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Резюме
Цель: провести оценку в динамике цитогенетичес-

ких последствий микст- и моноинфекций, вызванных 
иксодовым клещевым боррелиозом и клещевым энцефа-
литом, в острый и реконвалесцентный периоды болез-
ни в зависимости от вариантов генов глутатион-S-
трансферазы (GSTM1 или GSTT1) в генотипе больного.

Материалы и методы: в исследование были вклю-
чены 186 больных и 166 здоровых (контроль) жителей 
севера Томской и Тюменской областей, которые были 
обследованы с использованием клинико-лабораторных 
и цитогенетических методов (микроядерный анализ). 
Среди 186 обследованных больных у 65 человек был диа-
гностирован иксодовый клещевой боррелиоз, у 59 – кле-
щевой энцефалит, а у 62 была выявлена микст-инфекция. 
Материал для исследования (мазки клеток буккального 
эпителия) был получен в динамике при госпитализации, 
а также через 1 неделю, 1, 3 и 6 месяцев. Для анализа ал-
лелей генов GSTM1 и GSTT1 использовали полимеразную 
цепную реакцию.

Результаты: существенное повышение частоты 
клеток буккального эпителия с микроядрами у больных 
с микcт-инфекцией, по сравнению с группами больных 
с моноинфекциями и контролем. Наиболее существен-
но повышенная частота клеток с микроядрами была 
связана с мутантными неактивными аллелями генов 
GSTM1(0/0) и GSTT1(0/0). В случае носительства у боль-
ного мутантного аллеля гена GSTM1(0/0) цитогенети-
ческая нестабильность сохранялась на протяжении 
полугода. Показано, что хронический артрит у больных 
иксодовым клещевым боррелиозом сопровождался дли-
тельным персистированием повышенной частоты бук-
кальных клеток с микроядрами.

Заключение: установлены существенные различия 
в частоте и длительности персистирования клеток 
буккального эпителия с микроядрами между группами 
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Abstract
Aim is to assess repeatedly cytogenetic effects of co- or 

monoinfection caused by Lyme borreliosis and tick-borne en-
cephalitis during the acute and convalescent periods of the 
disease depending on variants of glutathione-S-transferase 
(GSTM1 or GSTT1) genes in the patient’s genotype.

Material and methods: The study included 186 patients 
and 166 healthy (control) residents of the north of the Tomsk 
and Tyumen regions, who were examined by clinical, labo-
ratory and cytogenetic methods (micronucleus analysis). 
Among the 186 examined patients, Lyme borreliosis was di-
agnosed in 65 individuals, tick-borne encephalitis was in 59 
patients, and coinfection was found in 62 individuals. The 
material for the study (smears of buccal cells) was obtained 
repeatedly during admission of patients to treatment, and 
also after 1 week, 1, 3 and 6 months. Polymerase chain reac-
tion was used to analyze the alleles of the GSTM1 and GSTT1 
genes.

Results: significant increase in the frequency of micro-
nucleated buccal cells in patients with coinfection, as com-
pared with the groups of control and patients with monoin-
fection. The significantly increased frequency of micronucle-
ated cells was associated with the mutant inactive alleles of 
the GSTM1(0/0) and GSTT1(0/0) genes. If the patients were 
carriers of the mutant allele of the GSTM1(0/0) gene, the cy-
togenetic instability could persist for half a year. It was found 
that chronic arthritis in the Lyme borreliosis patients was as-
sociated with a long persistence of an increased frequency of 
micronucleated cells. 

Conclusion: Significant differences in the frequency and 
the lasting of persistence of micronucleated cells between 
groups of patients with coinfection and monoinfections were 
found. The most significant increase in those parameters was 
detected in the coinfected patients in whose genotype con-
tained non-active forms of the GSTM1(0/0) and GSTT1(0/0) 
genes.
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больных с микcт-инфекцией и моноинфекциями иксодо-
вого клещевого боррелиоза или клещевого энцефалита. 
Наиболее существенное повышение этих показателей 
было выявлено у больных c микст-инфекцией, в геноти-
пе которых присутствовали неактивные формы генов 
GSTM1(0/0) и GSTT1(0/0).

Ключевые слова: иксодовый клещевой боррелиоз, 
клещевой энцефалит, микст-инфекция, микроядерный 
анализ, буккальный эпителий.

