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О новых подходах к изучению 
антибиотикорезистентности 
и персистентности бактерий как основе 
для разработки эффективных средств 
лечения инфекций

Х орошо известны молекулярно-генети ческие механиз-
мы, обеспечивающие устойчивость бактериальных 

клеток к воздействию антибиотиков: модификация мишени 
действия антибиотика, ферментативное разрушение анти-
биотика, активация эффлюксных насосов, уменьшение про-
ницаемости клеточной стенки, активация метаболического 
шунта. Выявлены гены, обеспечивающие функционирова-
ние этих механизмов, которые, в свою очередь, могут быть 
использованы в эпидемиологии для природного маркирова-
ния штаммов из различных регионов.

Данные механизмы могут обеспечивать поли- и панрези-
стентность к антибиотикам отдельных клонов, способных 
к быстрому распространению среди людей. Для лечения 
таких инфекций используют в основном комбинации не-
скольких известных антибиотиков и их сочетания с антисеп-
тиками. Однако такие подходы становятся все менее дей-
ственными в связи с быстрой адаптацией возбудителей к 
новым условиям и возрастающей резистентностью штам-
мов к антисептикам.

К сожалению, перспективных средств, которые могут рас-
сматриваться в качестве альтернативы антибиотикам, чрез-
вычайно мало, и они пока не нашли широкого применения 
в клинической практике. Ведутся разработки в отношении 
использования бактериоцинов – антимикробных пептидов 
бактериального происхождения, дефенсинов – пептидов 
эука риот, узкоспецифичных бактериофагов, литических 
ферментов бактериофагов – эндолизинов (пептидогликан-
гидролаз), фаговых деполимераз (разрушающих внеклеточ-
ный полисахаридный матрикс бактерий – биопленки), инги-
биторов системы кворум сенсенс, препятствующих образо-
ванию биопленок и др. Особенно перспективным является 
использование для данных целей генетического редактиро-
вания CRISPR-Cas-системы, на основе которой уже созданы 
расы бактериофагов, способных избирательно уничтожать 
в организме человека клетки, несущие гены антибиотикоре-
зистентности. 

Для целенаправленного создания средств, противостоя-
щих резистентности бактерий, необходимо обратиться к со-
временным фундаментальным разработкам в области по-
пуляционной микробиологии, достижения которой в послед-
ние годы позволили выявить ряд механизмов, обеспечиваю-
щих адаптацию клеток к присутствию антибиотиков и проти-
водействию другим стрессорным факторам, что позволяет 

сохраняться всей или части популяции в таких условиях. 
Информация о тонких механизмах адаптации бактерий 
может быть использована для разработки новых средств и 
методов борьбы с резистентностью.

Стрессовое действие антибиотиков может индуцировать 
активацию ряда генов бактерий (для каждого антибиотика 
разных), которые могут способствовать выработке метабо-
литов, приводящих к переходу части популяции в дормант-
ное состояние, части – в толерантное состояние или соб-
ственно резистентное состояние из-за закрепления мута-
ций. Переход в персистирующее состояние сопровождается 
существенным снижением обменных процессов в клетке, 
прекращением синтеза АТФ, остановкой роста и размноже-
ния, что не позволяет антибиотику воздействовать на иско-
мую мишень, а части популяции переживать неблагоприят-
ные для нее условия.

Уже разработаны несколько экспериментальных подхо-
дов для уничтожения персисторов без участия АТФ, заклю-
чающиеся в использовании ряда ферментов аутолиза клеток, 
воздействии лассомицина, выделенного из некультивируе-
мых бактерий, применении пульс-дозирования антибиотика 
и антибактериального препарата тейксобактина, к которому 
нет резистентности у бактериальных клеток.

Один из способов адаптации клеток к стрессовым воз-
действиям известен как токсин-анатоксин система, состоя-
щая из белков токсина и белков или малых РНК анатоксина, 
которые в норме существуют в виде неактивного комплекса. 
Стрессы (температурные, рН, осмотические, действие анти-
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биотиков, токсических веществ, фагов, голодание и др.) 
приводят к разрушению анатоксина, увеличению количества 
свободного токсина, что способствует или гибели клетки, 
или переходу в дормантное состояние. Существует множе-
ство типов системы токсин-анатоксин, которые действуют на 
уровне мембран, подавляя синтез АТФ, расщепляют различ-
ные типы РНК, влияя на процесс трансляции, подавляют 
репликацию ДНК. На модели кишечной палочки выяснено, 
что увеличение синтеза токсина HipA приводит к увеличе-
нию числа персистирующих клеток, а удаление соответ-
ствующего гена – к их сокращению. Выявлены также многие 
механизмы формирования состояния персистентности. 
Кроме того, система токсин-анатоксин каким-то образом 
связана с интенсивностью образования бактериальными по-
пуляциями биопленок.

Несмотря на еще недостаточную изученность этой систе-
мы у бактерий, уже предпринимаются попытки использовать 
эффект апоптоза, возникающий при высвобождении токсина 
для борьбы с резистентными и персистирующими клетками. 
Для этого необходимо создать соединения, активирующие 
токсин, или генно-инженерный токсин, который, однако, будет 
иметь узкую направленность против одного вида или рода 
бактерий. В фундаментальных исследованиях по данной про-
блеме уже просматриваются выраженные аспекты практи-
ческого применения для лечения инфекционных болез ней.

Персистенция клеток как реакция адаптации может также 
быть инициирована такими факторами, как воздействие 
антибиотиком, окислительный стресс (образование актив-
ных форм кислорода), недостаток факторов роста (в основ-
ном аминокислот), SOS-ответ на повреждение ДНК (спо-
собствует отбору резистентных форм), активация rpoS регу-
лона, способствующая увеличению устойчивости клеток 
к стрессам. Детальное исследование этих механизмов мо-
жет привести к разработке методологии борьбы как с пер-
систорными клетками, так и в целом с резистентными к ан-
тибиотикам клонами.

В настоящий период накапливается информация о при-
роде персистенции бактериальных клеток под влиянием 
различных факторов. Но сейчас уже ясно, что природа пер-
систенции очень многообразна и выделить один или даже 
несколько механизмов не представляется возможным. Для 
некоторых бактерий выяснено, что в активно растущей попу-
ляции количество персисторов может составлять в среднем 
10–5 клеток, что вполне достаточно для сохранения популя-
ции в условиях воздействия антибиотиков и возобновления 
роста и метаболизма после исключения антибиотика. Этот 
факт имеет существенное клиническое значение при анали-
зе причин возникновения хронических форм инфекционных 
болезней.

Представленная информация важна не только для иссле-
дователей, занимающихся проблемой антибиотикорези-
стентности бактерий, но и для практических бактериологов 
и инфекционистов, так как понимание глубинных механиз-
мов устойчивости возбудителей дает возможность оценить 
многообразие связанных между собой функций отдельных 

клеток и микробной популяции в целом, позволяющих со-
хранять жизнеспособность отдельных видов бактерий в по-
стоянно меняющихся условиях существования в агрессив-
ных средах в том числе создаваемых человеком.

Необходимо бы обратить внимание бактериологов на два 
очень полных и профессиональных обзора по данной тема-
тике, опубликованных в последнее время: А.Г.Ткаченко. 
Стрессорные ответы бактериальных клеток как механизм 
развития толерантности к антибиотикам. Прикладная био-
химия и микробиология. 2018. Т. 54. №2. С. 110–133; 
К.М.Климина, Е.У.Полуэктова, В.Н.Даниленко. Бакте ри аль-
ные системы токсин-анатоксин: свойства, функциональное 
значение, возможности использования. Там же. 2017. Т. 53. 
№ 5. С. 449-461.

В отношении персистирующих форм бактерий, остаю-
щихся жизнеспособными в результате воздействия антибио-
тиками и представляющих собой форму переживания, есть 
некоторые соображения или сомнения, касающиеся возбу-
дителей бактериальных особо опасных инфекций (I–II групп 
патогенности). Концепция дормантности подразумевает 
универсальный механизм (или несколько механизмов) со-
хранения части популяции в условиях давления антибиоти-
ка. Однако такое явление практически никогда не наблю-
далось при лечении особо опасных инфекций, например, 
чумы, сибирской язвы, туляремии, холеры. Лечение этих 
инфекционных болезней всегда подразумевало полную эли-
минацию возбудителя из организма человека, и рецидивы 
заболеваний наблюдались крайне редко, а для некоторых 
инфекций не наблюдались вовсе. На мой взгляд, даже эти 
редкие случаи были связаны не с переживанием бактерий 
в организме, а дефектами в тактике лечения. Если бы меха-
низм дормантности работал в данном случае, то достаточно 
было сохраниться в организме человека или животного бак-
териям в заражающей дозе (а это, например, для чумы – 
2–4 микробных клетки), чего было бы достаточно для реци-
дива заболевания. Однако такие случаи не наблюдались при 
лечении людей и в многочисленных опытах на животных. 
Сложно предположить, что для возбудителей особо опасных 
и, например, госпитальных инфекций существуют разные 
механизмы переживания под давлением антибиотиков – 
у одних есть персистенция, у других нет. Этот вопрос остает-
ся открытым и нуждается в обсуждении и эксперименталь-
ном подтверждении. Проблема имеет выраженное значение 
для обеспечения биологической безопасности, так как воз-
можное сохранение вирулентных клеток высококонтагиоз-
ных возбудителей в организме человека чревато эпидемио-
логическими осложнениями и потребует особой, ориентиро-
ванной на данный эффект тактики элиминации патогена из 
организма.

И.А.Дятлов
Директор ФБУН «Государственный научный центр

прикладной микробиологии и биотехнологии» 
Роспотребнадзора, академик РАН,

доктор медицинских наук, профессор
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Высокая репаративная способность ниосомального геля «Регенерин» после хирургических вмешательств проявля-
лась в более ранней эпителизации (на 2–3 дня). У пациентов отмечено снижение интенсивности болевого синдрома 
послеоперационной раны слизистой оболочки полости рта. После обработки раны ранозаживляющим гелем 
«Регенерин» проведена оценка белково-синтезирующего аппарата лимфоцитов периферической крови с помощью 
измерения параметров ядра и активности ядрышковых организаторов (AgЯО). Установлено повышение функциональ-
ной активности лимфоцитов, проявляющееся в изменении параметров площади их ядер и средней суммарной площа-
ди AgЯО. Лимфоциты в зоне повреждения в меньшей степени реагировали на характер течения процесса репарации. 
Отмечено также значительное снижение резидентной и пародонтопатогенной микрофлоры в биопленке десневой 
борозды при лечении ниосомальным гелем «Регенерин».
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О дной из основных современных тенденций в развитии 
фармацевтической промышленности является разра-

ботка новых методов доставки лекарств [1]. Обычные спосо-
бы пероральной или внутривенной доставки не всегда обес-
печивают адекватное распределение биологически активных 
веществ в организме [2, 3]. Новой технологией является соз-
дание ниосомальных препаратов, полученных при инкапсули-
ровании биологически активных веществ в ниосомах крем-
нийорганической природы [4–6]. Этот подход сущест венно 
меняет свойства лекарств: делает их более эффективными, 
влияет на способ их использования, придает им направлен-
ность и уменьшает известные побочные эффекты. Целе на-
правленная доставка лекарств особенно важна для примене-
ния в стоматологии [7, 8]. Нынешняя тенденция в лечении 
поражений слизистой оболочки полости рта и краевой перио-
донтальной ткани заключается в использовании гелей с реге-
неративным эффектом. Инкапсулированные формы, содер-
жащие низкомолекулярные пептиды, имеют более выражен-
ный эффект по сравнению с другими наружными средствами 
в стоматологической практике за счет разнонаправленного 
регенераторного, антимикробного и иммунного действия. 

Целью исследования явилось изучение репаративной, 
антимикробной и лимфоцитарной активности ниосомально-
го стоматологического геля «Регенерин» в послеоперацион-
ный период.

Материалы и методы 

Проведено исследование свойств ранозаживляющего 
геля «Регенерин» у пациентов, находящихся на лечении 
в «Северо-Кавказском медицинском учебно-методическом 
центре». За период с января 2017 г. по январь 2018 г. гель 
применялся у 84 пациентов: 38 мужчин и 46 женщин в воз-
расте от 34 до 78 лет. В опытной группе, состоявшей из 
56 пациентов, гель применяли после плановых хирургиче-
ских вмешательств. В 35 случаях – после операций по уста-
новке дентальных имплантатов, в 14 случаях – после опера-
ций по направленной костной регенерации, в 7 случаях – 
после операций по направленной мягкотканной регенера-
ции, у двух пациентов проводилось лечение мукозитов, 
развившихся на фоне химиотерапии онкологических забо-
леваний. В контрольной группе (26 человек) послеопераци-
онный период проводили по стандартной схеме с использо-
ванием антисептика «Мирамистин». В зоне хирургического 
вмешательства во время операции, а также на 10-е, 20-е и 
30-е сутки после хирургического вмешательства у пациен-
тов отбирали образцы крови, из которых готовили мазки. 
Мазки окрашивали азотнокислым серебром для цитоморфо-
логических исследований. 

Окрашенные мазки исследовали с помощью светового 
микроскопа OLYMPUS-BX 43 (Япония). Цифровые изобра-
жения получали с помощью фотоаппарата OLYMPUS C 300 
(Япония). На цифровых изображениях исследовали пло-
щадь ядра лимфоцита, количество и площадь областей 
ядрышковых организаторов. Морфометрические исследова-
ния проводили с использованием программы VideoTesT 
Master 4.0 для Windows XP (АОЗТ «ИСТА», Санкт-Петербург) 
на IBM-совместимом компьютере, согласно рекомендациям 
Г.Г.Автандилова (2005).

Материалом для лабораторно-диагностических исследо-
ваний служил экссудат зубодесневой борозды, полученный 
при обследовании пациентов, имеющих повреждения слизи-
стой оболочки полости рта и заболевания пародонта (сред-
ний показатель индекса РМА – 12 ± 0,9%), из которых были 
сформированы контрольная группа и две группы наблюде-
ний. Первая группа – с повреждениями слизистой оболочки 
полости рта. Вторая группа – с заболеваниями пародонта. 
Контроль гигиенического состояния полости рта проводился 
с помощью гигиенического индекса.

Материалы исследования анализировали, а количествен-
ные показатели обрабатывали методом однофакторного 
дисперсионного анализа и двустороннего критерия Стью-
дента в программе Primer of Biostatistics 4-03 для Windows. 
Достоверными считали различия при p < 0,05.

Результаты исследования 

Исследования регенеративной способности геля выявили 
высокую регенеративную активность при применении для 
эпителизации слизистой оболочки полости рта (через 
10 дней после начала лечения). После хирургических вме-
шательств у пациентов отмечали более раннее восстановле-
ние слизистой оболочки полости рта. Интенсивность болево-
го синдрома была минимальной, эпителизация послеопе-
рационной раны происходила ранее обычного на 2–3 дня. 
При проведении операции регенерации управляемых тканей 
с использованием лоскута соединительной ткани шрам, об-
работанный «Регенерином», формировался намного рань-
ше, а его консистенция была намного мягче. Появление 
грануляционной ткани и маргинальной эпителизации прохо-
дило быстрее. Стабилизация общего состояния пациентов 
происходила в среднем на два дня раньше, чем у пациентов, 
получавших лечение без геля «Регенерин» (рис. 1, 2).

При лечении пациентов с мукозитом слизистой оболочки 
полости рта после химиотерапии было отмечено улучшение 
состояния слизистой оболочки через 5–6 дней после нанесе-
ния геля (рис. 3, 4).

При исследовании микробиологического статуса больных 
с повреждениями слизистых оболочек и заболеваниями па-
родонта после лечения гелем «Регенерин» были получены 
следующие результаты. Частота выявления носительства 
пародонтопатогенных видов у пациентов составила 37,8%, 
при этом у 62,2% лиц не было выявлено ни одного вида па-
родонтопатогенной микрофлоры (рис. 5, 6). 

Число анаэробных пародонтопатогенных бактерий в 
биопленке зубодесневой борозды (ЗДБ) у пациентов не 
превышало пороговых диагностических показателей, но, 
по сравнению с количественными параметрами пациентов 
контрольной группы, увеличивалось в 1,01–1,07 раза. 
Наимень шее количество среди анаэробной пародонтопато-
генной микрофлоры в биопленке ЗДБ составляет 
Actinobacillus actinomycetemcomitans (3,56 ± 0,16 lg CFU); 
наибольшее – Porphyromonas gingivalis (4,19 ± 0,20 lg CFU) 
и Prevotella intermedia (4,34 ± 0,21 lg CFU). В отношении 
резидентной микрофлоры биопленки ЗДБ отмечается раз-
нонаправленная динамика: по отношению к количествен-
ным показателям пациентов контрольной группы мини-
мальный прирост Streptococcus salivarius, Streptococcus 
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Рис. 1. 1-й день после регенерации мягкой ткани.

Рис. 3. Состояние слизистой оболочки полости рта после 
химио терапии.

Рис. 2. 14-й день после операции. Полное восстановление.

Рис. 4. Состояние слизистой оболочки полости рта после 
использования геля «Регенерин».

Три вида

Два вида

Один вид

Отсутствуют

62,2%

10,3%

10,3%

17,2%

Рис. 5. Количество пародонтопатогенов в биопленке зубодесне-
вой борозды у пациентов первой группы.
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Рис. 6. Частота выявления пародонтопатогенов в биопленке 
зубодесневой борозды у пациентов первой группы.
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sanguis (1,03–1,04 раза) сочетается с выраженным сниже-
нием Peptostrepto coccus anaerobius (1,44 раза) и Veillonella 
parvula (1,19 раза). 

Эти данные свидетельствуют о значительном снижении 
резидентной и пародонтопатогенной микрофлоры в био-
пленке десневой борозды при лечении ниосомальным гелем 
«Регенерин».

Антимикробная активность ниосомальных препаратов 
при их местном применении на слизистой оболочке полости 
рта в стоматологической практике объясняется непосред-
ственным действием самих нановезикул кремнийорганиче-
ской природы. Ниосомы взаимодействуют с плазматически-
ми мембранами микроорганизмов, увеличивая их проницае-
мость для низкомолекулярных веществ, что приводит к их 
гибели при набухании и разрывам под действием внутри-
клеточного осмотического давления. 

В результате исследований лимфоцитарной активности 
выявлено, что на фиксированных и окрашенных мазках 
крови ядра лимфоцитов имеют свойственную для них форму. 
В них отчетливо просматриваются лежащие акроцентрично 
округлой формы AgЯО, окрашенные в темно-коричневый 
цвет (рис. 7).

Установлено, что средняя площадь ядра в лимфоцитах на-
ходилась в диапазоне 64,96 ± 2,79–113,20 ± 5,89 мкм2. Она 
изменялась волнообразно и зависела от времени, прошедше-

го после хирургического вмешательства и применения рано-
заживляющего геля «Регенерин» и без него (таб лица).

Так, у пациентов, которым при обработке послеопераци-
онной раны не применяли ранозаживляющий гель, средние 
значения площади ядер лимфоцитов возрастали к 10-му 
дню после операции на 7,81%.

Таким образом, высокая репаративная способность ниосо-
мального геля «Регенерин» после хирургических вмеша-
тельств проявлялась в более ранней (на 2–3 дня) эпителиза-
ции. Пациенты отмечали снижение интенсивности болевого 
синдрома. После обработки послеоперационной раны раноза-
живляющим гелем «Регенерин» установлено повышение 
функциональной активности лимфоцитов, проявляющееся 
в изменении параметров площади их ядер и средней суммар-
ной площади AgЯО. Лимфоциты в зоне повреждения в мень-
шей степени реагировали на характер течения процесса репа-
рации. При лечении ниосомальным гелем «Регенерин» отме-
чено также значительное снижение резидентной и пародонто-
патогенной микрофлоры в биопленке десневой борозды.
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Микробиологическое обоснование выбора 
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Воспалительные осложнения дентальной имплантации представляют в последнее время одну из наиболее важных и 
сложных проблем стоматологии. Цель исследования: изучить видовой состав ассоциаций неспорообразующих ана
эробов у больных с осложнениями дентальной имплантации и чувствительность их к антибиотикам. Определена чувст
вительность к антибиотикам клинических изолятов у обследованных бактериологическим методом 37 пациентов. 
В качестве патогенных бактерий преимущественно выделялись бактероиды, фузобактерии и актиномицеты. 
В 20% случаев выделяли S. aureus, S. epidermidis, включая MRSA и MRSE. Антибиотиками выбора для лечения ослож
нений дентальной имплантации остаются амоксициллин/клавуланат, линкозамиды (клиндамицин). Хороший результат 
при выборе лечения осложнений дентальной имплантации показали фторхинолоны, к которым были чувствительны 
неспорообразующие анаэробы. Таким образом, можно рекомендовать линкозамины и фторхинолоны для лечения 
осложнений дентальной имплантации в качестве основных групп выбора.
Ключевые слова: осложнения дентальной имплантации, антибиотики, фторхинолоны
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Recently, dental implantation inflammatory complications are one of the most important and challenging problems in dentistry. 
The goal of the research is to study the species composition of nonsporogenic anaerobe’s associations in patients with 
complications of dental implantation and their antibiotic sensitivity. Antibioticresistance of clinical isolates in all the examined 
patients (37 people) has been defined by bacteriological method. Bacteroids, fusobacterium and actinomycetes were mainly 
allocated as pathogenic bacteria. In 20% of cases S. aureus, S. epidermids, including MRSA and MRSE was allocated. The 
antibiotics for treating dental implantation complications remain amoxicillinum/clavulonat, lincosamide (clindamicinum). A good 
result in elect of treating dental implantation complications showed ftorqinolones, which correlated with antibiotic sensitivity to 
these antibiotics of nonsporogenic anaerobes. Thus, one can recommend lincosamides and ftorqinolones for treatment of 
complications dental implantation as the main selection groups.
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В оспалительные осложнения дентальной имплантации 
представляют в последнее время одну из наиболее 

важных и сложных проблем стоматологии. В воспалитель
ных процессах вокруг имплантатов важную роль играет 
наличие микрофлоры естественных зубов с гингивитом и 
пародонтитом. При гингивите и пародонтите бактериальная 
флора с высокими вирулентными свойствами может легко 
колонизировать имплантаты. Наблюдения показали, что в 
таких случаях в тканях по периметру имплантата формиру
ются колонии микроорганизмов или полноценные биоплен
ки, характерные для пародонтита [1–3].

Объективно о состоянии внутрикостного зубного имплан
тата можно судить на основании клинического обследова
ния, которое подтверждается микробиологическим исследо
ванием или ПЦРдиагностикой [3–5]. 

Многочисленные исследования микрофлоры при заболе
ваниях тканей вокруг имплантата показали, что среди обыч
ной микрофлоры по мере развития воспаления увеличива
ется число трепонем, грамотрицательных анаэробных бак
терий [4, 6]. Облигатноанаэробный спектр представлен 
преимущественно группой грамотрицательных анаэробных 
бактерий, включающих пародонтопатогенные виды 1 и 2 по
рядка. Из факультативных бактерий преобладает альфа
стрептококковая флора и, как правило, возрастает количе
ство актиномицетов [3, 5, 7]. Это свидетельствует о незрело
сти и нестабильности формирующихся зубных бляшек, 
представляющих собой смешанную многовидовую биоплен
ку, которую колонизируют вирулентные неспорообразующие 
анаэробные бактерии [2]. Среди таких патогенов, являющих
ся наиболее вероятными возбудителями инфекционно
воспалительных процессов в стоматологии, целый ряд мик
роорганизмов – Porphyromonas gingivalis, Prevotella inter-
media, Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Tannerella 
forsythia и ряд других бактериальных видов. Поэтому изуче
ние свойств отдельных представителей приоритетных пато
генов с оценкой их чувствительности к антибактериальным 
препаратам является актуальной проблемой клинической 
микробиологии.

Цель исследования: изучить видовой состав ассоциаций 
неспорообразующих анаэробов у больных с осложнениями 
дентальной имплантации и их чувствительность к антибио
тикам.

Материалы и методы

От 37 пациентов с развившимся периимплантитом вы
делили 119 штаммов – представителей условнопатогенной 
и патогенной микробиоты полости рта. Для выделения не
спорообразующих анаэробов с помощью классического 
бактериологического исследования в анаэробных услови
ях (ана эростат «Биомерье», AnaeroHiGasPack «Биомерье», 
API 20A Ручной стрип для идентификации анаэробов 
«Биомерье», API Аналитическая таблица 20A идентифика
ции для анаэробов «Биомерье») использовали стандарт
ные добавки гемина и менадиона тех же производителей. 
Определение чувствительности к антибактериальным пре
паратам проводили методом разведения стандартных доз 
препарата (в дисках фирмы Haimedia Labs) в жидкой пита
тельной среде – сердечномозговом бульоне с гемином и 

менадионом. Статистическую обработку результатов ис
следования проводили с помощью прикладных программ 
для Exсel.

 
Результаты и обсуждение

По данным нашего исследования подтверждено суще
ствование четкой зависимости между клинической картиной 
периимплантита и присутствием патогенных видов микро
организмов. В динамике приживления имплантатов в десне
вых карманах глубиной более 3 мм увеличивалось присут
ствие грамотрицательной и анаэробной микрофлоры, в том 
числе обнаруживались окрашенные черным пигментом бак
тероиды, фузобактерии, вибрионы. Это свидетельствует 
о важности клиникомикробиологической диагностики при 
имплантации, тем более что установлена четкая корреляция 
клинических и микробиологических показателей. 

При проведении бактериологических исследований 
у 37 пациентов с развившимся периимплантитом было вы
делено 106 штаммов – представителей условнопатогенной 
и патогенной микробиоты полости рта (табл. 1). 

На долю облигатноанаэробных бактерий приходилось 
49 штаммов (46,2%), и 31 штамм был представлен микро
аэрофильными альфазеленящими стрептококками (29,3%), 
преимущественно группы S. sanguinis/S. mitis. Учитывая, что 
для культивирования перечисленных видов необходимы 
условия анаэробиоза, суммарно группа облигатных анаэро
бов с микроаэрофилами включала 80 штаммов, что соста
вило 75,5%.

Прочие виды, соответственно, были отнесены к аэробной 
группе по типу дыхания – 20 штаммов, которые составили 
18,9%. Причем на долю факультативноанаэробных кокков 

Таблица 1. Структура микробных ассоциаций полости рта 
пациентов (число пациентов – 37; число штаммов – 106)

Тип дыхания  
и таксономическая группа

Количество  
штаммов 

Число  
пациентов

Доля в структуре 
ассоциаций,  
% 

Частота  
(по числу 

пациентов), %
Облигатно-анаэробные 
бактерии 49 46,2

Actinomyces spp. 11 29,7
Fusobacterium spp. 17 45,9
Peptostreptococcus anaerobius 15 40,5
Porphyromonas gingivalis/  
P. asacharolyticus 13 35,1

Prevotella intermedia/  
P. melaninogenica 18 48,7

Микроаэрофильные 
стрептококки 31 29,3

Streptococcus sanguinis 26 70,3
S. mitis/S. oralis 15 40,5
S. mutans 11 29,7

Факультативно-анаэробные 
бактерии 20 18,9

Enterococcus faecium/E. faecalis 14 37,8
Staphylococcus SA/SE 9 24,3
Staphylococcus MRSA/MRSE 5 13,5
Enterobacter spp. 5 13,5
Klebsiella spp. 3 8,1

Грибы кандида 6 5,7
Candida albicans 5 13,5
Candida krusei 1 2,7
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Ente rococcus/Staphylococcus spp. приходились 12 штам
мов (11,3%). Факультативноанаэробные палочки из группы 
энте робактерий были представлены 8 штаммами (7,6%), 
грибы кандида были представлены в ассоциациях возбу
дителей 6 штаммами (5,7%). «Стерильных высевов», когда 
не выделяется ни один микроб, в нашем исследовании 
не было.

По частоте обнаружения приоритетных патогенов в рас
чете на количество пациентов, у которых они встречались 
(табл. 1), доминирующими видами были Streptococcus san-
guinis (70,3%), Prevotella intermedia/P. melaninogenica (48,7%), 
Fusobacterium spp. (45,9%).

Таким образом, нами установлено, что при периимплан
титах состав микрофлоры соответствовал таковому при обо
стрении пародонтита: преимущественно выделяли предста
вителей пигментообразующих бактероидов, фузобактерий и 
пептострептококков – на долю этих возбудителей приходи
лась 1/2 клинических изолятов. На долю микроаэрофильных 
стрептококков приходилась примерно 1/3 всех изолятов 
(S. sanguinis, S. mitis), а на факультативноанаэробные виды 
бактерий, включая энтерококки, стафилококки и энтеробак
терии, – не более 1/5.

Согласно современным подходам к трактовке выделения 
возбудителей нозокомиальных инфекций с учетом частоты 
выделения и вероятной частоты обнаружения штаммов, ре
зистентных к антибиотикам, в частности, согласно рекомен
дациям ВОЗ (2017 г.), к приоритетным патогенам были отне
сены такие возбудители, как Enterococcus faecium/E. faecalis, 
Staphylococcus SA/SE, Staphylococcus MRSA/MRSE, Entero-
bacter spp., Klebsiella spp. среди аэробных и факультативно
анаэробных видов, а также наиболее часто встречавшиеся 
у данной группы пациентов Peptostreptococcus anaerobius, 
Porphyromonas gingivalis/P. asaсharolyticus, Prevotella inter-
media/P. melaninogenica, и микроаэрофильные Streptococcus 
sanguinis/S. mitis – среди облигатноанаэробных и микро
аэрофильных видов. 

У большей части этих штаммов была определена чув
ствительность к антибиотикам методом дисков. При этом 
было установлено, что чувствительность штаммов иссле
дованных приоритетных патогенов к амоксициллину в 
большинстве случаев является неудовлетворительной и, 
как правило, ниже 80% штаммов чувствительны (за исклю
чением Peptostreptococcus anaerobius и Fusobacterium 
nucleatum). Беталактамазозащищенный вариант амокси
циллин/клавуланат полностью перекрывает весь спектр 
патогенов (с час тотой выше 80%). Аналогичный результат 
получен нами в отношении ципрофлоксацина и клиндами
цина (табл. 2). 

Максимальную частоту чувствительности исследованных 
штаммов наблюдали в отношении левофлоксацина – более 
90% чувствительных штаммов, причем Prevotella intermedia, 
Peptostreptococcus anaerobius, Fusobacterium nucleatum, 
Staphylococcus aureus и S. epidermidis были чувствительны 
к левофлоксацину в 100% случаев, включая штаммы стафи
лококков MRSA и MRSE. Полученные нами результаты 
чувст вительности метициллин(оксациллин)устойчивых ста
филококков к ципрофлоксацину и клиндамицину соответ
ствуют данным Marshall S.A. [8] и дополняют их в отношении 
левофлоксацина.

Напротив, наибольшая частота выявления антибиотико
резистентности неспорообразующих анаэробов отмечалась 
к метронидазолу. Так, до 50% штаммов Porphyromonas 
gingivalis были устойчивы к этому препарату по данным 
фено типического метода исследования. Полученные нами 
результаты согласуются с данными исследований Е.В.Иппо
ли това [2], который провел гено и фенотипические исследо
вания штаммов пародонтопатогенных бактерий, в результа
те чего связывает их устойчивость с наличием генетических 
маркеров CTX-M-2 (выявлен у 16,7% штаммов), Mec1 и 
плазмидой QnrB (5,5%). Количество метициллинрезистент
ных штаммов у представителей оральной микробиоты со
ставило 11,4%, что коррелировало с выявлением генов ре
зистентности CTXM2 у 16,7% штаммов. При использова
нии беталактамазозащищенных препаратов (амоксиклав) 
показатель резистентных штаммов снижался до 2,3%, что 
коррелировало с выявлением гена резистентности Mec-1 
у 5,5% штаммов [9].

По мнению Царёва В.Н., наиболее часто применяемые 
(за последние 20–30 лет) в стоматологической практике пре
параты – метронидазол и линкомицин вследствие есте
ственных процессов селекции в микробных биопленках 
дают высокое число устойчивых штаммов – 52,3 и 22,7% со
ответственно, причем чувствительных к метронидазолу 
штаммов определяли в 3,9 раза меньше, чем устойчивых, 
а для линкомицина это соотношение приближалось к 1:1 [9]. 
В цитируемой статье отмечается, что в зарубежных исследо
ваниях за последние годы достаточно хорошо изучена 
резис тентность анаэробов к метронидазолу, которую связы
вают с геном Nim.

Заключение

Таким образом, по результатам наших исследований, ан
тибиотиками выбора для лечения осложнений дентальной 
имплантации остаются линкозамины (клиндамицин), бета
лактамазозащищенные пенициллины (амоксиклав), фторхи

Таблица 2. Чувствительность приоритетных патогенов к стандартным растворам антибактериальных химиопрепаратов (частота, %)

Тестштаммы бактерий (n) Частота выделения чувствительных штаммов, % 
Амоксициллин  

20 мкг
Амоксициллин/

клавуланат 20 мкг
Ципрофлоксацин 

5 мкг
Левофлоксацин  

5 мкг
Клиндамицин  

2 мкг
Метронидазол  

8 мкг
Prevotella intermedia (16) 75,0 87,5 81,25 100,0 81,25 68,75 
Porphyromonas gingivalis (12) 66,6 83,3 83,3 91,7 83,3 50,0
Peptostreptococcus anaerobius (14) 85,7 100,0 85,7 100,0 85,7 57,1
Fusobacterium nucleatum (12) 100,0 100,0 100,0 100,0 83,3 75,0 
Streptococcus sanguinis (14) 78,6 85,7 85,7 92,9 85,7 –
S. aureus/MRSA (6) 66,6 83,3 83,3 100,0 83,3 –
S. epidermidis/MRSE (5) 60,0 80,0 80,0 100,0 80,0 –
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нолоны (ципрофлоксацин, левофлоксацин). Устойчивость 
неспорообразующих анаэробов к тому или иному антибио
тику in vitro, определенная дискодиффузионным методом, 
может прогнозировать клиническую неудачу лечения [6], 
поэтому представленные нами данные следует использо
вать в практической деятельности врачастоматолога, про
водящего дентальную имплантацию или комплексное лече
ние генерализованного пародонтита. 
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Исследованы антимикробные свойства новых производных кумаринов на основе растительного фурокумарина пеуце-
данина, выделенного из Peucedanum morisonii Bess, в отношении Staphylococcus aureus и Pseudomonas aeruginosa 
методом серийных разведений в жидкой питательной среде. Обнаружены антибактериальные свойства полусинтети-
ческих производных пеуцеданина в отношении S. aureus. Большинство исследуемых субстанций проявили бактерио-
статические свойства. У 12 агентов обнаружены бактерицидные свойства. Наибольший интерес в дальнейшем изуче-
нии антибактериальных свойств представляют кумарины, содержащие арилалкинильный заместитель в положении 
С-3 и производные умбеллиферона, модифицированные амидными фрагментами в положении С-6. Синтезированные 
димерные кумарины (3,2'-кумарин-фурокумариновые димеры) проявили меньшую активность. В отношении Р. аeru
ginosa для представленных субстанций отмечена низкая антибактериальная активность: только 6 из них в высокой 
концентрации способны тормозить рост культуры в жидкой среде и снижать адгезивные свойства бактерий.
Ключевые слова:  гетероциклические производные кумаринов, антибактериальная активность,  

Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa

Для цитирования: Евстропов А.Н., Бурова Л.Г., Широких И.В., Липеева А.В., Шульц Э.Э. Исследование антимикробной активности кума-
риновых субстанций в отношении Staphylococcus aureus и Pseudomonas aeruginosa. Бактериология. 2018; 3(2): 16–19. DOI: 10.20953/2500-1027-
2018-2-16-19

Study of the antimicrobial activity coumarin  
substances against Staphylococcus aureus 
and Pseudomonas aeruginosa

A.N.Evstropov1, L.G.Burova1, I.V.Shirokih1, A.V.Lipeeva2, E.E.Shults2

1Novosibirsk State Medical University, Novosibirsk, Russian Federation;
2Novosibirsk Institute of Organic Chemistry, Siberian Branch, Russian Academy of Sciences, Novosibirsk, 
Russian Federation

The antimicrobial properties of new derivatives of coumarin compounds derived from furocoumarin peucedanin (isolate from 
Peucedanum morisonii Bess), against Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa were investigated using the 
method of serial dilutions in liquid nutrient medium. Antibacterial properties of semisynthetic derivatives peucedanin against 
S. aureus have been discovered. Most of the studied substances showed bacteriostatic properties. 12 сompounds possessed 
bactericidal properties. Coumarins containing an arylalkynyl substituent in the C-3 position and umbelliferone derivatives 
modified with amide fragments at the C-6 position are of the greatest interest in the further study of antibacterial properties. 
Synthesized dimeric соumarins (3,2'-соumarin-furoсоumarin dimers) showed less activity. In the case of P. aruginosa, low 
antibacterial activity was noted for the substances presented. Only 6 of them are able to inhibit the growth of culture in a liquid 
medium and reduce the adhesive properties of bacteria in high concentrations.
Keywords: heterocyclic derivatives of coumarins, antibacterial activity, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa

For citation: Evstropov A.N., Burova L.G., Shirokih I.V., Lipeeva A.V., Shults E.E. Study of the antimicrobial activity coumarin substances against 
Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa. Bacteriology. 2018; 3(2): 16–19. (In Russian). DOI: 10.20953/2500-1027-2018-2-16-19

Для корреспонденции:

Евстропов Александр Николаевич, доктор медицинских наук, профессор, 
заведующий кафедрой микробиологии, вирусологии и иммунологии  
ФГБОУ ВО «Новосибирский государственный медицинский университет» 
Минздрава России

Адрес: 630091, Новосибирск, Красный проспект, 52
Телефон: (383) 222-6835
E-mail: evstrop@gmail.com

Статья поступила 12.04.2018 г., принята к печати 27.06.2018 г.

