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Резюме. рекуррентные инфекции у детей представляют собой важную медико-социальную про-
блему, часто являясь причиной задержки развития и снижения качества жизни. Генетические 
особенности организма играют важную роль в развитии инфекционных заболеваний, обуслов-
ливая восприимчивость к разнообразным патогенам, а также оказывая влияние на характер тече-
ния болезни. Настоящая работа направлена на оценку эффективности использования таргетной 
мультигенной панели в выявлении причин предрасположенности к развитию рекуррентных ин-
фекций у детей. Материалы и методы. обследовано  382 пациента, средний возраст  которых  на 
момент исследования составил 7,5 лет (диапазон 2 месяца — 18 лет). в исследование были вклю-
чены больные с клиническими признаками, указывающими на вероятное наличие генетического 
дефекта иммунной системы. Результаты исследований. патогенные мутации выявлены в 18% 
(70/382) всех случаев, и у 44 из 207 (21%) пациентов, соответствующих критериям jeffrey modell 
foundation. в подгруппе больных с «синдромальными» пид таргетное секвенирование позво-
лило установить причину заболевания у 4 из 10 обследованных пациентов (40%). в трех случаях 
были выявлены дефекты гена KMT2D, что позволило установить диагноз синдрома кабуки. в 
группе часто болеющих детей патогенные варианты были выявлены лишь в трех случаях (3/54, 
6%). у больных с необычно тяжелым течением инфекционных эпизодов единственным явно па-
тогенным генетическим повреждением оказалась мутация TLR3 c.889c>G (p.l297v). Обсужде-
ние. в настоящее время описано более 350 нозологических форм пид. частота инфекционных 
эпизодов сама по себе не относится к убедительным признакам пид. рекуррентные орви далеко 
не всегда сигнализируют о наличии генетического дефекта иммунитета, а чаще отражают про-
цесс функционального созревания иммунной системы. таким образом, таргетное мультигенное 
секвенирование позволяет выявить генетические дефекты у существенной части детей с рекур-
рентными инфекциями. в перспективе эффективность генетического анализа может быть по-
вышена за счет популяризации знаний о возможных признаках первичного иммунодефицита, а 
также использования методов неонатального скрининга.
Ключевые слова: рекуррентные инфекции; дети; генетический анализ.
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Резюме. children recurrent infections are an important medical and social problem, often causing 
developmental delays and reduced quality of life. Genetic features of the organism play an important 
role in the development of infectious diseases, causing susceptibility to various pathogens, as well as 
influencing the nature of the disease. this work is aimed at assessing the effectiveness of the use of 
targeted multigenic panel in identifying the causes of predisposition to the development of recurrent 
infections in children. Materials and methods. 382 patients were examined, the average age of which 
at the time of the study was 7.5 years (range 2 months-18 years). the study included patients with 
clinical signs indicating the likely presence of a genetic defect in the immune system. Research result. 
pathogenic mutations were detected in 18% (70/382) of all cases, and in 44 of the 207 (21%) patients 
meeting the jeffrey modell foundation criteria. in the subgroup of patients with «syndromic» pid, 
targeted sequencing allowed to determine the cause of the disease in 4 out of 10 patients (40%). in three 
cases, defects in the KMT2D gene were identified, which led to the diagnosis of Kabuki syndrome. in 
the group of frequently ill children, pathogenic variants were detected only in three cases (3/54. 6%). 
in patients with unusually severe infectious episodes, the only clearly pathogenic genetic damage was 
the tlr3 mutation c.889c>G (p. l297v). Discussion. currently, more than 350 nosological forms of 
pid have been described. the frequency of infectious episodes is not in itself a convincing indication 
of pid. recurrent SarS do not always signal the presence of a genetic defect of immunity, but more 
often reflect the process of functional maturation of the immune system. thus, targeted multigenic 
sequencing allows to identify genetic defects in a significant part of children with recurrent infections. 
in the future, the effectiveness of genetic analysis can be increased by popularizing knowledge about 
the possible signs of primary immunodeficiency, as well as the use of neonatal screening methods. 
Ключевые слова: recurrent infections; children; genetic analysis.

обсуждается в российском медицинском сооб-
ществе [1–4], сведения о частоте и спектре ге-
нетических дефектов по-прежнему достаточно 
фрагментарны.