Введение

Нами впервые было установлено, что вирус кле-
щевого энцефалита способен в условиях in vitro ин-
дуцировать значительное число цитогенетических 
аберраций [1]. Последующие исследования показали, 
что у больных клещевым энцефалитом (КЭ) наблюда-
ется увеличение числа Т-лимфоцитов с нарушениями 
в числе и структуре хромосом [2, 3]. Аналогичное ис-
следование у больных иксодовым клещевым борре-
лиозом (ИКБ) также выявило повышенную частоту 
хромосомных нарушений [4]. Известно, что иксо-
довые клещи являются переносчиками целого ряда 
инфекционных агентов, поэтому при укусе клеща в 
организм человека могут одновременно попасть не 
только вирус клещевого энцефалита, но и боррелии 
иксодового клещевого боррелиоза. В связи с этим за-
кономерен интерес к патогенезу и цитогенетическим 
последствиям микст-инфекций КЭ и ИКБ. 

Глутатион-S-трансферазы способствуют защи-
те организма от широкого круга химических со-
единений, включая реактивные формы кислорода 
и другие потенциальные мутагены. Имеются ис-
следования, свидетельствующие о связи между тя-
жестью инфекционного заболевания и наличием 
у больного мутантных аллелей генов ферментов 
глутатион-S-трансфераз [5–7]. Установлено, что 
носительство мутантных неактивных вариантов 
генов GSTM1 и GSTT1 часто сопровождается ци-
тогенетической нестабильностью и повышенной 
чувствительностью хромосомного аппарата чело-
века к различным мутагенным факторам [8, 9].

Цель исследования – оценка цитогенетиче-
ских последствий микст- и моноинфекций, вы-
званных ИКБ и КЭ, в динамике в острый и ре-
конвалесцентный периоды болезни в зависимо-
сти от вариантов генов глутатион-S-трансферазы 
(GSTM1 или GSTT1) в генотипе больного.

Задачи исследования:

1. Провести цитогенетический анализ с исполь-
зованием микроядерного теста в клетках буккаль-
ного эпителия у больных микст- и моноинфекция-
ми КЭ и ИКБ.

2. Оценить частоту клеток с микроядрами у боль-
ных микст- и моноинфекциями КЭ и ИКБ в зависи-

мости от носительства активных или неактивных 
аллелей генов GSTM1 и GSTT1 в генотипе.

3. Изучить динамику цитогенетической неста-
бильности у больных микст- и моноинфекциями 
КЭ и ИКБ с использованием микроядерного теста 
в клетках буккального эпителия на протяжении 6 
месяцев от начала заболевания.

Материалы и методы 

В исследование были включены 186 больных кле-
щевыми инфекциями жителей севера Томской и 
Тюменской областей (в возрасте 44,3±5,8 лет), кото-
рые были обследованы с использованием клинико-
лабораторных и цитогенетических методов (микро-
ядерный анализ). Среди обследованных больных у 
65 человек был диагностирован острый иксодовый 
клещевой боррелиоз, у 59 – острый клещевой энце-
фалит, а у 62 была выявлена микст-инфекция, выз-
ванная обоими инфекционными агентами. Диагноз 
был поставлен на основании клинико-эпидемиоло-
гических данных, включая сведения об укусах кле-
щей, появлении кольцевой мигрирующей эритемы, 
клинической картины заболевания, и подтвержден 
с помощью метода иммуноферментного анализа на 
антиген вируса клещевого энцефалита, а также на 
иммуноглобулины классов M и G к антигенам бор-
релий иксодового клещевого боррелиоза и вируса 
клещевого энцефалита. Обследование больных про-
водилось на базе клиники инфекционных болезней 
Сибирского государственного медицинского уни-
верситета, а также на базах районных медицинских 
учреждений Томской и Тюменской областей. Кон-
трольная группа включала 166 здоровых доноров, со-
поставимых по возрасту и полу с основной группой 
(в возрасте 42,3±3,5 лет). Материал для исследова-
ния (мазки клеток буккального эпителия) был полу-
чен в динамике при госпитализации в стационар, а 
также спустя 1 неделю, 1, 3 и 6 месяцев в острый и 
реконвалесцентный периоды болезни. Исследова-
ние было одобрено этическим комитета Сибирско-
го государственного медицинского университета 
(протокол № 56 от 19.10.2015 г.), проводилось в соот-
ветствии с правилами «О порядке проведения био-
медицинских исследований у человека» (2002 г.) и 
«Правилами клинической практики в РФ» (Приказ 
Минздрава РФ № 266 от 19.06.2003 г).
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Больные до госпитализации не получали лекар-
ственной терапии и не подвергались рентгеноло-
гическим методам обследования. У всех обследо-
ванных лиц был проведен цитогенетический ана-
лиз частоты клеток буккального эпителия с микро-
ядрами в препаратах, окрашенных по Романовско-
му – Гимзе. У каждого обследованного было про-
анализировано не менее 1000 буккальных клеток. 
Метод приготовления мазков клеток буккального 
эпителия, а также методика анализа изложены 
нами ранее [10], а также в статье M. Fenech et al. 
[11]. 

