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В последние годы все больше внимания уделяется микроэкологии женского урогенитального тракта, 
содержащего около 10  % микрофлоры. Повышенный интерес к данной микроэкосистеме объясняется 
тем, что роль эволюционно сформировавшихся микробных популяций влагалищного биотопа 
заключается не только в поддержании колонизационной резистентности мочеполовой системы, но и в 
формировании микроэкологического здоровья новорождённых и человеческой популяции в целом. Проведено 
микробиологическое исследование микробиоты влагалища у женщин с хроническим эндометритом и 
репродуктивными нарушениями. В исследование были включены 63 женщины с хроническим эндометритом 
(ХЭ) и 39  женщин без ХЭ. Установлено, что микроэкологические нарушения в вагинальном биотопе у 
женщин обеих групп характеризуются сходством за счёт снижения частоты и концентрации нормофлоры 
(лактобактерий) и широким спектром условно-патогенных видов. Однако только в вагинальном биотопе 
женщин с ХЭ детектированы взятые в исследование гены патогенности у бактерий рода Enterococcus, 
которые могут вызывать серьёзные инфекционные заболевания. Штаммы энтерококков (E. faecium и E. faeca-
lis), выделенные у женщин с ХЭ, являются резервуаром генетических детерминант генов патогенности (efaA, 
asa1, sprE), подтверждая известные данные о большем потенциале патогенности у данных видов бактерий. 
Ген сериновой протеиназы (sprE), отвечающий за пенетрацию и разрушение тканей, детектировали чаще 
других, и частота его выделения составила 37,5 %, а гены (efaA, asa1), осуществляющие начальный этап 
инфицирования организма-хозяина, были детектированы у энтерококков только в 12,5 % случаев.
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The microflora of the vagina plays an important role and should be regarded as a kind of ecological system that reacts 
to any changes in the state of the woman’s body. Clinically expressed genital infections are etiologically associated with 
opportunistic microorganisms. In the pathogenesis of dysbiosis, an important role is played not only by quantitative 
and qualitative changes in microflora, but also by the “pathogenic potential” of microorganisms. The aim of the work 
was to reveal genes of pathogenicity in strains of Enterococci of the vaginal biotope of women of the studied groups. 
The study involved 102 women with reproductive disorders. The main group – women with chronic endometritis (CE), 
(n = 63), mean age – 31.0 ± 5.3. The diagnosis of chronic endometritis was made on the basis of morphological signs 
of histological examination of vacuum suction biopsy. The comparison group consisted of 39 women, representative 
by age; in this group the diagnosis was not confirmed by the results of the histological study of the endometrium. It 
has been established that enterococcal strains isolated only in women with reproductive disorders and chronic endo-
metritis are a reservoir of genetic determinants of pathogenicity factors (efaA and asa1 (12.5 %) and sprE (37.5 %)).
Key words: chronic endometritis, vaginal biotope, opportunistic microflora, Enterococci, genes of pathogenicity

ВВЕДЕНИЕ 

В последнее время достаточно много внимания 
уделяется исследованиям микробиома человека и 
его влиянию на здоровье макроорганизма, а также 
метагеному, определяемому как ансамбль геномов 
микроорганизмов, связанных с человеком. Обилие 
микробов обеспечивает жизнедеятельность макро-
организма гораздо большим количеством генов, чем 
может предоставить сам по себе человеческий орга-
низм. Геном человека определяют 22 тысячи генов, 

кодирующих белки для обслуживания метаболизма, 
в то время как микробиом поставляет около 8 млн 
уникальных кодирующих генов.

Инфекционно-воспалительные заболевания за-
нимают особое место в структуре общей гинеколо-
гической заболеваемости и зачастую этиологически 
связаны с условно-патогенными микроорганизмами 
(УПМ) (20–60 % случаев) [1, 7]. В последние 10–15 лет 
в мире прослеживается тенденция к снижению забо-
леваемости инфекциями, передаваемыми половым 
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путём (ИППП), на фоне нарастания частоты выявления 
представителей УПМ, что может осложнить течение 
основного заболевания или стать непосредственной 
причиной воспалительных изменений урогениталь-
ного тракта [2, 7]. Многие исследователи считают, что 
практически все микроорганизмы (за исключением 
бифидо- и лактобактерий) могут принимать участие в 
воспалительном процессе. Бактерии рода Enterococcus 
интересны тем, что их представителей в норме обна-
руживают во всех отделах пищеварительного тракта 
здоровых людей разного возраста. В то же время они 
являются представителями группы УПМ, способными 
вызывать энтерококковые инфекции и аутоинфекцию, 
а при накоплении в окружающей среде – приводить 
к экзогенному инфицированию [2, 10]. Энтерококки 
двух видов: E. faecalis и E. faecium, – при снижении рези-
стентности организма нередко вызывают гнойно-вос-
палительные заболевания [11]. Ключевым критерием 
полезных для человека штаммов Enterococcus являет-
ся наличие или отсутствие набора генов патогенности 
[12], поэтому для разграничения потенциально опас-
ных и полезных штаммов энтерококков необходим 
анализ генетического профиля [4, 8, 10]. Бактерии 
рода Enterococcus имеют два медицински значимых 
вида – E. faecium и E. faecalis. Эти виды мы исследовали 
на наличие трёх генов патогенности: гены поверхност-
ных белков, адгезинов (asa1 и efaA) и ген, кодирующий 
синтез сериновой протеиназы (sprE) (табл. 2). Выбор 
данного набора праймеров, выявляющих гены пато-
генности, был обусловлен важностью указанных генов 
в реализации патогенного потенциала клинических 
изолятов энтерококков [3].

