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Исследованиями последних лет установлена микроэкологическая взаимосвязь кишечного, влагалищного 
и носоглоточного биоценозов в составе микробиома макроорганизма. В исследование были включены 
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ВВЕДЕНИЕ

Микробиом человека, центральным органом 
которого являются пристеночные эпителиальные 
биопленки, несомненно, оказывает влияние на 
здоровье макроорганизма (человека) и является его 
самостоятельным органом [6]. В последнее время до-
статочно много внимания уделяется исследованиям 
микробиома, но детальное понимание биологии 
человека требует знаний не только о геноме челове-
ка, но также и о его метагеноме, определяемом как 
ансамбль геномов микроорганизмов, связанных с 
человеком. По итогам пятилетней работы в рамках 
проекта «Микробиом человека» («Human Microbiome 
Project»), целью которого было охарактеризовать 
все микроорганизмы человеческого организма, по-
казано, что в организме человека сожительствуют 
более 10 тысяч видов различных микроорганизмов. 
Авторы исследования считают, что такое 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 мил-
лионов уникальных кодирующих генов. 

Наше внимание направлено на исследование 
микроорганизмов кишечного, полового (репродуктив-
ного) и носоглоточного биотопов, состав которых наи-
более сложен, и они более всех выполняют сложные 
функции и играют важную роль в здоровье женщины. 
Инфекционно-воспалительные заболевания женских 
половых органов занимают особое место в структуре 
общей заболеваемости. Их значимость обусловлена, 
прежде всего, тем, что эти болезни затрагивают орга-
ны и ткани, относящиеся к репродуктивной системе, 
а следовательно, имеют непосредственное влияние на 
репродуктивную функцию и продолжение рода [3]. Ми-
крофлора влагалища играет исключительно важную 
роль, и ее следует рассматривать как своеобразную 
экологическую систему, реагирующую на любые из-
менения состояния организма женщины. Клинически 
выраженные генитальные инфекции этиологически 
связаны с условно-патогенными микроорганизмами 
(УПМ) в 20–60 % случаев [1, 11]. Многие исследователи 
считают, что практически все микроорганизмы (за 
исключением бифидо- и лактобактерий) могут при-
нимать участие в воспалительном процессе. Бактерии 
рода Enterococcus интересны тем, что её представите-
лей в норме обнаруживают во всех отделах пищевари-
тельного тракта здоровых людей разного возраста. В 
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то же время они являются представителями группы 
УПМ, способными вызывать энтерококковые инфек-
ции и аутоинфекцию, а при накоплении в окружающей 
среде – приводить к экзогенному инфицированию [2, 4, 
5]. Энтерококки двух видов: E. faecalis и E. faecium, – при 
снижении резистентности организма нередко вызыва-
ют серьёзные гнойно-воспалительные заболевания [8, 
14, 15]. Ключевым критерием при дифференцировке 
полезных для человека Enterococcus от патогенных 
является наличие или отсутствие у штамма набора 
генов патогенности [16]. Поэтому для разграничения 
потенциально опасных и полезных штаммов необ-
ходим анализ их генетического профиля [2]. Чистые 
культуры энтерококков и другие представители УПМ 
(в общей пробе) в работе исследовались с помощью 
стандартного метода ПЦР на наличие двух медицински 
значимых видов – E. faecium и E. faecalis, а также опре-
делялись 4 гена патогенности (ГП): ген поверхностных 
белков, адгезинов (asa1) [7] и ген, кодирующий синтез 
факторов вирулентности – цитолизинов (cylА) [17, 
18], и две пары специфических праймеров (табл. 2), 
определяющие наличие генов, ассоциированных с 
«островами» патогенности: stx1 и stx2 (отвечающих 
за продукцию шига-подобных токсинов), иначе назы-
ваемых веро-токсинами (Vero-toxin I и II, VT1 и VT2). 
Большинство исследователей полагают, что именно 
данные гены наиболее важны для развития инфек-
ционного процесса [20]. 

В связи с этим целью настоящего исследования 
являлось определение геновидовой и генопатогенной 
структуры бактерий рода Enterococcus, а также выявле-
ние факторов патогенности у других представителей 
условно-патогенной микрофлоры в трех исследуемых 
биотопах – вагинальном, кишечном и носоглоточном 
– у женщин контрольной группы и группы женщин с 
неспецифическими воспалительными заболеваниями 
половых путей и репродуктивными нарушениями. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Микробиологическое обследование исследуемых 
биотопов (кишечного, вагинального и носоглоточ-

ного) у женщин контрольной группы и у женщин 
с воспалительными заболеваниям половых путей 
(опытная группа) проводилось на базе лаборатории 
микроэкологии ФГБУ «Научный центр проблем 
здоровья семьи и репродукции человека» СО РАМН. 
В статье приведены материалы, полученные с 2013 
по 2014 гг. Контрольная группа – это здоровые жен-
щины фертильного возраста (28 человек, средний 
возраст – 29,7 лет). Оценка категорий фертильности 
проводилась в соответствии со стандартизованным 
протоколом ВОЗ № 88093 (фертильные – женщины, 
имевшие беременность в течение текущего года или 
продолжающие сохранять беременность в данное 
время). Опытная группа – 44 женщины с воспалитель-
ными заболеваниями полового тракта и репродук-
тивными нарушениями (средний возраст – 30,8 лет). 
Характер выявленных гинекологических нарушений 
рубрифицирован в соответствии с МКБ-10.

