный анализ. В нем приняли участие 37 человек, 
из них 20 мужчин, 17 женщин, возраст участников в 
среднем составил – 45,43±2,12 лет. Участники исследо-
вания являлись сотрудниками лечебного учреждения, 

все дали письменное информирование добровольного 
участия в наблюдении. 

Перед вакцинацией участникам проводили взятие 
мазков из рото- и носоглотки для полимеразной цепной 
реакции (ПЦР) на SARS-CoV-2, а также определение 
наличия суммарных антител к SARS-CoV-2 в сыво-
ротке крови. При наличии отрицательных результа-
тов исследований проводилась иммунизация вакциной 
«Гам-КОВИД-Вак» (или «Спутник V») Национального 
исследовательского центра эпидемиологии и микробио-
логии имени Н.Ф. Гамалеи, которая содержала фрагмент 
генетического материала SARS-CoV-2, кодирующий ин-
формацию S-белка вируса SARS-CoV-2, и состояла из 
2-х компонентов. Вакцинация проводилась в два этапа 
с интервалом в 21 день, в начале вводили первый ком-
понент вакцины в дозе 0,5 мл внутримышечно, через 3 
нед – второй компонент в дозе 0,5 мл внутримышечно. 

Участники исследования вели дневники наблюде-
ния, в которых отмечали течение поствакцинального 
периода, побочные явления. В поствакцинальном пери-
оде отмечались следующие побочные явления: повыше-
ние температуры тела (7,5%), миалгия (7,5%), астения 
(7,5%), головная боль (12,5%), боль в месте инъекции 
(7,5%), диспепсические расстройства (5%). Длитель-
ность побочных проявлений составила 3-4 дня.

Взятие крови осуществляли через 42 дня после вве-
дения первого компонента вакцины и через 3, 4, 5, 6 ме-
сяцев после окончания полного курса вакцинации. Био-
логическим материалом для определения АТ являлась 
сыворотка крови, для получения которой проводили 
пробоподготовку: центрифугирование в течение 10 мин 
при 1500 об/мин.

Наличие и количество суммарных антител IgM/IgG 
в сыворотке крови у привитых определяли методом им-
мунохемилюминесцентного анализа на автоматическом 
иммунохимическом анализаторе «Cobas е411» (Roche 
Diagnostics, Германия). В тест-системе в качестве анти-
гена использован рекомбинантный белок, представ-
ляющий собой рецептор-связывающий домен (RBD) 
S-белка. Интерпретация результатов исследования про-
водилась согласно инструкции: результат считали поло-
жительным, если количество суммарных антител IgM/
IgG было равно и более 0,80 Е/мл. Результаты исследо-
вания АТ представлены в виде BAU/мл.

Статистическую обработку результатов проводили 
с помощью программы Exсel 2010. Результаты опреде-
ления антител представлены в виде – M (средние зна-
чение), m (ошибка средней), Me (медиана), SD (стан-
дартное отклонение), min (минимальное значение), max 
(максимальное значение), CV (коэффициент вариабель-
ности). Различия считали достоверными при p<0,05.

Результаты.  В период с декабря 2020 г. по февраль 
2021 г. 37 человек прошли полный курс иммунизации вак-
циной «Гам-КОВИД-Вак». Через 42 дня после введения 
первого компонента вакцины суммарные АТ были обнару-
жены у всех участников исследования в диапазоне от 36,43 
до 265,43 BAU/мл, и, в среднем, составили 178,93±9,94 
BAU/мл, CV при этом составил 45,13% (табл. 1).

Для определения влияния пола на гуморальный им-
мунитет (выработку АТ после введения вакцины «Гам-
КОВИД-Вак») вакцинированных разделили на 2-е груп-
пы: мужчины и женщины. У мужчин АТ находились 
в диапазоне от 45,04 до 265,43 BAU/мл и, в среднем, 
составили 170,39±22,72 BAU/мл; у женщин – от 36,43 
до 257,20 BAU/мл и в среднем составили 181,23±11,13 
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BAU/мл (см. табл. 1). Статистически значимых разли-
чий (p>0,05) между средними значениями АТ у мужчин 
и женщин не выявлено. 

Через 3, 4, 5 и 6 месяцев после окончания полного 
курса вакцинации АТ были обнаружены у всех иммуни-
зированных «Гам-КОВИД-Вак». Динамика изменения 
их количества представлена в табл. 2.

Из представленных в табл. 2 данных видно, что через 
3 мес после полного курса вакцинации количество АТ в 
среднем составило 167,57±8,97 BAU/мл; через 4 мес – 
156,05±16,63 BAU/мл; через 5 мес – 148,77±14,85 BAU/
мл; через 6 мес – 128,55±19,53 BAU/мл. 

В поствакцинальном периоде отмечалось снижение 
средних значений количества АТ (см. табл. 2): через 3 
мес после вакцинации средние значения АТ недостовер-
но снизились (p>0,05) на 6,34% по сравнению со значе-
ниями на 42-й день после введения первого компонента; 
через 4 мес – на 12,79% (p>0,05); через 5 мес – на 16,85% 
(p>0,05); через 6 мес – на 28,16% (p<0,05).

Обсуждение. Современная эпидемиологическая си-
туация (пандемия COVID-19) указывает на необходи-
мость формирования коллективного иммунитета с помо-
щью вакцинации от COVID-19. Малочисленные данные 
об эффективности и безопасности использования вакцин 
от данной инфекции являются сдерживающим фактором 
для формирования коллективного иммунитета. Это по-
служило поводом для проведения нами исследования: 
определение наличия и количества специфических анти-
тел у лиц, вакцинированных против COVID-19.

Полученные нами результаты показали, что через 
42 дня после введения первого компонента вакцины 
«Гам-КОВИД-Вак» суммарные АТ были обнаружены 
у всех участников исследования. Значения их количе-
ства были вариабельны, о чем свидетельствует коэф-
фициент вариации (на всех этапах исследования он 

был более 40,0%) и диапазон их количества (от 36,43 
до 265,43 BAU/мл). Это обусловлено индивидуальны-
ми особенностями участников исследования с разной 
иммунологической реактивностью. 

Кроме того, мы не обнаружили влияния пола на гу-
моральный иммунитет: на количество АТ после прове-
денной вакцинации. 

Изучение динамики изменения количества АТ в по-
ствакцинальном периоде показало наличие их у всех 
участников исследования через 3, 4, 5 и 6 месяцев по-
сле окончания полного курса вакцинации, значения их 
количества также были вариабельны. Кроме того, в по-
ствакцинальном периоде отмечалось снижение их коли-
чества. 

Выводы
На основании полученных результатов исследования 

можно сделать следующие выводы:
1. Через 42 дня после введения первого компонента 

вакцины «Гам-КОВИД-Вак» АТ выработались у всех 
участников исследования, значения их количества бы-
ли вариабельны и находились в диапазоне от 36,43 до 
265,43 BAU/мл;

2. Через 3, 4, 5 и 6 мес после окончания полного кур-
са вакцинации АТ были обнаружены у всех участников 
исследования;

3. Через 6 месяцев после окончания полного курса 
вакцинации количество АТ снизилось на 28,16%. 
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Т а б л и ц а  1
Значения суммарных антител (BAU/мл) в сыворотке крови вакцинированных

Показатель Все участники (n=37) Мужчины (n=20) Женщины (n=17)
Min 36,43 45,04 36,43
max 265,43 265,43 257,20
M 178,93 170,39 181,23
m 9,94 22,72 11,13
Me 196,45 162,60 201,80
SD 80,76 85,01 80,28
CV,% 45,13 49,89 44,30

П р и м е ч а н и е . Здесь и в табл. 2: n – число наблюдений.

Т а б л и ц а  2
Динамика изменения суммарных антител (BAU/мл)  в сыворотке крови вакцинированных (n=37)

Показатель Сроки наблюдения после вакцинации
Через 42 дня Через 3 мес Через 4 мес Через 5 мес Через 6 мес 

Min 36,43 21,24 21,24 16,98 13,20
Max 265,43 256,17 255,66 255,25 255,14
M 178,93 167,57 156,05 148,77 128,55*

m 9,94 8,97 16,63 14,85 19,53
Me 196,45 176,75 145,78 130,35 111,32
SD 80,76 84,61 88,05 80,00 91,56
CV,% 45,13 50,49 56,42 53,77 71,22

П р и м е ч а н и е . * – статистическая значимость различий между количеством АТ на 42-й день после введения первого компонента и через 
6 мес после окончания полного курса вакцинации (p<0,05).  
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Представлен анализ диагностической значимости цитокинов в спермоплазме мужчин репродуктивного возраста (20 – 
45 лет) в двух группах: больных хроническим бактериальным простатитом, не осложненным бесплодием и с потерей 
фертильности.  При обследовании пациентов соблюдены акты национального стандарта, исследование спермоплазмы 
проводили по стандарту ВОЗ. Определение уровня цитокинов в семенной плазме проводили методом ИФА («Цитокин», 
Россия). Для выявления диагностической значимости в развитии бесплодия цитокинов  спермоплазмы  использованы два 
метода математической статистики: дискриминантный анализ и деревья классификаций (деревья решений). Анализ 
исследуемых признаков (содержание цитокинов в спермоплазме) при диагностике бесплодия с применением двух методов 
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мечено сходство интерпретаций дискриминантного анализа и дерева решений, где главная роль в обоих случаях принад-
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Введение. Проблема бесплодия у мужчин является не 
такой уж редкой в патологии репродуктивного здоровья и 
встречается в 13-18% случаев, занимая 3-4 место в уроло-
гической практике [1]. В последнее время проблема актуа-
лизирована еще и с возникновением эпидемиологической 
угрозы в связи с эпидемией COVID-19. Вследствие про-
никновения вируса в тестикулярные клетки может быть 
нарушен процесс сперматогенеза, что увеличивает риск 
развития мужской фертильности, даже у лиц молодого 
возраста. Учитывая, что одним из неблагоприятных исхо-
дов течения болезни является бактериальный простатит 
и развитие бесплодия [2,3], в ранее опубликованной нами 
работе были показаны выявленные различия в уровне ци-
токинов, определяемых в спермоплазме больных с хро-
ническим бактериальным простатитом, осложненным 
бесплодием и без него [4]. Вместе с тем, выявленный ши-
рокий спектр цитокинов в семенной плазме представлял 
интерес ретроспективно оценить диагностическую зна-
чимость отдельных цитокинов, играющих важную роль в 
развитии мужского бесплодия как осложнения хрониче-
ского бактериального простатита.

В связи с этим мы предприняли попытку проанали-
зировать уровни цитокинов в семенной плазме (спер-
моплазме) больных хроническим бактериальным про-
статитом, не осложненным бесплодием и с потерей 
фертильности. Этот анализ был проведен с использо-
ванием двух  методов многомерной математической 
статистики – дискриминантный анализ (ДА) и метод 
деревьев – принятие решений по полученным нами ра-
нее данным.

Учитывая, что одним из неблагоприятных исходов 
течения хронического бактериального простатита явля-
ется развитие бесплодия, в ранее опубликованной нами 
работе были показаны различия в уровне цитокинов, 
определяемых в спермоплазме больных с хроническим 
бактериальным простатитом, осложненным бесплодием 
и без него [4]. Вместе с тем, учитывая широкий спектр 
цитокинов, выявляемых в семенной плазме, представ-
ляет интерес оценить диагностическую значимость от-
дельных цитокинов, играющих значительную роль в 
развитии мужского бесплодия как осложнения хрониче-
ского бактериального простатита. 

Целью настоящего исследования явилась оценка 
уровня цитокинов в семенной плазме (спермоплазме) 
больных хроническим бактериальным простатитом, как 
не осложненным бесплодием, так и с потерей фертиль-
ности.  Для определения  у лиц различных групп цито-
киновых диагностических маркеров развития беспло-
дия на фоне хронического бактериального простатита 
мы использовали два различных метода статистической 
обработки материала – дискриминантный анализ (ДА) и 
метод деревьев (принятие решений).

Материал и методы. Проведено ретроспективное 
сравнительное рандомизированное исследование, вклю-
чающее две группы мужчин репродуктивного возрас-
та (20 – 45 лет), больных хроническим бактериальным 
простатитом, осложненным бесплодием (ХПБП) и без 
нарушения фертильности (ХП).

Протокол исследования одобрен комитетом по био-
медицинской этике Института клеточного и внутрикле-
точного симбиоза Уральского отделения РАН. Все паци-
енты подписали информированное согласие на участие 
в исследовании. При обследовании пациентов соблю-
дены акты национального стандарта РФ ГОСТР 52379-
2005 о надлежащей клинической практике.

В 1-ю группу вошли 20 пациентов с хроническим 
бактериальным  простатитом, у которых при исследо-
вании эякулята не было выявлено изменений в спермо-
грамме. 2-я группа – 32 пациента с хроническим бак-
териальным простатитом, осложненным бесплодием, у 
которых выявлены нарушения в спермограмме. 

Пациенты с инфекциями, передаваемыми половым 
путем, были исключены из исследования.

Алгоритм обследования пациентов включал сбор 
анамнеза, оценку жалоб, физикальные методы, в том 
числе трансректальное УЗИ и пальцевое ректальное ис-
следование предстательной железы (ПЖ). Также прово-
дили анкетирование с помощью шкалы оценки симпто-
мов хронического простатита национального института 
здоровья США (NIH-CPSI) и международного индекса 
эректильной функции (IIEF-5). 

Критерии постановки диагноза хронического бакте-
риального простатита и включения пациентов в иссле-
дование:

1. Клинические признаки (один или несколько): бо-
ли различной локализации (промежность, над лоном, в 
яичках, крестце, паховой области и т.д.); расстройство 
мочеиспускания (учащенное мочеиспускание, вялая или 
прерывистая струя мочи, чувство неполного опорожне-
ния мочевого пузыря, боль во время мочеиспускания); 
нарушения эякуляции (преждевременная эякуляция, бо-
ли при и после эякуляции, гемоспермия).

2. Увеличение количества лейкоцитов в секрете ПЖ 
(более 10–15 в поле зрения) или в моче, полученной по-
сле массажа ПЖ.

3. Культуральное подтверждение возбудителя ХП.
3. Длительность заболевания не менее 1 года.
4. Возраст 20 – 45 лет.
Исследование эякулята проводили по стандарту 

ВОЗ. Для исключения ошибок в случае выявления па-
тоспермии при первичном обследовании через 2 нед 
проводили повторное исследование. Определяли общий 
объем эякулята, цвет, рН, время разжижения спермы, 
общее количество сперматозоидов в 1 мл эякулята, их 
подвижность. Выделяли прогрессивно-подвижные, не-
прогрессивно-подвижные и неподвижные сперматозои-
ды. Определяли морфологию, агглютинацию спермато-
зоидов, клетки сперматогенеза, количество лейкоцитов, 
эритроцитов, слизь, лецитиновые зерна.

Определение уровня цитокинов (интерлейкины (ИЛ-
4, ИЛ-6, ИЛ-8, ИЛ-10, ИЛ-17), фактор некроза опухоли 
(ФНО-α), интерферон (ИФН-α), рецепторный антаго-
нист интерлейкина – 1(РаИЛ-1)) в семенной плазме 
проводили методом иммуноферментного анализа с ис-
пользованием  наборов «Цитокин» (Санкт-Петербург, 
Россия). Результаты регистрировали на фотометре 
Multiskan Labsystems (Финляндия) при длине волны 492 
нм. Пороговые значения цитокинов соответствовали 
минимальной концентрации калибровочных проб набо-
ров ИФА, которые составляли 2,0 пг/мл для ИЛ-4; 5,0 
пг/мл для ФНО-α, ИЛ-6, ИФН-α и ИЛ-10; 20,0 пг/мл для 
ИЛ-17 и ИЛ-8; 50,0 пг/мл для РаИЛ-1.

Аналитические результаты, связанные с исследуе-
мой выборкой,  представлены признаками, приведенны-
ми в табл. 1 и 2.

Наличие клинического диагноза у обследуемых обе-
их групп позволяет найти отличия диагностируемых 
групп (ХП и ХПБП) друг от друга и в многомерном 
пространстве исследуемых цитокинов. Для выявления 
диагностически значимых наиболее информативных па-
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раметров, определяемых в спермоплазме обследуемых 
обеих групп пациентов, использовали два метода много-
мерной математической статистики: 

1. Дискриминантный анализ;
2. Деревья классификаций (деревья решений).
Оба метода входят в арсенал статистического ком-

плекса STATISTICA 10.
Результаты. У 32 пациентов (2-я группа) с ХПБП 

были выявлены нарушения в спермограмме по двум па-
раметрам: подвижность сперматозоидов категории А+В 
и морфология по Крюгеру (табл. 3). Различия по таким 
показателям эякулята, как объем, количество сперма-
тозоидов в 1 мл, количество лейкоцитов (млн/мл) были 
не существенны.

Дискриминантный анализ выполняет расчет ли-
нейных дискриминантных уравнений, способных 
разделить подмножество пациентов исключительно с 
хроническим простатитом (ХП) и группу больных с  
бесплодием на фоне хронического простатита (ХПБП). 
Из всех признаков в качестве значимых и информатив-
ных для дискриминантной модели программа отобрала 
только 5: ИЛ-17, ИЛ-4, ФНО-a, ИЛ-8 и ИНФ-a. Коэф-
фициенты этого уравнения формируют единственный 
дискриминантный корень ROOT1 со структурой, при-
веденной в табл. 4.

Поскольку для каждого пациента существует свое 
решение данного уравнения, график значений ROOT1 
по всей выборке отражает главную тенденцию разли-
чия больных с разными диагнозами:

- для хронического простатита значения ROOT1 в 
большинстве случаев ниже нулевых;

- для случаев хронического простатита, осложненно-
го бесплодием, значения ROOT1 характеризуются поло-
жительными значениями дискриминантного корня.

На построенном по данным дискриминантного ана-
лиза графике значений Root1 наблюдается явное разли-
чие наблюдений больных с разными диагнозами. Ана-
лиз дискриминантного уравнения, представленного в 
нижней части рис. 1, показывает, что для хронического 
простатита (ХП, см. рис.1) значения дискриминантно-
го корня Root1 в большинстве случаев ниже нулевых, 
а высокие положительные значения Root1 характерны 
для больных с бесплодием (ХПБП, см. рис.1).  Это со-
провождается  значительным ингибированием значе-
ний ИЛ-4 и в меньшей степени ИЛ-17 и ФНО-a. Одно-

временно с этим происходит некоторый рост значений 
ИЛ-8 и ИНФ-a. 

Таким образом, появляются свидетельства потери 
фертильности (другими словами рост значений Root1) 
при интенсивном снижении значений ИЛ-4 (коэффици-
ент -1.08) и в меньшей степени ИЛ-17 и ФНО-a. На фоне 
этого значения ИЛ-8 и ИНФ-a незначительно возраста-
ют (коэффициенты 0.56 и 0.58 соответственно). 

Т а б л и ц а  1
Эталонный массив данных клинической выборки больных  

хроническим бактериальным простатитом без бесплодия (ХП)

№ ФНО-α ИНФ-α РаИЛ-1 ИЛ-4 ИЛ-6 ИЛ-8 ИЛ-10 ИЛ-17
1. 6.2 15 191 260 0 40 5.9 210
2. 7.9 11 326 125 51 37 5.2 190
3. 0 9.0 272 109 49 33 4.9 464
4. 6.6 8.0 321 100 58 41 6.1 322
5. 10.1 8.0 1508 113 48 36 5.8 210
6. 6.4 8.0 2489 104 105 38 5.8 281
7. 15.6 7.0 191 101 0 41 5.4 332
8. 8.4 8.6 310 109 51 33 5.1 220
9. 7.2 9.2 1587 264 49 35 5.4 180
10. 4.6 15.1 210 120 0 32 5.1 461
11. 14.5 9.9 264 110 54 40 5.0 341
12. 0 9.2 320 251 0 36 5.7 210
13. 7.5 7.5 1826 115 47 30 5.3 413
14. 8.0 8.2 182 123 53 41 6.1 332
15. 12.5 8.9 329 111 58 40 4.9 210
16. 6.8 9.4 2116 252 0 34 6.0 190
17. 15.1 7.9 190 110 47 37 5.5 219
18. 0 8.3 339 112 52 31 5.2 322
19. 7.1 8.2 326 115 58 38 6.0 210
20. 6.7 8.7 1498 113 0 40 5.6 460

П р и м е ч а н и е . Здесь и в табл. 2: значения цитокинов приведены в пг/
мл; 0 – значения уровня цитокина ниже порога чувствительности ИФА-
набора.

Рис. 1. График изменений дискриминантного корня Root1 у больных хроническим простатитом и у больных хроническим про-
статитом, осложненным бесплодием.
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Дерево классификаций или дерево решений стро-
ится по данным содержания исследуемых цитокинов в 
спермоплазме для разработки индуктивных правил рас-
познавания диагнозов. Правила генерируются при обоб-
щении множества отдельных наблюдений, описываю-
щих предметную область, представленную клинической 
выборкой. 

Форма решения представляется древовидной ие-
рархией, построенной путем статистического распоз-
навания клинических диагнозов через набор информа-
тивных показателей. Они вычисляются независимо от 
определенных ранее при дискриминантном анализе, что 
позволяет сравнить результаты обоих методов. Удачный 
вариант такого дерева решений представлен на рис. 2.