ЦЕЛЬ ИССЛЕДОВАНИЯ

Определить генопатогенную структуру бактерий 
рода Enterococcus в вагинальном биотопе у женщин 
с хроническим эндометритом и репродуктивными 
нарушениями.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В исследование были включены 102 женщины, 
обратившиеся в ФГБНУ «Научный центр проблем 
здоровья семьи и репродукции человека» (г. Иркутск) 
с жалобами на бесплодие или невынашивание бере-
менности. Характер выявленных гинекологических 
нарушений рубрифицирован в соответствии с МКБ-
10. В статье приведены материалы, полученные с 
2013 по 2017 гг.

Основная группа – женщины с хроническим эн-
дометритом (ХЭ) (n = 63) в возрасте от 18 до 40 лет 
(средний возраст – 31,0  ±  5,3  года). Хронический 
эндометрит диагностирован на основании морфо-
логических признаков гистологического заключения 
эндометрия, полученного путём пайпель-аспирации 
полости матки с 5-го по 11-й  день менструального 
цикла. По данным гистологического исследования 
эндометрия матки были выявлены следующие крите-
рии ХЭ: воспалительные лимфоидные инфильтраты 
в строме эндометрия (93 %); склеротические измене-
ния стенок спиральных сосудов эндометрия (43 %); 
наличие плазматических клеток (32  %); очаговый 
фиброз стромы (25 %).

Группу сравнения составили 39  женщин, ре-
презентативные по возрасту (средний возраст  – 
31,5 ± 5,9 года (от 18 до 40 лет)), у которых хрони-
ческий эндометрит не был подтверждён гистоло-
гически. 

Микробиологическое обследование вагинально-
го биотопа у женщин с ХЭ и в группе сравнения (без 
ХЭ) проводилось на базе лаборатории микробиома 
и микроэкологии ФГБНУ «Научный центр проблем 
здоровья семьи и репродукции человека» (г. Иркутск).

Материалом исследования явились мазки из 
влагалища, индигенные аутоштаммы бактерий рода 
Enterococcus из вагинального биотопа женщин двух 
групп, ДНК микроорганизмов. Микробиологические 
исследования влагалища проводились в соответствии 
с общепринятыми методиками [6].

Для сбора, транспортировки и хранения всех 
групп микроорганизмов использовали транспортную 
среду AMIES без угля (модификация среды STUART 
(HIMEDIA)). 

Родовую и видовую идентификацию культур 
осуществляли на основании морфологических, куль-
туральных и биохимических свойств выделенных 
микроорганизмов. 