Для анализа аллелей генов GSTM1 или GSTT1 
использовали мультиплексную полимеразную 
цепную реакцию (ПЦР) с помощью амплифика-
тора «Терцик» (Россия) [12]. Выделение ДНК для 
ПЦР проводили из эпителиальных клеток ротовой 
полости человека. В амплификационную пробу 
вносили две пары праймеров, что давало возмож-
ность одновременно амплифицировать фрагмен-
ты каждого из указанных генов. Разделение про-
дуктов амплификации и продуктов рестрикции 
ампликонов проводили в горизонтальном 3% ага-
розном геле с применением камеры для горизон-
тального электрофореза ЕС 12–13 («Биоком», 
Россия). Знак «+» означает присутствие ПЦР-
продуктов, данный донор может быть либо гете-
розиготен, GSTM1 (+/0) и GSTT1(+/0), либо го-
мозиготен, GSTM1 (+/+) и GSTT1(+/+) по нор-
мальному активному аллелю. Мутантный генотип 
GSTM1(0/0) или GSTT1(0/0) означает отсутствие 
на электрофореграмме фрагмента, данный инди-
видуум гомозиготен по делеции, что приводит к 
резкому снижению активности фермента.

Статистическую обработку осуществляли с ис-
пользованием пакета статистических программ 
Statistica v.10. Частоты гаплотипов рассчитывали 
с помощью программы The EH Software Program 
(Rockefeller University, США). Все количественные 
показатели исследования обрабатывали с приме-
нением однофакторного дисперсионного анализа 
ANOVA и t-критерия Стьюдента для зависимых вы-
борок, поскольку тестирование закона распределе-
ния при помощи критерия Колмогорова – Смир-
нова не выявило отличий от нормального. Различия 
сравниваемых результатов (X±m, где X – выбороч-
ное среднее арифметическое, m – ошибка средне-
го арифметического) считались достоверными при 
достигнутом уровне значимости P<0,05.

Результаты и обсуждение

Результаты показали существенное повышение 
частоты клеток буккального эпителия с микрояд-
рами у больных с микcт- и моноинфекциями ИКБ 
и КЭ по сравнению с контролем (табл.). 

Наиболее значительное повышение часто-
ты клеток с микроядрами было установлено у 

больных – носителей мутантных аллелей генов 
GSTM1(0/0) и GSTT1(0/0), по сравнению с груп-
пами больных, имевших активные варианты этих 
генов. Так, например, в группах больных КЭ при 
поступлении в стационар частота клеток с мик-
роядрами у носителей нулевых аллелей генов 
GSTM1(0/0) и GSTT1(0/0) была значимо выше 
(5,03±0,21%), чем у больных с активными вари-
антами этих генов – 2,19±0,11% (P<0,001). В дру-
гих группах больных ИКБ или микст-инфекцией 
ИКБ и КЭ также были установлены аналогичные 
достоверные различия частоты клеток с микро-
ядрами между лицами, имевшими в своем геноти-
пе неактивные (7,10±0,28% или 8,42±0,23%) и ак-
тивные (4,10±0,21% или 2,48±0,10%) аллели генов 
(P<0,001). Кроме того, установлено, что группа 
больных с микст-инфекцией, вызванной обоими 
инфекционными агентами, которые были носи-
телями мутантных аллелей генов GSTM1(0/0) и 
GSTT1(0/0), имели наиболее высокую частоту 
буккальных клеток с микроядрами (8,42±0,23%), 
по сравнению с соответствующими показате-
лями у больных с моноинфекцией КЭ или ИКБ 
(5,03±0,21% и 7,10±0,28%, P<0,001). Аналогичные 
результаты были получены при анализе частоты 
клеток с микроядрами между группами больных 
микст-инфекцией и моноинфекцией КЭ, имевших 
сочетание неактивной формы гена GSTM1(0/0) и 
активного аллеля гена GSTT1(+) (6,45±0,17% про-
тив 2,41±0,06% при P<0,001), но не были обнару-
жены между аналогичными группами больных-но-
сителей активного варианта гена GSTM1(+). 