важнейшим технологическим прорывом в 
молекулярной медицине стало появление так 
называемого секвенирования нового поколе-
ния (NGS, Next Generation Sequencing). Несмо-
тря на свою недолгую историю, этот метод за-
рекомендовал себя в качестве мощного инстру-
мента медицинской генетики, позволив 
обнаружить гены, причастные к развитию мно-
гих наследственных заболеваний [5, 6]. осо-
бый практический интерес представляет вари-
ант секвенирования, основанный на расшиф-
ровке кодирующих последовательностей 
ограниченного числа произвольно выбранных 
генов. такой мультигенный анализ называют 
таргетным; он наиболее пригоден для диагно-
стики заболеваний c высокой генетической ге-
терогенностью, к которым относятся и первич-
ные иммунодефициты [7, 8].

Настоящая работа направлена на оценку эф-
фективности использования таргетной мульти-
генной панели в выявлении причин предраспо-
ложенности к развитию рекуррентных инфек-
ций у детей.

введение

рекуррентные инфекции у детей представ-
ляют собой важную медико- социальную про-
блему, часто являясь причиной задержки раз-
вития и снижения качества жизни. Не вызывает 
сомнений существование широких индивиду-
альных различий в отношении восприимчиво-
сти и резистентности к инфекциям, а также 
особенностей клинической картины заболева-
ния. Генетические особенности организма 
играют важную роль в развитии инфекцион-
ных заболеваний, обусловливая восприимчи-
вость к разнообразным патогенам, а также ока-
зывая влияние на характер течения болезни.

в ряде случаев причиной повышенной 
предрасположенности к инфекциям может 
быть наследственный дефект  какого-либо зве-
на иммунитета, т.е., первичный иммунодефи-
цит (пид). поскольку клинико- лабораторные 
признаки заболеваний этой группы часто не-
специфичны, очень важную роль приобретает 
дНк-диагностика. установление правильного 
диагноза критически необходимо для подбора 
терапии, а также медико- генетического кон-
сультирования семей. Несмотря на то, что про-
блема первичных иммунодефицитов активно 
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Материалы и Методы исследования

Набор детей с рекуррентными инфекциями 
производился в нескольких лечебных учрежде-
ниях санкт- петербурга (отделения гастроэн-
терологии, эндокринологии и ревматологии 
спбГпму, консультационно- диагностический 
центр спбГпму, отделение респираторных (ка-
пельных) инфекций и отделение нейроинфекций 
и органической патологии нервной системы 
Нии детских инфекций, детская городская 
больница № 1) и москвы (российская детская 
клиническая больница). во всех случаях от роди-
телей было получено информированное согласие 
на участие детей в исследовании. к участию в 
исследовании были привлечены 382 пациента, 
соответствующие критериям отбора. средний 
возраст пациентов на момент исследования со-
ставил 7,5 лет (диапазон 2 месяца — 18 лет).

в исследование были включены больные с 
клиническими признаками, указывающими на 
вероятное наличие генетического дефекта им-
мунной системы. в частности, 207 пациентов 
соответствовали критериям возможного имму-
нодефицита, предложенным организацией 
jeffrey modell foundation (jmf) (рис. 1); у 10 
пациентов из этой группы также присутствова-
ли множественные микроаномалии развития в 
отсутствие выявленной хромосомной патоло-
гии («синдромальные» пид).

в качестве дополнительных критериев от-
бора нами использованы следующие характе-
ристики:

 – наличие эпизодов периодических лихора-
док в отсутствие выявленных инфекцион-
ных причин; n=63;

 – сочетание инфекционных проявлений с 
лабораторным феноменом аутоиммунной 
цитопении; n=31;

 – наличие лабораторного феномена аномаль-
но повышенного ige (>3000 u/ml); n=6;

 – необычно тяжелое течение инфекционно-
го заболевания (например, тяжелый ме-
нингит, деструктивная пневмония и т.д.); 
n= 1;

 – многочисленные эпизоды острых респи-
раторных инфекций (8 и более в течение 
года); n=54.

высокопроизводительное  
таргетное секвенирование

в состав таргетной панели вошли 344 гена, 
ассоциированных с развитием первичных им-
мунодефицитов в соотвествии с современной 
классификацией пид, предложенной в 

2017 году международным союзом иммуноло-
гических обществ (international union of 
immunological Societies, iuiS) [9].

в качестве источника дНк использовались 
образцы венозной крови. Экстракция дНк из 
периферических лейкоцитов проводилось при 
помощи модифицированного соль-хлороформ-
ного метода [10].

