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Резюме ___________________________________________________________________________________________________ 

Инфекционные осложнения являются одной из ведущих причин смертности у па-
циентов после трансплантации гемопоэтических стволовых клеток. Возможности 
в области выделения микроорганизмов методом секвенирования ДНК позволяют 
провести идентификацию микроорганизмов кожи, слизистых, и в первую очередь 
кишечника, для их филогенетического описания и оценки взаимодействия с орга-
низмом хозяина. В настоящем исследовании нами был изучен состав микробиома 
кишечника 70  пациентов после аллогенной или аутологичной трансплантации ге-
мопоэтических стволовых клеток и получены данные о повышении риска возник-
новения у пациентов в посттрансплантационной цитопении таких инфекционных 
осложнений, как сепсис, фебрильная нейтропения, возбудителя при росте представ-
ленности грамотрицательных бактерий типа Proteobacteria.
Ключевые слова: трансплантация гемопоэтических стволовых клеток, микробиом 
кишечника, инфекционные осложнения
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 � ВВЕДЕНИЕ
Инфекции остаются наиболее частыми осложнениями у пациентов после транс-

плантации гемопоэтических стволовых клеток (ТГСК), а также ведущей причиной 
смертности данных пациентов во многих трансплантационных центрах. 

В ранний период, до восстановления количества нейтрофилов более 0,5, наи-
более частая причина инфекционных осложнений – это бактериальные инфекции.  
Основным источником микробной инфекции являются флора желудочно-кишечно-
го тракта и центральные венозные катетеры [1].

Значительно чаще бактериальные инфекции регистрируются у пациентов после 
аллогенной ТГСК. Так, частота развития инфекции кровотока (ИК) у пациентов после 
аллогенной ТГСК составляет 9–40% и от 1% до 8% при аутологичной трансплантации 
соответственно [2–4]. Смертность при развитии ИК может составлять от 5% до 60%, в 
случае обнаружения полирезистентных штаммов.
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Abstract ___________________________________________________________________________________________________ 

Infectious complications are one of the leading causes of mortality in patients after 
hematopoietic stem cell transplantation. Opportunities in the field of isolating 
microorganisms using DNA sequencing make it possible to identify microorganisms of the 
skin, mucous, and, first of all, the intestin, for their phylogenetic description and assessment 
of interaction with the host organism. In the present study, we studied the composition 
of the gut microbiota of 70 patients after allogeneic or autologous hematopoietic stem 
cell transplantation and obtained data on an increased risk of infectious complications 
such as sepsis, febrile neutropenia and bloodstream infection in patients with post-
transplant cytopenia, with an increase in the prevalence of gram-negative bacteria of the 
Proteobacteria type.
Keywords: hematopoietic stem cell transplantation, gut microbiota, infectious 
complications
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В целом микробиологическое подтверждение у пациентов с нейтропенией уда-
ется получить лишь в 30–40% случаев [5, 6]. При дополнительном анализе образцов 
крови пациентов с фебрильной нейтропенией (ФН) методом секвенирования нового 
поколения (NGS) микроорганизм был выделен дополнительно в 17% [7]. В этиологи-
ческой структуре бактериальных инфекционных осложнений у взрослых пациентов 
после ТГСК в Республике Беларусь сильно превалируют грамотрицательные возбу-
дители (70,5%) [8].

Наиболее частое инфекционное осложнение у реципиентов ГСК –  ФН, которая 
регистрируется с одинаковой частотой у пациентов после аутологичной или алло-
генной ТГСК, ассоциировано со смертностью до 10%. При развитии подтвержденной 
инфекции кровотока на фоне ФН смертность может достигать 24% [8–11]. Опублико-
ваны данные, что длительность, глубина нейтропении и число виражей лихорадки 
ассоциированы с ухудшением исходов у пациентов [12, 13]. Само состояние ФН не 
может быть причиной смерти пациента, но является значимым фактором риска раз-
вития тяжелых инфекционных процессов. 

Развившись в процессе проведения химиотерапии, эпизод ФН зачастую приво-
дит к редукции дозы химиопрепаратов или отсрочке лечения, что приводит к ухуд-
шению результатов программной терапии [14–16]. 

