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РЕФЕРАТ
Новейшее поколение методов молекулярной биологии, в частности, таких как секвенирование бактериальной 16S 
рРНК, позволяет наиболее полно выявить разнообразие микробиоты глазной поверхности и расширить список наи-
более распространенных родов, выделяемых культуральными методами. Большинство результатов метагеномного 
секвенирования подтверждают, что Corynebacterium, Propionibacterium и Staphylococcus являются доминирующими 
на здоровой поверхности глаза. 
Вместе с тем полученные данные указывают на различия в микробном спектре среди людей. Факторы, объясняющие 
эту изменчивость, в настоящее время точно неизвестны, в частности, в какой степени это связано с людьми и их сре-
дой, а в какой они являются искусственными, т.е. привнесены извне. Надо понимать, что достаточно сложно точно 
описать микроорганизмы на поверхности глаза из-за возможного риска бактериальной контаминации. 
Необходимы дополнительные исследования, в том числе более совершенные экспериментальные исследования для 
предотвращения предвзятости в изучении роли микробиома поверхности глаза в отношении здоровых и патологиче-
ских состояний. В частности, исследование гетерогенности штаммов, совпадений, таксономического состава и функ-
ционального профиля микробиома поверхности здорового глаза имеют важное значение для будущей разработки 
препаратов для лечения глазных заболеваний, в первую очередь – на основе пробиотиков.
Ключевые слова: глазная поверхность здорового человека, глазной микробиом, глазная микробиота, микробная 
флора, культуральный метод, идентификация по маркерному гену 16S рРНК, метагеномное секвенирование
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ABSTRACT
The latest molecular biology methods, in particular, bacterial 16S rRNA sequencing, makes it possible to reveal the diversity of 
the ocular surface microbiota and expand the list of the most common types identified by cultural methods. Most metagenomic 
sequencing results confirm that Corynebacterium, Propionibacterium, and Staphylococcus are dominant on the healthy 
ocular surface.
However, the obtained data point to differences in the microbial spectrum among people. Factors explaining this variability 
are currently unknown, in particular, to what extent it is related to people and their environment, and to what extent they are 
artificial, i.e. brought in from outside. Describing the microorganisms on the ocular surface is not easy due to the possible 
risk of bacterial contamination.
More research is needed, including better experimental studies, to avoid bias in the study of the role of the ocular surface 
microbiome in relation to healthy and pathological conditions. In particular, the study of strain heterogeneity, overlaps, 
taxonomic composition and functional profile of the healthy eye surface microbiome are important for drug development, 
especially those based on probiotics, for the treatment of eye diseases.
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ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ
LITERATURE REVIEW Микробиота (МБТ) представляет собой собира-

тельное название микроорганизмов в опреде-
ленном биотопе, а совокупность разнообразия 

ее генов называется микробиомом (МБ). Собственным 
сообществом бактерий обладает и такой орган, как глаз. 
Существует целый ряд инфекционных заболеваний, по-
ражающих поверхность глаза – конъюнктиву и роговицу, 
этиологическим агентом которых выступают бактерии. 

Микробиологические методы диагностики, направ-
ленные на выявление и идентификацию известных ми-
кроорганизмов, различны, причем примерно до конца 
80-х годов XX века преобладало определение феноти-
пических характеристик микроорганизмов [1]. Иден-
тификация микроорганизмов заключается в опреде-
лении видовой или родовой принадлежности на осно-
вании изучения биохимических (на дифференциаль-
но-диагностических средах), культурально-морфоло-
гических (обычно исследуют микроскопию мазков па-
тологического материала, обращая внимание на размер, 
расположение, форму – кокки, палочки и пр.), патоген-
ных (факторы патогенности микроорганизма, напри-
мер, заражая лабораторных животных), серологических 
(серодиагностика основана на определении антител к 
выявленному или предполагаемому возбудителю) и ге-
нетических свойств определенного образца. Необходи-
мо отметить то обстоятельство, что генетическая систе-
ма бактерий состоит из нуклеоида, обычно представля-
ющего собой одну двунитевую молекулу ДНК кольцевой 
формы, и вненуклеоидных структур. Наследственная ин-
формация у бактерий хранится в форме последователь-
ности нуклеотидов ДНК, которая определяет последова-
тельность аминокислотных остатков в молекуле белка. 
Гены представляют собой дискретные участки на ДНК, 
которые отличаются числом и специфичностью после-
довательности нуклеотидов, где обычно зашифрована 
информация о структуре и свойствах белков, при этом 
каждому белку соответствует свой ген.