Интерпретация диаграммы дерева решений со-
стоит в описании природы и компонентных связей 
каждого уровня возникшей древовидной структуры. 
Дерево состоит из 5-ти уровней, которые распадаются 
на ветви, продолжающие делиться, и листья, которые 
уже делению не подвержены.

Деления каждой ветви означают дифференци-
ацию пациентов на группы ХП и ХПБП. По мере 
формирования дерева, от уровня к уровню эта клас-
сификация становится все более точной, достигая в 
конце тех же значений, что и в исходной клинической 
выборке.

В нашем случае общая численность ХПБП скла-
дывается из контингентов Листа № 8 – это 3 человека 
и листа № 10, на котором разместилось 29 человек.  
Сумма составляет 29+3=32 человека.

Численность больных с хроническим простатитом 
можно подсчитать, сложив листы 3, 7, 9 и 11. Это в 
сумме составит: 10+4+4+2= 20 больных ХП. Общий 
исходный массив включает 32+20=52 человека. Эти 
числа полностью совпадают с данными исходной та-
блицы, что означает безусловную правильность наше-
го решения.

Вклад каждого признака (уровень цитокина в эякуляте) 
в распознавании диагнозов, т.е. формы заболевания (хро-
нический простатит и хронический простатит, осложнен-
ный бесплодием), необходимых для построения дерева 
классификации, представлен на гистограмме (рис. 3).

Анализируя эти данные (рис. 3), следует отметить 
сходство наших интерпретаций дискриминантного ана-
лиза и дерева решений, где главная роль в обоих слу-
чаях принадлежит цитокину ИЛ-4, который причастен 
к формированию двух уровней и шести ветвей/листей 
дерева решений. Роль остальных признаков значитель-
но скромнее. И только ИЛ-17 и ФНО-α проявили себя, 
создав по 2 ветви/листа каждая.

Оценивая в целом полученные материалы, следует 
отметить, что при анализе исследуемых признаков (со-

Т а б л и ц а  2
Эталонный массив данных клинической выборки больных  
хроническим бактериальным простатитом, осложненным  

бесплодием (ХПБП)

№ ФНО-α ИНФ-α РаИЛ-1 ИЛ-4 ИЛ-6 ИЛ-8 ИЛ-10 ИЛ-17
1. 5.7 18 877 233 0 40 5.1 210

2. 7.4 9.0 581 104 0 39 5.0 271

3. 6.4 19 474 218 69 37 5.0 312

4. 7.6 8.0 1279 107 317 37 5.1 292

5. 6.8 7.0 393 110 0 39 5.0 170

6. 6.2 9.0 272 107 49 39 5.1 220

7. 0 9.0 245 104 49 38 0 251

8. 6.1 9.0 272 98 49 35 5.8 241

9. 7.5 8.0 245 103 0 35 14.8 220

10. 7.9 8.0 527 109 252 38 5.2 271

11. 9.4 17 259 104 0 34 5.8 281

12. 5.8 7.0 232 103 60 36 6.1 220

13. 7.3 8.0 259 109 70 34 5.7 109

14. 5.6 9.0 1279 212 135 48 5.4 261

15. 5.2 9.0 232 106 55 34 5.1 261

16. 5 7.0 111 101 49 38 0 231

17. 7.5 9.0 312 106 0 38 5.2 190

18. 5.2 7.0 191 101 48 36 0 261

19. 5.9 7.0 514 110 0 36 5 312

20. 5.8 8.0 272 106 0 35 5.4 271

21. 0 8.0 2448 101 51 34 0 108

22. 9.4 10 903 106 143 40 5.4 180

23. 6.1 9.0 111 107 0 36 5.7 180

24. 8.0 8.0 1696 106 253 40 5.9 241

25. 7.2 8.0 648 104 0 35 5.6 281

26. 6.2 7.0 809 107 136 40 5.1 342

27. 5.3 7.0 554 100 0 37 5.5 220

28. 7.3 7.0 205 107 49 39 6.6 220

29. 0 8.0 1092 106 125 39 5.1 200

30. 6.0 9.0 326 106 46 40 5.5 261

31. 7.5 8.0 232 115 49 41 5.3 231

32. 6.3 7.0 756 104 0 35 5.6 190

Т а б л и ц а  3
Показатели эякулята пациентов обеих обследуемых групп

Параметры 1-я группа 
(n=20)

 2-я группа 
(n=32)

Объем эякулята 3,2±0,22 3,4±0,24
Количество  
сперматозоидов, мл 41,4±2,6 38,2±2,7

Подвижность сперматозоидов 
категории A+B, % 64,1±2,2 28,4±1,8*

Морфология по Крюгеру, % 8,1±1,6 3,8±1,2*
Концентрация лейкоцитов, млн/мл 1,8±0,2 2,1±0,3
Клетки сперматогенеза, % 2,4 3,6

Примечание. * – р≤0,05 при сравнении 1-й и 2-й группы. 

Т а б л и ц а  4
Структура дискриминантного корня ROOT1

Признаки ROOT1
ИЛ-4 -1.07758
ИЛ-17 -0.84177
ФНО-α -0.72913
ИЛ-8 0.55865
ИНФ-a 0.57827
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Рис. 2. Структура дерева решений исследуемой клинической выборки.

Рис. 3. Рейтинг информативных признаков формирования дерева решений.
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держание провоспалительных – ИЛ-17, ИЛ-8, ФНО-α, 
ИНФ-α, ИЛ-6 и противовоспалительных – ИЛ-10, ИЛ-
4, РаИЛ-1 цитокинов в спермоплазме) при диагностике 
бесплодия с применением двух методов многомерного 
статистического анализа удалось конкретизировать круг 
наиболее информативных показателей. 

Обсуждение. Обсуждение накопленных данных по 
диагностике бесплодия у мужчин представляет извест-
ные трудности, связанные с большим разбросом и не-
которой «пестротой» имеющихся материалов.

Основными источниками цитокинов, встречающих-
ся в мужском репродуктивном тракте, являются семен-
ники и, в частности, тестикулярные макрофаги, хотя не-
которые цитокины (ИЛ-1β, ИЛ-6, ФНО-α) в физиологи-
ческих условиях также продуцируются интегральными 
тестикулярными соматическими клетками, такими, как 
клетки Лейдига и Сертоли [5–7]. Кроме того, в семен-
ной плазме здоровых мужчин, независимо от наличия 
инфекций, могут присутствовать и другие цитокины, 
хемокины, рецепторы, включая ИЛ-2, ИЛ-4 – ИЛ-8, ИЛ-
10 – ИЛ-13, ИЛ-17 и ИЛ-18 [8–10].

Следует отметить, что поддержание баланса между 
системным  иммунитетом и  «иммунопривилегирован-
ным» статусом гонад зависит, в частности, от функции 
цитокинов, выполняющих как роль провоспалительных 
медиаторов, так и их ингибиторов [11]. Функция ФНО-α 
отличается от остальных цитокинов, поскольку он дей-
ствует на андрогенный рецептор, регулирующий актив-
ность тестостерона. Тем самым, цитокины семейства 
ФНО-α способствуют выживанию клеток в процессе 
сперматогенеза [12]. ФНО-α влияет на сперматогенез и 
функцию сперматозоидов с помощью нескольких путей, 
таких как снижение выработки тестостерона и/или ре-
гулирование доли гормонов в частях яичка (из клеток 
Сертоли). Кроме того, ФНО-α оказывает прямое влия-
ние на подвижность сперматозоидов [7]. Таким образом, 
ФНО-α  участвует в регуляции стероидогенеза, а также 
в выживании зародышевых клеток и секреторной функ-
ции клеток Сертоли и Лейдига. 

Иммунному привилегированному статусу яичка 
наряду с другими механизмами способствуют тести-
кулярные клетки, такие как клетки Сертоли, клетки 
Лейдига, тестикулярные макрофаги и регуляторные 
Т-лимфоциты, продуцируя противовоспалительные ци-
токины и другие иммуносупрессивные факторы [13]. 
Тем самым, цитокины выполняют важную функцию в 
развитии и функционировании яичек, которые, в целом, 
связаны с фертильностью и ее патологией [14].

Как уже было показано, содержание ИЛ-1β, ИЛ-4 
и ИЛ-10 в семенной плазме тесно связано с репродук-
тивной способностью мужчин. Повышение или сни-
жение этих цитокинов отражает состояние иммуните-
та и/или инфекцию репродуктивной системы, а также 
влияет на функцию сперматозоидов [15]. Однако мно-
гие исследования, посвященные влиянию цитокинов 
и факторов роста на функцию сперматозоидов, дали 
противоречивые результаты. Например, большинство 
исследователей предположили, что цитокины, обна-
руженные в семенной плазме, связаны с лейкоцито-
спермией и они не часто являются причиной анома-
лий сперматозоидов.

Полученные нами результаты с использованием 
двух доказательных методов многомерной статистики 
подчеркивают значимость отдельных групп цитокинов 
в течении хронического бактериального простатита и 

развитии одного из его осложнений – бесплодия. Наи-
более информативная роль (по данным значений дис-
криминантного корня Root1) для диагностики такого 
вида бесплодия оказалась у ИЛ-4 (более низкие уровни 
в спермоплазме бесплодных мужчин по сравнению с его 
содержанием у лиц с хроническим простатитом без на-
рушения фертильности) в сочетании с ИЛ-17 и ФНО-α 
(по данным значений дискриминантного корня Root1), 
хотя  вклад ИЛ-17 и ФНО-α  был менее значим. Диа-
гностическая значимость снижения содержания в спер-
моплазме ИЛ-4 была установлена и с использованием 
метода «дерево решений», который показал причаст-
ность данного цитокина к  формированию двух уровней 
и шести ветвей/листьев дерева решений.

В более ранних работах [15] также было показано, 
что содержание ИЛ-4 (наряду с ИЛ-10) в семенной 
плазме мужчин с нарушением фертильности было до-
стоверно ниже, чем в группе здоровых. Это дало осно-
вание авторам заключить, что содержание ИЛ-4 и ИЛ-10 
существенно связано со свойствами сперматозоидов, их 
влиянием на репродуктивную функцию мужчин и отра-
жает состояние иммунитета и инфекционного процес-
са в указанном биотопе. Другие авторы [16] в качестве 
критериев иммунного прогноза обострения хроническо-
го простатита предлагали использовать такие  маркеры, 
как  ФНО-α и  ИЛ-1β, однако, нарушение фертильности 
в данных исследованиях не рассматривалось.

В работе S. Gupta,  А. Kumar [13] отмечается, что 
между гипоталамо-гипофизарно-гонадной осью (ГГГ) 
и иммунной системой действуют двунаправленные 
связи. Инфекция или другие воспалительные стимулы 
приводят к активации врожденной иммунной системы, 
в частности, к активации макрофагов, это, в свою оче-
редь, запускает серию событий, которые влияют на ось 
ГГГ на всех уровнях и оказывают пагубное влияние на 
мужские репродуктивные характеристики гонад. Нару-
шается секреция гонадотропинов, а также стероидоге-
нез яичек и сперматогенез. Цитокины, продуцируемые 
во время воспаления, могут подавлять активность мно-
гих ферментов, участвующих в стероидогенезе, таких, 
как стероидогенный регуляторный белок StAR, и генов 
(CYP11A1, HSD3B и HSD17B), кодирующих стероидоге-
нез в клетках Лейдига [13]. 

Заключение. В результате проведенного дискрими-
нантного анализа был определен единственный дис-
криминантный корень, что подтверждает корректность 
проведенной клинической диагностики и достоверность 
дискриминантного метода. Поскольку исследуемых 
групп пациентов только две (ХП и ХПБП), они были   
успешно разделены одной многомерной линией. 

Установлено, что оба примененных метода (дискри-
минантный анализ и деревья классификаций) не проти-
воречат, а гармонично дополняют друг друга, определяя 
близкие наборы информативных признаков. Снижение 
значений ИЛ-4 в обоих методах сопровождалось возрас-
танием числа больных с мужским бесплодием, что до-
казательно подтверждает диагностическую значимость 
ИЛ-4 в исследовании этого процесса.

Проведенные исследования заслуживают дальней-
шего продолжения для разработки методов скрининго-
вой диагностики нарушений фертильности у мужчин. 
Использование двух методов многомерного анализа 
(ДА и метод деревьев) однозначно показало, что диа-
гностическим маркером мужского бесплодия может 
служить ИЛ-4. 
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ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр травматологии и ортопедии имени академика  
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Длительная антибактериальная терапия, нерациональное использование препаратов в лечении остеомиелита может 
привести к появлению панрезистентных штаммов. Существующие схемы антибиотикопрофилактики гнойно-септи-
ческих осложнений устаревают и нуждаются в корректировке. Необходим мониторинг резистентности микроорга-
низмов с целью выявления не эффективных антибактериальных препаратов. Цель работы: проанализировать профили 
резистентности энтеробактерий, изолированных от пациентов с хроническим остеомиелитом, к препаратам цефа-
лоспоринового ряда за трёхлетний период. Проанализированы профили резистентности 912 клинических штаммов эн-
теробактерий: Klebsiella pneumoniae (n=349), Proteus sp. (n=208), Escherichia coli (n=176), Enterobacter cloacae (n=179) 
за период с 2018-2020 гг. к препаратам цефалоспоринового ряда. В 2018 г. к цефалоспоринам I поколения резистентны 
в среднем 66,2% энтеробактерий, в 2019 г. – 78,7%, в 2020 г. – 79,5%. Цефалоспорины II поколения наиболее активны в 
отношении Proteus sp., но к 2020 г. наблюдалось снижение клинического эффекта. Среди цефалоспоринов III поколения 
в 2018 г. наибольшую активность проявлял цефотаксим, однако в 2020 г. количество устойчивых штаммов увеличилось 
вдвое и составило 86,3%. Цефтазидим активен в отношении 47,1% изолятов энтеробактерий в 2018 г., в 2019 г. – 45% 
штаммов, в 2020 г. – 37,2% штаммов бактерий. Высокая активность цефтриаксона отмечена только в 2018 г. в от-
ношении штаммов Proteus sp. Препараты IV поколения в 2018 г. наибольшую активность проявляли к бактериям рода 
Proteus, наименьшую – в отношении K. pneumoniaе. В период 2019-2020 гг. наблюдалось значимое снижение эффектив-
ности цефепима. Мониторинг профилей резистентности к антибиотикам цефалоспоринового ряда выявил их низкую 
эффективность в отношении энтеробактерий, выделенных из ран и свищей пациентов с хроническим остеомиелитом, 
что показывает нецелесообразность их эмпирического применения.
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Shipitsyna I. V., Osipova E.V.
EFFICACY OF CEPHALOSPORINS AGAINST ENTEROBACTERIA ISOLATED FROM PATIENTS WITH 
CHRONIC OSTEOMYELITIS
Russian Ilizarov Scientific Centre “Restorative Traumatology and Orthopaedics” of the RF Ministry of Health, Kurgan, Russian 
Federation, 640014
Long-term antibiotic therapy, as well as inappropriate use of drugs in the treatment of osteomyelitis, can lead to the appearance 
of pan-resistant strains. The existing antibiotic prophylaxis regimens for purulent-septic complications are outdated and need to 
be adjusted. In this regard, it is necessary to monitor the resistance of microorganisms in order to identify ineffective antibacterial 
drugs. To analyze the resistance profiles of Enterobacteriaceae isolated from patients with chronic osteomyelitis to cephalosporin 
drugs over a three-year period. The resistance profiles of 912 clinical strains of Enterobacteriaceae were analyzed: Klebsiella 
pneumoniae (n=349), Proteus sp. (n=208), Escherichia coli (n=176), Enterobacter cloacae (n=179) for the period from 2018-2020 
to cephalosporin drugs. In 2018, 66.2% of Enterobacteriaceace were resistant to the 1st generation cephalosporins, in 2019 – 78.7%, 
in 2020 – 79.5%. Generation II cephalosporins were most active against Proteus sp. bacteria, but a decrease in clinical effect was 
observed by 2020. Among the third generation cephalosporins in 2018, cefotaxime was most active, but in 2020 the number of 
resistant strains doubled and amounted to 86.3%. Ceftazidime was active against 47.1% of Enterobacteriaceae isolates in 2018, 
in 2019 – 45% of strains, in 2020 – 37.2% of bacterial strains. High activity of ceftriaxone was noted only in 2018 against Proteus 
sp. Preparations of the IV generation in 2018 showed the highest activity against bacteria of the genus Proteus, the least – against 
bacteria K. pneumoniae. In the period from 2019-2020, a significant decrease in the effectiveness of cefepime was observed.The 
monitoring of the resistance profiles to antibiotics of the cephalosporin series revealed their low efficacy against Enterobacteriaceae 
isolated from wounds and fistulas of patients with chronic osteomyelitis, which shows the inexpediency of their empirical use.

K e y  w o r d s :  osteomyelitis; resistance; cephalosporins; Enterobacteriaceae.
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Введение. Рациональная антибактериальная терапия 
является важным инструментом в лечении хрониче-
ского остеомиелита и определяется рядом фактором, в 
том числе видом возбудителя и его чувствительностью 
к антимикробным препаратам (АМП) [1-4]. При анти-
биотикотерапии остеомиелита предпочтительны АМП 
цефалоспоринового ряда (цефтриаксон, цефазолин и 
др.), аминогликозиды (амикацин), фторхинолоны (ци-
профлоксацин) [5-9]. Данные АМП способны проникать 
во многие ткани организма, редко вызывают аллергиче-
ские реакции, хорошо сочетаются с другими препарата-
ми [5-9].

По частоте назначения при остеомиелите цефалоспо-
рины занимают одну из лидирующих позиций. Они более 
устойчивы, в сравнении с пенициллинами, к гидролитиче-
скому действию стафилококковых β-лактамаз, обладают 
низкой степенью связывания с белками сыворотки крови 
[10, 11]. Цефалоспорины чаще применяются для лечения 
остеомиелита, вызванного бактериями рода Staphylococ-
cus [7, 11]. В этиологии хронического остеомиелита в по-
следние годы наблюдается тенденция к увеличению числа 
грамотрицательных микроорганизмов (Pseudomonas ae-
ruginosa, Acinetobacter baumannii, Klebsiella pneumoniae, 
Enterobacter cloacae, Escherichia coli, Proteus mirabilis) [12-
15]. Данные бактерии обладают сниженной чувствитель-
ностью, в сравнении со стафилококками, ко многим АМП 
цефалоспоринового ряда в связи с продукцией плазмид-
ных b-лактамаз широкого и расширенного спектра дей-
ствия, разрушающих АМП [10, 15, 16].

Длительная антибактериальная терапия, не рацио-
нальное использование АМП в лечении инфекции, при-
водит к появлению штаммов бактерий с приобретён-
ной полирезистентностью [1, 2, 5, 12]. Существующие 
схемы антибиотикопрофилактики гнойно-септических 
осложнений устаревают и нуждаются в корректировке. 
Необходим мониторинг резистентности микроорганиз-
мов с целью выявления не эффективных АМП.

Цель работы – анализ профилей резистентности эн-
теробактерий, изолированных от пациентов с хрониче-
ским остеомиелитом, к АМП цефалоспоринового ряда 
за трёхлетний период.

Материал и методы. Проанализированы профили ре-
зистентности 912 клинических штаммов энтеробактерий, 
принадлежащих к 5 таксономическим группам: Klebsiella 
pneumoniae (n=349), Proteus sp. (n=208), Escherichia coli 
(n=176), Enterobacter cloacae (n=179) за период с 2018-2020 
гг. к АМП цефалоспоринового ряда: цефазолину, цефурок-
симу, цефтазидиму, цефтриаксону, цефепиму.

Штаммы выделены из ран и свищей пациентов с 
хроническим остеомиелитом, находившихся на лечении 

в гнойном отделении ФГБУ «НМИЦ ТО» в период 2018-
2020 гг. Выделение бактерий из патологического мате-
риала проводили, используя стандартные микробиоло-
гические методы.

Идентификацию бактерий до вида и определение 
чувствительности к АМП осуществляли на бактерио-
логическом анализаторе Walkaway-40 plus («Siemens», 
США) с использованием грамотрицательных панелей 
(NBC 44).

Данные представлены в процентах (%) от общего ко-
личества штаммов, выделенных за исследуемый период. 
Для оценки межгрупповых различий использовали кри-
терий Вилкоксона. Различия считали значимыми при 
р˂0,05.

Клиническое исследование проводилось в соответ-
ствии с этическими стандартами, изложенными в Хель-
синской декларации, с разрешения комитета по этике 
ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский 
центр травматологии и ортопедии имени академика Г.А. 
Илизарова».

Результаты и обсуждение. В 2018 г. выделено 263 
клинических штаммов энтеробактерий, в том числе:  
K. pneumoniae (n=100), Proteus sp. (n=77), E. coli (n=37), 
E. cloacae (n=49). За 2019 г. выделено 329 штаммов эн-
теробактерий: K. pneumoniae (n=146), Proteus sp. (n=70), 
E. coli (n=68), E. cloacae (n=45), в 2020 г. – 320 штаммов: 
K. pneumoniae (n=103), Proteus sp. (n=61), E. coli (n=71), 
E. cloacae (n=85).