Профилактическое применение антибактериальных препаратов, с одной сторо-
ны, может снижать частоту развития фебрильной нейтропении [5, 17], с другой – ве-
дет к росту резистентных форм микроорганизмов [17–19].

В Республике Беларусь имеется стойкая тенденция роста частоты грамотрица-
тельных инфекций у пациентов с опухолевыми заболеваниями кроветворной тка-
ни. В настоящее время более 70% представителей семейства Enterobacteriaceae 
spp., выделенных из культуры крови, устойчивы к цефалоспоринам, среди изолятов  
A. Baumanii и P. Aeruginosa более 95% устойчивы к карбапенемам. Метициллин-рези-
стентные стафилококки составляют 78% от выделенных изолятов коагулазонегатив-
ных стафилококков [20, 21].

По некоторым данным, доминирование или резкий рост представленности от-
дельных таксонов является фактором риска развития бактериемии, обусловленной 
доминирующим видом бактерий. В частности, рост представленности бактерий рода 
Enterococcus и типа Proteobacteria, по данным некоторых авторов, связан с увели-
чением частоты ИК, вызванных этими микроорганизмами [22–25]. Доминирование 
в составе микробиома кишечника Gammaproteobacteria, класса Proteobacteria, по-
рядка Enterobacteriaceae может быть ассоциировано со снижением общей выжива-
емости после ТГСК, независимо от сопутствующей патологии и сопроводительной 
терапии [26].

Исходная плотность некоторых таксонов до начала химиотерапии также выде-
ляется некоторыми авторами в качестве независимого предиктора развития ФН и 
других инфекционных осложнений [27].

Применение различных антибактериальных препаратов в качестве неселектив-
ной кишечной деконтаминации может изменять состав микробиома кишечника, од-
нако не всегда ведет к положительному исходу. В частности, применение метронида-
зола у пациентов при ТГСК вело к повышенному риску доминирования энтерококков 
[28, 29], а назначение антибактериальных препаратов из группы фторхинолонов (ци-
профлоксацин и левофлоксацин) было связано с более низким риском доминирова-
ния протеобактерий и, соответственно, инфекции кровотока [23].
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 � МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Коллекция образцов стула проводилась у пациентов после аллогенной и ауто-

логичной пересадки костного мозга. Протокол исследования был утвержден этиче-
ской комиссией ГУ «МНПЦ ХТиГ» (протокол № 10, 2019). Исследование было прове-
дено в соответствии с Хельсинкской декларацией, а также критериями STROBE для 
обсервационных исследований.

В исследование было включено 105 образцов стула от 70 пациентов на различ-
ных сроках: до трансплантации (n=64) и в период нейтропении (n=41). Образцы сту-
ла (n=35), собранные после восстановления показателей периферической крови, в 
анализ не включались в связи с незначительным риском развития тяжелых бактери-
альных осложнений после приживления трансплантата.

Таблица 1
Общая характеристика пациентов, включенных в исследование
Table 1
General characteristics of patients included in the study

Характеристика Показатель, n (%)
Возраст, Me 37 лет
Женский пол 33 (47,14%)
Основное заболевание
Острый лейкоз:
 − ОМЛ 14 (20%)
 − ОЛЛ 12 (17%)
 − Бифенотипический лейкоз 3 (4%)

Лимфома:
 − Лимфома Ходжкина 17 (24%)
 − Неходжкинская лимфома 13 (19%)
 − Множественная миелома 4 (6%)
 − Хронический миелолейкоз 2 (3%)
 − Апластическая анемия 4 (6%)
 − Миелодиспластический синдром 1 (1%)

Вид трансплантации
 − Аутологичная 34 (49%)
 − Аллогенная 36 (51%)
 − Родственная 11 (31%)
 − Неродственная: 25 (69%)

 − MUD
 − MMUD

11 (44%)
13 (56%)

Статус до ТГСК
 − Ремиссия 1 36 (51%)
 − Ремиссия >1 23 (33%)
 − R/R 7 (10%)

Источник трансплантата
 − Периферические стволовые клетки 66 (94%)
 − Костный мозг 4 (6%)

