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Титов в.Н.1,  Карганов М.Ю.2 

РЕЗИСТЕНТНОСТЬ К ИНСУЛИНУ – АЛИМЕНТАРНЫЙ ДЕФИЦИТ СУБСТРАТОВ  
ЭНЕРГИИ (ГЛЮКОЗЫ) В БИОЛОГИЧЕСКОЙ РЕАКЦИИ ЭКЗОТРОФИИ И 
АФИЗИОЛОГИЧНАЯ КОМПЕНСАЦИЯ ЖИРНЫМИ КИСЛОТАМИ ЗА СЧЕТ  
БИОЛОГИЧЕСКОЙ РЕАКЦИИ  ЭНДОТРОФИИ

1ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр кардиологии» Минздрава РФ, 121552, Москва, Россия; 
2ФГБНУ «НИИ общей патологии и патофизиологии» РАН, 125315, Москва,  Россия 

Дефицит субстратов энергии в биологической функции трофологии, биологической реакции экзотрофии формируют два 
фактора. Избыток плотоядной пищи, приводит к высокому содержанию в гепатоцитах пальмитиновой жирной кисло-
ты (ЖК) и таких же одноименных форм триглицеридов (ТГ). Постгепариновая  липопротеинлипаза + апоС-II медленно 
гидролизует пальмитиновые ТГ в составе одноименных липопротеинов в крови,  освобождая  малое количество  жирных 
кислот (ЖК). При низком  содержании  в пище углеводов (глюкозы), в  биологической реакции экзотрофии нет субстра-
та, из которого гепатоциты  могли бы быстро синтезировать олеиновую НЭЖК de novo. Дефицит субстратов энергии 
активирует биологическую функции адаптации, биологическую реакцию компенсации. При компенсаторном действии  in 
vivo адреналина, восполнение недостатка НЭЖК происходит за счет активации  биологической реакции эндотрофии,  
липолиза в висцеральных жировых клетках сальника. При синдроме резистентности к инсулину  (ИР) происходит  афи-
зиологичная  реализация биологической функции  питания  и физиологичная реакция биологической функции адаптации. 
Повышение в кровотоке содержания НЭЖК физиологично блокирует поглощение клетками глюкозы. Биологическая (ан-
тропогенная)  роль инсулина состоит в превращении  плотоядных (рыбоядных)  предков вида Homo sapiens  из океана с 
пальмитиновым вариантом метаболизма ЖК,  в травоядные виды на суше с более совершенным олеиновым вариантом 
наработки клетками ЖК и энергии. Синдром ИР можно нормализовать; для этого необходимо: а) желание пациента 
активировать когнитивную биологическую  функцию,   интеллект и б) понимание, что на ступенях филогенеза, при 
жизни на суше вид Homo sapiens сформировался как травоядный. «Мясоедом» человек  никогда не был  и биологически 
стать им  не  может.  И если с позиций летальности  в популяциях стран мира доминирует патология сердечно-
сосудистой системы, по частоте же лидируют  нарушения функции питания. Они являются патогенетической основой 
всех  метаболических пандемий, это: 1. атеросклероз и атероматоз; 2. метаболическая, эссенциальная артериальная 
гипертония; 3. метаболический синдром; 4. ожирение; 5. синдром резистентности к инсулину; 6. неалкогольная жировая 
болезнь печени и 7. эндогенная гиперурикемия. Основным нарушением метаболизма, которое  сопровождает пациентов 
с синдромом ИР, является постоянный, потенциальный дефицит  энергии  при реализации всех биологических функций 
и биологических реакций. Резистентность к инсулину – патология, в первую очередь, ЖК и во вторую  - глюкозы; это 
патология биологической функции трофологии, биологической реакции экзотрофии. 
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Biological role of insulin consists in conversion of distant ocean-living carnivorous (fish-eating) ancestors of Homo sapiens with 
palmitic type of FA metabolism into herbivorous dry land-living species with oleic type metabolism of FA. The IR syndrome can be 
normalized. To this end a) the patient’s will to activate the cognitive biological function (intellect) and b) comprehension of the fact 
that phylogenetically dry land-living Homo sapiens has developed as a herbivorous but not carnivorous species. Concerning death 
rate, cardiovascular pathologies are dominating in populations of many countries, while feeding function disorders prevail in 
frequency. These disorders form the pathophysiological basis for all metabolic pandemias: 1) atherosclerosis  and atheromatosis, 
2) essential arterial hypertension, 3) metabolic syndrome, 4) obesity, 5) insulin resistance syndrome, 6) nonalcoholic fatty liver 
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Синдром инсулинорезистентности (ИР) - нарушение 
биохимических реакций метаболизма in vivo, блокада 
действия инсулина и постоянно  повышенное содержа-
ние глюкозы в плазме крови. Со временем, к этим нару-
шениям метаболизма присоединяется афизиологичное 
повышение концентрации инсулина, который секрети-
руют β-клетки островков поджелудочной железы. Син-
дром ИР определяют как нарушение биологического 
ответа  на стимуляцию гормоном реакций метаболизма 
во всех зависимых от инсулина клетках [1]. Клетками 
этими являются: 1. поперечнополосатые, скелетные ми-
оциты; 2. синцитий кардиомиоцитов; 3. перипортальные 
гепатоциты; 4. инсулинзависимые подкожные адипоци-
ты (ИПА) и 5. специализированные, оседлые макрофа-
ги печени – клетки Купффера. Клетки же висцеральной 
жировой ткани (ВЖК) сальника в филогенезе сформи-
ровались на миллионы лет ранее, чем  β-клетки начали 
синтез инсулина; действие инсулина филогенетически 
не затрагивает процессы метаболизма  в ВЖК сальни-
ка.

Согласно филогенетической теории общей патоло-
гии [2],  синдром ИР является нарушением биологиче-
ской функции трофологии, функции питания. Эту функ-
цию последовательно реализуют две разные биологи-
ческие реакции: а) биологическая реакция экзотрофии 
(внешнего питания); продолжается она 4–6 часов после 
приема пищи (постпрандиальный период) и б) биоло-
гическая реакция экзотрофии (внутреннего питания); 
продолжительность ее является существенно большей. 
Усиление секреции инсулина происходит физиологично 
только в биологической реакции экзотрофии, после еды 
в течение всего постпрандиального периода гиперлипо-
протеинемии. Биологическая реакция эндотрофии про-
должается все время,  пока нет приема пищи: во время 
сна по ночам, при биологической реакции гибернации 
(зимняя спячка) и длительное время при голодании. 
Остальное время β-клетки, в основном, накапливают 
инсулин,  поддерживая содержание гормона в крови на  
физиологичном  уровне.  

На ступенях филогенеза биологическая реакция эн-
дотрофии сформировалась на миллионы лет ранее био-
логической реакции экзотрофии в том виде, в котором 

она в настоящее время функционирует  у травоядных 
(Herbivores)  позвоночных, в том числе и у вида Человек 
разумный.    Напомним, что все предки вида Homo sapi-
ens, пока они жили в течение миллионов лет в водах оке-
ана, были плотоядными (Carnivores), точнее рыбоядны-
ми.  И в превращении на суше плотоядных животных в 
травоядные основная биологическая роль принадлежит  
более позднему на ступенях филогенеза гуморальному 
медиатору, гормону инсулину. 

Синдром ИР – афизиологичное состояние in vivo, ко-
торое инициирует высокое содержание в плазме крови 
жирных кислот (ЖК) в форме полярных, неэтерифици-
рованных ЖК (НЭЖК). В плазме крови их связывает  и 
переносит к клеткам высокоспецифичный, липидпере-
носящий белок альбумин. Если же содержание НЭЖК 
превышает возможности альбумина специфично (не-
специфично)  их связывать и переносить, полярные 
НЭЖК спонтанно, физико-химически, формируют гомо-
генные мицеллярные, свободно циркулирующие струк-
туры; действие их  на клетки эндотелия всегда являет-
ся афизиологичным. И пока в плазме крови повышено 
содержание НЭЖК, столь же длительно будет сохранен  
и синдром ИР. Диагностика  синдрома ИР остается не 
столь простой, поскольку не согласован единый, обще-
принятый тест синдрома ИР. Диагностика синдрома ИР 
основана на определении субстратов нарушенного мета-
болизма,  глюкозы.

Стандартным методом диагностики синдрома ИР – 
это гиперинсулинемический, эугликемического clamp 
test (тест «зажатой скобы»). Сложный в  исполнении тест 
эугликемической скобы в клинике  постепенно замени-
ли более простым методом HOMA-IR тест, Homeostasis 
Model Assessment of Insulin Resistance; HOMA-IR; insu-
lin resistance. Несмотря на то, что при жизни в океане 
все предки человека были плотоядными (рыбоядными), 
физиологичные возможности потреблять мясную пищу 
у вида Homo sapiens, отработанные на поздних ступенях  
филогенеза,  являются ограниченным.  И представле-
ние  о виде Человек разумный, как всеядном является 
не более чем недоразумением; подобных индивидуумов 
природа не сотворила.  Всеядным в филогенезе мог бы 
быть вид позвоночного, который  отрывал бы от туши 
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куски сырого мяса, глотал их целиком, не пережевывая, 
переваривал бы за несколько часов,  а после этого дли-
тельно поедал  сено, пережевывая и переваривая расти-
тельную пищу в течение многих часов. Переваривание 
в кишечнике вареного мяса у травоядного вида Homo 
sapiens биохимически происходит существенно «труд-
нее» и более медленно, чем сырого мяса у хищников. К 
тому же  ни глиняный горшок, ни сковорода, тем более 
микроволновая  печь,  к общей биологии прямого отно-
шения не имеют.  

По анатомии жевательного аппарата,  особенностям 
строения скелета, по длине тонкого кишечника,  био-
химическим реакциям  пищеварения, по органолепти-
ческим параметрам кала, по наличию потовых желез 
вид Homo sapiens является  травоядным, но с реальным 
плотоядным (рыбоядным) прошлым. От прошлого Ho-
mo sapiens досталось вскармливание новорожденных 
молоком матери. В женском молоке, как и у всех мле-
копитающих, доминирует пальмитиновая НЖК в форме 
пальмитиновых позиционных форм ТГ [3], именуемых 
конечными  липидами.  

Если в плазме крови пациента тест холестерин ли-
попротеинов низкой плотности (ХС-ЛПНП) превы-
сил верхнюю границу физиологичного  интервала, это 
определяет (указывает) начало избыточного потребле-
ния пациентом плотоядной (мясной) пищи. Повышение 
теста ХС-ЛПНП указывает на нарушение поглощения 
всеми клетками экзогенных полиеновых жирных кис-
лот (ПНЖК), которые ЛПНП переносят в неполярной 
форме ПНЖК этерифицированных со спиртом ХС. Чем 
выше в плазме крови ХС-ЛПНП, тем большее количе-
ство ПНЖК не могут поглотить клетки путем апоВ-100 
рецепторного эндоцитоза, чем выше в клетках дефицит 
ПНЖК – основа патогенеза атеросклероза. В интервале 
времени на фоне повышенного уровня ТГ, увеличение 
ХС-ЛПНП указывает на начало афизиологичного по-
требления пациентом мясной пищи, которое превышает 
физиологичные возможности  особи. И если  содержа-
ние  в плазме крови ТГ (точнее спирта глицерина) на-
ходится в интервале  0,5–1,0 ммоль/л, пациент физио-
логично обоснованно избегает поедания мясной пищи. 
Если же содержание ТГ в плазме крови  в пределах 1,0–
1,5 ммоль/л,  потребление мясной пищи является еще 
физиологичным [4]. Биологически  всегда  оптималь-
но  заменить поедание  мяса на более физиологичное 
поедание рыбы и морепродуктов. Вегетарианство, вы-
раженное  ограничение животных белков, в том числе 
и рыбы, следует оценивать как не физиологичное и не 
желательное. У плотоядных видов, у хищников в есте-
ственных условиях переваривание  мясной   пищи   про-
должается всего несколько часов; кал хищников  имеет 
черный цвет и  острый, раздражающий запах. Цвет кала 
человека при физиологичном травоядно-рыбном пита-
нии  можно сравнить с цветом хурмы: от оранжевого  до 
оранжево-сероватого  с  коричневым оттенком.  

Длительное наличие синдрома ИР, гипергликемия и 
высокий уровень НЭЖК в плазме крови приводит к афи-
зиологичному, компенсаторному увеличению синтеза 
инсулина. Эта «порочная последовательность» высокий 
уровень НЭЖК→ гипергликемия→ гиперинсулинемия 
продолжается до тех пор, пока β-клетки поджелудоч-
ной железы не смогут удовлетворить афизиологичные 
потребности in vivo в инсулине. При несоответствии 
между афизиологичной,  не реализуемой функцией 
инсулина  и усилением синтеза гормона β-клетками 

островков, наступает истощение клеток  с развитием де-
фицита инсулина. При этом  функциональный синдром 
ИР  постепенно превращается в зависимый от патоло-
гии структуры β-клеток, сахарный диабет первого типа 
с гендерными особенностями [5].  

Перенос ЖК к клеткам в форме ТГ  и НЭЖК  в био-
логической функции  трофологии, биологической реак-
ции экзотрофии.  В цитоплазме всех клеток содержание 
НЭЖК всегда соответствует  следовым количествам. Гра-
диент концентрации  их на границе межклеточная среда: 
цитоплазма клеток всегда высок; он во много раз выше, 
чем  для глюкозы.  Возможность определять  содержание 
глюкозы в плазме и в цельной крови указывает, что кон-
центрация глюкозы в цитоплазме эритроцитов  близка к 
концентрации ее в плазме крови. В гидрофобных доменах 
плазматической мембраны (рафтах, плотах) локализова-
на CD36-транслоказа ЖК; она постоянно готова осуще-
ствить быстрый транспорт НЭЖК через мембрану  [6]. 

Вместе с тем, CD-транслоказа ЖК –  транспортер 
пассивный; регулирует активность его, градиент НЭЖК 
по обе стороны плазматической мембраны.  Поглощение 
клетками ЖК – процесс субстратзависимый: основными 
гуморальными медиаторами, инициаторами изменения 
содержания  НЭЖК  в  плазме крови  являются: а)  ран-
ний  на ступенях  филогенеза адреналин  и поздний в 
филогенезе инсулин. Поглощение клетками ЖК в форме 
НЭЖК усиливает: а) гуморальный медиатор адреналин, 
медиатор каскада регуляции с уровня нейросекреторных 
ядер гипоталамуса и базофилов эпителиальных клеток 
аденогипофиза [7] и б) эфферентная симпатическая им-
пульсация  с ядер продолговатого мозга. 

Из гуморальных медиаторов in vivo только поздний 
в филогенезе инсулин  ингибирует липолиз и блокирует 
освобождение ЖК в форме НЭЖК из инсулинзависимых 
подкожных адипоцитов (ИПА). Согласно  филогенети-
ческой теории общей патологии, поздний в филогенезе 
гуморальный медиатор логично надстраивается над бо-
лее ранним, логично с ним взаимодействует, но повли-
ять на действие более раннего в филогенезе медиатора 
(гормона) более поздний регулятор не может. Поэтому 
инсулин при реализации биологической функции тро-
фологии (питания), биологической реакции экзотрофии 
(внешнего питания) ингибирует липолиз, освобожде-
ние ЖК в форме НЭЖК только из поздних на ступенях 
филогенеза, инсулинзависимых ИПА, но не из ранних в 
филогенезе висцеральных жировых клеток (ВЖК) саль-
ника.  Блокировать  липолиз в ВЖК сальника и освобож-
дение в кровоток НЭЖК способна только никотиновая 
кислота [8].

Инсулин активирует поглощение глюкозы зависимы-
ми от инсулина клетками; при этом действие инсулина 
физиологично реализовано в 2 этапа. Действие позднего 
в филогенезе инсулина осуществлено, главным образом, 
в биологической реакции экзотрофии, в то время, ког-
да β-клетки  усиливают его секрецию. В биологической 
реакции экзотрофии инсулин блокирует липолиз толь-
ко в инсулинзависимых ИПА и физиологично понижа-
ет содержание НЭЖК в плазме крови и межклеточной  
среде. Инсулин, блокируя поглощение всеми клетками 
эндогенно депонированных ЖК, одновременно увели-
чивает поглощение клетками глюкозы [9]. Поскольку в 
биологической реакции экзотрофии всегда формируется 
алиментарная, экзогенная гипергликемия, пассивное по-
глощение клетками глюкозы возрастает, формируя нор-
могликемию в крови.  
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Одновременно инсулин связывается с рецепторами 
на плазматической мембране инсулинзависимых кле-
ток. После передачи сигнала гормона от рецепторов к 
функциональным органеллам в цитоплазме, клетки вы-
ставляют на мембрану  дополнительное число депони-
рованных инсулинзависимых глюкозных  транспорте-
ров - ГЛЮТ-4. Инсулин  активирует поглощение всеми 
зависимыми клетками экзогенной глюкозы в первую 
очередь с целью: использовать ее как  субстрат для эн-
догенного синтеза олеиновой МЖК. Это происходит в 
последовательности биохимических превращений: глю-
коза→  лактат→ пируват→ (пируватдегидрогеназный 
комплекс) ацетил-КоА→ С16:0 пальмитиновая НЖК→ 
(пальмитоил-КоА-элонгаза) С18:0 стеариновая НЖК→ 
(стеарил-КоА-десатураза) ω-9  С18:1  цис- олеиновая 
мононенасыщенная ЖК (МЖК) [10].  

Основанием для экспрессии инсулином превращения 
С16:0 пальмитиновой НЖК в С18:1 олеиновую МЖК 
явились особенности физико-химических параметров, 
которые присущи последней. В проведенных нами экс-
периментах, озон окисляет олеиновую МЖК с констан-
той скорости реакции  в пять раз более высокой, чем 
пальмитиновую НЖК [11, 12]. К тому же внутренняя 
мембрана митохондрий практически непроницаема для 
пальмитиновой, выражено тугоплавкой НЖК. Столь же 
медленно ферментные системы матрикса аэробно окис-
ляют пальмитиновую НЖК и в матриксе митохондрий, в 
физико-химических реакциях «дыхательной цепи» [13]. 
Регуляторное действие инсулина сформировалось  при 
становлении  биологической функции локомоции – дви-
жения за счет сочетанного, реципрокного сокращения 
поперечнополосатых, скелетных миоцитов.  Инсулин 
обеспечивает субстратами для наработки энергии  (ЖК 
в форме НЭЖК)  все клетки, которые задействованы  в 
реализации биологической функции локомоции. 

Функциональные взаимоотношения инсулин↔ 
НЭЖК↔альбумин в переносе к клеткам жирных кис-
лот. Напомним, что поперечнополосатые, скелетные 
миоциты и кардиомиоциты, реализуя длительную, эф-
фективную биологическую функцию локомоции,  сами 
ЖК в форме ТГ в  «каплях  липидов» в цитоплазме не за-
пасают.  Биологическая функция локомоции – движение 
особей за счет реципрокного сокращения поперечнопо-
лосатых,  скелетных миоцитов. Для формирования де-
по субстратов (ЖК в форме ТГ), обеспечения миоцитов 
субстратами  для наработки энергии, инсулин экспрес-
сировал формирование пула ИПА; в числе клеток пул 
ИПА не ограничен [14]. И если  в реализации биологи-
ческой функции экзотрофии  все ИПА активно поглоща-
ют ЖК в форме неполярных ТГ, то в реализации биоло-
гической функции локомоции  все ИПА освобождают  в 
межклеточную среду только НЭЖК.  В отличие от ИПА, 
число ВЖК в сальнике и забрюшинной клетчатке явля-
ется ограниченным; ВЖК после возраста 11-13 лет уже 
не пролиферируют [15]. Поэтому при перегрузке ЖК в 
форме одной большой капли ТГ, ВЖК формируют со-
стояние стресса эндоплазматического ретикулума. Это 
является основой патогенеза такой метаболической пан-
демии как метаболический синдром. 

Согласно биогеохимической теории В.И. Вернадско-
го и филогенетической теории общей патологии, про-
стейшие археи, анаэробные, гетеротрофы  миллионы 
лет жили в глубинах океана,  используя  для наработ-
ки энергии уксусную кислоту, ацетат, активированный 
ацетил-КоА, в первую очередь, минерального происхо-

ждения. Жили археи в полной темноте и без доступа О2. 
Естественно,  что на протяжении миллионов лет археи 
глюкозу не синтезировали. Синтез глюкозы начался че-
рез многие миллионы лет, когда богатый органическими 
веществами «первичный бульон» достиг прогреваемых 
солнечными лучами поверхностных слоев океана. В но-
вых условиях иные простейшие  автотрофы, аэробные  
бактерии сформировали физико-химические реакции 
фотосинтеза и из СО2 и Н2О начали, используя энергию 
солнца,  синтезировать глюкозу,  одновременным осво-
бождая атомарный  кислород. С самых ранних ступеней 
филогенеза, этиологические факторы способствуют то-
му, что все клетки из межклеточной среды всегда пред-
почтительно поглощают НЭЖК, а не глюкозу. И только 
когда содержание НЭЖК понизится, клетки начинают 
пассивно, по градиенту концентрации  поглощать глю-
козу. В этом же этиологическом «ключе» гормональное 
действие оказывает и инсулин; прежде чем стимулиро-
вать поглощение клетками глюкозы, инсулин понижает 
в плазме крови содержание НЭЖК, блокируя освобож-
дение  их только из зависимых от инсулина ИПА.  

В физиологичных условиях концентрация НЭЖК 
в плазме крови (натощак) составляет 0,5–0,8 ммоль/л. 
В то же время, в биологической функции адаптации, в 
биологических реакциях стресса и компенсации,  содер-
жание  НЭЖК возрастает до 1,5 ммоль/л,  возможно и 
выше [16]. Трудности определения концентрации НЭЖК 
в плазме крови состоят в том, что параллельно повыше-
нию концентрации НЭЖК, содержание альбумина прак-
тически не увеличивается [17]. Определено это тем, что 
на ранних ступенях филогенеза альбумин задействован 
в реализации еще незамкнутой системы кровообраще-
ния; альбумин формирует базальное онкотическое дав-
ление во внутрисосудистом пуле межклеточной среды 
[18]. За  артериолами мышечного типа, за обменными 
капиллярами в венулах онкотическое давление призва-
но осуществить возврат межклеточной среды из вне- во 
внутрисосудистый пул; происходит это в дистальном от-
деле артериального  русла.  