Культуральные свойства (форма, размер, величина, 
цвет и густота роста колоний и т.п.) микроорганизмов 
определяют при помощи посева на различные виды сре-
ды – жидкие, полужидкие и плотные. Состав среды за-
висит от видовой специфичности микроорганизмов, 
т.е. их способности размножаться в определенной сре-
де или на ней при определенных условиях роста. Одна-
ко это дает только приблизительную оценку плотности 
и разнообразия микроорганизмов в образцах и данные 
показатели часто неточны. Культивируемые виды мо-
гут представлять лишь небольшую долю реальных ми-
кробных популяций в образцах, которые склонны к ро-
сту в применяемых условиях. Кроме того, оценка плот-
ности микроорганизмов в определенном образце так-
же варьирует в зависимости от широкого спектра фак-
торов, которые могут влиять на способность микробов 
к размножению. Более того, немалую долю в сообществе 
МБТ составляют труднокультивируемые и некультивиру-
емые микроорганизмы. В настоящее время только поло-
вина бактериальных типов имеет культивируемых пред-
ставителей. Например, во многих опубликованных ис-
следованиях имеются различия в типах и плотности ми-
кроорганизмов, которые могут быть культивированы с 
поверхности глаза. 

С учетом того, что при использовании традицион-
ных методов требуется много времени на идентифика-
цию микроорганизмов (от 3 до 5 суток), при этом за-
трачиваются значительные материальные ресурсы и не 
определяются некультивируемые бактерии, существует 
необходимость в применении более продвинутых, со-
временных и быстрых способов идентификации микро-
организмов. В первую очередь речь идет об иммуноди-
агностике, нацеленной на секретируемые микробами 
пептиды или микробный антиген, а также метагеном-
ном секвенировании, направленном на микробную ДНК. 
Оба метода позволяют изучать сообщество присутству-
ющих микробов без получения чистых культур. Следует 
отметить, что методы, акцентированные на микробные 
нуклеиновые кислоты, не требуют специфических ан-
тител, что делает их более доступными для лаборатор-
ного исследования [2, 3]. 

При использовании методов, основанных на куль-
тивировании, было обнаружено, что на поверхности 
глаза, как и на любой другой поверхности какой-ли-
бо слизистой оболочки или кожи, присутствует обиль-
ная микробная флора, состоящая из различных грам-
положительных и грамотрицательных микроорганиз-
мов. При этом роды Staphylococcus, Corynebacterium, 
Streptococcus, Propionibacterium и Micrococcus являют-
ся комменсальными (помогающие иммунной системе 
распознавать болезнетворные или патогенные микро-
организмы) грамположительными бактериями, присут-
ствующими в небольшом количестве на веках, конъюн-
ктиве и слезе [4]. Эти бактерии присутствуют на коже и 
колонизируют глазную поверхность сразу после рожде-
ния. Такая ситуация остается относительно стабильной 
на протяжении всей жизни, если только она не изме-
няется в результате лечения, например, антибиотиками, 
после хирургических вмешательств, перенесенных ин-
фекций, использования контактных линз и т.п.

Грамотрицательные бактерии, такие как Haemophilus, 
Pseudomonas и Neisseria, а также грибы встречаются 
реже, но они также могут присутствовать у здоровых 
людей [5]. Следует отметить, что традиционные мето-
ды культивирования позволяют наблюдать только часть 
глазной МБТ из-за невозможности обнаружить медлен-
но растущие бактерии [6–8].

