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Согласно многочисленным исследованиям, кишечная микробиота играет значительную роль в развитии рассеянного склероза (РС).

Зачастую данные об изменениях кишечной микробиоты при РС во многом противоречивы. Наиболее распространенный подход при

исследованиях кишечной микробиоты – секвенирование гена 16S рибосомальной РНК фекальной микробиоты. Указанный подход не

дает картины состава всего микробиома организма. Также в настоящее время отсутствуют данные об исследованиях маркеров

микробиоты в цереброспинальной жидкости (ЦСЖ) пациентов с РС и предрасполагающими состояниями. 

Цель исследования – оценка уровня микробных маркеров в ЦСЖ пациентов с РС и радиологически изолированным синдромом (РИС).

Пациенты и методы. Оценка уровня микробных маркеров проводилась при помощи метода газовой хроматографии, совмещенной

с масс-спектрометрией (ГХ-МС), у восьми пациентов с РС, пяти пациентов с РИС и семи лиц контрольной группы. 

Результаты и обсуждение. Нами обнаружено увеличение микробной нагруженности у пациентов с РС, свидетельствующее о воз-

можной ассоциации РС с полимикробной инфекцией. В частности, обнаружено увеличение содержания маркеров Streptococcus,

а также тенденция к трехкратному увеличению содержания кампестерола, маркера кампестерол-продуцирующих микрогрибов,

в ЦСЖ пациентов с РС, по сравнению с контрольной группой (диагностические пункции, различные заболевания нервной системы

не аутоиммунного или воспалительного характера, не острые состояния).

Заключение. Метод ГХ-МС микробных маркеров может применяться для оценки наличия микробных маркеров в ЦСЖ. В ЦСЖ па-

циентов с РС содержится повышенное количество различных микробных маркеров, что может свидетельствовать о возможной

ассоциации РС с полимикробной инфекцией.
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According to numerous studies, gut microbiota plays a significant role in multiple sclerosis (MS) development. However, data on changes in the

gut microbiota in MS is often contradictory. The most common approach in gut microbiota research is the 16S ribosomal RNA sequencing of

fecal microbiota. However, such data do not reflect the composition of the entire body microbiota. There is also a lack of data on microbiota

markers in the cerebrospinal fluid (CSF) of patients with MS and predisposing conditions. 

Objective: to assess the level of microbial markers in the CSF of patients with MS and radiologically isolated syndrome (RIS).



Рассеянный склероз (РС) – одно из наиболее часто

встречающихся у пациентов молодого возраста воспали-

тельных неврологических заболеваний. В 2016 г. в мире бы-

ло выявлено более 2 млн случаев РС, что соответствует уве-

личению примерно на 10% с 1990 г. [1]. Этиология, а также

патогенез РС во многом остаются неясными. Основная па-

радигма заключается в том, что этиология РС мультифак-

торна и включает в себя как генетическую предрасположен-

ность, так и факторы окружающей среды, такие как инфек-

ции, дефицит витамина D и курение [2]. Также предполага-

ется значительная роль кишечной микробиоты в развитии

РС [3]. Изменение кишечной микробиоты способно вли-

ять на физиологию головного мозга, функционирование

иммунной системы, а также может повышать вероятность

аутоиммунных заболеваний центральной нервной системы

(ЦНС) на мышиных моделях [4]. 

Эффекты изменений микробиоты могут проявляться на

уровне всего организма. Состав кишечной микробиоты раз-

личается в зависимости от локализации на протяжении ки-

шечника. Однако в большинстве исследований оценивается

именно состав фекальной микробиоты с помощью анализа

бактериальной 16S рибосомальной РНК (рРНК). При этом

анализ фекальной микробиоты не дает полной картины со-

става микробиоты всего желудочно-кишечного тракта [5]. 

Один из альтернативных подходов к выявлению мик-

роэкологических нарушений в организме человека – анализ

специфических маркеров микробиоты, составляющих ши-

рокий спектр жирных кислот с нечетным числом углерод-

ных атомов, разветвленными цепями и гидроксильными

группами. В настоящее время известно более 250 таких мар-

керов (в организме человека их всего около 25). Они спо-

собны распределяться по всему организму и могут быть об-

наружены даже в низких концентрациях при помощи мето-

да газовой хроматографии с масс-селективным детектиро-

ванием ионов (ГХ-МС) [6–8]. Данный метод использовался

нами в настоящем исследовании. Высокая чувствитель-

ность метода ГХ-МС позволяет количественно обнаружить

маркеры микробиоты в очень низких концентрациях, что

делает возможным анализ состава цереброспинальной жид-

кости (ЦСЖ), который тесно связан с изменениями в ЦНС.

Цель исследования – оценка уровня микробных мар-

керов в ЦСЖ пациентов с РС и радиологически изолиро-

ванным синдромом (РИС).