Гидродинамическое давление в дистальном отделе 
артериального русла, в артериолах мышечного типа, в 
обменных капиллярах  инициирует  переход (биологи-
ческая реакция трансцитоза) межклеточной среды из  
внутрисосудистого русла во внесосудистый пул. Онко-
тическое же давление альбумина  в венулах инициирует  
переход  межклеточной среды в обратном направлении, 
из вне- во внутрисосудистый пул, в венулы. И если, при 
выраженном повышении в плазме крови содержания 
НЭЖК, адекватного повышения альбумина не происхо-
дит, в плазме крови возрастает содержание свободных, 
не связанных с альбумином НЭЖК. Они, будучи поляр-
ными, формируют гомогенные мицеллы, присутствие 
которых в плазме крови определить не столь легко. Поэ-
тому трудно сказать что-либо определенное относитель-
но общего содержания полярных НЭЖК в плазме кро-
ви в ассоциации  с альбумином и в составе свободных 
НЭЖК во фракции гомогенных мицелл. 

Гомогенные мицеллярные структуры в гидрофиль-
ной среде кровотока ассоциируются с мембраной эндо-
телия и в нее  встраиваются. Это действие формирует 
длительно существующие в плазматической мембране 
гидрофильные, нерегулируемые  клетками поры. Через 
них в плоскую клетку эндотелия, по градиенту концен-
трации, входит избыточное количество ионов Na+. С 
каждым ионом Na в цитоплазму  входит 7 молекул Н2О 
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первую очередь, регулирует метаболизм ЖК и только 
во вторую  - метаболизм глюкозы; глюкоза «интересует» 
инсулин как основной субстрат для синтеза травоядны-
ми позвоночными  олеиновой  МЖК.  

На поздних ступенях филогенеза инсулин  активи-
ровал превращение всей эндогенной, синтезированной 
из глюкозы, пальмитиновой НЖК в олеиновую МЖК 
во всех инсулинзависимых клетках. Далее инсулин ак-
тивирует олеиновые МЖК в олеиновые формы ТГ [22]; 
ими являются пальмитоил-олеил-пальмитат глицерол 
(ПОП), пальмитоил-олеил-олеат (ПОО), олеил-олеил-
пальмитат (ООП) и олеил-олеил-олеат (ООО); вместе 
это ПОП-ПОО-ООП-ООО. Из этого следует, что физио-
логичное количество пальмитиновой НЖК мясной пи-
щи гепатоциты физиологично этерифицируют в олеи-
новые ТГ. Если экзогенной пальмитиновой НЖК с пи-
щей поступает много, гепатоциты  этерифицируют ее, 
как ранее на ступенях филогенеза, не в олеиновые, а в 
иные по физико-химическим параметрам пальмитино-
вые ТГ. Пальмитиновыми формами ТГ являются: олеил-
пальмитоил-олеат глицерол (ОПО); олеил-пальмитоил-
пальмитат (ОПП); пальмитоил-пальмитоил-олеат 
(ППО); пальмитоил-пальмитоил-пальмитат (ППП); вме-
сте  это ОПО-ОПП-ППО-ППП.  Определено это тем, что 
ни одна  внеклеточная липаза in vivo не может гидроли-
зовать эфирную связь со вторичной спиртовой группой 
в молекуле спирта глицерина в позиции sn-2.   

Травоядный  вид Homo sapiens  секретирует в крово-
ток, главным образом,  олеиновые ТГ в составе однои-
менных ЛПОНП. Фермент, для которого олеиновые ТГ 
являются оптимальным субстратом, это постгепарино-
вая липопротеинлипаза (ЛПЛ) и кофермент апоС-II [23]. 
В силу сродства субстрата (олеиновых ТГ) и действия 
постгепариновой  ЛПЛ, олеиновые ЛПОНП быстро 
формируют апоЕ/В-100 лиганд. Далее  все инсулинза-
висимые клетки поглощают олеиновые ЛПОНП путем 
апоЕ/В-100 эндоцитоза; образования в кровотоке олеи-
новых ЛПНП просто не происходит.  

На ступенях филогенеза последовательно произошло 
формирование трех вариантов переноса ЖК в форме ТГ 
в составе ЛП:

а)  у плотоядных (рыбоядных) позвоночных  в океане 
(1); 

б)  у травоядных позвоночных на суше до  становле-
ния функции инсулина (2) и 

в)  у травоядных видов на суше при действии ин-
сулина (3). Схематично  превращение ЛП и ферменты 
внеклеточного липолиза соответствует представленной 
схеме:

1.    ХМ→ ЛПОНП→  печеночная триглицеролгидро-
лаза (ПТГ) + апоС-III→  ЛПНП→ апоВ-100  эндоцитоз 

2.    ЛПОНП→   ПТГ + апоС-III→    ЛПНП→   апоВ-
100  эндоцитоз 

3.  ЛПОНП→   постгепариновая липопротеинлипаза 
(ЛПЛ)  + апоС-II→   апоЕ/В-100   эндоцитоз.

     На ступенях филогенеза  обеспечение клеток позво-
ночных in vivo субстратами для наработки энергии при 
действии инсулина проходило в направлении:  1→ 2→ 3. 
Это путь - от оптимального  к более совершенному при 
соблюдении единой технологии формирования в фило-
генезе функциональных систем. При формировании же 
гиперлипопротеинемии (ГЛП) и синдрома ИР у пациен-
тов «мясоедов»  в онтогенезе,  ухудшение обеспечения 
клеток субстратами для наработки энергии проходит в 
обратном направлении, по пути  3→ 2→ 1. Это в полной 

в форме гидратной оболочки; клетки эндотелия из пло-
ских, становятся более высокими. Уменьшение при этом 
просвета артериол мышечного типа в дистальном отде-
ле артериального русла: а) увеличивает периферическое 
сопротивление кровотоку и б) нарушает реализацию 
биологической реакции метаболизм ↔ микроциркуля-
ция и в) повышает гидродинамическое давление в дис-
тальной части артериального русла. Мы полагаем, что 
эти физико-химические нарушения  являются вариан-
том формирования такой метаболической пандемии как 
метаболическая, эссенциальная  артериальная гиперто-
ния.  

Инсулинзависимый  перенос  ЖК у травоядных   по-
звоночных в биологической реакции экзотрофии. На 
поздних ступенях филогенеза при становлении биоло-
гической функции локомоции произошло формирование 
регуляторной системы инсулина [19]. Миллионы лет in 
vivo до синтеза гуморального медиатора, гормона инсу-
лина, активность его, отчасти, исполнял инсулиноподоб-
ный фактор роста; способностями инсулина в регуляции 
метаболизма субстратов он не обладал.  Биологическое 
предназначение инсулина в биологической реакции ло-
комоции, мы полагаем, – обеспечение  субстратами для 
наработки энергии (макроэргический АТФ)  всех клеток 
in vivo, которые задействованы в реализации этой функ-
ции. Биологическая функция локомоции – движение за 
счет сочетанного, реципрокного сокращения попереч-
нополосатой, скелетной мускулатуры; только она спо-
собна обеспечить высокие кинетические параметры ор-
ганизма. Биологическая функция локомоции во многом 
изменила параметры и иных биологических функций  in 
vivo [20].  

Осмысливая направленность эволюционного про-
цесса на ступенях филогенеза и роль биологических 
функций и биологических реакций,  отдельных субстра-
тов, мы приблизились к пониманию того, что направлен-
ность  эволюции  физико-химических и биохимических 
процессов in vivo предопределена специфичными пара-
метрами отдельных биологических субстратов, в част-
ности, ЖК.  Мы при титровании озоном индивидуаль-
ных ЖК на автоматическом анализаторе двойных связей   
показали, что озон in vitro окисляет  ω-3 С18:1 цис- оле-
иновую МЖК с константой скорости реакции, которая 
в 5 раз выше параметров окисления озоном С16:0 паль-
митиновой НЖК. Одновременно внутренняя мембрана 
митохондрий in vivo свободно пропускает в матрикс  
олеиновую МЖК и она практически не проницаема для 
пальмитиновой НЖК [21].  В этих условиях не может 
быть, чтобы на ступенях филогенеза в специализиро-
ванных клетках не было осуществлено превращение 
эндогенно синтезированной из глюкозы пальмитиновой 
НЖК в столь энергетически ёмкую олеиновую МЖК. 

Превращение в гепатоцитах пальмитиновой НЖК 
в олеиновую НЖК  регуляторно осуществил поздний 
в филогенезе инсулин при становлении биологической 
функции локомоции. Инсулин - гуморальный медиатор, 
гормон, который на поздних ступенях филогенеза, при 
жизни позвоночных млекопитающих на суше превра-
тил плотоядные (рыбоядные) виды позвоночных пред-
ков Homo sapiens  в виды травоядные.  Произошло это 
путем экспрессии инсулином двух новых, сопряженных 
ферментов (пальмитоил-КоА-элонгаза и стеарил-КоА-
десатураза)   и превращения ЖК в гепатоцитах по пу-
ти:   С16:0 пальмитиновая НЖК→ С18:0 стеариновая 
НЖК→ ω-3 С18:1 цис- олеиновая МЖК. Инсулин,  в 
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мере  соответствует постулату  общей биологии,  кото-
рый многими годами ранее сформулировал Э. Геккель: 
каждая особь в онтогенезе своем повторяет основные 
этапы  филогенеза. Основной причиной формирования 
ГЛП при синдроме ИР является злоупотребление траво-
ядными пациентами плотоядной, мясной пищей, нару-
шение биологической функции трофологии (питания), 
биологической реакции экзотрофии (внешнего питания) 
[24, 25]. 

Диагностическое значение повышения в плазме крови 
содержания триглицеридов  и ХС-ЛПНП. Травоядный 
вид Homo sapiens при жизни на суше  сформировал са-
мый короткий,  эффективный вариант переноса к клеткам  
ЖК в форме олеиновых ТГ  в  составе только олеиновых 
ЛПОНП. Исходя из плотоядного прошлого позвоночных  
при жизни в океане, олеиновые позиционные формы ТГ 
и олеиновые ЛПОНП переносят в межклеточной среде 
и физиологичное количество пальмитиновой НЖК; ее 
синтезирует каждая из клеток и этерифицирует в олеи-
новые ТГ [26]. В позиционных формах олеиновых ТГ 
физиологично, одновременно  этерифицирована и паль-
митиновая НЖК: ООО-ООП-ПОО-ПОП, отношение  
олеат/пальмитат составляет ≈ 8:3. Можно полагать, что 
физиологичным является содержание в пище пальмити-
новой НЖК, которое не превышает  30% от количества 
олеиновой МЖК.  И если в плазме крови  пациента по-
вышено  содержание только ТГ, это соответствует кон-
центрации в плазме крови олеиновых и  пальмитиновых 
ТГ в составе олеиновых ЛПОНП [27]. 

При нарушении биологической функции трофоло-
гии, биологической реакции экзотрофии (внешнего пи-
тания), у пациентов «мясоедов» в гепатоцитах  начина-
ет возрастать  содержание экзогенной пальмитиновой 
НЖК. Напомним, что  инсулин филогенетически акти-
вирует превращение в олеиновую МЖК всего количе-
ства  экзогенной пальмитиновой НЖК мясной пищи. В 
этих условиях гепатоциты  этерифицируют пальмитино-
вую НЖК в состав пальмитиновых   форм ТГ как ОПО- 
ОПП-ППО-ППП.  И если оптимальный субстрат постге-
париновой ЛПЛ + апоС-II это - олеиновые ТГ [28], все 
пальмитиновые ЛПОНП при нарушении ферментатив-
ного гидролиза  ТГ не формируют домен-лиганд. По этой 
причине они в крови превращаются в пальмитиновые 
ЛПНП, повышая при этом ХС-ЛПНП [29].  Накопление 
в крови пациентов «мясоедов» пальмитиновых ЛПНП 
- основная причина повышения в крови ХС-ЛПНП; за 
этим следует формирование  ГЛП типа II б. 

Если же  афизиологично высокое потребление паль-
митиновой НЖК с мясной пищей будет  длительным, 
активация биологической функции адаптации приводит 
к экспрессии субстратом синтеза более ранней в фило-
генезе, оптимальной для пальмитиновых ТГ - печеноч-
ной (ТГГ) + апоС-III.  Если  в плазме крови пациента 
повышено содержание апоС-III, это, мы полагаем, ра-
ционально оценивать как тест выраженного, продолжи-
тельного нарушения биологической функции питания, 
биологической реакции экзотрофии. Если же поступле-
ние пальмитиновой НЖК у пациента «мясоеда» станет 
столь высоким, что  энтероциты тонкого кишечника 
станут длительно включать ее в состав хиломикронов 
и переносить к печени, в плазме крови возрастет со-
держание апоВ-48 [30]. Если в плазме крови постоянно 
повышено содержание  апоС-III и  апоВ-48,  пациенты,  
при отсутствии врожденных нарушений метаболизма, 
явно злоупотребляют  мясной пищей [31]. И  тому, что 

пациенты рассказывают о своем питании,  доверия  мо-
жет не быть. Последним «макси-тестом» верификации 
пациента - «мясоеда»  является   формирование  ГЛП ти-
па V. Мы полагаем, что клиницисту нет необходимости 
выслушивать фантазии пациента «мясоеда» о его бого-
чистивом питании. Достаточно в динамике объективно 
проследить  повышение в плазме крови  последователь-
но:  ТГ→ ХС-ЛПНП→ апоС-III→ апоВ-48→ ГЛП типа 
IIб и ГЛП типа V  при электрофорезе ЛП [32].  

Патогенез афизиологичного синдрома резистент-
ности к инсулину. Согласно филогенетической теории 
общей патологии в биологической функции трофоло-
гии последовательно реализованы две биологические, 
разные реакции: а) биологическая реакция экзотрофии 
и биологическая реакция эндотрофии. При реализации 
биологической реакции экзотрофии после еды, в пост-
прандиальном периоде,  все клетки in vivo потребляют 
для наработки энергии только экзогенные субстраты, ко-
торые поступают с пищей. Инсулин при этом блокирует 
освобождение  эндогенных ЖК из ИПА. В то же время,  
поздний  на ступенях филогенеза инсулин не может бло-
кировать липолиз и освобождение  НЭЖК  из ранних в 
филогенезе ВЖК сальника.    

Синдром ИР - нарушение биологической функции 
трофологии, биологической реакции экзотрофии. Па-
тологической основой синдрома ИР является  низкий 
уровень субстратов (ЖК и глюкозы), которые  клетки 
могут использовать для наработки энергии (макроэр-
гического АТФ)  в биологической реакции экзотрофии. 
Дефицит субстратов энергии в биологической реакции 
экзотрофии формируют два фактора.  Первый: избыточ-
ное содержание плотоядной (мясной) пищи, приводит к 
высокому  содержанию в гепатоцитах пальмитиновой 
НЖК,  одноименных ТГ и секреции пальмитиновых 
ЛПОНП. При этом физиологичная постгепариновая  
ЛПЛ + кофактор апоС-II гидролизуют пальмитиновые 
ТГ в  ЛПОНП  медленно,   освобождая  мало  пальмити-
новых НЭЖК;  для  наработки клетками оптимального 
количества энергии этих НЭЖК явно недостаточно.  К 
тому же  митохондрии всех клеток медленно поглощают 
и окисляют пальмитиновую НЖК, формируя при этом 
малоэффективный пальмитиновый вариант  метаболиз-
ма  ЖК  и низкий уровень наработки  макроэргического 
АТФ [33].

Второй фактор: при низком  содержании  в пище угле-
водов (глюкозы) – в биологической реакции экзотрофии 
нет достаточного количества экзогенного субстрата, из 
которого гепатоциты могли бы быстро синтезировать 
олеиновую МЖК [34]. Этиологическим  фактором син-
дрома ИР является во много раз меньшее поглощение 
клетками как экзогенных ЖК, так и  экзогенной глюкозы 
в реализации биологической реакции экзотрофии. Дефи-
цит субстратов для наработки энергии в биологической 
реакции экзотрофии физиологично активирует функции 
адаптации, реакцию  компенсации. 

 При усилении секреции гуморального медиатора, 
гормона адреналина, восполнение недостающих суб-
стратов - НЭЖК происходит за счет активации  иной 
- биологической реакции эндотрофии, усиления  липо-
лиза олеиновых ТГ в составе  ВЖК сальника. Блокиро-
вать же липолиз  в  более ранние, сформированные на 
ступенях филогенеза ВЖК, более поздний в филогенезе 
инсулин,  не  может. По сути,  синдром ИР  формирует: 
а) афизиологичная  реализация биологической функции 
трофологии и б) физиологичная реакция биологической 
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функции адаптации, биологической реакции компенса-
ции. Компенсация недостатка субстратов для наработки 
энергии во время  биологической реакции экзотрофии 
происходит афизиологично за счет иной биологической 
реакции – за счет реакции эндотрофии.  Как это не пока-
жется странным, но дефицит субстратов для наработки 
энергии (НЭЖК и глюкозы)  в биологической реакции 
экзотрофии, после еды, in vivo приходится компенсиро-
вать за счет биологической реакции эндотрофии. Это и 
есть основа патогенеза биологического синдрома ИР.  

Результатом биологической реакции компенсации 
становится неконтролируемое увеличение в плазме кро-
ви содержания НЭЖК; они-то конкурентно, используя 
внутриклеточные механизмы обратной  связи – индук-
ции субстратом,  метаболически, конкурентно замед-
ляют  (блокируют) поглощение клетками глюкозы [35]. 
Независимо от того, по какой причине и сколь продол-
жительно  происходит повышение в плазме крови содер-
жания НЭЖК, они всегда замедлят поглощение клетка-
ми глюкозы или его остановят.   И сколь долго в плазме 
крови и межклеточной среде будет повышено содержа-
ние НЭЖК, столь долго клетки не начнут физиологич-
но  поглощать глюкозу и будет продолжен синдром ИР, 
гипергликемия и гиперисулинемия.        

Формирование синдрома ИР является феноменом 
вообще-то физиологичной компенсации в условиях, 
когда в биологической реакции экзотрофии (после еды) 
формируется функциональный дефицит субстратов 
(НЭЖК и глюкозы) для наработки клетками энергии. 
Причинами, при которых in vivo происходит  повыше-
ние в межклеточной среде (плазме крови) содержания 
НЭЖК наиболее часто являются: 

а) переедание травоядным в филогенезе человеком 
плотоядной (мясной) пищи, сливочного масла (на самом 
деле – животного, молочного  пальмитинового жира) и 

б) недостаточное  содержание  в пище глюкозы при 
полном понимании, что в филогенезе вид Homo sapiens  
сформировался как  травоядный. Синдром ИР форми-
руется при нарушении биологической функции трофо-
логии, питания. Столь же выраженное формирование 
синдрома ИР происходит и при активации in vivo  и био-
логической функции эндоэкологии, биологической ре-
акции воспаления.   

Биологическое предназначение инсулина – превра-
щение  плотоядных (рыбоядных) позвоночных океана  
в травоядные  виды на суше. Основным нарушением 
метаболизма,  которое сопровождает пациентов с сахар-
ным диабетом, является постоянный, потенциальный 
дефицит  энергии  для реализации всех биологических 
функций и биологических реакций. Живые системы не 
имеют возможности запасать энергию; in vivo не проис-
ходит депонирование макроэргического АТФ; запасают 
клетки только субстраты для  наработки энергии, ЖК и 
глюкозу.  И если у клеток возникает  острая потребность 
в энергии, в гидролизе макроэргического АТФ, нарабо-
тать энергию возможно только  в этот момент, ex tempo-
re. В этих условиях биологической реакции адаптации, 
биологических реакций метаболического стресса и ре-
акции компенсации, физико-химические параметры  за-
пасенного  субстрата являются наиболее важными [36].

Биологическое предназначение инсулина состоит в 
замене на ступенях филогенеза, при становлении биоло-
гической функции локомоции, раннего, пальмитинового 
метаболизма ЖК на более высокоэффективный вари-
ант  олеинового метаболизма. Именно для повышения 

кинетических параметров организма [20], в филогенезе 
инсулин экспрессировал синтез двух сопряженных фер-
ментов синтеза олеиновой МЖК, которые приведены 
выше. Два фермента обеспечили  превращение  in vivo 
всех углеводов пищи, всей освобожденной из полимеров 
глюкозы, в олеиновую МЖК. Именно ее митохондрии 
всех клеток окисляют с наиболее высокой константой 
скорости реакции, наиболее эффективно нарабатывая 
максимальные количества АТФ [12]. 

И если  диагноз сахарного диабета является  струк-
турно  обусловленным и имеет «оттенок фатальности», 
синдром ИР является нарушением только функциональ-
ным и его можно нормализовать при условии  твердо-
го  решения  пациента укрепить здоровье, поступиться  
привычными слабостями – вкусно и много поесть. Без 
активного участия самого пациента, все попытки норма-
лизации синдрома ИР окажутся безуспешными. Норма-
лизовать такие метаболические пандемии как синдром 
ИР, метаболический синдром и ожирение надо начинать 
«с головы», с воздействия на когнитивную биологиче-
скую функцию. И если при синдроме ИР дефицит суб-
стратов для наработки клетками энергии формируется 
только во время биологической реакции экзотрофии, то 
при диабете потенциальный дефицит в организме энер-
гии является постоянным ощущением пациента, всех его 
реакций метаболизма. В условиях синдрома ИР и осо-
бенно сахарного диабета все клетки явно не получают, 
лишены возможности  использовать оптимальное коли-
чество субстратов для наработки энергии, образования 
макроэргического АТФ.  При этом из рамок  обсуждения 
мы исключили все наследственные формы  заболеваний, 
не профилактику, а лечение которых правильно рассма-
тривать отдельно [37]. Не включили мы в обсуждение и 
аспекты метаболизма ЖК, которые пока не являются в 
полной мере ясными. Это метаболизм  среднецепочеч-
ных ЖК  и формирование из них кетоновых тел, как суб-
страт  для наработки энергии нейронами и астроцитами 
головного мозга [38].   

