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 Аннотация:   
Введение. Исследование микробиома человека стало темой, вызывающей все больший научный интерес. Сбалансированная и разнообразная мик-
робиота мужской половой системы необходима для оптимального репродуктивного здоровья. Сегодня нет диагностических тестов, позволяющих 
определить влияние конкретных микроорганизмов на качество семенной жидкости, однако, применение секвенирования нового поколения (NGS), 
использующего в качестве молекулярного маркера последовательность гена 16S рРНК, предоставляет нам возможность понять всю сложность 
взаимоотношений микробиома и его хозяина.  
Цель. Провести сравнительный анализ таксономической структуры микробиоты пациентов с обструктивной и необструктивной азооспермией 
и группой фертильности (пациенты с рожденными детьми в анамнезе).  
Материалы и методы. В исследование вошли 57 человек. Все пациенты ретроспективно были распределены на три группы: группа 1 (n=29) – па-
циенты с необструктивной азооспермией (НОА) и отсутствием детей; группа 2 (n=19) – пациенты с обструктивной азооспермией (ОА); группа 
3 (n=9) – фертильные пациенты (FERT). Всем пациентам была выполнена микроскопическая биопсия яичка (micro-TESE) с последующим проведе-
нием экстракорпорального оплодотворения по технологии интрацитоплазматической инъекции сперматозоида (ИКСИ), либо криоконсервации 
биологического материала. Был проведен анализ ампликонов бактериального гена 16S pРНК с использованием высокопроизводительного секвени-
рования нового поколения (NGS). Для исследования бактериального пейзажа урогенитального тракта и контроля чистоты метода был произведен 
забор биологического материала из уретры у каждого пациента, которому проводилась биопсия яичка. Данные обрабатывали с помощью программы 
QIIME (версия 1.9.1). 
Результаты. Достоверных отличий в группах сравнения при исследовании бактериального пейзажа уретры не обнаружено. Видовое разнообразие 
микробиоты тестикулятной ткани, а также общее количество обнаруженных таксономических единиц (ОТЕ) в группах НОА и ОА достоверно 
ниже, чем в группе ФЕРТ. Различается представленность фил Proteobacteria, Firmicute, Bacteroidetes, Bifidobacterium adolescentis в исследуемых 
группах. При сравнении таксономического состава микробиоты тестикулярной ткани и уретры выявлено три микроорганизма, представленных 
с одинаковой частотой (использовался точный критерий Фишера с поправкой на множественное сравнение методом Бенджамини-Хохберга). Раз-
личается представленность фил Prevotella, Comamonadaceae, Veillonella dispa, Comamonadaceae в исследуемых  группах. 
Выводы. Тестикулярная ткань нестерильна и имеет свой неповторимый микробный пейзаж для каждой группы сравнения. Бактериальные со-
общества ткани яичка у пациентов с азооспермией характеризуются пониженным разнообразием и специфическим составом, отличающимся 
от микробиоты уретры. Данные результаты могут быть полезны при дальнейшем изучении роли микробиоты в патологии сперматогенеза и 
разработке новых подходов к лечению и диагностике мужского бесплодия.     
Ключевые слова: микробиом; азооспермия; мужское бесплодие; секвенирования нового поколения (NGS); 16S рРНК.  
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ВВЕДЕНИЕ 
 

Исследование микробиома человека стало темой, 
вызывающей большой научный и общественный инте-
рес. Человеческое тело – это экосистема, в которой хо-
зяин взаимодействует с огромным количеством 
микроорганизмов [1]. Эта связь может быть положи-
тельной, нейтральной или патогенной. Поэтому микро-
организмы играют важную роль в здоровье человека. 
Как правило, микробный состав варьирует в зависимо-
сти от расположения органов и систем, их функции и 
взаимодействия с внешней средой [2], а также связан с 
генетикой человека, возрастом, типом питания и прие-
мом лекарственных препаратов. Тем не менее, различ-
ные профили микробиома были связаны с конкретными 
заболеваниями путем сравнения различий между паци-
ентами и здоровыми людьми. Эти различия могут воз-
никать на любом уровне таксономического ранга [3] и 
проявляются увеличением количества конкретных мик-
роорганизмов или снижением микробиомного разнооб-
разия [4]. Одним из основных факторов, вызывающих 
снижение разнообразия и богатства микробиома чело-
века, является прием антибактериальных лекарственных 
препаратов. Антибактериальная химиотерапия изме-
няет таксономическую структуру микробиома. Данная 
ситуация связана с повышенной восприимчивостью к 
другим патогенам, нарушением регуляции иммунитета 
и появлением генов резистентности [5, 6]. 