В 2018 г. цефазолин эффективен в отношении 72,3% 
штаммов Proteus sp. и 44,8% штаммов E. coli. Рези-
стентны к препарату 86,8% штаммов K. pneumoniaе и 
94,9% штаммов Enterobacter sp. В 2019 – 2020 гг. число 
устойчивых к цефазолину штаммов Proteus sp. значимо 
превышало показатели 2018 г. В 2020 г. препарат не эф-
фективен в отношении 100% штаммов Enterobacter sp. и 
92,1%. – K. pneumoniaе (см. рисунок, а).

В 2018 г. чувствительны к цефуроксиму 75% штам-
мов Proteus sp. и 48,3% штаммов E. coli (см. рисунок, 
б). Препарат не эффективен в отношении 100% изолятов 
Enterobacter sp. и 78,9% K. pneumoniaе. В 2019-2020 гг. 
количество устойчивых к цефуроксиму штаммов E. coli 
и Proteus sp. составляло 55-67%.

Наибольшее количество резистентных к цефтазиди-
му штаммов среди изолятов Klebsiella sp.(72,2% в 2018 г.,  
81,8% – 2019 г., 88,7% – 2020 г.). На втором месте – бак-
терии рода Enterobacter (62,5% – 2018 г., 48,4% – 2019 г.,  
68,2% – 2020 г.). В 2018 г. цефтазидим эффективен в от-
ношении 73,7% бактерий рода Proteus, в 2019 г. и 2020 
г. количество резистентных штаммов в 2 раза превыси-
ло показатели 2018 г. Количество устойчивых штаммов  
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Устойчивость энтеробактерий к АМП. 
а – к цефазолину; б – к цефуроксиму; в – цефтазидиму; г – цефотаксиму; д – цефтриаксону; е – цефепиму. * – различия значимы по сравнению  
с 2018 г., р<0,05.
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E. coli, на протяжении трёхлетнего периода снижалось 
(см. рисунок, в).

В 2018 г. активность цефотаксима к энтеробакте-
риям, за исключением штаммов Klebsiella sp., высокая 
(см. рисунок, г). Количество устойчивых штаммов не 
превышало 49,3%. Наиболее эффективным препарат 
был в отношении бактерий рода Proteus (81,5% чув-
ствительных штаммов). Количество устойчивых штам-
мов Klebsiella sp. составляло 63,2%. В 2019 г. и 2020 
г. количество устойчивых к цефотаксиму штаммов эн-
теробактерий варьировало в пределах 68-100%. Препа-
рат оказался не эффективным в отношении штаммов 
Enterobacter sp., Klebsiella sp., Proteus sp., E. coli (чис-
ло устойчивых изолятов составило 100%, 96,7%, 80%, 
68,4% соответственно).

В 2018 г. цефтриаксон – эффективный препарат в от-
ношении энтеробактерий, число чувствительных штам-
мов варьировало от 50 до 79,5% (см. рисунок, д). Наибо-
лее чувствительные к антибиотику штаммы Proteus sp.  
(79,5% чувствительных изолятов). В 2019 г. и 2020 г. 
цефтриаксон, по сравнению с показателями 2018 г., ока-
зался не эффективным. Количество резистентных штам-
мов энтеробактерий в пределах 72,4-100%.

В 2018 г. цефепим эффективен в отношении 71,7% 
изолятов Proteus sp., 55,1% – E. coli, 45,2% – Enterobacter 
sp., 23,6% – Klebsiella sp. В сравнении с 2018 г., за 2019 
г. количество устойчивых к препарату штаммов Proteus 
sp. увеличилось в 2 раза, E. coli – в 1,2 раза, Klebsiella 
sp. – в 1,1 раза. В 2020 г. относительно 2019 г. отмечается 
рост числа устойчивых к цефепиму штаммов Klebsiella 
sp. до 91,4%, Proteus sp. до 64,9%, E. coli до 61,8%, En-
terobacter – 64,4% (см. рисунок, е).

Мониторинг активности цефалоспоринов в отноше-
нии энтеробактерий за период с 2018-2020 гг. показал 
снижение клинического эффекта всех препаратов.

В 2018 г. к цефалоспоринам I поколения резистентны 
в среднем 66,2% энтеробакетрий, в 2019 г. – 78,7%, в 
2020 г. – 79,5%.

Цефалоспорины II поколения наиболее активные в 
отношении Proteus sp., но к 2020 г. наблюдалось сниже-
ние их клинического эффекта.

Среди цефалоспоринов III поколения в 2018 г. наи-
большую активность проявлял цефотаксим (количество 
чувствительных штаммов в среднем составляло 58,6%), 
в 2020 г. количество устойчивых штаммов увеличилось 
вдвое и составило 86,3%. Цефтазидим активен в отноше-
нии 47,1% изолятов энтеробактерий в 2018 г., в 2019 г. –  
45% штаммов, в 2020 г. – 37,2% штаммов бактерий. Вы-
сокая активность цефтриаксона отмечена в 2018 г. толь-
ко в отношении штаммов Proteus sp. В 2019 и 2020 гг.  
применение цефтриаксона в эмпирической терапии 
показало свою неэффективность (среднее количество 
устойчивых штаммов в 2019 г. составило 81,2%, в 2020 г. –  
92,8%).

Препараты IV поколения в 2018 г. наибольшую ак-
тивность проявляли к бактериям рода Proteus (71,7% 
чувствительных штаммов), наименьшую активность 
– в отношении K. pneumoniaе (23,6% чувствительных 
штаммов). В период с 2019-2020 гг. наблюдалось значи-
мое снижение эффективности цефепима.

Цефалоспорины I поколения устойчивы к гидроли-
тическому действию стафилококковых β-лактамаз и, 
как правило, чувствительны к β-лактамазам грамотри-
цательных бактерий [7, 10, 11, 17]. Среди бактерий рода 
Enterobacteriaceae препарат эффективен, в основном, в 

отношении E. coli и Proteus spp. [10-11]. Цефалоспори-
ны II поколения, по сравнению с I группой, обладают 
несколько большей активностью в отношении энтеро-
бактерий, обусловленной устойчивостью ко многим 
b-лактамазам и лучшим проникновением в клеточную 
стенку [8, 10, 11, 17]. Цефалоспорины III поколения при-
меняются при гнойно-септических осложнениях, вы-
званных мультирезистентными штаммами [10, 11]. Они 
обладают улучшенными фармакологическими свой-
ствами. Цефалоспорины III поколения не эффективны 
в отношении бактерий, продуцирующих плазмидные 
β-лактамазы расширенного спектра действия, хромо-
сомные b-лактамазы класса С, плазмидные β-лактамазы 
класса Д [10, 11]. Цефалоспорины IV поколения хоро-
шо проникают в клеточную стенку грамотрицательных 
микроорганизмов, достаточно устойчивы к гидролизу 
β-лактамаз [10, 11, 18].

Нерациональное использование цефалоспоринов мо-
жет привести к появлению панрезистентных штаммов 
и не эффективности антибактериальной терапии [1, 2, 
5, 12]. Возникает необходимость пересмотра позицио-
нирования цефалоспориновых АМП с учётом современ-
ных данных антибиотикорезистентности грамотрица-
тельных микроорганизмов.

Заключение. Мониторинг профилей резистентности 
к АМП цефалоспоринового ряда выявил их низкую эф-
фективность в отношении энтеробактерий, выделенных 
из ран и свищей пациентов с хроническим остеомиели-
том, что показывает нецелесообразность их эмпириче-
ского применения.
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Введение. Желудочно-кишечный тракт (ЖКТ) – са-
мый густо заселённый микроорганизмами биотоп орга-
низма человека. ЖКТ содержит от 100 тыс. до 100 млн 
микроорганизмов, суммарно включает более 600 родов 
[1,2]. Наиболее часто в ЖКТ встречаются представи-
тели типа Firmicutes (79.4%), Bacteroidetes (16.9%), 
Actinobacteria (2.5%), Proteobacteria (1%) [3]. Согласно 
современным представлениям, число клеток микроор-
ганизмов в микробиоте человека в 100 раз превышает 
количество его соматических клеток. Продукты их ме-
таболизма могут влиять на различные стороны жизнеде-
ятельности организма [4,5].

Среди регуляторов внутри- и межклеточной ком-
муникации в организме млекопитающих [6], помимо 
известных сигнальных молекул (аминокислот, биоген-
ных аминов, пептидов, катехоламинов, эндорфинов, 
гормонов и т. д.), особая роль принадлежит простым 
по химической структуре газообразным соединениям 
эндотелиального и микробного происхождения: оксиду 
азота – NO, оксиду углерода – CO, сероводороду – Н2S, 
водороду – H2, метану – СН4, аммиаку – NH3 и др. Газо-
вые молекулы (ГМ) могут проявлять свою биологиче-
скую активность в месте своего образования, в соседних 
клетках, системно, вдали от места своего синтеза. После 
образования ГМ не накапливаются, а быстро проника-
ют через цитоплазматические мембраны в различные 
клетки и взаимодействуют в них с внутриклеточными 
ферментами и ионными каналами сердечно-сосудистой, 
нервной, иммунной, дыхательной и других систем ор-
ганизма, что свидетельствует об универсальном значе-
нии ГМ для жизнедеятельности всех живых организмов 
[7–9].

Биологически активные соединения (аутоиндукторы 
– АУ), связанные с метаболической активностью про-
биотических микроорганизмов, потенциально способ-
ны участвовать в любых физиологических функциях, 
метаболических, сигнальных, поведенческих реакциях, 
внутри- и межклеточном обмене информации. Механиз-
мы их воздействия могут быть различны у симбиоти-
ческих и пробиотических микроорганизмов. АУ позво-
ляют симбиотическим микроорганизмам распознавать 
окружающую среду, взаимодействовать между собой 
и с клетками организма хозяина. АУ запускают каскад 
процессов в прокариотических и эукариотических клет-
ках, когда их количество достигает определённого уров-
ня («quorum sensing» – QS). АУ взаимодействуют с ре-
цепторами клеток, с распознающими их регуляторными 
белками и, в конечном счёте, активируют экспрессию 
соответствующих генов в ДНК микроорганизмов, мито-
хондрий и эукариотических клеток хозяина. Благодаря 
АУ, микроорганизмы и клетки организма обмениваются 
информацией и координируют свою деятельность. Сиг-
нальные молекулы рассматривают в научной литературе 
как «слова» в информационном молекулярном «языке». 
Пробиотические микроорганизмы синтезируют и рас-
познают широкий спектр АУ различной химической 
природы. Наиболее изученными являются летучие и 
другие органические кислоты, лактоны, пептидные фе-
ромоны, фураноны и другие АУ, участвующие в реали-
зации QS; белки, АТФ и другие соединения, продуци-
руемые при стрессовых воздействиях; белки, пептиды и 
аминокислоты, простейшие метаболиты микроорганиз-
мов (CH4, H2S, NO, CO, H2, H2O2 и т. д.); нуклеиновые 
кислоты, нуклеотиды, нуклеозиды, витамины, амины, 
полиамины, гормоноподобные субстанции, нейротранс-

миттеры, полисахариды, олигосахариды, пептидоглика-
ны, липотейхоевые кислоты, гликопептиды, липополи-
сахариды, антимикробные соединения различной хими-
ческой структуры, лектины, биосурфактаны, пигменты 
и т. д. [10 – 14,29].

Ряд метаболитов микробиоты имеют связь с раз-
витием инсульта. Например, триметиламин-N-оксид 
(ТМАО), уровень которого в сыворотке крови выше у 
пациентов с ишемическим инсультом (ИИ) [15]; ко-
роткоцепочечные жирные кислоты (КЦЖК), низкий 
уровень которых в кале коррелирует со степенью тяже-
сти инсульта [16]. Особый интерес среди метаболитов 
микробиоты представляют ГМ: NO, CO, Н2S, H2, СН4, 
NH3 и др., регулирующие метаболизм организма хозя-
ина [17–19].

Цель работы – определение видового спектра и ко-
личества микробиоты толстой кишки у больных с ИИ и 
выявление продукции ГМ у лактобацилл в сравнении со 
здоровыми людьми.

Материал и методы. В исследование включена 
контрольная группа здоровых – 25 человек (5 мужчин и 
20 женщин) в возрасте от 19 до 20 лет, проживающих в 
городе Твери и не имеющих в анамнезе перенесенного 
инсульта, и не предъявляющих жалоб на состояние здо-
ровья.

В основную группу больных вошли 132 человека с 
ИИ в возрасте от 38 до 86 лет (средний возраст 60,8±10,2 
лет), среди них 72 мужчины и 60 женщин, находивших-
ся на лечении в специализированных отделениях для 
лечения острой недостаточности мозгового кровообра-
щения (ОНМК), и в реабилитационном центре г. Твери. 
Все обследованные пациенты характеризовались не гру-
бым неврологическим дефицитом (медиана составила 2 
балла по шкале NIHSS).

Согласие на обработку персональных данных и взя-
тие биоматериала для микробиологических исследова-
ний проводили согласно разрешению Этического коми-
тета ФГБОУ ВО Тверской ГМУ Минздрава России.

На момент развития ИИ 47% больных курили, гипер-
тоническая болезнь отмечалась у 87% обследованных, 
ишемическая болезнь сердца – у 27% больных, фи-
брилляция предсердий – у 12% пациентов, хроническая 
сердечная недостаточность – у 16% больных, сахарный 
диабет 2 типа – у 18% обследованных. 82% больных пе-
ренесли первый ИИ, а 18% – повторный ИИ.

Для микробиологического исследования брали кал у 
лиц контрольной здоровой и основной групп. Материал 
брали утром и в течение 2-х часов доставляли в бактери-
ологическую лабораторию. Осуществлялось стандарт-
ное бактериологическое исследование материала для 
определения спектра и распространённости кишечной 
микробиоты, и их количественных показателей.

Использованы питательные среды: Эндо для энтеро-
бактерий, маннит-солевой агар (М118) для стафилокок-
ков, агар Бэрда-Паркера для выявления лецитиназной ак-
тивности, М 304-стрептококковый агар и Колумбийский 
кровяной агар для стрептококков и энтерококков, МРС-
лактоагар для лактобактерий, для грибов рода Candida 
– Сабуро декстроза агар и хромогенные среды (HiMedia, 
Индия). Для культивирования анаэробов использован би-
фидоагар и кровяной агар Шедлера. Анаэробные условия 
созданы в анаэростатах при помощи газогенераторных 
пакетов BBL®. Культивирование проводили при темпера-
туре 37° С в течение 24–48 ч. Количество колоний вы-
ражали в lg КОЕ/г или lg КОЕ/мл. идентификацию осу-
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ществляли по биохимической активности с применением 
API тест-систем (bioMérieux, Франция). Идентификацию 
энтеробактерий осуществляли с помощью идентифи-
кационных систем EnterotubeII и Oxi/FermTube (BBL®). 
Определение вида анаэробов проводили на API тест-
системах bioMérieux (API 20 A), стрептококков – (API 
20 Strept), стафилококков – (API 20 Staph), грибов – API 
AUX. В работе использован программно-аппаратный 
комплекс Диаморф Цито® (ДиаМорф, Россия).

Продукцию сигнальных ГМ (H2, O2, N2, CO, CH4, CO2, 
NO, H2S) определяли методом газовой хроматографии 
на приборе Хроматэк-Кристалл 5000.2, оснащённым 
детектором по теплопроводности (ДТП), пламенно-ио-
низационным детектором (ПИД), электронозахватным 
детектором (ЭЗД), подключенными последовательно, 
что обеспечивает одновременный анализ горючих и не-
горючих компонентов [28,29]. ПИД использован для де-
текции углеродсодержащих газов (CO, CO2, CH4), ЭЗД 
для определения NO, H2S, H2O; ДТП – для H2, O2, N2 
[28,29]. Анализ проводился в режиме программирова-
ния температуры в течение от 6 до 15 минут. Количе-
ство выделенных газов измеряли в ppm (от англ. parts 
per million, – «частей на миллион»), млн-1 или мд. 1 mg/
mL=1000 ppm, 1 ppm=0.001 mg/mL с учётом контроля 
газов над незасеянной питательной средой [12].

Данные исследований обработаны с помощью при-
кладной программы «STATISTICA» (StatSoftRussia) и 
BIOSTAT.

Результаты. Из фекалий контрольной здоровой груп-
пы обследуемых лиц в большинстве случаев выделены 
бактерии рода Bifidobacterium spp., в 88% – Escherichia 
coli, в 84% – Enterococcus spp., в 56% – Lactobacterium 
spp., в 48% – Staphylococcus spp., в 32% – Bacteroides spp., 
в 28% – Bacillus spp., в 24% – Streptococcus spp., в 16% –  
Clostridium spp., Proteus mirabilis и Peptostreptococcus spp., 
менее чем в 10% – Staphylococcus aureus, Candida tropica-
lis, Micrococcus spp., Klebsiella pneumoniae, Peptococcus 
spp., Proteus vulgaris, Veillonellа spp., Enterobacteriaceaе 
и Corynebacterium spp. Количество выделенных 
микроорганизмов варьировало от 4,34 lg КОЕ/мл  
у Staphylococcus aureus, Micrococcus spp. до 7,66 lg КОЕ/
мл у Peptococcus spp., Bifidobacterium spp.

Из фекалий основной группы лиц с ИИ в 78% случа-
ев выделены бактерии рода Enterococcus spp., в 50% –  
Clostridium spp., в 44,44% – Bacillus spp., в 42% –  
Peptostreptococcus spp., в 39% – Enterobacteriaceaе spp. 
и Bifidobacterium spp., в 36% – Escherichia coli, в 33% –  
Staphylococcus spp. и Klebsiella pneumoniae, в 28% –  
Bacteroides spp., Lactobacillus spp., в 25% встреча-
лась Candida albicans, которая не выделялась от здо-
ровых людей, в 19% случаев выделен Proteus vulgaris, 
Streptococcus spp. Менее чем в 10% случаев выделены – 
Micrococcus spp., Staphylococcus aureus, Corynebacterium 
spp., Actinomyces spp., Veillonellа spp., Peptococcus spp. 
Количество выделенных микроорганизмов варьирова-
ло 5-6 lg КОЕ/мл у Staphylococcus aureus, Micrococcus 
spp. Streptobacillus spp., Peptococcus spp., Klebsiella 
spp., C. albicans, 6-7 lg КОЕ/мл у Enterococcus spp., 
Lactobacterium spp., Bacteroides spp., Clostridium spp., 
Bacillus spp., Peptostreptococcus spp., Enterobacteriaceaе, 
Proteus spp., Streptococcus spp., Corynebacterium spp.  
В количестве 7,4-7,8 lg КОЕ/мл выделены Bifidobacterium 
spp., Veillonellа spp., Actinomyces spp.

Кишечная микробиота здоровых лиц содержала лак-
тобациллы видов: L. rhamnosus (6), L. fermentum (4),  

L. plantarum (2), L. paracasei (1), L. casei (1). Кишечная 
микробиота больных ИИ включала большее количество 
видов лактобацилл: L. rhamnosus (5), L. fermentum (1), L. 
plantarum (7), L. brevis (1), L. pentosus (1), L. curvatus (1), 
L. salivarius (1).

Определена продукция сигнальных ГМ лактоба-
циллами нормофлоры, выделенными от здоровых лиц 
и от пациентов с ИИ. Лактобациллы кишечника боль-
ных ИИ по сравнению с лактобациллами здоровых лиц 
имеют следующие показатели продукции сигнальных 
ГМ. Оксид азота (NO) лактобациллы в основном по-
требляли и только два штамма выделяли небольшое 
его количество (Lactobacillus fermentum – – 144 ppm, 
Lactobacillus plantarum – 327 ppm). У здоровых лю-
дей NO выделялся в гораздо большем количестве, в 
среднем 15544,1 ppm.  Продукция СО лактобациллами, 
выделенными от больных с ИИ, в среднем на 30 ppm 
меньше (87,8 ppm у здоровых лиц и 57,2 ppm у паци-
ентов с ИИ). В 2 раза меньше выделяют CO2 лактоба-
циллы, выделенные от больных с ИИ (148658,9 ppm у 
здоровых лиц и 76395,9 ppm у пациентов с ИИ). Потре-
бление азота (N2) лактобациллами, выделенными у здо-
ровых людей, в 6 раз больше, чем у больных (-31,852 
ppm у здоровых лиц и -7,686 ppm у пациентов с ИИ). 
В небольших количествах отмечено потребление кис-
лорода (О2) лактобациллами обеих групп (-8,26 ppm у 
здоровых лиц и -5,039 ppm у пациентов с ИИ). (табл. 1 
и 2), (рис. 1).

Обе группы характеризуются выделением H2S в не-
больших количествах. Лактобациллы пациентов с ИИ 
выделяют больше H2S, в среднем 3,5 ppm, практически 
не выделяют Н2 и СН4.

Проанализирована продукция основных газовых 
сигнальных молекул (NO и CO), выделяемых лактоба-
циллами разных видов от здоровых лиц и пациентов с 
ИИ (рис. 2). 