For correspondence:

Alexander N. Evstropov, MD, PhD, DSc, professor,  
head of department of microbiology, immunology and virology,  
Novosibirsk State Medical University 

Address: 52 Krasny Prospect, Novosibirsk, 630091, Russian Federation 
Phone: (383) 222-6835
E-mail: evstrop@gmail.com

The article was received 12.04.2018, accepted for publication 27.06.2018



Исследование антимикробной активности кумариновых субстанций в отношении Staphylococcus aureus и Pseudomonas aeruginosa

17

Н есмотря на значительные достижения современной 
медицины, проблемы активации нозокомиальной 

инфекции остаются актуальными. Высокая адаптационная 
способность условно-патогенных микроорганизмов приво-
дит к быстрому развитию их резистентности к антисепти-
кам, дезинфектантам и антибиотикам, что ведет к непред-
сказуемости исходов осложнений у пациентов хирургиче-
ского, акушерского, стоматологического, неврологическо-
го профиля, детской и гериатрической патологии, особен-
но при возникновении инфекции, связанной с оказанием 
медицинской помощи (ИСМП). Большое значение в фор-
мировании резистентности к антибактериальным препара-
там имеют адаптационные механизмы микробных популя-
ций, связанные с их персистенцией и формированием 
микробных биопленок, в том числе на полимерных мате-
риалах медицинского назначения [1]. Такими микроорга-
низмами являются Staphylococcus aureus и Pseudomonas 
aeruginosa. Обладая огромным арсеналом факторов пато-
генности, они способны повреждать различные органы и 
ткани человеческого организма, вызывая острые и хрони-
ческие процессы, с трудом поддающиеся лечению. 
Золотистый стафилококк и синегнойная палочка легко 
приобретают устойчивость к анти бактериальным препара-
там, что и определяет постоянный поиск новых средств 
лечения вызванных ими состояний. 

Особый интерес всегда представляют препараты природ-
ного происхождения, поскольку они потенциально способны 
обладать широким спектром проявлений биологических 
свойств. Производные кумарина представляют важную 
группу природных соединений вследствие их ценной и раз-
нообразной биологической активности [2]. Химические 
моди фикации этих соединений привели к получению препа-
ратов, используемых в клинической практике (антикоагулян-
ты, антитромботические агенты). Азотсодержащие гетеро-
циклические производные кумаринов обладают антиокси-
дантной, противоопухолевой и антибактериальной актив-
ностью [3, 4].

Цель работы: изучить способность производных пеуце-
данина ингибировать рост Staphylococcus aureus и Pseudo
monas aeruginosa. 

Материалы и методы 

В работе были исследованы новые производные кумари-
нов на основе растительного фурокумарина пеуцеданина, 
синтезированные в лаборатории медицинской химии Ново-
сибирского института органической химии им. Н.Н.Ворожцова 
СО РАН. Природный кумарин горичника Морисона (Peuce
danum morisonii Bess) – пеурутеницин получали из пеуцеда-
нина по ранее описанной методике [5]. На основе пеурутени-
цина синтезировали 2 типа замещенных кумаринов – по по-
ложениям С-3 и С-6 кумаринового остова. Субстанциям 
присвоены коды L-*. Замещенные по положению С-3 кума-
рины: 3-бромпеурутеницин L-520, 3-алкинилзамещенные 
умбеллифероны L-3, L-521, L-524, L-525, а также 3,2'-дику-
марины (L-505-2, L-505-3, L-505-8, L-510 и L-511, содержа-
щие фрагменты растительных кумаринов пеурутеницина и 
ореозелона, соединенные триазолильным линкером). 
Кумарины с азотсодержащими заместителями в положении 

С-6 (L-512, L-512-3, L-512-3 и L-512-5) синтезировали из 
умбеллиферон-6-карбоновой кислоты, полученной гидроли-
зом пеурутеницина. 

Антибактериальную активность изучали методом серий-
ных разведений в жидкой питательной среде [6]. Все суб-
станции первично растворяли в 0,05 мл 96% этилового 
спирта и доводили до нужной концентрации 0,9% раство-
ром хлорида натрия. Дозы веществ выше 1000 мкг/мл не 
рассматривались ввиду их малой растворимости. В каче-
стве тест-культур брали Staphylococcus aureus 209 и 
Pseudomo nas aeruginosa У-17. Посевную дозу суточных 
культур бактерий определяли с использованием стандарта 
мутности по Mc Farland и контролировали высевом на плот-
ную питательную среду с дальнейшим подсчетом количе-
ства колониеобразующих единиц (КОЕ). Определяли мини-
мальную ингибирующую (бактериостатическую) концен-
трацию (МИК) и минимальную бактерицидную концентра-
цию (МБК).

Торможение препаратами адгезивной активности Р. аeru
ginosa определяли при моделировании пленкообразования 
на поверхности поливинилхлоридного фрагмента эндотра-
хеальной трубки общей площадью 2,21 ± 0,08 см, помещен-
ного в 2 мл питательного бульона. Через 24 ч инкубации 
фрагменты извлекали, отмывали физиологическим раство-
ром и инкубировали 10 мин в 0,02% растворе натриевой 
соли этилендиаминтетрауксусной кислоты, после чего про-
изводили высев на питательный агар. Далее подсчитывали 
количество колоний [7, 8]. 

Результаты обрабатывали с использованием программы 
Biostatistics [9]. Определяли средние значения показателей и 
стандартную ошибку.

Результаты и обсуждение 

Было обнаружено, что при внесении суточной культуры 
стафилококка в средней дозе 371,8 ± 72,89 КОЕ/0,1 мл 
пеуру теницин не проявлял антибактериальных свойств в за-
данных условиях (табл. 1). Вещества L-510, L-511, L-512-5 
обладали бактериостатическим действием и тормозили рост 
культуры в концентрации 1000 мкг/мл до (5,4 ± 0,18) × 103, 
(1,3 ± 0,1) × 105 и (1,62 ± 0,03) × 105 КОЕ/мл соответственно. 
МБК не уточнялась. 

Умбеллиферон-6-карбоновая кислота полностью подав-
ляла рост бактерий в концентрации 1000 мкг/мл и сдержива-
ла его в концентрации 500 мкг/мл до (3,1 ± 0,29) × 104 КОЕ/мл 
при сплошном росте в контроле. 

Субстанция L-3 сдерживала рост стафилококка в концен-
трации 250 мкг/мл до (3,3 ± 0,25) × 103 КОЕ/мл и оказывала 
бактерицидное действие в концентрации 750 мкг/мл. Пре-
параты L-505-3, L-512-4 и L-524 показали сходные свойст-
ва. МБК была равна 500 мкг, а МИК – 250 мкг, при подавле-
нии роста стафилококковой культуры до (2,9 ± 0,27) × 104, 
(1,5 ± 0,22) × 103 и (3,6 ± 0,18) × 104 соответственно. 
Вещества L-505-8, L-521 и L-520 имели показатели МБК, 
равные 250, 200 и 100 мкг/мл соответственно, тогда как 
значе ния МИК для них составили 175 мкг/мл при подав-
лении роста культуры до (3,1 ± 0,15) × 103, 75 мкг/мл – 
до (4,4 ± 0,43) × 104 и 75 мкг/мл – до (6,4 ± 0,80) × 104 КОЕ/мл 
соответственно.
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Для субстанции L-505-2 значение МБК оказалось равным 
50 мкг/мл, а МИК составила 25 мкг/мл при подавлении роста 
золотистого стафилококка до (6,6 ± 0,36) × 104 КОЕ/мл 
по сравнению со сплошным ростом в контроле.

Наибольшую активность в заданных условиях показали 
вещества L-525, имеющий ароматический заместитель 
по 3 положению пиронового кольца, L-512-3 и L-512, имею-
щие заместитель в 7 положении бензольного кольца. 
Значения МБК для них составили 0,62 мкг/мл, 0,125 мкг/мл 
и 0,1 мкг/мл соответственно. Препараты L-525 и L-512-3 
в концентрации 0,1 мкг/мл подавляли рост бактерий до 
(6,9 ± 0,36) × 104 КОЕ/мл и (4,6 ± 0,89) × 104 КОЕ/мл. Для 
субстанции L-512 выявлено бактериостатическое действие 
в дозе 0,01 мкг/мл при снижении роста стафилококка до 
(1,9 ± 0,4) × 103 КОЕ/мл.

Антибактериальные свойства в отношении Р. аeruginosa 
субстанции проявили намного слабее. 

При внесении бактериальной культуры в дозе 360 ± 
± 43,01 КОЕ только вещество L-525 проявило бактерицидный 
эффект в концентрации 750 мкг/мл, тормозя адгезию бакте-
рий в концентрации 500 мкг/мл до (1,00 ± 0,14) × 105 КОЕ/см. 
Субстанции L-505-2, L-505-8 и L-505-8 в минимальной инги-
бирующей концентрации 500 мкг/мл тормозили рост тест-
культуры в жидкой питательной среде до (8,6 ± 0,35) × 105, 
(8,0 ± 0,41) × 105 и (5,7 ± 0,13) × 105 КОЕ/мл соответственно 
(табл. 2); а также снижали адгезивную активность бактерий 
соответственно до (3,00 ± 0,34) × 105, (2,70 ± 0,06) × 105 и 
(3,05 ± 0,06) × 105 КОЕ/см. Для веществ L-521 и L-512 уда-
лось установить эффект снижения потенциальной спо-
собности синегнойной палочки образовывать пленку на 
поли винилхлоридной поверхности до (4,80 ± 0,09) × 105 и 
(5,89 ± 0,19) × 105 КОЕ/см.

Таким образом, обнаружены антибактериальные свойст-
ва полусинтетических производных кумарина – пеуцеданина 
в отношении S. aureus. Большинство исследуемых субстан-

ций проявили бактериостатические свойства. У 12 препара-
тов обнаружены бактерицидные свойства. 

Наибольший интерес в дальнейшем изучении антибакте-
риальных свойств представляют вещества L-525, L-512-3 и 
L-512 – кумарины, содержащие арилалкинильный замести-
тель в положении С-3 (L-525) и производные умбеллиферона, 
модифицированные амидными фрагментами в положении 
С-6. Синтезированные димерные кумарины (3,2'-кумарин-
фурокумариновые димеры) L-505-2, L-505-3, L-505-8 прояви-
ли меньшую активность.

В отношении Р. аeruginosa для представленных субстан-
ций отмечена низкая антибактериальная активность: только 
6 из них в высокой концентрации способны тормозить рост 
культуры в жидкой среде и снижать адгезивные свойства 
бактерий.
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Таблица 1. Антибактериальные свойства препаратов пеуцеда-
нина в отношении S. aureus

№ 
п/п

Субстанции МБК, мкг МИК
значение, 

мкг
количество, 

КОЕ/мл

1.

MeOOC

HO O O

Пеурутеницин

Более 1000 Более 1000 Сплошной рост

2.

HOOC

НО O O

Умбеллиферон-6-
карбоновая кислота

1000 500 (3,1 ± 0,29) × 104

3. L-3 750 250 (3,3 ± 0,25) × 103

4. L-505-2 50 25 (6,6 ± 0,36) × 104

5. L-505-3 500 250 (2,9 ± 0,27) × 104

6. L-505-8 250 175 (3,1 ± 0,15) × 103

7. L-510 Более 1000 1000 (5,4 ± 0,18) × 103

8. L-511 Более 1000 1000 (1,3 ± 0,1) × 105

9. L-512 0,1 0,01 (1,9 ± 0,4) × 103

10. L-512-3 0,125 0,1 (4,6 ± 0,89) × 104

11. L-512-4 500 250 (1,5 ± 0,22) × 103

12. L-512-5 Более 1000 1000 (1,62 ± 0,03) × 105

13. L-520 100 75 (6,4 ± 0,80) × 104

14. L-521 200 75 (4,4 ± 0,43) × 104

15. L-524 500 250 (3,6 ± 0,18) × 104

16. L-525 0,62 0,1 (6,9 ± 0,36) × 104

Таблица 2. Бактериостатическое действие производных пеу-
цеданина в отношении Р. аeruginosa

Субстанции, 
500 мкг/мл

Рост в питательном 
бульоне, КОЕ/мл

Колонизация 
поливинилхлоридного 
фрагмента, КОЕ/см

L-505-2 (8,6 ± 0,35) × 105 (3,00 ± 0,34) × 105

L-505-8 (8,0 ± 0,41) × 105 (2,70 ± 0,06) × 105

L-505-8 (5,7 ± 0,13) × 105 (3,05 ± 0,06) × 105

L-521 Сплошной рост (4,80 ± 0,09) × 105

L-512 Сплошной рост (5,89 ± 0,19) × 105



Исследование антимикробной активности кумариновых субстанций в отношении Staphylococcus aureus и Pseudomonas aeruginosa

19

9.  Primer of Biostatistics Version 4.03 by Stanton A.Glantz. Windows Implementation 

by Rich Goldstein, Steve Solomon, Copyring 1998. Mc Graw Hill 

References

1.  Didenko LV, Avtandilov GA, Ippolitov EV, Tsareva EV, Smirnova TA, Shevlyagina NV, 

Tsarev VN. Formation of biofilms on dental polymer materials as the basis for the 

persistence of microorganisms in the pathology of the teeth and periodontal. 

Endodontology Today. 2015;4:13-17. (In Russian).

2.  Barot KP, Barot KP, Jain SV, Kremer L, Singh S, Ghate MD. Recent advances and 

therapeutic journey of coumarins: current status and perspectives. Med Chem Res. 

2015;24:2771-98. 

3.  Pérez-Cruz F, Vazquez-Rodriguez S, Matos MJ, Herrera-Morales A, Villamena FA, 

Das A, et al. Synthesis and Electrochemical and Biological Studies of Novel 

Coumarin–Chalcone Hybrid Compounds. J Med Chem. 2013 Aug 8;56(15):6136-

45. DOI: 10.1021/jm400546y

4.  Yusufzai SK, Osman Н, Khan MS, Mohamad S, Sulaiman О, Parumasivam Т, et al. 

Design, characterization, in vitro antibacterial, antitubercular evaluation and 

structure–activity relationships of new hydrazinyl thiazolyl coumarin derivatives. 

Med Chem Res. 2017;26:1139-48. 

5.  Osadchii SA, Shul'ts EE, Shakirov MM, Tolstikov GA. Transformations of peuce-

danin. Bulletin of the Academy of Sciences of the USSR. Division of Chemical 

Sciences. 2006;375-9. (In Russian).

6.  The guidelines for preclinical studies of pharmaceuticals. Part I. Edited by 

A.N.Mironov. Moscow: "Grif and K" Publ., 2012, 944 p. (In Russian).

7.  Melezhyk IA, Yavorskaya NV, Shepelevich VV, Kokozay VN The role of biofilm in 

pseudomonas aeruginosa endogenous infections. Byulleten' Orenburgskogo 

nauchnogo tsentra UrO RAN. 2013;3:2-29 (http://www.elmag.uran.ru). 

(In Russian).

8.  Schmidmaier G, Lucke M, Wildemann B, Haas NP, Raschke M. Prophylaxis and 

treatment of implantrelated infections by antibioticcoated implants: a review. Injury. 

2006 May;37 Suppl 2:S105-12. DOI: 10.1016/j.injury.2006.04.016

9.  Primer of Biostatistics Version 4.03 by Stanton A.Glantz. Windows Implementation 

by Rich Goldstein, Steve Solomon, Copyring 1998. Mc Graw Hill 

Информация об авторах:

Бурова Любовь Георгиевна, кандидат медицинских наук, ассистент кафедры 
микробиологии, вирусологии и иммунологии ФГБОУ ВО «Новосибирский 
государственный медицинский университет» Минздрава России
Адрес: 630091, Новосибирск, Красный проспект, 52
Телефон: (383) 222-6835
E-mail: mic.bio.lgb@mail.ru

Широких Илья Валерьевич, студент четвертого курса лечебного факультета 
ФГБОУ ВО «Новосибирский государственный медицинский университет» 
Минздрава России
Адрес: 630091, Новосибирск, Красный проспект, 52
Телефон: (383) 222-6835
E-mail: shir413@mail.ru

Липеева Алла Bикторовна, научный сотрудник лаборатории медицинской 
химии ФГБУН «Новосибирский институт органической химии 
им. Н.Н.Ворожцова» СО РАН
Адрес: 630090, Новосибирск, проспект Академика Лаврентьева, 9
Телефон: (383) 330-8533
E -mail: mond@nioch.nsc.ru

Шульц Эльвира Эдуардовна, доктор химических наук, профессор, 
заведующая лабораторией медицинской химии ФГБУН «Новосибирский 
институт органической химии им. Н.Н.Ворожцова» СО РАН
Адрес: 630090, Новосибирск, проспект Академика Лаврентьева, 9
Телефон: (383) 330-8533
E-mail: schultz@nioch.nsc.ru

Information about the authors:

Liubov G. Burova, MD, PhD, assistant of depatment of microbiology,  
virology and immunology, Novosibirsk State Medical University
Address: 52 Krasny Prospect, Novosibirsk, 630091, Russian Federation 
Phone: (383) 222-6835
E-mail: mic.bio.lgb@mail.ru

Ilia V. Shirokikh, third-year student of the medical faculty,  
Novosibirsk State Medical University
Address: 52 Krasny Prospect, Novosibirsk, 630091, Russian Federation 
Phone: (383) 222-6835
E-mail: shir413@mail.ru

Alla V. Lipeeva, researcher of laboratory of medicinal chemistry, Novosibirsk 
Institute of Organic Chemistry, Siberian Branch, Russian Academy of Sciences
Address: NIOCH SB RAS, 9 Lavrentiev Avenue, Novosibirsk, 630090,  
Russian Federation
Phone: (383) 330-8533
E-mail: mond@nioch.nsc.ru

Elvira E. Shults, Dr of Chemical Sci professor, head of laboratory  
of medicinal chemistry, Novosibirsk Institute of Organic Chemistry,  
Siberian Branch, Russian Academy of Sciences 
Address: NIOCH SB RAS, 9 Lavrentiev Avenue, Novosibirsk, 630090,  
Russian Federation
Phone: (383) 330-8533
E-mail: schultz@nioch.nsc.ru

Новости о вакцине против болезни Лайма

В обновлении о прогрессе Компания Valneva заявила, что они успешно завершили процесс первой фазы испытаний кан-
дидата в вакцину против болезни Лайма VLA15 и получили согласование в отношении своей стратегии на фазу 2. Вакнева-
кандидат VLA15 в настоящее время является единственной активной вакцинной программой в клинических разработках 
против болезни Лайма.

VLA15 представляет собой поливалентную, белково-субъединичную вакцину, которая нацелена на наружный поверхност-
ный белок A (OspA) Borrelia. Она предназначена для профилактической, активной иммунизации против болезни Лайма, 
направленной на защиту от большинства патогенных для человека видов Borrelia. VLA15 предназначена для обеспечения 
защиты путем повышения уровня антител, которые препятствуют миграции Borrelia от клещей к людям после укуса. 

Целевая группа населения включает людей старше 2 лет, живущих в эндемичных районах либо планирующих поездку 
в эндемичные районы, а также людей, которые имеют историю болезни Лайма (поскольку инфекция Borrelia не защищает 
иммунитет против всех патогенных видов Borrelia).

Lyme disease vaccine update: «Significant progress» being made – Outbreak News Today [WWW Document], n.d.  
URL http://outbreaknewstoday.com/lymediseasevaccineupdatesignificantprogressmade31443/ (accessed 7.19.18).
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Применение экспресс-метода лазерной 
флюоресцентной спектроскопии 
для определения чувствительности 
возбудителей к антибактериальным 
препаратам 
Е.В.Ипполитов, Д.В.Давыдов, В.В.Царёва, А.А.Лабазанов, М.С.Подпорин 

ФГБОУ ВО «Московский государственный медико-стоматологический университет им. А.И.Евдокимова» 
Минздрава России, Москва, Российская Федерация

Цель. Сравнительный анализ эффективности экспресс-метода лазерно-флюоресцентной спектроскопии (ЛФС) для 
определения чувствительности бактерий к антибиотикам.
Материалы и методы. Проводили исследование чувствительности микрофлоры гнойного отделяемого, полученного 
при заболеваниях слезных путей (дакриоцистит, конъюнктивит), – 16 образцов, из пазух носа (верхнечелюстной сину-
сит) – 18 образцов, с помощью метода ЛФС, а также традиционного бактериологического исследования с использо-
ванием техники анаэробного культивирования для сравнения. 
Результаты и выводы. Установлены существенные различия мощности флюоресценции в зависимости от чувстви-
тельности/резистентности штаммов к антибиотикам. Полученные результаты позволяют рекомендовать врачам-
офтальмологам, стоматологам, оториноларингологам назначение препарата, в пробе с которым наблюдается макси-
мальное снижение флюоресценции по сравнению с контролем. Предложенный экспресс-тест позволяет практикующе-
му врачу избежать эмпирического выбора средств медикаментозной поддержки.
Ключевые слова: чувствительность/резистентность к антибиотикам, штаммы, лазерно-флюоресцентная спектроскопия
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Application of the rapid method of laser fluorescence 
spectroscopy to determine the sensitivity of pathogens 
to antibacterial drugs

E.V.Ippolitov, D.V.Davidov, V.V.Tsareva, A.A.Labazanov, M.S.Podporin 

A.I.Yevdokimov Moscow State University of Medicine and Dentistry of the Ministry of Healthcare of the Russian 
Federation, Moscow, Russian Federation

The aim of the work is a comparative analysis of the effectiveness of the express method of laser-fluorescence spectroscopy 
to determine the sensitivity of bacteria to antibiotics.
Materials and methods. The sensitivity of the purulent discharge microflora, obtained in diseases of the lacrimal tract 
(dacryocystitis, conjunctivitis) – 16 samples, from the sinuses (maxillary sinusitis) – 18 samples, using the method of laser-
fluorescence spectroscopy, as well as traditional bacteriological study using anaerobic cultivation techniques for comparison, 
was studied. 
Results and conclusions. Significant differences in fluorescence power were found depending on the sensitivity/resistance of 
strains to antibiotics. The results obtained allow to recommend to ophthalmologists, dentists, otorhinolaryngologists the 
appointment of the drug, in the sample with which there is a maximum decrease in fluorescence, compared with the control. 
The proposed rapid test allows the practitioner to avoid the empirical choice of medical support,
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В меморандуме «Глобальная стратегия по сдерживанию 
антимикробной резистентности», принятом Всемирной 

организацией здравоохранения в 2001 г., прогрессирующее 
развитие устойчивости возбудителей оппортунистических и 
особенно ятрогенных инфекций к антибиотикам на всех кон-
тинентах рассматривается как угроза национальной безо-
пасности государств [1, 2]. 

Российская Федерация участвовала в формировании 
ново го Глобального плана преодоления антимикробной 
резис тентности. Обсуждение этого документа во Всемирной 
организации здравоохранения состоялось в 2015 г., и уже 
в сентябре 2016 г. ВОЗ на 71-й сессии Генеральной ассам-
блеи ООН призвала правительства всех стран мира разра-
ботать план борьбы с распространением устойчивости мик-
роорганизмов к антибиотикам [3]. 

В октябре 2017 г. Председатель Правительства Рос сий-
ской Федерации Д.А.Медведев подписал распоряжение 
об утверждении «Стратегии предупреждения распростра-
нения антимикробной резистентности в РФ на период до 
2030 года», представленной Минздравом РФ. Российская 
национальная стратегия включила в себя все основные по-
ложения Глобального плана преодоления антимикробной 
резистентности. Отечественная стратегия межведомствен-
ная – в ее разработке, помимо Минздрава, участвовали Рос-
потребнадзор, Минфин, Минпромторг, Минсельхоз, Россель-
хознадзор, МЭР, ФАНО и РАН.

Стратегию планируется реализовать в два этапа. Первый 
(до 2020 года) предусматривает повышение осведомлен-
ности населения о рациональном применении противо-
микробных препаратов, недопустимости самолечения, 
а также увеличение охвата пропагандой иммунопрофилак-
тики и здорового образа жизни. На этом этапе также пла-
нируется повысить выявляемость резистентности к проти-
вомикробным препаратам, а также установить базовые 
показатели, характеризующие распространенность анти-
микробной резис тентности. На втором этапе (до 2030 г.) 
планируется сократить количество случаев оказания меди-
цинской помощи при инфекционных заболеваниях, вызван-
ных микроорганизмами со множественной лекарственной 
устойчивостью.

Однако известно, что существующие методы определе-
ния чувствительности/резистентности к антибактериальным 
препаратам имеют ряд недостатков, среди которых следует 
отметить, прежде всего, отсутствие надежного экспресс-
метода и частый процент несовпадения результатов опреде-
ления чувствительности эффективности препарата в клини-
ческой практике, что в настоящее время связывают с фор-
мированием микробных биопленок в воспалительном очаге 
и покоящихся форм бактерий-персистеров, находящихся 
в состоянии анабиоза или минимизированного метаболизма 
[1, 3, 4]. 

Цель исследования: повышение эффективности диаг нос-
тики оппортунистической инфекции в клиническом материа-
ле от пациентов стоматологического и офтальмологическо-
го профиля путем апробации экспресс-методики выявления 
и оценки чувствительности возбудителей к антибактериаль-
ным препаратам методом лазерной флюоресцентной спек-
троскопии (ЛФС). 

Материалы и методы 

Проводили исследование чувствительности микрофлоры 
гнойного отделяемого, полученного при заболеваниях слез-
ных путей (дакриоцистит, конъюнктивит) – 16 образцов и 
пазух носа (верхнечелюстной синусит) – 18 образцов с по-
мощью метода ЛФС [5], а также традиционного бактериоло-
гического исследования с использованием техники анаэроб-
ного культивирования для сравнения [6]. В качестве моделей 
для эксперимента использовали 4 препарата: ампициллина 
гидрохлорид, гентамицина сульфат, линкомицина гидрохло-
рид, ципрофлоксацин, метронидазол. Проведено 4 серии 
экспериментов в 5 повторностях. 

Статистическую обработку данных проводили с использо-
ванием критериев Манна–Уитни и корреляции по Спирмену.

Результаты и обсуждение

Оценку результатов, полученных методом ЛФС, прово-
дили исходя из положения, высказанного М.Т.Александро- 
 вым и А.А.Воробьёвым, что уменьшение мощности флюо-
ресценции в динамике адекватно уменьшению концентра-
ции микроорганизмов, а ее увеличение – наоборот (увели-
чению концентрации и метаболической активности микро-
флоры) [5]. 

При оценке кривых роста микробных популяций в микст-
культурах было установлено, что мощность флюоресценции 
гнойного отделяемого отражает густоту микробной взвеси 
в пробирках, а при добавлении к исследуемому материалу 
разных антибиотиков и кратковременном культивировании 
(в течение 12 ч) мощность флюоресценции существенно 
меняется в зависимости от чувствительности компонентов 
консорциума. Иными словами, она падает при чувствитель-
ности компонентов консорциума к тестируемому антибакте-
риальному препарату и, напротив, возрастает при резис-
тентности штаммов.

В первой серии экспериментов выявлены резкое сниже-
ние мутности бактериальной взвеси с ампициллином в 
концентрации 4 мкг/мл и 2 мкг/мл в первые 60 мин по срав-
нению с мутностью контроля культуры и отсутствие изме-
нений мощности флюоресценции взвеси с ампициллином 
в концентрациях 1 мкг/мл, 0,5 мкг/мл, 0,25 мкг/мл. При-
мерно та же картина наблюдалась также и через 12 ч. Учет 
результатов бактериологического исследования (высев на 
5% кровяной агар с гемином) через 24 ч показал отсут-
ствие роста в пробирках с ампициллином в концентрациях 
4 мкг/мл и 2 мкг/мл и рост культуры в пробирках с ампи-
циллином в концентрациях 1 мкг/мл, 0,5 мкг/мл, 0,25 мкг/мл, 
что подтвердило результат, полученный методом ЛФС 
в первые 60 мин.

Во второй серии экспериментов при проведении кли-
нико-лабораторного исследования гнойного экссудата вы-
явлены резкое снижение мутности бактериальной взвеси 
с ципрофлоксацином в концентрации 4 мкг/мл, 2 мкг/мл и 
1 мкг/мл (в первые 60 мин) по сравнению с мутностью 
контроля культуры и отсутствие изменений мощности 
флюоресценции взвеси с ципрофлоксацином в концентра-
циях 0,5 мкг/мл, 0,25 мкг/мл. Контрольный посев, сделан-
ный из обрабо танной пробы в это время (через 60 минут), 
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также показал отсутствие роста при культивировании 
через 24 ч в пробах с ципрофлоксацином в концентрациях 
4 мкг/мл и 2 мкг/мл. 

Таким образом, результаты культурального исследования 
подтвердили данные, полученные методом ЛФС.

Наибольшая чувствительность смешанной микрофло-
ры гнойного отделяемого определяется к ципрофлоксаци-
ну (больная В.) – это видно по выраженному снижению 
мощности флюоресценции через 30 мин и 1 ч после по-
становки пробы, в то время как линкомицина гидрохлорид 
оказывал эффект (причем менее выраженный) лишь 
через 2 ч (рис. 1).

В третьей серии экспериментов с использованием гента-
мицина сульфата и линкомицина гидрохлорида получен 
пример отсутствия чувствительности микрофлоры гнойно-
го отделяемого к препаратам, так как в исследуемой пробе 
не происходило снижения флюоресценции, отличного от 
контроля. На рисунке 2 представлен пример отсутствия 
чувст вительности микрофлоры гнойной раны больного 
(больной Г.) к используемым антибиотикам, так как в ис-
следуемой пробе не происходило снижения флюоресцен-
ции гнойного отделяемого с антибиотиком, отличного от 
контроля.

При высеве через 24 ч выделена чистая культура 
Enterococcus faecalis, устойчивого к гентамицину, в ассоциа-
ции с анаэробным возбудителем из группы пигментообра-
зующих бактероидов – Prevotella melaninogenica. Как извест-
но, облигатно-анаэробные виды, как правило, обладают 
природной (естественной) устойчивостью к аминогликози-
дам, что необходимо учитывать при назначении антибакте-
риальной терапии [1, 3, 6].

Для объективности полученных результатов в следую-
щей серии экспериментов мы провели сравнительное изу-
чение метода серийных двукратных разведений (бак-
териологи ческий метод) и метода ЛФС для определения 

чувствительности микробов к антимикробным препаратам 
с целью изучения зависимости бактериостатического или 
бактерицидного действия антибиотиков от концентрации 
бактерий. 

С использованием референс-штамма S. aureus было 
установлено, что при концентрации микробной взвеси 
106 КОЕ/мл антибиотик (например, ампициллина гидрохло-
рид) подавляет рост бактерий полностью (на 100%), а при 
концентрации 108 КОЕ/мл – только на 70%, при 1010 КОЕ/мл – 
на 30%. При использовании в эксперименте гентамицина 
сульфата и ципрофлоксацина получены сходные результаты 
(100% – 75% – 30% и 100% – 75% – 50% соответственно). 
Очевидно, что только 100% эффект подавления роста куль-
туры может быть охарактеризован как бактерицидный.

Данные последних исследований свидетельствуют, что 
в исследуемой популяции количество как антибиотико-
чувствительных, так и антибиотикорезистентных штаммов 
мик робов, выделяемых из гнойного экссудата у больных 
с гнойно-воспалительными заболеваниями челюстно-
лицевой области, сбалансировано и практически одинаково. 
Но в то же время разные штаммы, выделенные у разных 
пациентов и относящиеся к одному и тому же виду микро-
организмов, могут быть как чувствительными, так и резис-
тентными к антибактериальным препаратам [2, 7].

