
163

Краткие сообщения
Short communications

Медицинская иммунология
2016, Т. 18, № 2, стр. 163-170
© 2016, СПб РО РААКИ

Medical Immunology (Russia)/ 
Meditsinskaya Immunologiya
2016, Vol. 18,  2, pp. 163-170
© 2016, SPb RAACI

1 page

Адрес для переписки:

Свитич Оксана Анатольевна
ФГБНУ «Научно-исследовательский институт вакцин 
и сывороток им. И.И. Мечникова» 
123557, Москва, Россия, Зоологический пер., 8, 100.
Тел.: 8 (926) 148-83-22.
Факс: 8 (495) 674-57-10.
E-mail: svitichoa@yandex.ru

Address for correspondence:

Svitich Oksana A.
I. Mechnikov Research Institute of Vaccines and Sera
123557, Russian Federation, Moscow,  
Zoologichesky Lane, 8, 100.
Phone: 7 (926) 148-83-22.
Fax: 7 (495) 674-57-10.
E-mail: svitichoa@yandex.ru

Образец цитирования: 

О.А. Свитич, С.М. Омарова, А.И. Алиева, Н.Д. Рассказова, 
В.В. Зверев, «Исследование микрофлоры и врожденного 
иммунитета слизистых оболочек верхних дыхательных 
путей при внутриутробном инфицировании плода 
и пневмонии новорожденных» // Медицинская иммунология, 
2016. Т. 18, № 2. С. 163-170.  
doi: 10.15789/1563-0625-2016-2-163-170

© Свитич О.А. и соавт., 2016

For citation: 

O.A. Svitich, S.M. Omarova, A.I. Alieva, N.D. Rasskazova, 
V.V. Zverev, “Mucosal microflora and innate immunity of upper 
respiratory tract in intrauterine foetal infection and pneumonia 
of neonates”, Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya 
Immunologiya, 2016, Vol. 18, no. 2, pp. 163-170.  
doi: 10.15789/1563-0625-2016-2-163-170

DOI: http://dx.doi.org/10.15789/1563-0625-2016-2-163-170

ИССЛЕДОВАНИЕ МИКРОФЛОРЫ И ВРОЖДЕННОГО 
ИММУНИТЕТА СЛИЗИСТЫХ ОБОЛОЧЕК ВЕРХНИХ 
ДЫХАТЕЛЬНЫХ ПУТЕЙ ПРИ ВНУТРИУТРОБНОМ 
ИНФИЦИРОВАНИИ ПЛОДА И ПНЕВМОНИИ 
НОВОРОЖДЕННЫХ
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Резюме. Инфекции, специфичные для перинатального периода в структуре причин младенческой 
смертности, составляют около 30%. Среди заболеваний органов дыхания в периоде новорожденно-
сти пневмония занимает особое место в связи с большой частотой, тяжестью течения, возможностью 
осложнений и неблагоприятных исходов. Целью данной работы являлось изучение микрофлоры 
и факторов врожденного иммунитета (TLR2, TLR4, HBD-1, HBD-2, TNFα и NF-kB) на уровне сли-
зистых оболочек верхних дыхательных путей при внутриутробном инфицировании плода и пневмо-
нии новорожденных. Этиологическая структура ВАП у новрожденных, находящихся в отделении 
реанимации, представлена широким спектром возбудителей с высокой резистентностью к антибио-
тикам. Иммунологические показатели (распознающие структуры – TLR2, TLR4, дефенсины HBD-
1, HBD-2, провоспалительный цитокин TNFα и фактор транскрипции NF-kB) у пациентов с вну-
триутробным инфицированием и с пневмонией изменяются неоднозначно. Выявлена тенденция 
к снижению экпсрессии генов TLR2, TLR4 и увеличению экспрессии генов TNFα и NF-kB. Данные 
изменения коррелируют с инфекционным возбудителем, следовательно, можно предположить, что 
непосредственно возбудитель за счет действия фаторов патогенности влияет на показатели врож-
денного иммунитета.