Мужская репродуктивная система, которая когда-то 
считалась в значительной степени стерильной, теперь при-
знана сложной мозаикой микробных сообществ [7, 8]. 
Новые данные свидетельствуют о ключевой роли микро-
биома в мужской фертильности [9]. Сбалансированная и 
разнообразная микробиота мужской половой системы не-
обходима для оптимального репродуктивного здоровья. В 
настоящее время нет тестов, позволяющих определить 
порог и предсказать влияние конкретных микроорганиз-
мов на качество семенной жидкости, а также признать ее 
непригодной для оплодотворения. Однако достижения в 
области молекулярно-генетической идентификации мик-
робиома, в частности, применение секвенирования нового 
поколения (NGS), предоставляет нам возможность понять 
всю сложность взаимоотношений микробиома и его хо-
зяина. Последовательность гена 16S рРНК широко исполь-
зуется в качестве молекулярного маркера в независимых 
от культуры методах идентификации и классификации 
разнообразных бактериальных сообществ [10]. Последо-
вательности бактериальной 16S рРНК в настоящее время 
используются для изучения эволюции, филогенетических 
взаимоотношений и распространенности различных так-
сонов в окружающей среде [11]. Идентификация конкрет-
ных групп бактерий, позволяющих отнести мужчин к 
бесплодным, требует дальнейших исследований. 

Цель исследования. Провести сравнительный ана-
лиз таксономической структуры микробиоты пациентов 
с обструктивной и необструктивной азооспермией  
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Summary: 
 
Introduction. The study of the human microbiome has become of increasing scientific interest. A balanced and diverse microbiota of the male re-
productive system is essential for optimal reproductive health. Today, there are no diagnostic tests to determine the effect of specific microorganisms 
on the quality of seminal fluid, however, the use of next-generation sequencing (NGS), using the 16S rRNA gene sequence as a molecular marker, 
provides us with the opportunity to understand the complexity of the relationship between the microbiome and its host. 
The aim of the study. To conduct a comparative analysis of the taxonomic structure of the microbiota between patients with obstructive and non-
obstructive azoospermia and the fertility group (patients with a history of having children). 
Materials and methods. The study included (n=57) patients (infertile patients with obstructive azoospermia (OA), non-obstructive azoospermia 
(NOA) and a control group (FERT). All patients underwent percutaneous aspiration of sperm from the testicle (testicular sperm aspiration, MESA), 
with subsequent in vitro fertilization using ICSI technology, or cryopreservation of biological material. The amplicons of the bacterial 16S rRNA 
gene were analyzed using high-performance next-generation sequencing (NGS). For  this research of bacterial composition of the urogenital tract 
and control the purity of the method, samples has been taken from the urethra of each patient who underwent testicular biopsy. The data was 
processed using the QUICKTIME program (version 1.9.1). 
Results. No significant differences were found in the comparison groups during the study of the urethral bacterial composition. The species diversity, as well 
as the total number of detected taxonomic units (OTE) in the NOA and OA groups are significantly lower than in the FERT group. The presentation of the 
phylum like Proteobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes, Bifidobacterium adolescentis in the studied groups is different. Three microorganisms were identified 
with the same frequency in the urethra and testicular tissue (the exact Fisher criterion was used, adjusted for multiple comparison by the Benjamin-Hochberg 
method). The representation of the phylum Prevotella, Comamonadaceae, Veillonella dispa, Comamonadaceae in the studied groups differs. 
Conclusion. Testicular tissue is not sterile and has its own unique microbial landscape for each comparison group. Bacterial communities of testicular 
tissue in patients with azoospermia are characterized by a reduced diversity and a specific composition that differs from the urethral microbiota. 
These results may be useful in further to  study the role of microbiota in the pathology of spermatogenesis and developing new approaches to the 
treatment and diagnosis of male infertility. 
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и группой фертильности (пациенты с рожденными 
детьми в анамнезе).  