подбор зондов для целевого обогащения 
осуществлялся с использованием программы 
Nimbledesign (https://design.nimblegen.com/
nimbledesign/ (roche). подготовка дНк-библи-
отек выполнялась с помощью набора Kapa 
hyperplus (roche); селективное обогащение по 
кодирующим последовательностям генов пид 
проводилось с помощью набора SeqcapeZ 
System (roche). секвенирование парных кон-
цов в 150 п.н. было выполнено на платформе 
miSeq (illumina, сШа) со средней глубиной 
считывания 70–90-х и эффективностью про-
чтения целевых последовательностей 98.8%. 
конвейер анализа включал выравнивание по-
лученных фрагментов (alignment) на эталон-
ный геном версии Grch37 (hg19) с использо-
ванием программного обеспечения BWa 
0.7.12, variant calling с помощью инструмента 
GatK 3.3.0, фильтрацию по качеству с помо-
щью инструментов bcftools 1.2 и аннотацию 
вариантов с использованием Snpeff4.1.

потенциально значимые варианты генов 
пид были визуально проверены в геномном 
браузере Golden helix Genome Browser 3.0.0 
(http://goldenhelix.com); образцы, демонстри-
рующие относительно низкую глубину прочте-
ния (менее чем 20Х) и/или существенное от-
клонение соотношения между прочтениями 
(«ридами») дикого типа и мутантными, под-

рис. 1. критерии подозрения на наличие первичного 
иммунодефицита у детей, предложенные jeffrey 
modell foundation

четыре и более случая отитов в течение года
два и более серьезных синусита в течение года

два и более месяца лечения антибиотиками без значи-
тельного эффекта

две и более пневмонии в год
Задержка прибавки массы и/или роста

рецидивирующие глубокие абсцессы кожи и/или вну-
тренних органов

кандидоз ротовой полости или грибковые поражения 
кожи

Необходимость внутривенного введения антибиотиков 
для лечения инфекции

два и более эпизода генерализованных инфекций, в 
т.ч. сепсис

семейный анамнез, отягощенный в отношении пид
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вергались верификации с помощью секвениро-
вания по сэнгеру.

выбор потенциально патогенных вариантов 
основывался на: а) данных о популяционных 
частотах редких аллелей (minor allele 
frequency, maf), полученных из общедоступ-
ных баз данных (dbSNp, exac, eSp, gnomad); 
максимальное пороговое значение maf было 
установлено равным 0.03 (3%); б) сведениях о 
типе мутации (транкирующие, т.е., приводящие 
к нарушения синтеза белка vs. нетранкирую-
щие); c) данных, полученных in silico с помо-
щью предиктивных программ (polyphen-2, Sift, 
mutationtaster, lrt pred, cadd); г) сведениях 
о клинической значимости (данные clinvar, 
hGmd и pubmed). редкие варианты, приводя-
щие к сдвигу кадров или стоп-кодонам de novo, 
а также миссенс- мутации с рейтингом cadd ≥ 
20, считались потенциально патогенными.

статистическая обработка данных

статистическая обработка данных проводи-
лась с использованием программного обеспе-
чения SpSS version 17. для сравнения малых 
групп использовался точный тест Фишера. все 
различия считались достоверными при довери-
тельной вероятности не менее 95% (уровень 
значимости р<0,05).

результаты собственных исследований:

в целом, патогенные мутации удалось выя-
вить в 18% (70/382) всех случаев, и у 44 из 207 
(21%) пациентов, соответствующих критериям 
jeffrey modell foundation. в подгруппе боль-
ных с «синдромальными» пид таргетное 
секвенирование позволило установить причи-
ну заболевания у 4 из 10 обследованных паци-
ентов (40%). в трех случаях были выявлены 
дефекты гена Kmt2d, что позволило устано-
вить диагноз синдрома кабуки; у всех больных 
наблюдался характерный фенотип: длинные 
глазные щели, низкорослость, расщелина твер-
дого и мягкого нёба, врожденные пороки серд-
ца (дефекты межжелудочковой и межпредсерд-
ной перегородок), аномалии мочеполовой си-
стемы. инфекционные проявления были 
представлены, в основном рецидивирующими 
обструктивными бронхитами.

еще в одном случае была выявлена мутация 
NBN c.657_661delacaaa в гомозиготном со-
стоянии, что, в совокупности с фенотипиче-
скими особенностями (микроцефалия, пока-
тый лоб, крупный нос) подтверждает диагноз 
синдрома Ниймеген.