Ключевые слова: новорожденные, вентилятор-ассоциированные и внутриутробные пневмонии, противомикробные 
пептиды, цитокины, врожденный иммунитет 
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Abstract. Specific perinatal infections make about 30% in causal structure of infant mortality. Among the 
respiratory diseases of perinatal period, pneumonias take a special place, due to higher frequency, severity, 
complications and adverse outcomes. The aim of this work was to study microflora and factors of innate 
immunity (TLR2, TLR4, HBD-1, HBD-2, TNFα and NF-kB) at the level of the mucous membranes of 
the upper respiratory tract during intrauterine infection of fetus and perinatal pneumonia. Causal structure of 
ventilator-associated pneumonias at the intensive care unit represents a broad spectrum of pathogens with high 
resistance to antibiotics. Changes of immunological parameters (recognizing structures, i.e., TLR2, TLR4, 
HBD-1; HBD-2 defensins; proinflammatory TNFα cytokine and NF-kB transcription factor) in patients with 
intrauterine infections and pneumonia are ambiguous. Decreased expression of TLR2, TLR4 genes, along with 
increased of TNFα and NF-kB gene expression. These changes correlate with type of infectious pathogen, 
thus allowing us to assume that the pathogen, due to pathogenicity factors, may directly affect innate immunity 
mechanisms.

Keywords: newborns, ventilator-associated infections, intrauterine pneumonia, antimicrobial peptides, cytokines, innate immunity

Патология дыхательной системы является 
одной из основных причин высокой заболева-
емости и смертности новорожденных детей [1]. 
В клинической практике подразделяют пневмо-
нии новорожденных на внутриутробные (врож-
денные) и постнатальные (приобретенные), 
последние могут быть внебольничными и вну-
трибольничными. Почти 90% внутрибольнич-
ных пневмоний связано с искусственной венти-
ляцией легких (ИВЛ). В Российской Федерации 
заболеваемость пневмонией у новорожденных 
за последние 5 лет практически не меняется и не 
имеет тенденции к снижению, составляя в сред-
нем 8,5‰ [6]. 

Наиболее частое осложнение искусственной 
вентиляции легких ИВЛ – вентилятор-ассоции-
рованная пневмония (ВАП), возникающая при-
мерно у 3-10% детей [7]. Возникает это ослож-
нение у 7-30% новорожденных, находившихся 
в отделениях интенсивной терапии. Увеличение 
риска ВАП на 11% происходит с каждой допол-
нительной неделей ИВЛ [8, 12]. Внутриутробная 
пневмония (ВП) диагностируется у 10-15% де-

тей. Очень часто заболевание прослеживается 
у недоношенных и при гипотрофии плода [2, 4, 
11]. В патогенезе пневмоний новорожденных 
значение имеют внутричерепные кровоизлия-
ния, обусловливающие появление апноэ, ци-
аноза, периодически возникающей асфиксии, 
а также нарушения гомеостаза при развитии не-
достаточности дыхания, гипоксемии, гиперкап-
нии, ацидоза и нарушения электролитного обме-
на. Наиболее часто пневмонии у новорожденных 
вызывают Staphylococcus aureus, в том числе ме-
тициллинорезистентные Staphylococcus aureus, 
Streptococcus pneumoniae, Proteus spp., Serratia 
marcescens, Klebsiella pneumoniae, Escherichia 
coli, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter spp., 
Enterobacter spp. [13]. 

Предрасположенность новорожденных к воз-
никновению инфекционных осложнений может 
быть обусловлена не только особенностями го-
спитальных штаммов микроорганизмов, но и со-
стоянием иммунной системы новорожденных 
детей. Большое значение в распознавании пато-
генов имеют факторы врожденного иммунитета 
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(Toll-подобные рецепторы, цитокины, противо-
микробные пептиды) [3, 9, 10], которые распоз-
нают консервативные области вышеперечислен-
ных микроорганизмов. 