 
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ  
 

Материалом исследования послужили образцы 
тестикулярной ткани и урогенитального тракта ин-
фертильных пациентов с азооспермией (n=57). Иссле-
дование одобрено Этическим комитетом (выписка из 
протокола №4 заседания Комитета по Этике Медицин-
ского института РУДН им. Патриса Лумумбы от 18 ян-
варя 2024 г. об одобрении научного исследования 
«Тестикулярный микробиом как фактор прогноза 
мужского бесплодия»).  

Критериями включения служили: добровольное 
информированное согласие пациента на участие в ис-
следовании, возраст старше 18 лет, бесплодие в браке 
более 1 года при регулярной половой жизни без ис-
пользования средств контрацепции, подтвержденная 
необструктивная азооспермия, отсутствие в анамнезе 
двусторонних поражений яичек, их гипоплазии, онко-
логической патологии, а также отсутствие антибакте-
риальной терапии и инфекций, передаваемых половым 
путем (ИППП) в течение 3 месяцев.  

В свою очередь, критериями исключения явились: 
возраст до 18 лет, наличие онкологической патологии, 
ИППП, генетические и эндокринные факторы беспло-
дия, тяжелая соматическая патология на момент обсле-
дования, регулярный прием лекарственных средств, 
приводящих к развитию бесплодия и гипогонадизма, 
повышение концентрации простатспецифического ан-
тигена (PSA) в сыворотке крови более 4 нг/мл и/или 
его свободной фракции более 5 нг/мл, психические за-
болевания, хронический алкоголизм и наркомания, на-
личие ВИЧ инфекции.  

Для реализации репродуктивного потенциала всем 
пациентам, вошедшим в исследование, была выполнена 
микроскопическая биопсия яичка (micro-TESE) с после-
дующим проведением экстракорпорального оплодотво-
рения по технологии интрацитоплазматической инъек- 
ции сперматозоида (ИКСИ), либо криоконсервации 
биологического материала.  

Все пациенты ретроспективно были распреде-
лены на три группы: группа 1 (n=29) – пациенты с не-
обструктивной азооспермией (НОА) и отсутствием 
детей; группа 2 (n=19) – пациенты с обструктивной 
азооспермией (ОА); группа 3 (n=9) – фертильные па-
циенты (ФЕРТ). 

Рис. 1. Альфа-разнообразие бактериального сообщества уретры.  
Примечание: статистически достоверных отличий не обнаружено 
Fig. 1. Alpha diversity of the urethral bacterial community.  
Note: no statistically significant differences were found 
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Для исследования бактериального разнообразия 
тестикулярной ткани был проведен анализ ампликонов 
бактериального гена 16S pРНК с использованием высо-
копроизводительного секвенирования нового поколе-
ния (NGS) [12]. Выделение ДНК из образцов проводили 
колоночным методом (ReliaPrep™ gDNA Tissue Miniprep 
System, Promega USA) с предварительной обработкой 
лизоцимом. Также для исследования бактериального 
пейзажа урогенитального тракта и контроля чистоты 
метода был произведен забор биологического мате-
риала из уретры у каждого пациента, которому прово-
дилась биопсия яичка. Данные обрабатывали с 
помощью программы QIIME (версия 1.9.1). 

РЕЗУЛЬТАТЫ  
 

В ходе исследования был проведен сравнитель-
ный анализ таксономического состава микробиоты 
уретры и тестикулярной ткани в исследуемых группах. 
 
Таксономический состав микробиоты уретры 
 

На первом этапе был проведен сравнительный 
анализ таксономической структуры и разнообразия 
микробиоты уретры. Альфа-разнообразие оценива-
лось по индексу Шенона и Симпсона, который описы-
вает видовое разнообразие, а также количество 
операционных таксономических единиц (OTU) и ин-
декс Chao1 исследуемых бактериальных сообществ 
уретры. Результат показал, что достоверных отличий 
в группах сравнения обнаружено не было  (рис. 1). 

Видовое разнообразие в группах, представленное 
на рисунке 2, демонстрирует отличия только для 
видов, представленных в малом количестве (не более 
3% в среднем, рис. 3), то есть микробиота уретры дан-
ных групп пациентов отличается незначительно. 

 
Таксономический состав микробиоты тестикулярной 
ткани 
 

Далее была произведена оценка альфа-разнообра-
зия исследуемых бактериальных сообществ ткани 
яичка (рис. 4). 