Выявленные нами различия в показателях мощности 
флюоресценции позволяют рекомендовать клиницистам 
врачам-офтальмологам, стоматологам, оториноларинголо-
гам назначение того препарата, в пробе с которым наблюда-
ется максимальное снижение флюоресценции по сравнению 
с контролем. Предложенный экспресс-тест позволяет прак-
тикующему врачу избежать эмпирического выбора средств 
медикаментозной поддержки, особенно до получения резуль-
татов бактериологического исследования (длительность ис-
следования с определением чувствительности к антимик-
робным препаратам – 5–7 дней).
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Рис. 1. Исследование действия линкомицина и ципрофлоксаци-
на на микрофлору гнойного отделяемого раны больной В. 
в динамике эксперимента ЛФС.
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Заключение 

Полученные результаты свидетельствуют о необходимос-
ти коррекции медикаментозного воздействия на гнойную 
рану в зависимости от концентрации бактерий (что зача-
стую не учитывается практикующими врачами вследствие 
отсутствия клинических технологий экспресс-определения 
концентрации и чувствительности микробиоты гнойной 
раны непосредственно в месте лечения). Данный факт по-
зволяет, на наш взгляд, объяснить низкую эффективность 
антибактериальной терапии гнойной инфекции при выяв-
ленной высокой чувствительности микрофлоры гнойной 
раны к антибиотику, а также отсутствие таковой в реаль-
ной клинической практике вследствие значительной – 
108 КОЕ/мл и более концентрации микробов в гнойной 
ране. В этих случаях необходимость применения ЛФС в 
качестве экспресс-метода лабораторной диагностики ста-
новится еще более очевидной. Метод ЛФС на сегодняш-
ний день можно охарактеризовать как клиникоориентиро-
ванный микробиологический метод, предназначенный для 
экспресс-диагностики и определения чувствительности 
смешанной микробиоты гнойного очага к антибактериаль-
ным препаратам. 
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Значение оценки респираторного 
метаболизма лейкоцитов при разработке 
местной лекарственной формы для лечения 
пародонтальной инфекции 
Т.П.Герасимова1, Е.Н.Николаева2, Р.В.Ушаков1, Е.В.Ипполитов2, А.Р.Ушаков2, В.Н.Царёв2

1ФГБОУ ДПО «Российская медицинская академия непрерывного профессионального образования» 
Министерства здравоохранения РФ, Москва, Российская Федерация;
2ФГБОУ ВО «Московский государственный медико-стоматологический университет им. А.И.Евдокимова» 
Министерства здравоохранения РФ, Москва, Российская Федерация

Цель исследования. Оценка респираторного метаболизма нейтрофилов и влияния на их активность разрабатывае-
мой пленки на основе полимера диплен с противовоспалительным и антибактериальным компонентами с использова-
нием метода люминолзависимой хемилюминесценции (ХЛ), стимулированной опсонизированным зимозаном.
Материалы и методы. Влияние стоматологических адгезивных пленок: зарегистрированной Минздравом РФ – 
Диплен-Дента с хлоргексидином (Д-д Х) и экспериментальной – Диплен-Дента с хлоргексидином, кетопрофеном и 
токоферола ацетатом (Д-д КПХ) на активность клеток крови оценивали методом люминолзависимой хемилюминес-
ценции нейтрофильных гранулоцитов цельной крови. Исследовали периферическую кровь 26 здоровых доноров в 
возрасте от 20 до 25 лет. 
Результаты. Исследованные пленки «Диплен-Дента Х» и «Диплен-Дента КПХ» воздействуют на нейтрофильные гра-
нулоциты в зависимости от исходного их функционального состояния. При низком индексе активации (<3,054) 
«Диплен-Дента КПХ» в большей степени, чем «Диплен-Дента Х», увеличивает все показатели ХЛ: спонтанную и сти-
мулированную ХЛ. Он также значимо повышает индекс активации, в отличие от «Диплен-Дента Х», лишь незначитель-
но влияющего не него. При высоких значениях I(O) (>4,34) оба препарата значимо уменьшают индекс активации, при 
этом относительная величина изменения индекса I/I(O) в группе 2 значимо меньше, чем в группе 1. 
Заключение. Исследуемые полимерные пленки «Диплен-Дента Х» и «Диплен-Дента КПХ» воздействуют на нейтро-
фильные гранулоциты в зависимости от исходного функционального состояния клеток. Различия между пленками в 
отношении влияния на метаболическую активность нейтрофилов, очевидно, связаны с присутствием в составе 
«Диплен-Дента КПХ» кетопрофена.
Ключевые слова: полимер диплен, хлоргексидин, кетопрофен, токоферола ацетат, хемилюминесценция, нейтрофилы
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Leukocytes respiratory metabolism and it’s evaluation  
for the development of a local polymer dosage form  
for treatment of periodontal infection

T.P.Gerasimova1, E.N.Nikolaeva2, R.V.Ushakov1, E.V.Ippolitov2, A.R.Ushakov2, V.N.Tsarev2

1Russian Medical Academy of Continuous Professional Education of the Ministry of Healthcare 
of the Russian Federation, Moscow, Russian Federation;
2A.I.Evdokimov Moscow State University of Medicine and Dentistry of the Ministry of Healthcare 
of the Russian Federation, Moscow, Russian Federation

Purpose. Evaluation the metabolic activity of neutrophilic granulocytes and the effect of polymer-based film containing anti-
inflammatory and antibacterial components on neutrophil respiratory metabolism. The research is conducted using luminol-
dependent chemiluminescence stimulated by opsonized zymosan. 
Materials and methods. Two dental adhesive films have been analyzed in this study, “Diplen-Denta Ch” and “Diplen-Denta 
KPCh”. “Diplen-Denta Ch” with chlorhexidine is drug approved by Russian Ministry of Health and is currently used in 
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П ри развитии инфекционно-воспалительных заболева-
ний слизистой оболочки полости рта и пародонта 

существенную роль играет повышение интенсивности сво-
боднорадикального окисления, которое при недостаточно-
сти систем антиоксидантной защиты приводит к альтерации 
тканей [1]. В ряде исследований установлено, что повыше-
ние уровня маркеров оксидативного стресса наблюдается 
при выявлении пародонтопатогенных видов 1 порядка – 
Porphyromonas gingivalis, Tannerella fоrsythia, а также Trepo-
nema denticola, т.е. представителей «красного комплекса» 
по Socransky. Porphyromonas gingivalis, ключевой пародонто-
патоген, способен манипулировать иммунным ответом орга-
низма хозяина с целью длительного сохранения воспаления, 
деструкции тканевых структур и поддержания ресурса пита-
тельных веществ, необходимых для жизнедеятельности 
микробов [2–5]. 

При этом прогрессирование резорбции кости и утраты 
зубодесневого прикрепления происходит не непрерывно, 
а фазами, соответствующими периодам активного воспа-
ления, что связано с респираторным метаболизмом лейко-
цитов и продукцией активных форм кислорода [3, 6]. 
Оперативные вмешательства как источник механической 
травмы для тканей пародонта сами по себе также вызыва-
ют усиление оксидативного стресса, наблюдается рост си-
стемного уровня активных форм кислорода (АФК) в тече-
ние как минимум 5–7 дней после проведения хирурги-
ческих операций [7–9]. Избыточная продукция свободных 
радикалов запускает цепные реакции окисления фосфоли-
пидов клеточных мембран. Усиливается формирование 
нейтрофилами внеклеточных ловушек (NETs), выполняю-
щих антимикробную функцию. Необходимым условием 
функционирования этого защитного механизма является 
наличие АФК [10, 11]. При этом нарушается кровообраще-
ние в тканях, усиливается агрегация тромбоцитов, что усу-
губляет расстройства мик роциркуляции, способствует раз-
витию отека и гипоксии [10]. 

Нейтрофилы, мигрировавшие из кровеносного русла, 
в пародонте локализуются в воспаленных тканях десны, 
максимальная их концентрация определяется в области эпи-
телия десневой борозды [5, 12]. Именно в этих зонах нахо-
дится точка приложения лекарственных средств, используе-
мых для местной терапии пародонтита.

В настоящее время в стадии разработки и доклинических 
испытаний находится новая стоматологическая адгезивная 
пленка «Диплен-Дента КПХ», содержащая хлоргексидина 
биглюконат (0,01–0,03 мг/см2), кетопрофен (0,01–0,03 мг/см2) 
и α-токоферола ацетат (0,03–0,05 мг/см2) и обладающая 
комбинированным антимикробным, противовоспалитель-
ным и антиоксидантным действием. Проведенные исследо-
вания свидетельствуют о том, что данная пленка активна 
в отношении пародонтопатогенной микрофлоры, не обла-
дает острой и хронической токсичностью, раздражающим 
действием [13].

Цель работы – оценка респираторного метаболизма ней-
трофилов и влияния на их активность разрабатываемой 
пленки на основе полимера диплен с противовоспалитель-
ным и антибактериальным компонентами с использованием 
метода люминолзависимой хемилюминесценции, стимули-
рованной опсонизированным зимозаном. 

Материалы и методы

Влияние стоматологических адгезивных пленок: зарегист-
рированной Минздравом РФ – Диплен-Дента с хлоргексиди-
ном (Д-д Х) и экспериментальной – Диплен-Дента с хлоргек-
сидином, кетопрофеном и токоферола ацетатом (Д-д КПХ) 
на активность клеток крови оценивали путем регистрации 
ХЛ нейтрофильных гранулоцитов цельной крови 26 здоро-
вых доноров в возрасте от 20 до 25 лет. 

Для измерений было выбрано разведение крови в моди-
фикации Федорова Г.Н., Леонова С.Д. [14]. Разведенную 
кровь в объеме 400 мкл инкубировали со 100 мкл раствора 
пленки (или р-ра Хенкса в контрольной пробе), через 30 мин 
добавляли 100 мкл люминола и регистрировали спонтанную 
ХЛ в течение 60 мин. Стимулированную ХЛ определяли 
после внесения 100 мкл суспензии опсонизированного зимо-
зана (SIGMA, США) в концентрации 20 мг/мл. Регистриро-
вали индуцированный ХЛ ответ в течение 60 мин. Реакции 
проводили в полистироловых кюветах на хемилюминометре 
LUM-100 (ДИСофт, Россия) с программным обеспечением 
PowerGraph 3.0 при температуре 37°С. 

Статистическую обработку данных проводили с помощью 
программы STATISTICA. Определяли медиану, минималь-
ные, максимальные значения и интерквартильный размах 

periodontology. “Diplen-Denta KPCh” is an experimental drug, which contains chlorhexidine, ketoprofen, and tocopherol 
acetate. The effect of both films on activity of neutrophilic granulocytes was assessed by luminol-dependent chemiluminescence, 
stimulated by opsonized zymosan. To conduct the assessment, peripheral blood of 26 healthy donors of age 20 to 25 years 
was studied.
Results. Both investigated films had an effect on neutrophil granulocytes depending on cells initial functional state. In persons 
with low activation index (<3,054), “Diplen-Denta KPCh” caused a greater increase in spontaneous and stimulated 
chemiluminescence, as well as the activation index. “Diplen-Denta Ch” had only a modest increase in the activation index. In the 
group with high values of I(O) (>4,34), both drugs significantly decreased the activation index, while the relative magnitude of 
the I/I (O) index change in group 2 was significantly smaller than in group 1.
Conclusions. Both investigated films have an influence on neutrophil granulocytes depending on initial functional state of the 
cells. The difference in effect of “Diplen-Denta KPCh” and “Diplen-Denta Ch” on neutrophils metabolic activity has been found 
to be related with the presence of ketoprofen 
Keywords: polymer diplen, chlorhexidine, ketoprofen, tocopherol acetate, chemiluminescence, neutrophils
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спонтанной (Sспонт) и индуцированной опсонизированным зи-
мозаном (Sстим) люминолзависимой ХЛ, изменения светосум-
мы S под влиянием препаратов по отношению к контрольно-
му образцу So, содержащему соответствующее количество 
р-ра Хенкса (SX/So и Sкпх/Sо), индекса клеточной стимуляции 
I = Sстим/Sспонт, изменения индекса активации под влиянием 
растворов пленок I/Io при р < 0,05.

Результаты и обсуждение

В таблице представлены данные оценки влияния раство-
ров пленок Д-д Х и Д-д КПХ на показатели ХЛ: медиана 
(нижний квартиль; верхний квартиль). Установлено, что 
меди ана значений спонтанной ХЛ при добавлении раство-
ра Д-д Х была выше (в 1,3 раза) медианы спонтанной ХЛ 
в контрольных пробах, однако статистическая значимость 
не была достигнута. Медиана спонтанной ХЛ, индуциро-
ванной Д-д КПХ, была статистически достоверно больше 
(в 1,5 раза), чем в контрольных образцах с раствором 
Хенкса. В при сутствии Д-д КПХ наблюдали статистически 
значимо достоверный рост стимулированной ХЛ – в 1,2 раза 
по сравнению с контролем, тогда как раствор Д-д Х пода-
влял стимулированную ХЛ в 1,1 раза, но статистическая 
значимость была не достигнута. Индекс активации ХЛ под 
влиянием Д-д Х – 2,4 (1,63; 3,69) статистически достоверно 
значимо снизился в 1,25 раза (р = 0,015), а в присутствии 
Д-д КПХ – 3,27 (2,19; 4,42) – увеличился в 1,1 раза, не дос-
тигнув статистически достоверной значимости (р = 0,142). 
При этом относительная величина изменения индекса ак-
тивации для Д-д КПХ – 0,92 (0,64; 1,37) была статистически 
достоверно выше в 1,2 раза, чем для Д-д Х – 0,77 (0,60; 
1,24) при р = 0,021.

Следует отметить, что относительное изменение индек-
сов активации имело обратную статистически значимую 
корреляционную связь с исходным индексом активации I(O) 
для обеих пленок (рис. 1, 2). Коэффициенты Спирмена 
равны r = –0,751795 и r = –0,767692 соответственно.

По результатам проведенных исследований были выделе-
ны две примерно равные по численности группы в зависимо-
сти от величины I(O). В группу 1 вошли лица со значениями 
I(O) <3,054 (14 человек), во вторую – с высокими значениями 
I(O)>4,340 (12 человек).

Из рисунка 3 видно, что значения спонтанной ХЛ у паци-
ентов 1-й группы – 777,72 (466,50; 1485,66) – были в 3,4 раза 
выше, чем у пациентов 2-й группы – 230,87 (163,24; 255,11). 
При добавлении Д-д Х значения спонтанной ХЛ у пациентов 
1-й группы практически не изменялись – 717,72 (466,25; 
1228,98), а у пациентов 2-й группы были в среднем в 1,9 раза 
выше – 434,90 (263,55; 680,33). При внесении Д-д КПХ на-
блюдалась похожая тенденция – у пациентов 1-й группы 
медиана и интерквартильный размах были равны 779,87 
(530,99; 1670,70), а у пациентов 2-й группы в 1,3 раза выше 
контроля – 299,53 (233,25; 651,53) при р < 0,05.

Значения ХЛ лейкоцитов, стимулированной зимозаном 
(рис. 4), у представителей 1-й группы – 1323,79 (837,90; 
2239,47) были в 1,5 раза ниже, чем у людей из 2-й группы – 
1937,93 (1287,48; 3874,71). Добавление Д-д Х незначительно 
снижало стимулированную зимозаном ХЛ – 1286,52 (965,43; 
2067,85) у пациентов 1-й группы, но повышало у пациентов 
2-й группы – 1998,77 (1394,68; 2620,43). Добавление в систе-
му Д-д КПХ статистически достоверно увеличивало стиму-
лированную ХЛ – 1706,09 (1388,18; 2240,91) у пациентов 
1-й группы, но не влияло на этот показатель у индивидуумов 
2-й группы – 2085,63 (1495,31; 2566,90). При этом медиана 
значений ХЛ, стимулированной раствором Д-д КПХ, была 
статистически достоверно выше, чем медиана значений ХЛ, 
стимулированной раствором Д-д Х, в 1,33 раза (р = 0,001) 
у людей из 1-й группы. У индивидуумов 2-й группы статисти-
чески достоверной разницы не выявлено.

Индекс активации (рис. 5) в контрольных пробах людей из 
1-й группы – 1,49 (1,16; 2,59) был статистически достоверно 
ниже в 5 раз, чем у представителей 2-й группы – 7,61 (5,24; 
17,36). Раствор Д-д Х не влиял на индекс активации – 1,67 
(1,15; 2,43) у обследуемых 1-й группы (р = 0,730) и статисти-
чески достоверно значимо снижал его у индивидуумов 
2-й группы – 3,49 (2,34; 6,02) при р = 0,004. Раствор Д-д КПХ 
статистически достоверно увеличивал индекс активации 
лейкоцитов в 1,5 раза – 2,22 (1,37; 3,27) у людей в 1-й группе 
и снижал в 1,6 раза – 4,83 (3,40; 8,44) во 2-й группе. 

Кроме этого, было установлено (рис. 6), что медиана и 
интерквартильный размах изменения индекса активации 
ХЛ, индуцированной Д-д Х, I(X)/I(О) – 1,11 (0,85; 1,48), 
у людей (1-я группа) с исходной низкой спонтанной ХЛ лей-
коцитов были статистически достоверно больше, в 1,9 раза, 

Таблица. Влияние растворов «Диплен-Дента Х» и «Диплен-Дента КПХ» на показатели спонтанной и стимулированной хемилюми-
несценции гранулоцитов (у.е.)

Показатель 1 Медиана Нижн. кварт. Верх. кварт. Показатель 2 Медиана Нижн. кварт. Верх. кварт. р

Sспонт. О 432,74 237,95 854,84
Sспонт. Д-д Х 560,21 302,86 1189,26 0,112
Sспонт. Д-д КПХ 641,84 260,53 781,46 0,028

Sспонт. Д-д Х 560,21 302,86 1189,26 Sспонт. Д-д КПХ 641,84 260,53 781,46 0,459
Sспонт. Д-д Х/Sспонт. О 1,26 0,94 1,99 Sспонт. Д-д КПХ/Sспонт. О 1,18 0,92 1,66 0,443

Sстим. О 1601,15 1065,54 2782,11
Sстим. Д-д Х 1499,95 1106,83 2472,46 0,990
Sстим. Д-д КПХ 1847,96 1479,78 2432,27 0,032

Sстим. Д-дХ 1499,95 1106,83 2472,46 Sстим. Д-д КПХ 1847,96 1479,78 2432,27 0,003
Sстим. Д-дХ/Sстим. О 1,00 0,76 1,41 Sстим. КПХ/Sстим. О 1,24 1,00 1,60 0,001

I (O) 3,00 1,43 7,45
I (Д-дХ) 2,40 1,63 3,69 0,015
I (Д-д КПХ) 3,27 2,19 4,42 0,142

I (Д-дХ)/I О 0,77 0,60 1,24 I (Д-д КПХ)/I(О) 0,92 0,64 1,37 0,021

Sспонт. – величина площади под кривой спонтанной ХЛ; Sстим. – величина площади под кривой люминолзависимой ХЛ, индуцированной опсонизированным 
зимозаном; О – контрольный образец; Д-дХ – «Диплен-Дента Х»; Д-д КПХ – «Диплен-Дента КПХ»; SX/So и Sкпх/Sо – изменение светосуммы S под влиянием 
препаратов по отношению к контрольному образцу So; содержащему соответствующее количество раствора Хенкса; I = Sстим/Sспонт – индекс клеточной стимуляции; 
I/Io– изменение индекса клеточной стимуляции под влиянием растворов пленок; Ме – медиана оцениваемых показателей; нижн. кварт. – нижний квартиль;  
верх. кварт. – верхний квартиль.
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Рис. 1. Корреляционная зависимость изменения индекса акти-
вации в присутствии пленки Д-д Х относительно контрольных 
проб.
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Рис. 2. Корреляционная зависимость изменения индекса акти-
вации в присутствии пленки Д-д КПХ относительно контроль-
ных проб.

Рис. 3. Медианы значений спонтанной ХЛ в присутствии дипле-
новских пленок.
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Рис. 4. Медианы значений ХЛ, стимулированной зимозаном, 
в присутствии дипленовских пленок.
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чем у людей с высоким спонтанным ответом лейкоцитов 
(2-я группа) – 0,58 (0,27; 0,67). Прирост I(КПХ)/I(О) у пред-
ставителей 1-й группы – 1,37 (1,08; 1,72) был статистически 
достоверно значимо в 2,3 раза больше, чем у людей из 
2-й группы – 0,6 (0,46; 0,81). 

Таким образом, при добавлении Д-д КПХ индекс актива-
ции был незначительно выше, чем при добавлении Д-д Х 
у людей в обеих группах.

Нами исследовано влияние самоклеящейся пленки 
«Диплен-Дента КПХ» на активность нейтрофильных грану-
лоцитов цельной крови, являющихся основным источником 
АФК, по сравнению с используемой в пародонтологии плен-
кой «Диплен-Дента Х», содержащей хлоргексидина биглю-
конат 0,01–0,03 мг/см2 с использованием метода люминол-
зависимой ХЛ. 

В предыдущих работах Ушакова Р.В. и соавт. (2015) опи-
сано статистически значимое снижение спонтанной и стиму-
лированной ХЛ, а также индекса стимуляции нейтрофильных 
гранулоцитов здоровых доноров под влиянием пленки 
«Диплен-Дента Х» [13]. Данные настоящего исследования 
подтверждают тенденцию о влиянии «Диплен-Дента Х» на 
индекс активации (р = 0,015), хотя статистически достовер-
ная разница значений как спонтанной, так и стимулирован-
ной ХЛ выявлялась не всегда. Возможно, это связано с тем, 
что тип течения воспалительной реакции и прогрессирова-
ние хронического генерализованного пародонтита во многом 
определяются фагоцитарной активностью нейтрофилов и 
интенсивностью «респираторного взрыва» [7]. Регистри-
руемая спонтанная ХЛ свидетельствует о респираторном 
взрыве, возникающем в нейтрофилах в связи с фагоцито-
зом. Стимулированная ХЛ – показатель функциональной 
активности фагоцитов, отражение резервов их бактерицид-
ной функции. Индекс стимуляции, рассчитываемый как отно-
шение S стимулированной ХЛ к S спонтанной ХЛ, отра жает 
состояние неспецифической реактивности организма [1, 7]. 
Поэтому логично предположить, что функциональная актив-
ность гранулоцитов периферической крови обследованных 
практически здоровых людей в группе 1 с исходным индек-
сом активации ХЛ I(O) <3,054 и в группе 2 c I(O) > 4,34 в на-
стоящем исследовании определяется гипоэргическим и ги-
перергическим типами реактивности соответственно. 

В состав пленки «Диплен-Дента КПХ», кроме хлоргекси-
дина, включены два лекарственных средства: кетопрофен и 
α-токоферола ацетат (витамин Е). Последний оказывает вы-
раженное антиоксидантное действие. Липофильная молеку-
ла α-токоферола способна инактивировать свободные ради-
калы непосредственно в гидрофобном слое мембран. Она 
отдает атом водорода свободному радикалу пероксида ли-
пида, восстанавливая его до гидропероксида, тем самым 
останавливая перекисное окисление липидов. При этом об-
разовавшийся свободный радикал витамина Е стабилен и 
не вызывает цепную реакцию свободноради кального окис-
ления. Поскольку α-токоферол является непосредственно 
мембранным антиоксидантом, для проявления его действия 
необходима ассоциация молекулы с мембраной, на что тре-
буется время. Непосредственно после добавления витамина 
Е процесс восстановления мембран не усиливается, и толь-
ко высокие его концентрации проявляют эффективность 
через 24 ч [15]. 

Таким образом, установленные в настоящей работе раз-
личия во влиянии на метаболическую активность нейтро-
филов пленки Д-д КПХ в сравнении с «Диплен-Дента Х», 
очевидно, связаны с присутствием в его составе кетопро-
фена. Во всей совокупности влияние на индекс стимуляции 
статистически значимо более выражено для пленки 
«Диплен-Дента КПХ» в сравнении с «Диплен-Дента Х». 
Необходимы дальнейшие исследования влияния изучае-
мых лекарственных форм на функциональную активность 
гранулоцитов при воспалительных заболеваниях, в том 
числе тканей пародонта.

Выводы

1. Исследуемые полимерные пленки «Диплен-Дента Х» и 
«Диплен-Дента КПХ», предложенные для местного лечения 
воспалительных процессов в пародонте, по-разному влияют 
на респираторный метаболизм нейтрофильных гранулоци-
тов, что зависит как от состава активных компонентов, вве-
денных в диплен, так и от исходного функционального со-
стояния гранулоцитов. 

2. При низком индексе активации (<3,054) «Диплен-Дента 
КПХ» в большей степени, чем «Диплен-Дента Х», увеличи-
вает все показатели ХЛ: спонтанную и стимулированную ХЛ. 
Он также значимо повышает индекс активации, в отличие от 
«Диплен-Дента Х», лишь незначительно влияющего не него. 

3. При высоких значениях I(O) (>4,34) оба препарата зна-
чимо уменьшают индекс активации, при этом относительная 
величина изменения индекса I/I(O) в группе 2 значимо мень-
ше, чем в группе 1. В группе 2 «Диплен-Дента КПХ» в мень-
шей степени, чем «Диплен-Дента Х», повышает уровень 
спонтанной ХЛ, однако статистическая значимость не до-
стигнута.
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Известно, что маркерами развивающегося пародонтита могут служить микробы-прокариоты так называемого «red-
complex», или пародонтопатогены 1-го порядка – Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia, Aggregatibacter actino-
mycetemcomitans. Течение сахарного диабета II типа сопровождается прогрессирующей атрофией альвеолярной 
костной ткани, развитием хронического пародонтита, приводящего к полной потере зубов. При анализе метагенома 
зубодесневой борозды, основанном на секвенировании 16S ДНК бактерий, статистически значимым было различие 
по наличию при пародонтите представителей семейств Porphiromonadaceae и Fusobacteriaceae, которые в случае 
сочетания пародонтита с сахарным диабетом II типа встречались в 1,9 раза чаще и в состав которых входили паро-
донтопатогены 1-го порядка, установленные методом ПЦР. При пародонтите отмечено достоверное снижение в био-
пленке бактерий семейства Sphingobacteriaceae. Полученные результаты свидетельствуют в пользу изменения микро-
биоты при сочетанной патологии и возможного патогенетического значения наблюдаемых изменений.
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It is known that the markers of periodontitis progression is linked with the development of “red-complex” prokaryotes or 
periodontophathogenes of type I – Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia, Aggregatibacter actinomycetemcomitans. 
It is widely accepted that diabetes mellitus is associated with several complications such as: progressive atrophy of alveolar 
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В последнее время все больше утверждается концеп-
ция, что хронический генерализованный пародонтит 

нельзя рассматривать в рамках частной патологии. 
Установлено, что это заболевание имеет ассоциативные 
взаимосвязи с различными эндокринными, иммунологиче-
скими и другими системными расстройствами, которые, 
в свою очередь, могут быть причиной других болезней, воз-
можно, являющихся вторичными по отношению к самому 
пародонтиту. Одной из безусловно сопряженных патологий 
является сахарный диабет. Пародонтит у больных сахар-
ным диабетом имеет те же формы по клиническому тече-
нию, по тяжести проявлений, по онтогенетическому призна-
ку, по распространенности, что и у лиц, страдающих паро-
донтитом, но не имеющих сахарного диабета. Однако, 
пародонтит у больных сахарным диабетом, по мнению мно-
гих авторов, плохо поддается лечению и имеет неблагопри-
ятный прогноз [1–3]. 

В России в настоящее время более 2,5 млн человек стра-
дают сахарным диабетом, среди которых 90% приходится на 
сахарный диабет II типа. Примерно через год после выявле-
ния сахарного диабета 100% пациентов имеют признаки 
хронического пародонтита с перспективой полной потери 
зубов [4]. С другой стороны, по результатам многочисленных 
исследований проблемы, пародонтит является самым час-
тым осложнением сахарного диабета, который неизбежно 
развивается практически у каждого заболевшего. При этом 
пародонтит не только сам является осложнением, но и уве-
личивает риск других осложнений, так как затрудняет про-
ведение полноценной диетотерапии и коррекцию присущих 
диабету метаболических нарушений, снижает регенератив-
ную способность тканей пародонта и резко ухудшает каче-
ство жизни больных диабетом [1, 5]. 

Важными патогенетическими звеньями в развитии и про-
грессировании заболеваний пародонта при сахарном диа-
бете считают микроциркуляторные расстройства (диабети-
ческие микроангиопатии), нарушения в иммунной системе, 
ацидоз. Расстройства микроциркуляции и функций иммун-
ных клеток могут быть как первичными (под влиянием 
сахар ного диабета), так и вторичными (под влиянием вос-
палительного процесса в пародонте). Причина воспалитель-
ных процессов в пародонте – ксеростомия и вторичный 
имму нодефицит. Заболевания пародонта можно отнести 
к группе малых признаков сахарного диабета [2, 6]. 

Авторы многоцентровых исследований в мире склоняют-
ся к выводу о том, что пародонтопатогенные бактерии явля-

ются одним из факторов, инициирующих развитие сахарно-
го диабета [1, 2, 7]. 

Условия для достаточно устойчивой взаимосвязи паро-
донтита с сахарным диабетом II типа возникают в связи 
с тем, что сахарному диабету сопутствует целый ряд мета-
болических и иммунологических сдвигов, включающих окси-
дативный стресс, изменение профиля цитокинной продук-
ции в иммунной системе, модуляцию рецепторного аппарата 
клеток и т.д. [1, 3, 6, 8]. Указанные сдвиги в сочетании с рос-
том содержания глюкозы в ротовой жидкости создают усло-
вия для изменения микробиоты полости рта, появления в ее 
составе пародонтопатогенных видов и, как следствие, – раз-
вития хронического рецидивирующего воспалительного 
процесса в пародонте с последующей деструкцией альвео-
лярной кости и выпадением зубов [5, 9]. 

Перечисленные выше факторы определяют прогрессиро-
вание пародонтита, первичным звеном которого является, 
как известно, колонизация поддесневой биопленки пародон-
топатогенными видами «красного комплекса», или 1 поряд-
ка. Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas 
gingivalis, Tannerlla forsythia – основные пародонтопатогены 
1 порядка, обладающие высокой вирулентностью и способ-
ностью к внутриклеточному паразитизму, которые опре-
деляют развитие воспалительно-деструктивного процесса, 
состав ляющего клиническую и морфологическую сущность 
пародонтита [2, 5, 9–11]. 

Существенную роль в деструкции тканей пародонта при 
наличии прочих факторов риска и образования устойчивых 
ассоциаций ранних, промежуточных и поздних колонизато-
ров играют пародонтопатогенные виды 2 порядка – Fuso-
bacterium nucleatum/periodonticum, Parvimonas micra, Prevo-
tella intermedia, Porphyromonas endodontalis, Treponema 
denticola, Wolinella recta. Параллельно рассматриваются 
такие неблагоприятные факторы, как неудовлетворительная 
гигиена полости рта, профессиональные вредности, нера-
циональная диета, в частности, снижение употребления 
белковых продуктов и отсутствие грубой пищи, снижающей 
нагрузку на пародонт, курение, неблагоприятные экологи-
ческие факторы [1, 2, 5, 9]. 

Учитывая тот факт, что в составе биопленки микробиота 
функционирует как единый биологический комплекс [12], 
особое значение в расшифровке патогенеза пародонтита, 
в частности, при сахарном диабете II типа, приобретает по-
лучение с помощью новых технологий «микробного портре-
та» биопленки десневого кармана, что создает перспективу 

bone tissue, development of periodontitis, leading to complete loss of teeth. Metagenomic analysis of the microbiota of the 
dentogingival sulcus, based on the sequencing of 16S DNA bacteria, showed statistically significant difference in the presence 
of representatives of the Porphyromonadaceae and Fusobacteriaceae, which in the case of a combination of periodontitis with 
type 2 diabetes were 1.9 times more common. A significant reduction of bacteria of Sphingobacteriaceae representatives have 
also observed in periodontitis biofilms. The results support the change in the microbiota in the studied combined pathology and 
possible pathogenetic values observed changes.
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прогнозирования риска развития и тяжести течения хрони-
ческого пародонтита, а в дальнейшем – разработку новых 
принципов коррекции пародонтопатогенного характера мик-
робиоты при данной патологии как элемента персонифици-
рованной медицины будущего.

В связи с этим целью исследования было определение 
особенностей микробного состава биопленки зубодесневой 
борозды при хроническом пародонтите и сочетании хрони-
ческого пародонтита с сахарным диабетом II типа на основе 
применения современных молекулярных и метагеномных 
технологий. 

Пациенты и методы

Нами проведено комплексное стоматологическое обсле-
дование 74 пациентов, обратившихся к стоматологу для 
лече ния или с профилактической целью, которые соответ-
ствовали критериям включения в исследование и заполнили 
информированное согласие.

Группу 1 составили 22 пациента (11 мужчин и 11 женщин 
в возрасте 47–63 лет), у которых СД II типа сочетался с яв-
лениями хронического пародонтита. Им был поставлен диаг-
ноз пародонтита средней степени тяжести, подтвержденный 
детальной характеристикой стоматологического статуса 
(табл. 1) и результатами ПЦР-диагностики на обнаружение 
генетических маркеров пародонтопатогенных бактерий 1-го 
и 2-го порядка. 

В группу 2 вошли 30 пациентов (13 мужчин и 17 женщин 
в возрасте 42–60 лет), которые не предъявляли жалоб, 
а воспалительные заболевания пародонта были выявлены 
у них при обращении по поводу лечения кариеса и его 
осложнений. На основании клинических данных, показате-
лей пародонтальных индексов (табл. 1) и результатов ПЦР-
диагностики им был поставлен диагноз «пародонтит сред-
ней степени тяжести», подтвержденный детальной характе-
ристикой стоматологического статуса (табл. 1) и результата-
ми ПЦР-диагностики. 

Контрольную группу 3 сформировали 22 лица (9 мужчин и 
13 женщин в возрасте 25–28 лет) со здоровым (интактным) 
пародонтом и отсутствием СД II типа. В эту группу включены 
только обследуемые с отрицательными результатами ПЦР-
диагностики на обнаружение генетических маркеров паро-
донтопатогенных бактерий 1-го и 2-го порядка. 

Гигиеническое состояние пациентов групп сравнения 1 и 2 
было удовлетворительным и сопоставимым. По данным 
анамнеза у пациентов этих групп были выявлены следую-
щие коморбидные заболевания: вегето-сосудистая дисто-
ния, симптоматическая артериальная гипертензия, артери-
альная гипертония. Давность заболевания пародонтитом 
составляла 5–10 лет. Проводимое ранее пародонтологи-
ческое лечение пациентов обеих групп включало удале-
ние зубных отложений, местную противовоспалительную 
терапию и по показаниям – кюретаж пародонтальных 
карма нов. 

У обследуемых контрольной группы 3 (без хронического 
пародонтита и СД II типа) гигиеническое состояние десен 
было хорошим, а пародонтологические индексы соответ-
ствовали нормальным значениям (см. табл. 1).

Срок наблюдения за всеми обследуемыми был 1,5 года.

Взятие материала проводилось из 4 участков в области 
зубодесневой борозды с помощью стерильных бумажных 
эндодонтических штифтов (№30), которые помещали в про-
бирку с 0,2 мл физиологического раствора.

Молекулярно-генетические исследования. Экстракцию 
ДНК выполняли с использованием набора ДНК-экспресс 
(ООО НПФ «Литех») в соответствии с инструкцией произво-
дителя. В случае необходимости выделенную ДНК хранили 
при температуре –20°С. Качественную оценку частоты вы-
явления маркерной ДНК пародонтопатогенов 1 и части па-
родонтопатогенов 2 порядка (T. denticola, P. intermedia) про-
водили с помощью системы Мульти-Дент-5 (ООО НПФ 
«ГенЛаб», Россия). Для выявления остальных пародонтопа-
тогенов 2 порядка использовали систему Мicro-IDent®plus 
(«Hain Lifescience», Германия), использующую принцип 
обрат ной гибридизации [11]. 

Количественную оценку содержания маркерной ДНК 
P. gingivalis, T. forsythia, A. actinomycetemcomitans, T. denti cola, 
P. intermedia, F. nucleatum/periodonticum, P. endodontalis 
в зубо десневом налете проводили с использованием набора 
«Дентоскрин» производства OOO НПФ «Литех», в соответ-
ствии с инструкцией (количественная ПЦР в реальном вре-
мени) [7].

Тотальную ДНК из образцов зубного налета выделяли с 
использованием QIAamp DNA Investigator Kit (Qiagen) соглас-
но инструкциям производителя. Библиотеку ампликонов для 
16S секвенирования готовили с использованием праймеров 
341F (5’-TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCT
ACGGGNGGCWGCAG-3’) и 801R (5'-GTCTCGTGGGCTCGGA
GATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGGTATCTAATCC-3’) 
согласно протоколу 16S Metagenomic Sequencing Library 
Preparation (Part #15044223 Rev. B). Секвенирование библи-
отек и анализ полученных данных осуществляли с использо-
ванием генетического анализатора MiSeq (Illumina) и MiSeq 
Reagent Kit v2 (300 cycle) в соответствии с инструкциями 
производителя. Визуализацию результатов осуществляли 
с использованием программы MEGAN5 (http://ab.inf. 
uni-tuebingen.de/software/megan5/).

Статистическую обработку результатов проводили посред-
ством пакета статистических программ SPSS, версия 21.

Результаты и обсуждение

При использовании классического подхода оценки часто-
ты обнаружения маркерной ДНК пародонтопатогенных 
видов, прежде всего, мы обращали внимание на выделение 
пародонтопатогенных бактерий «красного комплекса», или 
1 порядка [11, 12]. При этом были установлены существен-

Таблица 1. Состояние гигиены и пародонтальные индексы 
обследуемых в группах сравнения

№ Группа Индексы 
гигиенические пародонтальные
OHI-S PHP РМА PI PDI

1. Пародонтит (+) СД тип 2 (+) 1,1 1,1 56,4% 3,9 3,4
2. Пародонтит (+) СД тип 2 (–) 0,7 0,7 44,8% 3,6 3,1

3. Здоровый пародонт: 
Пародонтит (–) СД тип 2 (–) 0,6 0,5 11,7% 0 2,1

3. Пародонтит (+) СД тип 2 (–), 
но через 1,5 года: СД тип 2 (+) 1,2 1,1 47,6% 3,8 3,2
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ные различия по частоте ассоциаций пародонтопатогенов и 
их видовому составу, то есть по числу входящих в их состав 
видов. Оказалось, что только у одного из 22 человек кон-
трольной группы с интактным пародонтом (4,6%) была выяв-
лена ДНК A. actinomycetemcomitans, у двух человек (9,1%) – 
T. forsythia, а P. gingivalis в норме не выявляли. Частота об-
наружения пародонтопатогенов 2 порядка в этой группе 
была следующей: у одного пациента (4,6%) выявлена ДНК 
T. denticola и P. intermedia, P. micra выявили в четырех об-
разцах (18,1%), C. rectus, E. nodatum – в трех (13,6%), 
E. corrodens – в одном (4,6%) и чаще всего – F. nucleatum и 
Capnocytophaga spp. – в семи (31,8%) образцах. 

