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резюме 
Введение. Острые респираторные инфекции (ОРИ) являются одной из основных причин заболеваемости и смерт-

ности от инфекционных заболеваний в мире. Респираторные инфекции могут быть вызваны патогенами различной 
природы: вирусами, бактериями, микоплазмами и др. Быстрая и точная идентификация в биологических образцах 
патогенов, таких как бактерии является важной задачей, для которой используется секвенирование гена 16S рРНК 
с применением платформ нового поколения.

Цель – сравнительный анализ качественных характеристик микробиома ротоглотки здоровых добровольцев и 
больных ОРИ неустановленной этиологии по данным секвенирования гена 16S рРНК.

Методы и материалы. Получены и проанализированы данные секвенирования MiSeq Illumina региона V3–V4 
16S рРНК мазков из ротоглотки госпитализированных пациентов с симптомами ОРИ и здоровых пациентов.

Результаты. Был проведен анализ данных секвенирования области V3–V4 16S рРНК у 116 госпитализированных 
пациентов с симптомами ОРИ и 81 здорового пациента. У пациентов с ОРИ наблюдалось более высокое содержа-
ние условно-патогенной микрофлоры, в частности Staphylococcus, Ralstonia, Aeribacillus, Acinetobacter baumannii, 
Methylobacterium-Methylorubrum, Rhodococcus equi. В контрольных образцах преобладала нормальная комменсальная 
микробиота дыхательных путей, такая как Neisseria, Prevotella, Fusobacterium, Veilonella.

Выводы. В образцах микробиоты госпитализированных пациентов с ОРИ обнаружено преобладание оппор-
тунистической и потенциально патогенной микробиоты, в то время как у здоровых добровольцев преобладают 
нормальные представители микробиоты дыхательных путей. Для более детального анализа необходимы данные 
о видовом составе микробиоты, которые можно получить при секвенировании полной последовательности гена 
16S рРНК.
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введение
Острые респираторные инфекции (ОРИ) явля-

ются одной из основных причин заболеваемости и 
смертности от инфекционных заболеваний в мире и 
представляют значительную проблему глобального 
здравоохранения. Респираторные инфекции могут 
быть вызваны патогенами различной этиологии: ви-
русами, бактериями, микоплазмами и пр. Несмотря 
на широкое применение метода ПЦР в реальном 
времени в диагностике инфекционных болезней, 
значимая доля случаев ОРИ остается нерасшифро-
ванной. По данным российских авторов доля ре-
спираторных инфекций неуточненной этиологии 
по результатам ПЦР-диагностики (8 эпидемических 
сезонов 2015–2022 гг.) составляла от 30,0 до 63,3 % 
от общего количества тестируемых [1–3]. В других 
странах количество пациентов с ОРИ неопределен-
ной этиологии составляло 7–43 % [4–6]. Быстрое 
развитие и коммерческая доступность технологий 
секвенирования следующего поколения (NGS) дало 

возможность с большей точностью проводить ме-
тагеномные исследования, которые позволяют оце-
нивать все разнообразие генетического материала, 
содержащегося во всех биологических единицах в 
различных образцах, и без необходимости выде-
ления и культивирования микроорганизмов опре-
делять последовательность их генома [7, 8]. Широ-
кое применение в метагеномике получил подход, 
основанный на секвенировании нуклеотидной 
последовательности гена малой субъединицы 16S 
рибосомальной РНК (16S рРНК). Ген, кодирующий 
16S рРНК, содержит как высококонсервативные 
последовательности, которые могут быть исполь-
зованы для посадки универсальных праймеров для 
ПЦР, так и гипервариабельные участки, которые 
отражают специфические признаки определенных 
таксонов бактерий [9]. Для классификации бакте-
рий используется как секвенирование отдельных 
гипервариабельных регионов [10], так и полной 
последовательности гена 16S рРНК [11].
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summary
Introduction. Acute respiratory infections (ARI) are one of the main causes of morbidity and mortality from infectious 

diseases in the world. Respiratory infections can be caused by pathogens of various etiologies: viruses, bacteria, mycoplasmas, 
etc. Rapid and accurate identification of pathogens, such as bacteria, in biological samples is an important task, for which 
16S rRNA gene sequencing using new generation platforms is used.