Выявлено, что индексы филогенетического разно-
образия, Chao1, Шеннона и Симпсона, а также общее 
количество обнаруженных таксономических единиц 
(ОТЕ) в группах НОА и ОА достоверно ниже, чем в 
группе ФЕРТ. То есть, у пациентов с азооспермией бак-
териальное сообщество ткани яичка более обедненное. 

При анализе данных микробных сообществ ткани 
яичка были выявлены достоверные различия в пред-
ставленности микробных фил исследуемых групп 
сравнения (рис. 5).  

Так, например, у пациентов с НОА достоверно по-
вышена представленность филы Proteobacteria, а группа 
пациентов ФЕРТ имела повышенную относительную 
представленность фил Firmicutes и Bacteroidetes, кото-
рые обычно превалируют в микробиоте кишечника. 
Таким образом, микробиота яичка отличается между 
группами сравнения даже на крупных таксонах, чего не 
было выявлено для микробиоты уретры данных паци-
ентов (рис. 6). 

Наибольшее различие в группах сравнения мы 
выявили, анализируя отдельные виды микробиома 
ткани яичка (рис. 7). Интересно, что группы НОА и ОА 
отличаются друг от друга в основном представлен-
ностью вида Bifidobacterium adolescentis, в то время 
как от группы ФЕРТ группы НОА и ОА отличаются в 
основном сниженной представленностью  

Рис. 2. Наиболее представленные виды микробиоты уретры в группах сравнения 
Fig. 2. The most represented types of urethral microbiota in comparison groups 
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Рис. 3. Статистически значимо отличающиеся между группами сравнения виды, обнаруженные в микробиоте уретры 
Fig. 3. Statistically significantly different species found in the urethral microbiota between comparison groups 

Рис. 4. Альфа-разнообразие бактериального сообщества ткани яичка. Примечания: * достоверность различий между группами p<0,05 
Fig. 4. Alpha diversity of testicular tissue bacterial community. Notes: * significance of differences between groups p<0.05 
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Рис. 7. Статистически значимо отличающиеся между группами сравнения виды, обнаруженные в микробиоте ткани яичка 
Fig. 7. Statistically significantly different species found in the microbiota of testicular tissue between comparison groups 

Рис. 5. Наиболее представленные виды микробиоты яичка в группах сравнения 
Fig. 5. The most represented types of testicular microbiota in comparison groups 

Рис. 6. Филы, обнаруженные в микробиоте ткани яичка, статистически 
значимо отличающиеся между группами сравнения  
Примечания: достоверность различий между группами p<0,05 (тест  
Краскела-Уоллиса с поправкой на множественное сравнение методом  
Бенджамини-Хохберга). 
Fig. 6. Statistically significantly different phyla between comparison groups 
found in the microbiota of testicular tissue. 
Notes: significance of differences between groups p<0.05 (Kruskal-Wallis test 
corrected for multiple comparisons by the Benjamini-Hochberg method)
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таксонов бактерий, которые являются нормальными 
представителями микробиоты кишечника. 

Таким образом, группы НОА и ОА близки друг к 
другу представленностью обнаруженных видов в 
ткани яичка. 

При сравнении частоты встречаемости бактерий 
и для уретры, и для ткани яичка выявлено только три-
вида  (использовался точный критерий Фишера с по-
правкой на множественное сравнение методом 
Бенджамини-Хохберга). В группе НОА по сравнению 
с группой ОА достоверно реже обнаруживается не-
определенный представитель рода Prevotella, а в 
сравнении с группой ФЕРТ достоверно реже обнару-
живается неопределенный представитель семейства 
Comamonadaceae, неопределенный представитель рода 
Prevotella и вид Veillonella dispar. В свою очередь в 
группе ОА достоверно реже обнаруживается неопре-
деленный представитель семейства Comamonadaceae 
по сравнению с группой ФЕРТ (рис. 8). 