В итоге у 17 человек контрольной группы с интактным 
пародонтом в области зубодесневой борозды (77,3%) не 
было выявлено ни одного из исследуемых нами видов паро-
донтопатогенов 2 порядка, у 5 (22,7%) – выявлена маркер-
ная ДНК одного вида, и у одного (4,5%) – двух видов. 

Напротив, у больных хроническим пародонтитом (30 па-
циентов) хотя бы один вид из трех представителей пародон-
топатогенной группы 1 порядка определяли у всех больных 
хроническим пародонтитом. Один вид пародонтопатогенов 
1 порядка был определен у двух пациентов (6,6%), два 
вида – у пяти (16,7%), три вида – у десяти (33,3%), четыре 
вида – у шести (20%) и пять видов – у пяти (16,7%) больных 
хроническим пародонтитом (с участием пародонтопатогенов 
2 порядка). 

Схожая картина наблюдалась при пародонтите, ослож-
нившем течение сахарного диабета II типа (22 пациента). 
Хотя бы один вид из трех представителей пародонтопатоген-
ной группы 1 порядка определяли у всех больных хрони-
ческим пародонтитом с сахарным диабетом, так же, как и 
без такового, однако частота выявления разных видов в ас-
социациях у пациентов данной группы существенно возрас-
тала (p < 0,05). Так, один вид пародонтопатогенов 1 порядка 
был определен у трех пациентов (14,6%), два вида – у пяти 
(22,7%), три вида – у одиннадцати (50,0%), четыре вида – 
у шести (27,2%) и пять видов – у семи (31,8 %) больных 
хроническим пародонтитом (с участием пародонтопатогенов 
2 порядка).

Таким образом, многовидовые ассоциации пародон-
топатогенных бактерий гораздо чаще встречались в об-
ласти зубо десневой борозды у больных хроническим па-
родонтитом при его сочетании с сахарным диабетом. 
Причем примерно у 2/3 пациентов с хроническим пародон-
титом были выявлены ассоциации 2–4 видов паро-
донтопатогенов 1 и 2 порядка, а частота выявления ассо-

циаций пародонтопатогенных бактерий 1 и 2 порядка 
у больных пародонтитом и сахарным диабетом II типа 
была в 1,5–2 раза выше, чем при пародонтите без сахар-
ного диабета.

Интересные результаты были получены по данным моле-
кулярной диагностики с помощью ПЦР в реальном времени 
при анализе частоты выделения пародонтопатогенов 1 и 
2 порядка в составе микробиоты зубодесневой борозды. 
В процессе исследования мы регистрировали частоту встре-
чаемости каждого из 7 определяемых видов бактерий у па-
циентов основной группы и групп сравнения в количестве, 
превышающем установленные пороговые значения: 104 – 
для Aggregatibacter actinomycetemcomitans, 105 – для Porphy-
romonas gingivalis, Tanerella forsythia, Porphyromonas endo-
dontalis, 106 – для Treponema denticola, Prevotella intermedia, 
Fusobacterium nucleatum/periodonticum. В контрольной груп-
пе здоровых лиц с интактным пародонтом указанные поро-
говые значения были превышены в единичных случаях. 
Одновременно проводили сопоставление абсолютных зна-
чений количественной ПЦР в реальном времени, выражен-
ных в геном-эквиваленте/мл между группами сравнения, 

Таблица 2. Показатели содержания пародонтопатогенных бактерий в десневой жидкости пациентов групп сравнения

Вид пародонтопатогенных 
бактерий

Медиана [минимум; максимум] в геном-эквивалентах на 1 мл десневой жидкости Вероятность различий по критерию χ2

больные сахарным 
диабетом и пародонтитом

больные  
пародонтитом

здоровые  
лица

p1 p2 p3

P. gingivalis 45 258 [0; 860000] 27 [0; 71900] 0 [0; 102] 0,001* 0,001* 0,238
T. forsythia 1215 [0; 750000] 124 [0; 624000] 0 [0; 293000] 0,308 0,046* 0,313
A. actinomycetemcomitans 649 [0; 138000] 177 [0; 2990000] 0 [0; 2990000] 0,355 0,865 0,539
T. denticola 54 200 [0; 1160000] 1053 [0; 2890000] 0 [0; 2890000] 0,005* 0,005* 0,769
P. intermedia 138 [0; 940000] 76 [0; 471000] 0 [0; 95200] 0,300 0,261 0,920
F. nucleatum/periodonticum 72 800 [120; 732000] 3000 [0; 2320000] 57 400 [0; 2320000] 0,030* 0,336 0,441
P. endodontalis 5840 [0; 880000] 546 [0; 1160000] 0 [0; 1160000] 0,298 0,300 0,968

Примечание: р1 – вероятность различий в группах больных сахарным диабетом/пародонтитом и только пародонтитом, р2 – вероятность различий в группах 
больных сахарным диабетом/пародонтитом и здоровых лиц, р3 – вероятность различий в группах больных пародонтитом и здоровых лиц, * – достоверность 
различий по критерию Манна–Уитни при р < 0,05.
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Рис. 1. Частота выделения маркерной ДНК отдельных видов 
пародонтопатогенных бактерий у больных сахарным диабетом 
II типа + хроническим пародонтитом и только хроническим 
пародонтитом по данным ПЦР в реальном времени.
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которые продемонстрировали статистически значимые раз-
личия (табл. 2). 

Анализ частоты выделения маркерной ДНК показал, что 
наиболее часто встречающимися видами пародонтопатоген-
ных микроорганизмов были Porphyromonas gingivalis – воз-
будитель, обладающий наиболее значительным набором 
факторов патогенности из группы пародонтопатогенных 
видов, и близкий к нему – Porphyromonas endodontalis. 
Именно эти пародонтопатогены регистрировались с досто-
верно более высокой частотой при пародонтите, развив-
шемся на фоне сахарного диабета II типа (рис. 1).

Однако более детальный сравнительный анализ коли-
чественного содержания пародонтопатогенных видов мик-
роорганизмов, в отличие от описанного выше классического 

частотного способа, принятого в клинико-стоматологичес-
кой практике, позволил выявить гораздо более широкий 
спектр различий, особенно при сопоставлении с группой 
здоровых лиц.

Так, у больных сахарным диабетом II типа развитие паро-
донтита сопровождалось достоверным ростом содержания в 
жидкости зубодесневой борозды Porphyromonas gingivalis, 
Tannerella forsythia, Treponema denticola, а при сопоставле-
нии с группой больных пародонтитом – еще и Fusobacterium 
nucleatum/periodonticum, при отсутствии различий по содер-
жанию Tanerella forsythia и других идентифицированных 
видов.

Далее была сделана попытка выяснить, не влияет ли 
сахарный диабет II типа на вовлечение в поражение паро-

Рис. 2. Таксономический профиль больных пародонтитом в сочетании с сахарным диабетом II типа и в отсутствие сопутствующей 
патологии по данным метагеномного анализа (желтым цветом отмечены больные сахарным диабетом II типа/пародонтитом).
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донта представителей каких-либо других семейств бакте-
рий, определяемых методом секвенирования гена 16S ри-
босомной РНК. Результаты такого исследования по опреде-
лению таксономического профиля микробиоты зубодесне-
вой бороз ды у больных групп сравнения представлены на 
рисунке 2.

Установлено, что статистически значимым было только 
различие по наличию в составе микробиоты зубодесневой 
борозды представителей семейств Porphyromonadaceae и 
Fusobacteriaceae, которые в случае сочетания пародонти-
та с сахарным диабетом II типа встречались в 1,9 раза 
чаще (рис. 3). В состав именно этих семейств входят 
Porphyro monas gingivalis и Fusobacterium nucleatum/perio-
donticum, этиологическое значение которых при сочетании 
названных патологических состояний уже было отмечено 
выше. 

Есть и еще одно интересное наблюдение, которое свиде-
тельствует о значительном уменьшении в составе биопле-
нок при пародонтите независимо от сопутствующей патоло-
гии представителей семейства Sphingobacteriaceae (рис. 3), 
которые, возможно, принимают участие в формировании 
компонентов матрикса смешанных биопленок в организме, 
что по-новому позволяет объяснить структурные различия 
биопленок, формируемых в норме и при пародонтите, выяв-
ленные ранее с помощью сканирующей электронной микро-
скопии [10]. 

В заключение следует отметить следующее. В настоящей 
работе представлен материал, обобщающий метагеномные 
исследования микрофлоры пародонта у представителей на-
селения Московской области. Основная особенность фор-
мирования пародонтопатогенной микрофлоры у больных 
сахарным диабетом II типа касалась более значительной 
роли в этиологии пародонтита наиболее патоген ного вида – 
Porphyromonas gingivalis, который относится к пародонтопа-
тогенным видам 1 порядка [6]. Что касается Tannerella 
forsythia и Treponema denticola, то их роль в этиологии паро-
донтита оставалась неизменной независимо от сопутствую-
щей патологии. Определенное этиологическое значение 
имели также и пародонтопатогенные виды 2 порядка, вы-
полняющие при формировании биопленок роль промежу-

точных колонизаторов, в частности, Fusobacterium nucleatum/
periodonticum. 

При этом отдельного внимания требует вновь установлен-
ный факт снижения в составе биопленки при пародонтите 
бактерий семейства Sphingobacteriaceae, участвующих в 
продукции и обмене сфинголипидов с их способностью вли-
ять на обменные процессы, в том числе и на чувствитель-
ность клеток к инсулину [13]. Описанный феномен лишний 
раз подтверждает концепцию о первичной роли пародонтита 
в патогенезе сахарного диабета II типа. 

Возможно, что одной из причин прогрессирования диа-
бета является индукция пародонтопатогенными видами 
в очаге воспаления провоспалительных цитокинов, которые, 
как известно, повышают резистентность к инсулину. По-
видимому, хроническое рецидивирующее воспаление при 
пародонтите способствует развитию дисбиотических сдви-
гов, а затем – диабета и сердечно-сосудистых заболеваний 
[5, 6, 8]. 

На основании полученных данных можно заключить, что 
современные технологии анализа микробиоты биопленки 
полости рта расширяют наши возможности в раскрытии 
новых сторон патогенеза такого частого стоматологического 
заболевания как хронический пародонтит в его взаимо-
действии с соматической патологией, в частности, с сахар-
ным диабетом II типа. Очевидно, что в результате введения 
в лабораторную практику новых молекулярно-биологических 
технологий, основанных на приемах ПЦР-диагностики и вы-
сокопроизводительного секвенирования, удалось обнару-
жить и другие микроорганизмы, которые культивируются 
и не выявляются при обычном бактериологическом исследо-
вании, в частности, представители семейства Sphingo-
bacteriaceae.
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Компонент коричного масла может помочь в лечении  
некоторых бактериальных инфекций 

Исследование показало, что коричный альдегид (cinnamaldehyde) разрушал 75,6% биопленок P. aeruginosa. В дополнение 
к этому, CAD также влиял на формирование биопленок и способность бактерий распространяться. Эти результаты опреде-
ленно способствуют поиску новых противомикробных препаратов.

Topa SH, Subramoni S, Palombo EA, Kingshott P, et al. 
Cinnamaldehyde disrupts biofilm formation and swarming motility of Pseudomonas aeruginosa.  

Microbiology 2018; DOI 10.1099/mic.0.000692

Вирусы сотрудничают для преодоления иммунной защиты бактерий

Установлено, что частицы одного типа вируса могут атаковать волнами – сначала ослабляя бактерии, а затем убивая их.
Бактерии обладают системами защиты от вирусов типа CRISPR-Cas. Фаги противодействуют этой защите посредством 

молекул, называемых «анти-CRISPR». Показано, что отдельные вирусные частицы не могут полностью противодействовать 
CRISPR-Cas самостоятельно, но если достаточное количество частиц присутствует вместе, «совместная работа» позволяет 
им преодолеть его и создать инфекцию в популяции бактерий. 

Количество фаговых частиц, превышающее некий порог, позволяет фагам захватывать бактерии, одновременно или по-
следовательно заражая данную бактерию. Полагают, что два вируса, обладающие молекулами анти-CRISPR, одновременно 
атакуют одну и ту же бактерию, тем самым объединяя силы для инактивации защиты CRISPR-Cas. Исследователи обнару-
жили, что, учитывая достаточно большое количество вирусов, присутствующих в окружающей среде, «последовательные 
инфекции» бактерий приводят к возникновению эпидемии в популяции бактерий.

Первый вирус, вторгающийся в бактерию, частично ослабляет бактериальную иммунную систему с ее анти-CRISPR-
молекулами, блокируя некоторые из существующих защит CRISPR-Cas, но не может правильно заразить клетку и в конеч-
ном итоге был уничтожается оставшейся активной CRISPR-Cas системой.

Второй вирус затем способен преодолеть остатки CRISPR-Cas с его анти-CRISPR-молекулами и успешно заражает и 
убивает бактерии. 

Фаги могут работать вместе, чтобы отключить бактериальные иммунные системы, и это имеет важные последствия для 
использования фага для лечения человеческих инфекций, поскольку доза фага, который используется, может определить, 
способен ли фаг убивать бактерии.

Вирусы могут работать вместе неожиданным образом, когда они могут вызвать внезапные всплески болезни, если их 
число превышает критические пороговые значения.

Landsberger M, Gandon S, Meaden S, Rollie C, Chevallereau A, Chabas H, et al.
Anti-CRISPR Phages Cooperate to Overcome CRISPR-Cas Immunity. 

Cell. 2018. https://doi.org/10.1016/j.cell.2018.05.058
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Плазмидная криотрансформация вакцинного 
штамма Francisella tularensis 15 линии НИИЭГ
Н.А.Шишкова, Г.М.Вахрамеева, В.М.Павлов, А.Н.Мокриевич, И.А.Дятлов

ФБУН «Государственный научный центр прикладной микробиологии и биотехнологии» Роспотребнадзора, 
Оболенск, Российская Федерация

Проведена оптимизация условий плазмидной криотрансформации вакцинного штамма F. tularensis 15 НИИЭГ. В экс-
периментах использовали плазмидный вектор pPMC1, способный автономно реплицироваться в бактериях рода 
Francisella. Показаны необходимость наличия ионов магния в трансформационном буфере и важность использования 
минимального объема трансформационной смеси при замораживании-оттаивании. Оптимизированный протокол 
позволяет получать до 1 × 107 трансформантов на 1 мкг плазмидной ДНК, что сравнимо с эффективностью электро-
порации плазмидной ДНК pPMC1 в клетки туляремийного вакцинного штамма.
Ключевые слова: Francisella tularensis 15 НИИЭГ, криотрансформация, оптимизация, фаза роста
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Plazmida cryotransformation of vaccin strain  
Francisella tularensis 15 NIIEG 

N.A.Shishkova, G.M.Vakhrameyeva, V.M.Pavlov, A.N.Mokrievich, I.A.Dyatlov

State Scientific Center of Applied Microbiology and Biotechnology, Obolensk, Russian Federation

The optimization of the conditions for plasmid cryotransfusion of the vaccine strain F. tularensis 15 NIIEG was carried out. The 
plasmid vector pPMC1, which is autonomously replicable in bacteria of the genus Francisella, was used in the experiments. 
Both necessity of the presence of magnesium ions in the transformation buffer and the importance of using the minimum volume 
of the transformation mixture during freezing-thawing are shown. The optimized protocol allows to obtain up to 1 × 107 

transformants per 1 μg of plasmid DNA, which is comparable to the efficiency of the electroporation of pPMC1 plasmid DNA 
into the cells of the tularemia vaccine strain.
Keywords: Francisella tularensis 15 NIIEG, cryotransformation, optimization, growth phase

For citation: Shishkova N.A., Vakhrameyeva G.M., Pavlov V.M., Mokrievich A.N., Dyatlov I.A. Plazmida cryotransformation of vaccin strain Francisella 
tularensis 15 NIIEG. Bacteriology. 2018; 3(2): 38–42. (In Russian). DOI: 10.20953/2307-6631-2018-2-38-42

Д ля профилактики туляремии в России используют 
живу ю туляремийную вакцину, созданную на основе 

штам ма Francisella tularensis subsp. holarctica 15 линии 
НИИЭГ. У вакцинированных людей формируется длитель-
ный (не менее 5 лет) иммунитет, защищающий от заражения 
возбудителем туляремии подвида holarctica, циркулирую-
щим на территории Евразии [1]. В литературе имеются све-
дения о потере протективных свойств вакцинного штамма 
при хранении и в процессе производства вакцинного пре-
парата [1], а также описаны случаи гиперреакций у людей 
после иммунизации коммерческой туляремийной вакци-
ной [2]. Поэтому создание живой туляремийной вакцины 

с минимальными побочными действиями и стабильно насле-
дуемыми иммуногенными свойствами является актуальной 
задачей. 

Для решения данной проблемы созданы молекулярные 
инструменты и методики, позволяющие целенаправленно 
изменять геном вакцинного штамма F. tularensis [3]. Гене-
тические структуры в клетки F. tularensis вводят, как прави-
ло, методом трансформации [4–8], а также методами конъю-
гации [9] и мобилизации [10]. Известны три варианта транс-
формации бактерий F. tularensis плазмидной ДНК: два 
общих для вида F. tularensis – с помощью электропорации 
и замораживания-оттаивания, и один химический метод – 

Для корреспонденции:

Мокриевич Александр Николаевич, доктор медицинских наук, заведующий 
отделом особо опасных инфекций ФБУН «Государственный научный центр 
прикладной микробиологии и биотехнологии» Роспотребнадзора

Адрес: 142279, Московская область, Серпуховский р-н, п. Оболенск,  
ФБУН ГНЦ ПМБ
Телефон: (4967) 36-0117
E-mail: mokrievich@obolensk.org

Статья поступила 20.04.2018 г., принята к печати 27.06.2018 г.

For correspondence:

Alexander N. Mokrievich, MD, PhD, DSc, head of the department  
of highly dangerous infections, State Research Center for Applied Microbiology 
and Biotechnology

Address: SRCAMB 142279 Obolensk, Serpukhov district, Moscow region,  
Russian Federation
Phone: (4967) 36-0117
E-mail: mokrievich@obolensk.org

The article was received 20.04.2018, accepted for publication 27.06.2018



Плазмидная криотрансформация вакцинного штамма Francisella tularensis 15 линии НИИЭГ

39

для подвида novicida [11]. По литературным данным, метод 
электропорации более эффективен по сравнению с методом 
криотрансформации [12, 13]. 

Целью настоящей работы являются повышение эффек-
тивности криотрансформации вакцинного штамма туляре-
мийного микроба и выявление факторов, влияющих на дан-
ный процесс. 

Материалы и методы

Бактериальные штаммы и плазмиды. Штаммы и плаз-
миды, использованные в работе, представлены в таблице 1. 

Питательные среды и условия культивирования. Штам-
мы F. tularensis выращивали на плотной питательной среде 
FTA, содержащей в 1 л: 300 мл готового агара Хоттингера, 
6,3 г агара, 10 г высушенной крови крупного рогатого скота, 
10 г глюкозы, 0,5 г цистеина, 0,025 г тиамина хлорида, pH 7,2. 

Для культивирования бактерий F. tularensis в жидкой 
пита тельной среде использовали предложенную ранее 
среду [15] с рядом модификаций (FTB) (1 л среды содержал: 
кислотный гидролизат казеина – 5 г, дрожжевой экстракт – 
5 г, калия фосфат однозамещенный – 12 г; калия гидрок-
сид – 3,9 г; натрий хлористый – 10 г; цистеина гидрохлорида 
моногидрат – 0,1 г, сульфат железа (II) 7-водного – 6 мг, 
глюкоза – 2 г; рН среды 7,2). 

При необходимости в питательные среды добавляли 
100 мкг/мл полимиксина B и 3 мкг/мл хлорамфеникола (Cm). 

Культивирование проводили при температуре 37°С. 
Жидкие культуры растили в колбах или пробирках в термо-
статируемой качалке GFL 3032 (200 об./мин). Пробирки 
с культурами находились на платформе в скошенном поло-
жении.

Манипуляции с ДНК. Выделение плазмидной ДНК из 
клеток F. tularensis проводили по методике, описанной в ра-
боте [16]. 

Криотрансформация бактерий F. tularensis плазмид-
ной ДНК. Для трансформации использовали раствор ДНК 
pPMC1 с концентрацией 50 мкг/мл в ТЕ-буфере (1 mM ЭДТА, 
10 mM трис-буфер, рН 7,5) и трансформационный буфер 
(ТБ): 0,1 М MgSO4, 10 mM (NH4)2 SO4, pH 7.5. рН ТБ доводили 
с помощью раствора 1 М NaOH. 

Бактериальную суспензию для посева готовили следую-
щим образом. Ночную агаровую культуру суспендировали в 
забуференном физиологическом растворе (ЗФР) (0,15 М 
нат рия хлорида, 0,01 М однозамещенного калия фосфата, 
0,015 М двухзамещенного натрия фосфата, рН 7,6) до опти-
ческой плотности, соответствующей 10 ЕД стандарта мут-
ности (ОСО 42-28-85-2012 ФГБУ НЦЭСМП). 0,2 мл полу-
ченной суспензии высевали газоном на чашку Петри диа-

мет ром 9 см с FTA и инкубировали при температуре 37°С 
в течение 20 ч. Выросшую культуру собирали петлей и 
суспен дировали в FTB до концентрации сырой биомассы 
10 мг/мл. 

Для приготовления культуры в вегетативной фазе роста 
в микробиологическую пробирку с 1,5 мл FTB вносили 
0,5 мл посевного материала и культивировали на качалке 
(200 об./мин) при температуре 37°С в течение 2,5 ч. Затем 
1 мл культуры отбирали в центрифужную пробирку объемом 
1,5 мл и клетки осаждали на центрифуге (Centrifuge 5417R, 
Eppendorf) при 12000 об./мин в течение 3 мин при комнатной 
температуре. Надосадочную жидкость полностью удаляли и 
осадок ресуспендировали в 20 мкл ТБ.

Для криотрансформации в бактериальную суспензию 
вносили 2 мкл раствора ДНК рPМС1 (данный объем раство-
ра ДНК был использован во всех экспериментах) и инку-
бировали в течение 10 мин при комнатной температуре. 
Про бир ку с трансформационной суспензией замораживали 
в жидком азоте в течение 5 мин, после чего прогревали 
5 мин при температуре 37°С. К прогретой суспензии добав-
ляли 500 мкл FTB, перемешивали и затем пробирку инкуби-
ровали в течение 2 ч в термостате при температуре 37°С. 
Высевы из исходной суспензии и 10-кратных разведений 
в ЗФР проводили по 0,1 мл на три чашки с плотной пита-
тельной средой, содержащей Cm. 

Электропорация бактерий F. tularensis плазмидной 
ДНК. Электропорацию вакцинного штамма F. tularensis 15 
НИИЭГ плазмидной ДНК проводили по методике [6] с моди-
фикациями: 2,5 мл посевной бактериальной суспензии 
в концентрации 10 мг/мл FTB вносили в колбу объемом 
100 мл с 7,5 мл FTB и культивировали 2,5 ч на качалке в ре-
жиме 200 об./мин при температуре 37°С. Для приготовления 
4 образцов для электропорации брали 4 мл подрощенной 
бактериальной культуры и осаждали на центрифуге 
(Centrifuge 5417R, Eppendorf) 3 мин, 10 000 об./мин при ком-
натной температуре. Осадки ресуспендировали в 1 мл 0,5 М 
сахарозы, осаждали и повторно ресуспендировали в 200 мкл 
0,5 М растворе сахарозы. Для электропорации 2 мкл раст-
вора ДНК смешивали с 50 мкл сахарозной суспензии бак-
терий и переносили в кювету для электропорации с зазо-
ром между электродами 1 мм. Электропорацию проводили 
на приборе «Electroporator 2510» (Eppendorf) при напряже-
нии 1750 В и времени импульса 5 ± 0,5 мсек. После электри-
ческого разряда содержимое кюветы переносили в 1,5 мл 
цен трифужную пробирку с 1 мл FTB и инкубировали при 
температуре 37°С в течение 2 ч. Высевы из исходной 
суспен зии и 10-кратных разведений в ЗФР проводили 
по 0,1 мл на три чашки с плотной питательной средой, со-
держащей Cm.

Таблица 1. Бактериальные штаммы и плазмиды 

Название Характеристика Источник или ссылка
Штаммы

F. tularensis 15 линии НИИЭГ subsp. holarctica, вакцинный штамм «ГКПМ-Оболенск»*
F. tularensis 15(pPMC1) штамм 15 НИИЭГ с плазмидой pPMC1, фенотип CmR «ГКПМ-Оболенск» [14]

Плазмиды
pPMC1 Плазмидный вектор на основе репликона pFNL10 размером 4259 п.о.,  

несущий ген cat из плазмиды pC194.
[14]

*Государственная коллекция патогенных микроорганизмов и клеточных культур на базе Федерального бюджетного учреждения науки «Государственный научный 
центр прикладной микробиологии и биотехнологии» Роспотребнадзора.
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Результаты и обсуждение

Ранее нами было показано, что для криотрансформации 
бактерий F. tularensis плазмидной ДНК необходимо наличие 
ионов магния в ТБ, кроме этого, эффективность трансфор-
мации повышалась при использовании буфера с щелочны-
ми значениями рН [4]. В настоящей работе мы исполь зовали 
трехкомпонентный буферный раствор, состоящий из ионов 
магния, сульфата и аммония для поддержания необ ходимой 
величины рН. Данный буфер отличался от ранее описанного 
отсутствием солей трис-аце тата и хло ристого калия.

 Влияние посевной дозы на компетентность  
клеток в логарифмической фазе роста 
При сравнении компетентности трех выращенных образ-

цов бактериальных культур, полученных после засева в FTB 
ночной агаровой культуры с начальными весовыми концен-
трациями сырой биомассы: А – 5 мг/мл (что соответствовало 
концентрации бактериальных клеток 5 × 109 КОЕ/мл), Б – 
2,5 мг/мл и В – 1,25 мг/мл, были получены следующие ре-
зультаты: для образца А – 1,25 × 105, Б – 3,5 × 105 и для В – 
0,6 × 105 колоний трансформантов (для приготовления 
одного образца компетентных клеток использовали 1 мл 
культуры; в трансформационную смесь вносили 100 нг ДНК 
рРМС1). Таким образом, посевная доза бактерий F. tularensis 
при подращивании культуры в FTB перед этапом замора-
живания-оттаивания влияла на эффективность трансфор-
мации, и наилучшие результаты были получены для образ-
ца Б. Для определения количества трансформантов учиты-
вали результаты подсчета колоний на чашках из разве-
дений, содержащих от 3 × 103 до 3 × 101 бактерий с плазми-
дой в 1 мл.

При подсчете количества живых бактерий в образце Б 
на всех этапах проведения эксперимента оказалось, что 
через 2,5 ч роста количество живых клеток увеличилось 
с 2,5 × 109 КОЕ до 6,3 × 109 КОЕ, а после этапов замора-
живания-оттаивания и последующего подращивания в тече-
ние 2 ч уменьшилось до 3,85 × 109 КОЕ. Разброс количества 
выросших колоний на трех чашках при высеве из одного 
разведения был менее 15 % от среднеарифметического зна-
чения в этой и последующих сериях экспериментов. 

Эффективность криотрансформации для образца Б в пе-
ресчете на 1 мкг плазмиды рРМС1 составила 5,6 × 10–4 от 
числа колоний, выросших на чашках в отсутствие селектив-
ного давления.

 Оптимизация объема и состава  
трансформационной смеси
Было приготовлено 10 мл бактериальной культуры, под-

рощенной в колбе объемом 100 мл после засева ночной 
агаровой культурой в весовой концентрации 2,5 мг/мл. 
Затем из колбы отбирали по 1 мл культуры в 5 пластиковых 
конических пробирок объемом 1,5 мл и клетки осаждали. 
Три осадка (I–III) ресуспендировали в 20, 40 и 80 мкл ТБ, а 
два осадка (IV и V) – в 20 мкл 0,1 М раствора хлористого 
калия и в 20 мкл FTB соответственно. Кроме этого, была 
приготовлена бактериальная суспензия (VI) в 80 мкл ТБ из 
4 мл культуры. В образец VI вносили 8 мкл плазмидной ДНК, 
тогда как в остальные образцы – по 2 мкл. Образцы I–V 

после криотрансформации подращивали в 0,5 мл FTB, а об-
разец VI – в 2 мл FTB и высевали на селективные чашки. 
Результаты эксперимента для образцов I–III приведены 
в таб лице 2. 

Увеличение объема трансформационной смеси с 20 до 
80 мкл негативно повлияло на эффективность криотранс-
формации.

Замена в трансформационной среде сернокислого маг-
ния на хлористый калий (образец IV) приводила к снижению 
количества трансформантов с 8,4 × 105 до 0,64 × 105, а ис-
пользование FTB (образец V) вместо раствора ТБ приводи-
ло также к уменьшению эффективности криотрансформа-
ции с 8,4 × 105 до 0,66 × 105. Таким образом, полученные 
данные подтверждают ранее сделанный вывод о необходи-
мости использования высокой концентрации ионов магния в 
трансформационной смеси [4].

Увеличение количества бактерий с 6,3 × 109 кл (образец I) 
до 2,5 × 1010 кл (образец VI) и вносимой ДНК с 0,1 мкг до 
0,4 мкг в 80 мкл ТБ не привело к пропорциональному увели-
чению количества трансформантов. Было получено 6,8 × 105 
колоний в варианте VI, тогда как в варианте I – 9,4 × 105 ко-
лоний, что превышало количество трансформантов с ис-
пользованием 80 мкл бактериальной суспензии. Данный 
результат указывает на необходимость проведения этапа 
замораживания-оттаивания в минимальном объеме. Не об-
наружено существенного отличия в снижении выживаемо-
сти для образцов I и VI после замораживания-оттаивания: 
I – 4,9 × 109 КОЕ, а VI – 2,2 × 1010 КОЕ. 

 Влияние фазы роста бактерий  
на эффективность криотрансформации 
Для выяснения этого вопроса были приготовлены два об-

разца бактериальной культуры в пробирках: засеянная куль-
тура подращивалась с аэрацией (образец I); использовали 
для криотрансформации культуру без подращивания (обра-
зец II). В обоих случаях посевным материалом служила ноч-
ная агаровая культура с дозой засева 2,5 мг/мл. Результаты 
криотрансформации этих вариантов культур приведены 
в таблице 3.

Из таблицы 3 следует, что компетентность бактерий воз-
никала в вегетативно-активной фазе роста культуры в FTB. 

 Зависимость количества трансформантов  
от массы вносимой плазмидной ДНК 
Количество вносимой ДНК в трансформационную смесь кор-

релировало с числом получаемых трансформантов (табл. 4).

Таблица 2. Влияние объема трансформационной смеси на 
количество трансформантов

№ п/п Объем трансформационной 
смеси, мкл

Количество трансформантов, 
×105

I 20 8,4
II 40 4,1
III 80 0,6

Таблица 3. Влияние аэрации на выход трансформантов 

Условия предварительного 
выращивания

Количество трансформантов, ×105

С аэрацией в течение 2,5 час 7,5
Без подращивания 0,007
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Из таблицы 4 следует, что линейная зависимость количе-
ства получаемых трансформантов от количества внесенной 
в трансформационную смесь ДНК сохраняется как минимум 
в диапазоне от 1 нг до 100 нг. Насыщающий уровень количе-
ства ДНК для образца компетентных клеток, содержащих 
6,3 × 109 КОЕ, превышает 100 нг. 

При использовании для трансформации плазмидной ДНК, 
предварительно проинкубированной с ДНК-лигазой (1 ед 
активности) в лигазном буфере (10 mM MgCl2, 10 mM ди-
этилтреитола, 0,5 mM ATP, 40 mM Tris·HCl, pH 7,8), эффек-
тивность криотрансформации снижалась до 1 × 105 колоний, 
тогда как то же количество плазмидной ДНК в ТЕ-буфере 
приводило к появлению 9,4 × 105 трансформантов.

Критичным компонентом в составе буфера для крио-
трансформации в предлагаемом варианте являются ионы 
магния. В литературе описан протокол проведения крио-
трансформации бактерии F. novicida и представителей дру-
гих подвидов F. tularensis с использованием 0,1 M раствора 
хлористого кальция и 10 mM хлористого рубидия в транс-
формационном буфере [17–20]. Таким образом, можно сде-
лать предположение о взаимозаменяемости щелочнозе-
мельных ионов в процессе криотрансформации. Кальциевый 
вариант в 3–10 раз менее эффективен, чем метод электро-
порации [11, 13].

Предлагаемый нами вариант криотрансформации, в отли-
чие от варианта с использованием хлористого кальция, срав-
ним по эффективности с электропорацией. Однако препарат 
ДНК для электропорации должен обладать низкой электро-
проводностью. Это требование исключает использование 
препаратов ДНК, взятых непосредственно из реакционной 
смеси после лигирования. В случае криотрансформации дан-
ное условие не является обязательным. Исполь зование нео-
чищенного препарата ДНК в составе трансформационного 
буфера приводило к снижению эффективности трансформа-
ции в 10 раз по сравнению с обессоленным и очищенным 
препаратом ДНК. Тем не менее в этом случае возможно по-
лучить довольно представительную популяцию трансформан-
тов (порядка 1 × 105 трансформантов на 0,1 мкг ДНК).

Предложенный вариант криотрансформации позволяет 
получать до 1 × 107 трансформантов на 1 мкг плазмидной 
ДНК. Сравнение удельной эффективности на 1 мкг одного и 
того же препарата плазмидной ДНК методов криотранс-
формации и электропорации в клетки вакцинного штамма 
F. tularensis 15 НИИЭГ показало их подобность, что указыва-
ет на возможность взаимозаменяемости этих подходов в 
большинстве случаев. 

Уменьшение объема трансформационной смеси, исполь-
зованной для замораживания-оттаивания, приводит к увели-
чению эффективности криотрансформации. Данное наблю-
дение, вероятно, указывает на необходимость краткого 
временного интервала перехода клеток (их мембран) из 
обычного состояния в замороженное и обратно.

Компетентность клеток F. tularensis зависит от фазы 
роста культуры. Так, ночная агаровая культура обладает 
на три порядка меньшей компетентностью по сравнению 
с культурой, подрощенной в FTB в течение времени, доста-
точного для одного клеточного цикла деления. Данное на-
блюдение может указывать на отличие структуры клеточных 
стенок у покоящихся и делящихся клеток F. tularensis.