Биологическая (антропогенная) роль инсулина со-
стоит в превращении  плотоядных (рыбоядных) далеких 
предков вида Homo sapiens  из океана с пальмитиновым 
вариантом метаболизма ЖК,  в  млекопитающих на суше 
с более совершенным олеиновым вариантом метаболиз-
ма ЖК, наработки клетками энергии. Происходит это 
при избирательном окислении в митохондриях не паль-
митиновой НЖК, а только олеиновой МЖК. У большин-
ства пациентов синдром ИР является функциональным  
нарушением и может (должен быть) нормализован. Од-
нако для этого необходимо: а) большое желание паци-
ента реализовать in vivo когнитивную биологическую  
функцию, интеллект и б) четкое понимание, что на сту-
пенях филогенеза, при жизни на суше вид Homo sapiens 
является травоядным. «Мясоедом» человек  не был  и 
биологически быть  им  не  может.  

И если с позиций летальности  в популяциях всех 
развитых стран мира  доминирует патология сердечно-
сосудистой системы, в отношении же частоты в попу-
ляции, несомненно, лидирует патология биологической 
функции трофологии, питания в форме афизиологично-
го  влияния питания как фактора  внешней среды.  Да 
и патология сердечно-сосудистой системы  по большей 
части является тоже патологией биологической функ-
ции питания, биологической реакции экзотрофии прояв-
лением метаболических пандемий, болезней адаптации. 
Нарушение биологической функции питания, биологи-
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ческой реакции экзотрофии  является патогенетической 
основой всех семи, распространенных в популяциях раз-
витых стран метаболических пандемий. Это: 1. атеро-
склероз и атероматоз; 2. метаболическая, эссенциальная 
артериальная гипертония; 3. метаболический синдром; 
4. ожирение; 5. синдром резистентности к инсулину; 6. 
неалкогольная жировая болезнь печени и 7. эндогенная 
гиперурикемия [39].
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ряд биомаркеров в слюне. Исследование слюны относится к неинвазивным методам и проводится для оценки возрастно-
го и физиологического статуса, выявления соматических заболеваний, патологии слюнных желёз и тканей полости рта, 
генетических маркёров, мониторинга лекарственных средств и др. В настоящем обзоре рассмотрены последние данные 
по применению слюны для диагностики онкологических заболеваний. 
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В последнее время возросло внимание исследовате-
лей к изучению свойств слюны человека как материала с 
уникальными свойствами и диагностическими возмож-
ностями. Исследование слюны относится к неинвазив-
ным методам и проводится для оценки возрастного и 
физиологического статуса, выявления соматических за-
болеваний, патологии слюнных желёз и тканей полости 
рта, генетических маркёров, мониторинга лекарствен-
ных средств и др. [1-4]. 

Слюна содержит множество биологических молекул, 
в том числе ДНК, матричную РНК (мРНК), микроРНК, 
белок, метаболиты и микробиоту. Изменение их концен-
трации в слюне может быть использовано для выявле-
ния системных заболеваний и заболеваний полости рта 
на ранних стадиях, а также для оценки прогноза течения 
заболеваний и контроля ответа на лечение [5]. В 2008 го-

ду предложен термин «саливаомика», который объеди-
няет знания о различных компонентах в слюне, включая 
геном, эпигеном, транскриптом, протеом, метаболом и 
микробиом [6, 7].

Наиболее перспективным направлением является 
применение слюны для ранней диагностики онколо-
гических заболеваний. Для этих целей могут быть ис-
пользованы все пять составляющих саливаомики (см. 
рисунок).

Целью работы являлось обобщение существующего 
опыта применения слюны для лабораторной диагности-
ки онкологических заболеваний.

Геном и эпигеном. Слюнной геном состоит одно-
временно из ДНК человека и микроорганизмов полости 
рта (70 и 30 % соответственно). Качество слюнной ДНК 
хорошее, что позволяет для 72-96% образцов провести ге-
нотипирование, 84% могут быть амплифицированы, 67% 
могут быть секвенированы [8]. При этом образцы слюны 
могут сохраняться длительное время без существенной 
деградации [9]. Генетический и эпигенетический ана-
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лиз слюны позволяет обнаружить аномальные профили 
транскрипции генов, которые отражают патологические 
генетические процессы [10]. К эпигенетической состав-
ляющей генома можно отнести метилирование ДНК – 
это модификация молекулы ДНК без изменения самой 
нуклеотидной последовательности. Метилирование ДНК 
изменяется с возрастом, а также под воздействием факто-
ров окружающей среды [11]. Аномальное метилирование 
генов (например, гиперметилирование) часто встречается 
при онкологических заболеваниях [10]. 

Транскриптом (мРНК и микроРНК). Исследования 
транскриптома сосредоточены в основном на матричной 
РНК и микроРНК, которые секретируются из клеток и по-
падают в ротовую полость из различных источников, в том 
числе слюнных желез и десневой жидкости [12]. Матрич-
ная РНК содержит информацию о первичной структуре 
(аминокислотной последовательности) белков, синтези-
руется на основе ДНК в ходе транскрипции, после чего, в 
свою очередь, используется в ходе трансляции как матрица 
для синтеза белков. Тем самым мРНК играет важную роль 
в «проявлении» (экспрессии) генов. МикроРНК – группа 
малых некодирующих РНК (от 19 до 25 нуклеотидов), ко-
торые кодируются генами, но не переводятся в белки. Ми-
кроРНК централизованно принимает участие в различных 
биологических процессах, в том числе дифференцировке 
и пролиферации клеток. Транскрипция специфических 
мРНК и микроРНК изменяется при многих заболевани-
ях. Недавние исследования обнаружили более 3000 видов 
мРНК в слюне здоровых субъектов [13]. Особо важно, что 
180 из них являются общими для здоровых субъектов, они 
составляют обычное ядро слюнного транскриптома. 

Анализ транскриптома слюны человека впервые 
проведен Вонгом с использованием технологии микро-
чипов, что позволяет обеспечить высокую пропускную 
способность, а также простую стабилизацию слюнной 
РНК для прямого анализа без дальнейшей обработки 
[14]. Показана применимость слюнных мРНК для об-
наружения рака поджелудочной железы, рака полости 
рта, рака легких, рака молочной железы, рака яични-
ков и других системных заболеваний [15-17].  Многие 
исследования показывают отклонения в экспрессии 
микроРНК в опухолевых тканях по сравнению со здо-

ровыми. МикроРНК являются более стабильными, чем 
мРНК, а степень изменения микроРНК между раковыми 
и нормальными клетками достаточно велика [18]. 

Протеом. Слюна является ультрафильтратом плаз-
мы крови и содержит белки, которые синтезируются в 
слюнных железах или попадают в нее из крови. На се-
годняшний день исследователи выявили 2340 белков в 
протеоме слюны, из которых 20-30% также обнаружены 
в крови [19], что является обнадеживающим показателем 
клинической полезности слюны. В отличие от плазмы 
крови, протеом которой на 99% от общего содержания 
белка формируется за счет 22 основных белков, тогда 
как в слюне 20 основных белков составляют лишь 40% 
от общего содержания белка [20]. Таким образом, обна-
руживать биомолекулы с высокой чувствительностью 
и специфичностью в слюне практически проще, чем в 
крови. Слюна также может быть использована для об-
наружения веществ, поступающих из крови, например, 
стероидных гормонов [21]. 

При изучении белкового состава слюны показано, 
что 1166 белков секретируются большими слюнными 
железами, из которых 914 из околоушной и 917 из под-
челюстной и подъязычной слюнных желез, 57% этих 
белков являются одинаковыми для всех желез. Секреция 
малых слюнных желез человека включает 56 белков. В 
отличие от относительно стабильного состояния в сыво-
ротке крови, белки, содержащиеся в слюне, более вос-
приимчивы к биохимическим процессам и деградации 
[22]. Однако стабилизация протеома слюны ингибитора-
ми протеазы позволяет увеличить стабильность белков 
до 2-х недель при хранении при 4°С [23]. В настоящее 
время основной технологией для идентификации белков 
является масс-спектрометрия благодаря высокой чув-
ствительности и точности измерения массы пептидов. 

Протеом слюны становится приемлемой средой для 
обнаружения различных заболеваний. В основном это 
связано с достижениями в области методов для разделе-
ния и идентификации белков. Например, выявлено пять 
биомаркеров плоскоклеточного рака полости рта (M2BP, 
MRP14, CD59, каталаза и профилин) [24], а также пока-
зана применимость CD44 для скрининга плоскоклеточ-
ного рака головы и шеи [25].

Метаболом. Метаболом включает группу эндоген-
ных и экзогенных метаболитов, в том числе липиды, 
аминокислоты, пептиды, нуклеиновые кислоты, орга-
нические кислоты, витамины, тиолы и углеводы. Он 
является ценным инструментом для обнаружения био-
маркеров, мониторинга физиологического состояния и 
выбора тактики лечения [26].

При исследования дискриминационных метаболитов 
у пациентов с раком ротовой полости, поджелудочной 
и молочной железы выявлены более 50 прогнозирую-
щих метаболитов каждого отдельного заболевания [27]. 
Среди них наиболее значимыми являются аланин и лей-
цин, что свидетельствует об изменении метаболических 
путей гликогенных аминокислот и кетоновых тел [28]. 
Комбинация из трех слюнных метаболитов (фенилала-
нин, валин и молочная кислота) может отличить пациен-
тов с плоскоклеточным раком полости рта от здоровых 
людей с высокой чувствительностью и специфичностью 
(86,5% и 82,4%, соответственно) [29]. Набор из пяти био-
маркеров слюны (интерлейкин-8, холин, пипеколиновая 
кислота, L-фенилаланин и S-карбоксиметил-L-цистеин) 
продемонстрировали превосходную точность для выяв-
ления ранних стадий рака головы и шеи [30].

Базовые направления диагностики по слюне.
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Микробиом. Ротовая полость представляет собой 
разнообразную среду обитания бактерий и других микро-
организмов. Ряд данных свидетельствует о том, что дис-
биоз может привести к болезням полости рта, таких как 
пародонтит и кариес [31], а также рак и другие системные 
заболевания [32, 33]. В настоящее время известно более 
10000 видов микроорганизмов полости рта [34]. Исполь-
зование бактериальных микрочипов и других новых ме-
тодов может продвинуть исследование слюнного микро-
биома и определить связь между бактериями и микро-
организмами при отдельных системных заболеваниях, а 
также заболеваниях полости рта. Так, в слюне у пациентов 
с плоскоклеточным раком полости рта и здоровых испы-
туемых обнаружена комбинация из трех микроорганиз-
мов (Capnocytophaga gingivalis, Prevotella melaninogenica 
и Streptococcus mitis), которые могут быть использованы 
в качестве диагностических биомаркеров с 80 % чувстви-
тельностью и 82% специфичностью [35]. Аналогично две 
бактерии (Neisseria elongate и Streptococcus mitis) позво-
ляют отличить пациентов с раком поджелудочной железы 
от здоровых с 96,4% чувствительностью и 82,1 % специ-
фичностью [36].

Применение слюны для ранней диагностики ра-
ка. Раннее обнаружение является ключевым фактором, 
определяющим благоприятный прогноз лечения прак-
тически для всех типов рака [37]. Слюна используется 
для диагностики плоскоклеточного рака полости рта, для 
этого определяют белки, мРНК и ДНК [38, 39]. Экспрес-
сия микроРНК связана с раком легкого, молочной и пред-
стательной желез. Первым биомаркером, обнаруженным 
в слюне, был HER2/Neu для рака молочной железы [40]. 
Для выявления рака яичников мРНК биомаркерами в 
слюне являются AGPAT1, B2M, BASP2, IER3 и IL1B [16]. 
Слюнные мРНК (CCNI, EGFR, FGF19, FRS2 и GREB1) 
могут быть использованы для неинвазивной диагности-
ки рака легких [15]. Показана статистически значимая 
избыточная экспрессия белковых маркеров HP, AZGP1 
и калпротектина у больных раком легкого [41].  Отмече-
ны более высокие уровни белков с молекулярной массой 
6556.81 и 7081.17 Да в слюне группе пациентов с раком 
желудка по сравнению со здоровыми людьми. Белок р53 
представляет собой опухолевый супрессор, продуци-
руемый в ответ на различные типы повреждений ДНК 
в клетках. Инактивация белка р53 в процессе мутации 
является одной из ведущих причин антител развития ра-
ка. Антитела к р53 могут быть обнаружены в сыворотке 
крови и слюне больных с диагнозом плоскоклеточный 
рак полости рта [2, 13]. Опухолевый маркер CA15-3 был 
обнаружен в слюне женщин с диагнозом рак молочной 
железы [42]. Он используется для контроля распростра-
нения и метастазирования опухоли. CA 125 представля-
ет собой ассоциированный с опухолью антиген, который 
обнаружен в сыворотке крови и слюне пациентов с раком 
полости рта, молочной железы и яичников [43].  Кон-
центрации в слюне фактора роста фибробластов (FGF2 
и FGFR1) значительно повышены у пациентов с раком 
слюнной железы, что позволяет рассматривать их как по-
тенциальный биомаркер в ранней диагностике опухолей 
слюнных желез [44]. Простат-специфический антиген 
(ПСА) является установленным маркером аденокарцино-
мы предстательной железы. Слюнной уровень ПСА кор-
релирует с сывороточным уровнем у пациентов с раком 
предстательной железы [45]. Также было установлено, 
что уровень кортизола и лактатдегидрогеназы в слюне 
может быть значительно увеличен в плазме и слюне па-

циентов с плоскоклеточным раком полости рта [46]. По-
вышенные уровни нитратов и нитритов в слюне были 
обнаружены у пациентов с раком ротовой полости [47]. 
Активность аденозиндезаминазы (ADA) значительно по-
вышается при плоскоклеточном раке языка [48]. Описано 
применение слюны в онкогематологии. Показано, что вы-
сокий уровень нейтрофилов в слюне может указывать на 
успех пересадки костного мозга [49]. 

Таким образом, существует достаточно большое ко-
личество маркеров опухолевого процесса, которые мо-
гут быть определены в слюне человека. Природа био-
маркеров может быть различна, включая генетические, 
эпигенетические и транскриптомные маркеры, а также 
вещества белковой природы, метаболиты опухолево-
го процесса и микробиологические показатели. Часть 
описанных маркеров уже получила клиническое под-
тверждение эффективности для диагностики онколо-
гических заболеваний на ранней стадии, часть требует 
проведения дальнейших исследований. Однако, даже в 
случае если применимость для ранней диагностики не 
будет доказана, возможно их применение для проверки 
эффективности проводимой терапии, мониторинга тече-
ния заболевания, идентификации резидуальных опухо-
лей, а также прогнозирования клинического течения и 
выбора эффективной терапевтической практики [50]. 
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БИОХИМИЧЕСКИЕ МАРКЕРЫ ПОРАЖЕНИЯ МИОКАРДА У ДЕТЕЙ  
С КАРДИОМИОПАТИЯМИ
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В статье представлены результаты исследований  104 больных с кардиомиопатиями,  госпитализированных в кар-
диоревматологические отделения Республиканского специализированного научно-практического медицинского центра 
педиатрии в  г. Ташкенте и Республиканского детского многопрофильного медицинского центра Республики Каракал-
пакстан. Анализ результатов исследования показал, что у детей с кардиомиопатиями отмечается повышение уровня 
тканевых (ЛДГ, КФК) и  кардиоспецифического (КФК-МВ) ферментов   независимо от региона проживания и формы 
заболевания, которое свидетельствует о дисфункции миокарда. В связи с чем, данные ферменты можно расценивать 
высокоспецифическими биохимическими маркерами поражения миокарда, а возрастание их активности – критериями 
для диагностики кардиомиопатии у детей. Из биохимических показателей достоверным прогностическим критерием 
развития и исхода кардиомиопатий является прогрессирующее повышение уровня эндотелина по мере увеличения дав-
ности заболевания.
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Актуальность. Болезни сердечно-сосудистой си-
стемы имеют особую значимость, связанную не толь-
ко и даже не столько с их широким распространением, 
сколько с той ролью, которую эти заболевания играют 
в инвалидизации детей и в формировании заболеваемо-
сти взрослых [1, 2]. Среди сердечно-сосудистых заболе-

ваний у детей особое место занимают кардиомиопатии 
(КМП), рост которых отмечается в последнее время, что 
связано с широким внедрением высокоинформативных 
инструментальных методов исследования сердца [3, 4].

Необходимость дальнейшего изучения проблемы 
кардиомиопатий у детей связана также с тем, что в по-
следние годы наметилась тенденция к их гипердиагно-
стике в связи с недостаточно активным поиском других 
известных причин поражения миокарда и недостаточ-
ности кровообращения [5–7]. Высокая инвалидизация 
и смертность детей, страдающих кардиомиопатиями, 
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отсутствие четких клинико-функциональных маркеров 
диагностики, течения процесса, а также эффективных 
методов лечения определяют актуальность проблемы.

Одним из ранних признаков развития кардиомио-
патий является нарушение сократительной функции 
миокарда и хроническая сердечная недостаточность. В 
последние годы внимание исследователей привлечено 
к изучению роли целого ряда пептидов при сердечно-
сосудистых заболеваниях: эндотелинов, нейропептида 
Y и цитокинов, хромогранина А, тропонинов и др. [8, 
9].  Впервые о роли эндотелиальных клеток, как регу-
лятора сосудистого тонуса, написали ученые в 1980 
году. Исследователи охарактеризовали эндотелиоциты, 
как «сердечно-сосудистый эндокринный орган, способ-
ствующий взаимосвязи крови и тканей в критический 
момент». Также выявлено, что эндотелин-1 являет-
ся маркером и предиктором тяжести течения и исхода 
сердечно-сосудистых заболеваний [10]. В сердечной 
мышце регуляция сократительной функции осущест-
вляется специальным белковым тропомиозиновым ком-
плексом. В патологических условиях механизм функ-
ционирования тропонин-тропомиозинового компонента 
в значительной мере определяется степенью гипоксиче-
ского повреждения сердца [11, 12].  В настоящее время 
определение компонентов  тропонинового комплекса 
кардиомиоцитов уже достаточно широко используется в 
кардиологической практике, в основном для диагности-
ки инфаркта миокарда. Тропонины освобождаются из 
поврежденных миокардиальных клеток и через лимфа-
тическую систему попадают в общий кровоток [12–14]. 

В связи с этим, мы нашли актуальным и целесообраз-
ным выявление значения ферментов и кардиомаркеров в 
поражении сердечной мышцы при кардиомиопатиях  у 
детей.

Цель исследования: определить биохимические мар-
керы поражения миокарда  у детей c кардиомиопатиями 
в зависимости от формы заболевания и места прожива-
ния детей. 

Материал и методы. Нами обследовано 104 боль-
ных, госпитализированных в кардиоревматологические 
отделения Республиканского специализированного 
научно-практического медицинского центра педиатрии 
в г. Ташкенте и Республиканского детского многопро-
фильного медицинского центра Республики Каракалпак-
стан. Средний возраст обследованных  составил 8,9±0,6 
лет и варьировал от 1 до 17 лет. 

Комплексное обследование больных включало: сбор 
анамнестических данных – семейный анамнез, акушер-
ский анамнез матери, наследственная предрасположен-
ность, анамнез жизни ребенка, перенесенные заболева-

ния; срок и характер начала заболевания, оценка общего 
состояния и физического развития. 

Диагноз ставился на основании жалоб, объективно-
го осмотра, лабораторных и инструментальных методов 
исследования (клинические и биохимические анализы 
крови, рентгенография грудной клетки, ЭКГ и Эхо-КГ). 
Анализ анамнестических, клинико-лабораторных и ин-
струментальных данных показал, что всех больных не-
зависимо от нозологии объединило наличие на момент 
исследования хроническая сердечная недостаточность. 
Средняя  длительность заболевания составила 19,2±3,1 
месяцев.

Распределение детей в зависимости от вида кардио-
миопатий представлено на рис.1.  Как видно из рисунка, 
большую часть обследованных больных составили дети 
с дилатационной кардиомиопатией (ДКМП) (45,2%) и 
гипертрофической кардиомиопатией (ГКМП) (34,6%), 
в меньшем проценте случаев были диагностирована ре-
стриктивная кардиомиопатия (РКПМ) (4,8%). 

Биохимические методы включали определение об-
щего белка и белковых фракций, С-реактивного белка, 
электролитов крови (калий, натрий, кальций); активно-
сти лактатдегидрогеназы (ЛДГ), креатинфосфокиназы 
(КФК), аланинаминотрансферазы (АЛТ) и аспартатами-
нотрансферазы (АСТ), а также  кардиоспецифическо-
го фермента – креатинфосфокиназы-MB (КФК-МВ) и 
кардиомаркеров (тропонин I  и эндотелин-1). Фермен-
ты определяли на биохимическом автомат анализато-

45,2%

34,6%

4,8%

Рис. 1. Распределение детей в зависимости от вида кардио-
миопатии.