Для успешной борьбы с пневмониями ново-
рожденных требуется знание не только клинико-
микробиологических, но и иммунологических 
особенностей данной патологии. В связи с этим 
целью данной работы являлось изучение микро-
флоры и факторов врожденного иммунитета 
(TLR2, TLR4, HBD-1, HBD-2, TNFα и NF-kB) 
на уровне слизистых оболочек верхних дыхатель-
ных путей при внутриутробном инфицировании 
плода и пневмонии новорожденных.

Материалы и методы
Исследования были проведены в ОРИТ ро-

дильного дома Республиканской клинической 
больницы г. Махачкала с 2012 по 2014 г. Крите-
рии включения новорожденных в исследование: 
дети, у которых был выставлен диагноз «пневмо-
ния» (внутриутробная, вентилятор-ассоцииро-
ванная). Критерии исключения: дети, у которых 
не подтвердился диагноз «пневмония». У всех 
новорожденных тяжесть состояния при рожде-
нии была обусловлена различной перинатальной 
патологией. У 54 новорожденных тяжесть состо-
яния была обусловлена синдромом аспирации 
околоплодных вод, у 26 детей – гипоксическим 
поражением ЦНС и у 20 детей тяжесть состояния 
была обусловлена респираторным дистресс-син-
дромом.

При проведении бактериологического иссле-
дования клинического материала (кровь, трахео-
бронхиальный аспират) от новорожденных де-
тей (173) с подозрением на пневмонию было 
изучено 936 клинических образца, выделено 
и идентифицировано до вида (рода) 587 штаммов 
микроорганизмов. Все выделенные и идентифи-
цированные культуры протестированы на чув-
ствительность к антибактериальным препаратам 
(МУК 4.2.1890-04), а также изучены некоторые 
биологические свойства для характеристики изо-
лированных культур. Новорожденные родились 
у женщин с отягощенным соматическим и аку-
шерско-гинекологическим анамнезом (анемия, 
гестоз, угроза прерывания). Всем детям проводи-
лись реанимационные мероприятия, в том числе 
ИВЛ. 

Анализ данных анамнеза, клинической кар-
тины заболевания, результатов лабораторно-ин-

струментальных исследований позволил диа-
гностировать внутриутробную пневмонию у 48 
детей, постнатальную – у 23, аспирационную – 
у 15, вентилятор-ассоциированную – у 69, пнев-
монию на фоне врожденных пороков сердечно-
сосудистой и дыхательной системы – у 18.

Методика исследования включала тщатель-
ный анализ анамнестических данных, выявление 
причин перинатального риска, оценку состоя-
ния ребенка в момент рождения, неврологи-
ческий статус, характеристику респираторных 
расстройств, анализ результатов лабораторно-
инструментальных исследований. 

Для исследования экспрессии генов врожден-
ного иммунитета TLR2, TLR4, HBD-1, HBD-2,  
TNFα и NF-kB из клинического материала 
(эпителиальные клетки верхних дыхательных 
путей) проводили выделение РНК с использо-
ванием набора «РИБОсорб» (ИЛС, РФ). Далее 
проводили ОТ-реакцию с использованием на-
бора «ОТ-1» (Синтол, РФ). Для приготовления 
ПЦР-смеси в реакциях использовали Hot Start 
Taq DNA Polymerase (Синтол, РФ) а также на-
боры «Набор реактивов для проведения ПЦР-
РВ в присутствии интеркалирующего красителя 
SYBR Green I» (Синтол, РФ). ПЦР проводили 
в амплификаторе для ПЦР-РВ ДТ-96 (ДНК-
технология, РФ). Системы для определения 
экспрессий исследуемых генов были отработа-
ны ранее [2]. Определение уровня экспрессии 
генов проводилось относительно экспрессии 
гена β-актина. Статистическая обработка дан-
ных проводилась с использованием статисти-
ческого пакета «STATISTICA 6.0». Для оценки 
достоверности различий по экспрессии иссле-
дуемого гена применяли непараметрический 
критерий Манна–Уитни. Различия между по-
казателями в группах считались достоверными, 
если p < 0,05 [5].