к нозологическим формам, неоднократно 
выявленным в нашей выборке, относятся агам-
маглобулинемия Брутона (n=5), тяжелая ком-
бинированная иммунная недостаточность 
(n=5), синдром гипер igd (n=2), Nlrp12-ассо-
циированный аутовоспалительный синдром 
(n=2), семейная средиземноморская лихорадка 
(n=2), аутоиммунный лимфопролиферативный 
синдром (n=2), хроническая грануломатозная 
болезнь (n=2), аутоиммунный полигландуляр-
ный синдром 1 типа (n=5).

кроме того, у четырех пациентов с рекуррент-
ными инфекциями были обнаружены дефекты 
гена Stat1. Будучи ключевым компонентом ин-
терферонового сигнального каскада, Stat1 обе-
спечивает защиту против микобактерий, грибков 
и вирусов, а также участвует в регуляции проти-
воопухолевого иммунитета [11]. у двух больных 
была выявлена мутация c.796G>a (p.v266i), за-
трагивающая сс (coiled- coil)-домен; у двух па-
циентов с хроническим кожно- слизистым канди-
дозом обнаружены мутации c.604a>G (p.m202v) 
и c.69t>G (p.d23e). первая мутация неоднократ-
но описана в связи с моногенными формами кан-
дидоза [12,13], в то время как информация о вто-
рой отсутствует. мутация c.69t>G локализуется 
в N-терминальном домене Stat1; патогенная 
роль дефектов этого домена хорошо известна 
[12]. Это обстоятельство, а также соответствие 
генетических данных клиническим проявле-
ниям, позволяет расценивать данный аллель как 
вероятно патогенный.

в группе пациентов с периодическими лихо-
радками (пл) генетическое исследование спо-
собствовало установлению точного диагноза в 16 
из 63 (25%) случаев; еще в 16% выявлены вари-
анты, связь которых с развитием фенотипиче-
ских проявлений заболевания нуждается в даль-
нейшем изучении. у 4 пациентов выявлены мо-
ноаллельные мутации mefv p.m694v, p.r354W 
и p.r726a, ранее описанные как патогенные. 
при этом у одного пациента отсутствуют перио-
дические лихорадки, но отмечаются позитивные 
jmf-критерии (снижение прибавок массы и ро-
ста, хроническая диарея); в данном случае трак-
товка связи генотипа и фенотипа затруднительна. 
еще у двух детей с периодическими лихорадка-
ми обнаружены сцепленные варианты p.r408Q и 
p.p369S, сведения о причастности которых к раз-
витию заболевания противоречивы: по-видимо-
му, они представляют собой мутации с неполной 
пенетрантностью [14, 15].

у больных с аутоиммунными цитопениями 
наблюдался более низкий процент выявления 
мутаций (14/31, 13%). Необходимо отметить, 
что в эту группу не входили пациенты, у кото-
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рых аутоиммунные цитопении наблюдались в 
сочетании с положительными критериями 
jmf. если основным критерием отбора было 
подозрение на аутоиммунный лимфопролифе-
ративный синдром (лимфопролиферация, гепа-
тоспленомегалия, аутоиммунные цитопении), 
то патогенные мутации были бы выявлены у 4 
из 18 пациентов (22%).

среди пациентов с изолированным феноме-
ном повышенного уровня иммуноглобулина е 
мутации не были выявлены ни в одном из ше-
сти случаев.

в группе часто болеющих детей патогенные 
варианты были выявлены лишь в трех случаях 
(3/54, 6%); при этом, все обнаруженные вари-
анты относятся к слабопенетрантным: аллели 
tNfrSf13B c.310t>c (p.c104r) и c.542c>a 
(p.a181e) обычно расцениваются в качестве 
факторов риска развития общей вариабельной 
иммунной недостаточности (овиН) [17].

у больных с необычно тяжелым течением 
инфекционных эпизодов единственным явно 
патогенным генетическим повреждением ока-
залась мутация tlr3 c.889c>G (p.l297v), вы-
явленная у ребенка с тяжелым менингоэнцефа-
литом, вызванным вирусом простого герпеса 
(впГ1). рецептор tlr3 (toll-like receptor 
3) участвует в распознавании двунитевой 
рНк — побочного продукта репликации боль-
шинства вирусов, поэтому мутации в соответ-
ствующем гене обусловливают необычную 
уязвимость к впГ- инфекции [16].