Т а б л и ц а  1
Показатели уровня тканевых и кардиоспецифического ферментов у детей с кардиомиопатиями

Показатели г. Ташкент Республика Каракалпакстан р

АЛТ, Ед/л (норма 5–40 Ед/л) 26±2,7 29±3,7 р>0,05
АСТ, Ед/л (норма 5–40 Ед/л) 35±3,1 38±3,4 р>0,05
ЛДГ, Ед/л (норма 200–400 Ед/л) 491,7±29,3*** 501,8±30,8*** р<0,05
КФК, Ед/л (норма 30–170 Ед/л) 205,2±23,2*** 227,41±23,2*** р<0,001
КФК-МВ, Ед/л (норма до 10 Ед/л) 22,73±2,7** 28,4±2,9*** р<0,001

П р и м е ч а н и е :  **  – р<0,02 и *** – р<0,001 - достоверность относительно показателей нормы; р – достоверность разницы показателей 
между сравниваемыми группами.
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ре «Cobas 6000 R» c использованием реагентов фирмы 
«Human» (Германия). Показатели кардиомаркеров были 
определены иммунофлюоресцентным анализом на авто-
мате «IMAXIZ» и полуавтомате «Multickan» c использо-
ванием реактивов фирмы «Hema» (Россия).

Статистическая обработка результатов проводилась 
с использованием программы «Statistica 6.0». Достовер-
ность различий сравниваемых параметров рассчитыва-
лась с помощью критеририя Стьюдента. 

Результаты. Нами проведены лабораторные исследо-
вания, включающие изучение активности тканевых фер-
ментов и кардиомаркеров у детей с кардиомиопатиями.  

Анализ полученных результатов показателей ткане-
вых и кардиоспецифических ферментов указывает, что 
срединные показатели ЛДГ, КФК и КФК-МВ были до-
стоверно повышены по сравнению с нормой. Следует 
отметить, что у детей, проживающих в Республике Ка-
ракалпакстан, эти изменения были более выраженными 
и достоверно высокими, по сравнению с показателями 
детей г.Ташкента. Значения остальных ферментов (АСТ 
и АЛТ) были в пределах нормы (табл. 1).

Повышение концентрации тропонина  у детей свиде-
тельствует о том, что терминальная стадия хронической 
сердечной недостаточности (ХСН) сопровождается гибе-
лью кардиомиоцитов и выходом кардиоспецифических 
белков в кровь. Уровень тропонина у наших обследован-
ных детей соответствовал допустимым  значениям неза-

висимо от региона проживания,  что свидетельствует о  не 
чувствительности и неспецифичности  этого биохимиче-
ского маркера при данном заболевании, и является наи-
более характерным для некроза миокарда (табл. 2).

Определение концентрации в плазме крови 
эндотелина-1 помогает установить диагноз сердечной 
недостаточности на ранних стадиях заболевания. Уро-
вень этого показателя в среднем оставался в пределах 
нормы как у детей, проживающих в г.Ташкенте, так и в 
Республике Каракалпакстан. Но вместе с тем, по резуль-
татам наших исследований выявлены высокие показате-
ли эндотелина-1 с выраженной ХСН по мере прогресси-
рования заболевания (рис. 2).

Как видно из рис.2, у  больных с давностью заболе-
вания 5 лет уровень эндотелина-1 в среднем составил 
1,3±0,08 ммоль/л, у больных с давностью заболевания  
9 лет, данный средний показатель составил 1,7± 0,1 
ммоль/л, а у больного с давностью заболевания 15 лет 
– 1,98±0,2  ммоль/л, что превышает в 2 раза показателей 
нормы. Корреляционный анализ между давностью КМП, 
степени тяжести ХСН и уровнем эндотелина-1 выявил 
сильную прямую корреляционную связь (r=+0,97). В 
связи с этим, уровень эндотелина-1 можно расценивать 
прогностическим критерием течения и исхода КМП. 

В дальнейшем для оценки  состояния миокарда у де-
тей с КМП нами был проведен анализ тканевых и кар-
диоспецифических ферментов в зависимости от формы 
заболевания, который указывал на наличие таких же 
аналогичных изменений этих показателей, как и в зави-
симости от места проживания детей. Однако следует от-
метить, что у детей с ДКМП показатели тканевых фер-
ментов ЛДГ, КФК, КФК-МВ были достоверно выше по 
сравнению с показателями группы сравнения (табл. 3).

При обеих формах КМП уровень ферментов АЛТ и 
АСТ отличались незначительно и соответствовали сред-
ним значениям нормы. 

Показатели тропонина у детей также были на уров-
не нормативных показателей независимо от формы за-
болевания, а уровень   эндотелина-1 был недостоверно 
выше у детей с ГКМП и соответствовал верхней грани-

Т а б л и ц а  2
Показатели кардиомаркеров  у детей с кардиомиопатиями

Показатели г. Ташкент Республика Ка-
ракалпакстан

р

Тропонин-I, нг/мл
(норма 0–0,5 нг/мл) 

0,2±0,01 0,3±0,02 р>0,05

Эндотелин-1, ммоль/л
(0,1–1,0 ммоль/л)

0,67±0,1 0,87±0,13 р>0,05

П р и м е ч а н и е . р – достоверность разницы показателей меж-
ду сравниваемыми группами.
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Рис. 2. Показатели эндотелина-1 в зависимости от давности заболевания.
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це нормы, по сравнению с  показателем детей с ДКМП 
(табл. 4). 

Обсуждение. Диагностика и дифференциация тако-
го грозного заболевания у детей, как кардиомиопатии, 
представляет актуальность в снижении детской ин-
валидности и смертности. В связи с этим, нами была 
определена цель выявления  специфичных биохимиче-
ских маркеров поражения сердечной мышцы при дан-
ной патологии. Мы остановили свой выбор на тканевых 
ферментах, кардиоспецифическом ферменте и кардио-
маркерах.  В ходе исследования выявленное повышение 
уровня кардиоспецифических ферментов (КФК, МВ-
фракции КФК) в сыворотке крови отражает  степень по-
вреждения миокардиальных клеток. Следует отметить 
также, что данные биомаркеры отражают наличие не-
кроза кардиомиоцитов, но не позволяют уточнить при-
чину его развития [13–15]. Полученные нами результа-
ты определения уровня ферментов выявили высокую 
достоверность повышения из тканевых ферментов ЛДГ 
и КФК, а также кардиоспецифического изофермента 
МВ-фракции креатинфосфокиназы, наиболее выражен-
ное повышение уровня данных ферментов было харак-
терно для детей, проживающих в Республике Каракал-
пакстан, т. е. в экологически неблагоприятном регионе. 
На основании этих результатов можно заключить, что 
вышеуказанные ферменты можно расценивать высоко-
специфическими биохимическими маркерами пораже-
ния сердечной мышцы, а возрастание их активности – 
критериями развития  кардиомиопатий у детей.

Определение компонентов тропонинового комплек-
са кардиомиоцитов является наиболее чувствительным 
и специфичным биохимическим маркером некроза мио-

карда, и поэтому уже достаточно широко используется в 
кардиологической практике в основном для диагностики 
инфаркта миокарда. [11, 16, 17]. В 2000 г. ведущие кар-
диологические сообщества Европы и США выработали 
так называемый «консенсусный» документ в дефиниции 
инфаркта миокарда, в котором тропонин утвержден как 
главный диагностический критерий инфаркта миокарда. 
В последние несколько лет определение тропонинов стали 
применять и в педиатрии, в основном в неонатологии [18]. 
В перечисленных работах обследование новорожденных 
проводилось на 1-й неделе жизни, в исследование вклю-
чались дети с патологией ЦНС, недоношенные и мало-
весные новорожденные. Критерием исключения являлись 
врожденные пороки сердца (ВПС), нарушения сердечного 
ритма, генетические аномалии. При этом повышение тро-
понинов отмечалось у детей в тяжелом состоянии (внутри-
желудочковые  кровоизлияния, длительная искусственная 
вентиляция легких и др.). По данным литературы [19–21], 
как маркер и предиктор тяжести и исхода сердечно-
сосудистых заболеваний рассматривается эндотелин.  Эн-
дотелин относится к   числу биологически активных би-
циклических полипептидов широкого спектра действия, 
различают три изоформы эндотелина: эндотелина-1, 
эндотелин-2 и  эндотелин-3 [22–25]. На сегодняшний день 
эндотелин-1 является одним из наиболее значимых регуля-
торов функционального состояния эндотелия сосудов [22]. 
На основании этих данных мы нашли целесообразным 
определить степень значимости тропонина и эндотелина-1 
в качестве маркера развития КМП у детей. Результаты на-
ших исследований выявили, что при кардиомиопатиях 
уровень тропонина достоверно не отличается от показа-
телей нормы, тогда как уровень эндотелина-1 достоверно 
увеличивается по мере прогрессирования заболевания, что 
свидетельствует о значимости данного показателя в разви-
тии и прогнозировании исхода КМП у детей.  

Заключение. У детей с КМП независимо от формы 
заболевания отмечается повышение уровня тканевых 
(ЛДГ, КФК) и кардиоспецифического (КФК-МВ) фер-
ментов, что свидетельствует о поражении миокарда. 
Наиболее выраженное повышение уровня данных  фер-
ментов характерно для детей, проживающих в Респу-
блике Каракалпакстан. Достоверным прогностическим 
критерием развития и исхода КМП является также про-
грессирующее повышение уровня эндотелина-1 по мере 
увеличения давности заболевания.

На основании этого можно заключить, что ЛДГ, КФК, 
КФК-МВ и кардиомаркер эндотелин-1 можно расцени-
вать высокоспецифическими биохимическими маркера-
ми поражения миокарда, а возрастание их активности – 
критериями развития кардиомиопатий у детей.

Финансирование. Исследование проводилось в 
рамках прикладного гранта АДСС.15.1.3. Разработка 
критериев диагностики и прогноза у детей с заболева-
ниями сердечно-сосудистой системы в зависимости от 
детерминант здоровья.
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ДИНАМИКА СЫВОРОТОЧНЫХ УРОВНЕЙ ОБЩЕГО И БИОЛОГИЧЕСКИ АКТИВНОГО 
АНТИМЮЛЛЕРОВА ГОРМОНА У ЧЕЛОВЕКА В РАЗЛИЧНЫЕ ПЕРИОДЫ ЖИЗНИ

Государственный научно-исследовательский институт особо чистых биопрепаратов ФМБА России,  
197110, Санкт-Петербург, Россия

В работе исследованы изменения сывороточного уровня общего антимюллерова гормона (АМГ) и его активированной 
формы у детей разного пола и женщин с различным репродуктивным статусом. Известно, что этот цитокин супер-
семейства TGFβ в эмбриогенезе млекопитающих обеспечивает формирование репродуктивной системы по мужскому 
типу, а после рождения регулирует фолликулогенез, сперматогенез и баланс половых гормонов. Биологически активная 
форма гормона (аАМГ) образуется в результате ограниченного протеолиза молекулы АМГ; достоверно не известно, в 
каких тканях и под действием какого фермента он происходит. Сывороточный уровень аАМГ представляется более ин-
формативным клиническим показателем, чем содержание общего АМГ (оАМГ), однако на мировом рынке отсутствуют 
иммуноферментные диагностические системы, позволяющие осуществлять прямую количественную детекцию аАМГ. 
В данной работе количественная детекция оАМГ и аАМГ в сыворотке крови была проведена с использованием специ-
ально разработанных иммуноферментных тест-систем. Показано, что у девочек сывороточный уровень оАМГ, как и 
отношение концентраций аАМГ/оАМГ, практически не изменяется с возрастом, тогда как у мальчиков с возрастом на-
блюдается не только ранее описанное в литературе достоверное снижение сывороточного уровня оАМГ (коэффициент 
корреляции Пирсона R=-0,86, p<0.001), но и соотношения уровня аАМГ/оАМГ (R=-0.531, p<0.001). Также было установ-
лено, что у беременных женщин количество оАМГ и доля аАМГ в сыворотке крови достоверно выше (p<0,01 и p<0,001, 
соответственно), чем у женщин контрольной группы. Полученные результаты хорошо согласуются с известными дан-
ными о содержании оАМГ и аАМГ в сыворотке крови людей разного пола и возраста и свидетельствуют об изменении 
соотношения сывороточных уровней аАМГ/оАМГ при беременности, что может быть важно как для углубления пони-
мания биологии АМГ, так и интерпретации результатов, полученных с помощью диагностикумов на основе АМГ.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  антимюллеров гормон; АМГ; беременность; ИФА, постнатальный период; протеолиз; сыво-
ротка.
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Rak A.Ya., Trofimov A.V., Petrov A.V., Gorbunov N.P., Ischenko A.M.
THE DYNAMICS OF HUMAN TOTAL AND ACTIVATED ANTI-MULLERIAN HORMONE SERUM LEVELS IN 
DIFFERENT LIFE PERIODS
state Research Institute for highly Pure Biopreparations, 197110, st. Petersburg, Russia
Here, changes in the serum level of total anti-mullerian hormone (AMH) and its activated form in children of both sexes and 
women with different reproductive status are investigated. This TGFβ superfamily cytokine is known to provide the formation of 
the male-type reproductive system in mammalian embryogenesis, and regulate folliculogenesis, spermatogenesis and the balance 
of sex hormones after birth. The biologically active form of the hormone (aAMH) is formed as a result of limited proteolysis of 
the AMH molecule; it is not reliably known in which tissues and under the action of which enzyme it occurs. The serum level of 
aAMH seems to be a more informative clinical indicator than the content of total AMH (tAMH), but there are no ELISA systems at 
the world market that provide direct quantitative detection of aAMH. In this work, quantitative detection of total hormone (tAMH) 
and its biologically active form (aAMH) in serum was performed using specially developed enzyme immunoassay systems. We 
showed that in girls, the total serum AMH level, as well as the concentration ratio aAMH / tAMH, practically does not change with 
age, whereas in boys, there is not only a significant decrease in the total serum AMH level previously described in the literature 
(Pearson correlation coefficient R = - 0.86, p <0.001), but also in the ratios of the aAMH / tAMH level (R = -0.531, p <0.001). It 
was also found that in pregnant women, the amount of total AMH and the proportion of aAMH in serum was significantly higher  
(p <0.01 and p <0.001, respectively) than in the control group women. The obtained results are in good agreement with the 
available data on the total and activated AMH content in the blood serum of people of different sex and age and indicate a change 
in the ratio of aAMH / tAMH serum levels in pregnancy. These data may be important both for deepening the understanding of 
AMH biology and for interpreting the results obtained using AMH detection based diagnostics.
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Введение. Антимюллеров гормон (АМГ) - гликопро-
теин с молекулярной массой около 140 кДа, принадле-
жащий суперсемейству цитокинов трансформирующего 
фактора роста-β (TGF-β). В отличие от других членов 
этого суперсемейства, экспрессия которых наблюдается 
в организме повсеместно, АМГ экспрессируется край-
не тканеспецифично – в клетках Сертоли семенников и 
клетках гранулёзы яичников [1]. АМГ является одним 
из ключевых факторов, определяющих пол и регули-
рующих функционирование репродуктивной системы 
у млекопитающих [2]. Гормон обеспечивает регрессию 
мюллеровых протоков в мужских эмбрионах, а в пост-
натальном периоде жизни млекопитающих регулирует 
фолликулогенез [3], созревание половых клеток и функ-
ционирование половых желез [4]. Связывание АМГ с 
MISRII служит сигналом к запуску сигнального пути 
с участием АМГ и реализации сигнального каскада с 
участием белков семейства Smad, что в конечном сче-
те приводит к изменению экспрессии генов-эффекторов 
[5]. Также существуют данные, свидетельствующие о 
возможности MISRII-зависимой активации сигнального 
пути с участием β-катенина [6] и NF-κB [7], однако этот 
аспект действия АМГ на клетки-мишени пока исследо-
ван достаточно слабо.

Экспрессия АМГ у человека происходит как в эм-
бриогенезе, так и в постнатальном периоде жизни [8]. 
У мужчин АМГ начинает определяться в крови в эм-
бриогенезе в начале регрессии мюллеровых протоков. 
После их инволюции секреция АМГ не прекращается, а 
остается стабильно сильной (50-70 нг/мл) в течение все-
го оставшегося фетального периода [9]. Такой уровень 
секреции сохраняется в неонатальном периоде, младен-
честве и детстве. Известно, что у мужчин концентрация 
АМГ в сыворотке крови снижается более чем на порядок 
в пубертатном периоде и сохраняется на таком уровне 
на протяжении всей взрослой жизни [9]. Важно, что до 
начала пубертатного периода АМГ секретируется через 
базальную мембрану клеток Сертоли в интерстициаль-
ное пространство семенников, а затем оттуда попадает 
в кровяное русло. В течение пубертатного периода, ког-
да формируется гематотестикулярный барьер, АМГ по-
степенно начинает секретироваться в просвет семенных 
канальцев, что в итоге приводит к возрастанию его кон-
центрации в семенной плазме (150 пМ) по сравнению с 
таковой в плазме крови (около 10 пМ) [9]. Обнаружена 
позитивная корреляция между уровнем АМГ в семен-
ной жидкости и числом и подвижностью сперматозои-
дов [9].

В женском организме АМГ начинает секретировать-
ся гранулезными клетками фолликулов яичников в кон-
це эмбрионального развития (на 36-38-й нед беременно-
сти), однако до начала пубертатного периода его концен-
трация в сыворотке остается чрезвычайно низкой [10]. 
В пубертатном периоде начинается рост преантральных 
и малых антральных фолликулов, и секреция АМГ их 
гранулезными клетками становится интенсивнее – уро-
вень гормона в крови достигает 2-5 нг/мл. Известно, что 
в начале беременности уровень общего АМГ (оАМГ) в 
сыворотке крови меняется недостоверно, а после родов 
– снижается по сравнению с содержанием до беремен-
ности [9]. 

Ключевую роль в регуляции продукции АМГ игра-
ют генетические и гормональные факторы. В промоторе 
гена гормона содержатся консервативные сайты свя-
зывания с транскрипционными факторами – продукта-

ми генов Sry, Sf1 (стероидогенного фактора 1), Sox9 и 
Gata-4 [11, 12]. Белки SOX9 и SF1 являются важными 
регуляторами развития репродуктивной системы в эм-
бриогенезе, а кроме того – активаторами транскрипции 
гена АМГ [13]. Другим регулятором уровня экспрессии 
АМГ являются гормоны, главным образом тестостерон 
[14]. В ходе пубертатного периода изменение концен-
траций АМГ и тестостерона в сыворотке крови мужчин 
происходит в противоположных направлениях: концен-
трация тестостерона нарастает, а АМГ – снижается [5]. 
Помимо тестостерона, продукцию АМГ также регули-
рует и фолликулостимулирующий гормон (ФСГ) [14]. В 
женском организме продукция антимюллерова гормона 
находится под контролем не только тестостерона и ФСГ, 
но и эстрогенов [15, 16].

Известно, что для проявления биологической актив-
ности димерная молекула АМГ (прогормона) должна 
претерпеть протеолиз по специфическому сайту, что 
приводит к образованию активированной формы гормо-
на (аАМГ)- нековалентно ассоциированного комплекса 
N- и C-концевого фрагментов АМГ [8]. Показано, что 
величина константы ассоциации С-концевого фрагмен-
та АМГ с внеклеточной частью рецептора АМГ II типа 
(MISRII), составляет (4±0,32)x1010 М-1, в то время как 
непротеолизированная форма АМГ практически не свя-
зывается с MISRII [17]. Вопрос о том, в каких тканях 
и под действием какого фермента происходит специфи-
ческий протеолиз молекулы АМГ in vivo, остается от-
крытым. Некоторые авторы предполагают, что АМГ 
активируется посредством расщепления исключительно 
в процессе биосинтеза и секреции, но не в сыворотке 
крови. При этом фрагментация гормона происходит в 
гонадах, и в циркуляцию поступает как нерасщеплен-
ный прогормон, так и нековалентно ассоциированный 
комплекс N- и C-концевого фрагментов АМГ [9]. По 
мнению других исследователей, специфический про-
теолиз АМГ может происходить как в кровяном русле 
под действием плазмина, так и в гонадах под действием 
таких ферментов, как фурин и PC5, принадлежащих к 
семейству пропротеин-конвертаз [18, 19]. Наконец, су-
ществует гипотеза о том, что расщепление гормона по 
специфическому сайту является аутокаталитическим и 
сопряжено с его поступлением в ткани и взаимодействи-
ем с рецепторами АМГ I и II типа - MISRI и MISRII, 
соответственно [20]. 

Достоверно неизвестно и то, каким образом изме-
няется сывороточный уровень биологически активной 
формы АМГ женщин при изменении репродуктивного 
статуса. Между тем этот показатель может иметь бо-
лее важное прогностическое значение, чем содержание 
оАМГ в сыворотке крови, поскольку именно биологи-
чески активная форма гормона ответственна за реали-
зацию его действия [2, 8]. Исследованию динамики 
сывороточного уровня биологически активного АМГ 
во многом препятствует отсутствие отечественных диа-
гностических наборов.

В литературе имеются сведения о разработанной ранее 
тест-системе для количественной детекции аАМГ [10]. В 
ее основе – использование деоксихолата на этапе связыва-
ния сывороточного АМГ с иммобилизованными антите-
лами. Этот реагент способствует диссоциации комплекса 
N- и C-концевых фрагментов АМГ (активированной фор-
мы), что обеспечивает возможность дальнейшей детекции 
только прогормона. Таким образом, после определения 
сывороточных уровней прогормона и оАМГ, определение 
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сывороточного уровня активированной формы гормона 
производится расчетным путем [10]. В отличие от ранее 
проведенных исследований, в настоящей работе количе-
ственная детекция аАМГ осуществлялась не расчетным 
способом, а напрямую с помощью антител, специфичных 
к эпитопу молекулы АМГ в составе сайта специфического 
протеолиза, который экспонирован лишь у активирован-
ной формы гормона. Эта особенность не только повышает 
точность анализа, но и снимает необходимость исполь-
зования для количественной детекции аАМГ каких-либо 
вспомогательных реагентов и тест-систем. В дальнейшем 
тест-система 1 может стать основой для разработки диа-
гностикумов для определения фертильного статуса у жен-
щин и детекции АМГ-секретирующих новообразований 
как у женщин, так и у мужчин.