Режим кондиционирования
 − Миелоаблативный 9 (25%)
 − Сниженной интенсивности 27 (75%)
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Возраст пациентов составил от 18 до 65 лет, средний возраст исследуемой группы –  
38 лет, медиана возраста – 37 лет. Среди пациентов 52,86% (n=37) мужчин и 47,14% 
(n=33) женщин. Аутологичная трансплантация была выполнена 48,6% (n=34) паци-
ентам, аллогенная – 51,4% (n=36). Общая характеристика пациентов, включенных в 
исследование, представлена в табл. 1.

ФН диагностировалась при однократном повышении температуры тела пациента 
выше 38,3 °С или при температуре выше 38,0 °С на протяжении не менее часа, при 
абсолютном числе нейтрофилов менее 500 кл/мкл. ФН возникла у 48% пациентов 
(n=32), медиана времени возникновения ФН – 5-й день после ТГСК, в 12 случаях дли-
тельность ФН не превышала 1 день, в 8 случаях – 2 дня и менее, в 12 случаях – пре-
вышала 2 дня. Сепсис диагностировался при наличии более 2 баллов по шкале SOFA 
[30] и был выявлен у 37% (n=26) пациентов. Инфекция кровотока диагностировалась 
при положительном посеве культуры крови на стерильность, возбудитель был вы-
делен у 11% (n=7) пациентов, в 5 случаях – Kl. pneumoniae, в 1 случае – St. epidermidis 
и в 1 случае – Acinetobacter baumannii.

Всем пациентам проводилась кишечная деконтаминация ципрофлоксацином и 
профилактика пневмоцистной инфекции бисептолом. Терапия бактериальных ос-
ложнений осуществлялась согласно инструкции по применению «Методы медицин-
ской профилактики и лечения инфекционных осложнений у взрослых пациентов с 
опухолевыми заболеваниями кроветворной ткани» [31].

Пациентов относили в группы инфекционных осложнений в том случае, если ФН, 
сепсис или ИК развивались либо после коллекции биологического материала, либо 
за 3 дня и менее до сбора стула пациента.

Оценка микробиома кишечника была основана на определении последователь-
ности вариабельных областей (V3–V4) высококонсервативного гена, кодирующего 
16s субъединицу рибосомальной РНК (16S рРНК) микроорганизмов на платформе 
Miseq (Illumina, USA). Анализ качества выполнялся в программе FASTQC [32]. Фило-
генетическая классификация до видового уровня выполнялась на основании Байе-
совской модели [33].

Для определения различий между группами применялся непараметрический 
метод – тест Манна – Уитни (У-Тест). Влияние таксона на клиническую характеристи-
ку считалось значимым при подтверждении 2 методами и более. Предпочтение от-
давалось многомерным методам анализа (DESeq2, LinDA, ZicoSeq и ANCOMBC). Для 
поправки на множественную проверку гипотез использовали метод Бенджамини –  
Хохберга. Результаты считали значимыми при P<0,05 и Pаdj<0,15. Таксоны с медиа-
ной представленности менее 0,01% не учитывались при окончательной интерпрета-
ции данных для снижения шума.

 � РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Таксономический состав микробиома кишечника и его разнообразие до прове-

дения курса высокодозной полихимиотерапии и трансплантации стволовых клеток 
не оказали значимого влияния на частоту развития основных инфекционных ослож-
нений после ТГСК: ФН, сепсис, инфекция кровотока.

В свою очередь состав микробиома кишечника в образцах стула пациентов после 
ТГСК, собранных в период нейтропении, значимо влиял на частоту развития бакте-
риальных осложнений при агранулоцитозе.
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Большая представленность класса Gammaproteobacteria, порядка Enterobacterales 
и семейства Enterobacteriaceae в микробиоме кишечника пациентов после ТГСК зна-
чимо влияла на частоту развития ФН и сепсиса. Тип Proteobacteria в свою очередь 
оказывал значимое влияние как на частоту развития ФН и сепсиса, так и на частоту 
развития инфекции кровотока у пациентов с учетом всех выделенных возбудителей 
(рис. 1, 2). 