Одним из перспективных и современных методов 
идентификации микроорганизмов, как известно, являет-
ся идентификация по маркерному гену 16S рРНК, кото-
рый есть и в эукариотах в митохондриальной ДНК, при-
сутствует в геноме всех известных бактерий и архей, но 
отсутствует у вирусов [9, 10]. Особенности расположе-
ния вариативных и консервативных участков этого гена 
до конца не изучены. Поэтому детальное изучение по-
следовательностей нуклеотидов в данном гене может по-
мочь при идентификации микроорганизмов. Считается, 
что новейшее поколение методов молекулярной биоло-
гии, в частности, таких как секвенирование бактериаль-
ной 16S рРНК, позволяет наиболее полно выявить раз-
нообразие МБТ глазной поверхности. 

16S рРНК обычно используется с таксономической 
целью (разделения на группы на основании общих при-
знаков) для бактерий, в то время как 18S рРНК и вну-
тренний транскрибируемый спейсер (ВТС) – для гри-
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бов. Для определения видов микроорганизмов обычно 
секвенируют ампликоны гена 16S/18S/ВТС, и последо-
вательность сопоставляется с хранилищем существую-
щей последовательности для получения таксономиче-
ской информации. В настоящее время более 9000 по-
следовательностей генов 16S рРНК были депонированы 
в GenBank, что делает анализ последовательности генов 
16S рРНК лучшим инструментом для выявления редко 
выделяемых, плохо описанных и не поддающихся куль-
тивированию бактерий. Другой метод секвенирования, 
называемый метагеномикой дробовика, позволяет до-
стичь разрешения на уровне видов и штаммов. Он ис-
следует весь геном, а не только 16S/18S/ВТС, но его вы-
сокая стоимость и высокие требования к биоинформа-
тическому анализу не позволили широко использовать 
его для изучения МБ [1].

Первое высокопроизводительное исследование, 
посвященное изучению разнообразия МБ глазной по-
верхности здорового человека, было опубликова-
но в 2007 г. Авторы идентифицировали такие бакте-
рии, как Staphylococcus, Rhodococcus, Corynebacterium, 
Propionibacterium, Klebsiella, Bacillus и Erwinia, в качестве 
основных родов бактерий на глазной поверхности здо-
рового человека [11].

В 2009 г. исследователи института Бэскома Палме-
ра (США) инициировали проект «Глазной микробиом». 
Данный проект был направлен на изучение разнообра-
зия и структуры, выявление новых видов микробного со-
общества, а также исследование функциональной роли 
микробиома глазной поверхности. Безусловно, он имел 
большое значение, поскольку болезнетворные патоге-
ны, вызывающие ряд инфекций глазной поверхности, в 
том числе случаи острого воспаления, до сих пор еще не 
идентифицированы. В результате на поверхности глаза 
были обнаружены новые и ранее неописанные патоген-
ные микроорганизмы.

Геномика – раздел молекулярной генетики, посвя-
щенный изучению генома и генов живых организмов – 
в сравнении с анализом на основе культивирования, об-
наружила значительное превосходство в разнообразии 
и составе микроорганизмов – комменсалов конъюнкти-
вы. В среднем у пациента был обнаружен 221 вид бакте-
рий, при этом наиболее распространенные типы были 
представлены Proteobacteria (64%) – наиболее много-
численной и неоднородной группой (куда входят па-
лочковидные и спиралевидные бактерии, а также кок-
ки); Actinobacteria, представляющих собой доминант-
ный тип грамположительных бактерий с высоким со-
держанием гуанина и цитозина (19,6%), и Firmicutes – 
тип кишечных бактерий, отличающихся низким со-
держанием пар нуклеотидов (3,9%). Предполагаемое 
ядро МБТ конъюнктивы сформировано из следующих 
родов: Aquabacterium, Acinetobacter, Bradyrhizobium, 
Brevundimonas, Corynebacterium, Methylobacterium, 
Propionibacterium, Pseudomonas, Staphylococci, 
Sphingomonas, Streptococcus, Streptophyta. Первые 5 из 
них были наиболее распространенными, на их долю 
приходилось 58% прочтений последовательностей ДНК 
[8]. 

В 2011 г., с применением секвенирования (это общее 
название методов, позволяющих установить последова-

тельность нуклеотидов в молекуле ДНК) гена 16S рРНК, 
были классифицированы бактерии общей ДНК конъюн-
ктивального мазка из 59 различных родов микроорга-
низмов, причем 12 из них постоянно присутствовали в 
конъюнктиве всех обследованных пациентов. Это по-
зволило предположить, что они могут представлять со-
бой «предполагаемое ядро» конъюнктивальной МБТ, тог-
да как другие могут быть переходными и зависеть от дру-
гих факторов, таких как окружающая среда, образ жиз-
ни, физиологические различия и т.д. 