Материал и методы. Исследование проведено с 
использованием 107 образцов периферической кро-
ви соматически здоровых детей возрастом от 1 мес 
до 18 лет, предоставленных центральной клинико-
диагностической лабораторией ГБУЗ «Консультативно-
диагностический центр для детей» (г. Санкт-Петербург) 
после получения информированного согласия от закон-
ных представителей пациентов. Данные о возрасте и по-
ловой принадлежности детей, сыворотки крови которых 
были исследованы, представлены в табл. 1.

Кроме того, в работе были использованы 15 образ-
цов венозной крови беременных женщин (20-25 нед) и 
15 образцов венозной крови соматически здоровых жен-
щин контрольной группы (ФГБНУ «НИИ акушерства и 
гинекологии им. Д.О. Отта, г. Санкт-Петербург), взятие 

осуществляли также после получения информирован-
ного согласия от пациенток. Образцы крови были ото-
браны в вакутейнеры с коагулянтом, после чего методом 
центрифугирования при 3000g в течение 10 мин из них 
были выделены сыворотки, которые были использованы 
в экспериментах. 

Для приготовления стандартных проб в работе ис-
пользованы препараты рекомбинантного прогормо-
на и аАМГ, характеризующиеся чистотой около 97%. 
Они были получены ранее из культуральной жидкости 
клеток-продуцентов линии СНО («American Type Tissue 
Collection», США), трансфицированных геном АМГ 
человека (штамм продуцента CHO-MIS#26) [21], мето-
дом тандемной иммуноаффинной и обращенно-фазовой 
хроматографии по разработанной методике [17]. Кроме 
того, в экспериментах были использованы следующие, 
полученные ранее моноклональные антитела мыши:

М1 [22], специфичные к N-концевому эпитопу SA-
GATA, оказывающемуся доступным после специфиче-
ского протеолиза молекулы АМГ, и не взаимодействую-
щие с нерасщепленным гормоном;

6Е11 [23], распознающие эпитоп в составе 
N-концевого фрагмента АМГ, способные к детекции как 
прогормона, так и аАМГ;

М2-Пх [17] – пероксидазный конъюгат антител, рас-
познающих N-концевой фрагмент обоих форм АМГ. Он 
был использован в качестве детектирующих антител для 
определения уровней обеих форм гормона.

Количественную детекцию оАМГ и аАМГ прово-
дили методом твердофазного гетерогенного сэндвич-
иммуноферментного анализа (ИФА), на первом этапе 
которого в лунках планшета проводили сорбцию анти-
тел 6Е11 или М1, соответственно (1,5 мкг/мл в 20 мМ 
боратном буфере, рН 8.0). Далее осуществляли внесение 
тестируемых сывороток и серии разведений стандарт-
ных препаратов АМГ (прогормона и активированной 
формы, соответственно). Детекцию связанного с иммо-
билизованными антителами АМГ в обоих случаях про-
водили с помощью пероксидазного конъюгата М2-Пх 
(0,25 мкг/мл). Регистрацию иммуноферментной реак-
ции проводили стандартным методом с использованием 
тетраметилбензидина и ридера для микроплат BioRad 
Reader Model 680 («BioRad», США) при 450 нм. Таким 
образом, в работе были использованы две иммунофер-

Т а б л и ц а  1 
Сведения о возрасте и половой принадлежности детей, сыво-

ротки крови которых были исследованы

Возраст, годы
Пол

Мужской , n Женский, n
0-2 11 13
3-6 9 13
7-10 8 13
11-15 11 12
16-18 7 10

П р и м е ч а н и е . n – число обследованных.

Рис. 1. Калибровочные кривые, построенные для проведения анализа с помощью тест-системы 1 (а) и 2 (б).

а б
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ментные тест-системы, одна из которых – (М1) – сыво-
ротка крови – (М2-Пх) (1) – позволяла определить сыво-
роточный уровень аАМГ, а другая - (6Е11) – сыворотка 
крови – (М2-Пх) (2) – уровень оАМГ. Калибровочные 
кривые, построенные по соответствующим стандарт-
ным препаратам для двух тест-систем, представлены на 
рис. 1.

Статистическую обработку результатов проводили 
с использованием программы Statistica 10, рассчитывая 
t-критерий Стьюдента для оценки значимости различий 
между сравниваемыми показателями и определяя значе-

ние коэффициента корреляции Пирсона R для проверки 
существования линейной зависимости между величи-
нами. Результаты признавали статистически значимы-
ми при p<0,05. Минимальные размеры выборок были 
определены на основе статистической мощности 95% и 
уровня значимости 0,05; для первой части исследования 
требуемый размер каждой выборки составил 47, для вто-
рой – 15. Нормальность распределения в каждом случае 
определяли, применяя критерий Шапиро-Уилка; во всех 
исследуемых выборках распределение не отличалось от 
нормального.

Т а б л и ц а  2
Сывороточные уровни аАМГ и оАМГ, определенные с помощью двух иммуноферментных тест-систем, а также отношение  

сывороточных уровней аАМГ/оАМГ у детей разного пола и возраста

Возраст, годы
Уровень оАМГ, нг/мл Уровень аАМГ, нг/мл Отношение концентраций аАМГ/оАМГ, %
М Ж М Ж М Ж

0-2 69,87±2,74
[63,72-76,02]

1,58±0,22
[1,46-1,80]

59,08±1,69
[42,04-70,12]

0,68±0,07
[0,60-0,76]

91,4±2,6
[85,6-97,2]

51,1±3,4
[41,8-56,1]

3-6 68,86±2,08
[62,22-75,55]

0,94±0,08
[0,82-1,06]

52,92±1,65
[49,12-60,24]

0,54±0,04
[0,46-0,60]

78,1±1,6
[65,3-80,9]

61,7±3,9
[55,5-68,0]

7-10 33,69±1,05
[26,27-41,11]

1,28±0,08
[1,08-1,48]

30,87±0,88
[24,68-37,06]

0,89±0,06
[0,72-1,08]

92,6±1,1
[84,9-100,2]

67,2±3,0
[61,3-73,1]

11-15 5,78±0,53
[5,25-6,13]

1,58±0,11
[1,37-1,79]

3,27±0,32
[2,82-3,72]

0,85±0,07
[0,67-1,05]

55,7±2,2
[46,8-66,4]

71,6±7,6
[60,1-79,5]

16-18 3,38±0,22
[3,00-4,02]

1,46±0,11
[1,18-1,75]

1,67±0,14
[1,40-1,84]

0,73±0,04
[0,62-0,83]

47,7±2,1
[41,4-52,3]

82,2±7,7
[73,3-93,1]

П р и м е ч а н и е . Данные представлены в виде средней величины ± ошибка среднего. В квадратных скобках приведен 95% доверитель-
ный интервал.

а б

в

Рис. 2. Уровни двух форм АМГ, определенные с помощью тест-систем 2 (а), и 1 (б) и соотношение сывороточных уровней 
аАМГ и оАМГ у детей различного пола и возраста (в). На панели В показаны линии тренда для образцов сывороток мальчиков 
(сплошная линия) и девочек (пунктирная линия).
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Результаты. В табл. 2 приведены результаты опреде-
ления уровня оАМГ с помощью тест-системы 2 и аАМГ 
– с помощью тест-системы 1.

Видно, что общее содержание АМГ в сыворотке кро-
ви было примерно в 50-100 раз выше у мальчиков, чем у 
девочек раннего возраста (1-6 лет). С возрастом уровень 
оАМГ снижался в 10-20 раз у мальчиков и оставался 
примерно постоянным у девочек. 

Статистическая обработка результатов показала, что 
отношение уровней активированной формы гормона и 
оАМГ становится значительно ниже с возрастом у маль-
чиков (коэффициент корреляции Пирсона R = –0,587, р 
<0,001), но остается постоянным или лишь немного уве-
личивается у девочек (R = 0,245, р = 0,059). Графическое 
распределение уровней двух форм АМГ и отношения их 
содержания в сыворотке крови детей разного возраста и 
пола показано на рис. 2. 

Исследование содержания двух форм АМГ в сы-
воротках крови беременных женщин (15 образцов) и 
женщин контрольной группы в возрасте 21-35 лет (15 
образцов) показало, что в первом случае сывороточный 
уровень как оАМГ, так и аАМГ был достоверно выше 
(p<0,01 и p<0,001, соответственно). При этом у беремен-
ных женщин доля аАМГ (р<0,01) была достоверно выше 
по сравнению с контрольными образцами. Графическое 
распределение уровней двух форм АМГ и отношения 
их содержания в сыворотке крови женщин двух групп 
представлено на рис. 3.

Обсуждение. Представленные результаты хорошо 
согласуются с имеющимися в литературе данными о 

различном содержании оАМГ и аАМГ у мужчин и жен-
щин в разном возрасте [10], полученными с использо-
ванием импортных тест-систем [10, 24]. Показано, что 
уровень оАМГ у мальчиков (0-10 лет) существенно вы-
ше, чем у девочек, и значительно снижается с возрас-
том, приближаясь по значению к женскому (рис. 2, а). 
Содержание активированной формы гормона (рис. 2, б) 
в сыворотках крови детей сильно коррелировало с уров-
нем оАМГ (коэффициент корреляции Пирсона R=0.965, 
p<0.001), однако было обнаружено важное половое и 
возрастное различие в соотношении уровней аАМГ и 
общего гормона (рис. 2, в). У мальчиков раннего возрас-
та (0-10 лет) значение этого отношения достигало 91% 
и было значительно выше, чем у девочек соответствую-
щего возраста (50-60%). У мальчиков старшего возраста 
соотношение сывороточных уровней активированной 
формы гормона и оАМГ снижалось примерно до 50% 
и оставалось примерно таким же или слегка увеличива-
лось у девочек (табл. 2). Вероятно, обнаруженные изме-
нения отношения сывороточных уровней аАМГ и оАМГ 
отражают специфическую для пола роль АМГ в постна-
тальном развитии и позволят углубить понимание био-
логии АМГ. 

Обнаруженное увеличение содержания оАМГ в сы-
воротке крови (рис. 3, а) и доли аАМГ при беременно-
сти (рис. 3, в) может быть связано с необходимостью 
временного предотвращения созревания фолликулов, 
торможение дифференцировки которых является одной 
из важнейших биологических функций АМГ в постна-
тальном периоде жизни млекопитающих [3]. Отметим, 

Рис. 3. Уровни двух форм АМГ, определенные с помощью тест-систем 2 (а), 1 (б) и соотношение сывороточных уровней аАМГ 
и оАМГ у женщин с различным репродуктивным статусом (в). На панели В данные представлены как средние величины ± 
ошибка среднего (планки погрешностей). В ряде случаев детектировано низкое содержание в сыворотке крови аАМГ на фоне 
повышенного уровня оАМГ, и наоборот.
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что наблюдаемое в ряде случаев повышение содержания 
активированной формы гормона в сыворотке крови до 
100% также может быть связано с АМГ-индуцируемым 
формированием репродуктивной системы плода по 
мужскому типу [2], что предстоит выяснить в ходе даль-
нейших исследований.

Заключение. Данные, полученные в настоящем иссле-
довании, свидетельствуют об изменении сывороточного 
уровня оАМГ и уровня активированного гормона у чело-
века в зависимости от пола, возраста и репродуктивного 
статуса. С использованием специально разработанных 
тест-систем была исследована динамика сывороточ-
ных уровней прогормона и аАМГ у детей; показано, что 
концентрация обеих форм гормона, как и доля аАМГ у 
мальчиков с возрастом уменьшается, в то время как у де-
вочек остается практически неизменной. Впервые было 
показано, что при беременности происходит не только 
существенное увеличение сывороточного уровня оАМГ, 
но и доли аАМГ. Это явление может быть использовано 
в качестве прогностического признака и ассоциировано 
с развитием репродуктивной системы плода.

Финансирование. Исследование не имело спонсор-
ской поддержки.

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсут-
ствии конфликта интересов.
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Синдром сухого глаза (ССГ) является одной из важ-
ных проблем офтальмологии. Высокая распространен-
ность этого заболевания, стойкий дискомфорт, снижаю-
щий работоспособность и качество жизни, недостаточ-
ная эффективность терапии и расходы на медицинскую 
реабилитацию определяют социальную значимость этой 
патологии во всех странах мира [1–3]. 

Диагностика ССГ строится, во-первых, на оценке 

жалоб и неспецифических симптомов, встречающихся 
и при других заболеваниях глаз, во-вторых, на субъек-
тивном учёте специфических признаков, что затрудняет 
выявление данной патологии, проведение адекватной 
терапии и осуществление объективного контроля её 
результатов [4-6]. Таким образом, дальнейшее совер-
шенствование лечебно-диагностических мероприятий у 
больных ССГ является актуальной задачей офтальмоло-
гии.

Традиционно в медицинской практике значительное 
внимание уделяется морфологическим методам диагно-
стики. Дифференциальная морфологическая диагности-
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ка учитывает признаки нормы, пограничных состояний 
и собственно патологические признаки в зависимости 
от степени их выраженности. Морфологическая диагно-
стика складывается из обобщения конкретных макро- и 
микроскопических картин, выступающих в качестве 
признаков патологического процесса, что в итоге спо-
собствует пониманию патогенеза болезни в каждом кон-
кретном случае.

Одним из классических морфологических методов 
является цитологическое исследование. К преимуще-
ствам цитологического метода можно отнести простоту 
приготовления препарата для исследования, малую трав-
матичность для больного, возможность получения диа-
гностически значимого материала из труднодоступных 
и нежелательных для открытой биопсии мест, возмож-
ность срочного интраоперационного (в том числе не-
однократного) исследования малого объема материала. 
Это важно не только на этапе диагностики заболевания, 
но в ряде случаев и для динамического наблюдения за 
процессом лечения той или иной патологии. Основные 
характеристики цитологического метода исследования 
позволяют применять его в офтальмологии, в том числе 
в диагностике и мониторинге заболеваний передней по-
верхности глаза [7].

Цель настоящего исследования: провести анализ 
клеточного состава отпечатков конъюнктивы глазного 
яблока и оценить возможности цитоморфологического 
метода исследования в диагностике ССГ. 

Материал и методы. В исследовании включены 60 
пациентов, (55 женщин, 5 мужчин) в возрасте от 25 до 80 
лет с клиническим диагнозом ССГ.  Контрольную группу 
составили 12 человек без заболеваний глаза. Всем паци-
ентам проведено комплексное обследование: оценка субъ-
ективного улучшения состояния по опроснику «Индекс 
поражения поверхности глаза» (Ocular Surface Disease 
Index, OSDI), пробы с окрашиванием флюоресцеином и 
лиссаминовым зеленым, определение времени разрыва 
слезной пленки (ВРСП) и тест Ширмера для выявления 
положительной динамики объективных показателей [8].

Материал для цитологического исследования полу-
чали малоинвазивным, не требующим предварительной 
анестезии импрессионным методом. Суть метода заклю-
чается в исследовании отпечатков с эпителия, получен-
ных с помощью миллипорового фильтра. Для оценки 
состояния эпителия бульбарной и тарзальной конъюн-
ктивы глазного яблока, в том числе и бокаловидных 
клеток, нами был применен модифицированный метод 
импрессионной цитологии [9].

При этом исследовании между отведенным нижним 
веком и глазным яблоком помещалась полоска милли-
порового фильтрастандартных размеров: 5х5 мм. Затем 
проводилось соприкосновение нижнего века с поверх-
ностью глазного яблока с небольшим давлением. При 
следующем отведении нижнего века извлекалась по-
лоска фильтра с «отпечатанными» на обеих ее поверх-
ностях эпителиальными клетками как бульбарной, так и 
тарзальной конъюнктивы. Затем обе поверхности филь-
тра отпечатывали на обезжиренном предметном стекле. 

Предметные стекла с отпечатками высушивали на 
воздухе, окрашивали азур-эозином по Паппенгейму и 
исследовали при световой микроскопии, увеличение 
х100, х400. В представленной работе анализировали 
только информативный цитологический материал.

Результаты и обсуждение. Известно, что эпителий 
конъюнктивы состоит из трех слоев клеток: глубокого 

слоя цилиндрических клеток, среднего слоя полигональ-
ных клеток, поверхностного слоя плоских или низких 
кубических клеток и рассеянных по поверхности бока-
ловидных клеток, секретирующих слизь [10].

Анализ исследованных цитограмм показал, что в 
материале с конъюнктивы могут быть обнаружены не-
сколько разновидностей клеток:

1 – незрелые эпителиальные клетки (изолированные, 
в группах до 10, в скоплениях более 10 клеток) (рис. 1, 
см. обложку);

2 – зрелые (функционально активные) эпителиаль-
ные клетки цилиндрической формы, так называемые бо-
каловидные клетки (разрозненные 0-1-3 в поле зрения, 
в группах до 10 клеток, в скоплениях более 10 клеток) 
(рис. 2, см. обложку);

3 – уплощенные эпителиальные клетки (функцио-
нально неактивные) (разрозненные 0-1-3 в поле зрения, 
в группах до 10 клеток, в скоплениях более 10 клеток) 
(рис. 3, см. обложку);

4 – безъядерные клетки плоского эпителия (чешуйки, 
гиперкератоциты) (разрозненные 0-1-3 в поле зрения, в 
группах до 10, в скоплениях более 10 клеток) (рис. 4, см. 
обложку);

5 – поверхностные клетки и чешуйки плоского эпи-
телия (рис. 5, см. обложку);

6 – лейкоциты (нейтрофилы, гистиоциты, лимфоци-
ты);

7 – бактерии.
При анализе результатов установлено, что отпечатки 

тарзальной и бульбарной конъюнктивы всех пациентов 
без клинических признаков синдрома сухого глаза были 
представлены:

1) группами (до 10 клеток) и скоплениями (более 10 
клеток) эпителиальных клеток кубической формы раз-
мером 15-20 мкм (см.рис. 1). Клетки плотно прилегают 
друг к другу, ядра расположены центрально, цитоплазма 
в виде узкого базофильного ободка;

2) разрозненными и в группах бокаловидными клет-
ками (см. рис. 2);

3) незначительным количеством поверхностных кле-
ток и чешуек плоского эпителия (единичные в препара-
те) (разрозненные и в группах) (см. рис. 5).

Клеточный состав цитологических препаратов отпе-
чатков с конъюнктивы пациентов с клиническими при-
знаками ССГ можно разделить на два варианта. Основ-
ным компонентом первого варианта были чешуйки 
плоского эпителия (гиперкератоциты) (см. рис. 4). Этот 
вариант цитограмм установлен у 19 (32%) обследован-
ных пациентов. Для второго варианта (41 (68% пациен-
тов) были характерны группы и скопления уплощенных 
эпителиальных клеток (см.рис. 3), гиперкератоциты (в 
группах и скоплениях) и небольшое количество бокало-
видных клеток (до пяти в препарате).

Проведенные исследования показали, что при ССГ в 
эпителии конъюнктивы отсутствуют функционально ак-
тивные бокаловидные клетки, секретирующие слезу, или 
значительно уменьшается их количество.  Также не выяв-
ляются признаки пролиферации незрелых эпителиальных 
клеток, а, напротив, активизируются процессы клеточной 
гибели, о чем свидетельствуют гиперкератоциты. Проис-
ходит корнификация (кератинизация) эпителия конъюн-
ктивы. Гиперкератоциты - тупик эволюции эпителиаль-
ной клетки, один из вариантов клеточной гибели [11].

Метод импрессионной цитологии может быть ис-
пользован не только для диагностики ССГ, но и для про-
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ведения контроля за эффективностью проводимого ле-
чения с возможной его коррекцией вплоть до получения 
конечного результата лечения. Таким образом, примене-
ние в практике способа импрессионной цитологии по-
зволяет: 1) стандартизировать условия взятия клеточно-
го материала с тарзальной и бульбарной конъюнктивы; 
2) повысить точность диагностики ССГ; 3) неинвазивно 
и объективно в динамике проводить оценку муцинпро-
дуцирующей активности эпителиальной выстилки.

Проведенные исследования еще раз показали, что 
морфология, будучи фундаментальной наукой, остается 
неотъемлемой частью клинико-экспериментального ис-
следовательского направления в медицине и, в частно-
сти, в офтальмологии.

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсут-
ствии конфликта интересов.