Пациенты и методы. В настоящей работе мы выполни-

ли первоначальную оценку маркеров микробиоты в ЦСЖ

пациентов с впервые диагностированным РС по критериям

McDonald 2017 г. (восемь образцов), пациентов с РИС (пять

образцов) и лиц контрольной группы (различные заболева-

ния нервной системы не аутоиммунного или воспалитель-

ного характера, не острые состояния – семь диагностиче-

ских образцов) с использованием ГХ-МС [6]. Все образцы

ЦСЖ были собраны для диагностических целей в соответст-

вии со стандартным протоколом и одобрением местного

этического комитета. Все пациенты дали письменное ин-

формированное согласие на участие в исследовании. Паци-

енты с диагнозом РС имели ремиттирующее течение заболе-

вания, диагноз был подтвержден данными магнитно-резо-

нансной томографии, наличием характерных олигоклональ-

ных полос в ЦСЖ. Средний возраст больных с РС составлял

28,5 года, пациентов с РИС – 25,3 года, преобладали женщи-

ны (8 из 13 случаев). Тяжесть состояния пациентов с РС бы-

ла невысокая – в пределах 0–1,5 балла по Расширенной

шкале оценки степени инвалидизации (Expanded Disability

Status Scale, EDSS). Все пациенты не получали препараты,

изменяющие течение РС, а также у всех не было глюкокор-

тикоидной терапии в течение не менее чем 1 мес до забора

ЦСЖ. Лица с РИС не получали никакого лечения.

Анализ микробных маркеров заключается в прямом

извлечении ионов жирных кислот, альдегидов и стеринов из

ЦСЖ, их хроматографическом разделении и последующем

масс-спектрометрическом обнаружении [9]. Для анализа

образец ЦСЖ в количестве 80 мкл подсушивали в термоста-

те при 80 °C с добавлением 80 мкл метанола для ускорения

сушки. Анализ был проведен согласно методике, описан-

ной Г.А. Осиповым и соавт. [10]. Жирные кислоты высвобо-

ждались в виде метиловых эфиров и диметилацеталей в ре-

зультате метанолиза. Полученные продукты экстрагируют-

ся и подвергаются дериватизации для улучшения хромато-

графической подвижности гидроксикислот и стеролов.

На этапе пробоподготовки в пробу вводится внутренний

стандарт (дейтерированная тридекановая кислота), по кото-

рому в дальнейшем происходит количественный расчет.

Аналит в количестве 2 мкл вводили в систему ГХ-МС

Maestro 7820 A с масс-селективным детектором (детектор

серии 5975 Agilent Technologies, США) [10]. Масс-спектро-

метр работал в режиме селективного сканирования ионов,

регистрируя 37 спектральных линий (масс-ионов). Алго-

ритм определения масс-спектральных параметров биологи-

ческого образца может обнаруживать около 200 известных

микробных маркеров, что достаточно для выявления и ана-
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Patients and methods. We used gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS) to evaluate microbial markers levels in eight patients with

MS, five patients with RIS, and seven controls. 

Results and discussion. We found an increase in microbial load in patients with MS, indicating a possible association of MS with polymicrobial

infection. In particular, an increase in the content of Streptococcus markers was observed, as well as a tendency to a three-fold increase in the

campesterol content (a marker of campesterol-producing microfungi) in the CSF of patients with MS, compared to the control group (diagnos-

tic punctures, various diseases of the nervous system of a non-autoimmune or inflammatory nature, not acute states).

Conclusion. GC-MS of microbial markers can be used to assess the presence of microbial markers in the CSF. The CSF of patients with MS con-

tains an increased amount of various microbial markers, which may indicate a possible association of MS with polymicrobial infection.
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лиза более 170 таксонов клинически значимых микроорга-

низмов на уровне рода или вида. Точный подбор временных

интервалов и оптимизированный набор детектируемых ио-

нов позволяют избирательно регистрировать минорные

компоненты микробного происхождения на фоне подавля-

ющих сигналов молекул биоматериала (биоматрицы) и хи-

мических соединений, содержащихся в средствах отбора.

Это позволяет устранить эффекты хроматографического на-

ложения пиков [11].

Для определения статистической значимости исполь-

зовался U-тест Манна–Уитни. Значения p<0,05 принима-

лись как статистически значимые.

Результаты. Концентрации изучаемых маркеров мик-

робиоты в ЦСЖ имеют относительно низкие значения (по-

скольку мы изучали пациентов без острых состояний), од-

нако при этом мы обнаружили признаки значимого увели-

чения микробной нагрузки у пациентов с РС по сравнению

с контрольной группой. Наиболее существенные различия

(в 3 раза и более) между группой больных РС и контроль-

ной группой наблюдались по содержанию маркеров

Clostridium propionicum, Enterococcus, синегнойной палочки

(Pseudomonas aeruginosa), Kingella, кампестерол-продуциру-

ющих микрогрибов (тенденция к увеличению в 3 раза),

маркеров Streptococcus (анаэробных), Peptostreptococcus

anaerobius, Actinomyces (см. таблицу).