При сравнении количества продукции оксида азота 
кишечными лактобацилами двух групп, выявлено, что 
NO выделяют в основном лактобациллы у здоровых 
лиц, причём наибольшая продукция характерна для L. 
plantarum (45710,785 ppm), а наименьшая для L. rham-
nosus (4594,039 ppm). У пациентов с ИИ оксид азота 
синтезируют в небольшом количестве только два штам-
ма лактобацилл: Lactobacillus plantarum – 327 ppm и L. 
fermentum – 144,043 ppm. Остальные штаммы – потре-
бляют NO. 

При сравнении количества продукции СO кишечны-
ми лактобацилами двух групп, выявлено, что выделение 
СO характерно для всех кишечных лактобацилл обеих 
групп. В группе здоровых лиц наибольший синтез CO 
выявлен у L. rhamnosus (89,5 ppm), минимальный – у L. 
plantarum (11,1 ppm). У лиц с ИИ максимальные пока-
затели CO зарегистрированы у L. plantarum (76,5 ppm), 
минимальные – у L. fermentum (52,2 ppm).

Различий в продукции других сигнальных ГМ (CH4, 
H2, H2S), выделяемых лактобациллами разных видов от 
здоровых лиц и пациентов с ИИ не выявлено.

Обсуждение. Среди регуляторов внутри- и межкле-
точной коммуникации в организме млекопитающих осо-
бая роль принадлежит простым по химической структу-
ре ГМ эндотелиального и микробного происхождения: 
NO, CO, Н2S, H2, СН4, NH3 и др. ГМ проявляют биоло-
гическую активность в месте своего образования, в со-
седних клетках, системно. ГМ проникают через мем-
браны в различные клетки и взаимодействуют в них с 
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Т а б л и ц а 1
Продукция газовых сигнальных молекул лактобациллами у здоровых лиц

Проба О2% N2% H2 ppm NO ppm мг/мл H2S ppm CH4 ppm CO2 ppm CO ppm
L.rhamnosus 24 -6,78 -16,907 0,475 5565,861 - 0,561 27484,072 80,118
L.rhamnosus 7 -6,697 -15,921 1,732 4852,255 - 0,871 29787,664 58,925
L.fermentum 11 -9,466 -24,454 0,971 19759,856 - -0,597 220029,74 10,675
L.fermentum 2 -16,652 -57,135 1,067 19336,578 1,158 -1,052 222828,516 -16,724
L.fermentum 279 -15,013 -47,578 - 3569,541 0,710 -0,665 255600,967 73,744
L.fermentum 11 -17,016 -54,155 0.817 26494,468 - -1,13 252486,74 -17,312
L. paracasei 237 16,081 -49,624 0,403 25194,88 0,803 -0,884 256080,976 -25,076
L.rhamnosus 32 -7,079 -18,218 - 9120,103 - 0,128 67300,383 45,184
L.rhamnosus 38 -2,42 -6,454 - 736,949 - 0,087 520,874 196,256
L.rhamnosus 381 -14,896 -49,132 - 4912,396 3,016 -0,644 253548,358 94,297
L.rhamnosus 263 -14,618 -47,151 - 2376,667 2,773 -0,678 236102,685 62,237
L. plantarum 46 -7,466 -19,238 2,357 6127,288 - 1,241 34674,331 -0,795
L. casei 17 -9,748 -30,277 0,686 4276,058 - 0,135 14661,246 45,531
L. plantarum 357 -3,9 -9,687 - 85294,282 - -0,478 210118,07 22,944
Среднее -8,26 -31,852 1,0635 15544,084 1,692 -0,22 148658,90 87,857

Т а б л и ц а  2
 Газовые сигнальные молекулы лактобацилл больных ишемическим инсультом

Проба О2% N2% NO ppm H2S ppm CH4 ppm CO2 ppm CO ppm
Lactobacillus brevis 25 -14,342 -46,477 -15,327 0,920 -1,302 257075,248 1,511
Lactobacillus pentosus 10 -4,6 -1,018 -7,434 8,334 -1,228 244149,779 8,071
Lactobacillus curvatus 18 -2,628 -2,516 -5,94 - -0,003 4802,078 23,633
Lactobacillus salivarius 1 -7,54 -2,1 -7,308 - -0,278 685,393 86,828
Lactobacillus plantarum 5 -4,739 -7,249 -1,342 1,954 0,72 39279,577 13,663
Lactobacillus plantarum 37 -3,422 -7,908 -12,765 - 0,076 36689,42 125,969
Lactobacillus plantarum 2 -4,222 -6,778 -0,117 11,157 0,236 22151,255 49,595
Lactobacillus plantarum 27 -4,516 -8,462 0,531 11,175 0,826 45411,565 26,269
Lactobacillus plantarum 7 -6,653 -3,177 1,669 - 0,669 18557,738 193,755
Lactobacillus plantarum 38 -2,041 -6,142 327,02 - -1,007 247459,48 13,445
Lactobacillus plantarum 29 -3,22 -6,596 6,736 - -0,203 31766,088 106,117
Lactobacillus rhamnosus 27 -4,279 -8,16 -7,104 18,563 1,079 42711,201 34,109
Lactobacillus rhamnosus 26 -5,915 -6,011 -6,62 4,033 0,082 5537,2 55,173
Lactobacillus rhamnosus 35 -5,773 -3,858 -1,157 0,785 -0,527 1367,345 64,507
Lactobacillus rhamnosus 25 -4,041 -5,566 -4,698 2,660 1,181 30195,167 100,872
Lactobacillus rhamnosus 26 -4,717 -4,027 -3,288 - 1,237 28544,256 18,14
Lactobacillus fermentum 19 -3,021 -4,612 144,043 - -0,947 242345,358 52,154
Среднее -5,039 -7,686 23,968 3,5 -0,003 76395,773 57,283

Рис. 1. Газовая метаболическая активность кишечных лактобацилл здоровых лиц и больных с ишемическим инсультом.
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внутриклеточными ферментами и ионными каналами 
сердечно-сосудистой, нервной, иммунной, дыхательной 
и других систем организма [7–9].

Ряд метаболитов микробиоты взаимосвязаны с раз-
витием инсульта. Особый интерес среди метаболитов 
микробиоты представляют ГМ: NO, CO, Н2S, H2, СН4, 
NH3 и др., регулирующие метаболизм хозяина [17 – 19]. 
Особую роль среди них играет NO, являющийся ва-
зодилататором, его синтез в организме опосредуют 3 
изоформы фермента NO-синтазы: нейрональная NOS 
(nNOS или NOS-1), цитокин-индуцибельная NOS (iNOS 
или NOS-2), эндотелиальная NOS (eNOS или NOS-3). 
Основной механизм действия NO заключается в стиму-
ляции растворимого фермента гуанилатциклазы в клет-
ках гладких мышц сосудов, чтобы вызвать образование 
цГМФ. Циклический ГМФ активирует протеинкиназу 
G, способствующую обратному захвату цитозольного 
кальция в саркоплазматический ретикулум, изгнанию 
кальция из клетки и открытию активируемых кальци-
ем калиевых каналов. Внутриклеточная концентрация 
кальция снижается и КЛЦМ больше не может фосфо-
рилировать миозин, при этом наступает расслабление 
гладкомышечных клеток [20]. Содержание NO в плазме 
крови у здоровых лиц выше 15,3 мкмоль/л, чем у паци-
ентов с ИИ на 1-й и 2-й дни (<10 мкмоль/л). На 7-й день 
содержание NO в крови пациентов с ИИ приблизилось к 
значениям здоровой группы [21].

Особое внимание следует обратить на NO бактери-
ального происхождения, как на потенциальный пре-
диктор ИИ. NO образуется в результате ферментации 
нитратов оральной и кишечной микробиотой. Данный 
путь метаболизма называется энтеросаливарный или 
путь нитрат-нитрит-NO. Нитраты продуктов при по-
падании в полость рта подвергаются ферментативному 
восстановлению до нитрита нитратредуктазами бакте-
рий. Нитрит заглатывается и может метаболизироваться 
двумя путями: 1) протонирование до HNO2 в желудке; 
2) дальнейшее восстановление нитритредуктазами ки-
шечных бактерий до NO. Далее NO в виде нитрожир-

ных кислот попадает в кровоток [22, 23]. Представители 
микробиоты полости рта, способные восстанавливать 
нитраты до нитритов локализуются на криптах языка. 
К ним относят P. melaninogenica, V. dispar, H. parainflu-
enzae, N. subflava, V. parvula, F. nucleatum, C. concisus,  
L. buccalis, P. intermedia, представители родов Staphy-
lococcus, Streptococcus, Actinomyces. При дисбиозе по-
лости рта, обусловленном, в частности, пародонти-
том, пародонтопатогенные микроорганизмы, такие как  
P. gingivalis, A. actinomycetemcomitans, T. forsythia,  
T. denticola вызывают в тканях пародонта выброс ци-
токинов IL-1b, 6, 8 и TNF-a, ингибирующих выработку 
NO в системном кровотоке [24]. В кишечнике наибо-
лее активными продуцентами NO считаются предста-
вители родов Lactobacillus (L. plantarum, L. rhamnosus,  
L. acidophilus), Streptomyces и Bifidobacterium (B. long-
um infantis). Нитрат может восстанавливаться в нитрит  
L. plantarum, L. rhamnosus, L. acidophilus прямо в кишеч-
нике. Однако, для этого необходимы два условия: как 
можно более высокая концентрация нитратов и 0-2% со-
держание кислорода в среде. То же самое касается вос-
становления нитрата до NO. При введении различного 
количества нитритов в среду продукция лактобацилла-
ми NO обратно пропорциональна повышению pH среды 
(чем среда щелочнее, тем ниже продукция NO) [25].

Низкое содержание лактобацилл и бифидобактерий 
ведёт к недостатку выработки ими ГМ (NO, CO, H2S, 
H2), являющихся плейотропными медиаторами, имею-
щими свои мишени в различных тканях и органах, пре-
жде всего, в нервной и сердечно-сосудистой системах. 
СО способен проявлять антиоксидантные свойства. 
Проявляя антиапоптотические и антипролиферативные 
свойства, CO способен защищать ткани от гипоксии и 
реперфузионных повреждений. NO является нейромеди-
атором и может участвовать в восстановлении нейронов 
ЦНС после локальных повреждений при ИИ, участвует 
в процессах долговременной синаптической потенциа-
ции, связанной с образованием памяти [26]. Эндогенно 
образующийся NO проявляет выраженные антигипер-

Рис. 2. Продукция NO и СO кишечными лактобациллами у здоровых лиц и больных с ишемическим инсультом.
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тензивные свойства, тормозит агрегацию тромбоцитов 
в сосудах, оказывает цитопротективное действие в ус-
ловиях ишемии, снижает выраженность окислительного 
стресса. Недостаток в крови NO может явиться критери-
ем риска развития артериальной гипертензии [27].

При комплексном лечении ИИ необходимо восста-
новить уровень нормальной микрофлоры ЖКТ путём 
применения пробиотиков на основе лактобацилл, про-
дуцирующих сигнальные ГМ (прежде всего NO, CO), 
оказывающих нейромодулирующее, кардиостимулиру-
ющее, иммуномодулирующее и другие полезные воз-
действия на организм. Для этого необходима разработ-
ка пробиотиков и кисломолочных продуктов на основе 
штаммов лактобацилл, образующих в физиологических 
концентрациях NO, CO, участвующих в восстановлении 
нейронов ЦНС.

Заключение. У больных с ИИ в 2-3 раза снижена вы-
севаемость основных представителей нормальной ки-
шечной микрофлоры – бифидобактерий, лактобацилл, 
E. coli и в 2-3 раза увеличена выделяемость клостридий, 
бацилл, пептострептококков, клебсиелл и других энте-
робактерий, в 25% изолировались C. albicans.

Лактобациллы кишечной микробиоты больных ИИ, 
представлены L. rhamnosus, L. fermentum, L. plantarum, 
L. brevis, L. pentosus, L. curvatus, L. salivarius. Они в 
большинстве случаев не продуцируют, а потребляют 
NO, в 2 раза меньше выделяют CO по сравнению со здо-
ровыми людьми. У пациентов с ИИ наиболее активны-
ми продуцентами сигнальных ГМ являются L. plantarum 
(по синтезу NO) и L. rhamnosus (по синтезу CO).

При комплексном лечении ИИ возникает необходи-
мость восстановить уровень нормальной микрофлоры 
ЖКТ путём применения пробиотиков на основе штам-
мов лактобацилл, продуцирующих сигнальные ГМ (пре-
жде всего NO, CO), оказывающих нейромодулирующее, 
кардиостимулирующее, иммуномодулирующее и дру-
гие полезные воздействия на организм.

Необходима разработка пробиотиков и кисломолоч-
ных продуктов на основе штаммов лактобацилл, обра-
зующихся в физиологических концентрациях NO, CO, 
участвующих в восстановлении нейронов ЦНС.
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Представлены результаты исследования распространённости иксодовых клещей -переносчиков возбудителей клещевых 
риккетсиозов для оценки их потенциальной роли в заболеваемости местного и прибывающего населения. Эктопаразиты 
собраны в различных природно-климатических зонах Крымского полуострова в период 2016-2018 гг. В результате про-
ведённого скрининга с помощью ПЦР-анализа в режиме реального времени (ПЦР-РВ) в клещах выявлен генетический 
маркёр (участок гена gltA) риккетсий группы клещевой пятнистой лихорадки. Наиболее часто ДНК-маркёр риккетсий 
обнаружен в клещах в восточных районах степной зоны – 50,6 %, в северо-западной части степной зоны эта вели-
чина составила 12,0%. Реже ДНК-мишень риккетсий выявлена в клещах, собранных в горнолесной и южнобережной 
зоне – 4,5%. В результате секвенирования положительных образцов ДНК по фрагментам генов gltA, ompA, ompB, sca4 
установлен видовой состав риккетсий. Идентифицирована ДНК 8 видов риккетсий: R. conorii, R. massiliae, R. sibirica 
subsp. mongolotimonae, R. slovaca, R. aeschlimannii, R. monacensis, R. helvetica, R. raoultii. ДНК трёх видов – R. massiliae, R. 
slovaca, R. helvetica в Крыму установлена впервые. Определены особенности географического распространения выявлен-
ных видов риккетсий, что обусловлено наличием клещей-переносчиков. Разнообразие видов риккетсий и их переносчиков 
связано с изолированностью ареалов основных животных-прокормителей и сложившимися маршрутами миграций птиц 
на территории Крымского полуострова. Результаты дают основание предполагать, что заболевания клещевыми рик-
кетсиозами в Крыму, могут быть вызваны не только R. conorii, как считалось ранее, но и другими видами патогенных 
для человека риккетсий.
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PREVALENCE OF CAUSATIVE AGENTS OF TRANSMISSIVE TICK-BORNED RICKETSIOUS IN THE 
CRIMEAN PENINSULA
1Medical Academy named after S. I. Georgievsky of Vernadsky CFU, 295051, Simferopol, Russia; 
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3Federal State Budgetary Institution “N. I. Pirogov Saki Military Clinical Sanatorium”, Ministry of Defense of Russia, 296500, 
Saki, Russia; 
4FBUZ “Center for Hygiene and Epidemiology in the Republic of Crimea and the federal city of Sevastopol”, 295034, 
Simferopol, Russia
 The paper presents the results of a study of the prevalence of Ixodid ticks –potential carriers of tick-borne rickettsiosis pathogens. 
Ectoparasites were collected in various natural and climatic zones of the Crimean Peninsula within the year 2016-2018. As a 
result of screening with the help of real-time PCR analysis (PCR-RT), a genetic marker (a section of the gltA gene) of the rickettsia 
group of tick-borne spotted fever was detected in ticks. The most common DNA marker of rickettsia was found in ticks in the 
eastern regions of the steppe zone – 50,6 %, in the north-western part of the steppe zone this value was 12,0 %. The least amount of 
rickettsia target DNA was detected in ticks collected in the mountain forest and south bank zones – 4,5 %. As a result of sequencing 
of positive DNA samples from fragments of the gltA, ompA, ompB, and sca4 genes, the species composition of rickettsias was 
established. The DNA of 8 species of rickettsia was identified: Circulation of three R. conorii, R. massiliae, R. sibirica subsp. 
mongolotimonae, R. slovaca, R. aeschlimannii, R. monacensis, R. helvetica, R. raoultii. R. massiliae, R. slovaca, and R. helvetica 
were established in the Crimean Peninsula for the first time. The peculiarities of the geographical distribution of the identified 
rickettsia species were determined, which was due to the spread of mites-carriers of pathogens. The revealed diversity of rickettsia 
species and their vectors, due to the isolation of the areas of the main feeding animals and the established routes of migratory 
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birds, suggests the circulation of other rickettsia species on the territory of the Crimean Peninsula. The obtained results suggest 
that the diseases of tick-borne rickettsiosis in the Crimean Peninsula can be caused not only by R. conorii, as previously thought, 
but also by other types of rickettsii.
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Введение. Риккетсиозы группы клещевой пятнистой 
лихорадки (КПЛ) являются трансмиссивными природ-
но-очаговыми зоонозами. Географическое распростра-
нение их инфекционных агентов связано с ареалом 
переносчиков (иксодовые клещи), которые являются 
основным резервуаром риккетсий в природе. К наи-
более значимым представителям группы КПЛ в Рос-
сийской Федерации относятся R. sibirica и R. conorii. 
Совершенствование методов лабораторной диагности-
ки и идентификации способствует увеличению числа 
вновь выявляемых риккетсий группы КПЛ. К настоя-
щему времени этот список пополнили 14 видов рик-
кетсий: R. aeschlimannii, R. africae, R. asiatica, R. felis,  
R. heilongjiangensis, R. helvetica, R. honei, R. hoogstraalii, 
R. japonica, R. massiliae, R. peacockii, R. raoultii,  
R. slovaca, R. tamurae [1, 2].

Целесообразность изучения возбудителей группы 
КПЛ в Крыму обусловлена природно-климатическими 
особенностями региона, благоприятствующими фор-
мированию особых биогеоценозов, в которых активно 
функционируют природные очаги риккетсиозов, боль-
шим количеством прибывающего населения (туристов, 
отдыхающих) в сезон эпидемической активности оча-
гов. Широкое видовое разнообразие возбудителей и их 
переносчиков на фоне происходящих климатических из-
менений и интенсивного антропогенного воздействия на 
природу обусловливает необходимость более подробно-
го и глубокого изучения этой инфекционной патологии, 
особенно с учётом широкого круга патогенных видов 
риккетсий [2, 3]. На территории Крымского полуострова 
находятся природные очаги cредиземноморской («мар-
сельской») лихорадки, которую регистрируют здесь с 
30-х годов ХХ века, в основном в прилегающих к морю 
зонах [4, 5]. Установлено, что на территории Крыма, как 
и в других регионах Европы, в очагах циркулирует R. 
conorii, переносчик и природный резервуар возбудите-
ля – клещи Rhipicephalus sanguineus [3, 6]. В 1962 г. А. 
Л. Лейбман и Е. А. Клюшкина [6] установили ведущее 
значение клещей Rhipicephalus sanguineus в существова-
нии природных и антропургических очагов марсельской 

лихорадки на полуострове и заболеваемости населения 
этой инфекцией.

Применение современных молекулярно-генети-
ческих методов исследования позволяет значительно 
улучшить идентификацию патогенов в исследуемых 
переносчиках [7].

Цель работы – исследовать распространённость воз-
будителей КПЛ в различных природно-климатических 
зонах Крымского полуострова для оценки их потенци-
альной роли в заболеваемости местного и прибываю-
щего населения. Задачи исследования – изучение рас-
пространённости клещей – переносчиков возбудителей, 
оценка их заражённости риккетсиями с помощью поли-
меразной цепной реакции в режиме реального времени 
(ПЦР-РВ) и определение вида риккетсий.

Материал и методы. В период 2016-2018 гг. с апре-
ля по сентябрь собрано и исследовано 1972 экземпляров 
клещей. Клещи собирались практически во всех рай-
онах (Красноперекопский, Раздольненский, Сакский, 
Черноморский, Красногвардейский, Джанкойский, Со-
ветский, Нижнегорский, Кировский, Ленинский, Бело-
горский, Симферопольский, Бахчисарайский) и некото-
рых городах полуострова (Евпатория, Керчь, Феодосия, 
Судак, Севастополь, Ялта, Алушта). Сборы проводили 
на флаг и волокушу, при осмотрах и при очёсах с круп-
ного и мелкого рогатого скота, с собак и кошек. Опре-
деление вида собранных клещей проводили по морфо-
логическим таблицам Н. А. Филипповой. Собранных 
клещей замораживали и хранили при -20o C. Материал 
для исследования методом ПЦР-РВ получали путём 
дезинтеграции каждой особи клеща индивидуально с 
проведением предварительной отмывки, как это опи-
сано ранее [8]. Полученные индивидуальные образцы 
суспензий клещей в объёме 100 мкл использовали для 
выделения суммарной ДНК/РНК с применением набора 
реагентов «РеалБест экстракция 100» согласно инструк-
ции производителя (АО «Вектор-Бест», Новосибирск). 
Элюцию нуклеиновых кислот проводили в объёме 300 
мкл соответствующего раствора, входящего в состав на-
бора для выделения. Полученные образцы нуклеиновых 
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ricinus – 337 особей (17,1%), Rhipicephalus sanguineus 
– 305 особей (15,5%), Hyalomma marginatum – 139 осо-
бей (7,0%), Dermacentor marginatus – 110 особей (5,6%), 
Dermacentor reticulatus – 19 особей (1,0%).