Проведенные исследования позволили оптимизировать 
условия криотрансформации плазмидных ДНК в клетки вак-
цинного штамма F. tularensis 15 НИИЭГ.
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Применение рекомбинантного 
аттенуированного штамма MVA вируса 
вакцины в качестве векторной вакцины 
для иммунизации против туберкулеза 
Д.И.Павельев, Л.Ф.Стовба, М.Н.Писцов, В.Н.Лебедев, С.В.Борисевич 

ФГБУ «48 Центральный научно-исследовательский институт» Министерства обороны Российской Федерации, 
Сергиев Посад-6, Российская Федерация

Необходимость получения новой вакцины против туберкулеза обусловлена тем, что применяемая на протяжении 
последних 90 лет вакцина Кальметта–Гирена (BCG) вызывает умеренную защиту против распространения милиарно-
го и диссеминированного туберкулеза у детей, однако она не в состоянии защитить взрослое население от заражения 
Mycobacterium tuberculosis, и тем более ее нельзя применять для больных СПИДом.
В настоящее время большое внимание уделяется созданию векторных вакцин против возбудителей бактериальной и 
вирусной природы. На основе высокоаттенуированного штамма MVA вируса вакцины была сконструирована вакцина 
MVA85А, в геном которой встроен ген иммунодоминантного белка Mycobacterium tuberculosis – 85А. Во всех клиниче-
ских экспериментах эта вакцина применялась в качестве бустирующей при праймировании вакциной Кальметта–
Гирена. На здоровых взрослых волонтерах, пациентах, больных СПИДом и с латентной формой туберкулеза, подрост-
ках и детях была показана ее безопасность при различных способах применения (внутрикожном, внутримышечном и 
аэрозольном) и разных дозах. Вакцина индуцировала Т-клеточный иммунный ответ, однако не защищала от дальней-
шего заражения туберкулезом. Это явилось стимулом для создания мультивалентных вакцин, экспрессирующих 
основные эпитопы антигенов возбудителя туберкулеза. 
Ключевые слова:  туберкулез, штамм MVA вируса вакцины, праймирование, бустирование, иммунодоминантные 

белки, иммунный ответ, аттенуированный штамм
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Use of the recombinant attenuated MVA strain  
of the vaccine virus as a vector vaccine for immunization 
against tuberculosis
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48 Central Scientific Research Institute of the Ministry of the Defense of the Russian Federation,  
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The used for 90 years Calmett–Giren vaccine (BCG) is alone accessible licensed vaccine against tuberculosis. It causes 
moderate not long duration protection of children against tuberculosis and is impossible to protect of adult against Mycobacterium 
tuberculosis invasion. It is conditioned the necessity of generation of novelty vaccines.
In present time the great attention is spared of creature of novelty vector recombinant vaccines, based on highly attenuated 
strain MVA of vaccine virus. The vaccine MVA85, that contains the gene of immunodominant protein Mycobacterium tuberculosis 
85A, is constructed. In everybody clinical experiments this vaccine was used for busting with the BCG for priming/Its safety and 
possibility to form of T-cell immune reply was shown on adult volunteers. Its effect by intramuscular, subcutaneous and aerosol 
routes of immunization is evaluated. The vaccine was safe for children, adult and AIDs patients and caused of specific T-cell 
immune reply, but don’t protects from following invasion of Mycobacterium tuberculosis. It stimulates the creature of multivalent 
vaccine, containing the major epitopes of antigens of tuberculosis agent. 
Keywords:  tuberculosis, MVA strain of vaccinia virus, prime immunization, buster immunization, immunodominant proteins, 

immune responce, attenuated strain
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Т уберкулез является социально значимой инфекцией. 
Ежегодно регистрируется около 9 млн новых случаев 

заболевания, а 1,5 млн человек умирают от этой болезни [1, 2].
Этиологическим агентом туберкулеза является Mycobac-

terium tuberculosis (M. tuberculosis). Этим возбудителем ин-
фицировано около 30% населения Земли, а в странах Азии 
и Западной Африки туберкулез является эндемичным забо-
леванием [3]. M. tuberculosis распространяется аэрозольным 
путем. Заболевание затрагивает в основном легкие, но ино-
гда и другие органы: селезенку, желудок, кишечник, мозг. 
Инфицирование человека приводит как к активной форме 
заболевания, так и, в большинстве случаев, к латентной. 
В 10% случаев латентная инфекция реактивируется в тече-
ние жизни. Коинфицирование вирусом иммунодефицита 
человека, который эндемичен на тех же территориях, что и 
M. tuberculosis, повышает риск реактивации латентной ин-
фекции. Этой реактивации также подвержены люди с гене-
тической дефицитностью интерферона-γ (IFN-γ) и пациенты, 
получавшие блокирующую терапию против фактора некро-
за опухолей-α (TNF-α) [2, 4].

Для решения проблемы ограничения или полной ликвида-
ции распространения этого социально значимого заболе-
вания разрабатываются новые препараты для вакцинации 
и новые режимы вакцинации [5–8]. 

В связи со снижением противооспенного популяционного 
иммунитета свойства вируса вакцины (ВВ) делают его иде-
альным кандидатом для использования в качестве вектора 
при создании векторных вакцин. Преимущества ВВ как век-
тора, впервые описанные Moss и Paoletti в 1982 г. [9, 10], 
следующие: широкий круг хозяев вектора, позволяющий 
рекомбинантному гену экспрессировать в клетках животных 
и птиц, быстрая наработка рекомбинантного белка при вы-
сокой множественности инфицирования, различные природ-
ные и синтетические промоторы позволяют осуществлять 
высокие уровни экспрессии чужеродного белка [11]; высоко-
молекулярный геном позволяет встроить до 25 тыс. п. о. чуже-
родной ДНК, в том числе и гены цитокинов, модулирующих 
иммунный ответ [12]; транзиентная природа ВВ-экспрес-
сирующей системы обходит проблемы трансформации кле-
точных линий; функциональное картирование генома позво-

лило определить более 10 сайтов для встраивания чужерод-
ной ДНК [13]; цитоплазматическая ВВ-транскрипционная 
машина позволяет избежать сложностей, ассоциированных 
с регуляцией экспорта несплайсированных РНК в ядра, что 
характерно для некоторых белков (например, структурных 
белков лентивируса приматов); стимуляция гуморального и 
клеточного иммунитета [11].

Основными недостатками ВВ в качестве рекомбинантной 
вакцины являются низкая эффективность его повторного 
использования, потенциальная реактогенность самого век-
торного вируса и возможность диссоциации у иммуноком-
промиссных лиц [14]. Поэтому для вакцинации предлагается 
применять аттенуированные штаммы.

Одним из наиболее аттенуированных штаммов ВВ явля-
ется штамм MVA (modified vaccinia Ankara), который был 
полу чен после пассирования на фибробластах куриных 
эмбрио нов родительского штамма Анкара, что привело к по-
тере 15% генома исходного штамма вируса [15]. Результатом 
множественных делеций является возможность интеграции 
в геном вируса большого объема чужеродной информации. 

Проведенные недавно клинические испытания подтвер-
дили его исключительную безопасность для человека 
(табл. 1) [16].

Исследования последних лет показали, что уровни гумо-
рального и клеточного иммунитета могут быть значительно 
увеличены при применении комбинированных вакцин в режи-
ме гетерологичного праймирования/бустирования (табл. 2) 
[17, 18]. Такая стратегия вакцинирования увеличивает сте-
пень напряженности и специфичность Т-клеточного иммуни-
тета и способствует формированию Т-клеточной памяти. 

Основной подход специфической профилактики туберку-
леза в настоящее время состоит в том, что праймирование 
проводится вакциной BCG (bacilli Calmette-Guerin), а бусти-
рование – рекомбинантным MVA-штаммом, экспрессирую-
щим иммунодоминантный белок 85А M. tuberculosis (MVA85А) 
[17, 19]. Важно отметить, что штамм MVA85А сам индуциру-
ет высокие уровни 85А специфических CD4+ клеток у BCG 
вакцинированных субъектов [20].

После исследований по оценке эффективности вакцины 
MVA85А на животных были проведены ее клинические ис-

Таблица 1. Место, сроки и количество волонтеров, возраст и их медицинский статус, а также метод введения экспериментальных 
образцов вакцин MVA85A, экспрессирующих иммунодоминантный антиген 85A, против туберкулеза

Место проведения Сроки проведения Количество 
волонтеров, 

человек

Возраст 
волонтеров, лет

Медицинский статус 
волонтеров

Метод введения Источник 
литературы

1 2 3 4 5 6 7

Кейптаун (Южная Африка) сентябрь 2005 г.– 
июнь 2006 г. 24 18–50 Здоровые в/к [19]

Великобритания 10 ноября 2011 г.– 
1 ноября 2012 г.

24 18–55
Здоровые

в/к, в/м [13]
24 18–50 в/к, аэрозольный [10]

Кейптаун (Южная Африка), 
Дакар (Сенегал)

4 августа 2011 г.– 
24 апреля 2013 г. 1233 18–50 Больные СПИДом без явных 

признаков туберкулеза в/к [17]

Ворчестер вблизи Кейптауна 
(Южная Африка) Н.д. 48 18–50 Инфицированные  

M. tuberculosis и/или ВИЧ [18]

Ворчестер вблизи Кейптауна 
(Южная Африка) Н.д. 12 подростков и 

24 ребенка Н.д. Здоровые [20]

Ворчестер вблизи Кейптауна 
(Южная Африка) Н.д. 144 ребенка 5–12 мес [16]

Сельский район вблизи 
Кейптауна (Южная Африка)

июнь 2009 г.– 
май 2011 г. 2797 детей 3–37 мес [14]

в/к – внутрикожно, в/м – внутримышечно, Н.д. – нет данных.
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пытания (между сентябрем 2005 г. и июнем 2006 г.) на во-
лонтерах в возрасте 18–50 лет (средний возраст 35,5 года) 
в Южной Африке вблизи Кейптауна, где туберкулез явля-
ется эндемичным заболеванием. У волонтеров не было 
признаков активного туберкулеза, не выявлялось инфици-
рования ВИЧ-1 и M. tuberculosis [22]. Все они ранее были 
привиты вакциной BCG. Вакцину MVA85А инъецировали 
внутрикожно (в/к) в дозе 5 × 107 бляшкообразующих еди-
ниц (БОЕ).

В течение всего срока наблюдения (1 год) у волонтеров не 
наблюдалось сильно выраженных побочных явлений, свя-
занных с иммунизацией. Местная реакция на прививку про-
являлась в припухлости, покраснении, зуде, легком раздра-
жении, ограничении в движении рукой, покраснении в месте 
инъецирования вакцины, которые исчезали через неделю. 
Общая реакция заключалась в недомогании, усталости, 
в легкой лихорадке, артралгии, головной боли, миалгии, тош-
ноте, которые проходили через 7 дней после иммунизации.

Таблица 2. Результаты изучения реактогенности и иммуногенности экспериментальных образцов вакцин MVA85A, экспрессирую-
щих иммунодоминантный антиген 85A возбудителя туберкулеза

Иммунизи-
рующая 
доза, БОЕ

Реактогенность Иммунный ответ к экспрессирующим генам Источник 
литературы

местная реакция, % общая реакция, % гуморальный клеточный

5,0 × 107

припухлость в месте 
введения 96 недомогание 33

Наличие Т-клеток, 
экспрессирующих IFN-γ

Наличие СD4+ и 
СD8+ Т-клеток [19]

зуд 50 утомляемость 33
легкое раздражение 50 легкая лихорадка 46
ограниченность 
движения рукой 13 артралгия 33

болезненность 38 головная боль 54
покраснение 71 миалгия 13
– – тошнота 9

5,0 × 108

болезненность в 
месте введения Н.д. усталость 67 Наличие 

сывороточного IgG  
к 85A с более высоким 
уровнем при в/к 
иммунизации

Регистрация 
значительных 
количеств IFN-γ, 
TNF-α, рецепторов 
цитокинов при 
обоих способах 
иммунизации

[13]
эритема Н.д. головная боль 46

припухлость – 
меньшие при в/м 
введении

Н.д. недомогание 38

1,0 × 107

При аэрозольном 
применении – 
легкие побочные 
реакции на уровне 
плацебо 

Н.д.

При аэрозольном 
применении: 
возбуждение

8

При аэрозольном и в/к 
применении наличие 
анти-MVAIgG, анти-
MVAIgM, анти-MVAIgA 
Т-клеток, экспрес-
сирующие MVA85A  
IFN-γ

При аэрозольном 
применении – 
наличие Ag 85A – 
специфических 
CD4+ и CD8+ 
Т-клеток. Наличие 
MVA CD4+ и MVA 
CD8+ Т-клеток 

[10]

утомление 42
головная боль 42
тошнота и рвота 8

При в/к – эритема, 
припухлость в месте 
вакцинации

Н.д.

При в/к применении 
лихорадка 8

возбуждение 8
артралгия 8
миалгия 17
утомление 50
головная боль 42

1,0 × 108

Локальные 
поражения в месте 
введения, мягкие 
гриппоподобные 
симптомы, 
региональная 
лимфаденопатия

Н.д. Туберкулезный 
менингит 1

Наличие 
незначительного Ag 
85A-специфического

Наличие 
85А-специфи чес ких 
CD4+ Т-клеточных, 
представ ленных в 
виде IFN-γ, TNF-α, 
IL-12, IL-17 
цитокинов, 
незначительных 
СD8+ Т-клеточных

[17]

5,0 × 107

припухлость 100 миалгия 15

Н.д.

Наличие MVA85A-
индуцированных 
CD4+ Т-клеточных, 
представленных 
IFN-γ, TNF-α, IL-12 
цитокинами и СD8+ 
полифункцио-
нальными 
Т-клетками

[18]

шелушение 79 усталость 13
болезненность 48 недомогание 15
легкое раздражение 45 головная боль 27
зуд 81 – –

покраснение 100 – –

5,0 × 107

у подростков 
кожные поражения  
в месте введения 
вакцины

Н.д.
средней тяжести 
инфекции верхних 
дыхательных путей

13,4

Н.д.

Наличие CD4+ 
Т-клеток, 
экспрессирующих 
IFN-γ, TNF-α, IL-12, 
IL-17 цитокины у 
детей и подростков; 
у детей – 
дополнительно 
GM-CSF

[20]У детей: 
мягкие

 
96

 
ложные позывы

 
6,25

средние 2,7 – –

тяжелые 1 – –
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Иммунизация индуцировала экспрессию IFN-γ, TNF-α, ин-
терлейкина-2 (IL-2), IL-17 цитокинов СД4+ и СД8+ Т-клетками, 
количество которых превышало базовый уровень, наблю-
даемый до иммунизации, вызванный прививкой BCG. Пик 
Т-клеточного иммунного ответа приходился на 7-е сутки 
после бустерной иммунизации и сохранялся 364 дня, т.е. 
в течение всего срока наблюдения. Гуморальный иммунный 
ответ, определенный в ИФА с использованием метода отпе-
чатков, показал наличие 85А-специфических клеток, экс-
прессирующих IFN-γ. Результаты настоящего испытания по-
казали, что вакцина может быть рекомендована для имму-
низации взрослого населения в эндемичных по туберкулезу 
районах.

В 2009 г. в Великобритании вакцину MVA85А (№ 010507) 
использовали в качестве бустирующей для сравнительной 
оценки в/к и внутримышечного (в/м) способов иммуниза-
ции в фазе 1 клинических испытаний (регистрационный 
№ NCT1181856). Все волонтеры (24 человека в возрасте 
18–55 лет) были предварительно вакцинированы BCG вак-
циной (прайм-иммунизация) по крайней мере за 6 мес до 
начала эксперимента. Все они были здоровы и имели отри-
цательные результаты по инфицированию вирусами гепати-
та В, С и ВИЧ, также у них не было обнаружено латентной 
туберкулезной инфекции. Волонтеры были рандомизиро-
ванно поделены на 2 группы (1 : 1). Волонтеров группы А 
иммунизировали в/м дозой 1 × 108 БОЕ MVA85А, группы В – 
той же дозой в/к [23].

Все испытуемые хорошо перенесли иммунизацию, за ис-
ключением одного человека, у которого наблюдалось повы-
шение температуры до 37,5°С в течение первых 29 ч. Серь-
езных побочных явлений, связанных с вакцинацией, не на-
блюдалось в обеих группах. Клинически значимых различий 
в симптомах не было в обеих группах. 

Исследование не выявило различий в клеточной иммуно-
генности при этих способах заражения. Оба способа имму-
низации генерировали сильный Ag85A-специфический им-

мунный ответ и индуцировали полифункциональные CD4+ 
Т-клетки и рецепторы цитокинов. Пиковые значения IFN-γ 
наблюдались к 7-м суткам, причем более высокие при в/к 
способе введения, однако к 24 нед различий между группа-
ми не выявлено. Гуморальный иммунный ответ к Ag85A оце-
нивался на 0, 2 и 24-й неделе после иммунизации. Волонтеры, 
иммунизированные в/к, имели более высокий уровень IgG 
антител. Однако достоверность этих данных не подтвержде-
на статистически из-за небольшого числа испытуемых. 

Поскольку заражение туберкулезом происходит аэро-
зольным путем при вдыхании инфицированного аэрозоля, 
возникла необходимость его изучения, так как доставка 
противотуберкулезной вакцины на слизистую оболочку ре-
спираторного тракта может повысить локальный иммунный 
ответ непосредственно на месте инфицирования. Кроме 
того, ранее было выявлено, что рекомбинантный MVA век-
тор, амплифицируемый на слизистую оболочку, индуцирует 
высокие уровни мукозального иммунитета у лабораторных 
животных [24].

С 10 ноября 2011 г. по 1 ноября 2012 гг. в Великобритании 
были проведены клинические эксперименты (фаза 1) по 
аэро генной иммунизации вакциной MVA85А 24 волонтеров 
в возрасте 18–50 лет. Все они были здоровы, у них установ-
лено отсутствие инфицирования вирусами гепатита В, С и 
ВИЧ, также у них не было обнаружено латентной туберку-
лезной инфекции. Все были предварительно вакцинированы 
BCG вакциной (прайм-иммунизация) по крайней мере 
за 6 мес до начала эксперимента. Волонтеры рандомизиро-
ванно были поделены на 2 группы (1:1). Волонтеров группы 
иммунизировали дозой 1 × 107 БОЕ MVA85А аэрозольным 
способом, группы В – той же дозой в/к [25].

Результаты наблюдений за обеими группами испытуе-
мых свидетельствуют об отсутствии значительных побоч-
ных явле ний, спровоцированных самим фактом иммуниза-
ции, на 7-е и 84-е сутки после иммунизации. Оба способа 
иммунизации индуцировали CD4+ и CD8+ Т-клеточные отве-

Таблица 2. Окончание

Иммунизи-
рующая 
доза, БОЕ

Реактогенность Иммунный ответ к экспрессирующим генам Источник 
литературы

местная реакция, % общая реакция, % гуморальный клеточный

2,5 × 107, 
5,0 × 107, 
1,0 × 108

краснота 
94,4 (2,5 × 107)

недомогание
2,8 (2,5 × 107)

Н.д. Н.д. [16]

100 (5 × 107) 2,8 (5 × 107)
100 (1 × 108) 11,1 (1 × 108)

припухлость
94,4 (2,5 × 107)

вялость
2,8 (2,5 × 107)

100 (5 × 107) 2,8 (1 × 108)
100 (1 × 108) 11,1 (1 × 108)

болезненность
8,3 (2,5 × 107) 

тактильная лихорадка
11 (2,5 × 107)

13,9 (5 × 107) 19,4 (5 × 107)
22,2 (1 × 108) 19,4 (1 × 108)

легкое раздражение 
5,6 (2,5 × 1071)

температура >37,5°С 
8,3 (2,5 × 107)

5,6 (5 × 107) 11,1 (2,5 × 107)
8,3 (1 × 108) 16,7 (1 × 108)

шелушение
22,2 (2,5 × 107)

рвота
5,6 (2,5 × 107)

44,4 (5 × 107) 0 (5 × 107)
63,9 (1 × 108) 11,1 (1 × 108)

1,0 × 108 По одной реакции 89 По одной реакции 80 Н.д.

Наличие Ag 85A- 
специфических 
CD4+ клеточных, 
представленных 
IFN-γ, TNF-α, IL-12, 
IL-17 цитокинами

[14]

*В обеих группах, которым вводили внутрикожно и внутримышечно экспериментальные образцы вакцин, уровни общих реакций одинаковые; Н.д. – нет данных.
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ты, при этом CD4+ клеточный ответ был выше в группе 
с аэрозольной иммунизацией. Величина CD8+ клеточного 
ответа не различалась между группами. Оба способа им-
мунизации индуцировали образование CD4+ Т-клеточных 
цитокинов: IFN-γ, TNF-a, IL-2 и IL-17, однако интенсивность 
их образования была больше у лиц при аэрозольной имму-
низации. 

Анти-MVAIgG титры, определяемые на 14, 28, 84 и 168-е 
сутки, были значительно выше в группе лиц, иммунизиро-
ванных в/к. Анти-MVAIgА титры, определяемые на 14-е сут-
ки, были также выше при в/к иммунизации. Количество анти-
MVAIgМ не различалось между двумя группами. Хотя MVA 
специфический клеточный ответ был определен в обеих груп-
пах, титр сывороточных антител к самому вирусному вектору 
был больше во второй группе при в/к иммунизации. 

Следовательно, в фазе 1 клинических испытаний показа-
но, что аэрозольный способ бустерной иммунизации MVA85А 
является безопасным и способен вызвать формирование вы-
раженного гуморального и Т-клеточного иммунного ответов. 

Как упоминалось ранее, людей с иммунодефицитными 
состояниями нельзя иммунизировать BCG вакциной. 
Поэтому результаты клинических испытаний по иммуниза-
ции вакциной MVA85A волонтеров, больных СПИДом, пред-
ставляют особый интерес [2].

Испытания проводились в Кейптауне, Южная Африка, 
и в Дакаре, Сенегал, в период с 4 августа 2011 г. по 24 апре-
ля 2013 г. Для испытания в фазе 2 было отобрано 1233 во-
лонтера, инфицированных ВИЧ-1, в возрасте 18–50 лет, без 
явных признаков туберкулеза, с содержанием CD4 более 
350 клеток/мкл у лиц, ранее никогда не получавших антире-
тровирусную терапию, и более 300 клеток/мкл – получавших 
антиретровирусную терапию. Критерием отбора для прове-
дения испытаний лиц с латентной формой туберкулеза яв-
лялся не менее чем пятимесячный интервал после заверше-
ния курса приема изониазида.

Волонтеры были рандомизированно разделены на 2 груп-
пы, без учета их статуса ВИЧ-инфицирования. В первой 
группе из 649 человек оценивались безопасность, иммуно-
генность и эффективность вакцины MVA85A, оставшиеся 
включены в группу ретроспективного анализа. 324 волонте-
рам из первой группы в/к инъецировали вакцину MVA85A, 
325 – плацебо. Второе бустерное введение вакцины MVA85A 
либо плацебо было проведено через 6–12 мес. 

Иммуногенность вакцины оценивалась на 7-е и 28-е сутки 
после первой и второй иммунизаций, а возможное инфици-
рование M. tuberculosis регистрировалось в течение всего 
периода испытания. Помимо этого, у волонтеров определя-
лось количество CD4-клеток при каждой процедуре. 

Результаты испытания выявили, что по крайней мере 
один побочный эффект отмечен у 312 пациентов из группы 
плацебо и у 321 – в MVA85A группе. Они в основном пред-
ставляли собой локальные поражения в месте введения. 
У некоторых наблюдались легкие гриппоподобные симпто-
мы и региональная лимфаденопатия. Всего в обеих группах 
было зарегистрировано 17 серьезных побочных эффектов. 
Все они, за исключением одного, не были связаны с вакци-
нацией. 

MVA85A вакцина индуцировала Ag85A-специфический 
Т-клеточный ответ с пиком на 7-е сутки после первой и бус-

терной иммунизаций. В основном он был представлен IFN-γ, 
TNF-α, IL-2 и IL-17 цитокинами. Количество CD8+ Т-клеток 
было незначительным. Ag85A-специфический антительный 
ответ был очень невысоким. 

К сожалению, эта вакцина не защищала против зараже-
ния M. tuberculosis, что было определено квантифероновым 
(QFT) методом. Количество волонтеров, которые из QFT-
отрицательных на начало опыта стали QFT-положительными 
к концу испытания, составляло 20% иммунизированных 
MVA85A и 23% в группе, которой введено плацебо, незави-
симо от получаемой антиретровирусной терапии. 

Следовательно, выявляемый после применения вакцины 
MVA85A иммунный ответ был недостаточно эффективным, 
чтобы защитить от инфицирования M. tuberculosis.

Ранее было показано, что вакцина MVA85A безопасна 
и иммуногенна для лиц с латентной инфекцией M. tuberculo-
sis [26]. Поскольку инфицирование ВИЧ повышает риск раз-
вития туберкулеза более чем в 10 раз, даже при относитель-
но высоком содержании CD4+ Т-клеток, то возникла необхо-
димость оценить эффективность этой вакцины на ВИЧ-
инфицированных с латентной формой туберкулеза.

Испытание (фаза 2а) проводилось в Кейптауне в 2010–
2011 гг. 48 добровольцев были разделены на 4 группы по 
12 человек [27]. Группа 1 состояла из ВИЧ-неинфици-
рованных волонтеров с латентной туберкулезной инфекци-
ей. Группа 2 представлена ВИЧ-инфицированными, никог-
да не проходившими антиретровирусную терапию, волон-
терами без латент ной микобактериальной инфекции. 
Группа 3 – ВИЧ-инфици рованные волонтеры, не проходив-
шие курс антиретровирусной терапии с латентной микобак-
териальной инфекцией. Группа 4 – ВИЧ-инфицированные 
волонтеры, которые стабильно в течение более чем одного 
года получали антиретровирусную терапию, независимо от 
инфицирования M. tuberculosis. В группы 2 и 3 отбирались 
волонтеры с ВИЧ-инфекцией, диагностированной более 
чем за 3 мес до отбора. Возраст волонтеров от 18 до 50 лет 
(средний возраст по группам – 34–36 лет). Вакцина MVA85A 
вводилась в/к в дозе 5 × 107 БОЕ. В течение срока наблю-
дения (52 нед) было установлено, что серьезных побоч-
ных явлений не наблюдалось, за исключением легких по-
бочных реакций в месте введения. Все местные реакции 
были легкой степени и проходили к 14-му дню. В 4-й группе 
они классифицировались скорее как средние. Общие ре-
акции начинались на 2-е сутки и проходили к 28-му дню. 
Вакцина индуцировала сильный продолжительный иммун-
ный ответ, представленный в основном полифункциональ-
ными CD4+ Т-клетками. Во всех 4 группах индуцировались 
IFN-γ, TNF-α, IL-2 цитокины. В группе 1, помимо них, отме-
чена еще индукция IL-17 цитокина. Общее количество 
CD4+ Т-клеток, индуцированных вакциной, было меньше 
у ВИЧ инфицированных волонтеров в группе 2. Антирет-
ровирусная терапия не оказывала эффекта на иммуноген-
ность вакцины. CD8+ Т-клетки не выявлены во всех 4 груп-
пах. Результаты этого испытания свидетельствовали, что 
MVA85A вакцина является безопасной и вызывает иммун-
ный ответ у ВИЧ-инфицированных с латентной туберкулез-
ной инфекцией. 

Помимо испытания этой вакцины на взрослых волонте-
рах, она была исследована на подростках и детях. Вакцина 
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MVA85А оценивалась (фаза I/IIa) на 12 здоровых подростках 
в возрасте 13,3–15,0 лет (средний возраст 14,4 года) и 
24 здоровых детях в возрасте 1,4–7,7 года (средний возраст 
4,3 года) в Ворчестере (Южная Африка в 110 км от Кейптау-
на) в период с ноября 2006 г. по январь 2008 г. Все испытуе-
мые были привиты вакциной BCG при рождении. Вакцина 
MVA85А вводилась п/к в дозе 5 × 107 БОЕ [28].

Все испытуемые хорошо перенесли иммунизацию. В груп-
пе подростков отмечались 64 побочные реакции, которые 
классифицированы как легкие и средние, тяжелых реакций 
не отмечено. Побочные реакции были сильно выражены 
в течение 2 дней после иммунизации, у 62% они проходили 
через 7 сут, у 30% – через 14, у оставшихся – через 28 сут 
после иммунизации.

В группе иммунизированных детей зафиксировано 
112 по бочных реакций, в основном представленных местны-
ми реакциями в месте введения вакцины. Реакции средней 
тяжести были связаны с подъемом температуры в первую 
неделю после вакцинации. 42% побочных явлений проходи-
ли к 7-м суткам, 49% – к 28-м суткам, 7% – к 84-м суткам и 
1,8% – к 168-м суткам.

Вакцина MVA85А индуцировала сильный, длительный 
Т-клеточный иммунный ответ, представленный в основном 
полифункциональными CD4+ Т-клетками, экспрессирующи-
ми доминирующие IFN-γ, TNF-α, IL-2 и IL-17 цитокины, кото-
рые наблюдались в обеих группах. У детей выявлена допол-
нительная экспрессия гранулоцитарно-макрофагального ко-
лониестимулирующего фактора. Вакцина индуцировала 
большее количество Т-клеток у подростков по сравнению с 
детьми. Ag85A специфические CD8+ Т-клетки не были опре-
делены после вакцинации в обеих группах. Следовательно, 
вакцина MVA85А безопасна для детей и подростков из энде-
мичного по туберкулезу района Южной Африки и индуциру-
ет сильный длительный Т-клеточный ответ.

Безопасность и эффективность вакцины MVA85А в зави-
симости от применяемой дозы оценена на детях в возрасте 
от 5 до 12 мес в испытании (фаза 2), проведенном в Южной 
Африке вблизи Кейптауна в эндемичном по туберкулезу 
районе [29]. В испытании участвовали 144 здоровых, не 
инфи цированных ВИЧ и M. tuberculosis, привитых BCG 
в 3-дневном возрасте детей, разделенных на 4 группы. 
Первая группа (средний возраст 270,5 дня) была в/к иммуни-
зирована вакциной в дозе 2,5 × 107 БОЕ, вторая (средний 
возраст 278,5 дня) – 5 × 107 БОЕ, третья (средний возраст 
188 дней) – 1 × 108 БОЕ, четвертая (средний возраст 
252,5 дня) – плацебо. 

Результаты испытания показали, что вакцина была безо-
пасна при применении всех трех доз. Не отмечено выражен-
ных побочных явлений, связанных с вакцинацией. Она инду-
цировала сильный, длительный, выявляемый на 168-е сутки 
(срок наблюдения) полифункциональный CD4+ Т-клеточный 
иммунный ответ, не зависящий от возраста испытуемых и 
дозы вакцины, представленный IFN-γ, TNF-α, IL-2 и IL-17 
цитокинами и GM-CSF. Она также индуцировала на низком 
уровне CD8+ Т-клеточный иммунный ответ, представлен-
ный образованием IFN-γ. Сделан вывод о том, что вакцина 
MVA85A индуцирует полифункциональный CD4+ и CD8+ 

Т-клеточный иммунный ответ у детей и может быть исполь-
зована для их иммунизации. 

Другие результаты получены в клиническом испытании 
этой вакцины (фаза IIb), проведенном в сельском районе 
вблизи Кейптауна в ЮАР, начиная с июня 2009 г. по май 
2011 г. В испытании участвовали значительно большее 
(2797) количество детей в возрасте от 3 до 37 мес (сред-
ний возраст 24,6 мес). Все дети были предварительно 
вакцинированы BCG, у всех были отрицательные показа-
тели на ВИЧ. Все дети рандомизированно разделены на 
2 группы. Первой группе (1399 детей) была в/к введена 
MVA85А вакцина в дозе 1 × 108 БОЕ, второй (1398 детей) – 
плацебо. Дети, иммунизированные вакциной MVA85А, 
были разделены на группы, в которых изучались безопас-
ность, иммуногенность и протективность от заражения ту-
беркулезом [30].

Результаты испытания показали, что вакцина MVA85А 
безопасна и ее введение вызывало локальные побочные 
эффекты в количестве, не превышающем введение плаце-
бо. Общие реакции были связаны с инфекцией нижнего от-
дела респираторного тракта или гастроэнтеритом. 

Вакцина MVA85А индуцировала Ag85A-специфический 
Т-клеточный ответ. CD4+ Т-клетки преимущественно экс-
прессировали IFN-γ, TNF-α, IL-2 и IL-17. Подобные цитоки-
ны не были определены в группе испытуемых, инъециро-
ванных плацебо. CD8+ Т-клетки не выявлены ни в одной 
группе. Однако случаи заболевания туберкулезом у детей 
(3% в группе плацебо и 2% в группе иммунизирован-
ных MVA85А вакциной) не позволяют однозначно оценить 
защитную эффек тивность этой вакцины. Кроме того, от-
мечено, что 13% иммунизированных детей и 12% в группе 
плацебо были инфицированы M. tuberculosis, что опре-
делялось QFT-тестом. Эффективность MVA85А вакцины 
в условиях данного клинического испытания получила 
оценку 3,8%.

Основным объяснением отсутствия защиты при проведе-
нии использованной схемы иммунизации авторы исследо-
вания считают недостаточное развитие иммунной системы 
у детей этого возраста, что приводит к меньшему защитно-
му эффекту как при вакцинации вакциной BCG, так и при 
иммунизации вакциной MVA85А [31]. 

Результаты клинических испытаний вакцины MVA85А, 
экспрессирующей антиген 85А Mycobacterium tuberculosis, 
представлены в таблице 1.

Поскольку проведенные клинические испытания показа-
ли, что применение вакцины MVA85А, экспрессирующей 
только один иммунодоминантный антиген возбудителя ту-
беркулеза, приводит к неоднозначным результатам, прово-
дятся исследования по конструированию рекомбинантных 
штаммов на основе вируса вакцины MVA со встроенными 
генами нескольких иммунодоминантных антигенов. Так, 
был получен рекомбинант MVA/IL-15/5Mtb, содержащий 
гены 5 микобактериальных антигенов – ESAT6, Ag85A, 
Ag85B, HSP65, Mtb39A, и иммуностимуляторный цитокин 
IL-15 как молекулярный адъювант. При испытании этой 
мультивалентной вакцины на мышах было показано, что 
MVA/IL-15/5Mtb вакцина индуцирует значительно более вы-
сокие уровни IgG антител против антигенов M. tuberculosis, 
чем BCG-вакцина. Вакцина MVA/IL-15/5Mtb также защища-
ла мышей при их последующем аэрогенном заражении 
возбудителем [32].
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В дальнейших исследованиях для праймирования ис-
следовали применение ESAT6 антигена – 85В белка 
M. tuber culosis. Для бустирования использовался рекомби-
нант MVA, экспрессирующий на высоком уровне 85А, 85В, 
ESAT6, HSP60, Mtb39 антигены M. tuberculosis с IL-15 
в качест ве молекулярного адъюванта. Было показано, что 
такая стратегия вакцинации индуцирует умеренный, 
но длительный иммун ный ответ и иммунную память 
у мышей, по крайней мере, в течение всего срока наблю-
дения (18 мес). 

Таким образом, результаты клинических испытаний сви-
детельствуют, что штамм MVA вируса вакцины может быть 
использован как вектор для создания вакцин против 
тубер кулеза. Клинические испытания вакцины MVA85А, 
содержащей иммунодоминантный ген белка 85А возбуди-
теля туберкулеза, использованной для бустерной имму-
низации при проведении праймирования вакциной BCG, 
показали, что вакцина безопасна как для здоровых волон-
теров, так и больных СПИДом и с латентной формой тубер-
кулеза, а также подростков и детей. Ее применение при 
подкожном, внутримышечном и аэрогенном способах ин-
фицирования в различных дозах не вызывало тяжелых 
побочных реакций.

Вакцина индуцировала образование CD4+ Т-клеточного 
иммунного ответа, а при больших дозах введения и CD8+ 
Т-иммунного ответа. Однако оценка защитной эффективно-
сти показала его недостаточность против заражения тубер-
кулезом. Видимо, иммунный ответ, индуцированный только 
на один из 6 иммунодоминантных антигенов возбудителя 
туберкулеза, не обеспечивает эффективную защиту от 
этого заболевания. Поэтому проводятся исследования по 
созданию и оценке других рекомбинантных штаммов MVA, 
содержащих все иммунодоминантные антигены этого воз-
будителя.
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Вспышка кишечной инфекции в Норвегии

Органы здравоохранения сообщают о вспышке O157: H7 E. coli. С начала июня заболели 6 человек. Норвежский институт 
общественного здравоохранения совместно с муниципальной службой здравоохранения и Норвежским управлением безо-
пасности пищевых продуктов и Ветеринарным институтом выясняют, был ли у пациентов общий источник инфекции. 
Проводятся интервью с пациентами и отбираются пробы для анализа из домов. 

Norway reports E. coli outbreak: Investigation ongoing – Outbreak News Today [WWW Document], n.d.  
URL http://outbreaknewstoday.com/norway-reports-e-coli-outbreak-investigation-ongoing-79208/.

Антибиотикоустойчивая Klebsiella pneumoniae зарегистрирована 
у путешественников на Канарские острова

Сообщается, что группа европейских туристов, возвращающихся с острова Гран-Канария, перенесли или были инфици-
рованы карбапенемазой (OXA-48), производящей Klebsiella pneumoniae ST392. По данным ECDC Rapid Risk Assessment, 
группа европейских туристов, вернувшихся с острова Гран-Канария, были заражены Klebsiella pneumoniae ST392 с карбапе-
немазой (OXA-48).