 В 2016 г. был проанализирован 31 образец ДНК конъ-
юнктивы здоровых взрослых людей с помощью высоко-
производительного секвенирования Illumina для опре-
деления разнообразных таксонов. На уровне рода секве-
нирование гена 16S рРНК выявило 25 бактериальных 
типов и 526 различных родов, что составило в среднем 
158,8±41,04. При этом 10 из 25 типов – Proteobacteria, 
Firmicutes, Actinobacteria, Bacteroidetes, Fusobacteria, 
Deinococcus-Thermus, Суаnbacteria/chloroplast, са-
харистые бактерии Candidatus, Acidobacteria и 
Spirochaetaceae – были наиболее распространенными. 
Среди 526 родов 24 были повсеместны у всех обследован-
ных субъектов, а 10 из них (Corynebacteria, Pseudomonas, 
Staphylococcus, Acinetobacter, Streptococcus, Millisia, 
Anaerococcus, Finegoldia, Simonsiella и Veillonella) иден-
тифицированы как обычные глазные бактерии у боль-
шинства субъектов, образуя ядро глазной МБТ [12].

В другом исследовании [2], посвященном МБ конъ-
юнктивы в здоровых глазах 105 обследованных людей, 
проживающих в Гамбии, путем глубокого секвенирова-
ния V1–V3 гипервариабельных областей гена бактери-
альной 16S рРНК были классифицированы бактерии в 
610 родах, принадлежащих к 22 типам. Среди 610 ро-
дов Corynebacterium, Streptococcus, Propionibacterium, 
Bacillus, Staphylococcus и Ralsontia были общими для 
всех участников. В данном исследовании была выявлена 
распространенность типов Actinobacteria, Proteobacteria 
и Firmicutes, которая показала, что бактерии являются 
первичными колонизаторами здоровой поверхности 
глаза с тремя преобладающими (независимо от хоста, 
среды и используемого метода) типами: Actinobacteria, 
Proteobacteria и Firmicutes. 

 На уровне рода также описано обилие 
Propionibacteria. В то же время, по данным одних авто-
ров, род Pseudomonas был наименее распространен и 
составлял менее 1%, тогда как по данным других авторов, 
он являлся компонентом ядра конъюнктивальной МБТ 
[13]. На рисунке представлены сводные результаты трех 
исследовательских групп, проанализировавших 115 003, 
840 373 и 690 427 последовательностей соответственно.

Надо сказать, что состав основной глазной поверх-
ностной МБТ до сих пор вызывает серьезные споры. Так, 
если Q. Dong и соавт. [8] предположили, что 12 родов, 
которые были указаны выше, представляли собой пред-
полагаемое «ядро» микробиоты конъюнктивы, то в дру-
гом исследовании утверждалось, что Corynebacterium, 
Streptococcus, Propionibacterium, Bacillus, Staphylococcus 
и Ralsontia были обнаружены в 80% из 105 протестиро-
ванных образцов и вместе составляли более 1/3 всего 
бактериального сообщества [2]. Позже было показано, 
что основные микробные сообщества конъюнктивы со-
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стоят из Corynebacterium, Pseudomonas, Staphylococcus, 
Acinetobacter, Streptococcus, Millisia, Anaerococcus, 
Finegoldia, Simonsiella и Veillonella [12].