Выявление генетических маркёров риккетсий в кле-
щах различных видов. Каждая особь из числа собранных 
клещей подвергалась спиртовой отмывке от примесей, 
индивидуальной гомогенизации и выделению суммар-
ных нуклеиновых кислот (НК). С помощью ПЦР-теста 
«РеалБест ДНК Rickettsia species» выделенные пробы 
НК проанализированы на присутствие специфического 
ДНК-маркёра риккетсий. Генетический маркёр риккет-
сий (консервативный участок гена цитратсинтетазы, 
gltA), присущий для всех видов риккетсий группы КПЛ 
выявлен в 554 из 1972 (28,1%) суспензиях анализиро-
ванных клещей, существенно различаясь по видам об-
следованных эктопаразитов (табл. 2).

Результаты видовой идентификации риккетсий. 
Определение видового состава риккетсий проводили в 
тех образцах суспензий гомогенизированных клещей, в 
которых содержалась ощутимая нагрузка ДНК-маркёра 
(участка гена gltA) возбудителя (Ct менее 35 цикла в 
ПЦР-РВ, что соответствует не менее 30 геном/эквива-
лентам риккетсий в 50 мкл реакции). ДНК риккетсий из 
положительных образцов подвергалась дополнительной 
амплификации по фрагментам генов: gltA, ompA, ompB, 
sca4, с длиной продуктов от 400 до 1100 п.н. (см. табл. 
1). Секвенирование ДНК по всем четырём фрагментам 
генов удалось провести не для всех проб, в связи с чем, 
установление вида риккетсий в каждом конкретном об-
разце проводилась как минимум по трём полученным 
последовательностям ДНК разных генов, сравнением 
их с последовательностями, представленными в базе 
данных GenBank. Из 554 суспензий клещей, содержа-
щих ДНК риккетсий, удалось секвенировать и устано-

кислот анализировали с помощью ПЦР-РВ на наличие 
ДНК-маркёра риккетсий (консервативного участка гена 
gltА) с использованием коммерческого набора реагентов 
«РеалБест ДНК Rickettsia species» (АО «Вектор-Бест», 
Новосибирск), в соответствии с рекомендациями произ-
водителя.

Постановку ПЦР-РВ проводили на амплификаторе 
с флуоресцентной детекцией в режиме реального вре-
мени CFX96 (Bio-Rad, США) в Центре коллективного 
пользования Центральной научно-исследовательской 
лаборатории Института «Медицинская академия имени 
С.И. Георгиевского» ФГАОУ ВО «КФУ им. В.И. Вер-
надского». Положительные образцы с высокой нагруз-
кой ДНК риккетсий (Ct до 33-35 циклов в ПЦР-РВ) до-
полнительно амплифицированы по фрагментам генов 
gltA, ompA, ompB, sca4, с помощью праймеров (табл. 1), 
концентрация которых в реакционной смеси составляла 
0,5 мкМ. Протокол амплификации: 1 стадия: 94° C – 1 
мин; 2 стадия, 5 циклов: 94° C – 15 с, 62° C – 20 с, 72° 
C – 20 с; 3 стадия, 45 циклов: 94° C – 15 с, 60° C – 30 с, 
72° C – 30 секунд. Разработка дизайна, анализ синтези-
рованных праймеров и зондов, используемых в данных 
исследованиях, опубликованы ранее [9]. Олигонуклео-
тиды получены в лаборатории химического синтеза АО 
«Вектор-Бест».

Секвенирование полученных продуктов методом 
Сэнгера проводили на секвенаторе ABI Prism 3100 
GeneticAnalyzer (AppliedBiosystems, США) в Центре 
коллективного пользования «Геномика» СО РАН (г. Но-
восибирск). Полученные нуклеотидные последователь-
ности сопоставляли с последовательностями риккетсий, 
представленные в международной базе данных NCBI с 
помощью приложения BLAST.

Результаты. Клещи идентифицированы по видам: 
Haemaphysalis punctata – 1062 особи (53,8%), Ixodes 

Т а б л и ц а  1
Олигонуклеотидные праймеры, применяемые для амплификации и секвенирования участков генов риккетсий

Ген Праймеры Структура праймера (5’→3’) Длина ампликона (п.н.)
gltA RS-F1 GCAAGTATTGGTGAGGATGTA

1153
RS-R1 GTTCAGGGTCTTCGTGCA

ompA RSp-F14 GCGATAATGCTGAGTAGTAGC
316

RSp-R2 GCAACAAGTTACCTCCCGTTA
ompB PKO-ompB-F1 TCTACAGCTACCATAGTAGCCA

815
PKO-ompB-R2 TCCTGTAACGTTAAAGTCGGTA

sca4 R.Sca4-F3 GCAGATGTTAGAAAAGGCAGTA
576

R.Sca4-R1 TCCGCTGATGCCATAATAAGT

Т а б л и ц а  2
Выявление ДНК-маркёра риккетсий в различных видах клещей

Вид клеща Количество исследованных клещей Выявлен ДНК-маркёр риккетсий по 
участку гена цитратсинтазы (gltA) %

Haemaphysalis punctata 1062 334 31,5
Ixodes ricinus 337 47 13,9
Rhipicephalus sanguineus 305 62 20,3
Hyalomma marginatum 139 48 34,5
Dermacentor marginatus 110 58 52,7
Dermacentor reticulatus 19 5 26,3
Общее количество иссле-
дованных клещей 1972 554 28,1
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вить вид риккетсий в 120 (21,7%) случаях. В этих про-
бах ДНК клещей идентифицированы 8 видов риккетсий: 
R. conorii (9 образцов – 7,5%), R. massiliae (2 образца – 
1,7%), R. mongolotimonae (5 образцов – 4,2%), R. slovaca 
(16 образцов – 13,3%), R. aeschlimannii (28 образцов – 
23,3%), R. monacensis (8 образцов – 6,7%), R. helvetica 
(15 образцов – 12,5%), R. raoultii (37 образцов – 30,8%).

Установлено, что в Сакском районе обнаружена зара-
жённость клещей риккетсиями трёх видов: R. conorii (1 
образец – 0,4% от всех собранных в этом районе особей), 
R. aeschlimannii (2 образца – 0,9%), R. mongolotimonae (4 
образца – 1,7%). В Симферопольском районе выявлены 
представители трёх видов риккетсий: R. helvetica (15 
образцов – 8,6%), R. monacensis (8 образцов – 4,6%), R. 
slovaca (1 образец – 0,6%). Клещи в Белогорском рай-
оне содержали генетический материал двух видов рик-
кетсий: R. raoultii (18 образцов – 21,4%) и R. slovaca (5 
образцов – 6,0%). В Советском районе выявлены два 
вида риккетсий: R. aeschlimannii (2 образца – 22,2%), R. 
slovaca (4 образца – 44,4%). В Ленинском районе отме-
чено наибольшее видовое разнообразие: R. raoultii (16 
образцов – 2,3%), R. aeschlimannii (24 образца – 3,4%), 
R. slovaca (5 образцов – 0,7%), R. mongolotimonae (1 об-
разец – 0,1%).

Полученные результаты позволяют предполагать о 
распространённости на Крымском полуострове не толь-
ко средиземноморской (марсельской) лихорадки, как 
считалось ранее, но и других риккетсиозов из группы 
КПЛ.

Распределения идентифицированных видов риккет-
сий в клещах различных видов приведено в табл. 3.

Наибольшее количество выявленных маркёров видов 
риккетсий относится к виду R. raoultii (см. табл. 3). Иден-
тифицированы ДНК следующих видов: R. aeschlimannii, 
R. slovaca, R. helvetica. В разных видах клещей опреде-
лялся свой спектр риккетсий. Наибольшее разнообразие 
(шесть видов из восьми выявленных) обнаружены в кле-
щах Rhipicephalus sanguineus и Hyalomma marginatum. В 
клещах Rhipicephalus sanguineus чаще всего присутство-
вала ДНК R. conorii (36,4%) и R. aeschlimannii (31,8%). 
В клещах Hyalomma marginatum с наибольшей часто-
той определялись R. aeschlimannii (46,6%) и R. sibirica 
subsp. mongolotimonae (26,6%). В клещах Ixodes ricinus 
обнаружены риккетсии 4-х видов, из них наиболее ча-
сто R. helvetica (в 50% всех исследованных особей), R. 
monacensis и R. raoultii (каждый с частотой в 23,3%). 
В клещах Haemaphysalis punctata, доля которых в сбо-

рах наибольшая, обнаружено три вида риккетсий – R. 
aeschlimannii (50%), R. raoultii (24%), R. slovaca (20%). 
В клещах Dermacentor marginatus – R. raoultii (71,4%) и 
R. slovaca (28,6%).

Выявлена определенная специфичность связей видов 
клещей и риккетсий. В условиях Крыма зарегистрирова-
на высокая избирательность в выборе хозяев риккетси-
ями R. helvetica, которые встречались только в клещах 
Ixodes ricinus, в других видах клещей данный вид рик-
кетсий не обнаружен. Наименьшую избирательность 
по отношению к клещам демонстрируют риккетсии R. 
raoultii и R. slovaca, которые обнаружены практически 
во всех исследованных видах иксодовых клещей, при 
этом демонстрируя некоторое «предпочтение» клещам 
Dermacentor marginatus.

Для риккетсий вида R. slovaca, как и вида R. 
aeschlimannii, занимающего по распространённости 
второе место после R. raoultii, в роли успешных хозяев 
выступают клещи вида Haemaphysalis punctata. Размно-
жаются R. aeschlimannii в клещах видов Rhipicephalus 
sanguineus и Hyalomma marginatum. Ещё большую спец-
ифичность по отношению к клещам демонстрируют R. 
conorii, встречаясь в основном в клещах Rhipicephalus 
sanguineus. Высокая специфичность обнаруживается 
у R. sibirica subsp. mongolotimonae, по отношению к 
Hyalomma marginatum. Возможна высокая избиратель-
ность R. monacensis по отношению к Ixodes ricinus и R. 
massiliae к Rhipicephalus sanguineus, но пока речь идёт о 
единичных случаях, и для большей определённости не-
обходимо увеличение числа наблюдений.

Распределение клещей по природно-климатическим 
зонам Крымского полуострова. Выявленное видовое 
разнообразие риккетсий необходимо связывать не толь-
ко с комплексом «клещи-переносчики – животные-про-
кормители», но и с наличием различных природно-кли-
матических зон. Территория Крымского полуострова, 
несмотря на сравнительно небольшую площадь, чётко 
разделяется на различные природно-климатические зо-
ны (см. рисунок), для которых характерны определён-
ные и специфические зоопаразитарные комплексы мел-
ких млекопитающих и иксодовых клещей: 1 – степная 
зона, включающие в себя северные, северо-западные, 
северо-восточные территории; 2 – лесостепная зона 
предгорного Крыма; 3 – горнолесная зона; 4 – южнобе-
режная субтропическая зона. Для получения по возмож-
ности более определённой картины ареалов риккетсий 
и их приуроченности к конкретным паразитарным эко-

Т а б л и ц а  3
Маркёры видов риккетсий в различных видах анализированных клещей (%)*

Вид риккетсий Удельный вес от общего 
количества (абс. число)

Haemaphysalis 
punctata

Rhipicephalussan-
guineus

Hyalomma 
marginatum

Dermacentor 
marginatus

Ixodes 
ricinus

R. raoultii 30,8 (37) 24,0 (6) 13,6 (3) 6,7 (1) 71,4 (20) 23,3 (7)
R. aeschlimannii 23,3 (28) 56,0 (14) 31,8 (7) 46,6 (7) - -
R. slovaca 13,3 (16) 20,0 (5) 4,5 (1) 6,7 (1) 28,6 (8) 3,4 (1)
R. helvetica 12,5 (15) - - - - 50,0 (15)
R. conorii 7,5 (9) - 36,4 (8) 6,7 (1) - -
R. monacensis 6,7 (8) - - 6,7 (1) - 23,3 (7)
R. mongolotimonae 4,2 (5) - 4,5 (1) 26,6 (4) - -
R. massilae 1,7 (2) - 9,2 (2) - - -
Всего 100 (120)** 25 22 15 28 30

П р и м е ч а н и е . * – В скобках указано количество идентифицированных риккетсий каждого вида; ** – видовые особенности риккетсий, 
обнаруженных в клещах Dermacentor reticulatus, выявить не удалось.
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системам, сбор клещей проводился в различных частях 
полуострова.

Доля (в %) присутствия ДНК-маркёра риккетсий 
в клещах одного и того же вида в различных районах 
Крыма различалась порой значительно (табл. 4). В се-
веро-западной части степной зоны ДНК риккетсий в 
клещах Haemaphysalis punctata обнаружена в 10,7% 
случаев, в восточной части степной зоны – в 49,5%. В 
клещах Hyalomma marginatum этот показатель составил 
17,7% в северо-западной части степной зоны и 47,6% в 
восточной части степной зоны; в клещах Rhipicephalus 
sanguineus – соответственно 12,5% и 66,0%.

Наиболее высокое содержание ДНК-маркёра риккет-
сий обнаружено в клещах в восточных районах степной 
зоны (Ленинский район) – 50,6%, в северо-западной ча-
сти степной зоны эта величина составила 12,0%. Мень-
ше всего ДНК-маркёр риккетсий выявлен в клещах, со-
бранных в горнолесной и южнобережной зоне – в 4,5% 
собранных здесь клещей.

Наблюдается ряд особенностей географического рас-
пределения выявленных видов риккетсий (табл. 5). R. 
helvetica и R. massiliae выявлены только в лесостепных 
районах, там же в основном обнаруживаются R. raoultii, 
R. conorii, R. monacensis. R. aeschlimannii отмечены в 
основном в степной зоне, и только там обнаружена R. 
sibirica subsp. mongolotimonae. R. slovaca распределена 

между этими районами более равномерно. Распростра-
нённость различных видов риккетсий по территории 
Крымского полуострова в значительной мере обуслов-
лена распространением клещей-носителей риккетсий. 
Ассоциированность R. helvetica и R. raoultii с клеща-
ми Ixodes ricinus, R. conorii с клещами Rhipicephalus 
sanguineus обусловливает их присутствие в лесостепных 
предгорных зонах, ассоциированность R. aeschlimannii 
с клещами Haemaphysalis punctata и Hyalomma margin-
atum ведёт к высокой встречаемости этого вида риккет-
сий в степных районах полуострова.

Обсуждение. Полученные предварительные данные 
по видовому составу риккетсий и встречаемости их в 
различных видах иксодовых клещей на территории при-
родно-климатических зон Крымского полуострова пере-
кликаются с данными, приводимыми исследователями 
Франции, Турции, Греции, Италии, Испании [3, 10 – 13].

Клещи Rhipicephalus sanguineus являются вектором 
для риккетсий R. conorii [14], что наблюдается и в на-
шем исследовании. В ходе исследования клещей Rh. 
sanguineus, собранных в г. Севастополь обнаружена 
одновременно ДНК двух видов риккетсий – R. conorii 
conorii и R. massiliae [9]. Выявление возбудителя в чер-
те города объясняется возможностью горизонтальной 
трансмиссии риккетсий от заражённых клещей незара-
жённым при совместном нахождении и кормлении на 

Природно-климатические зоны Крымского полуострова: 1 – степная зона; 2 – лесостепная зона предгорного Крыма; 3 – горно-
лесная зона; 4 – южнобережная субтропическая зона.

Т а б л и ц а  4
ДНК-маркёр Rickettsia species в клещах различных природно-климатических зон (количество собранных клещей/количество кле-

щей, содержащих геном риккетсий)

Вид клещей Степная зона Лесостепная зона Горно-лесная 
и южно-бе-

режная зоны
Северо-западная при-
брежная степная часть

Центральная 
часть

Восточная при-
брежная часть

Центральная 
часть

Западная 
часть

Haemaphysalis punctata 291/31 (10,7%) 11/0 592/293 (49,5%) 154/4 (2,6%) 13/5 (38,5%) 1/1 (100%)
Dermacentor marginatus 2/0 3 /3 (100%) 2/2 (100%) 102/52 (51,0%) 1/1 (100%) 0/0
Dermacentor reticulatus - - - 18/5 (27,8%) 1/0 0/0
Hyalomma marginatum 62/11 (17,7%) 6/5 (83,3%) 63/30 (47,6%) 3/1 (33,3%) 2/1 (50,0%) 3/0
Rhipicephalus sanquineus 16/2 (12,5%) - 50/33 (66%) 134/8 (6,0% 93/19 (20,4%) 2/0
Ixodes ricinus 3/1 (33,0%) - 3/1(33,0%) 290/44 (15, 2%) 25/1 (4,0%) 16/0
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животных (собаках) с высоким уровнем риккетсиемии, 
контакт животных друг с другом [15].

Крымский полуостров находится в пределах природно-
го ареала средиземноморской («марсельской») лихорадки, 
основным возбудителем которой считается R. conorii. На 
различных территориях средиземноморских природных 
очагов риккетсиозов группы клещевой пятнистой лихо-
радки в качестве возбудителей отмечены как подвиды, так 
и близкородственные виды риккетсий – R. conorii conorii,  
R. conorii israelensis, R. aesсhlimannii, R. slovaca, R. 
massiliae, R. sibirica subsp. mongolotimonae и другие [14].

Клинические случаи заболеваемости средиземно-
морской («марсельской») лихорадки на Крымском полу-
острове регистрируются ежегодно, со второй половины 
90-х годов отмечается подъём заболеваемости [5, 16]. 
Наблюдаются выраженные особенности территориаль-
ного распределения – случаи болезни встречались в 
основном в прибрежных западных и северо-западных 
степных районах, в меньшей степени в прибрежных 
районах южного и юго-восточного Крыма [5, 16]. В на-
шем исследовании основными видами клещей в север-
ных степных районах являются Haemaphysalis punctata, 
у которых регистрируемый спектр геномов риккетсий не 
слишком обширен, в основном это R. aeschlimannii и R. 
slovaca. Наиболее патогенный вид R. conorii, в основном 
ассоциированный с клещами Rhipicephalus sanguineus 
[9], в этом районе выявляется редко (см. табл. 2, 3, 5). 
Наиболее часто клещи Rhipicephalus sanguineus реги-
стрируются в западной части лесостепной зоны, где за-
болеваемость средиземноморской клещевой («марсель-
ской») лихорадкой высока [16]. В наших результатах 
наиболее часто встречаются последовательности генов 
риккетсий R. aeschlimannii, R. raoultii, R. slovaca, кото-
рые составляют более 50% всех идентифицированных 
образцов. Наибольшее количество переносчиков возбу-
дителей этих инфекций – клещей видов Haemaphysalis 
punctata и Hyalomma marginatum – собрано в степных 
районах, где заболеваемость риккетсиозами группы 
КПЛ либо невелика (Ленинский район) либо не диагно-
стируется (Джанкойский и Нижнегорский районы). При 
сопоставлении с ранее описанной картиной распределе-
ния серологически подтверждённых случаев КПЛ [16] 
следует, что наиболее вирулентным возбудителем дан-
ного риккетсиоза в Крыму является R. conorii, другие же 
виды риккетсий либо не оказывают большого влияния 
на картину заболеваемости, либо инфицированность 
ими не приводит к выраженной клинической картине. О 
последнем свидетельствуют и данные литературы по за-
болеваемости риккетсиозами группы КПЛ в других ре-
гионах Европы. Для многих видов риккетсий, таких как 

R. aeschlimannii, R. slovaca, R. massiliae, R. raoultii, R. 
helvetica показана их вирулентность для человека, но их 
вклад в картину заболеваемости риккетсиозами группы 
КПЛ в различных частях Средиземноморья значительно 
варьирует [17, 18]. Ввиду схожей клинической картины 
риккетсиозов с другими инфекциями, отсутствия со-
временных лабораторных методов возникают трудности 
при проведении дифференциальной диагностики и со-
ответственно проведении адекватного лечения [19].