Результаты и обсуждение
У большинства новорожденных были выде-

лены грамнегативные микроорганизмы (93%), 
среди которых преобладали энтеробактерии 
(79%). Энтеробактерии чаще всего были пред-
ставлены Klebsiella pneumonia (33%), Esherihia 
coli (24%) и Pseudomonas aeruginisa (22%). Грам-
позитивные возбудители ВАП были представ-
лены коагулазоотрицательными стафилококка-
ми, среди которых преобладали Staphylococcus 
epidermidis, обладающие гемолитическими свой-
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ствами (26%). При затяжном течении ВАП ос-
новным возбудителем являлась Stenotrophomonas 
maltophilia. 

 Пневмония, обусловленная К. pneumoniae, 
у большинства имела острое течение. Проявле-
ния инфекционного токсикоза были менее вы-
раженными, чем при ВАП другой этиологии. 
В периферической крови лейкоцитоз был у по-
ловины новорожденных и редко сопровождался 
сдвигом формулы влево и наличием токсиче-
ской зернистости нейтрофилов, тромбоцитопе-
ния отмечалась только у 2 детей. При ВАП, вы-
званной Ps. aeruginosa, чаще, чем при других, 
отмечался геморрагический синдром, который 
клинически проявлялся в виде легочного крово-
течения (у 10 из 35 детей). В 2,5 раза чаще, чем 
в целом по всей группе, отмечалось развитие 
пневмоторакса. Именно при этих пневмониях 
была самая высокая летальность (умерло 10 де-
тей).

Пневмония, возбудителем которой явля-
лась E. coli, протекала с выраженными прояв-
лениями инфекционного токсикоза чаще, чем 
в других группах детей. Отмечались значитель-
ные воспа лительные сдвиги в периферической 
крови у 5 детей в виде лейкоцитоза (в сред-
нем 45,6±8,6 × 109 г/л), токсической зернисто-
сти нейтро филов, анемия, повышение уровня 
С-реактивного белка. Именно при этих пневмо-
ниях осложнения в виде бронхолегочной дис-
плазии наблюдаются в 3 раза чаще, чем при ВАП 
другой этиологии. При данной этиологии пнев-
моний летальных исходов не было. При ВАП, 
вызванных S. epidermidis, более чем у двух третей 
детей наблюдались тяжелые формы и острое те-
чение (у 12 из 15 детей). Летальность в этой груп-
пе составила 20% (умерло 3 детей).

Результаты исследования на внутриутробное 
инфицирование свидетельствуют о превалиро-
вании грамположительных возбудителей в кли-
ническом материале от новорожденных с ВП над 
грамотрицательными бактериями и грибами рода 
Candida. Учитывая значительный удельный вес 
грамположительной микрофлоры среди выде-
ленных возбудителей ВП, нами проведен анализ 
видового спектра патогенов в зависимости от но-
зологических форм патологии. 

Как известно, степень патогенности зависит 
либо от силы действия одного либо от совокуп-
ности влияния нескольких факторов патоген-
ности. Коагулазоотрицательные стафилококки 
составили 368 штамма (84,7,2%). Среди S. aureus 

плазму коагулировали 58 культур, что состави-

ло 86,5%. Выделенные штаммы S. aureus проду-

цировали ферменты – лецитиназу, гемолизины 

и ДНК-азу в 87,5, 94,0 и 91,0% соответственно. 