Europe: Drug resistant Klebsiella pneumoniae reported in travelers to the Canary Islands –  
Outbreak News Today [WWW Document], n.d. URL http://outbreaknewstoday.com/europe-drug- 

resistant-klebsiella-pneumoniae-reported-travelers-canary-islands-14349/.
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Актуальные аспекты преподавания 
микробиологии в медицинском вузе 
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Раскрыты особенности обучения на кафедре микробиологии в медицинском вузе, рассмотрены основные проблемы, 
возникающие в процессе подготовки врача-медицинского микробиолога. Сформулированы основные направления и 
задачи, стоящие перед кафедрами микробиологии и требующие решения в условиях инновационного развития. 
Подчеркнута необходимость создания типовой программы по микробиологии, единой для всех медицинских вузов, 
разработки стандарта, определяющего структуру, планировку помещений кафедр микробиологического профиля, 
оснащение и утверждение перечня музейных культур, разрешенных для использования в учебных целях, итоговой 
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in the medical university and training  
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The features of teaching at the department of microbiology in a medical university are revealed. The main problems arising in 
the process of medical doctor-microbiologist training are considered. The main directions and tasks facing the departments of 
microbiology and requiring solutions in the conditions of innovative development are formulated. The need to create a standard 
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М едицинская микробиология – это раздел микробио-
логии, изучающий микроорганизмы, имеющие значе-

ние в патологии человека. Медицинская микробиология 
изучает биологические свойства возбудителей (морфоло-
гию, физиологию, генетику, экологию, факторы патогенно-
сти) и патогенез вызываемых заболеваний. В практическом 
плане в задачи этой дисциплины входит разработка методов 
специфической диагностики, подходов к этиотропному лече-
нию и профилактике инфекционных заболеваний. Кроме 
того, в настоящее время сформировались отдельные 
направления микробиологии, такие как санитарная, экологи-
ческая, клиническая микробиология. 

Санитарная микробиология – особая отрасль микробиоло-
гической науки, возникшая на стыке медицинской микробио-
логии, эпидемиологии и гигиены. В задачи санитарной микро-
биологии входит разработка: методов микробиологических 
исследований; нормативной документации, определяющей 
соответствие микрофлоры объектов окружающей среды 
гиги еническим требованиям и обеспечивающей санитарно-
эпидемиологическое благополучие; мероприятий по оздоров-
лению объектов внешней среды путем воздействия на микро-
флору и оценка эффективности их проведения. Микро био-
логические исследования активно используются в надзорных 
мероприятиях при проведении эпидемиологических и сани-
тарно-гигиенических расследований и наблю дений. 

Экологическая микробиология направлена на выявление 
и изучение особенностей и закономерностей жизнедеятель-
ности микрофлоры окружающей среды во взаимоотноше-
ниях ее с человеком, а также исследование микробиоты и 
мик робиома человека с целью поиска неизвестных ранее 
звеньев патогенеза и, соответственно, адекватных подходов 
к лечению и профилактике заболеваний, связанных с дис-
биотическими нарушениями, таких как сахарный диабет, 
ожирение, аллергия, синдром раздраженного кишечника 
и т.д., что обуславливает возрастание научного интереса 
к этой отрасли микробиологии.

Достижения медицинской микробиологии позволили 
пере смотреть взгляды на некоторые микроорганизмы, счи-
тавшиеся ранее условно-патогенными, а по современным 
представлениям являющиеся этиологическими факторами 
многих заболеваний, что способствовало становлению и 
развитию отдельной отрасли микробиологической науки – 
клинической микробиологии. В задачи клинической микро-
биологии входит изучение роли условно-патогенных микро-
организмов в патогенезе инфекционных и соматических за-
болеваний; разработка методов лабораторной диагностики, 
этиотропной терапии и специфической профилактики ин-
фекционных заболеваний в неинфекционных лечебных 
учреждениях; микробиологический мониторинг за возбу-
дителями инфекций, связанных с оказанием медицинской 
помо щи, изучение резистентности патогенных и условно-
патогенных бактерий, выделенных от пациентов, медицин-
ского персонала и из различных объектов госпитальной 
среды, к антисептикам и дезинфектантам с целью оптими-
зации эпидемиологического надзора, совершенствования 
профилактических и противоэпидемических мероприятий 
в медицинских учреждениях.

В современных условиях реформирования систем обра-
зования и здравоохранения возрастает значение фундамен-

тальных дисциплин при подготовке специалистов с высшим 
медицинским образованием. Микробиология в контексте 
медицинской науки давно вышла за рамки чисто теоретиче-
ского предмета и приобрела статус прикладной клинической 
дисциплины, абсолютно необходимой врачу любой специ-
альности [1]. Кроме того, микробиология, разрабатывающая 
на основе достижений фундаментальных наук систему пред-
ставлений и конкретных знаний и умений, является научной 
основой лабораторного обеспечения в микробиологических 
исследованиях. 

Микробиология на сегодняшний день – это развитая 
отрас ль знаний, тесно связанная с другими дисциплинами, 
прежде всего клиническими (инфекционные болезни, внут-
ренние болезни, акушерство и гинекология, ЛОР-болезни, 
хирургические болезни и т.д.), медико-профилактическими 
(эпидемиология, гигиена), а также фундаментальными (био-
логия, генетика, биохимия и др.) [2]. Среди всех видов лабо-
раторных исследований биоматериала человека in vitro – ге-
матологических, общеклинических, биохимических, иммуно-
логических, серологических, цитологических, генетических, 
токсикологических – микробиологические исследования за-
нимают особое положение. Это обусловлено возрастанием 
инфекционных рисков общественному здоровью и биологи-
ческой безопасности, связанных, в частности, с угрозами 
распространения эпидемий известных инфекций, появлени-
ем новых и «возвращающихся» инфекций, угрожающим 
распространением микроорганизмов с множественной ле-
карственной устойчивостью к антимикробным препаратам, 
опасностью биотерроризма, развитием новых технологий 
синтетической микробиологии, позволяющей создавать 
новых возбудителей или реанимировать «старых» с прида-
нием им новых вирулентных свойств, в связи с чем возника-
ет необходимость разработки новых методологических под-
ходов при подготовке врачей-микробиологов. 

В плане преподавания микробиология является таким 
предметом, в котором сочетаются и тесно переплетаются 
консерватизм и инновации [3, 4]. По-прежнему «золотым 
стандартом» микробиологии остается микробиологический 
(бактериологический, микологический, вирусологический) 
метод исследования, направленный на выделение чистой 
культуры возбудителя и его идентификацию. Алгоритм куль-
турального метода со времен Роберта Коха и Луи Пастера 
практически не претерпел существенных изменений, и как 
пророчески сегодня звучат слова К.А.Тимирязева: «Грядущие 
поколения, конечно, дополнят дело Пастера, но, как бы 
дале ко они не зашли вперед, они всегда будут идти по про-
ложенному им пути». 

Но для качественной подготовки современного врача тре-
буется внедрение и инновационных образовательных техно-
логий. В этой связи большое значение приобретает разра-
ботка и внедрение федеральных государственных образова-
тельных стандартов (ФГОС) высшего профессионального 
образования, где должна учитываться преемственность 
между классическими и инновационными методами обуче-
ния, связь между фундаментальными и клиническими дис-
циплинами. Научно-педагогические коллективы кафедр 
мик робиологии ищут пути интенсификации обучения меди-
цинской микробиологии, предлагают различные органи за-
ционно-методические основы обучения в рамках реализа-
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ции требований ФГОС [5, 6]. Однако, анализируя рабочие 
программы по микробиологии, вирусологии и иммунологии 
для различных факультетов, приходится констатировать 
нали чие значительных вариаций по количеству учебных 
часов, содержанию программ и их обеспечению в разных 
медицинских вузах Российской Федерации. Так, обучение 
по дисциплине «Микробиология, вирусология, иммуноло-
гия» студентов медико-профилактического факультета 
в одних вузах продолжается три семестра, в других – только 
два. В некоторых вузах изучение иммунологии вынесено 
в отдельную дисциплину, в других – включено в дисциплину 
«Микробиология, иммунология», также в некоторых учебных 
программах отсутствуют отдельные вопросы по санитарной, 
клинической микробиологии, паразитологии, микологии. 
Возможно, эти отличия обусловлены традициями, сложив-
шимися на различных кафедрах микробиологии медицин-
ских вузов, их материально-техническим оснащением, раз-
личиями в количестве учебных часов. Вместе с тем необхо-
димы в качестве основы разработка и внедрение типовых 
учебных программ по каждой дисциплине и для каждого 
факультета, состоящих из базовой части и вариативной 
(не более 20%), которая бы могла варьировать в зависимо-
сти от региональных особенностей вуза. Внедрение таких 
типовых программ на фиксированный срок (не менее 5 лет) 
могло бы значительно облегчить труд преподавателей, вы-
нужденных большую часть своего времени посвящать пере-
работке рабочих программ и, соответственно, всего комп-
лекса учебно-методического обеспечения и фондов оценоч-
ных средств, а самое главное – способствовало бы унифика-
ции и стандартизации образовательного процесса. 

Современный образовательный процесс предполагает 
возможность свободного пользования различными инфор-
мационными ресурсами как студентами, так и преподавате-
лями в любое удобное для них время. Функционирование 
информационно-образовательной среды обеспечивается 
средствами информационно-коммуникационных техноло-
гий, электронного обучения, дистанционных образователь-
ных технологий (ДОТ), без которых уже невозможно пред-
ставить процесс обучения современного студента. Вне-
дрение ДОТ в медицинском вузе позволяет решать задачи 
интенсификации самостоятельной работы обучающихся, 
повышения общеобразовательного и культурного уровня 
студентов, повышения их мобильности, активизации систе-
мы контроля качества образования. Самостоятельная рабо-
та студентов в настоящее время подразумевает не только 
ознакомление с материалами учебника и лекций, но также 
изучение дополнительных учебно-методических материа-
лов в электронной форме, в том числе и представленных на 
образовательных порталах кафедр медицинских вузов, ра-
боту с интерактивными учебниками, атласами, с сетевыми 
или автономными мультимедийными электронными практи-
кумами, работу с базами данных удаленного доступа, под-
готовку темати ческих рефератов, эссе, презентаций, 
а также, что немаловажно, дает возможность повторить уже 
изученный на аудиторных занятиях материал и пройти дис-
танционное тестирование для оценки полученных знаний. 
С помощью интернет-технологий (например, система 
Moodle) можно осуществлять текущий, промежуточный и 
итоговый контроль полученных студентами знаний в виде 

тестовых заданий, при этом резуль таты такого тестирова-
ния позволяют самим обучающимся оценивать уровень по-
лученных по дисциплине знаний, акцентировать внимание 
на недостаточно освоенных темах. 

Но, несмотря на широкое внедрение телекоммуникацион-
ных технологий, базой обучения все-таки остается непо-
средственное, очное вербальное общение преподавателя и 
обучающихся. Никакие дистанционные технологии не смо-
гут обеспечить студентам получение практических навыков 
по микробиологии: умение правильно произвести забор ма-
териала для исследования, посев на питательные среды, 
приготовить мазки и провести микроскопию материала, по-
ставить серологическую реакцию, антибиотикограмму и т.д. 
Поэтому особое значение приобретает материально-
техническое оснащение кафедр микробиологии. 

Любая работа с микроорганизмами, в том числе и в учеб-
ных целях, регламентируется требованиями действующих 
санитарно-эпидемиологических правил (СП 1.3.2322-08 
«Безопасность работы с микроорганизмами III–IV групп 
пато генности (опасности) и возбудителями паразитарных 
инфекций»), что ставит перед микробиологическими кафе-
драми ряд трудно разрешимых вопросов по организации 
учебного процесса и выполнению требований биологиче-
ской безопасности к зонированию помещений. Провести 
реконструкцию существующих помещений многих кафедр 
микробиологии с разделением на «чистую» и «заразную» 
зоны с санпропускником в соответствии c санитарными тре-
бованиями не всегда выполнимо из-за планировочных и 
технологических ограничений. Эти проблемы можно решать 
путем размещения кафедр микробиологии в двух зонах. 
Так, в «условно чистой» зоне – размещать кабинеты препо-
давателей, компьютерные классы, помещения для приготов-
ления питательных сред, стерилизации. В «условно зараз-
ной» – вспомогательные помещения (автоклавная для 
дезин фекции, лаборантские, помещения для микроскопии 
и т.д.) и учебные комнаты, оснащенные бактерицидными 
облу чателями, раковиной, необходимыми средствами для 
дезин фекции столов и обработки рук и с условным разде-
лением на «заразную» и «чистую» зоны, где могут быть вы-
делены столы для работы с учебно-методическими материа-
лами и отдельные лабораторные столы для выполнения 
практических занятий. Однако эти планировочные решения 
в случае их принятия необходимо закрепить в нормативной 
документации и придать им официальный статус. 

Еще одним ключевым моментом по обеспечению выпол-
нения требований биологической безопасности работы 
с микроорганизмами III–IV групп патогенности является 
обес печение кафедр микробиологии музейными культура-
ми. Несмотря на широкое внедрение в образовательный 
процесс компьютерных технологий, использование для обу-
чения виртуальных средств обучения, симуляционного обо-
рудования, муляжей, имитантов, готовых препаратов и пр., 
работу студентов с живыми культурами микроорганизмов 
для отработки практических навыков ничем нельзя заме-
нить. Вопрос обеспечения кафедр музейными штаммами 
может быть решен путем разрешения использования для 
работы студентов пробиотических и сапрофитических куль-
тур (например, E. coli, выделенной из препарата «Колибак-
терин», спорообразующих бактерий – из «Субтилин», мо-
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лочнокислых стрептококков и т.п.), вместе с тем такой 
ограниченный спектр культур не позволит проводить на 
должном уровне все практические занятия. Назрела необхо-
димость утверждения перечня музейных культур, разрешен-
ных для использования в учебных целях. Так, попытку созда-
ния такого перечня можно обнаружить в паспорте экзамена-
ционной станции «Микробиологические исследования» при 
первичной аккредитации специалистов по специальности 
«Медицинская биохимия» [7], где в качестве кокковой куль-
туры предлагается использование S. epidermidis, грамотри-
цательных палочек – E. coli, спорообразующих палочек – 
B. pseudoanthracis, ветвящихся бактерий – актиномицетов. 
В связи с вышесказанным остро встает вопрос о допуске 
студентов к работе с биологическим материалом. Получение 
лицензии на работу с микроорганизмами III–IV групп пато-
генности в соответствии с существующими СП для большин-
ства кафедр микробиологии является затруднительным 
из-за большого потока обучающихся (в неделю через кафе-
дру могут проходить сотни и даже тысячи студентов), несо-
ответствия существующего набора помещений объем но-
планировочным требованиям и т.д., что ставит вопрос о не-
обходимости разработки нормативного документа, регла-
ментирующего организацию учебного процесса на кафедрах 
микробиологического профиля, включая требования к по-
мещениям, оборудованию, музейным культурам и проведе-
нию работы с патогенными биологическими агентами (ПБА) 
с образовательной целью.

На многих кафедрах микробиологии медицинских вузов 
существуют проблемы с материально-техническим оснаще-
нием современным диагностическим оборудованием, тест-
системами и т.п. Для качественной подготовки врача, спо-
собного конкурировать на международном рынке труда, 
требуются новейшие научные разработки, применяемые 
в практике лабораторных исследований (автоматизирован-
ные микробиологические анализаторы, оборудование для 
проведения молекулярно-генетических, масс-спектромет ри-
ческих, иммунологических исследований, диагностические 
тест-системы, наборы для иммунохроматографии и т.д.). 
Оснащение кафедр микробиологии новейшим оборудовани-
ем позволит не только повысить уровень образования, но и 
поднять университетскую науку на качественно новую сту-
пень развития, проводить научно-исследовательские рабо-
ты силами студентов под руководством ведущих преподава-
телей, что откроет новые перспективы для микробиологи-
ческой науки и практики. Возможны и другие варианты 
реше ния данного вопроса, например в форме организации 
кафедр микробиологии на клинических базах уже действую-
щих лабораторий, где можно выделить отдельные учебные 
комнаты для работы студентов. Но этот путь возможен толь-
ко при дополнительных капитальных вложениях и строи-
тельстве новых лабораторных комплексов. 

Одним из обязательных требований ФГОС к условиям 
реализации специалитета для формирования у обучающих-
ся в медицинском вузе общепрофессиональных и профес-
сиональных компетенций являются требования к матери аль-
но-техническому оснащению. Учебные комнаты должны 
быть оснащены техническими средствами обучения и необ-
ходимым оборудованием с возможной заменой его на вирту-
альные аналоги. Однако виртуальные аналоги микробиоло-

гического оборудования еще не созданы, и хотя, возможно, 
это и исполнимо в будущем, но реалии сегодняшнего дня на-
стоятельно диктуют необходимость модернизации кафедр 
микробиологического профиля уже в настоящем. Несом нен-
но, материально-техническое переоснащение кафед р мик-
робиологии требует значительных финансовых средств, что 
может быть трудновыполнимым для медицинского вуза 
само стоятельно, без серьезной государственной поддерж-
ки, и указывает на необходимость разработки федеральной 
программы по развитию вузовской науки. Но без этих меро-
приятий невозможно удовлетворить потребности общества 
в квалифицированных медицинских специалистах, а также 
в научно-педагогических кадрах, в том числе и врачах-
иссле дователях. 

Высокие риски общественному здоровью и безопасности, 
связанные с биологическими факторами, ставят перед спе-
циалистами микробиологической службы задачи по готов-
ности к быстрой индикации и идентификации ПБА с исполь-
зованием новейших эффективных методов диагностики. 
Современная микробиологическая лаборатория – это слож-
ный инженерный комплекс, оборудованный высокотехноло-
гическим оборудованием, автоматизированными системами 
для проведения микробиологических, иммунологических, 
молекулярно-генетических исследований, именно поэтому 
сегодня возрастает роль микробиологов, владеющих спе-
циальными знаниями по всем разделам микробиологии 
(бактериологии, вирусологии, микологии, паразитологии). 
Совре менная действительность диктует необходимость 
пере мен в профессиональной подготовке и переподготовке 
кадров для микробиологической службы. Хороший и грамот-
ный микробиолог – это всегда штучный и редкий «товар» на 
рынке труда, поэтому все изменения должны быть проду-
манными и экономически обоснованными, дабы не усугу-
бить ситуацию по обеспечению высококвалифицированны-
ми кадрами микробиологических лабораторий различной 
ведомственной принадлежности.

На обсуждение специалистам вынесен проект профессио-
нального стандарта «Специалист в области медицинской 
микробиологии» [8]. Как указано в пояснительной запис-
ке [9], указанный стандарт разработан для новой специаль-
ности «Медицинская микробиология», которая объединяет 
существующие специальности «Вирусология», «Бактерио-
ло гия», «Лабораторная микология», «Паразитология» в одну 
крупную специальность и вводит новую должность – врач-
медицинский микробиолог. Принятие нового профессио-
нального стандарта влечет за собой необходимость карди-
нальных преобразований в сфере подготовки таких специа-
листов. Основная нагрузка ляжет на кафедры микробиоло-
гии, проводящие постдипломное обучение в форме профес-
сиональной переподготовки по специальности «Медицинская 
микробиология» либо осуществляющие подготовку в орди-
натуре. Эти преобразования потребуют полного переосна-
щения кафедр, привлечения клинических баз (заключения 
договоров с практическими лабораториями), пересмотра 
всех учебных программ, а также переобучения преподава-
тельского состава, способного обеспечить подготовку спе-
циалистов всех четырех направлений. Таким образом, за-
конодательно закрепится переход микробиологии из чисто 
теоретического предмета в статус фундаментальной и при-
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кладной клинической дисциплины. На врача-медицинского 
микробиолога, согласно новому профессиональному стан-
дарту, возлагаются широкие трудовые функции: организа-
ционно-методическое обеспечение микробиологических ис-
следований (клинических, санитарных, бактериологических, 
вирусологических, микологических, паразитологических) и 
их выполнение с использованием всего арсенала современ-
ных диагностических методов, включая иммуносерологиче-
ские, молекулярно-генетические и масс-спектрометричес-
кие; оказание консультативной помощи медицинским работ-
никам в вопросах планирования микробиологических иссле-
дований с целью диагностики или обследования объектов 
окружающей среды и интерпретации результатов. Именно 
последняя трудовая функция отличает врача-медицинского 
микробиолога от биолога, который способен непосредствен-
но выполнять микробиологические исследования, но их 
планирование и интерпретация результатов являются уже 
врачебной функцией, и это должно уменьшить тенденцию 
замены врачебных кадров в медицинских лабораториях спе-
циалистами с биологическим образованием. 

Несмотря на позитивные изменения, которые должны 
произойти после принятия нового профессионального стан-
дарта, остается ряд вопросов по подготовке врачей-
микробиологов. И в первую очередь это касается сложности 
и продолжительности времени обучения выпускников меди-
цинских вузов. Чтобы стать врачом-микробиологом, выпуск-
нику нужно будет два года проучиться в ординатуре по спе-
циальности «Медицинская микробиология» (которой пока 
нет) или «Эпидемиология», «Клиническая лабораторная 
диаг ностика», «Инфекционные болезни». Но как показы-
вает опыт, ординаторы, окончившие ординатуру по трем 
последним специальностям, не спешат становиться врачами-
микробиологами, а становятся соответственно врачами-
инфекционистами, эпидемиологами или врачами КДЛ. 
Обучаясь в ординатуре в течение 2 лет, выпускник лишен 
возможности совмещать учебу с работой в микробиологиче-
ской лаборатории, поскольку у него нет разрешения на до-
пуск к ПБА до окончания ординатуры, что ставит будущего 
специалиста в тяжелое финансовое положение, даже если 
обучение проходит на бюджетной основе. В настоящее 
время в микробиологической лаборатории не предусмотре-
на должность врач-стажер, и заведующие лабораториями, 
чтобы не потерять молодого специалиста, подчас вынужде-
ны его оформлять на должности, не связанные с работой 
с ПБА (например, документоведом и т.п.), что снижает при-
влекательность работы и приводит к утечке кадров. Уже 
сейчас микробиологические лаборатории испытывают кад-
ровый дефицит в молодых врачах, происходит замена вра-
чебного состава на специалистов с биологическим образо-
ванием, и отсутствие решения кадрового обеспечения может 
привести уже в ближайшее время к коллапсу в этой отрасли 
медицины. На наш взгляд, решением данной проблемы 
может стать либо введение должности врач-стажер или 
врач-ординатор, либо разрешение на прием на работу 
в мик робиологические лаборатории ординаторов с допу-
ском к ПБА с правом проведения микробиологических ис-
следований под контролем наставников без права интерпре-
тации результатов. Также одним из решений может стать 
введение итоговой аккредитации по специальности «Меди-

цинская микробиология» для выпускников медико-биоло-
гического факультета по специальности «Медицинская био-
химия» с последующей профессиональной переподготовкой 
по специальности «Медицинская микробиология», у которых 
в соответствии с приказом от 8 октября 2015 года №707н 
«Об утверждении квалификационных требований к меди-
цинским и фармацевтическим работникам с высшим и об-
разованием по направлению подготовки "Здравоохранение 
и медицинские науки"» утверждены квалификационные тре-
бования по специальности «Бактериология» и «Вирусология» 
без необходимости прохождении ординатуры. 

Резюмируя вышесказанное, считаем, что перед медицин-
ским микробиологическим сообществом стоят задачи, на ре-
шение которых необходимо направить весь имеющийся 
научно-педагогический потенциал кафедр микробиологии при 
их широком обсуждении и взаимодействии с практи ческим 
здравоохранением и микробиологической службой, а именно:

1. Создание типовой программы по микробиологии, еди-
ной для всех медицинских вузов. 

2. Разработка и принятие стандарта, определяющего струк-
туру, планировку помещений кафедр микробиологи ческого 
профиля, оснащение и утверждение перечня музейных куль-
тур, разрешенных для использования в учебных целях.

3. Дальнейшее развитие и внедрение инновационных об-
разовательных технологий в процесс преподавания микро-
биологии.

4. Модернизация материально-технического оснащения 
кафедр микробиологии современным оборудованием с 
целью подготовки квалифицированных медицинских специ-
алистов и научно-педагогических кадров. 

5. Совершенствование системы подготовки и переподго-
товки кадров, принятие нового профессионального стандар-
та с учетом замечаний и предложений, полученных в ходе 
его широкого обсуждения, введение должности врач-стажер 
(ординатор)-медицинский микробиолог, итоговой аккреди-
тации по специальности «Медицинская микробиология» для 
выпускников медико-биологического факультета по специ-
альности «Медицинская биохимия» с последующей профес-
сиональной переподготовкой по специальности «Медицин-
ская микробиология».
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Цель. Эволюционный и филогеографический анализ штаммов Bacillus anthracis, выделенных на территории России 
и некоторых сопредельных стран. 
Материалы и методы. Полные геномные последовательности 20 секвенированных в Ставропольском противочумном 
институте штаммов и 161 штамма, полученных из GenBank. Множественное выравнивание геномов 181 штамма 
B. anthracis и поиск SNP в коровом геноме провели с помощью программы REALPHY 1.10. Для байесовского MCMC 
филогенетического анализа молекулярных последовательностей и модели General Time Reversible (GTR) использова-
ли программный пакет BEAST. Оценку результатов анализа и статистической достоверности выполнили в программе 
Tracer v1.6. Визуализацию полученных результатов провели в программах Figtree v1.4 (филогенетическое дерево) и 
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Результаты. Подтверждено высокое молекулярное разнообразие штаммов, выделенных на территории России и ряда 
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В озбудитель сибирской язвы Bacillus anthracis вызывает 
особо опасную зоонозную инфекцию и является аген-

том биологического оружия и терроризма. Сибирская язва 
глобально распространена и представляет проблему для 
ветеринарии и здравоохранения многих стран, включая 
Россию. Обширная территория, исторические факты про-
хождения через нее важных торговых путей и проявлений 
сибирской язвы предполагают достаточно высокий уровень 
молекулярного разнообразия штаммов B. anthracis, выде-
ленных на территории России, установленный предыдущи-
ми работами по MLVA-генотипированию [1–3]. 

Филогенетическая структура глобальной популяции 
B. anthracis, полученная на основе молекулярного типирова-
ния методами MLVA и SNP-анализа, представлена тремя 
основными генетическими линиями – A, B и C c нескольки-
ми MLVA кластерами и 12 «каноническими» SNP группами 
[4–6]. Выделенные на территории России и ряда сопредель-
ных стран штаммы B. anthracis входят в MLVA кластеры A1.a, 
A3.a, A4 линии A и B1 линии B [2, 3], но положение в струк-
туре глобальной популяции на основе данных полногеномно-
го секвенирования определено только для 10 штаммов [7]. 
В зарубежных работах, посвященных филогенетике и фило-
географии B. anthracis, упоминаются только 3 вакцинных 
штамма российского происхождения.

Эволюция возбудителя сибирской язвы определяется из-
менениями генома, происходящими, прежде всего, в про-
цессе инфекции в организме животных за счет мутационных 
событий [8]. Замены нуклеотидов имеют самую низкую ско-
рость возникновения среди других мутаций, мало подверже-
ны гомоплазии и эволюционно стабильны, поэтому SNP-ана-
лиз на основе полногеномного секвенирования стал основ-
ным методом изучения эволюции B. anthracis. 

Историю эволюции и распределения штаммов возбудителя 
сибирской язвы можно представить на основе метода фило-
географии, которую определяют как область исследования, 
касающуюся принципов и процессов, управляющих географи-
ческими распределениями генеалогических линий, особенно 
в пределах и среди близкородственных видов [9]. Ввиду от-
сутствия данных об эволюции и филогеографии штаммов 
возбудителя сибирской язвы российского происхождения про-
ведение таких исследований представляется актуальным.

Целью данной работы был эволюционный и филогео-
графический анализ штаммов B. anthracis, выделенных на 
территории России и некоторых сопредельных стран.

Материалы и методы 

Всего в работе использовали 181 штамм B. anthracis. 
Гено мы 20 штаммов были секвенированы во ФКУЗ «Став-
ропольский противочумный институт» Роспотребнадзора – 
СтавНИПЧИ (таблица). Данные о геномных последователь-
ностях остальных 161 штамма получены из международной 
базы данных GenBank. Полные геномные последовательно-
сти двух штаммов, Bacillus cereus ATCC14579 и Bacillus 
thuringiensis 97-27, были использованы в качестве внешней 
группы. Эволюционно-филогеографический анализ на осно-
ве данных SNP полных геномов выполнен с использованием 
программного пакета BEAST методом байесовского MCMC 
филогенетического анализа молекулярных последователь-

ностей и модели General Time Reversible (GTR) [10]. Множест-
венное выравнивание геномов 181 штамма B. anthracis и 
поиск SNP в коровом геноме проводили с помощью про-
граммы REALPHY 1.10 [11]. Поиск оптимальной модели 
заме щения нуклеотидов проводили путем оценки работы 
88 различных моделей замещения на матрице корового 
гено ма в программе jModelTest 2.1.1 [12]. 

Оценка результатов анализа и проверка статистической 
до стоверности выполнена в программе Tracer v1.6. Визуа-
ли зация полученных результатов выполнена с помощью 
программ Figtree v1.4 (филогенетическое дерево) и 
Photoshop CC. 

Результаты и обсуждение

Коровый геном 181 штамма B. anthracis состоит из 
2765322 п.н., общее количество SNP, обнаруженных в коро-
вом геноме, составляет 6041. 

Дендрограмма кластерного анализа коровых SNP 181 
штамма B. anthracis приведена на рисунке 1. Она отражает 
принятую структуру глобальной популяции B. anthracis c де-
лением на три основные генетические линии (A, B, C) и 
12 групп canSNP. Штаммы из коллекции СтавНИПЧИ распре-
делялись в 5 кластеров линии A и 1 кластер линии B. Штамм 

Таблица. Штаммы B. anthracis из коллекции СтавНИПЧИ, 
использованные в работе 

№№ Штамм  
B. anthracis

Место выделения Год 
выделения

Источник 
выделения

1 1051/35 Россия, г. Уфа 1935 Труп лошади

2 12/16 Россия, Республика 
Дагестан 1957 Человек

3 14/41 Россия, Республика 
Дагестан 1963 Человек

4 1 Украина, г. Львов 1967 Человек
5 1(СО) Россия, РСО-А 1968 Труп КРС

6 228/269 Россия, КБР 1977 Блохи горного 
суслика

7 312/163 Азербайджан 1978 Почва

8 140П Россия, Тверская 
область 1979 Почва

9 И-271 Россия, Якутская АССР 1980 Почва
10 737/10 Грузия 1984 Человек

11 1266 Россия, 
Ставропольский край 2006 Почва

12 1269 Россия, РСО-А 2007 Человек
13 1284 Россия, г. Омск 2010 Пельмени

14 1307 Россия, 
Ставропольский край 2013 Человек

15 1322 Россия, 
Ставропольский край 2013 Труп овцы

16 1342/12
Россия, Ямало-

Ненецкий автономный 
округ

2016 Человек

17 1339/24
Россия, Ямало-

Ненецкий автономный 
округ

2016 Труп оленя

18 140Пcap-б/м

Россия,  
г. Ставрополь, Научно-

исследовательский 
противочумный 

институт Кавказа  
и Закавказья

1990
Производный 

от штамма 
140П

19 81/1 Россия, 
Ставропольский край 1969 Человек

20 СТИ-1
СССР, Санитарно-

технический институт 
(СТИ)

1940 Вакцинный 
штамм
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Рис. 1. Филогенетическое дерево 181 изолята B. anthracis. В узлах указаны индексы статистической достоверности вероятности рас-
хождения ветвей дерева. Символом * отмечены штаммы, геномы которых были секвенированы в ходе выполнения данного исследования.
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И-271, выделенный в Якутии, единственный в группе  
A.Br.001/002, кластеризовался со штаммами, происходящими 
из Восточной, Южной, Юго-Восточной Азии и Европы. 
Штаммы, выделенные в Грузии и Азербайджане, входили на-
ряду с другими грузинскими штаммами и штаммами из Индии 
и Австралии в группу A.Br.Aust94. Семь штаммов, выде-
ленных на территории европейской части России, входили в 
один кластер с российским вакцинным штаммом первой вак-
цины Ценковского (Tziankovskii-I), китайским вакцинным 
штаммом Cvac02 и штаммом из Словакии. В другой кластер, 
также принадлежащий к группе A.Br.008/009, вместе с гру-
зинскими штаммами входили два российских вакцинных 
штамма, СТИ-1 и 55-ВНИИВИМ. Семь штаммов, выделенных 
в Сибири и Дагестане, и корейский штамм HYU01 входили 
вместе с субкластером B.Br.Kruger в группу B.Br.001/002.

С целью оценить временные рамки формирования гено-
типов и подгенотипов мы осуществили датировку филогене-
тического дерева. Для датировки были использованы из-
вестные данные о времени изоляции штаммов B. anthracis. 
Нуклеотидные последовательности штаммов, для которых 
нам не удалось достоверно установить год изоляции, были 
исключены из матрицы выравнивания корового генома и в 
дальнейшем анализе не использовались. Из дальнейшего 
анализа также были исключены последовательности вак-
цинных и лабораторных штаммов. 

Провели эволюционно-филогеографический анализ 97 
при родных штаммов B. anthracis, включая 17 из коллек ции 
СтавНИПЧИ, секвенированных в институте (таблица, 
№№1–17).

Распределение штаммов возбудителя сибирской язвы 
в масштабах планеты связано с двумя процессами. Пер вым 
является историческое расселение и миграция людей. 
Второй процесс связан с развитием торговли, в частности, 
продуктами животноводства, контаминированными спорами 
B. anthracis, между отдаленными географическими областя-
ми [4]. Сегодняшняя привязка некоторых MLVA-генотипов 
B. anthracis к определенным регионам была продемонстри-
рована во многих работах, но проследить эволюционную 
историю возбудителя сибирской язвы, в частности в 
Северной Америке, удалось только на основе анализа не-
скольких тысяч SNP в геномах сотен штаммов, однако раз-
ными авторами получены противоречивые данные [13, 14]. 

Сопоставив данные о географических регионах изоляции 
штаммов, мы попытались описать историческую модель 
распространения возбудителя.

По данным проведенного анализа, первая дивергенция 
предков штаммов произошла в середине X тысячелетия 
(9643 г.) до нашей эры, завершившись формированием гене-
тической линии С и предковой ветви линий А и В (рис. 2).

Полученные результаты не противоречат моделям «моле-
кулярных часов», основанным на синонимичных заменах 
в масштабах всего генома, которые показывают, что в 
среднем голоцене (6127–3064 гг. до н.э.) произошло массив-
ное распространение линии A [14], хотя по другим данным 
это произошло в более раннем периоде [13]. 

Вторая дивергенция произошла в середине V тысячелетия 
(4643 г.) до н.э. и завершилась формированием линий А и В, 
дальнейшая эволюция которых происходила параллельно. 
В начале X века до н.э. произошло формирование группы  

A.Br.005/006, штаммы которой были выделены в странах 
Африки. 

В конце VIII века до н.э. сформировалась подгруппа  
A.Br.Vollum. В нашем исследовании она представлена штам-
мами, выделенными в Пакистане и США.

В середине III столетия до н.э. произошло разделение 
линии B с формированием двух групп: B.Br.CNEVA – штам-
мы из Франции, Австрии, Германии и группы B.Br.001/002, 
штаммы которой были выделены преимущественно в Рос-
сии, а также субкластера B.Br.Kruger. География изоляции 
штаммов этой линии довольно обширна: Башкирия (1935), 
Дагестан (1957, 1963), Тверская область (1979), Ямало-Ненец-
кий автономный округ (2016), а также Южная Корея (2009).

В середине II в. до н.э. сформировалась группа A.Br.008/009. 
Штаммы этой линии были изолированы в Европе (Англия, 
Франция, Германия, Италия, Греция), в странах Азии (Турция, 
Пакистан), на Кавказе (Россия, Грузия) и в США.

В то же время (середина II в. до н.э.) произошло формирова-
ние группы A.Br.WNA, в нашем исследовании она представле-
на одним штаммом, выделенным в США (New Mexico, 1956).

Группа A.Br.003/004 сформировалась во второй половине 
II в. до н.э. Она включает штаммы из Северной и Южной 
Америки.

Во второй половине первого столетия нашей эры произо-
шло формирование двух групп линии A возбудителя:  
A.Br.001/002 и A.Br.Aust94.

Штаммы группы A.Br.001/002 имеют широкое географи-
ческое распространение. Использовавшиеся в исследова-
нии штаммы были выделены в США, Бразилии, странах 
Европы, Восточной и Юго-Восточной Азии и в России 
(Якутия, 1980).