Рис. 1. График сравнения относительной представленности типа Proteobacteria в микробиоме 
кишечника пациентов после ТГСК в зависимости от развития ФН (А) и сепсиса (В) 
Fig. 1. Graph comparing the relative representation of the Proteobacteria phylum in the gut microbiota 
of patients after HSCT depending on the development of FN (A) and sepsis (B)

В

А
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Рис. 2. График дифференциальной представленности типов бактерий в микробиоме кишечника 
после ТГСК в зависимости от развития инфекции кровотока 
Fig. 2. Graph of differential representation of bacterial types in the gut microbiota after HSCT 
depending on the development of bloodstream infection

Наибольшее число таксонов, значимо влияющих на частоту развития инфекци-
онных осложнений, было обнаружено на уровне родов бактерий. Частота развития 
фебрильной нейтропении и сепсиса у пациентов после ТГСК была значимо выше 
при более высокой представленности родов Escherichia, Salmonella и Klebsiella.  
В частности, род Escherichia у пациентов без ФН занимал 2-е место по числу прочте-
ний с медианой представленности 0,11% [0,00; 0,6], а у пациентов с ФН уже 4-е место 
с медианой представленности 1,05% [0,09; 4,69]. Такая же картина наблюдалась и у 
родов Salmonella: 26-е место и медиана представленности 0,04% [0,00; 0,59] и 3-е ме-
сто с медианой представленности 1,24% [0,25; 2,20], Klebsiella: 28-е место и медиана 
представленности 0,01% [0,00; 0,30] и 5-е место с медианой представленности 0,74% 
[0,09; 2,95].

В табл. 2 представлены медианные значения представленности различных таксо-
нов бактерий в микробиоме кишечника пациентов.

В дальнейшем, анализируя состав микробиома кишечника пациентов с положи-
тельным посевом культуры крови на Kl. pneumoniae, как наиболее частый из выделен-
ных возбудителей, кроме достоверного влияния типа Proteobacteria на частоту раз-
вития ИК, нами были получены данные о более частом развития инфекции кровото-
ка, вызванной Kl. pneumoniae, при большей плотности класса Gammaproteobacteria, 
семейства Enterobacteriaceae и рода Klebsiella в образцах стула пациентов (табл. 3, 
рис. 3). Все указанные таксоны были более представлены, чем в предшествующем 
анализе, в частности медиана представленности рода Klebsiella составила 12,29% 
[6,26; 24,76] у пациентов с положительной культурой крови на Kl. pneumoniae против 
6,26% [0,18; 18,52] для пациентов с любым выделенным возбудителем.
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Таблица 2
Значение медианы представленности определенных таксонов бактерий в составе микробиома 
кишечника пациентов при ТГСК на различных сроках трансплантации в зависимости от развития 
некоторых инфекционных осложнений
Table 2
The median value of the representation of certain bacterial taxa in the gut microbiota of patients 
undergoing HSCT at different stages of transplantation, depending on the development of certain 
infectious complications

Срок забора 
образца 
стула

Taxa Me без ФН Me с ФН Me без 
сепсиса

Me с сеп-
сисом

Me без 
ИК Me с ИК

До ТГСК
Enterococcaceae <0,01% <0,01% <0,01% <0,01% – –
Enterococcus <0,01% <0,01% <0,01% <0,01% – –
Staphylococcus <0,01% <0,01% – – – –

До прижив-
ления

Proteobacteria 3,77%* 14,19%* 3,24%* 19,68%* 4,58%* 15,75%*
Gammaproteobacteria 0,32%* 10,8%* 0,52%* 14,38%* 2,01% 10,65%
Enterobacterales 0,25%* 10,58%* 0,44%* 12,04%* 1,72% 10,61%
Enterobacteriaceae 0,21%* 7,54%* 0,38%* 9,81%* 1,42% 7,87%
Enterococcaceae <0,1% <0,1% 0,08% 1,62% 0,08% 1,75%
Streptococcaceae 0,12% 0,42% – – – –
Escherichia 0,11%* 1,05%* 0,16%* 1,89%* 0,3% 0,3%
Salmonella 0,04%* 1,24%* 0,07%* 1,64%* 0,3% 0,74%
Shigella 0% 0,06% 0,01% 0,15% 0,03% 0,03%
Klebsiella 0,01%* 0,74%* 0,03%* 1,43%* 0,11% 6,26%
Enterococcus <0,1% <0,1% 0,03% 2,29% 0,03% 2,26%
Staphylococcus <0,01% <0,01% <0,01% <0,01% <0,01% <0,01%
Acinetobacter – – <0,01% <0,01% – –
Streptococcus 0,12% 0,43% – – – –