В группе новорожденных детей продукция ле-

цитиназы (87,5%) и гемолизинов (94,0%) коа-

гулазоположительными стафилококками зна-

чительно превышала (р < 0,05) аналогичные 

показатели у обследованных женщин, ДНК-азу 

выделяли – 91,0% культур. Коагулазоотрица-

тельные стафилококки продуцировали данные 

факторы патогенности – S. epidermidis в 23,1 

и 22,% соответственно и не обладали ДНК-азой, 

а S. saprophyticus в 17,7 и 16,1% случаев соответ-

ственно. Как и в предыдущих группах, реакцию 

плазмокоагуляции вызывали не все относящи-

еся по классификации к КП видам стафило-

кокки, а именно 86,5% штаммов. Было отме-

чено, что от детей третьего-пятого дня жизни, 

находившихся отдельно от матерей, стафило-

кокки высевались достоверно реже (р > 0,05) – 

73,9,2%, чем у обследованных женщин – 92,4%. 

Кроме того, они обладали наибольшим патоген-

ным потенциалом. На втором месте по частоте 

обсемененности стафилококками, их видовому 

спектру и патогенности оказалась группа здо-

ровых детей (25 новорожденных) в возрасте от 1 

до 5 дней. Меньше всего были обсеменены ста-

филококками здоровые новорожденные 1-го 

дня жизни. 
С целью определения тактики этиотропной 

антибактериальной терапии, а также для разра-
ботки эмпирической терапии с учетом региональ-
ных особенностей был проанализирован уровень 
резистентности к антибактериальным препара-
там – 103 микроорганизма, выделенные из ТБА 
новорожденных с диагнозом «пневмония».

Изначально неадекватная терапия тяжелой 
инфекции, вне зависимости от ее локализации 
и типа возбудителя, увеличивает риск леталь-
ного исхода. Это убеждает в целесообразности 
проведения адекватной эмпирической анти-
бактериальной терапии, базирующейся на ло-
кальных данных о структуре и чувствительности 
циркулирующих в родильном стационаре возбу-
дителей.

Выделенные штаммы K. pneumoniae проявля-
ли резистентность к большинству антибиотиков 
и сохраняли 100% чувствительность к имипенему 
и меропенему. Высокую резистентность к анти-
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биотикам также проявляли штаммы некоторых 
видов энтеробактерии. Так, среди выделенных 
штаммов Ps. aeruginosa большинство были устой-
чивыми к 11 из 14 исследуемых антибиотиков. 
Обращает на себя внимание высокий уровень ре-
зистентности к ампициллину (98%) и цефурок-
симу (88%), цефазолину (81%), карбенициллину 
(43%), цефомандолу (82%) соответственно.

Большинство штаммов S. epidermidis про-
являли резистентность к 14 из 20 исследуемых 
антибиотиков, сохраняя чувствительность к ри-
фампицину, ванкомицину, линкомицину и амок-
сициллину.

Показатели врожденного иммунитета – Toll-
подобные рецепторы (TLR2, TLR4) – экспрес-
сировались на эпителиальных клетках верхних 

Рисунок 1. Экспрессия генов TLR2 и TLR4 в эпителиальных клетках верхних дыхательных путей новорожденных 
с ВУИ и пневмонией
Примечание. По оси абсцисс – исследуемые группы. По оси ординат – относительные единицы показателя экспрессии (показатель 
в опытной группе относительно показателя в группе сравнения).

Рисунок 2. Экспрессия генов HBD-1 и HBD-2 в эпителиальных клетках верхних дыхательных путей новорожденных 
с ВУИ и пневмонией
Примечание. По оси абсцисс – исследуемые группы. По оси ординат – относительные единицы показателя экспрессии (показатель 
в опытной группе относительно показателя в группе сравнения).
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дыхательных путей как у новорожденных с ВП, 
так и у детей с ВАП. 

Следует отметить, что у новорожденных 
с ВП уровни экспрессии распознающих струк-
тур были достоверно снижены в два раза, этот 
факт можно объяснить как генетическими осо-
бенностями организма ребенка, так и актив-
ностью факторов патогенности микроорганиз-
мов. Для подтверждения последней гипотезы 
был проведен анализ ассоциации показателей 
врожденного иммунитета и наличием опреде-
ленного возбудителя. Были выделены подгруп-
пы детей с пневмониями, вызванными Klebsiella 
pneumonia, Pseudomonas aeruginisa, Esherihia coli, 
кокковой флорой и смешанной инфекцией. По-
казано, что экспрессия гена TLR2 снижалась 
в 6,2 раза у пациентов с Klebsiella pneumonia и в 
два раза и более при смешанной инфекции. 
Уровни экспрессии гена TLR4 были снижены 
более чем в три раза при инфекции, вызванной 
Esherihia coli (рис. 1). 