Заключение. Полученные результаты являются ша-
гом на пути изучения причин видового разнообразия 
риккетсий на практически изолированном Крымском 
полуострове. Одной из причин наблюдаемого раз-
нообразия видов риккетсий может служить участие 
перелётных птиц, на роль которых в распространении 
риккетсий и их векторов неоднократно указывалось в 
опубликованных данных [3, 20, 21]. С одной стороны, 
территория Крыма является практически «островной», 
так как довольно изолирована от материковой части, 
особенно южная, горнолесная часть полуострова. Имен-
но это является основной причиной того, что многие 
виды иксодовых клещей, как и животных и птиц – их 
основных прокормителей, имеют ареалы, ограниченные 
и изолированные на протяжении тысячелетий от основ-
ной части видовых ареалов. С другой стороны, северные 
районы Крыма, а именно Присивашье, лежит на пути 
перелётных маршрутов разнообразных мигрирующих 
видов птиц. Приведённые факторы могут служить, как 
объяснением полученных результатов исследований, 
так и основанием для поиска других видов риккетсий, 
несомненно, присутствующих в многообразных при-
родных экосистемах Крымского полуострова. Получен-
ная впервые для региона картина распространения раз-
личных видов риккетсий на территории полуострова, 
причинно-следственная оценка их значения в патологии 
человека, требует продолжения данного направления 
исследований.
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СПОСОБ ЭКСПРЕСС-ДЕТЕКЦИИ ESCHERICHIA COLI И БАКТЕРИЙ ГРУППЫ КИШЕЧНОЙ 
ПАЛОЧКИ В РОТОВОЙ ПОЛОСТИ
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В последнее время при диагностике заболеваний решающее место отводится лабораторным методам исследования, ко-
торые должны быть информативными, относительно простыми в исполнении и быстрыми. Описана апробация мето-
да экспресс-детекции Escherichia coli и бактерий группы кишечной палочки (БГКП) в ротовой полости. В исследовании 
участвовали 44 добровольца, у которых проводили забор материала из ротовой полости с последующей инкубацией в 
питательной среде Кода. В исследовании использовали ротовую (n=11) и десневую жидкости (n=11); мазки-отпечатки 
со слизистой оболочки полости рта (n=11); зубную биоплёнку (n=11). Через 24 часа оценивали изменение цвета и про-
зрачности среды. Сохранение средой исходного зелёного цвета и прозрачности означало отсутствие в пробе E. coli и 
БГКП. Изменение цвета среды на жёлтый, мутность и/или образование пузырьков означало присутствие E. coli и БГКП. 
Параллельно осуществляли посев материала на среду Эндо с последующей идентификацией штаммов до вида.  Показано 
полное совпадение результатов бактериологического метода и способа с применением среды Кода. В последнем случае 
существенным преимуществом является быстрота получения результата (18-20 ч), в отличие от классического ме-
тода, интерпретация результатов которого доступна только спустя 72 ч и более, что соответствует современному 
положению клинической микробиологии и быстрой диагностике по принципу «у постели больного / в кабинете врача». 
Представленный способ может быть успешно применён в клинической практике для топической диагностики микро-
организмов E. coli и БГКП в ротовой полости.
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Godovalov A. P., Zadorina I. I., Bykova L. P., Pastukhov D. M., Yakovlev M. V.
EXPRESS DETECTION OF ESCHERICHIA COLI AND BACTERIA OF ESCHERICHIA COLI GROUP AT 
THE ORAL CAVITY
E.A. Vagner Perm State Medical University, Russian Federation
Currently, in the diagnosis of diseases, a decisive place is given to laboratory methods, which should be informative, relatively 
simple to perform and rapid. The article describes the approbation of a method for rapid detection of Escherichia coli and bacteria 
of Escherichia coli group in the oral cavity. Research involved 44 volunteers, who were sampled from the oral cavity, followed by 
incubation in Koda’s medium. The study used oral (n=11) and gingival fluids (n=11); smears-prints from the oral mucosa (n=11); 
dental biofilm (n=11). After 24 hours, the change in color and transparency of the medium was assessed. The preservation of the 
initial green color and transparency by the medium meant the absence of E. coli and bacteria of Escherichia coli group in the 
sample. A change in the color of the medium to yellow, turbidity and / or the formation of bubbles indicated the presence of E. 
coli and bacteria of Escherichia coli group. In parallel, the material was inoculated onto Endo agar, followed by identification 
of strains to species. As a result of the study, a complete coincidence of the results of the classical bacteriological method and 
the method using Koda medium was shown. In the latter case, a significant advantage is the speed of obtaining the result (18-20 
hours), in contrast to the classical method, the interpretation of the results of which is available only after 72 hours or more. All of 
this is in line with the state of the art in clinical microbiology and rapid diagnosis based on «point-of-care testing / doctor’s office» 
diagnostic principle. The presented method can be successfully applied in clinical practice for topical diagnosis of microorganisms 
E. coli and bacteria of Escherichia coli group in the oral cavity. 
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Введение. Микробиоценоз полости рта представлен 
более чем 700 видами различных микроорганизмов, 
среди которых весомую часть составляют резидентные 
таксоны [1]. К факторам, влияющим на резидентную 
микрофлору полости рта, относят: плохую гигиену, им-
мунодефицитные состояния, изменение микробиоты 
другой близлежащей области (носоглотки, пищевари-
тельного тракта и др.). В биотопах полости рта здоровых 
людей постоянно не встречаются грамотрицательные 
энтеробактерии и присутствие Escherichia coli и бакте-
рий группы кишечной палочки (БГКП; микроорганизмы 
родов Escherichia, Citrobacter, Enterobacter) ассоцииру-
ется с развитием как дисбиотических состояний [2, 3], 
так и ряда воспалительных заболеваний [4].

В клинической практике достаточно часто встре-
чаются ситуации, когда при смешанной (нетипичной) 
клинической симптоматике затруднена постановка диа-
гноза. В таких случаях решающее место отводится до-
полнительным методам исследования, в том числе ла-
бораторным, которые должны быть информативными, 
относительно простыми в исполнении и быстрыми [5].

Из существующих лабораторных микробиологиче-
ских тестов представляет интерес метод газовой хро-
матографии – масс-спектрометрии, который основан 
на методике извлечения из биологических проб (выды-
хаемый воздух) маркёрных веществ микроорганизмов 
(жирных кислот, альдегидов, спиртов, стеринов) [6, 7]. 
Однако такой метод отличается высокой стоимостью, 
необходимостью специального оборудования (газовый 
хроматограф масс-спектрометр) и специально обучен-
ного персонала, обладающего навыками работы. Не 
описана корреляция детектируемых метаболитов с кон-
кретным видом микроорганизмов ротовой полости, что 
определяет невозможность топической диагностики [8].

В санитарной микробиологии внедрены тесты уско-
ренной детекции отдельных групп микроорганизмов, 
основанные на изменении цвета среды [9, 10]. Приме-
нение таких питательных сред в клинической практике 
будет перспективным, в связи с чем предлагается приме-
нение селективной питательной среды Кода для детек-
ции в биоматериалах ротовой полости E. coli и БГКП, 
без выделения чистой культуры и идентификации ми-
кроорганизмов.

Цель исследования – апробировать способ экспресс-
детекции Escherichia coli и бактерий группы кишечной 
палочки в различных биотопах ротовой полости.

Материал и методы. У 44 добровольцев проведе-
но исследование биологического материала различных 
биотопов полости рта: забор ротовой жидкости (n=11) 
и десневой жидкости (n=11) осуществляли с помощью 
микропипетки; со слизистой оболочки полости рта 
(n=11) брали мазок-отпечаток с помощью стерильного 

ватного тампона; зубную биоплёнку (n=11) – с помощью 
экскаватора № 3 (Экрадент, Россия). Биоматериалы по-
мещали в питательную среду Кода, разлитую по микро-
пробиркам типа Эппендорф, в объеме 1,8 мл, инкуби-
ровали в термостате в течение 24 ч при температуре 37о 

С, после чего оценивали изменение цвета и мутности 
питательной среды. Сохранение средой исходного зелё-
ного цвета и прозрачности означало отсутствие в пробе 
E. coli и БГКП. Изменение  цвета среды на жёлтый, мут-
ность и (или) образование пузырьков означало присут-
ствие E. coli и БГКП [11].

Одновременно все пробы подвергали культураль-
ному исследованию с использованием агара Эндо для 
селективного выделения представителей семейства En-
terobacteriaceae. Все выросшие штаммы идентифициро-
вали до вида.

От всех добровольцев, участвовавших в исследова-
нии, получено добровольное, информированное согла-
сие. Протокол исследования одобрен локальным этиче-
ским комитетом ФГБОУ ВО «Пермский государствен-
ный медицинский университет им. акад. Е.А. Вагнера» 
Минздрава России. 

Результаты и обсуждение. Установлено полное со-
впадение полученных результатов при культивировании 
биологических материалов в среде Кода и на среде Эн-
до. В случае помутнения и изменения цвета среды Кода 
на интенсивный жёлтый, на среде Эндо наблюдали рост 
красных колоний с металлическим блеском, которые 
впоследствии идентифицированы как E. coli. В случае, 
когда цвет среды Кода не менялся, на среде Эндо отсут-
ствовал рост бактерий. При использовании среды Кода 
можно получить результаты через 18-20 ч, а при прове-
дении культурального метода – через 72 ч и более.

Предлагаемый подход может быть успешно приме-
нён для определения биотопов полости рта, колонизиро-
ванных E. coli и БГКП. Установлено присутствие E. coli 
в ротовой и десневой жидкостях у 25% обследованных. 
При этом во всех случаях наблюдалась локализация E. 
coli и БГКП в зубной биоплёнке.

Микрофлора полости рта отличается рядом осо-
бенностей и представляет уникальную сложно орга-
низованную структуру, состоящую из большого числа 
микроорганизмов. В такой ситуации точная иденти-
фикация того или иного вида вида микроорганизмов 
в биотопах ротовой полости имеет существенное зна-
чение для диагностики воспалительных заболеваний 
слизистой оболочки полости рта и тканей пародонта, 
приобретает принципиальную важность при коррек-
ции или разработке схемы лечения. В клинической 
микробиологии в последнее время ведущим направле-
нием является разработка ускоренных тестов, позволя-
ющих проводить диагностику «у постели больного / в 
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кабинете врача» [12]. Предлагаемый способ детекции 
E. coli и БГКП предполагает использование селектив-
ной питательной среды и существенно сокращает сро-
ки получения результата исследования. Среда Кода за 
счёт наличия сульфанола (алкиларилсульфонат) обе-
спечивает преимущественный рост таких грамотри-
цательных энтеробактерий, как E. coli, Enterobacter 
aerogenes, Klebsiella pneumoniae, Citrobacter freundii, 
Serratia marcescens [13]. Указанные микроорганизмы 
обладают широким спектром факторов патогенности и 
способны вызывать гнойно-воспалительные заболева-
ния в биотопах, нетипичных для их обитания, которым 
является ротовая полость [14].

Заключение. Предлагаемый способ экспресс-детек-
ции позволяет своевременно и в короткие сроки прове-
сти топическую детекцию E. coli и БГКП в полости рта, 
что является ключевым маркёром в диагностике дис-
биоза полости рта. Полученные результаты исследова-
ния могут быть использованы для коррекции или разра-
ботки плана медикаментозной терапии и последующей 
оценки эффективности лечения.
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ИСПОЛЬЗОВАНИЕ ПОЛИМЕРАЗНОЙ ЦЕПНОЙ РЕАКЦИИ ДЛЯ ДЕТЕКЦИИ ГЕНОВ 
РЕЗИСТЕНТНОСТИ У ГРАМОТРИЦАТЕЛЬНЫХ БАКТЕРИЙ В РУТИННОЙ ПРАКТИКЕ 
ПЕДИАТРИЧЕСКОГО СТАЦИОНАРА
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Цель – оценка ПЦР-РВ для детекции генов резистентности к карбапенемам грамотрицательных бактерий. Исследова-
но 499 изолятов грамотрицательных микроорганизмов, выделенных в двух педиатрических стационарах в 2019-2020 г. г. 
Видовую идентификацию проводили методом MALDI-ToF масс-спектрометрии (Bruker Daltonics, Германия). Минималь-
ную подавляющую концентрацию (МПК) меропенема и имипенема определяли методом Е-тестов (BioMerieux, Франция). 
Наличие генов приобретённых карбапенемаз групп IMP, NDM, VIM, KPC, OXA-48, OXA-23, OXA-40, OXA-58 определяли 
методом ПЦР-РВ. Среди отобранных штаммов выявлены Klebsiella pneumoniae (34%), Escherichia coli (4%), Serratia 
marcescens (6%) и другие представители порядка Enterobacterales (6%), грамотрицательные неферментирующие глюко-
зу бактерии Acinetobacter baumannii (14%), Pseudomonas aeruginosa (36%). Продукция карбапенемаз обнаружена у 385 
изолятов (77%). Основным механизмом, определяющим резистентность к карбапенемам P. aeruginosa стала продукция 
blaVIM (100%). Среди штаммов A. baumannii выявлены карбапенемазы OXA-23 (55%) и OXA-40 (45%). Основной детерми-
нантой резистентности среди штаммов K. pneumoniae стала карбапенемаза OXA-48, выявленная у 63% образцов, 13% 
обладали blaNDM-group, сочетание генов карбапенемаз blaNDM-group и blaOXA-48-like обнаружено у 16% изолятов. Карбапенемаза 
группы KPC детектирована у 8% штаммов K. pneumoniae. Среди штаммов S. marcescens преобладала карбапенемаза 
группы OXA-48 (95%). Большинство изолятов E. coli обладали металло-бета-лактамазой группы NDM (89%). Другие 
представители порядка Enterobacterales чаще всего обладали карбапенемазой ОХА-48 (57%), у 39% изолятов обнаруже-
но носительство blaNDM-group. У одного штамма выявлена комбинация blaNDM-group и blaOXA-48-like.  ПЦР-РВ является быстрым 
и надёжным методом выявления приобретённых карбапенемаз и может быть рекомендована для использования в ру-
тинной практике бактериологических лабораторий.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  Klebsiella pneumoniae; Acinetobacter baumannii; Pseudomonas aeruginosa; карбапенемазы; ПЦР 
в реальном времени.
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THE USING OF THE POLYMERASE CHAIN REACTION FOR THE DETECTION OF RESISTANCE GENES  
IN GRAM-NEGATIVE BACTERIA IN ROUTINE PRACTICE IN A PEDIATRIC HOSPITAL
1Federal State Autonomous Institution «National Medical Research Center of Children’s Health» of the Ministry of Health, 
119991, Moscow, Russia; 
2Clinical and Research Institute of Emergency Pediatric Surgery and Trauma/CRIEPST (Publicity funded health facility of 
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Objective – assessment of RT-PCR for the detection of carbapenem-resistance genes in gram-negative bacteria. A total, 499 
strains of gram-negative microorganisms isolated in two pediatric hospitals in 2019-2020 were studied. Species identification was 
performed using MALDI-ToF mass-spectrometry (Bruker Daltonics, Germany). Meropenem and imipenem minimal inhibitory 
concentration (MIC) was determined by E-test method (BioMerieux, France). The presence of acquired carbapenemase genes of 
IMP, NDM, VIM, KPC, OXA-48, OXA-23, OXA-40, OXA-58-groups was determined by RT-PCR.  Klebsiella pneumoniae (34%), 
Escherichia coli (4%), Serratia marcescens (6%) and other members of Enterobacterales (6%), also gram-negative non-glucose-
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fermenting bacteria Acinetobacter baumannii (14%), Pseudomonas aeruginosa (36%) were found among selected strains. 
Carbapenemase production was found in 385 isolates (77%). The main mechanism determining carbapenem resistance in P. 
aeruginosa was the production of blaVIM (100%). A. baumanii strains harbored OXA-23 (55%) and OXA-40 (45%) carbapenemases. 
The major determinant of carbapenem resistance in K. pneumoniae isolates was OXA-48 carbapenemase, detected in 63% strains, 
13% of the strains possessed blaNDM-group, 16% isolates had a combination of blaNDM-group and blaOXA-48-like. Carbapenemase of KPC-
group was found in 8% K. pneumoniae strains. OXA-48 carbapenemase prevailed (95%) among S. marcescens strains. Most 
of E. coli isolates harbored metallo-beta-lactamase NDM (89%). Other members of Enterobacterales most often had OXA-48 
carbapenemase (57%), 39% of the isolates carried blaNDM-group. In one strain, a combination of blaNDM-group and blaOXA-48-like was 
discovered. RT-PCR is a fast and reliable method for the detection of acquired carbapenemases and can be recommended for 
routine use in bacteriological laboratories.
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Введение. В этиологической структуре инфекций, 
связанных с оказанием медицинской помощи (ИСМП), 
ведущая роль принадлежит грамотрицательным услов-
но-патогенным микроорганизмам (УПМ), таким как 
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseu-
domonas aeruginosa [1-5]. Госпитальные штаммы этих 
УПМ часто обладают фенотипом множественной ле-
карственной устойчивости (МЛУ). По данным много-
центрового исследования МАРАФОН, проведённого в 
2015-2016 г. г., фенотипом МЛУ обладали 14,4% госпи-
тальных изолятов Enterobacterales, 76,2% – A. baumannii, 
35,0% – P. aeruginosa [6-8].

Наблюдается рост устойчивости грамотрицательных 
УПМ к антимикробным препаратам (АМП), особенно 
из группы карбапенемов, которые в течение длительно-
го времени считались АМП резерва [9-10]. Основным 
механизмом резистентности к b-лактамам, в целом, и к 
карбапенемам в частности является продукция фермен-
тов, гидролизующих АМП, таких как карбапенемазы 
[11-12]. В распространении устойчивости к карбапене-
мам важную роль наряду с представителями порядка 
Enterobacterales играют A. baumannii и P. aeruginosa. 
Природная устойчивость данных УПМ ко многим клас-
сам АМП объясняет трудности лечения инфекций, ас-
социированных с ними, и обусловливает необходимость 
использования карбапенемов и их комбинаций с други-
ми АМП широкого спектра действия. Обладая пластич-
ным геномом, A. baumannii и P. aeruginosa способны 
приобретать и интегрировать новые детерминанты ре-
зистентности, например, гены карбапенемаз, приобре-
тая фенотип МЛУ и становясь векторами диссеминации 
устойчивости к карбапенемам не только на уровне вида, 
но и между видами [13].

Важными детерминантами антибиотикорезистент-
ности многих энтеробактерий и грамотрицательных 
неферментирующих УПМ являются приобретённые 
карбапенемазы. Ферменты классов А, C, D являются се-
риновыми b-лактамазами, ферменты класса В – метал-
ло-бета-лактамазами (МБЛ), они содержат атом цинка в 
активном центре. Мобильные генетические элементы, в 
состав которых входят гены, кодирующие карбапенема-
зы, способствуют их быстрому распространению в го-
спитальной среде [14-15].

В детских стационарах недостаточно изучен спектр 
микрофлоры в отделениях реанимации и интенсивной 
терапии (ОРИТ), её чувствительность к АМП и меха-
низмы резистентности [16-18]. В России, согласно дан-
ным многоцентрового исследования МАРАФОН в 2015-
2016 гг., наиболее частыми возбудителями ИСМП явля-
лись K. pneumoniae (47,2%), Escherichia coli (30,0%), A. 
baumannii (16,8%), P. aeruginosa (17,4%) [6-8]. Согласно 
исследованию, проведённому среди детей, находивших-
ся на искусственной вентиляции лёгких в ОРИТ, в струк-
туре микробиоты преобладали K. pneumoniae (45%), P. 
aeruginosa (33%), A. baumannii (27-37%) [19].

Развитие и совершенствование молекулярно-генети-
ческих технологий внесло существенный вклад в фор-
мирование знаний, касающихся механизмов устойчиво-
сти к АМП, их эволюции и распространения. ПЦР-РВ 
является точным и быстрым способом детекции про-
дукции карбапенемаз в диагностических лаборатори-
ях. Высокие воспроизводимость, чувствительность и 
специфичность делают ПЦР-РВ надёжным методом 
для скрининга на наличие генов карбапенемаз, что по-
зволяет осуществлять мониторинг их эпидемиологиче-
ского распространения [20-21]. В основе эффективности 



182

RUSSIAN CLINICAL LABORATORY DIAGNOSTICS. 2022; 67(3)
http://dx.doi.org/10.51620/0869-2084-2022-67-3-180-185

CLINICAL MOLECULAR STUDIES

антибактериальной терапии лежат актуальные данные о 
частоте и механизмах резистентности конкретного вида 
возбудителя инфекционного процесса. Изучение прио-
ритетных патогенов с использованием микробиологиче-
ских и молекулярно-генетических методов, нацеленное 
на определение механизмов устойчивости к АМП, будет 
способствовать рациональному выбору АМП и разра-
ботке мер по преодолению устойчивости.

Цель исследования – оценка ПЦР-РВ для детекции 
генов резистентности к карбапенемам грамотрицатель-
ных бактерий.

Материал и методы. Объект исследования – штаммы 
P. aeruginosa, A. baumannii, K. pneumoniae, E. coli, Serratia 
marcescens и другие представители Enterobacterales, по-
лученные из биоматериала детей из отделений ФГАУ  
«НМИЦ здоровья детей» Минздрава России и НИИ неот-
ложной детской хирургии и травматологии Департамента 
здравоохранения г. Москвы. Критериями включения в ис-
следование штаммов послужили рекомендации Европей-
ского комитета по тестированию чувствительности к анти-
биотикам (EUCAST), который для выявления продукции 
карбапенемаз у энтеробактерий рекомендует исследовать 
изоляты, минимальная подавляющая концентрация (МПК) 
меропенема которых >0,125 мг/л или диаметр зоны пода-
вления роста <28 мм [22]. Включенные в исследование 
штаммы  A. baumannii и P. aeruginosa относились к кате-
гории резистентных к карбапенемам в соответствии с кри-
териями EUCAST [22]. Посевы биологического материала 
производили на питательные среды: кровяной агар и Uri-
select агар (BioRad, США), инкубировали в термостате при 
температуре 37° С в течение 24-48 часов.