Через неделю после курса терапии у больных 
КЭ было установлено существенное снижение 
час тоты клеток с микроядрами, однако их значе-
ние оставалось значимо выше, чем в контроль-
ной группе здоровых лиц. В группе больных КЭ, 
имеющих неактивные варианты обоих генов 
GSTM1(0/0) и GSTT1(0/0), частота клеток буккаль-
ного эпителия с микроядрами только через 3 меся-
ца после курса лечения достоверно не отличалась 
от соответствующих показателей в контроле, а в 
группах больных КЭ, имеющих активную форму 
гена GSTM1(+) снижение уровня клеток с микро-
ядрами до сопоставимого со значениями в кон-
трольной группе было отмечено уже через 1 месяц. 

В случае носительства мутантных аллелей ге-
нов GSTM1 (0/0) или/и GSTT1(0/0) у больных ИКБ 
или в случае микст-инфекции цитогенетическая 
нестабильность сохранялась на протяжении по-
лугода, а частота клеток буккального эпителия с 
микроядрами оставалась существенно выше со-
ответствующих значений в контрольной группе 
в течение всего периода наблюдения. Показано, 
что формирование артрита в подострый и хрони-
ческий периоды болезни у больных ИКБ также 
сопровождалось длительным персистированием 
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включая ДНК и ферменты [14]. Таким образом, 
цитогенетические эффекты, которые обнаруже-
ны у больных КЭ и ИКБ, по-видимому, связаны с 
окислительным стрессом, вызванным внедрением 
инфекционного агента в организм [3]. Под влияни-
ем реактивных форм кислорода в клетках проис-
ходит разрушение тубулиновых волокон ахрома-
тинового аппарата деления, что способствует ано-
мальному расхождению хромосом в митозе и фор-
мированию микроядер [10]. Существует мнение, 
что проникновение боррелий в ткани и органы у 

повышенной частоты буккальных клеток с микро-
ядрами.

Известно, что в начальный период инфекцион-
ного процесса, в том числе при КЭ и ИКБ, клетки 
иммунной системы активно продуцируют реак-
тивные формы кислорода (ROS) и азота (RNS), та-
кие как супероксид-ион радикал, перекись водо-
рода, а также оксид азота и пероксинитрит [13]. 
Установлено, что непропорционально высокая 
генерация этих высокореактивных соединений 
может повреждать клеточные макромолекулы, 

Таблица 

Частота клеток буккального эпителия с микроядрами (в%) в динамике при госпитализации, через  
1 неделю, 1, 3 и 6 месяцев у больных с микст- и моноинфекциями клещевого энцефалита и иксодового 
клещевого боррелиоза в зависимости от носительства активных (+) или мутантных (0) аллелей генов 

глутатион-s-трансферазы GstM1 / Gstt1 (X±m)

Группы
GSTM1 (0/0)/
GSTT1 (0/0)

Генотипы с активными (+) или неактивными (0) аллелями генов GSTM1 и GSTT1 

GSTM1 (0/0)/
GSTT1 (0/0)

GSTM1 (0/0)/
GSTT1 (+)

GSTM1 (+)/
GSTT1 (0/0)

GSTM1 (+)/
GSTT1 (+)

