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ВВЕДЕНИЕ
До сегодняшнего дня ВИЧ-инфекция остается 

одной из проблем современной медицины, в том 
числе и в педиатрической практике, так как доля 
детей в общей структуре ВИЧ-инфицированных 
увеличивается [1]. Вторичные бактериальные ин-
фекции нередко являются клинической манифеста-
цией ранней ВИЧ-инфекции у ослабленных детей, 
инфицирование которых произошло до 1,5 –летне-
го возраста, и уже на стадии первичных проявлений 
могут приводить к летальному исходу [2]. Резер-
вуаром для микробов-оппортунистов является 
толстый кишечник, носо- и ротоглотка, где они 
формируют ассоциативные сожительства с доми-
нантными микросимбионтами. У здорового чело-
века индигенная микрофлора обеспечивает колони-
зационную резистентность слизистых, а также 
контролируют экспрессию факторов вирулентности 
условно-патогенных бактерий, что предупреждает 
развитие оппортунистических болезней [3—5]. 

Очевидно, что у ВИЧ-инфицированных детей про-
исходит нарушение определенных механизмов 
поддержания микроэкологического гомеостаза, что 
является патогенетической основой формирования 
эндогенных инфекций [6]. Однако в большинстве 
случаев при развитии оппортунистических инфек-
ций у детей с иммунодефицитами проводят иссле-
дование качественного и количественного состава 
микрофлоры, тогда как исследование характера 
взаимоотношений микросимбионтов при форми-
ровании ассоциаций изучены недостаточно. Опре-
деление у ВИЧ-инфицированных прогностически 
значимых свойств микрофлоры, которые могли бы 
использоваться, как критерии возможного развития 
вторичных бактериальных инфекций является ак-
туальным для своевременной профилактики этих 
состояний.

Цель исследования — изучение биологиче-
ских свойств индигенной и условно-патогенной 
микрофлоры у ВИЧ-инфицированных детей для 
минимизации риска развития эндогенных бактери-
альных инфекций.© Захарова Ю. В., Марковская А. А., Леванова Л. А., 2012
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Аннотация. Изучение биологических свойств индигенной и условно-патогенной микрофлоры 
у ВИЧ-инфицированных детей для минимизации риска развития эндогенных бактериальных инфек-
ций. Материалы и методы: В работе использованы 33 штамма бифидобактерий и 30 штаммов апти-
пичных кишечных палочек, выделенных от ВИЧ-инфицированных (20 человек) и здоровых детей 
(15 человек). Выделение и идентификацию микроорганизмов проводили общепринятыми методами. 
У индигенной и оппортунистической микрофлоры изучены антилизоцимная, адгезивная и антагони-
стическая активности. Результаты: Установлено, что основу взаимодействия симбионтов составляет 
изменение персистентного потенциала условно-патогенных микроорганизмов, а также антагонизма 
и адгезивной активности бифидобактерий.
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Abstract. To study biological properties of indigenes and opportunistic microflora from VIH-infection 
children for a risk minimization of endogens bacterial infection. Materials and methods: 33 strains of Bifi-
dobacteria and 30 strains atypical Escherichia coli isolated from children with VIH-infection (20 participants) 
and healthy persons (15 participants) were used for study. Isolation and identification of microorganisms 
were performed by conventional methods. Antilysocime, adhesive and antagonistic activity of indigenes 
and opportunistic bacteria was investigated. Results. It is revealed that the basis of interaction between 
symbionts is determined by change of persistence potential of opportunistic microorganisms and antagonism 
and adhesive activity of bifidobacteria.
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
ИССЛЕДОВАНИЯ