The objective was a comparative analysis of the qualitative characteristics of the oropharyngeal microbiome of healthy 
volunteers and patients with ARI of unknown etiology based on the 16S rRNA gene sequencing. 

Methods and materials. Using V3–V4 region of 16S rRNA Illumina MiSeq sequences from oropharyngeal swabs, we 
analyzed the microbiome of hospitalized patients with ARI symptoms and healthy patients.

Results. In this study, we conducted V3–V4 region of 16S rRNA sequencing analyses of the oropharyngeal samples 
from 116 hospitalized patients with ARI symptoms and 81 healthy patients. Patients with ARI exhibited higher abundance 
of opportunistic pathogens, particularly Staphylococcus, Ralstonia, Aeribacillus, Acinetobacter baumannii, Methylobacte-
rium-Methylorubrum, Rhodococcus equi. In the control samples, normal commensal respiratory tract microbiota, such as 
Neisseria, Prevotella, Fusobacterium, Veilonella was dominated.

Conclusions. The microbiota samples of hospitalized patients with ARI showed a predominance of opportunistic and 
potentially pathogenic microbiota, while normal representatives of the respiratory tract microbiota predominate in healthy 
volunteers. For a more detailed analysis, data on the species composition of the microbiota is required, which can be obtained 
by sequencing the complete sequence of the 16S rRNA gene. 
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Целью данной работы является сравнительный 
анализ качественных характеристик микробио-
ма ротоглотки здоровых добровольцев и больных 
ОРИ неустановленной этиологии по данным сек-
венирования гена 16S рРНК.

методы  и  мАтериАлы
В исследование включен клинический материал 

(мазки из ротоглотки) от 116 больных ОРИ и 81 
здорового добровольца. Забор клинического ма-
териала выполняли в приемном отделении СПб 
ГБУЗ «КИБ им. С. П. Боткина» и в клинике ФГБУ 
«НИИ гриппа им. А. А. Смородинцева» Минздрава 
России соответственно, в эпидемические сезоны 
2021–2022 гг., 2022–2023 гг., 2023–2024 гг. Все 
обследованные были старше 18 лет.

Для забора материала использовали сваб-систе-
мы со средой UTM-RT (Copan, Италия) и системы 
для сбора образцов (Sansure Biotech, Китай).

Выделение нуклеиновых кислот проводили из 
100 мкл образца с использованием набора для вы-
деления РНК на магнитных частицах NAmagp2000 
(ООО «Биолабмикс», Россия) и автоматизирован-
ной системы выделения и очистки нуклеиновых 
кислот Auto-Pure 96 (Allsheng, Китай).

Для первой группы образцов была проведена 
предварительная ПЦР-диагностика на присут-
ствие нуклеиновых кислот известных возбуди-
телей ОРВИ (вирусы гриппа А и Б, коронавирус 
SARS-CoV-2, респираторно-синцитиальный вирус, 
метапневмовирус, вирусы парагриппа 1–4 ти-
пов, сезонные коронавирусы видов ОС43, Е229, 
NL63, HKUI, риновирус, аденовирусы групп B, C 
и E, бокавирус) при помощи наборов АмплиСенс 
Influenza virus A/B-FL, АмплиСенс ОРВИ-скрин-
FL (ООО «ИнтерЛабСервис», Россия) и Novel 
Coronavirus (2019-nCoV) Nucleic Acid Diagnostic 
Kit (PCR-Fluorescence Probing) (Sansure Biotech, 
Китай). В дальнейшую работу взяты образцы, в 
которых по результатам ПЦР-диагностики не было 
обнаружено нуклеиновых кислот данных вирусов.

Качество забора образцов оценено в ПЦР в ре-
альном времени с использованием праймеров на 
ген рибонуклеазы P человека (RNP) в составе си-
стемы для детекции РНК вируса SARS-CoV-2 (ген 
N) (ООО «Биолабмикс», Россия). В дальнейшее 
исследование взяты мазки со значением цикла 
меньше 30 (Cq<30).

Амплификацию участков V3 и V4 гена 16S рРНК 
проводили согласно протоколу Illumina (США) 
[12] с использованием набора реагентов для ОТ-
ПЦР БиоМастер ОТ-ПЦР–Премиум (2×) (ООО 
«Биолабмикс», Россия) и амплификатора CFX96 
(BioRad, США). Продукты ПЦР были очищены с 
использованием магнитных частиц AMPure XT 
(Beckman Coulter Life Sciences, США).