Примечание: * подтверждение значимого влияния указанного таксона на инфекционный процесс 2 и более методами.

Таблица 3
Результаты моделей DESeq2, ZicoSeq и ANCOMBC при оценке влияния состава микробиоты 
кишечника после ТГСК на развитие инфекции кровотока, вызванной Kl. pneumoniae,  
на различных таксономических уровнях 
Table 3
Results of DESeq2, ZicoSeq and ANCOMBC models assessing the influence of gut microbiota 
composition after HSCT on the development of bloodstream infection caused by Kl. pneumoniae  
at different toxiconomic levels

DESeq2
Taxa log2FoldChange p p adj
Phylum Proteobacteria 4.0206 0.0017 0.0134
Class Gammaproteobacteria 4.2528 0.0043 0.0417
Family Enterobacteriaceae 5.3793 0.0011 0.0311
ZicoSeq
Taxa R2 p padj
Phylum Proteobacteria 0.2575 0.0006 0.0101
Family Enterobacteriaceae 0.2443 0.028 0.1004
Genus Klebsiella 0.3087 0.017 0.0578
ANCOMBC
Taxa Beta_LFC p p adj
Class Gammaproteobacteria 3.2769 0.0482 0.1239
Genus Klebsiella 4.0387 0.0070 0.0809
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Значимое влияние на частоту развития инфекционных осложнений у паци-
ентов после ТГСК оказали исключительно грамотрицательные бактерии типа 
Proteobacteria, что соответствует распространенности возбудителей инфекционных 
осложнений у пациентов с ОЗКТ, находящихся на лечении в гематологических стаци-
онарах ГУ «МНПЦ ХТиГ». 

Состав микробиома кишечника и его биоразнообразие не оказывали значимо-
го влияния на длительность гипертермии у пациентов с фебрильной нейтропенией,  
а также уровень провоспалительных маркеров (прокальцитонин / С-реактивный  
белок) у пациентов после аутологичной или аллогенной ТГСК. 

 � ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В результате проведения метагеномного секвенирования 16S рРНК образцов сту-

ла пациентов после аутологичной и аллогенной ТГСК нарастание плотности грам- 
отрицательных бактерий, относящихся к типу Proteobacteria, нами было определено 
как независимый предиктор развития таких инфекционных осложнений, как фе-
брильная нейтропения и сепсис. Важно отметить, что более высокая плотность гра-
мотрицательных бактерий была ассоциирована не только с доказанной инфекцией 
кровотока, что было ранее подтверждено Stoma et al. [25], вызванной бактериями 
того же рода, но и с инфекционными осложнениями без выделенного возбудителя, 
такими как сепсис и фебрильная нейтропения. В свою очередь представленность 

Рис. 3. График сравнения относительной представленности рода Klebsiella в микробиоме 
кишечника после ТГСК в зависимости от развития инфекции кровотока, вызванной 
Kl. pneumoniae
Fig. 3. Graph comparing the relative abundance of the genus Klebsiella in the gut microbiome  
after HSCT depending on the development of bloodstream infection caused by Kl. pneumoniae
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бактерий типа Proteobacteria и других бактериальных таксонов не влияла на длитель-
ность лихорадки у пациентов с ФН, а также уровень провоспалительных маркеров в 
плазме пациентов. Наибольшая представленность рода Klebsiella в микробиоме ки-
шечника была определена в образцах стула пациентов с развившейся впоследствии 
ИК и с положительной культурой крови на Kl. pneumoniae.

_________________________________________________________________________________________________
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