Здоровые доноры (контроль) 0,31±0,05
n=11

0,32±0,05
n=12

0,39±0,10
n=12

0,20±0,05
n=22

Больные клещевым 
энцефалитом 

При 
госпитализации

5,03±0,21**^^
n=11

2,41±0,16**^^
n=14

3,45±0,18**
n=18

2,19±0,11**
n=10

Через 1 неделю 1,78±0,29**^
n=9

0,86±0,08**^^
n=15

0,71±0,21**
n=15

0,67±0,19*
n=19

Через 1 месяц 0,76±0,07*^
n=10

0,38±0,12
n=13

0,48±0,04
n=14

0,23±0,04
n=18

Через 3 месяца 0,39±0,09
n=10

0,29±0,05
n=14

0,56±0,12^
n=17

0,21±0,10
n=11

Через 6 месяцев 0,37±0,03
n=8

0,34±0,03
n=13

0,37±0,05
n=15

0,20±0,04
n=17

Больные иксодовым 
клещевым боррелиозом

При 
госпитализации

7,10±0,28**^^
n=13

6,35±0,39**^^
n=16

4,01±0,43**
n=14

4,10±0,21**
n=19

Через 1 неделю 4,31±0,41**^
n=10

3,89±0,17**^
n=11

3,24±0,12**
n=13

2,88±0,14**
n=17

Через 1 месяц 3,12±0,18**^
n=11

2,46±0,22**
n=16

2,14±0,16**
n=10

2,18±0,24**
n=15

Через 3 месяца 0,90±0,04**^
n=10

0,92±0,07**
n=15

0,84±0,05**
n=17

0,72±0,06**
n=19

Через 6 месяцев 0,71±0,05**^
n=9

0,68±0,06**
n=13

0,94±0,04**^^
n=14

0,31±0,05
n=18

Больные микст-инфекцией При 
госпитализации

8,42±0,23**
n=12

6,45±0,17**
n=16

4,16±0,22**
n=19

2,48±0,10**
n=15

Через 1 неделю 6,89±0,28**
n=10

4,95±0,31**
n=15

3,82±0,20**
n=18

1,64±0,19**
n=14

Через 1 месяц 3,74±0,12**
n=10

3,36±0,14**
n=15

1,69±0,09**
n=17

0,45±0,14
n=15

Через 3 месяца 1,41±0,08**
n=11

1,38±0,06**
n=14

0,44±0,10
n=18

0,28±0,11
n=13

Через 6 месяцев 0,68±0,05*
n=10

0,42±0,06
n=9

0,59±0,09
n=11

0,21±0,04
n=12

Значимые отличия частоты клеток с микроядрами отмечены одним символом при P<0,05 и двумя символами при P<0,01: 
знаком (*) групп больных КЭ и/или ИКБ от контроля, а знаком (^) групп больных с моноинфекциями КЭ или ИКБ от больных 
с микст-инфекций. 
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некоторых больных инициирует аутоиммунный 
процесс с образованием аутоантител к ДНК и цен-
тромерной области хромосом, что также может 
способствовать их аномальному расхождению при 
делении клетки [15].

Известно, что группа ферментов глутатион-
S-трансферазы, кодируемых генами GSTM1 и 
GSTT1, выполняют роль антиоксидантов, приводя-
щих к снижению числа клеток с цитогенетически-
ми нарушениями. Поэтому мутации в этих генах, 
вызывающие их инактивацию, способствуют кли-
нически более тяжелому течению инфекционных 
заболеваний [5–7, 16, 17]. Активация продукции 
реактивных форм кислорода и азота при инфек-
ционном процессе и воспалении способствует 
разрушению глутатиона, что, возможно, приводит 
к снижению протективной функции глутатион-S-
трансферазы при инфекционных заболеваниях, 
включая КЭ и ИКБ. 

Заключение

Установлены существенные различия в ча-
стоте и длительности персистирования клеток 
буккального эпителия с микроядрами между 
группами больных с микcт-инфекцией и моноин-
фекциями иксодового клещевого боррелиоза или 
клещевого энцефалита. Наиболее сущес твенное 
повышение этих показателей было выявлено у 
больных c микст-инфекцией КЭ и ИКБ, в геноти-
пе которых присутствовали неактивные формы 
генов GSTM1(0/0) и GSTT1(0/0). В случае носи-
тельства мутантных аллелей генов GSTM1 и/или 
GSTT1(0/0) у больных ИКБ или в случае микст-
инфекции, цитогенетическая нестабильность со-
хранялась на протяжении полугода.

Авторы благодарят Российский фонд фунда-
ментальных исследований (грант № 16-40-700149) 
и Российский гуманитарный научный фонд (грант 
№ 06-15-10190 ) за финансирование настоящей ра-
боты.
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