Финансирование. Исследование не имело спонсор-
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НОВОЕ В КЛИНИЧЕСКОЙ ЛАБОРАТОРНОЙ ДИАГНОСТИКЕ ДЕРМАТОФИТНЫХ 
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Роль бактерий рода Staphylococcus spp., дрожжевых грибов родов Candida spp., Malassezia spp. при атопическом дерма-
тите (АД) у детей хорошо известна, однако, практически отсутствуют данные о распространённости дерматофит-
ных грибов при этой нозологии. Целью работы явилась оценка результатов обследования детей с АД на носительство 
дерматофитных грибов.
Группа обследованных состояла из 44 детей в возрасте от 1 до 18 лет с диагностированным АД в стадии обострения. 
Для проведения исследования разработан безболезненный для пациента и безопасный для персонала способ забора проб, 
заключающийся в растирании лихенифицированных участков кожи стерильным тупфером, смоченным фосфатным бу-
ферным раствором с Твином 80, и последующим отделением кожных чешуй методом центрифугирования.
При исследовании гидролизованных чешуй использовано максимальное увеличение микроскопа (х1750), зарегистрированы 
различные формы дерматофитных и дрожжевых грибов. Споры дерматофитных грибов встречались с частотой 67,0%, 
дерматофитный мицелий – с частотой 18,3%. Корреляции между частотами обнаружения дерматофитных спор и 
дерматофитного мицелия практически не отмечено (коэффициент Пирсона r=0,236), ни разу мицелий не обнаружен без 
спор, а споры в 73,3% случаев обнаруживались без мицелия. Дрожжевые споры выявлены у 45,2% обследованных, что 
согласуется с данными, полученными ранее культуральным методом, дрожжевой мицелий – у 3,5% пациентов.
Впервые установлена частая встречаемость дерматофитных грибов на поражённых участках кожи при АД, причём в 
подавляющем большинстве случаев в виде спор. Полученные результаты важны для клинической диагностики, поскольку 
от них зависит выбор проводимой терапии.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :   дерматофитные грибы; микроскопия; атопический дерматит; клиническая лабораторная диа-
гностика.
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Role of bacteria Staphylococcus spp., yeasts of Candida spp., Malassezia spp. genera in pathogenesis of atopic dermatitis (AD) in 
infant patients is well known. However, no data concerning the incidence of dermatophytes in such disease entity were obtained. 
Aim of the study was estimation of  dermatophytes carriage in children with AD.
Group of patients involved 44 persons 1 to 18 years old with clinically diagnosed acute AD. Especially for the study a method of 
skin scales collection was created: painless for patients and safe for medical personnel. The method is based on following stages 
– rubbing of lichenificated skin zones with sterile swab which was preliminary saturated with phosphate/Tween 80 buffer pH 7,9 
and centrifuging of the suspension for sedimentation of skin scales.
Microscopic examination of hydrolyzed scales was carried out at maximal magnification x1750, at that different dermatophyte and yeast 
fungal forms were registered. Spores of dermatophyte fungi were detected with 67,0% frequency, whereas dermatophyte mycelium - with 
18,3% frequency. No correlation between dermatophyte spores and mycelium was found out (Pirson`s coefficient r=0,236), however no 
mycelium without spores was detected, but in 73,3% of cases spores occurred without mycelium. Yeast spores were detected in 45,2% of 
patients – this fact is agreed with data obtained earlier by the seeding method, but yeast mycelium was found out in 3,5% of patients.
Therefore frequent occurrence of dermatophyte fungi on the skin of AD infants is revealed for the first time. At that dermatophytes 
were found out to exist more often in the form of spores. These results are important for choice of the further therapy.
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Введение. В патогенезе атопического дерматита (АД) 
немаловажную роль играют микробные аллергены, сре-
ди которых часто упоминаются аллергены дрожжевых 
и плесневых грибов [1-3], значительно реже – дермато-
фитов [4-7]. Исследования, посвящённые взаимосвязи 
атопии и дерматофитии, проводились на небольших кон-
тингентах взрослых пациентов (всего 68 пациентов за все 
годы), тогда как исследований, посвящённых дерматофи-
тии у детей с АД не обнаружено. Сообщалось о частоте 
обнаружения различных родов дрожжевых грибов при 
АД [3]. Эти данные получены в результате посевов мето-
дом отпечатков или смывов на селективные среды и иден-
тификации грибов классическими микробиологическими 
методами. Обычно врач-аллерголог направляет ребёнка с 
АД именно на такое исследование кожной микрофлоры, 
хотя при этом посевы на дерматофитные грибы не произ-
водятся. Причиной этого является, в основном, длитель-
ность их культивирования и идентификации. В данном 
случае в помощь врачу служит микроскопия, результаты 
которой в большой степени обусловлены квалификацией 
персонала и качеством микроскопа.

Цель работы - усовершенствование методов забора 
материала и микроскопии, оценка результатов обследо-
вания детей с АД на носительство дрожжевых и дерма-
тофитных грибов.

Материал и методы. Обследована группа из 44 детей в 
возрасте от 1 до 18 лет (медиана 10 лет) с диагностирован-
ным АД в стадии обострения. Сбор кожных чешуй произ-
водили с лихенифицированных участков кожи следующим 
образом. Готовили раствор 0,1 М фосфатного буфера с 
Твином 80, рН 7,9: к 100 мл дистиллированной воды добав-
ляли 1,96 г К2НРО4*3Н2О и 0,1 мл Твина 80, рН доводили 
до 7,9 с помощью 10% раствора КОН, стерилизовали при 
0,5 амт в течение 30 мин. В пробирку Эппендорф вносили 
0,7 мл данного буферного раствора, в который обмакивали 
стерильный тупфер (палочку с ватиком), отжимали о стен-
ку пробирки для удаления излишков жидкости. Увлажнён-
ным тупфером растирали поражённый участок кожи, по-
сле чего тупфер промывали в той же пробирке, отжимали, 
процедуру повторяли 3-4 раза до тех пор, пока суспензия 
в пробирке не становилась очень мутной. Полученную су-
спензию центрифугировали со скоростью 15000 об/мин в 
течение 5 мин, супернатант удаляли, полученный осадок 
заливали раствором едкого кали с 
диметилсульфоксидом, оставляли 
на ночь при комнатной температу-
ре [8].

Полученный гомогенат ми-
кроскопировали при суммарном 
увеличении в 1750 раз (рис. 1, а 
– г, см.обложку). Обилие обна-
руженных морфотипов грибов в 
среднем в 10 полях зрения вы-
ражали в баллах: 0 – означало 
отсутствие; 1 балл – наличие в 
среднем 1-2 клеток в поле зре-

ния; 2 балла – от 3 до 5; 3 балла - 6 и выше.
Расчёт коэффициентов корреляции Пирсона прово-

дили с помощью программы Microsoft Excell. Расчёт 
коэффициентов Манна-Уитни, свидетельствующих о 
наличии/отсутствии значимости различий между пока-
зателями, проводили с помощью автоматической про-
граммы [9].

Результаты. Результат по частоте носительства дрож-
жей (см. таблицу) согласуется с результатом, ранее полу-
ченным культуральным методом [3], обращает на себя 
внимание отсутствие дрожжевого мицелия. 43,2% детей 
являлись одновременно носителями и дрожжей и дерма-
тофитов. Из 44 детей у 35 на коже обнаружены дермато-
фиты, причём у 11 человек – на локтевых сгибах и кистях, 
у 8 – на лице, у 6 – на подколенных ямках и стопах, у 
4 – на груди и спине, у 4 – на волосистой поверхности 
головы, у 1 – на лобке и у 1 – за ухом. Корреляции между 
частотами обнаружения дерматофитных спор и дермато-
фитного мицелия практически не отмечено (коэффици-
ент Пирсона r=0,236), ни разу мицелий не обнаружен без 
спор, споры в 73,3% случаев обнаруживались без мице-
лия. Достоверность различий между обилием (и часто-
той встречаемости) дерматофитных и дрожжевых спор 
лежит в области значимости по критерию Манна-Уитни: 
0.01≤p≤0.05. Возраст и пол пациентов не коррелировали 
с частотой обнаружения дерматофитных спор/ мицелия и 
дрожжевых спор/ мицелия (см. таблицу).

Обсуждение. О случаях обнаружения поверхностной 
трихофитии у детей в Московском регионе сообщалось ра-
нее [10], рост заболеваемости авторы связывали с низким 
уровнем санитарно-просветительной работы, некачествен-
ной дезинфекцией спортинвентаря и др. Детей с АД мож-
но небезосновательно считать группой риска при инфици-
ровании не только S. aureus и дрожжами [11], но и дерма-
тофитными грибами. Термин «атопико-дерматофитозный 
синдром» впервые введен для обозначения роли аллерге-
нов дерматофитов в хроническом течении АД у взрослых 
пациентов [4]. Нам не удалось обнаружить работ, касаю-
щихся такого явления у детей. Проведение исследования в 
данном направлении имеет важное клиническое значение, 
поскольку от его результатов во многом может зависеть 
успех назначаемого лечения.

Важным моментом при работе с пациентами детско-

Обнаружение морфотипов микроорганизмов в чешуях кожи пациентов с атопическим 
дерматитом

Показатели носитель-
ства

Бактерии Дерматофитные грибы Дрожжевые грибы
кокки палочки мицелий споры мицелий споры

Частота встречаемо-
сти, % 13,9 81,7 18,3 67,0 3,5 45,2

Обилие (баллы), ср. 
знач. ± ср. откл. 0,33±0,57 2,47±0,65 0,22±0,36 1,87±1,07 0,04±0,08 0,89±0,96

Корреляция показателя 
с полом пациентов -0,083 -0,088 -0,047 -0,044 0,044 -0,058

Корреляция показателя 
с возрастом пациентов -0,208 -0,102 0,138 -0,016 0,128 0,023
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го возраста является наличие удобного, быстрого, без-
болезненного для пациента и безопасного для персо-
нала способа забора проб. Традиционным методом от-
бора образцов кожных чешуй является соскоб, однако, 
его недостатки в данном случае совершенно очевидны. 
Нами разработан новый способ забора проб у детей с 
атопическим дерматитом, позволяющий быстро, безбо-
лезненно и качественно брать необходимое количество 
материала. Способ заключается в многократном смы-
ве чешуй с поверхности кожи с помощью стерильного 
тупфера, периодически погружаемого в специальный 
буферный раствор, с последующим удалением водной 
фракции и обработкой фракции, содержащей клетки.

Другой важный момент – традиции микроскопии 
образцов кожи. Обычно диагноз «дерматофития» вы-
ставляют на основании наличия мицелиальных форм 
грибов. По нашему глубокому убеждению огромное 
значение имеет не только мицелий, но и споры, по-
скольку у диморфных грибов эти две формы являются 
лишь различными стадиями размножения [12]. В этой 
связи квалификация исследователя играет не послед-
нюю роль, т. к. «узнавание» спор при их морфологиче-
ском разнообразии – процесс довольно сложный, ведь 
в монографиях и пособиях приведены в основном те 
морфотипы, которые образуются при культивировании 
грибов вне организма на питательных средах. Морфоти-
пы грибов, встречающиеся в патологическом материале, 
разнообразнее тех, что имеют место при лабораторном 
культивировании. Большое значение имеет увеличение 
микроскопа. В подавляющем большинстве клинических 
лабораторий максимальное суммарное увеличение ми-
кроскопов составляет х900, тогда как в данной работе 
использован микроскоп с увеличением х1750, что значи-
тельно облегчило идентификацию грибов.

Из полученных результатов следует, что дерматофит-
ные грибы на коже пациентов с АД встречаются чаще и 
в большем обилии, чем дрожжевые. Часто имеет место 
одновременное носительство дрожжевой и дерматофит-
ной микробиоты. Локализация дерматофитов и дрожжей 
соответствует участкам с лихенифицированной кожей. 
Обращает на себя внимание высокая частота обнару-
жения спор дерматофитов при отсутствии мицелия (в 
73,3% случаев). Это позволяет сделать вывод о высокой 
вероятности ложноотрицательных результатов при тра-
диционной микроскопии.

Что касается бактериальной микробиоты, важно от-
метить, что частота обнаружения кокков на коже паци-
ентов с АД при микроскопии значительно ниже, чем 
культуральным методом (14% против 95%) [11]; палоч-
ковидные бактерии, причём в высоком обилии, пред-
ставлены, очевидно, родом Propionibacterium spp., о чём 
свидетельствуют с одной стороны размеры и форма об-
наруживаемых клеток, с другой – данные литературы и 
собственные данные [13, 14].

Выводы:
1. Усовершенствован метод пробоподготовки мате-

риала кожных чешуй и последующей микроскопии.
2. Проведена оценка результатов обследования детей 

с АД на предмет носительства дрожжевых и дермато-
фитных грибов.

3. Установлена высокая частота обнаружения спор 
дерматофитных грибов наряду со спорами дрожжевых 
грибов в кожных чешуйках детей с АД.

4. Полученные результаты могут быть полезны в клини-
ке, поскольку от них зависит выбор проводимой терапии.
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Чеканова Т.А.1, Неталиева С.Ж.2, Шпынов С.Н.3, Бабаева М.А.2, Костарной А.в.1 

РЕТРОСПЕКТИВНАЯ СЕРОЛОГИЧЕСКАЯ ДИАГНОСТИКА РИККЕТСИОЗОВ 
ГРУППЫ КЛЕЩЕВОЙ ПЯТНИСТОЙ ЛИХОРАДКИ НА ТЕРРИТОРИИ ВЫСОКОГО 
РИСКА ИНФИЦИРОВАНИЯ RICKETTSIA CONORII SUBSP. CASPIA
1ФГБУ «Национальный исследовательский центр эпидемиологии и микробиологии имени почетного академика  
Н.Ф. Гамалеи» Минздрава РФ, 123098, Москва, Россия; 
2ГБУЗ Астраханской области «Областная инфекционная клиническая больница имени А.М. Ничоги», 414011, 
Астрахань, Россия; 
3ФБУН «Омский научно-исследовательский институт природно-очаговых инфекций» Роспотребнадзора, 644080, Омск, 
Россия

Ретроспективно изучены 723 сыворотки крови 537 пациентов, госпитализированных в областную инфекционную боль-
ницу Астрахани в период высокой активности в регионе клещей рода Rhipicephalus (май-сентябрь 2015 г), на наличие 
IgG/IgM к антигенам риккетсий группы клещевой пятнистой лихорадки (КПЛ). IgG и/или IgM к Rickettsia conorii выяв-
лены в 145 сыворотках крови 130 пациентов, при этом антитела к R. sibirica (группоспецифические) – в 143 сыворотках 
из вышеуказанных 145. Антитела к R. conorii выявлены в сыворотках крови 71,4% пациентов с предварительным диа-
гнозом «астраханская пятнистая лихорадка» (АПЛ), 28,4% пациентов с диагнозом «острая респираторная вирусная 
инфекция», 19,1% с диагнозом «вирусная инфекция неясной этиологии» и 40% больных с симптомами аденовирусной 
инфекции (АВИ). Острый риккетсиоз, с высокой вероятностью - астраханская пятнистая лихорадка (АПЛ), сероло-
гически обоснован для 71 пациента. Дана оценка срокам выявления IgM/IgG к R. conorii и их динамики в сыворотках 
крови серопозитивных к антигенам риккетсий группы КПЛ пациентов с различными предварительными диагнозами. У 
пациентов c симптомами АВИ антитела класса М к R. conorii выявляли на более позднем сроке, по сравнению с другими 
группами. На территории с высоким риском инфицирования R. conorii subsp. сaspia следует дифференцировать выявляе-
мые в сыворотках крови специфические антитела на диагностические и анамнестические. Требуется изучение причин 
серонегативности при отсутствии молекулярно-биологических маркеров приблизительно в трети случаев у пациентов с 
клиническими признаками, характерными для АПЛ, а также совершенствование препаратов и алгоритмов диагностики 
риккетсиозов группы КПЛ. 

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  астраханская пятнистая лихорадка; риккетсиозы группы клещевой пятнистой лихорадки; Rick-
ettsia conorii; иммуноферментный анализ; IgG и IgM. 
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серологическая диагностика риккетсиозов группы клещевой пятнистой лихорадки на территории высокого риска  Rick-
ettsia conorii subsp. сaspia. Клиническая лабораторная диагностика. 2019; 64 (6 ): 354-359
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Chekanova T.A.1, Netalieva S.Zh.2, Shpynov S.N.3, Babaeva M.A.2, Кostarnoy A.V. 1

RETROSPECTIVE SEROLOGICAL DIAGNOSTICS OF SPOTTED FEVER GROUP RIKKETSIOSES IN HIGH 
RISK AREAS OF RICKETTSIA CONORII SUBSP. CASPIA INFECTION
1N. F. Gamaleya National Research Center for epidemiology and Microbiology, 123098, Moscow, Russia; 
2 a.M. Nichogi Regional Infectious Clinical hospital, 414011, astrakhan, Russia; 
3 Omsk Research Institute of Natural Focal Infections, 644080, Omsk, Russia
723 blood sera from 537 patients of Regional Infectious Clinical Hospital, Astrakhan were obtained during high activity 
period of Rhipicephalus ticks (May-September 2015) and retrospectively studied for IgG/IgM to antigen of spotted fever 
group (SFG) Rickettsia. IgG and/or IgM to Rickettsia conorii were detected in 145 sera from 130 patients, and antibodies to 
R. sibirica (group-specific) were detected in 143 sera from 145. Antibodies to R. conorii were detected for 71,4% patients with 
Astrakhan spotted fever (ASF), for 28,4% patients with acute respiratory viral infection, for 19,1% patients with infection 
of unspecified etiology and for 40% patients having symptoms of a adenovirus infection. Acute rickettsiosis, provably ASF, 
is serologically validated for 71 patients. Dynamic of IgM/IgG to R. conorii in sera of patients having different preliminary 
diagnoses is discussed. IgM to R. conorii in sera of patients having adenovirus infection symptoms were detected at a later 
time as compared with others. For regions of high risk of R. conorii subsp. caspia infection the differentiation of diagnostic 
and anamnestic specific antibodies is very important. The absence of serological and molecular biological markers in third 
of patients with ASF symptoms is necessary to study. Preparations and algorithms for diagnosis of SFG rickettsioses are 
needed to improve.
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Астраханская пятнистая лихорадка (АПЛ) – острая 
зоонозная инфекция, возбудителем которой является 
Rickettsia conorii, подвид caspiа из группы клещевой 
пятнистой лихорадки (КПЛ). АПЛ регистрировалась в 
Астраханской области с 70-х годов XX века как «вирус-
ная экзантема неясной этиологии» с клиническими про-
явлениями, характерными для средиземноморской (мар-
сельской) пятнистой лихорадки, спустя 20 лет доказана 
её риккетсиальная этиология. Штаммы R. conorii subsp. 
caspia выделены из крови больных, гемолимфы клещей 
Rhipicephalus pumilio, снятых с собак, кошек, ежей. По-
мимо трансмиссивного механизма передачи возбудителя 
возможен контактный, аэрогенный пути инфицирования 
посредством попадания гемолимфы раздавленного кле-
ща/нимфы на конъюнктиву глаза, слизистую оболочку 
носа, при вдыхании инфицированного материала. АПЛ 
с острым началом, высокой температурой и макулопа-
пулёзной (розеолёзно-пятнистой), реже с геморрагиче-
скими проявлениями сыпью регистрируется, как прави-
ло, в весенне-осенний период, приходящийся на сроки 
активного паразитирования половозрелых клещей рода 
Rhipicephalus и их нимф [1-4]. Согласно данным Роспо-
требнадзора заболеваемость АПЛ, регистрация которой 
как отдельной нозологической формы риккетсиоза ве-
дется с 2013 года, не имеет тенденции к снижению.

Ведущая роль в диагностике АПЛ принадлежит 
клинико-эпидемиологическим данным. Для её верифи-
кации от ряда других инфекций со сходными клиниче-
скими симптомами необходимо лабораторное подтверж-
дение.

Цель работы – ретроспективное исследование нали-
чия специфических IgG и IgM к антигенам риккетсий 
группы КПЛ в сыворотках крови пациентов, проживаю-
щих в регионе с высоким уровнем риска инфицирования 
R. conorii subsp. caspia и госпитализированных с различ-
ными направительными (первичными) диагнозами в ин-
фекционную больницу в сезон активности клещей рода 
Rhipicephalus.

Материал и методы. В мае-сентябре 2015 г. полу-
чены 723 сыворотки крови от 537 пациентов, госпита-
лизированных в ГБУЗ АО «Областная инфекционная 
клиническая больница им. А.М. Ничоги», из которых 
145 несовершеннолетних (средний возраст 7,3±5,0) 
и 392 взрослых (средний возраст 43,3±16,5). Лихо-
радка являлась ведущим клиническим симптомом у 
большинства пациентов. По совокупности клинико-
эпидемиологических данных предварительный диагноз 
«АПЛ» поставлен 28 пациентам (5,2%). 67 пациентов 
(12,5%) имели клиническую картину, характерную для 
острой респираторной вирусной инфекции (ОРВИ). У 
52 госпитализированных лиц (9,7%) отмечен симпто-
мокомплекс, характерный для аденовирусной инфек-
ции (АВИ). Прочие направительные диагнозы (острая 

кишечная инфекция, вирусный гепатит, инфекционный 
мононуклеоз, серозный менингит, коксиеллез) состави-
ли 5,2% случаев (28 пациентов). 362 пациентам (67,4%) 
предварительный диагноз сформулирован как «вирус-
ная инфекция неутонченной этиологии» (ВИНЭ).

От 363 больных на 6,7±3,4 день с начала регистрации 
клинических симптомов получены сыворотки крови и от 
174 пациентов парные сыворотки: первый образец полу-
чен на 6,5±2,8 день болезни, приходящийся, как правило, 
на начало госпитализации; второй - на 10,5±3,5 день; у 
10 пациентов на 12,8±3,5 день с начала проявления кли-
нических симптомов дополнительно проведён третий 
забор крови с целью получения сыворотки. Такие вре-
менные интервалы забора крови для получения парных 
сывороток обусловлены необходимостью исключения 
ряда острых заболеваний арбовирусной/флавивирусной 
этиологии. Сыворотки крови хранились при -18-20ºC. В 
дальнейшем они исследованы на наличие антител IgM и 
IgG к антигенам риккетсий группы КПЛ с применени-
ем разработанных в ФГБУ «НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи» 
экспериментальных иммуноферментных тест-систем на 
основе инактивированных цельнорастворимых/раство-
римых антигенов R. conorii и R. sibirica subsp. sibirica 
(штамм «Нецветаев»), накопление которых проводилось 
в овокультурах (желточных мешках развивающихся ку-
риных эмбрионов).

На первом этапе проводили скрининг в ИФА сыво-
роток крови в начальном разведении 1: 40 с целью ис-
следования на наличие IgG и 1: 20 для выявления IgM 
к R. conorii с определением конечных титров в позитив-
ных образцах. Поскольку риккетсиальные антигены, по-
лученные из овокультур, содержат примеси последних, 
а в исследуемых образцах встречаются перекрестно-
реагирующие с антигенами тканей куриных эмбрионов 
антитела (аллергия, повышенный уровень антител при 
ряде заболеваний), для повышения специфичности экс-
периментальных тест-систем разработан раствор для 
разведения образцов (РРО), позволяющий сократить 
количество ложноположительных реакций. Образцы, 
показавшие положительный результат с R. conorii, до-
полнительно исследованы в ИФА на наличие антител 
к контрольному антигену, представляющему собой го-
могенизат стенок желточного мешка незараженных 
риккетсиями развивающихся куриных эмбрионов. При 
регистрации положительной иммунореактивности ис-
следуемого образца с контрольным антигеном при ис-
пользовании вышеупомянутого РРО, результаты ИФА 
на наличие антител к R. conorii не учитывались. Серопо-
зитивные к R. conorii образцы исследовали на наличие 
IgG и IgM к R. sibirica с оценкой их конечных титров.