Видовую идентификацию проводили на масс-
спектрометре MALDI-ToF MS (Bruker Daltonics, Гер-
мания). Образцы крови инкубировали в анализаторе 
гемокультур BACTEC 9050 (Becton Dickinson, США) 
до момента регистрации роста микроорганизмов, затем 
проводили высев на плотные питательные среды для 
выделения чистой культуры возбудителя.

Для определения чувствительности к меропенему 
и имипенему использован метод Е-тестов (BioMerieux, 
Франция) на среде Мюллера-Хинтона (Biorad, США). 
Результаты интерпретировали, руководствуясь оценоч-
ными критериями EUCAST [22].

Изоляты энтеробактерий протестированы на нали-
чие генов карбапенемаз групп IMP, NDM, VIM, KPC, 

OXA-48; P. aeruginosa на наличие МБЛ групп IMP, 
NDM, VIM; A. baumannii на наличие карбапенемаз 
групп OXA-23, OXA-40, OXA-58. Для выделения ДНК 
использована суточная культура, полученная при посеве 
на плотные питательные среды, указанные выше. Бак-
териальную ДНК выделяли с помощью коммерческих 
наборов «ГК-экспресс» (ЦНИИЭ Роспотребнадзора) 
согласно инструкции производителя. Выявление генов 
приобретённых карбапенемаз проводили с использо-
ванием наборов с гибридизационно-флуоресцентной 
детекцией «АмплиСенс® MDR MBL-FL» (IMP, NDM, 
VIM), «АмплиСенс® MDR KPC/OXA-48-FL» (KPC, 
OXA-48), «АмплиСенс® MDR Ab-OXA-FL» (OXA-23, 
OXA-40, OXA-58), производства ЦНИИЭ Роспотреб-
надзора. В качестве положительного и отрицательного 
контролей использованы соответствующие образцы, 
входящие в состав набора. Реакцию амплификации про-
водили в соответствии с инструкцией производителя.

Результаты и обсуждение. В период 2019-2020 гг. 
исследовано 418 образцов биоматериала, из которых 
выделено 499 штаммов микроорганизмов. Материал до-
ставлен от детей ОРИТ, отделений хирургии, пульмоно-
логии, ревматологии, урологии, новорожденных детей. 
Локусы исследования представлены в табл. 1.

Среди исследуемых штаммов обнаружены предста-
вители порядка Enterobacterales: K. pneumoniae (n=169, 
34%), E. coli (n=22, 4%), S. marcescens (n=29, 6%) и дру-
гие (n=29,6%); грамотрицательные неферментирующие 
глюкозу бактерии: A. baumannii (n=71, 14%), P. aerugi-
nosa (n=179, 36%) (см. рисунок).

Все представители порядка Enterobacterales имели 
МПК меропенема >0,125 мг/л. Штаммы A. baumannii и 
P. aeruginosa определены как нечувствительные к кар-
бапенемам (МПК имипенема >4 мг/л, МПК меропенема 
>8 мг/л).

Продукция карбапенемаз обнаружена у 385 изолятов 
(77%). Среди них встречались штаммы P. aeruginosa 
(31%, n=118), A. baumannii (17%, n=64), K. pneumoniae 
(37%, n=141), S. marcescens (5%, n=20), E. coli (5%, 
n=19) и другие представители порядка Enterobacterales 
(6%, n=23) (табл. 2).

Изоляты P. aeruginosa обладали МБЛ группы VIM 
(n=118, 100%), других карбапенемаз не найдено. Сре-
ди штаммов A. baumannii преобладала карбапенемаза 
OXA-23 (n=35, 55%), у остальных изолятов обнаруже-

Т а б л и ц а  1
Локусы исследования

Локусы n %
Анус 137 33
Зев 112 27
Моча 30 7
Нижние дыхательные пути 91 22
Стома 21 5
Рана 17 4
Кровь 5 1
Брюшная полость 5 1
Всего 418 100

П р и м е ч а н и е . Здесь и в табл. 2: n – количество исследуемых об-
разцов.

Видовой состав выделенных штаммов. 
* – Другие: Klebsiella oxytoca (n=2), Klebsiella variicola (n=5), Entero-
bacter aerogenes (n=2), Enterobacter asbuiae (n=1), Enterobacter cloacae 
(n=6), Serratia ureilytica (n=1), Citrobakter freundii (n=7), Citrobakter 
farmeri (n=3), Morganella morganii (n=2).
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на карбапенемаза OXA-40 (n=29, 45%). Карбапенемазы 
OXA-58 и комбинаций генов у исследованных штаммов 
A. baumannii не найдено. Карбапенемаза OXA-48 выявле-
на у большинства образцов K. pneumoniae (n=89, 63%), в 
19 образцах (13%) детектирован ген blaNDM-group, сочетание 
генов карбапенемаз blaNDM-group и blaOXA-48-like обнаружено 
у 22 изолятов (16%). Одиннадцать изолятов (8%) проду-
цировали blaKPC-group. Главной детерминантой резистент-
ности среди штаммов S. marcescens была карбапенемаза 
группы OXA-48 (n=19, 95%). Один изолят показал нали-
чие blaNDM-group. Среди изолятов E. coli преобладала МБЛ 
группы NDM (n=17, 89%), у остальных штаммах выявлен 
ген blaOXA-48-like (n=2, 11%). Другие представители порядка 
Enterobacterales в большинстве случаев обладали карба-
пенемазой ОХА-48 (n=13, 57%), у девяти изолятов обна-
ружено носительство blaNDM-group (39%). У одного штамма 
выявлена комбинация blaNDM-group и blaOXA-48-like.

У большей части протестированных образцов выяв-
лена продукция карбапенемаз различных групп. По дан-
ным исследования МАРАФОН 2015-2016 гг. резистент-
ность к карбапенемам P. aeruginosa, главным образом, 
ассоциировалась с карбапенемазами группы VIM [7]. В 
исследовании, проведённом нашими коллегами ранее, 
сообщалось, что носителями карбапенемазы группы 
VIM являлись 60% карбапенемрезистентных изолятов 
P. aeruginosa [19]. Результаты настоящего исследования 
подтверждают эти данные.

У штаммов A. baumannii обнаружены широко рас-
пространённые в мире OXA-23 и OXA-40-подобные 
карбапенемазы [23]. Ген blaOXA-23 впервые детектирован 
у нечувствительного к имипенему штамма A. baumannii, 
изолированного от пациента в Шотландии [24], впо-
следствии обнаружен во многих регионах мира: Брази-
лии, Корее, Австралии и других странах [25-29]. OXA-
24-подобный фермент, идентичный OXA-40, впервые 
обнаружен у штамма A. baumannii в Испании [30]. В 
настоящее время карбапенемрезистентные штаммы A. 
baumannii, продуцирующие OXA24/40-подобные кар-
бапенемазы являются причиной вспышек ИСМП в раз-
личных регионах [31-33]. Среди карбапенемрезистент-
ных изолятов A. baumannii наиболее распространены 
карбапенемазы группы ОХА-40, в меньшей степени 
группы OXA-23 [8, 34]. При исследовании штаммов A. 
baumannii, выделенных в гемокультуре, обнаружено но-
сительство OXA-23-подобной карбапенемазы в 45,9% 
случаев [35]. OXA-58-подобные карбапенемазы на тер-
ритории Российской Федерации встречаются редко [8].

Наиболее частый механизм резистентности у K. 
pneumoniae – наличие карбапенемазы KPC [36]. По на-
шим данным геном blaKPC обладали только 8% штаммов 

K. pneumoniae, основной детерминантой резистентно-
сти среди изолятов K. pneumoniae и S. marcescens стало 
наличие карбапенемазы OXA-48, которая представлена 
у 63% и 95% штаммов соответственно. У энтеробакте-
рий OXA-48-подобные карбапенемазы широко распро-
странены в мире и на территории Российской Федера-
ции [6, 37]. Среди исследованных нами штаммов E. coli 
преобладало носительство blaNDM-group. Впервые МБЛ 
группы NDM обнаружили в Индии в 2008 г. [38], и с тех 
пор распространилась по всему миру [39], штаммы K. 
pneumoniae и E. coli являются основными носителями 
МБЛ группы NDM [40]. В нашей коллекции обнаруже-
ны изоляты, сочетающие карбапенемазы групп ОХА-
48 и NDM. Продуцентов генов МБЛ групп VIM и IMP 
среди исследованных нами штаммов энтеробактерий не 
обнаружено.

Показана перспективность применения ПЦР-РВ для 
детекции генов карбапенемаз грамотрицательных бак-
терий в рутинной практике бактериологической лабо-
ратории. Применение ПЦР-РВ может быть оправдано в 
качестве метода быстрой детекции генов карбапенемаз, 
что позволяет ускорить назначение АМП с учётом ме-
ханизмов резистентности возбудителя. Правильный вы-
бор терапии является жизненно важным: промедление 
применения адекватной терапии при инфекционных со-
стояниях снижает выживаемость пациента примерно на 
8% [41]. Необходимо использовать любую возможность 
ускорить идентификацию не только возбудителя инфек-
ции, но и механизмов резистентности к АМП.

Заключение. Результаты, полученные при помощи 
метода ПЦР-РВ для идентификации генов карбапенемаз 
грамотрицательных микроорганизмов, имеют важное 
значение для выбора эффективной антибиотикотерапии. 
ПЦР-РВ может быть рекомендован для использования в 
повседневной работе бактериологических лабораторий.
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Алексеева А.Е., Бруснигина Н.Ф., Гординская Н.А., Махова М.А., Колесникова Е.А.

МОЛЕКУЛЯРНО-ГЕНЕТИЧЕСКАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РЕЗИСТОМА И ВИРУЛОМА 
КАРБАПЕНЕМ-УСТОЙЧИВЫХ КЛИНИЧЕСКИХ ШТАММОВ KLEBSIELLA PNEUMONIAE

ФБУН «Нижегородский НИИ эпидемиологии и микробиологии им. академика И.Н. Блохиной» Роспотребнадзора, 
603950, Нижний Новгород, Россия

Представлена характеристика структуры резистома и вирулома четырёх клинических карбапенем-устойчивых штаммов 
Klebsiella pneumoniae. Два штамма принадлежали к сиквенс-типу ST395, один штамм – ST2262, один штамм – к новому сик-
венс-типу 5816. У всех штаммов клебсиелл в структуре хромосомы определены гены фимбрий, энтеробактина, β-лактамаз 
типа SHV, устойчивости к фосфомицину fosA и транспорта фторхинолонов oqxAB. Вирулом штаммов ST395 – NNKP315 
и NNKP343 обогащён детерминантами иерсинеобактина и аэробактина, гены последнего расположены в структуре плаз-
мид IncHI1B (IncHI1B/FIB), высокогомологичных плазмидам вирулентности pLVPK и pK2044. В составе плазмидной ДНК 
этих штаммов, несущей репликоны IncR, IncL, IncQ, выявлен набор генов резистентности: blaOXA-48, blaCTX-M-15, blaOXA-1, blaТЕМ-1, 
aac(6’)-Ib-cr, qnrS1, catA1, catB3, tet(A), sul1, dfrA1 и др. В результате анализа in silico сделано предположение о локализации 
гена blaOXA-48 у штамма NNKP315 в структуре плазмиды IncHI1B, которая содержит также гены аминогликозидаз в составе 
интегрона первого класса In822. В генах пориновых белков ОmpK35, OmpK36, OmpK37 обнаружены мутации, вносящие до-
полнительный вклад в проявление устойчивости к карбапенемам. В вирулом штамма NNKP16 (ST2262) входят хромосомные 
гены системы утилизации железа kfuABC, в вирулом штамма NNKP15 (ST5816) – гены капсульного полисахарида kvgAS и 
микроцина E492. В структуре резистома K. pneumoniae NNKP16 не выявлено дополнительных детерминант устойчивости, 
у штамма NNKP15 обнаружен только ген blaСТХ-М-15. Отсутствие приобретённых генов резистентности, по-видимому, 
обусловлено наличием системы CRISPR-Cas типа I-E. Множественная лекарственная устойчивость исследуемых штаммов 
связана с мутациями, выявленными в структуре маркёрных генов, в частности, пориновых белков OmpK36 и OmpK37, актив-
ностью эффлюксных систем. У обоих штаммов выявлено наличие стоп-кодона в последовательности регуляторного гена 
ramR, что потенциально может обеспечивать гиперэкспрессию эффлюкс-белков AcrAB.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  Klebsiella pneumoniae; полногеномное секвенирование; факторы резистентности и патоген-
ности; СТХ-М-15; OXA-48; плазмиды; CRISPR-Cas.
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Alekseeva A.E., Brusnigina N.F., Gordinskaya N.A., Makhova M.A., Kolesnikova E.A.
MOLECULAR GENETIC CHARACTERISTICS OF RESISTOME AND VIRULOME OF CARBAPENEM-
RESISTANT KLEBSIELLA PNEUMONIAE CLINICAL STRAINS
Nizhny Novgorod scientific and research institute of epidemiology and microbiology name acad. I.N. Blokhina of the 
Rospotrebnadzor, Nizhny Novgorod, 603950, Russia
The characteristics of resistome and virulome structure of four carbapenem-resistant Klebsiella pneumoniae clinical strains are 
present in the work. Two strains belonged to the sequence-type ST395, one strain – ST2262, one strain – to the new sequence-type 
5816. The genes of fimbriae, enterobactin, beta-lactamase SHV type, resistance to fosfomycin fosA and transport of fluoroquinolones 
oqxAB in all Klebsiella strains chromosome structure were identified. The determinants of yersineobactin and aerobactin are enriched 
the virulome of ST395 NNKP315 and NNKP343 strains. The aerobactin genes are located on IncHI1B plasmids (IncHI1B/FIB) which 
highly homologous to the virulence pLVPK and pK2044 plasmids. IncR, IncL, IncQ plasmids carrying blaOXA-48, blaCTX-M-15, blaOXA-1, 
blaTEM-1, qnrS1, tetA, sul1, dfrA1, aac(6 ‘)-Ib-cr, catA1, catB3 etc. were identified in these strains. As a result of in silico analysis, 
an assumption about the localization of the blaOXA-48 in the structure of the IncHI1B plasmid of NNKP315 strain was made. This 
plasmid also contains the aminoglycosidases genes inserted into a class 1 integron In822. The mutations were found in the porin 
proteins OmpK35, OmpK36 and OmpK37 genes, which increases the carbapenem resistance. The virulome of NNKP16 (ST2262) 
strain additionally includes of the iron utilization system kfuABC chromosomal genes, and the virulome of NNKP15 (ST5816) strain 
contains of the capsular polysaccharide kvgAS and microcin E492 genes. Additional determinants of resistance were not identified in 
the resistome structure of K. pneumoniae NNKP16 and only the blaCTX-M-15 gene was found in the NNKP15 strain. The absence of 
acquired resistance genes seems to be due to the presence of the type I-E CRISPR-Cas system. Multiple drug resistance of the studied 
strains is associated with mutations identified in the gene structure of porin proteins OmpK36 and OmpK37, as well as the activity of 
efflux systems. It was showed the stop codon formation in the nucleotide sequence of the regulatory gene ramR to both strains, which 
can potentially provide overexpression of AcrAB efflux proteins.

K e y  w o r d s :  Klebsiella pneumonia; whole genome sequencing; resistome; virulome; CTX-M-15; OXA-48; plasmids; CRISPR-Cas.
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Введение. Klebsiella pneumoniae относится к группе 
условно-патогенных микроорганизмов (УПМ), широ-
ко распространена, встречается в различных объектах 
окружающей среды, входит в состав микробиома че-
ловека и животных [1]. За последние два десятилетия 
интерес к изучению свойств полирезистентных штам-
мов K. pneumoniaе возрос в связи с увеличением их 
доли как этиологического агента в структуре инфек-
ций, связанных с оказанием медицинской помощи 
(ИСМП) [2, 3]. K. pneumoniaе включены в группу 
ESKAPEE, объединяющую наиболее проблемных для 
мирового здравоохранения возбудителей (Enterococcus 
faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, 
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, 
Enterobacter species, Escherichia coli) [3, 4]. Реализация 
патогенного потенциала данных видов бактерий в усло-
виях лечебного учреждения связана, в первую очередь, 
с их способностью быстро эволюционировать и адап-
тироваться к воздействию антимикробных препаратов 
(АМП) и дезинфицирующих средств, главным образом, 
за счёт приобретения дополнительных генов, локализо-
ванных на мобильных элементах [3, 4]. Некоторые ис-
следователи рассматривают штаммы K. pneumoniae как 
ключевое звено в распространении генов антибиотико-
резистентности среди других клинически значимых ви-
дов грамотрицательных бактерий [3].

Использование современных высокопроизводитель-
ных технологий глубокого секвенирования позволяет 
расшифровать молекулярно-генетические механиз-
мы резистентности, лежащие в основе формирования 
устойчивых клонов, и разработать подходы, направ-
ленные на сдерживание темпов распространения по-
лирезистентных клинических штаммов УПМ, включая 
Klebsiella pneumoniae.

Цель работы – молекулярно-генетическая характери-
стика факторов патогенности и антибиотикорезистент-
ности клинических штаммов K. pneumoniae, характе-
ризующихся множественной лекарственной устойчиво-
стью (МЛУ), включая карбапенемы.

Материал и методы. В исследование включены 
четыре карбапенем-устойчивые штамма K. pneumoniaе, 
выделенные от больных, находящихся на стационар-
ном лечении. Штаммы NNKP315, NNKP343 выделе-
ны от взрослых больных с ожоговой болезнью, другие 

два штамма – от пациентов детского возраста – изолят 
NNKP15 из мочи ребёнка с циститом; изолят NNKP16 
– из фекалий ребёнка с подозрением на внутриутроб-
ную инфекцию. Колумбийский агар, содержащий 5% 
бараньей крови (Sredoff, СПб), использован для куль-
тивирования чистых культур бактерий. Исследование 
на чувствительность штаммов к различным классам 
АМП осуществляли на анализаторе Multiscan FC (Ther-
mo Scientific, США). С помощью SENSILA-test (Erba 
Mannheim, United Kingdom) проводили оценку антибио-
тикорезистентности на основании критериев EUCAST 
2021, результаты представлены в табл. 1.

На секвенаторе MiSeq (Illumina, США) проведено 
полногеномное секвенирование исследуемых штаммов 
K. pneumoniae с использованием набора MiSeq reagent 
kit v3 (150 циклов) (Illumina, США). С помощью набора 
АмплиПрайм ДНК-сорб-В (ЦНИИЭ, Россия) выделена 
ДНК из чистых культур бактерий. Подготовка библиоте-
ки ДНК для секвенирования осуществлена с помощью 
набора NebNext Ultra II FS DNA Library Preparation kit. 
Сборка полученных чтений de novo проведена с исполь-
зованием web-сервиса Assembly: алгоритмы SPAdes 
и plasmid SPAdes, расположенные на сервере PATRIC 
(https://patricbrc.org/app/Assembly2). Собранные после-
довательности аннотированы с помощью сервиса PGAP 
(NCBI) [5] и сервера RAST (https://rast.nmpdr.org/).

Для типирования штаммов, определения детер-
минант антибиотикорезистентности и патогенности, 
использованы базы данных Klebsiella PasteurMLST 
database (https://bigsdb.pasteur.fr/klebsiella/klebsiella.
html), CARD (https://card.mcmaster.ca/home), сервис 
ResFinder 4.1 (https://cge.cbs.dtu.dk//services/ResFinder/). 
C помощью алгоритма eBURST определены клональ-
ные группы [6]. Для выявления высокогомологичных 
последовательностей использован web-сервис BLASTN 
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). С целью ти-
пирования по группам несовместимости плазмидной 
ДНК in silico использована программа PlasmidFinder 
(https://cge.cbs.dtu.dk/services/PlasmidFinder/). С помо-
щью web-сервисов Integrall (http://integrall.bio.ua.pt/), 
IS-finder (https://www-is.biotoul.fr/), CRISPRCasFinder 
(https://crisprcas.i2bc.paris-saclay.fr/CrisprCasFinder/) 
устанoвлено наличие интегронов, IS-элементов, после-
довательностей CRISPR Cas.
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Т а б л и ц а  1
Антибиотикограмма штаммов K. pneumoniae

Препарат Штамм K.pneumoniae
NNKP15 NNKP16 NNKP315 NNKP343

Ампициллин R R R R
Ампициллин/ 
сульбактам

R S R R

Пиперациллин R R R R
Пиперациллин/
тазобактам

R S R R

Амикацин R R S R
Гентамицин R S R R
Тетрациклин R R - -
Тигециклин S S S R
Ципрофлоксацин R R R R
Цефазолин R R R R
Цефотаксим R R R R
Цефуроксим R R R R
Цефтазидим R R R R
Цефтазидим/ 
клавуланат

R R R R

Цефепим R R R R
Имипенем R R R R
Меропенем R R S R
Эртапенем R R R R
Триметоприм/
сульфаметоксазол

S S R R

Азтреонам R R R R
Фурадонин R - - -
Полимиксин Е 
(колистин)

- - S S

П р и м е ч а н и е . S – чувствителен, R – устойчив, «-» – для тестиро-
вания штамма не использован.