Стандартным бактериологическим методом 
проведено исследование фекальной микрофлоры 
у 20 ВИЧ-инфицированных детей в возрасте 
1,7±0,2 года [7]. Группу сравнения составили 15 
детей с отрицательными результатами иммунофер-
ментного анализа на ВИЧ-антитела того же возрас-
та и пола, что и в опытной. Дизайн исследования 
по типу «случай-контроль». Идентификацию бак-
терий и грибов проводили с использованием ком-
мерческих тест систем ANAERO-TEST 23 (������Lache-
ma, Чехия), STAPHY-TEST 16 (Lachema, Чехия), 
STREPTO-TEST 16 (���������������������� Lachema��������������� , Чехия), �����AUXO-
COLOR���������������������������������������� (��������������������������������������BioRad��������������������������������, Франция), СИБ для энтеробакте-
рий набор № 2 (НПО «Микроген», Нижний-
Новгород). Биологические свойства изучали у 33 
штаммов бифидобактерий (18 штаммов получены 
от детей опытной группы и 15 штаммов от детей 
группы сравнения) и у 30 микроорганизмов семей-
ства Enterobacteriaceae (20 штаммов получены от 
ВИЧ — позитивных, 10 культур от ВИЧ — нега-
тивных детей).

Адгезивные свойства микроорганизмов изучали 
согласно методике В.И. Брилиса. Для этого культу-
ры выращивали в течение 24 часов на скошенном 
мясо-пептонном агаре с учетом типа дыхания. 
Взвесь микроорганизмов готовили на стерильном 
изотоническом растворе хлорида натрия в концен-
трации 109 КОЕ/мл. Клеточным субстратом служи-
ли формализированные эритроциты человека 0 (I) 
группы Rh (+), густотой 100 млн/мл. Эритроциты 
и взвесь микроорганизмов в равных объемах по 50 
мкл соединяли в пробирках и инкубировали при 
37 °C в течение 1 часа, регулярно встряхивая смесь. 
После этого готовили мазок, высушивали, фикси-
ровали 96 % спиртом 15 мин и окрашивали по 
Романовскому-Гимза. Изучение адгезии проводили 
под световым микроскопом, подсчет вели на 50 
эритроцитах. Оценку результатов опыта вели по 
индексу адгезивности микроорганизма (ИАМ), 
который характеризует среднее количество микроб-
ных клеток на одном участвующем в адгезивном 
процессе эритроците. Микроорганизмы считали 
неадгезивными при ИАМ≤1,75; низкоадгезивны-
ми — от 1,76 до 2,5; среднеадгезивными — от 2,51 
до 4,0 и высокоадгезивными при ИАМ ≥ 4,0.

Активность кислотообразования бифидобакте-
рий определяли титрометрическим методом. С этой 
целью к суточным культурам бифидобактерий, 
выращенных на среде Блаурокка в объеме 5 мл 
добавляли по 2 капли индикатора бромтимолового 

синего и титровали 0,1 н NaOH. Количество щело-
чи, пошедшей на титрование, соответствует коли-
честву образуемой кислоты в 5 мл культуральной 
жидкости. Окончательный результат выражали в 
градусах Тернера: Т° = А×К×20, где А — количе-
ство 0,1 н щелочи, пошедшее на титрование 5 мл 
исследуемой жидкости, К-поправка к титру, опре-
деляемая при титровании 0,1 н раствора щелочи 
0,1 н янтарной кислотой, Т° — величина, выра-
жающая количество 0,1 н щелочи, пошедшей на 
титрование 100 мл исследуемого образца.

Антагонистическую активность бифидобакте-
рий по отношению к клебсиеллам определяли 
методом перпендикулярных штрихов на плотной 
питательной среде. На чашку со средой Shadler-agar 
(Himedia, Индия) петлей диаметром 2 мм наносили 
культуры бифидобактерий и инкубировали 72 часа 
в анаэростате с газогенерирующим пакетом («Но-
вое дело», г. Санкт-Петербург). Далее к выросшей 
культуре подсевали аэробных участников ассоциа-
ций, предварительно выращенных на скошенном 
мясо-пептонном агаре в течение 18 часов. Посев 
производили петлей диаметром 1 мм в направлении 
от зоны роста индигенных бактерий, не касаясь ее 
и перпендикулярно ей. Чашки инкубировали при 
температуре 37 °C 24 часа в аэробных условиях. 
Учет результатов вели по величине зоны отсутствия 
роста клебсиелл, которую выражали в мм.