Штаммы группы A.Br.Aust94 были выделены в Австралии, 
Индии, ЮАР, США и на Кавказе (Грузия, Азербайджан).

Штаммы, изолированные на территории России, принад-
лежат к группе B.Br.001/002 линии B и группам A.Br.001/002 
и A.Br.008/009 линии A. Штаммы, принадлежащие к линии 
B.Br.001/002, были выделены в Башкирии, Дагестане, 
Тверской области, Тюменской области и Ямало-Ненецком 
автономном округе. Штаммы из Ставропольского края, 
Северной Осетии и Кабардино-Балкарии принадлежат 
к группе A.Br.008/009. Регионы изоляции штаммов линии 
A.Br.008/009 расположены довольно близко друг к другу 
(Ставропольский край и республики Северного Кавказа), 
в отличие от регионов изоляции штаммов линии B.Br.001/002. 
Штамм И-271, изолированный в Якутии в 1980 г., относится 
к линии A.Br.001/002, которая сформировалась во второй 
половине I в. н.э. Примечательно, что лишь один из иссле-
дуемых нами российских штаммов был отнесен к этой 
линии. К ней также принадлежат штаммы, циркулирующие в 
Европе, Восточной Азии и США. Можно предположить, что 
проникновение представителей линии A.Br.001/002 на тер-
риторию России происходило из Восточной Азии; для под-
тверждения этого предположения, а также определения 
путей проникновения в Россию штаммов двух других линий 
требуется изучение полных геномов бόльшего количества 
(100 и более) штаммов возбудителя сибирской язвы, изоли-
рованных в России и странах СНГ. Согласно данным SNP и 
VNTR типирования, в России на территории Дагестана, 
Ингушетии, Кабардино-Балкарской, Северной Осетии-
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Алании и Чеченской республики были выделены штаммы, 
принадлежащие, как и штаммы из Грузии и Азербайджана, 
к группе A.Br.Aust94, а на территории Туркменистана – 
штаммы группы A.Br.Vollum, однако для них отсутствуют 
данные о полных геномных последовательностях.

В результате проведенной работы впервые получено 
представление о филогеографии штаммов возбудителя си-
бирской язвы, выделенных на территории России и некото-
рых стран СНГ. Подтверждено высокое молекулярное раз-
нообразие изолятов из этих географических областей и по-
казано распределение штаммов в филогенетической струк-
туре глобальной популяции B. anthracis. Распределение 
штаммов возбудителя сибирской язвы в масштабах планеты 
связано с двумя процессами. Первым является историче-

ское расселение и миграция людей. Второй процесс связан 
с развитием торговли, в частности, продуктами животновод-
ства, контаминированными спорами B. anthracis, между от-
даленными географическими областями [4]. Характер рас-
пределения штаммов из России и некоторых стран СНГ 
в филогенетической структуре глобальной популяции 
B. anthracis, преимущественно относящихся к трансевразий-
ской группе (TEA) [6] и субкладе Aust94 основной клады A, 
представляется закономерным. Он определяется уникаль-
ностью территории России, занимающей большую часть 
евразийского континента и распространяющейся с востока 
Европы до тихоокеанского побережья Азии и граничащей со 
странами Восточной, Северной Европы, Восточной, Цен-
тральной и Западной Азии, существованием исторических 

Рис. 2. Реконструкция эволюции B. anthracis на основе SNP филогении корового генома 97 штаммов. Единицы измерения по шкале 
времени – годы, отрицательные значения соответствуют времени до нашей эры. В узлах указаны индексы статистической достоверности 
вероятности расхождения ветвей дерева. В блоках 1, 2, 3 выделены ветви дерева, которым принадлежат штаммы, выделенные в России.
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торговых путей (Великий шелковый путь, путь «из варяг 
в греки»), проходивших через территорию России. 

Субклада Aust94 получила свое название по штамму 
B. anthracis, выделенному в Австралии в 1994 г. В нее вхо-
дит, кроме него и штаммов из Грузии и Азербайджана, изо-
лят из Индии. Это соответствует предположению о завозе 
B. anthracis в Австралию существовавшим торговым мор-
ским путем из Индии и данным о принадлежности многих 
штаммов из Грузии к этой группе [15].

В кластер B.Br.001/002 основной клады B вошло несколько 
штаммов, выделенных в Сибири, на Северном Кавказе и в 
европейской части России, а также штамм из Южной Кореи. 
Интересно происхождение штамма B. anthracis 1, выделенно-
го на Украине от больного, заразившегося сибирской язвой в 
результате контакта с шерстью, импортированной из 
Эфиопии, который входит в один кластер с еще 4 штаммами 
африканского происхождения в группе A.Br.005/006. 

Таким образом, установлена хронология формирования 
главных филогенетических линий возбудителя сибирской 
язвы и постулировано предположение об происхождении и 
распространении штаммов с территории азиатской части 
России. Линия С является самой малочисленной линией 
B. anthracis. Штаммы, вошедшие в нее, были изолированы на 
территории США. Согласно историческим данным, период 
около 9700 (+/- 99) лет до н.э. относят к позднему дриасу – гра-
нице между плейстоценом и голоценом. По мнению истори-
ков, в это время практически завершилась миграция предков 
современных индейцев из Азии в Америку. Меж дународная 
группа исследователей (в которую входили сотрудники 
Института цитологии и генетики СО РАН) пришла к выводу, 
что генетической родиной первых американцев следует счи-
тать Алтай [16]. Оттуда, по всей видимости, вышли предки 
индейцев (а также, вероятно, чукчей, коряков и др.), расселив-
шиеся по Сибири и в конечном итоге добравшиеся до 
Америки. Одним из предполагаемых путей переселения счи-
тается так называемый «Берингийский мост» – древний широ-
кий перешеек между Америкой и Азией на месте нынешнего 
Берингова пролива, исчезнувший более 12 тыс. лет назад. 
Вероятно, что предки нынешних штаммов B. anthracis, принад-
лежащих к линии С, были занесены на территорию Северной 
Америки именно в этот период. Причина того, что эта линия не 
получила распространения, остается не выясненной. 

Полученные данные позволяют также в дальнейшем 
определить региональные генетические маркеры, анализ 
которых в сопоставлении с соответствующей базой данных 
даст возможность в ходе эпидемиологического расследова-
ния установить происхождение штаммов, вызвавших вспыш-
ку сибирской язвы. 
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О живление интереса микробиологов к идентификации 
стафилококков вызвано расширением видового соста-

ва данного рода, и бесспорно доказана патогенетическая 
роль не только коагулазоположительных, но и коагулазо-
отрицательных стафилококков (КОС) [1].

S. aureus остается одним из важнейших возбудителей 
инфекций человека, вызывая широкий спектр заболеваний: 
от легких и средней тяжести поражений кожи и мягких тка-
ней до угрожающих жизни пневмонии, сепсиса, септикопие-
мии и синдрома токсического шока. Золотистый стафило-
кокк способен поражать практически любой орган и ткань 
в организме. Это связано с адгезивными свойствами, 
т.е. способностью прикрепляться к клеткам тканей орга-

низма. Политропность S. aureus выражена способностью 
вызывать гнойно-воспалительные процессы в любой части 
организма.

Инфекции, вызванные коагулазоотрицательными стафи-
лококками, развиваются чаще всего у ослабленных больных 
со сниженной иммунологической защитой, у новорожден-
ных, онкологических больных, при длительной антибактери-
альной терапии.

Эпидермальный коагулазоотрицательный стафилококк 
служит причиной нозокомиального сепсиса и пневмоний у но-
ворожденных, осложнений после кардиологических операций, 
может быть возбудителем менингита, воспалительных забо-
леваний мочеполового тракта у ослабленных больных [2].
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Сапрофитный стафилококк обнаруживается в слизистой 
среде мочеиспускательного канала, провоцирует развитие 
цистита и дизурических расстройств, реже – пиелонефрита 
и эндокардита.

Все эти факторы создают необходимость лабораторного 
контроля в разных областях производства, медицинских 
учреждений, различных объектов в санитарной и клиниче-
ской микробиологии.

Актуальность совершенствования методических подхо-
дов к идентификации стафилококков связана с расширени-
ем видового состава данного рода и увеличивающимся 
значением в патогенезе различных заболеваний, что отно-
сится не только к коагулазоположительным, но и коагула-
зоотрицательным стафилококкам. 

При определении таксономического положения выделен-
ных клинически значимых стафилококков основным являет-
ся бактериологический метод. Этот метод включает в себя 
использование накопительных и элективных питательных 
сред и создание условий культивирования для преимуще-
ственного накопления в культуре нужных форм микробов, 
способы получения чистых культур из отдельных колоний 
или клеток микроорганизмов [3].

Организация профилактики стафилококковых инфекций 
и изучение путей их распространения невозможны без 
микро биологических исследований и во многом зависят от 
высокого качества работы лаборатории. 

Получение корректных данных возможно только при гра-
мотном выполнении всех звеньев бактериологического ис-
следования: от взятия клинического материала, транспорти-
ровки его в бактериологическую лабораторию, идентифи-
кации возбудителя до определения его чувствительности 
к антибиотикам и интерпретации полученных результатов.

Выделение чистой культуры проводят с учетом ее культу-
ральных особенностей. Стафилококковая инфекция облада-
ет свойствами галофильности, т.е. способностью расти 
в присутствии высоких концентраций хлористого натрия. 
Для выделения стафилококков из исследуемого материала 
используют элективно-солевой агар, маннитол-агар (пита-
тельная среда № 10), cтафилококк-агар [4].

Питательные среды для выделения стафилококков долж-
ны в соответствии с заявленными в нормативной докумен-

тации показателями качества давать достоверные и сопо-
ставимые результаты. 

На всех питательных средах для выделения стафилокок-
ков были изучены культурально-морфологические свойства 
коагулазоположительных тест-штаммов S. aureus и микро-
бов-ассоциантов с целью сравнения результатов, получен-
ных на неселективной питательной среде. Посев тест-штам-
мов осуществлялся на среды с соблюдением условия рав-
нозначности. Посевы инкубировались при температуре 
37 ± 1°С в течение 44–48 ч с последующей визуальной оцен-
кой ростовых и ингибирующих свойств питательных сред 
по количеству, диаметру и морфологии колоний. 

Результаты биологического контроля качества питатель-
ных сред для выделения стафилококков представлены 
в таб лице.

Из таблицы видно, что среды ФБУН ГНЦ ПМБ для выде-
ления стафилококков обеспечивают хорошие ростовые 
свойства стафилококков и ингибирующий эффект по отно-
шению к отдельным видам микроорганизмов. При учете ро-
стовых свойств питательных сред отмечено, что селектив-
ные свойства всех питательных сред для выделения стафи-
лококков по количеству выросших колоний тест-штаммов 
S. aureus не уступают питательному агару, что свидетель-
ствует о высокой чувствительности сред. 

На обычных плотных питательных средах (ГРМ-агар, 
МПА, питательная среда №1) стафилококки образуют не-
прозрачные, круглые (2–4 мм в диаметре) ровные колонии, 
окрашенные в цвет липохромного пигмента (кремовый, жел-
тый, оранжевый) (рис. 1, 2). 

Стафилококки обладают высокой биохимической актив-
ностью [5], образуют различные ферменты, во многом 
определяющие патогенность. Каталазоположительны 
(рис. 3), оксидазоотрицательны, углеводы ферментируют до 
кислоты без газа, разжижают желатин с образованием во-
ронки, не продуцируют сероводород. По наличию коагулазы 
делятся на две группы: коагулазоположительные и коагула-
зоотрицательные.

Рост S. epidermidis и S. aureus «Виотко» на питательной 
среде для выделения стафилококков (Стафилококк-агар) 
производства ФБУН ГНЦ ПМБ представлен на рис. 4, А, Б. 
Стафилококк-агар обеспечивает рост стафилококков через 

Рис. 1. Наличие пигментов S. aureus ATCC 
6538-P и S. aureus Wood-46 на питатель-
ной среде ГРМ-агар (ФБУН ГНЦ ПМБ).

Рис. 2. Рост тест-штамма S. aureus ATCC 
6538-P на питательной среде №1 ГРМ.

Рис. 3. Тест на каталазу S. aureus.
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Таблица. Характеристика питательных сред для выделения стафилококков по биологическим показателям

№ 
п/п

Тест-штаммы, 
разведение

Агар Байрд–Паркера  
с добавлением 2%-го 
раствора теллурита 
калия и желточной 

эмульсии

Агар Фогеля–Джонсона 
с добавлением 2%-го 
раствора теллурита 

калия

Питательная среда для 
выделения 

стафилококков 
(Стафилококк-агар) 

Питательная среда  
№ 10 ГРМ для 

идентификации 
Staphylococcus aureus

Питательная среда для 
культивирования и 

подсчета общего числа 
бактерий (питательная 

среда № 1 ГРМ)
Результаты биологического контроля (количество, диаметр колоний, морфология)

1. S. aureus «Виотко» 
10–6

40 
2,0–3,0 

черного цвета, 
лецитиназная 
активность +

46 
2,5–3,0 

черного цвета, 
окруженные желтой 

зоной

42 
2,0–4,0 

выпуклые, блестящие, 
непрозрачные со 
светло-желтым 

оттенком 

43 2,
0–4,0 

выпуклые, золотисто-
желтого цвета, 

окруженные желтыми 
зонами

45 
2,5–4,0 

непрозрачные, 
блестящие, с ровными 

краями

2. S. aureus Wood-46 
10–6

48 
1,5–2,5 

черного цвета, 
лецитиназная 
активность +

50 
1,5–2,5 

черного цвета, 
окруженные желтой 

зоной

45 
1,5–2,5 

выпуклые, блестящие, 
непрозрачные со 
светло-желтым 

оттенком 

50 
1,5–2,0 

выпуклые, золотисто-
желтого цвета, 

окруженные желтыми 
зонами

50 
2,5–3,0 

непрозрачные, 
блестящие, с ровными 

краями

3. S. aureus 6538-P 
10–6

51 
1,5–2,5 

черного цвета, 
лецитиназная 
активность +

56 
1,5–2,5 

черного цвета, 
окруженные желтой 

зоной

55 
1,5–2,5 

выпуклые, блестящие, 
непрозрачные со 
светло-желтым 

оттенком 

50 
1,5–2,0 

выпуклые, золотисто-
желтого цвета, 

окруженные желтыми 
зонами

50 
2,5–3,0 

непрозрачные, 
блестящие, с ровными 

краями 

4. S. aureus 
«Лоссманов» 
10–6

59 
1,5–2,5 

черного цвета, 
лецитиназная 
активность +

51 
1,5–2,5 

черного цвета, 
окруженные желтой 

зоной

54 
1,5–2,5 

выпуклые, блестящие, 
непрозрачные со 
светло-желтым 

оттенком 

58 
1,5–2,0 

выпуклые, золотисто-
желтого цвета, 

окруженные желтыми 
зонами

56 
2,5–3,0 

непрозрачные, 
блестящие, с ровными 

краями

5. S. aureus 25923 
10–6

49 
1,5–2,5 

черного цвета 
лецитиназная 
активность +

47 
1,5–2,5 

черного цвета, 
окруженные желтой 

зоной

46 
1,5–2,5 

выпуклые, блестящие, 
непрозрачные со 
светло-желтым 

оттенком 

49 
1,5–2,0 

выпуклые, золотисто-
желтого цвета, 

окруженные желтыми 
зонами

48 
2,5–3,0 

непрозрачные, 
блестящие, с ровными 

краями

6. S. aureus 
АТСС 700699 
10–6

48 
1,5–2,5 

черного цвета, 
лецитиназная 
активность +

50 
1,5–2,5 

черного цвета, 
окруженные желтой 

зоной

45 
1,5–2,5 

выпуклые, блестящие, 
непрозрачные со 
светло-желтым 

оттенком 

50 
1,5–2,0 

выпуклые, золотисто-
желтого цвета, 

окруженные желтыми 
зонами

50 
2,5–3,0 

непрозрачные, 
блестящие, с ровными 

краями

7. S. aureus АТСС 
700699 BАА-1707 
10–6

51 
1,5–2,5 

черного цвета, 
лецитиназная 
активность +

51 
1,5–2,5 

ерного цвета, 
окруженные желтой 

зоной

45 
1,5–2,5 

выпуклые, блестящие, 
непрозрачные со 
светло-желтым 

оттенком 

50 
1,5–2,0 

выпуклые, золотисто-
желтого цвета, 

окруженные желтыми 
зонами

52 
2,5–3,0 

непрозрачные, 
блестящие, с ровными 

краями

8. S. aureus АТСС 
700699 BАА-1720 
10–6

46 
1,5–2,5 черного 

цвета, лецитиназная 
активность +

47 
1,5–2,5 

черного цвета, 
окруженные желтой 

зоной

45 
1,5–2,5 

выпуклые, блестящие, 
непрозрачные со 
светло-желтым 

оттенком 

44 
1,5–2,0 

выпуклые, золотисто-
желтого цвета, 

окруженные желтыми 
зонами

45 
2,5–3,0 

непрозрачные, 
блестящие, с ровными 

краями

9. P. mirabilis 3177 
10–4

коричневого цвета в 
R-форме

Отсутствие роста Отсутствие роста Точечные колонии при 
отсутствии роения

Сплошной рост, роение

10. P. aeruginosa 27/99 
10–4

Отсутствие роста Отсутствие роста Отсутствие роста Отсутствие роста Сплошной рост, сине-
зеленый пигмент

11. E. coli ATCC 25922 
10–4

Отсутствие роста Отсутствие роста Отсутствие роста Отсутствие роста Сплошной рост

12. S. typhimurium 79 
10–4

Отсутствие роста Отсутствие роста Отсутствие роста Отсутствие роста Сплошной рост

13. E. faecalis ATCC 
19433 (NCTC 775) 
10–4

Отсутствие роста Отсутствие роста Отсутствие роста Отсутствие роста Сплошной рост

14. E. coli 3912/41 
(О55:K59) 
10–4

Отсутствие роста Отсутствие роста Отсутствие роста Отсутствие роста Сплошной рост

15. P. vulgaris HX 19 222 
10–4

Колонии коричневого 
цвета в R-форме

Отсутствие роста Круглые прозрачные 
колонии диаметром 
менее 0,5 мм при 
отсутствии роения

Точечные колонии при 
отсутствии роения

Сплошной рост роение

16. B. subtilis 6633 
10–4

Отсутствие роста Отсутствие роста Отсутствие роста Отсутствие роста Сплошной рост
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48 ± 2 ч инкубации при температуре 37 ± 1°С и полностью 
подавляет рост эшерихий и синегнойной палочки.

В схемах исследования на присутствие патогенного ста-
филококка с плотных селективных сред пересевают прежде 
всего колонии, дающие положительную лецитовителлазную 
реакцию (образование радужного венчика) (рис. 5). Такая 
реакция патогенных стафилококков (лецитиназный тест) 
проявляется в способности расщеплять яичный желток 
в средах с желточной эмульсией.

При отсутствии на чашках таких колоний дальнейшему 
исследованию подвергаются пигментированные колонии, 
схожие по морфологии со стафилококком. При одновремен-
ном наличии на чашках колоний стафилококка, отличаю-
щихся по пигменту, следует пересевать не менее двух коло-
ний различного вида [4].

Для селективного обнаружения патогенных маннитпо-
ложительных стафилококков, идентификации стафило-
кокков при контроле микробной загрязненности несте-
рильных лекарст венных средств по признаку фермента-
ции маннита, а так же при проведении исследований в 
санитарной и клинической микробиологии рекомендуется 
к использованию питательная среда №10 и агар Фогеля–
Джонсона [4, 6]. 

Золотисто-желтые колонии, окруженные желтыми зона-
ми, на питательной среде №10 свидетельствуют о наличии 
S. aureus. На рис. 6 представлен рост тест-штамма S. аureus 
FDA 209-P (ATCC 6538-P) на питательной среде № 10 ГРМ 
производства ФБУН ГНЦ ПМБ и на этой же среде с добавле-
нием желточной эмульсии (радужный венчик).

Для микробиологического контроля продуктов питания 
может быть использован готовый к применению маннит-
солевой агар, разлитый в чашки Петри. 

С целью внедрения в ГНЦ ПМБ технологии по произ-
водству готовых питательных сред была установлена экс-
периментальная линия по розливу питательных сред в 
чашки Петри. Все сухие питательные среды, производи-
мые в ГНЦ ПМБ, выпускаются в соответствии с утверж-
денной документацией и имеют определенные физико-
химические и био логические показатели. Технология из-
готовления готовых питательных сред позволяет полно-
стью сохранить требуемые показатели, а также значи-
тельно сокращает общее время для анализа (питательные 
среды приготовлены и отконтролированы на предприятии-
изготовителе).

Поэтому при внедрении новой технологии и проведении 
мониторинга в перечень наиболее значимых питательных 

Рис. 4. А – рост тест-штамма S. epidermidis на Стафилококк-агаре (ФБУН ГНЦ ПМБ); 
Б – рост тест-штамма S. aureus «Виотко» на Стафилококк-агаре (ФБУН ГНЦ ПМБ).
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Рис. 5. Положительная лецитовителлазная 
реакция при росте на Стафилококк-агаре 
с добавлением желточной эмульсии.

Рис. 6. А – рост тест-штамма S. аureus FDA 209-P (ATCC 6538-P) на питательной среде 
№10 ГРМ (ФБУН ГНЦ ПМБ); Б – лецитиназный тест S. аureus FDA 209-P на питательной 
среде №10 ГРМ (ФБУН ГНЦ ПМБ) с добавлением желточной эмульсии.

А Б

Рис. 7. Биологический контроль тест-штам-
ма S. аureus FDA 209-P (ATCC 6538-P) на 
маннит-солевом агаре.
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сред вошли и среды для выделения 
стафилококков. На рис. 7 представлен 
маннит-солевой агар, разлитый на мо-
дуле в чашки Петри, и результаты про-
веденного биологического контроля на 
примере посева тест-штамма S. аureus 
FDA 209-P (ATCC 6538-P).

В настоящее время ассортимент 
дифференциальных, элективных и 
накопительных сред, предложенных 
для выяв ления стафилококков, весь-
ма значителен и продолжает расши-
ряться. 

Для выделения стафилококков из 
клинического материала используются 
высокоселективные питательные 
среды, в том числе агар Фогеля–
Джонсона (Vogel-Johnson Agar Medium) 
[7]. Отечественная «Основа агара 
Фогеля–Джон сона» после внесения 
2%-го раствора теллурита калия ис-
пользуется для проведения бактерио-
логического исследования клиниче-
ского материала, предположительно 
инфицированного стафилококками, с 
целью выделения возбудителя стафи-
лококковой инфекции и идентифика-
ции его принадлежности к патогенным 
маннитположительным стафилокок-
кам. Ферментирующие маннит стафи-
лококки образуют на среде черные ко-
лонии (реакция восстановления теллу-
рита до металлического теллура), 
окруженные желтой зоной (рис. 8), не 
ферментирующие маннит – черные ко-
лонии без пожелтения среды вокруг. 
Хлорид лития и теллурит калия подав-
ляют рост большинства сопутствую-
щих микроорганизмов.

Основа агара Байрд-Паркера с до-
бавлением эмульсии яичного желтка и 
2%-го раствора теллурита калия ис-
пользуется для приготовления пита-
тельной среды – Агара Байрд-Паркера 
[8, 9]. Среда предназначена для вы-
деления и учета коагулазоположи-
тельных стафилококков в пищевых 
продуктах, фармацевтических и кос-
метических продуктах, экологических 
пробах и других образцах, а также для 
проведения бактериологического ис-
следования клинического материала, 
предположительно инфицированного 
стафилококками, с целью выделения 
возбудителя стафилококковой инфек-
ции и идентификации его принадлеж-
ности к патогенным стафилококкам 
по признаку проявления лецитиназ-
ной актив ности.

Рис. 8. Рост S. аureus Wood-46 на агаре Фогель Джонсона.

Рис. 9. Рост S. aureus на агаре Байрд-Паркера (ФБУН ГНЦ ПМБ).

Рис. 10. А – рост тест-штамма S. aureus «Виотко» на тиогликолевой среде (ФБУН ГНЦ 
ПМБ) через 24 ч инкубации; Б – рост тест-штамма S. aureus «Виотко» на тиогликолевой 
среде (ФБУН ГН Ц ПМБ) через 48 ч инкубации.

А Б
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Глицин и пируват натрия стимулируют рост стафилокок-
ков. Хлорид лития и теллурит калия подавляют рост боль-
шинства сопутствующих микроорганизмов, не влияя на рост 
стафилококков. После добавления желтка среда становится 
желтой и непрозрачной. Яичная эмульсия является субстра-
том, необходимым для определения лецитиназы. Стафи ло-
кокки образуют колонии черного цвета в связи с восстанов-
лением теллурита калия до теллура. Реакция с яичным 
желтком и восстановление теллурита протекают одновре-
менно с действием коагулазы и поэтому могут служить ее 
показателем. Рост S. aureus на агаре Байрд-Паркера (ФБУН 
ГНЦ ПМБ) представлен на рис. 9.

После инкубации у выделенных штаммов проверяют мор-
фологию, тинкториальные свойства (окраска по Граму) и 
наличие плазмокоагулирующей активности в реакции плаз-
мокоагуляции (РПК) [4].

Одним из основных дифференци-
альных признаков стафилококков, 
имеющих медицинское значение, явля-
ется способность к росту в анаэробных 
условиях – на тиогликолевой среде. 
Эта среда может применяться и для 
исследования материала, мало конта-
минированного стафилококками.

В тиогликолевой среде при росте 
тест-штамма S. aureus наблюдается об-
разование отдельных колоний (тяжей) 
через 24 ч инкубации и через 48 ч ин-
кубации с прозрачной зоной в верхней 
части столбика [3] (рис. 10, А, Б). 

На кровяном агаре большинство па-
тогенных видов стафилококков обра-
зуют зону гемолиза вокруг колонии 
(β-гемолиз) (рис. 11).

Для выращивания стафилококков 
при контроле микробной загрязненно-
сти нестерильных лекарственных 
средств и других объектов, а также при 
проведении исследований в санитар-
ной и клинической микробиологии ис-
пользуется питательная среда №8 ГРМ 
(рис. 12). Сбалансированный состав 
среды обеспечивает питательные по-
требности для характерного роста S. 
aureus в виде диффузного помутнения 
среды через 21±3 ч при температуре 
культивирования 33 ± 2°С. Пита-
тельная среда высокочувствительна и 
обеспечивает рост стафилококков при 
посеве из разведения 10–8 (рис. 12). 

Показатель КМАФАнМ характеризу-
ет качество, свежесть и безопасность 
продуктов питания, а также позволяет 
оценивать уровень санитарно-гигие ни-
ческих режимов на производстве, 
условий хранения и транспортировки 
продукта. Среда КМАФАнМ производ-
ства ФБУН ГНЦ ПМБ предназначена 
для определения общей бактериаль-

ной обсеменен ности пищевых продуктов, фармацевтиче-
ских и косме ти ческих продуктов, воды, объектов окружаю-
щей и производственной сре ды. При определении специфи-
ческой активности среды рост тест-штаммов S. aureus АТСС 
6538-Р обнаруживается в виде круглых, слегка выпуклых, с 
ровными краями колоний, диаметром 1,5–2,0 мм (рис. 13). 
На рис. 14 представлен рост стафилококков при посеве глу-
бинным методом с использованием среды КМАФАнМ произ-
водства ФБУН ГНЦ ПМБ.

С каждым годом проблема резистентности бактериаль-
ных возбудителей инфекции различной локализации ста-
новится все более значимой [10]. Такая ситуация делает 
необходимым использование этиотропного принципа на-
значения антибактериальной терапии. Этиотропное назна-
чение антибиотиков преполагает не только выделение воз-
будителя инфекции из клинического материала, но и 

Рис. 11. А – наличие гемолитической активности при росте тест-штамма S. aureus FDA 
209-P (ATCC 6538-P) на среде АГВ (ФБУН ГНЦ ПМБ) с добавлением крови; Б – наличие 
гемолитичес кой активности при росте тест-штамма S. aureus 7776 на ГРМ-агаре (ФБУН 
ГНЦ ПМБ) с добавлением крови.

А Б

Рис. 12. S. aureus АТСС 6538-Р, рост на среде №8 ГРМ.
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определение его чувствительности к антибактериальным 
препаратам. Для этих целей используются соответствую-
щие питательные среды. Питательная среда для определе-
ния чувствительности микроорганизмов к антибактериаль-
ным препаратам (агар Мюллера–Хинтон II) производства 
ФБУН ГНЦ ПМБ предназначена для определения чувстви-
тельности микроорганизмов к антибактериальным препа-
ратам (АБП) диско-диффузионным методом (ДДМ) с целью 
определения терапевтической схемы лечения инфекцион-
ных болезней и харак теристики штаммов.

Широкое распространение заболеваний стафилококко-
вой инфекцией связано в первую очередь с интенсивно-
стью циркуляции стафилококков, значительной устойчиво-
стью их во внешней среде и естественным отбором высо-
ковирулентных, полирезистентных к антибактериальным 
препаратам штаммов. Для оценки чувствительности ис-
пользуют специально предназначенные для этой цели 
среды, разрешенные к применению в Российской Феде ра-
ции в установленном порядке. Для определения чувст ви-
тельности ДДМ используют только стандартизированные 
качественные диски [11]. На рис. 15 представлены резуль-
таты определения чувствительности штамма S. aureus 
29213 к антибактериальным препаратам диско-диффу-
зионным методом.

Таким образом, ФБУН ГНЦ ПМБ производит полный 
набор питательных сред для диагностики стафилококковой 
инфекции, для накопления и изучения культуральных и мор-
фологических признаков бактерий стафилококка, а также 
для определения чувствительности микроорганизмов к ан-
тибактериальным препаратам.

Использование вышеуказанных отечественных пита-
тельных сред позволит успешно решать задачи не только 
выявления стафилококковой инфекции, но и своевремен-
ного и эффективного назначения антибактериальной тера-
пии, диаг ностики заболевания, выявления бактерионосите-
лей среди работников детских, лечебных учреждений и 
пищевых объектов, выявления источника заболевания, 
установления факторов передачи инфекции (исследование 
пищевых продуктов, воздуха, зараженных предметов и 
других объектов). 

Литература

1.  Идентификация энтеробактерий и стафилококков. Информационные мате-

риалы. Нижний Новгород, 2007, с. 4. Доступно по: http://www.npods.ru/.

2.  Клиническая лабораторная аналитика. Том IV. Частные аналитические техно-

логии в клинической лаборатории. Под ред. В.В.Меньшикова. М.: Агат-Мед, 

2003, 816 с.

3.  Шепелин АП, Полосенко ОВ, Марчихина ИИ, Шолохова ЛП, Дятлов ИА. 

Питательные среды для выявления стафилококков в клинической и санитар-

ной микробиологии. Биопрепараты. 2015;4:39-43. 

4.  Методические указания МУК 4.2.2942-11. Методы санитарно-бактериоло-

гических исследований объектов окружающей среды, воздуха и контроля 

стерильности в лечебных организациях. 

5.  Кисленко ВН, Колычев НМ, Госманов РГ. Ветеринарная микробиология 

и иммунология. Под ред. проф. В.Н.Кисленко. 4-е изд., перераб. и доп. 

М.: ГЭОТАР-Медиа, 2012, с. 452.

6.  Государственная Фармакопея Российской Федерации XIII. 

7.  Патент Питательная среда для селективного выявления патогенных маннит-

положительных стафилококков. Доступно по: http://www.findpatent.ru/

patent/262/2620965.html.

8.  ГОСТ Р 54674-2011. Мясо птицы, субпродукты и полуфабрикаты из мяса 

птицы. Метод выявления и определения Staphylococcus aureus. 

9.  ГОСТ 30347-2016. Молоко и молочная продукция. Методы определения 

Staphylococcus aureus.

10.  Рудаков НВ. Краткий курс лекций по медицинской микробиологии, вирусо-

логии и иммунологии. Часть 2. Частная микробиология и вирусология. 

Учебное пособие. Омск, 2003, 133 с.

11.  МУК 4.2.1890-04. Определение чувствительности микроорганизмов к анти-

бактериальным препаратам. Методические указания.

References

1.  Identification of Enterobacteriaceae and staphylococcus. Information 

material. Nizhnii Novgorod, 2007, pp. 4. Available at: http://www.npods.ru/ 

(In Russian).

2.  Klinicheskaya laboratornaya analitika. Vol. IV. Chastnye analiticheskie tekhnologii 

v klinicheskoi laboratorii. Edited by V.V.Men'shikov. Мoscow: "Agat-Med" Publ., 

2003, 816 p. (In Russian).

3.  Shepelin AP, Polosenko OV, Marchikhina II, Sholokhova LP, Dyatlov IA.  

Culture media for detection of staphylococci in clinical and sanitary micro-

Рис. 13. Рост тест-штамма S. aureus FDA 
209-P на среде КМАФАнМ (ФБУН ГНЦ 
ПМБ).

Рис. 14. Рост стафилококков на среде 
КМАФАнМ (ФБУН ГНЦ ПМБ).

Рис. 15. Определение чувствительности 
штамма S. aureus 29213 к антибактери-
альным препаратам диско-диффу зи он-
ным методом на агаре Мюллера–Хинтон II 
(производство ФБУН ГНЦ ПМБ).



Выявление стафилококков при использовании современных импортозамещающих питательных сред 

71

biology BIOpreparations. Prevention, Diagnosis, Treatment. 2015;4:39-43. 

(In Russian).

4.  Methodical instructions of FLOURS 4.2.2942-11. Methods of sanitary and 

bacteriological studies of environmental objects, air and sterility control in 

medical organizations. (In Russian).

5.  Kislenko VN, Kolychev NM, Gosmanov RG. Veterinarnaya mikrobiologiya i 

immunologiya. Edited by V.N.Kislenko. Мoscow: "GEOTAR-Media" Publ., 2012, 

pp. 452. (In Russian).

6.  State Pharmacopoeia of the Russian Federation XIII. (In Russian).

7.  Patent Nutrient medium for the selective identification of pathogenic staphylococci 

manipulatively. Available at: http://www.findpatent.ru/patent/262/2620965.html 

(In Russian).

8.  GOST R 54674-2011. Poultry, offal and semi-finished products from poultry. 

Method of detection and determination of Staphylococcus aureus. (In Russian).

9.  GOST 30347-2016. Milk and dairy products. Methods for determining 

Staphylococcus aureus. (In Russian).

10.  Rudakov NV. Kratkii kurs lektsii po meditsinskoi mikrobiologii, virusologii i 

immunologii. Chastnaya mikrobiologiya i virusologiya. Omsk, 2003, 133 p. 

(In Russian).

11.  MUK 4.2.1890-04. Determination of the sensitivity of microorganisms to 

antibacterial drugs. Methodical instructions. (In Russian).

Информация о соавторах:

Сергеева Анна Борисовна, инженер-микробиолог ФБУН  
«Государственный научный центр прикладной микробиологии 
и биотехнологии» Роспотребнадзора
Адрес: 142279, Московская область, Серпуховский район, г.п. Оболенск 
ФБУН ГНЦ ПМБ
Телефон: (4967) 36-0017
E-mail: Shadowwrite@mail.ru

Полосенко Ольга Вадимовна, кандидат биологических наук,  
заведующая сектором микробиологических исследований ФБУН 
«Государственный научный центр прикладной микробиологии 
и биотехнологии» Роспотребнадзора
Адрес: 142279, Московская область, Серпуховский район, г.п. Оболенск 
ФБУН ГНЦ ПМБ
Телефон: (4967) 36-0017
E-mail: polosenko@obolensk.org

Information about co-authors:

Anna B. Sergeeva, engineer-microbiologist, State Research Center for Applied 
Microbiology and Biotechnology
Address: SRCAMB, 142279 Obolensk, Serpukhov district, Moscow region, 
Russian Federation
Phone: (4967) 36-0017
E-mail: Shadowwrite@mail.ru

Olga V. Polosenko, PhD (Biology), chief of microbiological research department,  
State Research Center for Applied Microbiology and Biotechnology
Address: SRCAMB, 142279 Obolensk, Serpukhov district, Moscow region, 
Russian Federation
Phone: (4967) 36-0017
E-mail: polosenko@obolensk.org

Н о в о с т и  н а у к и

Основа агара Фогель–Джонсона сухая

С 2018 года ФБУН ГНЦ ПМБ начал выпуск питательной среды, предназначенной для проведения бактериологического 
исследования клинического материала, предположительно инфицированного стафилококками, с целью выделения возбуди-
теля стафилококковой инфекции и идентификации его принадлежности к патогенным маннитположительным стафилокок-
кам, сухой (Основа агара Фогель–Джонсона).