T. Doan и соавт. [14] применили три различных метода 
для изучения МБ конъюнктивы здорового человека: бак-
териальную культуру, глубокое секвенирование гена 16S 
рРНК и репрезентативное кариотипирование биомов in 
silico. Авторы обнаружили, что преобладающими микро-
организмами были Corynebacterium, Propionibacterium и 
коагулазонегативный Staphylococcus. В другом исследо-
вании сообщается, что Corynebacterium, Acinetobacteria, 
Pseudomonas, Sphingomonas, Streptococcus, Massilia и 
Rothia составляют 80% среди таксономических еди-
ниц и микробных родов на поверхности глаза [15]. Ме-
тагеномные данные, собранные другими исследовате-
лями, показали, что Propionibacterium, Staphylococcus, 
Escherichia и Micrococcus были наиболее распростра-
ненными родами микроорганизмов на поверхности 
глаза у здоровых людей. Преобладающими родами ми-
кроорганизмов являются Pseudomonas, Acinetobacter, 
Bacillus, Chryseobacterium и Corynebacterium. Результа-
ты недавнего исследования [16] показали, что на поверх-
ности глаза обычно выделяли Propionibacterium у мо-
лодых субъектов и Corynebacterium или Neisseriaceae у 
пожилых. 

Нельзя не указать и данные, полученные Y. Kang и со-
авт. [17]. Проведенное авторами метагеномное секвени-
рование мазков со слизистой оболочки глаза 17 здоро-
вых добровольцев показало, что количество видов в ка-
ждом здоровом МБ поверхности глаза колебалось от 6 до 

47 (при этом МБ поверхности здорового глаза был раз-
делен на 12 типов, 70 родов и 140 видов). Видами с высо-
кой относительной численностью и высокими показа-
телями положительных результатов были Streptococcus 
pyogenes, Staphylococcus epidermidis, Propionibacterium 
acnes, Corynebacterium accolens и Enhydrobacter 
aerosaccus. При этом корреляционный анализ сети вы-
явил конкурентное взаимодействие Staphylococcus 
epidermidis со Streptococcus pyogenes в микробных эко-
системах поверхности глаза. 

Таким образом, метагеномное секвенирование дает 
существенную информацию о разнообразии глазного 
МБ и выявляет ранее не идентифицированные виды ми-
кроорганизмов традиционными методами, основанны-
ми на культивировании. Другими словами, применение 
метода метагеномного секвенирования позволяет об-
наруживать гораздо более широкий спектр микробов. 
Однако имеющееся несоответствие в результатах между 
разными исследованиями с использованием аналогич-
ных методов секвенирования дает основание для при-
менения комбинации этих методов для абсолютного до-
казательства существования того или иного микроор-
ганизма. 

Большинство результатов метагеномного секве-
нирования подтверждают, что Corynebacterium, 
Propionibacterium и Staphylococcus являются домини-
рующими на здоровой поверхности глаза. Это расши-
ряет список наиболее распространенных родов, выде-
ляемых культуральными методами, а именно коагулазо-
негативного Staphylococcus. 

Рисунок. Результаты исследований конъюнктивальной микробиоты по гену 16S рРНК разными группами авторов (данные Petrillo F., 2020)

Figure. Results of studies of the conjunctival microbiota on the 16S rRNA gene by various groups of authors (Petrillo F., 2020)
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Необходимо помнить, что результаты метагеномного 
секвенирования могут быть осложнены такими фактора-
ми, как небольшой размер образца [18], глубина мазков 
[19, 20], загрязнения набора для извлечения ДНК и реа-
гентов для полимеразной цепной реакции (ПЦР) и т.д. 
[21, 22]. Тем не менее данный метод остается лучшим со-
временным инструментом для профилирования микро-
биоты in situ. Используя его, удалось, например, охарак-
теризовать также внутриглазную МБТ водянистой влаги 
у пациентов с глазными заболеваниями, которые потре-
бовали хирургического вмешательства. При этом было 
обнаружено, что каждое заболевание обладает уникаль-
ной внутриглазной микробной сигнатурой, что предпо-
лагает потенциальную связь между внутриглазной МБТ 
и здоровьем, в частности, заболеваниями глаз. 

На МБТ глазной поверхности могут влиять условия 
окружающей среды, возраст, пол, вредные привычки, но-
шение контактных линз, болезненные состояния, анти-
биотики, инфекции и т.д. [23]. Понимание факторов, ко-
торые изменяют внутриглазную МБТ, все еще является 
явно недостаточным. Поскольку пространство внутри 
глаза относительно отделено от внешней среды, разум-
но предположить, что внутриглазная МБ наиболее тесно 
связана с факторами организма хозяина. Известно, на-
пример, что возраст и уровень половых гормонов оказы-
вают значительное влияние на иммунную систему и здо-
ровье глаз. Группы пациентов разного возраста значи-
тельно различаются по бактериальному составу и мета-
болическим функциям, а гендерный фактор влияет толь-
ко на β-разнообразие бактериального состава. Данные 
свидетельствуют о том, что возраст и пол могут в сово-
купности формировать МБ на поверхности глаза. При 
этом возраст, по-видимому, является более сильным фак-
тором в изменении глазного поверхностного МБ. 