В данном исследовании ЦСЖ, полученная от пациен-

тов с РИС, также была исследована на содержание марке-

ров микробиоты. Было обнаружено, что содержание марке-

ров Streptococcus, Kingella и кампестерол-продуцирующих

микрогрибов у лиц с РИС имеет тенденцию быть промежу-

точным по сравнению с группой с РС и контрольной группой:

выше, чем в контрольной группе, и ниже, чем в группе с РС.

Обсуждение. Полученные нами результаты в опреде-

ленной степени согласуются с опубликованными данными

по определению состава микробиоты путем секвенирова-

ния бактериальных генов 16S субъединицы рРНК. Напри-

мер, было показано повышенное относительное содержа-

ние Streptococcus у пациентов с РС с высокой активностью

заболевания и повышенным содержанием Th17-лимфоци-

тов в желудочно-кишечном тракте [12].

Мы также обнаружили тенденцию к увеличению со-

держания маркеров микрогрибов в ЦСЖ пациентов с РС по

сравнению с контрольной группой. В недавнем исследова-

нии было показано наличие грибковой инфекции в ткани

ЦНС пациентов с РС [13]. В нервной ткани пациентов с РС

также были обнаружены бактериальные структуры, в то

время как в нервной ткани лиц контрольной группы не бы-

ло обнаружено бактериальных структур. Таким образом,

возможна ассоциация РС и полимикробной инфекции [13].

Стоит отметить, что многие препараты, применяемые

при РС, обладают противомикробным и противогрибковым

действием. В частности, диметилфумарат обладает фунги-

цидной активностью, которая может вносить значительный

вклад в его общую фармакологическую активность при РС

[14, 15].

Заключение. Таким образом, нами показано достовер-

ное увеличение содержания маркеров микробиоты в ЦСЖ

пациентов с РС по сравнению с контрольной группой.

При этом стоит отметить невозможность на данный момент

определить какую-либо единственную группу микроорга-

низмов, ассоциированную с РС в наибольшей степени. Од-

нако полученные данные позволяют предположить спра-

ведливость гипотезы о важности полимикробного инфици-

рования в развитии РС. Дальнейшие исследования профи-

ля маркеров микробиоты при РС и предрасполагающих со-

стояниях необходимы для установления характера причин-

ной связи между РС, полимикробной инфекцией и иммун-

ным ответом на нее. Настоящие результаты являются пред-

варительными; требуются дальнейшие исследования на вы-

борках увеличенного объема. 

Благодарность
Авторы благодарят Г.А. Осипова, 

автора используемой методики по анализу 

микробных маркеров, за консультацию 

по поводу анализа полученных данных.

О Р И Г И Н А Л Ь Н Ы Е И С С Л Е Д О В А Н И Я И М Е Т О Д И К И

Концентрация микробных маркеров в ЦСЖ пациентов с РС,  РИС и лиц контрольной группы,
нмоль/г

\ Microbial  markers  concentrat ion in  CSF of  pat ients  wi th  MS, RIS,  and controls ,  nmol/g

Маркер Предполагаемый источник Контрольная группа Пациенты с РС Пациенты с РИС

i12 Peptostreptococcus anaerobius 0,0003 [0,0002; 0,0007] 0,0009 [0,0005; 0,001]* 0,0005 [0,0005; 0,0011]

2h12 Pseudomonas aeruginosa 0,0003 [0,0002; 0,0007] 0,0012 [0,0008; 0,0023]* 0,0005 [0,0004; 0,0005]

15:1d9 Clostridium propionicum 0,0005 [0,0003; 0,0014] 0,0026 [0,0017; 0,0027]* 0,0005 [0,0005; 0,0017]

19cyc Enterococcus 0,0003 [0,0002; 0,0006] 0,0011 [0,0004; 0,0055]* 0,0005 [0,0003; 0,001]

20:1d11 Streptococcus (anaerobic) 0,0007 [0,0007; 0,0014] 0,0018 [0,0016; 0,0032]* 0,0013 [0,0013; 0,0022]

Campesterol Кампестерол-продуцирующие микрогрибы 0,0061 [0,0027; 0,0131] 0,0186 [0,0038; 0,0262] 0,0154 [0,0107; 0,0162]

14:1d7 Kingella 0,0003 [0,0002; 0,0006] 0,0012 [0,0009; 0,0017]* 0,0008 [0,0008; 0,001]*

20:1 Actinomyces 0,0013 [0,0009; 0,0041] 0,004 [0,0032; 0,0136]* 0,0013 [0,0013; 0,0017]

Примечания. Данные представлены в виде медианы и интерквартильного размаха (Ме [25-й; 75-й перцентили]). * – различия между РС (или РИС) и конт-

рольной группой статистически значимы (p<0,05). Маркеры: i12 – iso-dodecanoic; 2h12 – 2-hydroxy-lauric; 15:1d9 – cis-9-pentadecanoic; 19cyc – cyclopropyl

nonadecanoic; 20:1d11 – cis-11-eicosenoic; 14:1d7 – 7-tetradecenoic; 20:1 – eicosenoic [6, 8].
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