Бактериальную ДНК выделяли из суточной 
культуры, выращенной при 37  °С. Материал, полу-
ченный в результате нескольких касаний газона 
петлёй, помещали в 200 мкл Tris-EDTA (ТЕ) буфера 
в пробирки типа «Eppendorf» и ресуспендировали с 
помощью вортекса. Выделение ДНК из суспензии осу-
ществляли с помощью комплекта набора реагентов 
«ДНК-сорб-АМ» (Россия), согласно протоколу про-
изводителя, описанному ранее [5]. Амплификацию 
проводили с использованием коммерческого набора 
AmpliSens-200-1 (Россия, ФГУН ЦНИИЭ Роспотреб-
надзора). Реакционную смесь доводили до объёма 
15  мкл, которая включала: 3  мкл 5  ×  ПЦР буфера, 
0,3 мкл dNTPmix, 1,5 мкл MgSO4, 8,2 мкл H2O MilliQ, 
по 1 мкл F- и R-праймеров, 0,05 мкл Taq-полимеразы. 
ПЦР проводили с тремя парами бактериальных 
праймеров, позволяющими выявлять гены пато-
генности Enterococcus  spp. – гены поверхностных 
белков, адгезинов (asa1 и efaA) и ген, кодирующий 
синтез сериновой протеиназы (sprE), отвечающей 
за проникновение и разрушение тканей. Характе-
ристика и структура праймеров взята из литератур-
ных источников [3]. Термическая программа цикла 
амплификации с праймерами на гены патогенности 
(asa1, efaA и sprE) проводилась на амплификаторе 
(Applied Biosystems 2720 Thermal Cycler) и определя-
лась методом подбора режимов реакции [3, 8]. После 
оптимизации режима амплификации ПЦР со всеми 
парами праймеров проводили в условиях: 95  °C – 
2 мин; далее 35 циклов в режимах 95 °C – 20 с, 50 °C 
– 20 с, 72 °C – 30 с; охлаждение до 4 °С. ПЦР-продукты 
амплификации визуализировали в 1,8%-м агарозном 
геле в 0,5 × ТА буфере (трис-ацетатный), содержащем 
10 мкг/мл бромистого этидия, 3,5 мкг/мл маркера 
молекулярной массы (использовали O’RangeRuler 
100  bp DNA Ladder или O’RangeRuler 200  bp DNA 
Ladder производства «Fermentas»), в качестве от-
рицательного контроля использовали реакционную 
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смесь, не содержащую ДНК. Режим электрофореза: 
120 В, 50 мА, 50 мин. Результаты визуализировали 
в ультрафиолетовом свете и документировали с 
помощью программы inVCR на трансиллюминаторе 
UVT 1 biokom.

Статистическая значимость различий в распре-
делениях частот выявления индигенной и условно-
патогенной микробиоты и генов патогенности в ва-
гинальном биотопе определяли у основной и группы 
сравнения при p  <  0,05 для критерия χ2 (критерий 
согласия Пирсона). Для статистической значимости 
различий в обеих группах частоты встречаемости 
генов патогенности использовали критерий φ* (или 
угловое преобразование Фишера). Расчёты проводи-
лись с использованием программной среды R. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЯ

Проведён анализ данных анамнеза 102 женщин 
репродуктивного возраста с хроническим эндоме-
тритом и репродуктивными нарушениями. Струк-
тура репродуктивных нарушений у женщин с ХЭ 
(1-я группа) и без ХЭ (2-я группа): невынашивание 
беременности (НБ) – 34,0 % и 35,0 %; первичное бес-
плодие (St1) – 28,0 % и 33,0 %; вторичное бесплодие 
(St2) – 29,0 % и 17,0 % соответственно (р > 0,05). Так, 
Г.Т.  Сухих и А.В.  Шуршалина (2013) подтверждают, 
что наибольшие показатели распространённости ХЭ 
отмечены у больных с привычным невынашиванием 
беременности и составляют более 70  %. Беремен-
ность закончилась родами в 33 % случаев у женщин 
1-й группы, в 28 % случаев – во 2-й группе. Аборты в 
1-й группе были у 11 % женщин, во 2-й группе – у 19 %. 
Выкидыши, замершая беременность и антенатальная 
гибель плода у женщин 1-й группы были в 30 % слу-
чаев, у женщин 2-й группы – в 37 %. У обследованных 
пациенток 1-й и 2-й  групп среди воспалительных 
заболеваний нижнего и верхнего этажа урогени-
тального тракта встречались хронический цервицит 
(43,0 % и 47,0 % соответственно), кольпит (24,6 % и 
40,6 % соответственно), вульвовагинит (9 % и 21 % 
соответственно) и хронический сальпингоофорит 
(27,7 % и 30 % соответственно).

Наиболее частыми сопутствующими сомати-
ческими заболеваниями у женщин обеих групп 
были хронический тонзиллит (32,3  % и 28,1  %), 
хронический цистит (23,1 % и 21,8 %), хронический 
пиелонефрит (15,4 % и 9,4 %), хронический гастрит 
(9,2 % и 3,1 %) в 1-й и 2-й группах соответственно 
(р > 0,05).

Далее, анализируя микрофлору вагинального 
биотопа женщин исследованных групп, было выявле-
но, что спектр бактерий был шире в основной группе 
(с ХЭ). Вагинальный биотоп женщин 1-й группы от-
личался дефицитом лактобактерий в 71,5 % случаев, 
присутствием коагулазонегативных стафилококков 
(CNS) – в 57,1 %, присутствием Enterococcus faecium 
и Enterococcus faecalis – по 19,0  % соответственно, 
грибов рода Candida и Escherichia coli – по 15,8  %. 
Стрептококки были выделены в 12,7  % случаев, 
Staphylococcus aureus – в 4,8  %, коринебактерии – в 
1,6  %. Klebsiella spp. встречалась только у женщин 
этой группы (в 7,9 % случаев) (табл. 1). 