Антилизоцимную активность (АЛА) микро-
организмов семейства Enterobacteriaceae, как фак-
тора персистенции, осуществляли методом отсро-
ченного антагонизма в агаре по P.  M. Muriana, 
T. R. Klaehammer, в модификации О. В. Бухарина. 
Готовили ряд чашек Петри с питательным агаром, 
содержащим лизоцим в различных концентрациях 
(от 1 до 10 мкг/мл). На поверхность сред «пятач-
ками» засевали исследуемые культуры микроорга-
низмов. После инкубации в течение 24 часов при 
37 °C выросшие колонии убивали в течение 30—
40  минут парами хлороформа. Затем сверху на 
колонии наслаивали 3—4 мл полужидкого агара, 
смешанного с 0,1 мл взвеси индикаторной культу-
ры Micrococcus lysodeikticus АТСС 15307 мутно-
стью 10 ед. оптического стандарта мутности (ГИСК 
им. Л.  А. Тарасевича). Через сутки инкубации в 
термостате проводили учет результатов опыта по 
наличию или отсутствию роста микрококка на по-
верхности и вокруг колоний исследуемых культур, 
инактивировавших известную концентрацию ли-
зоцима в питательной среде. Все полученные ре-
зультаты были обработаны с помощью прикладной 
компьютерной программы STATISTICA 6,0.
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Среди обследованных ВИЧ-инфицированных 

детей у 35 % микроэкологические нарушения были 
интерпретированы как 1 степень, у 40 % — как 2 
степень дисбактериоза (p < 0,05), в 25 % случаев у 
детей были зарегистрированы дисбиотические на-
рушения 3 степени (p > 0,05). При 1 степени микро-
экологических нарушений титр бифидофлоры со-
ставил 8,3±0,2 lg КОЕ/г, а при 2 степени не превы-
шал 6,9±0,3 lg КОЕ/г. Самый низкий уровень коло-
низации слизистой бифидобактериями был у детей 
с 3 степенью дисбактериоза, так как он составил 
6,1 ± 0,2 lg КОЕ/г. Не зависимо от степени микроэ-
кологических нарушений у ВИЧ-инфицированных 
детей доминировали Bifidobacterium dentium 
(44,4 %), B. longum (33,3 %), B.breve (22,2 %).

Распространенность микроэкологических на-
рушений 1 и 2 степени у детей из группы сравнения 
не отличалась от таковой у детей с ВИЧ-инфекцией, 
так как составляла 33,3 и 46,7 % соответственно 
(p > 0,05). Однако у ВИЧ — негативных детей в 
13,3 % случаев состояние микрофлоры кишечника 
расценивали как эубиотическое (p > 0,05), а дис-
микробиоценоз 3 степени был зарегистрирован в 
3,7 раза реже, чем у ВИЧ-инфицированных 
(p �������������������������������������������< 0,05). Интенсивность колонизации бифидоф-
лорой слизистой кишечника у детей группы срав-
нения при 1 и 2 степенях микроэкологических 
нарушений была на 1—2 порядка выше, чем в 
опытной группе (9,2 ± 0,2 и 8,8 ± 0,4 lg КОЕ/г). Даже 
при 3 степени дисбактериоза количественный уро-
вень доминантных микросимбионтов у ВИЧ-
негативных детей не снижался ниже 7,2 ± 0,2 lg 
КОЕ/г. В структуре бифидофлоры доминировали 
B. longum (46,7 %) и B.breve (33,3 %). Полученные 
результаты не согласуются с данными литературы 
о ведущих видах бифидобактерий у здоровых детей 
1—2 лет, так как часто выделение вышеуказанных 
видов расценивают как дисбактериоз [8]. При этом 
не нужно забывать о наличии региональных осо-
бенностей микрофлоры, которые выражаются не 
только в количественных, но и качественных ха-
рактеристиках, что и позволяет интерпретировать 
полученные данные.