Материалом исследования явились копрологи-
ческие пробы, мазок на микрофлору из влагалища 
(задний свод), шейки матки и мазки из носоглотки, 
взятые одновременно от каждой женщины. Также 
материалом исследования были индигенные аутош-
таммы микроорганизмов, ДНК микроорганизмов и 
праймеры для индикации факторов патогенности. В 
работе исследовано 216 проб. У 28 здоровых женщин 
исследованы 15 проб из кишечного биотопа, 18 проб 
из вагинального биотопа и 19 проб из носоглотки. У 
44 женщин с неспецифическими воспалительными 
заболеваниями половых путей и с нарушениями 
репродуктивной функции исследованы 29 проб из 
кишечного биотопа, 17 проб из вагинального биотопа 
и 37 проб из носоглотки. Из исследования были ис-
ключены женщины с урогенитальными инфекциями, 
передаваемыми половым путем. 

Изучался состав УПМ и концентрация лактобак-
терий. Микробиологические исследования биотопа 
влагалища проводили, согласно [9, 12, 13]. Для сбора, 
транспортировки и хранения всех групп микроорга-
низмов использовали транспортную среду AMIES без 
угля (модификация среды STUART (HIMEDIA)). Родовую 

Таблица 1
Характеристики праймеров, используемых в работе 

Виды, гены Последовательности ДНК праймеров (5’–3’) Размер ампликона (п. н.) 

Enterococcus faecium 
F TTG AGG CAG ACC AGA TTG ACG 

658 
R TAT GAC AGC GAC TCC GAT TCC 

Enterococcus faecalis 
F TCA AGT ACA GTT AGT CTT TAT TAG 

941 
R ACG ATT CAA AGC TAA CTG AAT CAG T 

asa1 
F CCA GCC AAC TAT GGC GGA ATC 

529 
R CCT GTC GCA AGA TCG ACT GTA 

cylA 
F ACT CGG GGA TTG ATA GGC 

688 
R GCT GCT AAA GCT GCG CTT 

 
stx1 

F CGC TGA ATG TCA TTC GCT CTG C 
302 

R CGT GGT ATA GCT ACT GTC ACC 

 
stx2 

F CTT CGG TAT CCT ATT CCC GG 
516 

R CTG CTG TGA CAG TGA CAA AAC GC 
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и видовую идентификацию культур осуществляли на 
основании морфологических, культуральных и биохи-
мических свойств выделенных микроорганизмов. Куль-
тивирование микрофлоры вагинального отделяемого 
проводили в аэробных и микроаэрофильных условиях. 
Для выделения лактобактерий и представителей УПМ 
использовали мясо-пептонный агар с добавлением 
донорской крови. Грибы рода Candida выращивали на 
среде Сабуро. Инкубировали посевы при 37 °С. 

Бактериальную ДНК выделяли из суточной куль-
туры, выращенной при 37 °С. Материал, полученный 
в результате нескольких касаний газона петлей, поме-
щали в 200 мкл Tris-EDTA (ТЕ) буфера в пробирки типа 
«Eppendorf» и ресуспендировали с помощью вортекса. 
Выделение ДНК из суспензии осуществляли с помощью 
комплекта набора реагентов «ДНК-сорб-АМ» (Россия), 
согласно протоколу производителя. Амплификацию 
проводили с использованием коммерческого набора 
AmpliSens-200-1 (Россия, ФГУН ЦНИИЭ Роспотребнад-
зора). 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 про-
водили с 6 парами бактериальных праймеров: 2 пары 
– видовые на E. faecium, E. faecalis, 2 пары, позволяющие 
выявлять гены патогенности Enterococcus – ген поверх-
ностных белков, адгезинов (asa1) и ген, кодирующий 
синтез факторов вирулентности – цитолизинов (cylА), 
2 пары специфических праймеров (табл. 1), определя-
ющих наличие генов, ассоциированных с «островами» 
патогенности: stx1 и stx2. Факторы патогенности stx1 и 
stx2 отвечают за продукцию шига-подобных токсинов, 
иначе называемых веро-токсинами (Vero-toxin I и II, 
VT1 и VT2). Характеристика и структура праймеров 
взята из литературных источников [19].