 
ОБСУЖДЕНИЕ 
 

Передовые методы секвенирования нового поко-
ления (NGS) позволили проанализировать микробиом 
мужской половой системы, определить его уникаль-
ный состав. Точное происхождение бактерий в ткани 
яичка человека остается неясным, и неизвестно, пред-
ставляют ли они временную колонизацию или статич-
ную резидентную флору. Хотя существует сходство 
между тестикулярным и уретральным микробиомом, 
большее альфа-разнообразие бактериального сообще-
ства в группах сравнения выявлено в тестикулярной 
ткани [13]. В нашем исследовании при сравнении так-
сономической структуры микробиоты мужчины с 

НОА имели большую бактериальную нагрузку ткани 
яичка по сравнению с мужчинами с ОА и ФЕРТ, с пре-
обладанием актинобактерий и фирмикутов. В то время 
как в уретре наибольшую бактериальную представлен-
ность имели пациенты группы ФЕРТ. В свою очередь, 
мужчины с НОА имели пониженное таксономическое 
разнообразие вследствие истощения Bacteroidetes и 
Proteobacteria и преобладания филы Proteobacteria. 
Международный опыт в данной области также под-
тверждает, что различия в таксономической структуре 
микробиоты могут быть связаны с патологически- 
ми изменениями репродуктивной системы у мужчин. 
Некоторые исследования установили связь микро-
биоты яичка с различными аспектами мужской фер-
тильности, включая сперматогенез и качество спермы 
[14]. 

Результаты исследования позволяют обсудить 
связь между составом микробиоты и фертильностью, 
а также пролить свет на патологические изменения 
при азооспермии. В результате анализа частоты встре-
чаемости видов бактерий в уретре и тестикулярной 
ткани были выявлены достоверные различия между 
группами. В группе НОА по сравнению с группой ОА 
реже обнаруживался неопределенный представитель 
рода Prevotella. Эти данные говорят о потенциальном 
влиянии данного представителя рода Prevotella на  
развитие азооспермии и могут указывать на возмож-
ную причину необструктивной формы заболевания.  
G. Campisciano и соавт. описывают нарушение подвиж-
ности сперматозоидов в группе пациентов с выявлен-
ной Prevotella, а также данный микроорганизм был 
выявлен в группе пациентов с идиопатическим муж-
ским бесплодием [15]. Также были выявлены интерес-
ные различия между группой НОА и группой Ферт. В 

Рис. 8. Частота встречаемости бактерий и для уретры, и для ткани яичка  
Fig. 8. Frequency of occurrence of bacteria for both urethra and testicular tissue 
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группе НОА реже обнаруживались неопределенные 
представители семейства Comamonadaceae, неопреде-
ленных видов Prevotella и вида Veillonella dispar по 
сравнению с группой ФЕРТ. В группе ОА также было 
обнаружено снижение обнаружения неопределенного 
представителя семейства Comamonadaceae по сравне-
нию с группой ФЕРТ. Эти результаты согласуются с 
данными международных исследований, которые по-
казывают, что микробиота уретры и микробиота 
яичка имеют своеобразные составы и могут отли-
чаться. Данная ситуация свидетельствует о различии 
в таксономической структуре микробиоты в этих двух 
группах и указывает на возможную связь данного 
представителя семейства Comamonadaceae с обструк-
тивной формой азооспермии. I. Veneruso и соавт. от-
мечают изменения свойств спермы, ассоциирующиеся 
с наличием Comamonadaceae [16]. Таким образом, ре-
зультаты проведенного исследования подтверждают 
наличие различий в таксономической структуре мик-
робиоты ткани яичка у пациентов с обструктивной и 
необструктивной азооспермией, а также у пациентов 
с нормальной фертильностью. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
 

Наши данные подтверждают, что тестикулярная 
ткань нестерильна и имеет свой неповторимый мик-
робный пейзаж. Таксономическая структура микро-
биоты яичка различается у пациентов с обструктив- 
ной азооспермией, необструктивной азооспермией и 
фертильных мужчин. Бактериальные сообщества 
ткани яичка у пациентов с азооспермией характери-
зуются пониженным разнообразием и специфическим 
составом, отличающимся от микробиоты уретры. Ин-
дексы филогенетического разнообразия (Chао1, Шен-
нона и Симпсона) и общее количество ОТЕ были 
достоверно ниже у пациентов с НОА и ОА по сравне-
нию с пациентами группы фертильности. Таким обра-
зом, можно предположить, что у пациентов с азоо- 
спермией имеет место снижение разнообразия бакте-
риального сообщества тестикулярной ткани. Эти ре-
зультаты могут быть полезны для дальнейшего 
изучения роли микробиоты в патологии сперматоге-
неза и разработки новых подходов к лечению и диагно-
стике мужского бесплодия.  
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