В 2015 г. в клинико-диагностической лаборатории 
инфекционной больницы избирательно проводились 
молекулярно-биологические исследования на наличие 
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ДНК R. conorii методом полимеразной цепной реакции 
(ПЦР) в лейкоцитарном осадке крови пациентов с по-
дозрением на АПЛ с помощью экспериментального 
набора реагентов «АмплиСенс®Rickettsia conorii-FL» 
(ФБУН ЦНИИ эпидемиологии Роспотребнадзора, набор 
зарегистрирован в 2018 г.). Молекулярно-биологические 
исследования носили научно-исследовательский харак-
тер.

Статистическую обработку данных проводили в Mi-
crosoft Excel 2003.

Результаты. Серодиагностика риккетсиозов груп-
пы КПЛ с использованием растворимых/цельнораство-
римых антигенов является группоспецифической. При 
этом антиген R. sibirica, как более доступный в РФ пре-
парат, нередко используется не только для лаборатор-
ной верификации сибирского клещевого тифа Северной 
Азии (клещевого риккетсиоза), но и других риккетсио-
зов группы КПЛ (например, марсельской лихорадки) 
[5]. Принимая это во внимание, проведён первичный 
скрининг сывороток в ИФА на наличие IgG/IgM к R. 
conorii с последующей оценкой в выявленных положи-
тельных образцах антител к R. sibirica. IgG и/или IgM к 
R. conorii выявлены в 145 сыворотках крови, принадле-
жавшим 130 пациентам. В числе 130 серопозитивных 
к R. conorii пациентов 47 несовершеннолетних, из них 
в возрасте 2-9 лет – 32. Антитела к R. sibirica, являю-
щимися по сути группоспецифическими, обнаружены 
в 143 сыворотках из 145 упомянутых выше, при этом с 
превышением титра антител к R. conorii (включая дву-
кратное) в 109 образцах от 96 лиц, одинаковым титром 
в 23 образцах, с более высоким титром антител к R. 
sibirica в 11 случаях. Показатель «иммунной прослой-
ки» к R. conorii среди пациентов, включённых в данное 
исследование, может быть скорректирован, но ввиду 
отсутствия чёткой серологической дифференцировки 
внутри группы КПЛ это требует осторожности. Далее 
изложены только данные изучения в сыворотках крови 
антител к R. conorii.

Антитела IgМ к R. conorii выявляли с 1 дня, приходя-
щегося, как правило, на день госпитализации, до 22 дня 
наблюдения (в среднем, на 8,4±4,7 день), IgG – с 1 по 30 
день наблюдения (в среднем, на 8,1±4,1 день).

Исследование парных сывороток крови от 174 па-
циентов позволило у 34 вывить антитела к R. conorii, 
причём у 10 лиц в образцах, полученных, в среднем, с 
недельным интервалом, определены IgG (титры 1:40-
1:320) без изменения динамики, что может свидетель-
ствовать о перенесённом ранее риккетсиозе. Сероковер-
сия в парных сыворотках крови к R. conorii отмечена в 
24 случаях из 174.У 13 пациентов после серонегативно-
го результата тестирования в ИФА первой сыворотки во 
второй обнаружены антитела к R. conorii: в 6 случаях 
– IgМ в титрах 1:40-1:80 на 8,8±2,1 день с начала реги-
страции клинических симптомов; у 6 больных – IgG в 
начальных титрах 1:40 на 9,8±2,8 день заболевания; у 
одного пациента на 14 день болезни одновременно де-
тектированы антитела обоих классов (IgM – 1:40, IgG 
– 1:80). Первые негативные в ИФА сыворотки крови по-
лучены, в среднем, на 5,8±2,1 день. 

Опишем серологическую картину 11 пациентов, 
у которых отмечена динамика титров антител. У двух 
пациентов на 5-6 день с начала регистрации симптомов 
заболевания выявлены IgМ к R. conorii в титрах 1:160, 
спустя 7-9 дней наряду с IgM (титры 1:40 и 1:80) де-
тектировали IgG (титры 1:80 и 1:40, соответственно). У 

трёх пациентов в первой сыворотке выявлены антите-
ла обоих классов к R. conorii (6,7±2,5 день), во второй 
сыворотке крови (11,0±3,9 день) – только IgG, причём 
с увеличением титра в 4 раза. В парных сыворотках 6 
пациентов выявлены только IgG к R. conorii с 4-кратной 
сероконверсией со средним временным интервалом 
9,5±1,3 день после первого забора крови.

Наибольший интерес представлял анализ ретроспек-
тивного изучения серопозитивности к R. conorii в груп-
пе 28 пациентов с предварительным диагнозом «АПЛ». 
В сыворотках крови 20 пациентов из 28 выявлены IgG 
и/или IgM к R. conorii. ДНК R. conorii в лейкоцитарном 
осадке крови пациентов обнаружена в 4 клинических 
образцах из 15 исследуемых (табл. 1).

В исследовании доступны парные сыворотки крови 
только двух пациентов, при этом изменение динамики 
антителообразования отмечено в обоих случаях, что сви-
детельствовало в пользу острого/текущего риккетсиоза.  
У одного пациента на 9 день заболевания выявлены спец-
ифические антитела IgG и IgM в титрах 1: 80 (при одно-
временном обнаружении в лейкоцитарном осадке крови 
ДНК возбудителя), спустя 7 дней определены только IgG к 
R. conorii в титре 1:320, результат в ПЦР – отрицательный. 
Пациенту с предварительным диагнозом «ВИНЭ» (на 5 
день болезни в экспериментальной тест-системе выявле-
ны IgM к R. conorii, титр 1:40) на 15 день, на основании 
клинико-эпидемиологических данных, диагноз изменен на 
«АПЛ» (ретроспективный анализ в ИФА - определены IgM 
и IgG к R. conorii, ПЦР-исследование не проводилось).

В сыворотках крови 8 пациентов из 28 с предвари-
тельным диагнозом «АПЛ» не обнаружены IgM и IgG к 
R. conorii, при этом результат ПЦР отрицательный. Сыво-
ротки крови получены, в среднем, на 4,5±1,3 день заболе-
вания, ПЦР-исследование проведено в эти же сроки.

Представлял интерес оценки средних сроков выяв-
ления IgM, IgG и суммарных антител к R. conorii в сы-
воротках крови серопозитивных к антигенам риккетсий 
группы КПЛ пациентов, госпитализированных в инфек-
ционную больницу с различными первичными диагно-
зами (табл. 2).

Обсуждение. Серологическая диагностика риккет-
сиозов группы КПЛ в РФ, включая АПЛ, сопряжена с 
рядом трудностей по причине дефицита зарегистриро-
ванных в Росздравнадзоре диагностических препаратов 
соответствующего назначения. Для практического при-
менения рекомендованы «Диагностикум риккетсиозный 
Сибирика для РСК» (ФГУП «НПО «Микроген») и имму-
ноферментные тест-системы для определения IgG/IgM 
к R. conorii производства Vircell, Испания. Нужно учи-
тывать группоспецифический характер серологической 
диагностики риккетсиозов группы КПЛ по причине ис-
пользования для диагностических целей растворимого 
(группоспецифического) антигена, что дополнительно 
подтвердили полученные данные.

При первичном обращении пациентов к врачу АПЛ 
часто расценивается как острое респираторное заболе-
вание, лихорадка неясного генеза. Несмотря на наличие 
характерного симптомокомплекса, верный направитель-
ный диагноз ставится лишь в половине случаев [6]. Не-
обходимо лабораторное подтверждение диагноза, одна-
ко факт наличия специфических антител в сыворотке 
крови пациента, особенно IgG, не является достаточным 
основанием для установления риккетсиальной этиоло-
гии заболевания. Классическим подтверждением остро-
го риккетсиоза считается 4-кратная сероконверсия спец-
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ифических антител в парных сыворотках крови, взятых 
с оптимальным временным интервалом. В пользу остро-
го риккетсиоза может свидетельствовать наличие в сы-
воротке крови ранних специфических IgM-антител.

Согласно полученным данным ретроспективного 
серологического анализа текущая риккетсиальная ин-
фекция (вероятно, АПЛ) не исключена у 71 пациента 
(13,2% от числа госпитализированных в инфекционную 
больницу в период высокой активности клещей рода 
Rhipicephalus). В эту группу вошли:

– 20 пациентов с клиническими симптомами острого 
риккетсиоза – первичный диагноз «АПЛ», подтверж-
дённый лабораторно,

– 24 пациента с отмеченной в парных сыворотках 
крови сероконверсией или изменением динамики ти-
тров специфических антител,

– 27 лиц, в сыворотке крови которых выявлены IgM 
или суммарные антитела к R. conorii.

Учитывая, что парные сыворотки получены, в сред-
нем, с недельным интервалом, что может быть не всег-
да информативным для регистрации динамики титров 
специфических антител при риккетсиозах, вышеуказан-
ные цифры не позволяют в полной мере отразить встре-
чаемость случаев острого риккетсиоза (АПЛ) в структу-
ре инфекционных больных эндемичного региона.

Отсутствие специфических антител у 8 пациентов 

Т а б л и ц а  2
Спектр антител к R. conorii в группах пациентов с различными предварительными клиническими диагнозами

Предварительный клинический диагноз Количество пациентов, содержащих антитела к R. conorii (сроки выявления антител, дни)
IgM IgM+IgG IgG

АПЛ (n=20) 4 (2,8±0,9) 7 (7,2±4,8) 8 (8,0±5,2)
ОРВИ (n=19) 5 (5,2±0,7) 5 (4,9±2,9) 9 (7,1±3,3)
АВИ (n=21) 8 (11,6±5,6) 7 (8,8±3,4) 6 (6,7±1,0)
ВИНЭ (n=69) 17 (7,9±2,9) 9 (6,8±1,8) 43 (7,8±4,3)
Инфекционный мононуклеоз (n=1) - 1 (15) -
Всего пациентов (n=130) 34 29 66

П р и м е ч а н и е . n – количество пациентов.

Т а б л и ц а  1
Изучение в ИФА и ПЦР клинических образцов, полученных от пациентов с предварительным диагнозом «АПЛ»

№ образца Срок забора крови со дня регистрации 
клинических симптомов

Результат тестирования сыворотки крови 
на наличие антител к R. conorii

Результат ПЦР на наличие ДНК R. conorii 
в лейкоцитарном осадке крови

5276 2 IgM положительный
5035 7 IgG положительный
5266* 9 IgG+IgM положительный
5514* 16 IgG отрицательный
6327 15 IgG+IgM н.и.
4950 11 IgG отрицательный
5422 1 IgG+IgM н.и.
6416 8 IgG отрицательный
6582 6 IgG+IgM отрицательный
6720 12 IgG+IgM н.и.
4834 2 IgG отрицательный
6412 4 IgM отрицательный
6490 2 IgG отрицательный
6414 8 IgG+IgM отрицательный
5369 2 IgG отрицательный
6718 12 IgG отрицательный
5367 3 IgM положительный
5508 2 IgM н.и.
5422 1 IgG+IgM н.и.
6608 12 IgG+IgM н.и.
6218 7 IgM отрицательный

П р и м е ч а н и е .* - парные сыворотки крови от одного пациента, н.и. – образец не исследован.
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с клиническими признаками, характерными для АПЛ, 
может свидетельствовать о «серологическом окне», 
имеющем место в ранний период заболевания. В это 
время информативны молекулярно-биологические ис-
следования, которые также не показали наличие ДНК 
возбудителя в лейкоцитарном осадке крови пациентов. 
Эффективность выявления ДНК риккетсий группы КПЛ 
значительно возрастает при использовании в качестве 
материала для исследования смывов с очагов первичных 
аффектов, возникающих на месте присасывания клеща 
[7, 8]. При АПЛ не всегда удается заметить первичный 
аффект, поскольку он выражен неярко, в ряде случаев 
и вовсе отсутствует, когда инфицирование произошло 
не в результате присасывания клеща, а при контактном/
аэрогенном заражении. Ввиду отсутствия парных сыво-
роток крови и других дополнительных сведений сделать 
окончательный вывод об этиологии заболевания упомя-
нутых 8 пациентов, не представилось возможным. На-
ши данные согласуется с наблюдениями других авторов, 
отмечавшими феномен «серонегативности» приблизи-
тельно у трети пациентов с клиническими симптомами 
клещевого риккетсиоза, возбудителем которого является 
представитель группы КПЛ - R. sibiriсa [9].

Практически равнозначные сроки регистрации анти-
тел IgM и IgG, учтённые по всем серопозитивным об-
разцам, могут иметь несколько объяснений. Во-первых, 
инкубационный период при АПЛ может варьировать 
и зависеть от возрастной категории, особенностей им-
мунного статуса пациента, инфицирующей дозы, пути 
инфицирования. Во-вторых, точный срок начала забо-
левания нередко сложно установить. Наибольший инте-
рес представили результаты изучения сроков детекции 
специфических антител в группах серопозитивных к R. 
conorii пациентов с различными клиническими проявле-
ниями или предварительными диагнозами (табл. 2).

У пациентов с первичным диагнозом «АПЛ», под-
тверждённым лабораторно, динамика антителообразо-
вания характерна для большинства первичных острых/
текущих инфекционных заболеваний: вначале детекти-
руется IgM, затем оба класса иммуноглобулинов, поз-
же – IgG. В настоящем исследовании на 2,8±0,9 день 
в сыворотке крови таких пациентов определяли IgM к 
R. conorii, на 7,2±4,8 день – иммуноглобулины классов 
Ми G одновременно, на 8,0±5,2 день - IgG к R. conorii. 
Подобную сероконверсию, но менее выраженную, на-
блюдали в группе 19 пациентов с предварительным диа-
гнозом «ОРВИ», однако IgM выявляли на более позднем 
сроке (5,2±0,7 день, р<0,05), и, вероятно, по причине от-
сутствия в это время сыпи у пациентов, АПЛ изначально 
не предполагалась. Короткий период наблюдения за эти-
ми пациентами не позволил сделать окончательные вы-
воды в отношении их возможного заражения  R. conorii 
subsp. сaspia.

Средние сроки обнаружения IgG и/или IgM к R. 
conorii в крови пациентов с первичным диагнозом «ВИ-
НЭ» были приблизительно одинаковыми. Скорее всего, 
большинство пациентов с наличием специфических IgG 
перенесли риккетсиоз ранее, выявленные антитела яв-
ляются анамнестическими. В этой группе пациентов на-
блюдались случаи вероятного острого/текущего риккет-
сиоза с характерной для этого серологической картиной 
– наличие антител IgМ к R. conorii в сочетании/без IgG 
или сероконверсия в парных сыворотках.

Отметим группу серопозитивных пациентов с пред-
варительным диагнозом «АВИ», установленным, по ха-

рактерному для данной инфекции симптомокомплексу 
(конъюнктивит, острые катаральные явления, лихорад-
ка). Антитела IgМ к R. conorii в этой группе пациентов 
выявлены на более позднем, по сравнению с другими, 
сроке - 11,6±5,6 день со дня регистрации клинических 
симптомов. Риккетсиоз мог развиться после попадания 
гемолимфы заражённого клеща/нимфы на конъюнктиву 
глаза слизистую оболочку носа, приведшему к сходным 
с АВИ клиническим признакам, и, вероятно, при таком 
инфицировании в отличие от трансмиссивного (приса-
сывание клеща), АПЛ имеет более длительный инкуба-
ционный период. Средние сроки регистрации специфи-
ческих IgG к R. conorii в этой группе опережали IgM. 
Серологически такое возможно при рецидиве персисти-
рующих инфекций или при повторном заражении. Кли-
нические случаи повторного заражения риккетсиозами 
группы КПЛ не описаны. Мы не исключаем такую воз-
можность, как и то, что повторное заболевание может 
протекать атипично, вероятно, в отсутствии характерной 
сыпи, что требует дальнейшего наблюдения и изучения.

Сопоставление результатов исследования 723 сы-
вороток крови пациентов инфекционной больницы с 
данными ретроспективного анализа этого клиническо-
го материала в отношении выявления серологических 
маркёров Q лихорадки [10] показало, что в 7 образцах  
(3 пациента с диагнозом «ВИНЭ» и 4 с симптомами 
АВИ) наряду с IgМ к Coxiella burnetii IIфазы выяв-
лены IgM к R. conorii. Не исключено, что клещи рода 
Rhipicephalus, являющиеся переносчиками возбудите-
ля R. conorii subsp. сaspia, могли быть инфицированы 
коксиеллами Бернета или коксиеллоподобными микро-
организмами. Описана высокая встречаемость Coxiella 
burnetii в клещах Rhipicephalus sanguineus, снятых с до-
машних собак [11].

Проведённое ретроспективное исследование законо-
мерно подтвердило высокий процент серопозитивных 
к антигенам риккетсий группы КПЛ пациентов, прожи-
вающих в эндемичном регионе и госпитализированных 
в сезон активности клещей рода Rhipicephalus с при-
знаками острого инфекционного заболевания. Специ-
фические IgG и/или IgM к R. conorii выявлены в 71,4% 
случаях среди пациентов с предварительным диагнозом 
«АПЛ», у 28,4% пациентов с направительным диагно-
зом «ОРВИ», 19,1% с диагнозом «ВИНЭ» и в сыворот-
ках крови 40% пациентов с клиническими симптомами 
аденовирусной инфекции. Сопоставление наличия се-
рологических и молекулярно-биологических маркёров 
с предварительными клиническими диагнозами свиде-
тельствует о том, что эндемичный риккетсиоз (в част-
ности, АПЛ) в начальном периоде/стадии разгара может 
иметь как характерную для него клиническую картину, 
так и протекать стерто или атипично. Последнее зави-
сит от многих факторов, включая пути инфицирования 
(присасывание клеща, контактный или аэрогенный пути 
передачи).

Для подтверждения текущего заболевания риккет-
сиальной этиологии в регионах с высоким риском ин-
фицирования R. conorii subsp. сaspia представляется 
целесообразным дифференцировать диагностические 
и анамнестические специфические антитела по оценке 
динамики их титров в парных сыворотках, полученных 
с оптимальным временным интервалом (желательно, 
не менее 2 нед), либо альтернативным методом, напри-
мер, определением индекса авидности специфических 
антител IgG к антигенам риккетсий группы КПЛ при 
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их наличии. Требуется изучение причин серонегатив-
ности при отсутствии молекулярно-биологических 
маркёров приблизительно в трети случаев у пациентов 
с клиническими признаками, характерными для АПЛ. 
Не вызывает сомнения необходимость дальнейшего со-
вершенствования препаратов и алгоритмов диагностики 
риккетсиозов группы КПЛ.

Финансирование. Исследование не имело спонсор-
ской поддержки.
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Приведены результаты сравнительных испытаний разработанной в ФБУН ГНЦ ПМБ питательной среды «Агар 
Мюллера-Хинтон II – Оболенск» и контрольной питательной среды «Mueller Hinton II Agar» импортного производства 
при определении чувствительности к антимикробным препаратам (АМП) клинических штаммов бактерий с помощью 
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бапенемаз OXA - и NDM-типов у грамотрицательных бактерий. Показана высокая степень совпадения результатов 
определения чувствительности к антимикробным препаратам для двух питательных сред. Показатель согласования ка-
тегорий чувствительности штаммов к АМП (S, I, R) составил 98,2% для диско-диффузионного метода, 94,4-100% – для 
методов Е-тестов и CIM-теста. В рамках Программы импортозамещения успешно разработана отечественная пита-
тельная среда «МХА II-Оболенск», удовлетворяющая требованиям ГОСТ Р ИСО 20776-2-2010 «Клинические лаборатор-
ные исследования и диагностические тест-системы in vitro. Исследование чувствительности инфекционных агентов и 
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К л ю ч е в ы е  с л о в а :  питательная среда; агар Мюллера-Хинтон; диско-диффузионный метод; Е-тесты; CIM-тест; 
грамотрицательные бактерии; грамположительные бактерии.

Для цитирования: Косилова И. С., Домотенко Л. В., Фурсова Н. К., Дентовская С. В., Ершова М. Г., Шепелин А. П. 
Испытания питательной среды отечественного производства «Агар Мюллера-Хинтон II – Оболенск». Клиническая 
лабораторная диагностика.2019; 64 (6): 360-367. DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2019-64-6-360-367
Kosilova I. S.1, Domotenko L. V.1, Fursova N. K.1, Dentovskaya S. V.1, Ershova M. G.2, Shepelin A. P.1

TRIALS OF THE DOMESTICALLY PRODUCED NUTRIENT MEDIUM «AGAR MULLER-HINTON II – OBOLENSK»
1state Research Center for applied Microbiology and Biotechnology of Rospotrebnadzor, 142279, Obolensk, Moscow region, 
Russia;
2state healthcare Institution of the yaroslavl Region «Infectious Clinical hospital No. 1», yaroslavl, Russia
The results of the comparative tests of the «Agar Muller-Hinton II – Obolensk» nutrient medium developed in SRCAMB, Obolensk, 
and the control nutrient medium imported «Mueller Hinton II Agar» are presented in the study. The susceptibility of bacterial clinical 
strains to antimicrobial agents (AMP) was determined by the disc diffusion method and the method of gradient diffusion (E-test). 
The carbapenemase activity of the strains carrying the carbapenemase genes was determined by CIM-test. Total 173 characterized 
bacterial strains of species Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii, Proteus mirabilis, Serratia 
marcescens, Enterobacter aerogenes, Escherichia coli; Photorhabdus spp., Staphylococcus aureus, Enterococcus spp. were used in 
the study, including producers of OXA- and NDM-types carbapenemases for gram negative bacteria. A high degree of coincidence of 
the results obtained on both nutrient media was shown. The consistency index of the strain sensitivity categories to AMPs (S, I, and R) 
was 98.2% for the disc diffusion method, and 94.4-100% – for E-test and CIM-test methods. Thus, within the framework of the Import 
Substitution Program, the domestic nutrient medium «MHA II-Obolensk» has been successfully developed. The nutrient medium 
meets the requirements of GOST R ISO 20776-2-2010 «Clinical laboratory testing and in vitro diagnostic test systems – Susceptibility 
testing of infectious agents and evaluation of performance of antimicrobial susceptibility test devices».