Термическая программа цикла амплификации 
с видовыми праймерами (E. faecium и E. faecalis) и 
праймерами на гены патогенности (asa1, cylА) про-
водилась на амплификаторе (Applied Biosystems 
2720 Thermal Cycler) и определялась методом под-
бора режимов реакции. После оптимизации режима 
амплификации ПЦР со всеми парами праймеров 
проводили в условиях: первоначальная денатурация 
95 °C – 2 мин; далее 35 циклов в режимах 95 °C – 20 сек, 
55 °C – 20 сек, 72 °C – 30 сек; финальная элонгация 
72 °C – 5 мин, охлаждение до 4 °С. Режим амплифика-
ции с праймерами stx1 и stx2 был следующим: 94 °С 
– 2 мин; 35 циклов при 94 °С – 1 мин, 55 °С – 1 мин, 

72 °С – 1 мин; финальная элонгация 72 °С – 3 мин; 
охлаждение до 4 °С. ПЦР-продукты амплификации 
визуализировали в 1%-м агарозном геле в 0,5 × ТА 
буфере (трис-ацетатный), содержащем 4 мкг/мл 
бромистого этидия, 5 мкг/мл маркера молекулярной 
массы (использовали O’RangeRuler 100 bp DNA Ladder 
или O’RangeRuler 200 bp DNA Ladder производства 
«Fermentas»), в качестве отрицательного контроля 
использовали реакционную смесь, не содержащую 
ДНК. Режим электрофореза: 120 В, 50 мА, 30–50 мин. 
Результаты визуализировали в ультрафиолетовом 
свете и документировали с помощью программы 
inVCR на трансиллюминаторе UVT 1 biokom.

Для статистической обработки результатов ис-
пользовали пакет прикладных программ STATISTI-
CA 6.0, Microsoft Excel 2003.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЯ

В соответствии с характером репродуктивных 
нарушений у пациенток опытной группы были сфор-
мированы клинические группы (табл. 2). Группы раз-
делены на основании особенностей патологического 
процесса и анатомо-этиологического принципа [10]. 
Мы исключили из исследования все абсцессы мало-
го таза (дугласова пространства, околоматочные, 
межэпительные и др.) и острые состояния воспали-
тельного процесса. Однако каждую из женщин нельзя 
было отнести в конкретную группу, так как у каждой 
второй клинические группы сочетались и были чаще 
всего отягощены хроническими лор-заболеваниями 
(хронический тонзиллит, гайморит, ангина) и дру-
гими соматическими заболеваниями, такими как 
гастрит, запоры, цистит, полипы желчного пузыря, 
хронический холецистит. 

По результатам ПЦР-анализа идентифицирован-
ных ДНК фрагментов по всем исследуемым генам 
видов энтерококков и в контрольной, и в опытной 
группе присутствовал E. faecium (табл. 3). У здоровых 
женщин E. faecium встречался в вагинальном (5,6 %) 
и носоглоточном (15,8 %) биотопах, а в кишечном не 
был выделен. У женщин с патологией все с точностью 
наоборот – E. faecium был выделен только из кишечно-
го биотопа (6,9 %). E. faecalis у здоровых женщин ни в 
одном из трех биотопов не был выделен, в у женщин 
с патологией был выделен из вагинального (5,8 %) и 
кишечного (3,4 %) биотопов.

Анализируя полученные результаты на наличие 
генов патогенности (табл. 4), мы видим, что у женщин 

Таблица 2
Виды воспалительных заболеваний у женщин (2013–2014 гг.)

Группа Виды воспалительных заболеваний и группа 
с репродуктивными нарушениями Нозологические формы (МКБ-10) 

1 
Цервицит (эрозия шейки матки) 72 

Кольпит 76 

2 
Хронический сальпингоофорит 70.1 

Хронический эндометрит 71 

3 
Бесплодие 97.9 

Невынашивание беременности 26.2 
 



ÁÞËËÅÒÅÍÜ ÂÑÍÖ ÑÎ ÐÀÌÍ, 2014, ¹ 6 (100)

66           Экспериментальные исследования в биологии и медицине

с патологиями гены патогенности чаще всего были 
выявлены из кишечного биотопа – три из четырех 
исследуемых гена патогенности – asa1 (6,9 %), cylA 
(10,3 %) и stx2 (3,4 %). У здоровых женщин из ки-
шечного биотопа в 20 % случаев был выделен только 
stx1, а stx2 был выделен только из носоглоточного 
биотопа в 10,5 % случаев. Фактор патогенности asa1 
был выделен в 11 % случаев и только из вагинального 
биотопа, а cylA – в 5,6 % случаев. Также cylA был вы-
делен и из носоглоточного биотопа в 10,5 % случаев. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Полученные результаты говорят о том, что у жен-
щин с различными неспецифическими воспалениями 
полового тракта и репродуктивными нарушениями 
во всех исследуемых биотопах подтверждается факт 
наличия резервуара потенциальной патогенности. У 
здоровых женщин имеются начальные признаки дис-
биоза в исследуемых биотопах (в вагинальном и носо-
глоточном биотопе), а наличие веротоксина 1 в 20 % 
случаев (из кишечного биотопа) подтверждает это. 
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Таблица 4 
Распределение частот встречаемости генов патогенности в различных биотопах у обследованных женщин 

(2013–2014 гг.)

Биотоп 
Контрольная группа (n = 28) Опытная группа (n = 44) 

Вагинальный
(n = 18) 

Кишечный
(n = 15) 

Носоглоточный
(n = 19) 

Вагинальный
(n = 17) 

Кишечный 
(n = 29) 

Носоглоточный 
(n = 37) 

Ге
ны
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то
ге
нн
ос
ти
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