тип (ST) – 5816. Полученные с помощью программы 
eBURST результаты определения клональных комплек-
сов, в которые входят сиквенс-типы исследуемых штам-
мов представлены на рисунке.

Вирулом штаммов K.pneumoniae NNKP15 и NNKP16 
содержит детерминанты патогенности только хромосом-
ной локализации. У исследуемых штаммов NNKP315 и 
NNKP343, принадлежащих ST395, обнаружены гены 
белка-сидерофора аэробактина, которые расположе-
ны в структуре последовательности, принадлежащей 
плазмидной ДНК и несущей репликон IncHI1B (штамм 
NNKP315) и IncHI1B/FIB (штамм NNKP343). Сравни-
тельный анализ нуклеотидных последовательностей 
плазмидной ДНК, выявленных у исследуемых штаммов, 
и последовательностей плазмид pLVPK (AY378100.1) 
и pK2044 (AP006726.1), определяющих гипервиру-
лентные свойства штаммов K.pneumoniae CG43 [8] 
и NTUH-K2044 [9], показал их высокое структурное 
сходство. Отличием является отсутствие у штаммов 
NNKP315 и NNKP343 участков, ответственных за устой-
чивость к серебру и меди, синтез белка-сидерофора 
сальмохелина.

Для резистома исследуемых штаммов характерно на-
личие хромосомных генов β-лактамаз типа SHV, детер-
минант устойчивости к фторхинолонам oqxAB и фосфо-
мицину fosA. Штамм K. pneumoniae NNKP16 не облада-
ет дополнительными детерминантами устойчивости ни 
в структуре хромосомы, ни в структуре плазмиды.

Детерминанта глобально распространенной цефало-
спориназы CTX-M-15 группы β-лактамаз расширенного 
спектра (БЛРС) определена у трёх штаммов клебсиелл. 
Анализ in silico показал, что у штаммов NNKP315 и 
NNKP343 ген blaCTX-M-15 локализован в структуре плаз-
миды резистентности IncR. Отбор контигов проводился 
относительно референсной последовательности плаз-
миды unnamed1 (CP063020.1) штамма K.pneumoniae 
CriePir75, выделенного в Москве в 2017 г. [10]. В после-
довательность плазмиды объединены контиги, несущие 
гены blaOXA-1, blaТЕМ-1, blaСТХ-М-15, qnrS1, tetA, sul1, dfrA1, 
aac(6’)-Ib-cr, catA1, catB3. При сравнительном анализе 
с использованием BLASTN установлено, что нуклео-
тидные последовательности плазмиды IncR штаммов 
NNKP315 и NNKP343 являются высокогомологич-
ными последовательностям IncR плазмид штаммов  
K. pneumoniae, выделенным на территории России: в 
Москве, Московской области [10], в Нижнем Новгороде 

Клональные группы, включающие: а – ST395, б – ST2262, в – ST5816, полученные с помощью алгоритма eBURST.

Результаты. На основании результатов аннотирова-
ния контигов, собранных из коротких чтений, получена 
общая молекулярно-генетическая характеристика ис-
следуемых штаммов K. pneumoniae (табл. 2).

При типировании исследуемых штаммов с помощью 
схемы Multilocus Sequence Typing (MLST) [7] у штамма 
NNKP15 выявлен новый аллельный вариант гена phoE, 
который депонирован в базу данных Klebsiella Pasteur-
MLST под номером 571 и присвоен новый сиквенс-

а б в
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[11]. У штамма NNKP15 определить расположение гена 
blaCTX-M-15 не удалось, поскольку нуклеотидная последо-
вательность контига, включающего blaCTX-M-15, высокого-
мологична как последовательностям, входящим в состав 
плазмид IncFII, так и плазмид IncN.

У штаммов K. pneumoniae NNKP315 и NNKP343 
выявлен ген эпидемически-значимой OXA-48 кар-
бапенемазы, расположенный в составе транспозона 
Tn1999 [12]. У штамма NNKP343 ген blaOXA-48 ассоци-
ирован с плазмидной ДНК, несущей репликон IncL. У 
штамма NNKP315 репликон IncL отсутствует, однако 
из набора контигов, принадлежащих плазмидной ДНК 
данного штамма, отобраны последовательности высо-
когомологичные участку плазмиды pOXA-48 штамма 
K. pneumoniae Kp11978 (JN626286.1) общей длиной 

22706 п.н. По-видимому, участок ДНК, содержащий ген 
blaOXA-48, входит в состав плазмиды другой группы несо-
вместимости. Поиск с помощью сервиса BLASTN по-
зволил выявить последовательность плазмиды unnamed2 
(CP062994.1) группы несовместимости HI1B, содер-
жащей ген blaOXA-48. Плазмида обнаружена у штамма K. 
pneumoniae CriePir200 ST336, выделенного в Москве 
2018 году [10]. В результате выравнивания плазмидных 
контигов штамма NNKP315 относительно плазмиды 
unnamed2 получена последовательность общей длиной 
288 тыс. п. н. с уровнем покрытия 99% и идентичностью 
почти 100%. На основании полученных результатов 
сделано предположение, что участок, содержащий ген 
blaOXA-48 штамма NNKP315, входит в состав плазмиды 
IncHI1B. В структуру данной плазмиды, по-видимому, 

Т а б л и ц а  2
Молекулярно-генетическая характеристика штаммов K. pneumoniae

Метрические  
показатели

Штамм K. pneumoniae
NNKP315 NNKP343 NNKP15 NNKP16

Размер генома 5690644 5752029 5614635 5406160
Количество тРНК 49 47 58 57
Количество рРНК 4 3 4 4
Количество белок- 
кодирующих  
последовательностей

5514 5565 5325 5145

Количество CRISPR-
Cas (тип) 1 (тип IV-A) Только CRISPR без Cas белков 1 (тип I-E) 1 (тип I-E)

Репликоны плазмид IncHI1B(pNDM-MAR), IncR
IncHI1B(pNDM-Mar), FIB 
(pNDM-Mar), IncL, IncR, 

IncQ1, ColpVC
IncFIB(K), IncFII, 

IncFII(K), IncN IncFII(pKP91)-подобный 

Сиквенс-тип/К-тип 395/K39 395/K39 5816 (новый)/K3 2262/K64
Детерминанты  
патогенности

Фимбрии (mrkABCDFIJ), 
энтеробактин (entABCDEFS, 

fepABCDG, fes) иерсине-
обактин (fyuA, irp1, irp2, 

ybtAEPOSTUX), аэробактин 
(iutAiucABCD)

Фимбрии (mrkABCDFHIJ), 
энтеробактин (entABCDEFS, 

fepABCDG, fes), иерсине-
обактин (fyuA, irp1, irp2, 

ybtAEPOSTUX), аэробактин 
(iutAiucABCD)

Фимбрии (mrkABCD-
FHIJ), энтеробактин 

(entABCDEFS, fepABCDG, 
fes), капсульный полиса-
харид (kvgAS), микроцин 
E492 (mceABCDEGHIJ)

Фимбрии (mrkABCD-
FHIJ), энтеробактин 

(entABCDEFS, fepABCDG, 
fes), ABC-система утилиза-

ции железа (kfuABC)

Детерминанты  
антибиотико- 
резистентности

Бета-лактамазы

blaSHV-11, blaOXA-48, 
blaCTX-M-15, blaOXA-1, 

blaTEM-1B

blaSHV-11, blaOXA-48, 
blaCTX-M-15, blaOXA-1, 

blaTEM-1B
blaSHV-1, blaCTX-M-15 blaSHV-108

Аминогликозидазы

ant(2’’)-Ia, ant(3’’)-Ia, 
aac(6’)-Ib-cr

aac(6’)-Ib-cr, aph(3’)-VIa, 
∆aph(6)-Id нет нет

Устойчивость к фторхинолонам

oqxAB, qnrS1, aac(6’)-Ib-cr oqxAB, qnrS1, aac(6’)-Ib-cr oqxAB, qnrS1 oqxAB 

Устойчивость к фосфомицину
fosA fosA fosA fosA

Устойчивость к хлорамфениколу
∆catB3, catA1 ∆catB3, catA1 нет нет

Устойчивость к тетрациклинам
tet(A) tet(A) нет нет

Устойчивость к триметоприму
dfrA1 dfrA1 нет нет

Устойчивость к макролидам
macAB, mdfA macAB, mdfA macAB macAB

Устойчивость к сульфаниламидам
sul1
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входит также участок, включающий интегрон первого 
класса с кассетными генами амингликозидаз ant(2’’)-Ia 
и ant(3’’)-Ia, который присутствует в нуклеотидной по-
следовательности референсной плазмиды unnamed 2.

Резистом штамма NNKP343 включает детерминан-
ты aph(3’)-VIa и ∆aph(6)-Id, располагающиеся в плаз-
мидной нуклеотидной последовательности, несущей 
репликон IncQ, высокогомологичной последователь-
ностям целых IncQ плазмид p3 (CP048948.1) штамма 
K. pneumoniae 20467 (ST377) и unnamed4 (CP062990.1) 
штамма K. pneumoniae CriePir26 (ST377) [10], выделен-
ных в Москве в 2018 и 2017 гг. соответственно.

В структуре генома всех исследуемых штаммов клеб-
сиелл присутствуют гены, кодирующие эффлюксные 
белки, принадлежащие различным семействам, в част-
ности, белки семейства RND – AcrABCDZR, MdtABC, 
EefABC, OqxAB [13], у штаммов NNKP315 и NNKP343 
обнаружен ген, кодирующий белок KexD [14]. Гены 
эффлюксных белков семейства MATE – KdeA, KmrA, 
MdtK, EmmdR [15]; семейства SMR – KpnEF, SugE [15]; 
семейства MFS – EmrABD [16] присутствуют в геноме 
всех исследуемых штаммов. У K. pneumoniae NNKP15 
и NNKP16 обнаружена мутация в структуре регулятор-
ного гена ramR, приводящая к формированию раннего 
стоп-кодона. У штаммов NNKP315 и NNKP343 выявле-
ны изменения в регуляторном гене acrR, сопровожда-
ющиеся аминокислотными заменами (P161R, G164A, 
F172S, R173G, L195V, F197I, K201M).

Структуры CRISPR-Cas определены у трёх иссле-
дуемых штаммов K. pneumoniae. У штаммов NNKP15 
и NNKP16 эти последовательности находятся в соста-
ве хромосомной ДНК и относятся к типу I-E согласно 
классификации [17]. У штаммов NNKP315 и NNKP343 
CRISPR структуры обнаружены в последовательно-
стях, входящих в состав плазмиды IncHI1B (HI1B/FIB). 
У штамма NNKP315 обнаружена структура CRISPR 
вместе с Cas белками и относится к типу IV-A3 [18]. У 
штамма NNKP343 выявлен только участок CRISPR, в ге-
нетическом окружении которого белки Cas отсутствуют, 
однако обнаружен хромосомный ген, кодирующий Cas6/
Cse3/CasE типа I-E.

Последовательности генома штаммов K. pneumoniae 
депонированы в базу данных DDBJ/ENA/GenBank 
под номерами: JAHCSK000000000.1 (NNKP15), 
JAHCSJ000000000.1 (NNKP16), JACCIF000000000.1 
(NNKP343), JACCIG000000000.1 (NNKP315).

Обсуждение. Установлено, что исследуемые кар-
бапенем-устойчивые штаммы принадлежат разным 
сиквенс-типам. Представители сиквенс-типа ST395 
являются одними из наиболее эпидемически распро-
странённых как на территории России [10, 19], так и 
европейских стран [20, 21]. В Европе происходит посте-
пенная смена доминирования глобальной клональной 
линии CG258 и формирование сложной поликлональ-
ной структуры карбапенем-устойчивых штаммов, вклю-
чающей различные сиквенс-типы (ST101, ST307, ST348, 
ST395, ST392, ST405 и др.) [20, 21]. Сиквенс-тип 2262, 
к которому принадлежит штамм NNKP16, является ред-
ко встречаемым. В базе данных Klebsiella PasteurMLST 
database имеется информация только об одном штамме –  
LWC04, выделенном в 2016 г. в Китае. Упоминается 
изолят K. pneumoniae ST2262/K54, обладающий свой-
ствами гипервирулентных штаммов [22]. Что касается 
клональной группы, в которую входит новый ST5816, 
она объединяет редко встречаемые сиквенс-типы, выяв-

ляемые из различных биологических материалов чело-
века, из образцов окружающей среды, согласно данным 
Klebsiella PasteurMLST database.

Общим признаком всех исследуемых штаммов явля-
ется наличие хромосомных генов blaSHV, oqxAB, fosA. 
У штаммов присутствуют различные аллельные вари-
анты генов β-лактамаз SHV. Геном штамма NNKP16 со-
держит ген blaSHV-108 – b-лактамазы широкого спектра 
действия, который впервые выявлен у штаммов клеб-
сиелл в 1999 г. в Португалии [23]. На 1 июня 2021 г. в 
базу данных GenBank депонировано 44 штамма клеб-
сиелл, несущих данный ген, что свидетельствует о его 
низком уровне распространенности. Аллельные вариан-
ты blaSHV-1 и blaSHV-11 не относятся к БЛРС, но яв-
ляются одними из наиболее распространённых среди K. 
pneumoniae [19].

Структура вирулома штаммов, принадлежащих раз-
личным сиквенс-типам, имеет значительные отличия 
по набору и локализации детерминант патогенности. 
Штамм NNKP15 обладает дeтерминантами kvgAS и ми-
кроцина E492, которые ранее выявлялись только в струк-
туре генома гипервирулентных штаммов K. pneumoniae, 
ассоциированных с абсцессом печени [24]. В 2019 г. за-
регистрированы случаи выявления этих генов у пред-
ставителей классических K. pneumoniae ST405 в Италии 
[25]. Геном штамма NNKP16 содержит маркёры ABC-
системы утилизации железа kfuABC, часто обнаружи-
ваемой у штаммов K. pneumoniae с высокоинвазивны-
ми свойствами [26]. У штаммов NNKP315 и NNKP343, 
являющихся представителями эволюционной линии 
классических штаммов клебсиелл, обнаружено наличие 
плазмиды вирулентности IncHI1B (IncHI1B/FIB), дан-
ный факт не является исключительным случаем и отме-
чался ранее [10, 11, 19].

Сравнительный анализ структуры резистома иссле-
дуемых штаммов показал, что K. pneumoniae NNKP315 и 
NNKP343 сиквенс-типа 395 обладают значительно боль-
шим разнообразием детерминант устойчивости по срав-
нению со штаммами NNKP15 и NNKP16, что объясняет 
высокую эпидемическую значимость представителей 
ST395 в развитии ИСМП. Только у K.pneumoniae NNKP16 
в отличие от других исследуемых штаммов не выявлено 
дополнительных детерминант устойчивости, что связано 
с отсутствием плазмид, несущих соответствующие гены. 
Ген цефалоспориназы CTX-M-15, который выявлен у трёх 
штаммов K. pneumoniae, является наиболее распростра-
нённым среди β-лактамаз группы CTX-M. У двух штам-
мов сиквенс-типа 395 этот ген располагается в структуре 
последовательностей плазмиды IncR, высокогомологич-
ной последовательностям соответствующих плазмид 
штаммов клебсиелл, выделенных на географически близ-
кой территории. У штамма K. pneumoniae NNKP15 не 
удалось определить локализацию гена blaCTX-M-15, который 
может быть ассоциирован и с плазмидами IncFII и IncN, 
репликоны которых обнаружены в структуре плазмидной 
ДНК. Обе плазмиды обладают широким кругом хозяев, 
способствуя распространению генов, кодирующих фер-
менты CTX-M среди других представителей семейства 
Enterobacteriaceae [27, 28].

Ген карбапенемазы OXA-48 выявлен только у пред-
ставителей сиквенс-типа 395. На территории России 
случаи обнаружения представителей данного сиквенс-
типа среди OXA-48 позитивных штаммов K. pneumoniae 
все чаще находят отражение в научных статьях [10, 11, 
19]. У штаммов NNKP315 и NNKP343 имеются разли-
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чия в локализации гена blaOXA-48. У штамма NNKP343 ген 
blaOXA-48 ассоциирован с плазмидой IncL, что согласуется 
с результатами исследований [29], свидетельствующи-
ми, что плазмиды IncL являются основными носителя-
ми гена OXA-48 карбапенемазы. У штамма NNKP315 
согласно результатам in silico участок, несущий гены 
карбапенемазы OXA-48 и интегрона In822 с набором 
кассетных генов аминогликозидаз входит в структуру 
плазмиды IncHI1B. Сведения об аналогичных случаях 
обнаружения гена blaOXA-48 в структуре плазмид IncHI1B 
отсутствуют. В литературе описаны примеры комбина-
ции в составе одной плазмиды участков ДНК высоко-
гомологичных последовательностям других плазмид. У 
штамма K. pneumoniae Kp_Goe-39795 обнаружена плаз-
мида pKp_Goe_795-1 (CP018460) длиной 232 тыс. п. н., 
в структуре которой установлены высокогомологичные 
участки нуклеотидным последовательностям пяти плаз-
мид [30].

Возникновение мутаций в структуре генов, коди-
рующих белки пориновых каналов ОmpK35, OmpK36, 
OmpK37, сопровождается изменениями проницаемо-
сти, формируя устойчивость к карбапенемам и цефало-
споринам штаммов клебсиелл [31, 32]. Такие мутации 
обнаружены у всех исследуемых штаммов, однако наи-
большее значение они имеют для формирования карба-
пенем-резистентности штаммами NNKP15 и NNKP16, 
не обладающими карбапенемазной активностью.

Синергетический эффект на развитие полирезистент-
ных свойств штаммов бактерий, включая K. pneumoniae, 
оказывает активность транспортных эффлюкс-систем 
[15]. В структуре геномов всех исследованных штаммов 
выявлены гены белков систем эффлюкса, принадлежа-
щих различным семействам. Наиболее важную роль в 
формировании резистентности играют белки семейства 
RND, обладающие широкой субстратной специфично-
стью [13]. Отличительной чертой штаммов NNKP315 
и NNKP343 является присутствие гена, кодирующего 
белок KexD и ответственного за транспорт макролидов 
и тетрациклина [14]. Наличие у этих штаммов амино-
кислотных замен в структуре регуляторного белка AcrR 
приводит к сверхпродукции белка AcrA, входящего в 
состав трёхкомпонентой эффлюксной помпы AcrAB-
TolC, и снижению чувствительности к фторхинолонам 
[33]. У штаммов NNKP15 и NNKP16 обнаружена мута-
ция в структуре гена ramR, кодирующего белок RamR –  
негативный регулятор экспресcии белков AcrAB, что 
может способствовать сверхпродукции этих белков [34] 
и формированию полирезистентных свойств штаммами 
NNKP15 и NNKP16.

Последовательности CRISPR-Cas, присутствующие 
в геноме штаммов K. pneumoniae, являются адаптивной 
иммунной системой бактерий, позволяющей ограничи-
вать приобретение внешних генетических элементов, 
соблюдая баланс между потребностью в получении по-
лезных характеристик за счёт горизонтального перено-
са генов и необходимостью защиты от заражения бак-
териофагом [17, 35]. По-видимому, вследствие наличия 
CRISPR-Cas структуры штамм NNKP16 не обладает 
генами патогенности и резистентности, локализован-
ными на мобильных элементах. У штамма NNKP315 
участок CRISPR-Cas обнаружен в последовательностях, 
входящих в состав плазмиды IncHI1B, что согласует-
ся с данными о наличии строгой ассоциации структур 
CRISPR-Cas данного типа с плазмидами группы несо-
вместимости HI1B (HI1B/FIB) [36]. В составе спейсеров 

обнаружены последовательности, высокогомологичные 
участкам плазмидной ДНК, что, по-видимому, обеспе-
чивает преимущество во внутриклеточной межплаз-
мидной конкуренции [37]. У штамма NNKP343 выявлен 
только участок CRISPR без белков Cas. У CRISPR-Cas 
IV типа модуль генов, кодирующих Cas-белки рядом с 
CRISPR, может отсутствовать [37]. Для функциониро-
вания системы IV типа могут быть использованы хро-
мосомные Cas-белки типа I-E. Нами у штамма NNKP343 
обнаружен ген, кодирующий Cas6/Cse3/CasE типа I-E.

Заключение. Результаты исследований свиде-
тельствуют о разнообразии популяционной структу-
ры карбапенем-устойчивых госпитальных штаммов  
K. pneumoniae. Все исследуемые штаммы K. pneumoniae, 
обладая схожим фенотипом устойчивости, имеют су-
щественные отличия по генотиповой принадлежности, 
набору детерминант резистентности и патогенности. 
Получены новые данные о продолжающейся эволюции 
штаммов K. pneumoniae, относящихся к эпидемически 
значимому сиквенс-типу 395. Показано, что карбапенем-
устойчивостью могут обладать штаммы K. pneumoniae, 
принадлежащие к редко встречающимся сиквенс-типам 
и характеризующиеся низким разнообразием маркёров 
резистентности, что связано с присутствием системы 
CRISPR-Cas. В формирование полирезистентности дан-
ных штаммов оказались вовлечены альтернативные ме-
ханизмы, ассоциированные с мутационной изменчиво-
стью соответствующих маркёрных генов и активностью 
эффлюкс-систем.
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