Секвенирование проводили на приборе Illumina 
MiSeq при помощи набора реагентов MiSeq 
Reagent Kit v3 (600-cycle). Использовали наборы 

индексирующих олигонуклеотидов Illumina DNA/
RNA UD Indexes (Set A, B). После индексирования 
библиотеки очищали магнитной силикой AmPure 
XP (Beckman Coulter Life Sciences, США). Концент-
рация библиотек была оценена при помощи флуо-
риметра Qubit и набора реагентов Qubit™ dsDNA 
Quantification Assay Kit (Invitrogen, США). Оценка 
количества прочтений проводилась при помощи 
инструмента FASTQC, оценка качества библио-
тек – при помощи инструмента MultiQC. 

Прочтения были обработаны программным 
комплексом QIIME v2 (2024.5) [13].

Данные каждого образца после денойзинга 
были прорежены до 10 000 прочтений, для каждого 
из них были посчитаны процентные соотношения 
бактериальных родов, а также индексы альфа-раз-
нообразия по формуле Шенона [14] и Чао [15].

Проведение исследования одобрено локаль-
ным этическим комитетом ФГБУ «НИИ гриппа 
им. А. А. Смородинцева» Минздрава России № 218 
от 26.04.2024 г.

Анализ микробных сообществ проводился с ис-
пользованием метода линейного дискриминантно-
го анализа размера эффекта (LEfSe) для выявления 
дифференциально распространенных таксонов в 
различных группах образцов. Тест Краскела – 
Уоллиса использовался для выявления сущест-
венных различий в распространенности таксонов 
между группами, после чего применялись парные 
ранговые тесты Вилкоксона для дальнейшей про-
верки. LEfSe применялся для определения линей-
ных дискриминантных оценок, что позволяло 
идентифицировать потенциальные биомаркеры, 
характеризующие отдельные микробные профи-
ли, связанные с изучаемыми группами образцов. 
Статистическая значимость была установлена на 
уровне 0,05 на протяжении всего анализа [16].

результАты  исследовАния  
и  иХ  оБсуЖдение
Контрольная и основная группа были равномер-

но распределены по полу (тест χ2, p-value=0,65) 
(табл. 1), но не по возрасту (тест Манна – Уитни, 
p-value=3,952·10–5) (табл. 2).

Сравнение альфа-разнообразия не выявило зна-
чимых отличий между выборками больных ОРИ и 
здоровых добровольцев ни по одному из индексов 
(тест Манна – Уитни, Chao: p-value=0,89, Shannon: 
p-value=0,49). Анализ методом PERMANOVA [17] 
показал значимые отличия между основной и конт-
рольной группами (p-value=9,99 ·10–4). Для анализа 
различий микробиомного состава использован пакет 
NearestBalance [18] для программного языка R [19].

Полученные данные свидетельствуют, что 
группе больных ОРИ наблюдалась большая 
представленность классов бактерий Bacilli, 
Gammaproteobacteria, Actinobacteria и Alpha-
proteo bacteria по сравнению со здоровыми волон-
терами (рис. 2). Группы бактериальных таксонов, 



Иванова А. А. и др. / Учёные записки ПСПбГМУ им. акад. И. П. Павлова Т. XXXI № 4 (2024) С. 19–26

22

которые чаще выявляли у больных ОРИ, были 
филогенетически разнородны, за исключением 
сем. Comamondaceae, входящего в состав пор. 
Burkholderiales (рис. 3).

Согласно данным литературы, не существует 
универсального микробиома носоглотки челове-
ка [20]. У клинически здоровых людей выделя-
ют четыре микробиотипа: 1) смешанный с пре-
обладанием Staphylococcus и Corynebacterium; 
2) с преобладанием Moraxella; 3) с преобладанием 
Streptococcus; 4) с преобладанием Fusobacterium 
[21]. Так, у здоровых добровольцев мы наблюдаем 
преобладание нормальных комменсальных обита-

телей микробиоты дыхательных путей, таких как 
Neisseria, Prevotella, Fusobacterium, Veilonella [22].

Нами показано, что у больных ОРИ неуста-
новленной этиологии происходило изменение 
структуры микробиома с увеличением представ-
ленности фирмикутов (Staphylococcaceae), аль-
фапротеобактерий (Beijerinckiaceae), гаммапро-
теобактерий (Moraxellaceae, Burkholderiaceae, 
Comamonadaceae).