На следующем этапе были определены уров-
ни экспрессии генов HBD-1 и HBD-2 в эпите-
лиальных клетках верхних дыхательных путей 
у новорожденных с ВП, у детей с ВАП и у здоро-
вых детей. Известно, что дефенсины осущест-
вляют защиту слизистых от инфекционных воз-

будителей. HBD-1 постоянно вырабатывается 
на уровне слизистой верхних дыхательных пу-
тей, а HBD-2 – индуцибельно, т.е. под действи-
ем инфекционных патогенов. Показано, что 
экспрессия гена HBD-2 увеличивается в 2,3 раза 
у детей, у которых определяется инфекционный 
возбудитель, но при этом отсутствуют клиниче-
ские проявления пневмонии. Также показано 
достоверное снижение показателя HBD-2 (в 3,2 
раза) у пациентов с пневмонией, вызванной 
Klebsiella pneumonia. Показатели HBD-1 во всех 
исследуемых группах манялись недостоверно 
(рис. 2).

Помимо дефенсинов, был проведен анализ 
экспресии генов провоспалительного цитокина 
TNFα и фактора транскрипции NF-kB в эпи-
телиальных клетках верхних дыхательных пу-
тей в исследуемых группах. Данные молекулы 
участвуют в сигнальном пути с TLRs. Так, было 
показано, что у детей, у которых выявляли ин-
фекционные возбудители, но не было клиниче-
ских проявлений, показатель цитокина возрас-
тал более чем в два раза. Это можно объяснить 
тем, что инфекционные возбудители через TLR 
активируют выработку провоспалительного 
цитокина TNFα. В группах с внутриутробным 
инфицированием, с пневмонией новорожден-

Рисунок 3. Экспрессия генов TNF и NF-kB в эпителиальных клетках верхних дыхательных путей новорожденных 
с ВУИ и пневмонией
Примечание. По оси абсцисс – исследуемые группы. По оси ординат – относительные единицы показателя экспрессии (показатель 
в опытной группе относительно показателя в группе сравнения).
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ных, вызванной E. coli, Ps. aeruginosa, кокками 
и при смешанной инфекции показатель TNFα 
возрастал в 3-4 раза относительно показате-
ля в группе сравнения (рис. 3). Уровень экс-
прессии гена NF-kB достоверно увеличивался 
только в группах пациентов с внутриутробным 
инфицированием плода (в 2,5 раза) и у ново-
рожденных с пневмонией, вызванной кокковой 
микрофлорой (в 3,1 раз).

Таким образом, этиологическая структура 
ВАП у новрожденных, находящихся в отделе-
нии реанимации, представлена широким спек-
тром возбудителей с высокой резистентностью 
к антибиотикам. Широкий спектр микроорга-
низмов и тяжелое течение заболевания связаны 

с иммунодефицитным состоянием у новорож-
денных с ВАП. Иммунологические показатели 
(распознающие структуры – TLR2, TLR4, де-
фенсины HBD-1, HBD-2, провоспалительный 
цитокин TNFα и фактор транскрипции NF-kB) 
у пациентов с внутриутробным инфицировани-
ем и с пневмонией изменяются неоднозначно. 
Выявлена тенденция к снижению экспрессии 
генов TLR2, TLR4 и увеличению экспрессии 
генов TNFα и NF-kB. Данные изменения кор-
релируют с инфекционным возбудителем, 
следовательно, можно предположить, что не-
посредственно возбудитель за счет действия фа-
торов патогенности влияет на показатели врож-
денного иммунитета.
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