Установлено, что у всех ВИЧ-инфицированных 
детей в кишечнике вегетировали кишечные палоч-
ки с измененными биологическими свойствами — 
лактозонегативные и гемолизинпродуцирующие 
(p < 0,01). Количественный уровень данных микро-
организмов при 1 и 2 степенях нарушения микро-
флоры составил 5,5—6,1 lg КОЕ/г. При глубоких 
микроэкологических нарушениях титр лактозоне-

гативных и гемолизинпродуцирующих эшерихий 
достигал 8,4 ± 0,1 lg КОЕ/г. У детей же из группы 
сравнения количественный уровень лактозонега-
тивных и гемолитических ������������������������Escherichia������������� ������������coli�������� был до-
стоверно ниже и при 1 степени микроэкологиче-
ских нарушений и составил 3,6 ± 0,2 lg КОЕ/г, при 
2 степени — 4,4 ± 0,3 lg КОЕ/г, а при 3 степени — 
6,8 ± 0,4 lg КОЕ/г (p < 0,05).

Изучение биологических свойств микрофлоры 
проводили в сравнительном аспекте, что позволи-
ло установить некоторые механизмы развития 
эндогенных заболеваний при ВИЧ-инфекции. 
Установлено, что адгезивная активность бифидо-
бактерий у ВИЧ-инфицированных детей была 
достоверно ниже, чем у детей из группы сравнения, 
так как средние значения ИАМ составили 2,4 ± 0,2 
и 4,2 ± 0,3 соответственно (p < 0,01). В большинстве 
случаев бифидофлора (55,6 %), выделенная от 
детей первой группы, обладала средней адгезивной 
активностью, тогда как 66,7 % штаммов, изолиро-
ванных из кишечника детей группы сравнения 
были отнесены к высоко адгезивным. Бифидобак-
терии от ВИЧ-инфицированных детей характери-
зовались низкой кислотообразующей способно-
стью, которая не превышала 63,2 ± 0,5 Т°, в группе 
сравнения данный показатель был в 1,5 раза выше 
(p < 0,05). Нарушение кислотообразующей способ-
ности бифидофлоры на фоне ВИЧ-инфекции обу-
словливает низкую антагонистическую активность 
данных бактерий по отношению к условно-
патогенной микрофлоре, в частности к кишечным 
палочкам с измененными биологическими свой-
ствами. Зона задержки роста эшерихий после от-
сроченного культивирования с бифидобактериями, 
изолированных от ВИЧ-инфицированных детей не 
превышала 5,2 ± 0,2 мм, а в группе сравнения до-
стигала 9,8 ± 0,2 мм (p < 0,01).

В основе механизма развития микроэкологи-
ческих нарушений лежит изменение не только 
биологических свойств индигенных микроорга-
низмов, но и повышение персистентного потен-
циала условно-патогенных бактерий. Установлено, 
что лактозонегативные и гемолизинпродуцирую-
щие кишечные палочки у ВИЧ-инфицированных 
детей характеризовались более высокой АЛА 
(7,8 ± 0,3 мкг/мл), чем штаммы изолированные от 
детей группы сравнения (2,5 ± 0,4 мкг/мл), что 
предопределяет возможность распространения 
данных бактерий за пределы «привычной» для них 
экологической ниши за счет нивелирования фак-
торов врожденной противомикробной защиты, в 
частности лизоцима.
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
У ВИЧ-инфицированных детей в 65 % случаев 

в толстой кишке развиваются микроэкологические 
нарушения 2—3 степени, характеризующиеся 
угнетением бифидофлоры и ростом числа условно-
патогенных бактерий (p < 0,05). Нарушение коло-
низационной резистентности связано с низкой 
адгезивной активностью бифидобактерий. Изуче-
ние характера взаимодействий между нормальной 
микрофлорой и условно-патогенными бактериями 
в ассоциациях выявило подавление факторов ан-
тагонизма у доминантного микросимбионта и ак-
тивизацию персистентных свойств минорной ми-
крофлоры. Это позволяет условно-патогенным 
микроорганизмам избежать регулирующего воз-
действия на их популяцию индигенной микрофло-
ры, а также нивелировать действие врожденных 
факторов защиты, в частности лизоцима. В итоге, 
у ВИЧ-инфицированных детей растет численность 
микробов-оппортунистов, следовательно, повы-
шается риск развития эндогенных инфекций.

Работа выполнена при поддержке гранта Пре-
зидента РФ. № МК-971.2010.7
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