Некоторые представители выявленных у боль-
ных ОРИ родов бактерий относятся к условным 
или явным патогенным микроорганизмам. Сле-
дует отметить преобладание стафилококков (род 
Staphylococcus), некоторые из которых вызывают 
воспалительные процессы в верхних и нижних 
дыхательных путях [23]. Так, Staphylococcus aureus 
является возбудителем респираторных инфекций 
у детей [24], обнаруживается в микрофлоре слизи-
стой оболочки носоглотки у беременных женщин 
с симптомами ОРИ [25]. Род Ralstonia преоблада-
ет у курильщиков, в том числе бывших [26]. Рези-
стентная к карбапенемам бактерия Acinetobacter 
baumannii вызывает тяжелые пневмонии с высо-
кой смертностью среди пациентов в критическом 
состоянии на искусственной вентиляции легких и 
в отделениях интенсивной терапии [27, 28]. Так-
же условно-патогенную микрофлору, в частности 
Acinetobacter baumannii, обнаруживали в легких 
у больных COVID-19 [29]. Представители рода 
Deinococcus часто встречаются у пациентов при 
пневмонии [30]. Rhodococcus equi может стать воз-
будителем инфекции дыхательных путей, особен-
но у пациентов с ослабленным иммунитетом [31].

Необходимо учитывать, что идентификация 
генетического материала тех или иных бактери-
альных патогенов в образцах от больных ОРИ не 
позволяет установить причинно-следственную 
связь между микроорганизмом и заболеванием. 
Кроме того, ограничением при проведении ана-
лиза микробиома с помощью секвенирования 

Т а б л и ц а  1

Распределение обследованных по полу 

T a b l e  1

Gender distribution between groups

Группа Женщины Мужчины Всего

Здоровые 43 (61 %) 28 (39 %) 81

Больные ОРИ 65 (56 %) 51 (44 %) 116

Т а б л и ц а  2

Распределение обследованных по возрасту

T a b l e  2

Age distribution between groups

Группа Возраст среднее ± среднее отклонение, лет

Здоровые 41±15

Больные ОРИ 56±24

Рис. 1. Альфа-разнообразие микробиоты ротоглотки (по 
индексу Шеннона) у здоровых волонтеров и больных 

ОРИ неустановленной этиологии
Fig. 1. Alpha diversity of nasopharynx microbiome (by Shan-
non index) in healthy volunteers and patients with unidenti-

fied ARI
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фрагмента гена 16S рРНК является его низкая 
разрешающая способность. Так, секвенирование 
V3 и V4 участков не позволяет проводить таксоно-

мическую идентификацию до вида. Таким обра-
зом, повышенная представленность тех или иных 
таксономических групп может свидетельствовать 

 
Рис. 3. Кладограмма филогенетической близости таксономических групп бактерий, представленность которых 

 отличается у больных ОРИ и здоровых добровольцев (рассчитано с помощью инструмента LefSe)
Fig. 3. Cladogram illustrating phylogenetic relationship between bacterial taxa differentially abundant in ARI patients  

and healthy volunteers (calculated using LefSe)

Рис. 2. Кратность изменения представленности различных родов микроорганизмов в ротоглотке (слева), разнообразие 
микробиоты ротоглотки (справа) у больных ОРИ по сравнению со здоровыми добровольцами

Fig. 2. Log2-Fold change in abundance of the microorganisms contributing to the microbiome of patients with ARI in comparison 
to healthy volunteers (left), relative abundance of different classes of bacteria in healthy volunteers and patients with ARI (right)
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как о появлении бактерий, способных вызывать 
острую респираторную инфекцию у иммуно-
компенетентных пациентов, так и об изменениях 
микробиоты ротоглотки при вирусной инфекции 
неустановленной этиологии. 

выводы
В мазках из ротоглотки госпитализированных 

больных ОРИ обнаружено преобладание оппор-
тунистической и потенциально патогенной ми-
крофлоры – фирмикутов (Staphylococcaceae), 
альфапротеобактерий (Beijerinckiaceae), гамма-
протеобактерий (Moraxellaceae, Burkholderiaceae, 
Comamonadaceae), в то время как у здоровых до-
бровольцев преобладают представители нормаль-
ной микробиоты носоглотки. 
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