обсуждение

в настоящее время описано более 350 нозо-
логических форм пид. известно, что не все 
врачи хорошо знакомы с клиническими прояв-
лениями пид, поэтому создаются диагности-
ческие алгоритмы, ориентированные на специ-
алистов первичного звена [18, 19]. Несмотря 
на то, что популярные критерии подозрения на 
пид (10 признаков jmf) регулярно подверга-
ются критике [20–22], наше исследование сви-
детельствует в пользу их пригодности для 
предварительного отбора пациентов с целью 
дальнейшего генетического исследования.

Несмотря на то, что аутовоспалительные за-
болевания (авЗ) входят в современную класси-
фикацию пид, больные с авЗ далеко не всегда 
соответствуют признакам jmf; по этой причине 
мы использовали наличие периодических лихо-
радок в качестве дополнительного критерия от-
бора. как свидетельствует высокая частота вы-
явления мутаций в этой группе больных, такой 
подход оказался вполне оправданным. при этом 

наблюдаемая симптоматика нередко ошибочно 
ассоциируется с проявлениями инфекционных 
заболеваний, что и является причиной недоста-
точной эффективности диагностики авЗ.

частота синдромальных форм пид доста-
точно существенна, что свидетельствует о це-
лесообразности консультирования некоторых 
пациентов клиническим генетиком. в первую 
очередь это касается случаев, когда частые или 
тяжелые инфекционные проявления сопрово-
ждаются необычными фенотипическими про-
явлениями. показательным примером является 
выявление трех случаев синдрома грима кабу-
ки среди пациентов отделений иммунологиче-
ского профиля; в двух из трех случаев диагноз 
не был заподозрен, несмотря на подробное 
описание наблюдаемых стигм дизэмбриогене-
за и пороков развития. известно, что для боль-
ных с синдромом кабуки характерны наруше-
ния терминальной дифференцировки в-лим-
фоцитов, что ведет к развитию гуморального 
иммунодефицита и, иногда, к аутоиммунным 
проявлениям [23]. Больные с «синдромальны-
ми» пид имеют высокие шансы на выявление 
причин заболевания, что, в свою очередь, от-
крывает новые возможности в области медико- 
генетического-консультирования семей.

применение таргетного высокопроизводи-
тельного секвенирования позволило нам выя-
вить вероятную причину заболевания у 18% 
всех детей с рекуррентными инфекциями и у 
21% больных, соответствующих jmf-критери-
ям подозрения на наличие пид. такая эффек-
тивность обнаружения мутаций сравнима с дан-
ными предыдущих исследований, в которых 
применялся такой же методический подход [24–
28]: процент установленных генетических диа-
гнозов варьирует от 14 до 46%, в среднем со-
ставляя около 25% [7]. выявление патогенных 
мутаций становится значительно более эффек-
тивным при наличии жесткого предварительно-
го отбора: так, в работе yu et al, 2016 [29], по-
свящённой исследованию пациентов со снижен-
ными показателями trec, удалось найти 
причину заболевания у 14 из 20 пациентов 
(70%). в то же время, исследование гетероген-
ных групп больных, как правило, даёт значи-
тельно более скромные результаты [27,30]. сле-
дует заметить, что в наше исследование, как 
правило, вошли пациенты, не прошедшие ис-
следований иммунологического статуса в объе-
ме, необходимом в случае подозрения на пер-
вичный иммунодефицит. Большая часть боль-
ных направлена на генетическое исследование 
специалистами первичного звена (гастроэнте-
рологи, ревматологи, эндокринологи, пульмоно-
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логи, инфекционисты); подобная специфика от-
бора пациентов объясняет относительно невы-
сокий процент выявления «истинных» пид.

изолированное повышение уровня ige, как 
правило, не свидетельствует о наличии генети-
ческого дефекта иммунной системы; помимо 
первичных иммунодефицитов данный фено-
мен может наблюдаться и при атопическом 
дерматите, синдроме чарга- стросса (эозино-
фильный васкулит) и т.д. [31].

очевидным представляется тот факт, что ча-
стота инфекционных эпизодов сама по себе не от-
носится к убедительным признакам пид, что со-
ответствует и данным иммунологических иссле-
дований [32]. рекуррентные орви далеко не 
всегда сигнализируют о наличии генетического 
дефекта иммунитета, а чаще отражают процесс 
функционального созревания иммунной системы.

таким образом, таргетное мультигенное 
секвенирование позволяет выявить генетиче-
ские дефекты у существенной части детей с 
рекуррентными инфекциями. в перспективе 
эффективность генетического анализа может 
быть повышена за счет популяризации знаний 
о возможных признаках первичного иммуноде-
фицита, а также использования методов неона-
тального скрининга [33].
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