Таблица 1
Характеристика микробиоты вагинального биотопа  

у женщин исследованных групп (2013–2017 гг.), n (%)
Table 1

Characteristics of the microbiota of the vaginal biotope  
in the women of the studied groups (2013–2017), n (%)

Микробиота 1 группа,
n = 63 

2 группа,  
n = 39 

Дефицит лактобактерий 45 (71,5 %) 22 (56,5 %) 

CNS 36 (57,1 %) 11 (28,2 %) 

E. faecalis 12 (19,0 %) 7 (17,9 %) 

E. faecium 12 (19,0 %) 6 (15,4 %) 

E. coli 10 (15,8 %) 10 (25,6 %) 

Грибы рода Candida 10 (15,8 %) 7 (17,9 %) 

Streptococcus spp. 8 (12,7 %) 5 (12,8 %) 

Klebsiella 5 (7,9 %) 0 

S. aureus 3 (4,8 %) 1 (2,6 %) 

Corynebacterium 1 (1,6 %) 7 (17,9 %) 

В вагинальном биотопе женщин группы сравне-
ния (без ХЭ) дефицит лактобактерий был отмечен в 
56,5 % случаев. CNS были выявлены в 28,2 % случаев, 
Enterococcus faecium и Enterococcus faecalis – в 15,4 % и 
17,9 % соответственно. Escherichia coli у женщин этой 
группы была выделена в 25,6 % случаев, грибы рода 
Candida и коринебактерии – по 17,9 %. Стрептококки 
и Staphylococcus aureus встречались в 12,8 % и 2,6 % 
случаев соответственно. Бактерии рода Klebsiella 
spp. в данном биотопе этих женщин отсутствовали 
(табл. 1).

По результатам ПЦР-анализа у аутоштаммов En-
terococcus faecium и Enterococcus faecalis установлена 
определённая частота встречаемости генов патоген-
ности (efaA, asa1, sprE) (табл. 2).

Таблица 2
Характеристики праймеров, используемых в работе

Table 2
Characteristics of primers used in the work

Виды, 
гены 

Последовательности ДНК 
праймеров (5’–3’) 

Размер 
ампликона 

( п. н.) 

sprE 
F GCGTCAATCGGAAGAATCAT 

233 
R CGGGGAAAAAGCTACATCAA 

asa 1 
F GCACGCTATTACGAACTATGA 

375 
R TAAGAAAGAACATCACCACGA 

efaA 
F CGTTAGCTGCTTGCGGGAATC 

735 
R CCATACTACGTTTATCGACAC 

Гены адгезии (efaA, asa1), осуществляющие на-
чальный этап процесса инфицирования организ-
ма-хозяина, адгезию микробов к эпителиальным и 
эндотелиальным клеткам и повышение/снижение 
местных воспалительных реакций, были диагно-
стированы только у женщин с ХЭ в 12,5  % случаев 
(p < 0,05).

Ген сериновой протеиназы (sprE), отвечающий 
за проникновение и токсическое разрушение тканей, 
детектировали чаще других генов и только у женщин 
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с хроническим воспалением эндометрия – в 37,5 % 
(p < 0,05). В группе сравнения исследованные гены 
патогенности не были детектированы (табл. 3).

Таблица 3
Частота детекции генов патогенности у энтерококков 
вагинального биотопа женщин исследованных групп 

(2013–2017 гг.), n (%) (p < 0,05).
Table 3

The frequency of detection of genes of pathogenicity  
in enterococci of the vaginal biotope of women in the study 

groups (2013–2017), n (%) (p < 0.05)

Гены патогенности 1 группа,
n = 24 

2 группа,  
n = 13 

spr E 9 (37,5 %) 0 

efaA, asa1 3 (12,5 %) 0 

Таким образом, микроэкологические наруше-
ния в вагинальном биотопе у женщин обеих групп 
характеризуются дефицитом нормофлоры (лакто-
бактерий) и широким спектром условно-патогенных 
видов. Штаммы энтерококков (E. faecium и E. faecalis), 
выделенные у женщин с ХЭ, являются резервуаром 
генетических детерминант генов патогенности 
(efaA, asa 1, sprE), подтверждая известные данные о 
большем потенциале патогенности у данных видов 
бактерий и их роли в развитии гнойно-воспали-
тельных заболеваний различных органов и систем 
организма человека. 

Исследуемые гены патогенности были детекти-
рованы только у женщин основной группы (с ХЭ), что 
обусловлено наличием хронического воспаления в 
эндометрии у данных женщин. 
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