Вместе с тем некоторые более ранние исследования 
[15] не обнаружили влияния возраста на разнообразие 
микробов α и более высокий индекс разнообразия Шен-
нона (используется для количественной оценки) у муж-
чин, другие – не выявили влияние пола на микробное 
разнообразие, а более высокий индекс разнообразия 
Шеннона отмечен у детей младше 10 лет [2]. Это несо-
ответствие может быть объяснено разными методами, 
которые использовались в этих исследованиях. 

Во время внутриглазного воспаления нарушается им-
муносупрессивная среда глаза, когда патогены или ан-
тигены обнаруживаются с помощью местного иммунно-
го надзора. Современное лечение внутриглазного воспа-
ления включает иммуносупрессивные препараты. Хотя 
кортикостероиды и иммунодепрессанты остаются мощ-
ными и эффективными препаратами для лечения вну-
триглазного воспаления, результаты их применения да-
леко не всегда являются оптимальными, нередко плохо 
контролируются и приводят ко многим побочным эф-
фектам [24, 25]. Более современные антицитокиновые 
биологические препараты против TNF-α, такие как ада-
лимумаб, инфликсимаб и голимумаб, повысили тера-
певтические возможности при неинфекционном увеи-
те. Экспериментальные исследования на модели эндоф-
тальмита показали низкую сохранность функции сетчат-
ки, предположительно из-за повышенной бактериальной 
нагрузки [26]. Между тем существование внутриглазных 

микробов наводит на мысль, что внутриглазные коммен-
салы могут также способствовать патогенезу увеита.

Методы лечения, манипулирующие комменсальным 
МБ, были разработаны как новая стратегия, позволяю-
щая настроить иммунную систему хозяина на проти-
водействие нескольким воспалительным заболевани-
ям, таким как воспалительное заболевание кишечника, 
болезнь «трансплантат против хозяина», ВИЧ-инфек-
ция и воспаление, вызванное психологическим стрес-
сом [1]. Вероятно, это связано с тем, что МБТ хозяина 
может формировать его иммунную систему [27]. В этой 
связи недавнее экспериментальное исследование про-
демонстрировало, что комбинация ремоделирования 
кишечного МБ и ингибирования микроглии может зна-
чительно ослабить выраженность аутоиммунного вос-
паления [28].

Таким образом, новейшее поколение методов моле-
кулярной биологии, в частности, таких как секвенирова-
ние бактериальной 16S рРНК, позволяет наиболее пол-
но выявить разнообразие МБТ глазной поверхности и 
расширить список наиболее распространенных родов, 
выделяемых культуральными методами. По-видимому, 
Corynebacterium, Propionibacterium и Staphylococcus яв-
ляются доминирующими на здоровой поверхности гла-
за. Вместе с тем полученные данные указывают на раз-
личия в микробном спектре среди людей. Факторы, объ-
ясняющие эту изменчивость, в настоящее время точно 
неизвестны, в частности, в какой степени это связано с 
людьми и их средой, а в какой они являются искусствен-
ными, т.е. привнесены извне. Надо понимать, что доста-
точно сложно точно описать микроорганизмы на по-
верхности глаза из-за возможного риска бактериальной 
контаминации. 

Необходимы дополнительные исследования, в том 
числе более совершенные экспериментальные иссле-
дования для предотвращения предвзятости в изучении 
роли МБ поверхности глаза в отношении здоровых и па-
тологических состояний. В частности, исследование ге-
терогенности штаммов, совпадений, таксономического 
состава и функционального профиля микробиома по-
верхности здорового глаза имеют важное значение для 
будущей разработки препаратов для лечения глазных 
заболеваний в первую очередь на основе пробиотиков 
(микроорганизмов нормальной микрофлоры кишечни-
ка) [29].
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