Основа агара Фогель–Джонсона с внесенным 2% раствором теллурита калия (в комплект поставки не входит) обеспечи-
вает питательные потребности для селективного роста стафилококков, в том числе маннитположительных. 

Хлорид лития и теллурит калия подавляют рост большинства сопутствующих микроорганизмов. Все стафилококки харак-
теризуются наличием фермента – теллуритредуктазы, поэтому образуют колонии черного цвета в связи с восстановлением 
теллурита калия до теллура. Маннит служит дифференцирующим агентом. Способность стафилококков к ферментации 
маннита является важным показателем их патогенности.

Питательная среда зарегистрирована в качестве медицинского изделия и имеет регистрационное удостоверение  
№РЗН 2018/7191 от 23 мая 2018 года.



72

Бактериология, 2018, том 3, №2, с. 72–73
Bacteriology, 2018, volume 3, No 2, p. 72–73 

V Форум Университетской Науки
«Научное медицинское прогнозирование: 

молекулярно-генетические аспекты, 
триггеры патогенеза, ятрогенные влияния»

15 мая 2018 года, в рамках V Форума Университетской Науки, на базе Московского государственного медико-
стоматологического университета имени А.И.Евдокимова прошли три секционных заседания, имеющих отношение 

к проблемам современной микробиологии и эпидемиологии:
•  Научно-практическая конференция и заседание учебно-методической комиссии ФУМО МЗ РФ, посвященные 75-летию 

кафедры микробиологии, вирусологии, иммунологии МГМСУ имени А.И.Евдокимова; 
• Симпозиум «Бактериофаги в современной клинической медицине – “за” и “против”»; 
• Научно-практическая конференция «Избранные вопросы инфекционных болезней». 
Все мероприятия были аккредитованы по системе НМО Министерством образования и науки РФ.

На конференции и заседании учебно-методической комиссии ФУМО МЗ РФ, посвященных 75-летию кафедры микробио-
логии, вирусологии, иммунологии МГМСУ имени А.И.Евдокимова (Председатели: профессор Царёв В.Н., профессор 
Алёшкин А.В.), прозвучали доклады:

В.Н.Царёв
История кафедры микробиологии в зеркале современных научных достижений. 

Е.В.Ипполитов 
Микробные биопленки и проблемы стоматологии.

Учебно-методическая комиссия по микробиологии, вирусологии, иммунологии ФУМО Министерства здравоохранения РФ 
с участием заведующих кафедрами России одобрила новый профессиональный стандарт «Специалист в области микробио-
логии», разработанный рабочей группой и представленный на утверждение в Министерство здравоохранения РФ и 
Министерство высшего образования РФ, обсудила Проект примерной рабочей программы высшего образования по микро-
биологии, вирусологии, иммунологии и оснащение вузов учебной литературой, а также мероприятия по подготовке 
12–13 сентября 2018 г. IV Национального конгресса бактериологов с международным симпозиумом «Микроорганизмы и 
биосфера «MICROBIOS-2018» в г. Омске. 

В работе заседания приняли участие: академик РАН, профессор И.А.Дятлов (Оболенск), профессора В.А.Алёшкин, 
В.Н.Царёв, А.В.Алёшкин (Москва), И.А.Базиков (Ставрополь), А.Н.Евстропов (Новосибирск), А.В.Куяров (Сургут), 
А.Ю.Миронов (Москва), Н.В.Рудаков (Омск), Л.Я.Плахтий (Владикавказ), В.М.Червинец (Тверь), В.О.Пожарская (Ставрополь) 
и другие.

На симпозиуме «Бактериофаги в современной клинической медицине – “за” и “против”» (Председатели: профессор 
Царёв В.Н., профессор Алёшкин А.В.) были представлены следующие доклады.

А.В.Алёшкин 
 Инновационные направления применения бактериофагов: от фагопрофилактики к высокотехнологичной  
медицинской помощи на основе фаготерапии.
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Н.В.Воложанцев 
Литические бактериофаги Klebsiella pneumoniae и их полисахарид-деградирующие ферменты.

Е.О.Рубальский, В.Н.Царёв
Фаготерапия в клинике сердечно-сосудистой, торакальной и трансплантационной хирургии.

В.И.Чувилкин, Е.В.Ипполитов
 Обоснование применения препаратов на основе бактериофагов и лактоферрина для профилактики  
и лечения воспалительных процессов в хирургической стоматологии.

Г.С.Пашкова
Применение фаготерапии в пародонтологии.

К.И.Нестерова 
Современные виды фаготерапии при патологии ЛОР-органов. 

А.В.Летаров
Стратегии инфицирования клеток у бактериофагов: возможны ли фаги широкого спектра?

С.С.Бочкарева, Е.О.Рубальский 
Иммунологические аспекты фаготерапии. 

М.Н.Анурова 
Перспективы разработки современных лекарственных форм с бактериофагами.

На секции «Избранные вопросы инфекционных болезней» (Председатели: академик РАН, профессор Н.Д.Ющук, 
профессор Е.А.Климова) были заслушаны следующие доклады.

Н.Д.Ющук, Е.А.Климова 
ВГВ-инфекция – новый взгляд на привычный исход болезни.

Г.Н.Кареткина 
Листериоз – сто лет изучения.

О.О.Знойко, П.А.Белый 
Социально-экономические предпосылки «раннего» лечения хронического гепатита С. 

Н.Х.Сафиуллина, О.О.Знойко, И.П.Балмасова, Н.Д.Ющук 
 Фиброэластометрия печени с функцией CAP™ – роль в диагностике, прогнозе и тактике ведения  
больного хроническим гепатитом С.

П.А.Белый, Т.Н.Маркова, О.О.Знойко
Диабет 2 типа и хронический гепатит С – клинико-патогенетические параллели.

С.А.Михнева, Ю.В.Мартынов 
Эпидемиологические особенности и клинический полиморфизм инфекционного мононуклеоза.

О.В.Добронравова, С.Л.Максимов
Диагностика туберкулеза у больных ВИЧ-инфекцией с помощью LAM- теста.

П.Г.Филиппов, О.Л.Тимченко, О.Л.Огиенко, Д.А.Рево 
Острая ВИЧ-инфекция: особенности течения и диагностики на современном этапе.

Форум Университетской науки успешно завершил свою работу традиционной конференцией «День молодежной науки 
МГМСУ» 19 мая 2018 г. под председательством ректора МГМСУ, члена-корреспондента РАН, профессора О.О.Янушевича 
и проректора по науке Е.А.Вольской.
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Исторический очерк к 75-летию кафедры 
микробиологии, вирусологии, иммунологии 
Московского государственного  
медико-стоматологического университета 
имени А.И.Евдокимова

А нализируя биографии ученых-бактериологов начала 
XX века, удивляешься, насколько многообразны были 

взаимодействия разных учреждений и разных, тогда еще 
только формирующихся научных школ. Ярким примером 
этого явилась личность профессора Петра Фёдоровича 
Беликова (1892–1961 гг.), который начал работать в Госу-
дарственном институте стоматологии и одонтологии (ГИСО) 
с 1923 г. С его именем связано создание химико-бактерио-
логической лаборатории в 1923 г., а затем – выделение 
кафедры микробиологии как структурной единицы ГИСО 
в 1943 г. Хотя преподавание микробиологии как самостоя-
тельной дисциплины для студентов в ГИСО начал профес-
сор М.Л.Капусто в начале 40-х годов. 

П.Ф.Беликов родился в Москве 23 июня 1892 г., в районе, 
исторически связанном с нашим университетом, – семья 
жила в д. 33 (ныне Долгоруковская ул.), а затем – на Пиме-
новской, д. 38 (ныне Краснопролетарская ул.). В 1914–16 гг. 
служил в царской армии, затем закончил Медицинский 
универ ситет, был принят бактериологом в Институт 
им. Г.Н.Габричевского и на должность ассистента кафед-
ры микробиологии Первого Медицинского университета, 
которая тогда базировалась в прозектуре Ново-Екате ри-
нинской больницы у Петровских ворот. Далее одновремен-
но работал санитарным врачом Московской городской упра-
вы по Сущёвскому, Мариинскому и Крестовскому районам 
до 1923 г., когда был приглашен на работу в ГИСО.

Уже в 1927 г. на итоговой научной сессии ГИСО прозвуча-
ли доклады П.Ф.Беликова и его сотрудников – В.Ф.Гроссе, 
О.Г.Кюзель, Е.М.Приказчиковой, Б.И.Мигунова, в которых 
были заложены физико-химические, биохимические и мик ро-
биологические подходы к изучению кариеса зубов и пародон-
тоза. Пётр Фёдорович значительную часть своей деятель-
ности посвятил стоматологии, принимал активное участие 
в издании журнала «Одонтология и стоматология». Длитель-
ный период времени проф. П.Ф.Беликов работал вместе 
с ректором ММСИ А.И.Евдокимовым, занимая должность 
проректора по учебно-научной работе. П.Ф.Беликову при-
надлежит свыше 60 работ, третья часть которых посвящена 
микробиологии полости рта. 

В этот период времени П.Ф.Беликов также являлся зам. 
директора по науке Научно-исследовательского института 
вакцин и сывороток им. И.И.Мечникова, где он активно ра-
ботал над решением проблем детских инфекций – дифте-
рии, кори, скарлатины, паротита, детских пневмоний, грип-
па, полиомиелита. В 1930 г. он был арестован по делу 
врачей-микробиологов вместе с другими сотрудниками 
НИИВС им. И.И.Мечникова и в 1931 г. сослан в Казахстан. 
Находясь в ссылке, вместе с микробиологами из Ленинграда, 
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Сталинграда и других городов России организовали кафе-
дру микробиологии Казахского медицинского института. 
Работали над производством осповакцины и дифтерийного 
анатоксина. После возвращения из ссылки, в 1934 г., 
П.Ф.Беликов организовал лабораторию клинической микро-
биологии в МОНИКИ им. Владимирского.

С 1943 г. по 1961 г. П.Ф.Беликов – заведующий кафедрой 
микробиологии Московского стоматологического института 
(МСИ), а в 1947 г. он принимает приглашение ректора 
Г.Н.Белецкого занять должность проректора по научно-
учебной работе, которым является до 1955 г. До конца своих 
дней ведет активную педагогическую и общественную рабо-
ту. Являясь членом Ученого Совета Министерства здравоох-
ранения России и Правления общества микробиологов, 
профессор П.Ф.Беликов внес значительный вклад в органи-
зацию здравоохранения и микробиологической лаборатор-
ной службы в стране и фактически создал бактериологиче-
скую службу в отечественной стоматологии. 

Доктор медицинских наук Лидия Николаевна Ребреева 
(род. 1907) исполняла обязанности заведующей кафедрой 
микробиологии с 1961 г. по 1964 г. Выпускница Ленин град-
ского медицинского института, в 30-е годы по распределе-
нию работала врачом в Казахстане. По возвращению защи-
тила кандидатскую диссертацию и в 1939 г. была принята на 
работу ассистентом кафедры микробиологии МСИ. 

В годы Великой Отечественной войны работала бакте-
риологом Военно-Полевого госпиталя, а затем вернулась 
на кафедру. Имеет правительственные награды. Работала 
ассистентом, затем – доцентом кафедры. В трудный для 
коллектива период, в начале 60-х, исполняла обязанности 
заведующей кафедрой микробиологии МСИ. Под ее руко-
водством проводились интереснейшие исследования в об-
ласти микрофлоры полости рта, развивались концепции 
микробной этиологии кариеса зубов, одонтогенной инфек-
ции, дисбактериоза и другие актуальные вопросы стома-
тологии.

В одном из древних манускриптов сказано: «Если хочешь 
получить совет, какой образ жизни тебе подходит, надо об-

ращаться к врачу не только опытному, но и ученому, прони-
цательному и мыслящему, ибо прописать несколько рецеп-
тов легче, чем определить правило жизни для каждого». 
Л.Н.Ребреева была человеком именно такого плана. Являясь 
не только выдающимся ученым, но и замечательным педа-
гогом, Л.Н.Ребреева определила судьбы своих учеников и 
закрепила приоритет кафедры МСИ в области разработки 
проблем микробиологии полости рта в СССР.

Под руководством Лидии Николаевны в 1962 г. было из-
дано первое и единственное тогда в стране пособие по 
«Микробиологии полости рта для студентов стоматологиче-
ских факультетов». Классические научные исследования 
Л.Н.Ребреевой, ее докторская диссертация определили 
новое научное направление в России – анаэробную микро-
биологию полости рта. Л.Н.Ребреева написала главу 
«Микробиология полости рта» в Руководстве по стоматоло-
гии под ред. чл.-корр. АМН СССР А.И.Евдокимова – осно-
вателя советской системы стоматологической службы. 
В 1968 г. Л.Н.Ребреева защитила диссертацию доктора 
меди цинских наук по микробиологии одонтогенной инфек-
ции. После ухода из МСИ длительное время работала в бак-
териологической лаборатории ЦНИИС.

Доктор медицинских наук, профессор Владимир 
Иванович Сачков (1924–1977 гг.) являлся заведующим 
кафед рой микробиологии Московского медицинского стома-
тологического института им. Н.А.Семашко (ММСИ), как стал 
тогда называться вуз, с 1965 по 1973 гг. В.И.Сачков родился 
в Ростове-на-Дону. В 1943 г. – курсант Гурьевского пехотно-
го училища средних командиров. В действующей армии был 
до мая 1943 г., когда демобилизовался в связи с тяжелым 
ранением. В 1944 г. поступил в Астраханский медицинский 
институт, затем переехал в г. Москву, где окончил Московский 
медицинский институт (1945 г.). Закончил аспирантуру 
Института экспериментальной патологии и терапии рака 
АМН СССР, защитил кандидатскую диссертацию «К имму-
нологии метастазирования». До 1965 г. работал старшим 
научным сотрудником Института ревматизма АМН СССР. 
В 1962 г. защитил докторскую диссертацию «Иммуно-

Лидия Николаевна Ребреева Владимир Иванович Сачков Иван Иванович Олейник
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логические методы изучения ревматизма и других коллаге-
новых болезней».

С 1965 г. под руководством Владимира Ивановича проис-
ходит расширение штатного состава сотрудников кафедры 
микробиологии ММСИ им. Н.А.Семашко, впервые появля-
ются аспиранты. Количество преподавателей с 3 человек 
(1963 г.) возрастает до 11 (1972 г.). Под руководством 
В.И.Сачкова были успешно защищены две кандидатские и 
одна докторская диссертации. На кафедре силами сотруд-
ников был создан большой фонд диапозитивов и других де-
монстрационных материалов для студентов. Основное на-
правление научной работы кафедры в тот период – изуче-
ние роли микрофлоры в полости рта, особенно стрептокок-
ков и стафилококков. За этот период сотрудниками кафедры 
было опубликовано более 70 научных работ. 

Широкую известность получила монография В.И.Сачкова 
«Антигенные свойства сывороточных белков при некоторых 
коллагеновых болезнях» (1969 г.). На кафедре начал актив-
ную работу научный студенческий кружок, члены которого 
выступали на общеинститутских и на Всероссийских конфе-
ренциях. Одна из учениц В.И.Сачкова – А.Г.Пономарёва 
в настоящее время является доктором мед. наук, профессо-
ром. Проводит исследования в области патогенеза гомо- и 
эндотоксикозов, спортивной медицины и восстановительной 
медицины, фитотерапии. В.И.Сачковым подготовлено 2 док-
тора и 40 кандидатов медицинских наук. После ухода из 
ММСИ им. Н.А.Семашко заведовал лабораторией функцио-
нальных методов исследования Института питания АМН 
СССР.

Доктор медицинских наук, профессор Иван Иванович 
Олейник (1932–1991 гг.) – выпускник, а затем препода-
ватель Военно-медицинской Академии им. С.М.Кирова 
в г. Ленинграде. С 1973 по 1991 гг. И.И.Олейник возглавлял 
кафедру микробиологии Московского медицинского стома-
тологического института им. Н.А.Семашко. 

Обладая кипучей энергией, Иван Иванович проявил себя 
не только как выдающийся ученый-педагог, замечательный 
лектор, но и как прекрасный организатор. Длительное время 
он являлся главным редактором многотиражной газеты 
ММСИ, был членом ряда Ученых Советов по микробиологии 
и иммунологии (при 1 ММИ, НИИВС и ММСИ), членом редак-
ционной коллегии центрального журнала «Стоматология». 
Под его руководством значительно улучшилась материаль-
ная база кафедры, установлена селекторная связь, были 
внедрены современные методы иммунолюминесцентной 
микроскопии и иммуноферментного анализа. 

С 1983 г. кафедра микробиологии, как режимное в сани-
тарном плане учреждение, расположена в отдельном корпу-
се. С 1973 по 1992 гг. под руководством И.И.Олейника было 
опубликовано 5 монографий и более 100 научных работ. 
Под руководством И.И.Олейника выполнено 4 докторских и 
более 20 кандидатских диссертаций. Приоритетным направ-
лением кафедры было определено изучение микробиологии 
и иммунологии ротовой полости. Под его руководством про-
ведена одна из первых отечественных работ по расшиф-
ровке антигенной структуры кариесогенного вида стрепто-
кокков – Streptococcus mutans и были получены монорецеп-
торные сыворотки для идентификации сероваров (Давы до-
ва М.М., Покровский В.Н., Спиранде И.В., Тарадайко И.В.). 

Известны также исследования И.И.Олейника и его учеников 
в области пульмонологии, стафилококковой инфекции и 
клинической иммунологии (Пономарёва А.Г., Царёв В.Н.). 
В 1990 г. вышла в свет ключевая монография по вопросам 
биологии ротовой полости под редакцией Е.В.Боровского и 
В.А.Леонтьева, в которой главу по микробиологии полости 
рта в норме и при патологических состояниях зубо-челюстной 
системы написал И.И.Олейник. Это было первое отечест-
вен ное издание такого рода. В 2001 г. монография «Биоло-
гия полости рта» была переиздана. 

Под руководством И.И.Олейника сложился современный 
коллектив кафедры микробиологии МГМСУ, включающий 
опытных педагогов и ученых – профессоров Е.А.Кузнецова, 
В.Н.Покровского, М.М.Давыдову, В.Н.Царёва, доцентов 
Ф.Ф.Волченко, С.И.Тихонову, О.А.Гусеву, Т.И.Графову, 
А.С.Самойленко, И.В.Спиранде, И.В.Тарадайко, Т.Г.Ширко, 
В.И.Чувилкина, А.С.Носика. Ученики Ивана Ивановича – 
О.Г.Крамарь, Т.Г.Козлова, В.Г.Жуховицкий, В.Г.Мельников и 
многие другие работают сегодня в разных университетах, 
научно-исследовательских институтах и бактериологиче-
ских лабораториях страны.

Заведующий кафедрой микробиологии ММСИ 
им. Н.А.Семашко, а затем МГМСУ с 1992 по 2002 г. – доктор 
медицинских наук, профессор Евгений Алексеевич 
Кузнецов (род. 1932 г.) – выпускник Военно-морской меди-
цинской Академии в г. Ленинграде. После окончания акаде-
мии служил в ограниченном контингенте советских войск 
на Кубе. 

После возвращения в Москву работал научным сотрудни-
ком в НИИЭМ им. Н.Ф.Гамалеи. С 1970 г. – старший препо-
даватель, а затем доцент кафедры микробиологии (1976 г.) 
ММСИ им. Н.А.Семашко. Защитил докторскую диссертацию 
по иммунологии коклюша. Имеет более 100 опубликованных 
печатных работ, включая известную статью в иностранной 
печати о проблемных аспектах в перспективных направле-
ниях лечения СПИДа «Two creasy ideas about the treatment 
of AIDS». Энергичный руководитель и неординарный уче-
ный, под руководством которого защищено 5 кандидатских 
и одна докторская диссертация. Специалист в области им-
мунологии коклюша, принимавший участие в создании уби-
той коклюшной вакцины. 

Евгений Алексеевич большое внимание уделял педагоги-
ческой и учебно-методической работе со студентами. Автор 
многочисленных учебных пособий (свыше 20) для студентов 
по микробиологии, вирусологии и иммунологии, Е.А.Кузнецов 
поднял на новый качественный уровень учебно-методическую 
работу на кафедре, впервые применил компьютерные техно-
логии визуализированного тестового контроля при оценке 
знаний студентов. К новаторским печатным работам следу-
ет отнести трилогию учебных пособий, вышедших в 1996–
2001 гг.: «Введение в микробиологию», «Введение в инфек-
ционную иммунологию», «Введение в вирусологию», а также 
«Симбиоз с микробами» и «Микробная флора полости рта в 
норме и при патологических процессах челюстно-лицевой 
области» (1996 г.).

Заслуженный работник высшей школы России, доктор 
медицинских наук, профессор Виктор Николаевич Царёв 
(род. 1955 г.) – выпускник лечебного факультета ММСИ 
им. Н.А.Семашко в 1978 г. Закончил аспирантуру на кафед-
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ре под руководством И.И.Олейника и в 1981 г. защитил 
кандидатскую диссертацию по применению ультразвуковых 
ингаляций лизоцима при лечении хронической пневмонии. 
Еще будучи студентом, принимал активное участие в строи-
тельстве стоматологического комплекса университета, 
а с 1983 по 1986 гг. являлся секретарем комитета ВЛКСМ 
ММСИ им. Н.А.Семашко, проводил мероприятия Олим-
пиады-80 и Фестиваля молодежи и студентов в г. Москве 
(1985 г.), неоднократно выезжал со студентами на сельско-
хозяйственные работы. Работая на кафедре, В.Н.Царёв вел 
педагогическую работу и активно осваивал новые методы 
бактериологической и иммунологической диагностики. 
В 1992 г. защитил докторскую диссертацию по двум специ-
альностям – иммунологии и стоматологии, в 1993 г. стал 
профессором кафедры (диплом профессора ВАК по микро-
биологии, вирусологии, иммунологии). 

С конца 2002 г. В.Н.Царёв возглавляет кафедру микро-
биологии и одновременно (с 2004 г.) является директором 
Научно-исследовательского медицинского стоматологи-
ческого института (НИМСИ) при МГМСУ. При активном учас-
тии Виктора Николаевича кафедра официально получила 
название «кафедра микробиологии, вирусологии, иммуно-
логии». В.Н.Царёв и возглавляемые им коллективы (кафед-
ра и лаборатории НИМСИ) одними из первых в стране на-
чали разрабатывать и внедрять в медицинскую практику 
методы молекулярной диагностики в области анаэробной 
микробиологии, изучать применение в стоматологии анти-
биотиков с противоанаэробной активностью и иммуномоду-
лирующими свойствами, механизмы формирования био-
пленки на различных объектах в полости рта (зубы, слизи-
стая оболочка, пломбы, имплантаты, протезы и ортодониче-
ские конструкции). Это позволило научно обосновать крите-
рии для выбора различных стоматологических материалов 

с целью рестав-
рации зубов и 
протезирования 
для практических 
врачей.

В мае 2005 г. 
кафедра микро-
биологии, виру со-
логии, иммуноло-
гии МГМСУ пере-
ведена на новую 
базу по адресу: 
ул. Онежская, д. 7. 
На новой базе 
удалось сущест-
венно увеличить 
площади для про-
ведения учебного 
процесса со сту-
дентами, а также 
для научной работы. Спланировано размещение двух лабо-
раторий НИИ – лаборатории молекулярно-биологических 
исследований и лаборатории иммунологии. Благодаря этому 
стало возможным создать современные условия для прове-
дения ПЦР-диагностики (комплекс из лаборатории и трех 
боксов, а также помещения для проведения электрофореза 
на другом этаже), автоматизированного культивирования 
микроорганизмов, иммунологических исследований, анаэроб-
ную бактериологическую лабораторию, повысить эффек-
тивность работы автоклавной и стерилизационной. 

Под руководством В.Н.Царёва защищено 11 докторских 
и более 100 кандидатских диссертаций, проводятся совре-
менные исследования по микробиологии и иммунологии 

Виктор Николаевич Царёв
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полости рта, в том числе по состоянию микрофлоры поло-
сти рта у космонавтов во время длительных орбитальных 
полетов (в рамках российско-американских космических 
программ «Мир», «Альфа», «Марс-500»). В.Н.Царёв – член 
Между на родного общества по инфекционным болезням 
и антибактериальной терапии (ISID). Автор 460 печатных 
работ, 7 монографий, в том числе «Антибиотики и противо-
инфекционный иммунитет» под редакцией Н.Д.Ющука, 
И.П.Балмасовой, В.Н.Царёва, 12 патентов и нескольких 
медицинских технологий, свыше 40 методических рек о-
мендаций и учебных пособий, 2 учебников по микробиоло-
гии, вирусологии, иммунологии, известного руководства 
для студентов «Практикум лабораторных занятий с иллю-
стрированными ситуационными заданиями по микробио-
логии, иммунологии и вирусологии» (совместно с академи-
ком РАМН, проф. А.А.Воробьёвым, 2008 г.), учебников 
«Микробиология, вирусология и иммунология» для студен-
тов стоматологических факультетов (2009 г.), «Микро био-
логия, вирусология, иммунология полости рта» (2013 г.), 
разделов в руководстве «Медицинская микробиология» 
(2013,  2014) под редакцией А.С.Лабинской и Н.Н.Костю - 
ковой, национального руководства по пародонтологии 
(2018) и «Федерального регистра лекарственных средств. 
Стоматология» (2018). 

Кафедра плодотворно взаимодействует с ведущими 
микро биологическими научными центрами страны – ГНЦ 
НИИЭМ им. Н.Ф.Гамалеи, ГНЦ Медико-биологических про-
блем, Московским НИИЭМ им. Г.Н.Габричевского, НИИ вак-
цин и сывороток им. И.И. Мечникова, ГНЦ Прикладной 
микро биологии и биотехнологий и др.

В настоящее время на кафедре ведется активная научно-
исследовательская и педагогическая деятельность, вводятся 
новые методы обучения и контроля знаний студентов, работа-
ет научный студенческий кружок. Внедряется в педагогичес-
кий процесс микроскопия с цифровой фото и видеоре гис тра-
цией, разрабатываются методы интерактивной педагогики. 
Приоритетными являются разработки сотрудников кафедры 
по созданию новых лекарственных форм для лечения одонто-
генной инфекции, заболеваний пародонта и осложнений 
имплан тации зубов (патенты РФ на растворимые формы про-
изводных имидазола, использование новых антибиотиков и 
анти септиков), разработаны методики генодиагностики паро-
донтита и определения антибиотикорезистентности анаэроб-
ных штаммов бактерий (набор для ПЦР «МультиДент-5»), 
моделированию биопленок анаэробных бактерий и методик 
их разрушения, которые также запатентованы.

В.Н.Царёв, Е.В.Ипполитов
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10 апреля 2018 года Министерством юстиции Рос
сийской Федерации зарегистрирована некоммер

ческая организация Ассоциация «Национальное научно
практическое общество бактериологов» (Association «Natio
nal scientificpractical society of bacteriologists»).

Основной целью деятельности Ассоциации является объ
единение юридических и физических лиц, заинтересован
ных в развитии и совершенствовании бактериологических 
исследований, направленных на улучшение диагностики 
инфекционных болезней в сфере здравоохранения, ветери
нарии, пищевой промышленности, а также представление и 
защита общих интересов членов Ассоциации.

Ассоциация имеет достаточно большой спектр видов дея
тельности: разработка и реализация различных программ и 
проектов, направленных на изучение, обобщение и распро
странение передового отечественного и зарубежного опыта 
в сфере бактериологических исследований; участие, органи
зация и проведение научных съездов, конгрессов, конферен
ций, симпозиумов, семинаров, выставок с целью популяриза
ции достижений науки и практики в области классических 
методов бактериологических исследований и внедрения их 
в практику здравоохранения; содействие членам Ассоциации 
в осуществлении функций, обеспечивающих достижение 
управленческих, социальных, научнопрактических целей, 
а также представление законных интересов, содействие за
щите профессиональных, авторских и смежных прав членов 
Ассоциации; организация информационного обмена между 
членами Ассо циации; участие в разработке и дальнейшем 
внедрении современных методов микробиологической диаг
ностики (культуральных и серологических методов исследо
ваний, методов молекулярной микробиологии); координация 
и объединение усилий научных и практических учреждений и 
их специалистов, направленных на совершенствование мето
дов выявления возбудителей инфекционных заболеваний; 
содейст вие проведению научных исследований в области 
бактериологии и антибиотикорезистентности инфекционных 
патогенов; осуществление профессиональных и научных свя
зей со специалистами и обществами других медицинских, 
биологических и ветеринарных специальностей, развитие 
международных научных связей; содействие научной, иссле
довательской, издательской, пропагандистской деятельности 
среди широкой медицинской, биологической и ветеринарной 
обществен ности; участие в разработке научнообоснованной 
системы подготовки специалистов по профилю Ассоциации; 
участие в разра ботке и экспертизе программ и планов до и 
последипломной подготовки специалистов; содействие в раз
работке, реализации и развитии эффективной защиты инте
ресов производителей и поставщиков медицинских изделий, 

являющихся членами 
Ассоциа ции; учас тие 
в порядке, пред ус мот
ренном дейст вующим 
законодательством, 
в выработке решений 
орга нов государст
венной влас ти, мест
ного само уп равления 
в раз ра бот ке и в реа
лизации програ мм, 
связанных с устав ной 
деятель ностью Ассо
циации; учреждение 
средств массовой 
инфор мации, орга ни
зация просветитель
ской, информацион
ной, экспертнокон
суль тационной деятельности по вопросам уставной деятель
ности Ассоциации; осуществление издательской деятельно
сти в установленном законодательством порядке, включая 
выпуск и реализацию информационной литературы, периоди
ческих и научнометодических изданий, видеоматериалов, 
другой продукции по вопросам уставной деятельности 
Ассоциации и другие.

Учредителями Ассоциации являются ФБУН «Государст
венный научный центр прикладной микробиологии и биотех
нологии Роспотребнадзора и ФБУН «Нижегородский научно
исследовательский институт эпидемиологии и микробиоло
гии им. академика И.Н.Блохиной» Роспотребнадзора.

Президентом Ассоциации избран д.м.н., профессор, ака
демик РАН Дятлов Иван Алексеевич, вицепрези дентом – 
д.м.н., профессор Ефимов Евгений Игоревич, исполнитель
ным директором – д.б.н. Шепелин Анатолий Прокопьевич.

Таким образом, в сфере научных и прикладных бакте
риологических исследований, направленных на совершен
ствование культурального метода выделения и идентифи
кации живых бактериальных культур, создание коллекций 
бактериальных патогенов, разработку новых высокоэф
фективных элективных и селективных питательных сред, 
внедрение экспресстестов выявления патогенов, распро
странение методов гено и иммунодетекции, подготовку 
кадров создана триада, призванная решать накопившиеся 
в данной отрасли проблемы, а именно – Ассоциация 
«Национальное научнопрактическое общество бактерио
логов», Научнопрактический журнал «Бактериология», 
Ежегодный «Нацио нальный конгресс бактериологов».

О создании Ассоциации  
«Национальное научно-практическое 
общество бактериологов»
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Правила оформления статей  
(основные положения)

Журнал «Бактериология» публикуется на русском языке 
(резюме статей и ключевые слова – на русском и английском 
языках), распространяется на бумажном носителе и публику-
ется в электронной форме. 

К публикации принимаются экспериментальные и обзор-
ные статьи, а также короткие сообщения по прикладным и 
фундаментальным вопросам медицинской, ветеринарной и 
сельскохозяйственной бактериологии. Статьи принимаются 
без ограничения объема от граждан любой страны на русском 
языке. По согласованию с редакцией допускается публикация 
рекламных материалов, соответствующих тематике журнала.

Публикации, созданные в порядке выполнения служебного 
задания, должны иметь направление от учреждения, в кото-
ром выполнена работа. В направлении следует указать, что 
представленный материал ранее не был нигде опубликован и 
не находится на рассмотрении для публикации в других из-
даниях (включая зарубежные). 

К публикации прилагается экспертное заключение органи-
зации об отсутствии ограничений для открытой публикации 
представленных материалов.

Материалы для публикации, включая сопровождающие 
доку менты, направляются в редакцию в электронной форме 
по адресу: info@obolensk.org или bacteriology@obolensk.org. 
В теме сообщения следует указать «Бактериология».

Требования к оформлению статьи.

Экспериментальная статья должна состоять из разделов: 
введение, материалы и методы, результаты и обсуждение, 
список литературы. 

Рукопись должна быть подготовлена в текстовом редакто-
ре MS Word, шрифт – Times New Roman, размер – 14, меж-
строчный интервал – 1,5, поля – 2 см. Статья должна вклю-
чать резюме и ключевые слова на русском и английском 
языках. Нумерация всех страниц рукописи сквозная.

Краткие сообщения представляются без таблиц и рисунков. 

Статья должна быть подписана всеми авторами, включая 
иностранных.

К статье следует приложить сведения об авторах на рус-
ском и английском языках с указанием адреса, контактных 
телефонов (служебного и мобильного), факса и электронной 
почты с указанием автора, ответственного за переписку с ре-
дакцией.

Заглавие статьи оформляется следующим образом:

НАЗВАНИЕ СТАТЬИ
И. И. Иванов*, П. П. Петров**
*Первая организация, г. Москва, РФ 
**Вторая организация, Техас, США
E-mail
[далее текст аннотации и ключевые слова]

Текст статьи, включая резюме, список литературы, подпи-
си к рисункам и таблицы, должны быть оформлены одним 
файлом, а каждый рисунок – отдельным файлом.

РЕЗЮМЕ статьи должно быть представлено на русском и 
английском языках, отражать основные полученные результа-
ты и содержать не более 250 слов.

КЛЮЧЕВЫХ СЛОВ (словосочетаний) должно быть не более 
10, на русском и английском языках.

Во ВВЕДЕНИИ (без заголовка) следует изложить мотива-
цию написания данной работы и отдельным абзацем обозна-
чить цель исследования. Дополнительно на английском языке.

Раздел МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ дол-
жен содержать сведения об объекте исследования (включая 
источник получения, название коллекции) и краткое описание 
использованных методик, позволяющее их воспроизвести 
(на ранее опубликованные и общеизвестные методы дается 
ссылка); для приборов и реактивов указываются название 
фирмы на языке оригинала в кавычках и страны в скобках.

Следует использовать общепринятые современные сокра-
щения мер, физических, химических и математических вели-
чин, терминов и т.д. Единицы измерения должны даваться 
в единицах СИ (Система Интернациональная). Обозначения 
мутантных и рекомбинантных форм микроорганизмов следу-
ет приводить в соответствии с международными правилами. 
Для трехбуквенного обозначения генов бактерий используют-
ся строчные буквы (курсив).

Рисунки и таблицы размещаются в тексте статьи в соот-
ветствии с пожеланиями авторов. Кроме того, черно-белые и 
цветные рисунки (в формате *.jpg) прилагаются к статье в виде 
отдельных файлов (ris1.jpg, ris2.jpg и т.д.)

Сведения о финансовой поддержке работы приводятся в кон-
це текста статьи перед списком литературы.

В СПИСКЕ ЛИТЕРАТУРЫ указываются авторы, название 
статьи, название журнала или сборника, год, номер, страни-
цы. Для названия журналов используются общепринятые со-
кращения (http://www.nlm.nih.gov/).

В случае невыполнения настоящих правил оформления 
статья не принимается и отсылается авторам на доработку.

Редакция оставляет за собой право редактировать статьи 
по согласованию с автором.

Присланные в редакцию статьи проходят процедуру рецен-
зирования. В случае отклонения статьи редакция направляет 
автору мотивированный отказ.

Публикация – бесплатная.

Статьи направлять по адресу:
142279, Московская обл.,  

Серпуховский р-н, п. Оболенск, ГНЦ ПМБ
Тел. (4967) 36-00-46  

Факс (4967) 36-00-10
E-mail: info@obolensk.org  

или  
bacteriology@obolensk.org