K e y w o r d s :  nutrient medium; Müller-Hinton agar; disc diffusion method; E-test; CIM-test; gram-negative bacteria; gram-
positive bacteria.

For citation: Kosilova I. S., Domotenko L. V., Fursova N. K., Dentovskaya S. V., Ershova M. G., Shepelin A. P. Trials of the domes-
tically produced nutrient medium «Agar Muller-Hinton II – Obolensk». Klinicheskaya Laboratornaya Diagnostika (Russian Clini-
cal Laboratory Diagnostics).2019; 64 (6): 360-367 (in Russ.)  DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2019-64-6-360-367
For correspondence:  Kosilova I.S., Junior Researcher, Laboratory of Nutrient Medium Development; e-mail: kosilova.irina@
gmail.com
Information about authors:
Kosilova I.S., http://orcid.org/ 0000-0003-4020-0894                   Fursova N.K., https://orcid.org/ 0000-0001-6053-2621
Domotenko L.V., http://orcid.org/0000-0002-4785-6418              Dentovskaya S.V., http://orcid.org/0000-0002-1996-8949
Shepelin A.P., http://orcid.org/0000-0002-8253-7527
Conflict of interest. The authors declare no conflict of interest.
Acknowledgment. The study had no sponsorship.

Received 25.04.2019
Accepted 30.04.2019

Для корреспонденции: Косилова Ирина Сергеевна, мл. науч. сотр. лаб. разработки питательных сред; e-mail: kosilova.irina@gmail.com



361

RUssIaN ClINICal laBORatORy DIaGNOstICs. 2019; 64(6)
DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2019-64-6-360-367

MICROBIOlOGy

Введение. Инфекционные болезни, вызываемые бак-
териальными патогенами, во всем мире представляют 
серьёзную угрозу здоровью и жизни людей. Ситуация 
усугубляется угрожающим распространением антибио-
тикорезистентных бактерий. По результатам масштаб-
ного исследования только в Европе и США каждый год 
до 50 тыс. жизней уносят инфекции, вызванные возбуди-
телями, устойчивыми к лекарственной терапии, к 2050 г. 
прогнозируется рост летальных исходов до 10 млн. в год 
[1]. Устойчивость к антимикробным препаратам (АМП) 
– многогранная проблема, которая определяется многи-
ми взаимосвязанными факторами и требует слаженных 
действий от всего общества [2]. Ключевыми задачами, 
стоящими перед клиническими микробиологами, явля-
ются выделение, идентификация возбудителя инфекции 
и проведение тестов по определению чувствительности 
к АМП.

Для определения чувствительности микроорганиз-
мов к АМП используют различные методы, каждый из 
которых имеет свои преимущества и недостатки. Наи-
более часто применяемыми являются метод микрораз-
ведений в бульоне, диско-диффузионный метод, метод 
градиентной диффузии, так называемый метод Е-тестов. 
Метод микроразведений в бульоне, являющийся рефе-
рентным, в основном, выполняется в автоматизирован-
ном варианте с использованием коммерческих автомати-
зированных анализаторов. Диско-диффузионный метод 
и метод градиентной диффузии относятся к «ручным» 
методам. Перечисленные методы обеспечивают каче-
ственную оценку чувствительности микроорганизмов к 
АМП с использованием трёх клинически ориентирован-
ных категорий: чувствительные, условно-резистентные, 
устойчивые (резистентные). Методы микроразведений 
и градиентной диффузии дают количественные резуль-
таты оценки чувствительности к АМП, выражаемые в 
значениях минимальной подавляющей концентрации 
(МПК). Все три метода преследуют одну цель, которая 
заключается в обеспечении надёжного прогнозирова-
ния эффективности лечения конкретного пациента с 
помощью конкретного АМП1. Результаты тестирования 
должны быть надежными и достоверными.

Достоверность результатов, получаемых при ис-
пользовании методов определения чувствительности к 
АМП, зависит от качества питательных сред и реаген-
тов, выбора метода тестирования и соблюдения стан-
дартной процедуры исследования, регулярного прове-
дения контроля качества и др. Для выполнения диско-
диффузионного метода и метода градиентной диффузии 
используют агар Мюллера-Хинтон, к качеству которого 
предъявляют строгие требования. В стандартах Clini-
cal and Laboratory Standards Institute (CLSI), эксперт-
ных правилах European Committee on Antimicrobial 
Susceptibility Testing (EUCAST), клинических рекомен-
дациях «Определение чувствительности микроорганиз-
мов к антимикробным препаратам» приведены данные 
интегрального метода оценки качества агара Мюллера-
Хинтон, основанного на анализе соответствия размеров 
зон подавления роста АМП для контрольных штаммов 
целевым значениям или нахождения этих показателей в 
установленных пределах. Современные критерии при-
годности питательной среды для оценки антимикробной 

чувствительности изложены в новом международном 
стандарте ISO/TS 16782:2016 «Clinical laboratory testing 
– Criteria for acceptable lots of dehydrated Mueller-Hinton 
agar and broth for antimicrobial susceptibility testing», не 
имеющем пока российского аналога в виде ГОСТа. В 
документе содержатся физико-химические критерии, 
среди которых содержание марганца, цинка, тимидина, 
и интегральные критерии, а именно допустимые зна-
чения диаметров зон подавления роста контрольных 
штаммов для конкретных комбинаций микроорганизм 
– АМП, являющиеся своеобразными индикаторами ка-
чества питательной среды. Несоответствие критериям 
пригодности может быть причиной ошибок при опреде-
лении чувствительности к АМП [3-5].

В ФБУН ГНЦ ПМБ разработана технология и орга-
низовано производство отечественного агара Мюллера-
Хинтон II. Римская цифра II исторически введена в на-
звание питательной среды, свидетельствуя о том, что 
при её производстве все компоненты используются в 
сухом виде [6]. Со временем цифра из названия среды 
некоторых фирм-производителей исчезла и сохранилась 
только у BioMerieux, BD BBL, HiMedia.

Разработанная среда удовлетворяет современным 
требованиям нормативов EUCAST, Клинических реко-
мендаций «Определение чувствительности микроорга-
низмов к антимикробным препаратам», Стандарта ISO/
TS 16782:2016, в том числе по содержанию элементов 
кальция, магния, марганца, цинка, влияющих на резуль-
таты определения чувствительности микроорганизмов. 
Диаметры зон подавления роста всех использованных 
тест-штаммов соответствовали рекомендованным целе-
вым значениям или незначительно отличались от них, 
находясь в рекомендованных диапазонах.

Цель исследования – оценить качество агара 
Мюллера-Хинтон II отечественного производства при 
определении чувствительности к АМП микроорганиз-
мов, относящихся к различным видам и родам, включая 
новые, с помощью диско-диффузионного метода, метода 
градиентной диффузии, при выявлении карбапенемаз-
продуцирующих штаммов грамотрицательных микро-
организмов с помощью CIM-теста.

Материал и методы. Биоэтические требования. 
Материалы, использованные в работе, не содержат пер-
сональных данных пациентов, т. к. полученные от них 
клинические изоляты промаркированы без указания 
фамилии, даты рождения, адреса проживания, номера 
истории болезни, личных документов и других именных 
материалов. В соответствии с требованиями биоэтиче-
ского комитета Российской Федерации, каждый пациент 
при поступлении в клинику заключал договор с лечеб-
ным учреждением, содержащий согласие на проведение 
лечения и лабораторного обследования.

Питательные среды. В работе использованы пита-
тельные среды «Агар Мюллера-Хинтон II» (ФБУН ГНЦ 
ПМБ, Россия, РУ № РЗН 2017/5962) – далее по тексту 
«МХА II-Оболенск», в качестве контрольной среды – 
«Mueller Hinton II Agar» (Becton Dickinson, США) – да-
лее по тексту «МХА II-BD».

Штаммы. В работе использованы охарактеризо-
ванные музейные штаммы грамотрицательных воз-
будителей внутрибольничных инфекций (n=18): Kleb-
siella pneumoniae (n=8), Pseudomonas aeruginosa (n=2), 
Acinetobacter baumannii (n=3), Proteus mirabilis (n=2), 
Serratia marcescens (n=1), Enterobacter aerogenes (n=1), 
Escherichia coli (n=1); музейные штаммы нового патоге-

1Определение чувствительности микроорганизмов к антимикроб-
ным препаратам. Клинические рекомендации.  Версия 2018-03.
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татов по тестированию A. baumannii к пиперациллину, 
пиперациллин/тазобактаму, цефтазидиму, ампициллин/
сульбактаму, P. aeruginosa к колистину, полимиксину,  
E. coli к налидиксовой кислоте, K. pneumoniaе к нали-
диксовой кислоте, миноциклину, S. aureus к норфлок-
сацину, Enterococcus spp. к левофлоксацину, тетраци-
клину, которые интерпретировали по стандарту CLSI3. 
Результаты, полученные при тестировании A. bauman-
nii к азтреонаму, тигециклину, цефоперазон/сульбакта-
му, Enterococcus spp. к гентамицину, K. pneumoniaе и P. 
aeruginosa к цефоперазон/сульбактому, оценивали толь-
ко путём сравнения абсолютных значений с таковыми 
для контрольных штаммов.

Определение чувствительности методом 
Е-тестов проводили в соответствии с инструкцией 
производителя. Минимальные подавляющие концентра-
ции антимикробных препаратов в мг/л определяли ви-
зуально, идентифицируя клиническую категорию штам-
ма: чувствительный (S), умеренно-резистентный (I), 
резистентный (R), в соответствии с актуальной версией 
стандарта EUCAST.

CIM-тест (Carbapenem Inactivation Method) прово-
дили в соответствии с рекомендациями W. Song и соавт. 
[7]. Диски, содержащие 10 мкг меропенема, выдержи-
вали в бактериальной суспензии исследуемого штамма, 
плотность которой соответствовала 0,5 по стандарту 
мутности МакФарланда, при температуре 350 С в тече-
ние 2 ч. Обработанные и контрольные (необработан-
ные) диски помещали на поверхность питательных сред 
«МХА II-Оболенск» и «МХА II-BD», со свежезасеян-
ным газоном тест-штамма E. coli АТСС 25922. Посевы 
инкубировали при температуре 350 С в течение 16-18 ч. 
При отсутствии зоны подавления роста тест-штамма 
фиксировали наличие карбапенемазной активности в 
исследуемом клиническом штамме (положительный ре-
зультат), при наличии зоны подавления роста с диаме-
тром >20 мм – отсутствие карбапенемазной активности 
в исследуемом штамме (отрицательный результат).

Детекция генов антибиотикорезистентности. 
Методом полимеразной цепной реакции (ПЦР) в клас-
сическом режиме со специфичными праймерами опре-
деляли гены карбапенемаз blaOXA-48, blaOXA-244, blaOXA-40-like, 
blaNDM, как описано ранее [8-10].

Результаты. Для оценки качества питательной сре-
ды «МХА II-Оболенск» выбраны грамположительные 
и грамотрицательные бактерии – возбудители ИСМП, 
новый патоген – Photorhabdus spp., тестирование прово-
дили в несколько этапов.

Чувствительность возбудителей ИСМП. На I 
этапе проводили испытания новой питательной сре-
ды в лаборатории разработки питательных сред ФБУН 
ГНЦ ПМБ с использованием 18 музейных штаммов 
грамотрицательных бактерий, охарактеризованных 
по чувствительности к АМП и наличию генетических 
детерминант антибиотикорезистентности (табл. 1). 
Выбор тест-штаммов обусловлен клинической значи-
мостью бактерий видов K. pneumoniae, P. aeruginosa,  
A. baumannii, P. mirabilis и др. в качестве возбудителей 
ИСМП [11]. Определяли чувствительность штаммов к 
28 антибиотикам на среде «МХА II-Оболенск» диско-

на Photorhabdus spp. (n=8), клинические изоляты бакте-
рий (n=147), включая K. pneumoniae (n=49), A. baumannii 
(n=49), Staphylococcus aureus (n=14), Enterococcus spp. 
(n=14), E. coli (n=12), P. aeruginosa (n=9).

Диски с АМП. При определении чувствительности 
микроорганизмов диско-диффузионным методом ис-
пользованы диски с 50 АМП (BD, США), относящиеся 
к 17 функциональным группам: пенициллины, включая 
пенициллины, защищенные ингибиторами ß-лактамаз, 
(ампициллин, ампициллин/сульбактам, амоксициллин/
клавулановая кислота, бензилпенициллин, карбени-
циллин, мециллинам, пиперациллин, пиперациллин/
тазобактам, тикарциллин, тикарциллин/клавулановая 
кислота), цефалоспорины (цефуроксим, цефокситин, 
цефотаксим, цефтриаксон, цефтазидим, цефоперазон/
сульбактам, цефепим, цефтаролин), монобактамы (аз-
треонам), карбапенемы (эртапенем, меропенем, имипе-
нем, дорипенем), аминогликозиды (канамицин, тобра-
мицин, гентамицин, амикацин, нетилмицин), хинолоны/
фторхинолоны (налидиксовая кислота, норфлоксацин, 
офлоксацин, перфлоксацин, ципрофлоксацин, левоф-
локсацин, моксифлоксацин), макролиды (эритромицин, 
кларитромицин, азитромицин), тетрациклины (тетра-
циклин, доксициклин, миноциклин, тигециклин), липо-
пептиды (колистин, полимиксин), гликопептиды (ван-
комицин), рифамицины (рифампицин), линкозамиды 
(клиндамицин), сульфаниламиды (триметоприм/сульфа-
метоксазол), нитрофураны (нитрофурантоин), амфени-
колы (хлорамфеникол), фузидиевая кислота.

Е-тесты. При определении чувствительности 
микроорганизмов методом градиентной диффузии ис-
пользованы Е-тесты (BioMerieux, Франция) 13 наимено-
ваний: амоксициллин 0,016-256 мг/л, ампициллин 0,016-
256 мг/л, цефотаксим 0,016-256 мг/л, цефтазидим 0,016-
256 мг/л, имипенем 0,002-32 мг/л, меропенем 0,002-32 
мг/л, гентамицин 0,016-256 мг/л, стрептомицин 0,064-
1024 мг/л, ципрофлокасин 0,02-32 мг/л, левофлоксацин 
0,002-32 мг/л, тетрациклин 0,016-256 мг/л, доксициклин 
0,016-256 мг/л, хлорамфеникол 0,016-256 мг/л.

Диско-диффузионный метод. Чувствительность 
микроорганизмов к АМП определяли в соответствии 
с Клиническими рекомендациями «Определение 
чувствительности микроорганизмов к антимикробным 
препаратам» и стандартами EUCAST (Европейского 
комитета по определению чувствительности к анти-
микробным препаратам)2. Культивирование бактерий 
осуществляли при температуре 350 С в течение 18-20 ч, 
за исключением штаммов Photorhabdus spp., которые 
выращивали при двух температурах (25 и 370 С) в те-
чение 18-20 ч (P. asymbiotica subsp. asymbiotica US86, P. 
asymbiotica subsp. asymbiotica US88, P. asymbiotica subsp. 
asymbiotica AU46, P. asymbiotica subsp. asymbiotica AU97, 
P. asymbiotica CbKj163, P. luminescens subsp. luminescens 
HbT) и в течение 42-44 ч (P. luminescens subsp. akhurstii 
FRG04, P. luminescens subsp. laumondii TT01T).

Диаметр зон подавления роста бактерий измеряли в 
мм, регистрируя клиническую категорию чувствитель-
ности: чувствительный (S), умеренно-резистентный (I), 
устойчивый (R) штамм. Интерпретацию результатов 
проводили в соответствии с критериями, изложенными 
в клинических рекомендациях, за исключением резуль-

2European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EU-
CAST) Version 8.1, 2018.

 Clinical and Laboratory Standards Institute (M100-S24 Performance 
Standards For Antimicrobial Susceptibility Testing; Twenty – Fourth 
Informational Supplement, January, 2014 г.).
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диффузионным методом (см. рисунок на обложке). Па-
раллельно оценивали чувствительность этих штаммов к 
тем же АМП на контрольной питательной среде – «МХА 
II-BD». Значения диаметров зон подавления роста всех 
исследованных штаммов микроорганизмов, получен-
ные на обеих питательных средах, совпадали между со-
бой практически для всех АМП, отличаясь максимально 
на ±3 мм, что не влияло на результаты интерпретации в 
соответствии с клиническими критериями чувствитель-
ности (табл. 2). В ходе испытаний выполнили по 1512 
тестов на разработанной и контрольной питательных 
средах. В 1506 тестах (99,6%) получили совпадающие 
результаты, в шести (0,4%) – результаты не совпадали. 
Штамм P. аeruginosa В-519/14Р классифицирован на 
среде «МХА II-BD» как резистентный к цефтазидиму, 
на среде «МХА II-Оболенск» – как чувствительный. 
Штамм K. рneumoniae В-1969/14 определен на среде 
«МХА II-BD» как резистентный к миноциклину, на сре-
де «МХА II-Оболенск» – как умеренно-резистентный. 

Сравнение данных диско-диффузионного метода с дан-
ными, полученными при тестировании штаммов на при-
боре Vitek 2 Сompact, показали совпадение интерпрета-
ции чувствительности с данными, полученными на кон-
трольной среде «МХА II-BD».

Чувствительность клинических изолятов. На 
II этапе проводили клинические испытания разрабо-
танной питательной среды на базе Государственного 
бюджетного учреждения здравоохранения Ярослав-
ской области «Инфекционная клиническая больница» 
диско-диффузионным методом. Использовано 147 кли-
нических изолятов бактерий, из которых K. pneumoniae 
– 49, A. baumannii – 49, S. aureus – 14, Enterococcus spp. 
– 14, E. coli – 12, P. aeruginosa – 9, выделенных от паци-
ентов нескольких отделений больницы. Значения диаме-
тров зон подавления роста тест-культур на двух средах 
отличались максимально на 1-2 мм для всех использо-
ванных дисков с АМП. Полученные различия не влияли 
на определение клинических категорий чувствительно-

Т а б л и ц а  1
Характеристика нозокомиальных штаммов, использованных для тестирования среды «МХА II-Оболенск»

Вид микроор-
ганизма Штамм Резистентность к АМП Генетические детерминанты антибиотикорези-

стентности

K. pneumoniae В-1822/14 AMC, CEF, CTA, CAZ, FEP, EPM, GEN, TOB, AMI, CIP, 
TET, TGC, CTZ, NIT, CM

blaSHV, blaCTX-M, blaOXA-48

В-1969/14 AMC, CEF, CTA, CEX, EPM, IMI, TOB, CIP, CTZ, NIT, CM blaSHV, blaOXA-48

В-352К/15 AMC, CEF, CEX, CTA, CAZ, FEP, EPM, GEN, TOB, CIP, 
NIT, CM

blaSHV, blaCTX-M-15, blaOXA-244

В-369/15 AMC, CEF, CEX, CTA, CAZ, FEP, EPM, GEN, TOB, CIP, 
TGC, CTZ, NIT, CM

blaSHV, blaCTX-M-15, blaOXA-244

410 AMC, CEF, CEX, CTA, CAZ, FEP, EPM, GEN, TOB, CIP, 
CTZ, NIT, CM

blaNDM

409 AMC, CEF, CEX, CTA, CAZ, FEP, EPM, GEN, TOB, CIP, 
CTZ, NIT, CM

blaNDM

I-1627 AMP, TCA blaSHV

I-2135 AMP, TCA blaSHV

A. baumannii В-740/14 AMC, CEF, CEX, CTX, CTA, CAZ, FEP, IMI,GEN, TOB, 
AMI, CIP, CTZ, NIT, CM

blaTEM, blaCTX-M-2, blaOXA-40-like, blaOXA-51-like

В-2137/14А AMC, CEF, CEX CTX, CTA, CAZ, FEP, IMI, GEN, TOB, 
AMI, CIP, TET, CTZ, NIT, CM

blaTEM, blaCTX-M-15, blaOXA-23-like, blaOXA-51-like, int2

В-774/15А AMC, CEF, CEX, CTX, CTA, CAZ, FEP, IMI, GEN, TOB, 
AMI, CIP, NIT, CM

blaTEM, blaCTX-M-115, blaOXA-40-like, blaOXA-51-like, int1

P. aeruginosa В-458/14 AMC, CAZ, TCA, TCC, PIP, FEP, IMI, MER, GEN, TOB, 
CIP, PEF, CTZ

blaVIM-2, int1

В-519/14Р AMC, CAZ, TCA, TCC, PIP, FEP, IMI, MER, GEN, TOB, 
CIP, PEF, CTZ

blaVIM-2

P. mirabilis В-757М CEF, CTA, FEP, TET, TGC, GEN, TOB,CIP, NIT, CM blaTEM, blaCTX-M-15, blaOXA-244, int2

В-912/14 CEF, TET, TGC, CIP, NIT, CM blaCTX-M-3, int1, int2

S. marcescens В-208/15 CEF, CTA, FEP, GEN, TOB, CIP, NIT, CM blaTEM, blaCTX-M-3

E. aerogenes В-658/15 CEF, CEX, CTX, FEP, AZR, GEN, AMI, NET, CTZ blaTEM, blaCTX-M-3, int1

E. coli В-529/15 AMC, CEF, CTX, CAZ, FEP, CIP, CTZ blaCTX-M-15

П р и м е ч а н и е . AMC - амоксициллин/клавулановая кислота, AMP – ампициллин, CEF – цефуроксим, CEX – цефокситин, CTX – це-
фотаксим, CTA – цефтриаксон, CAZ – цефтазидим, TCA – тикарциллин, TCC – тикарциллин/клавулановая кислота, PIP – пиперациллин, 
FEP – цефепим, EPM – эртапенем, AZR – азтреонам, IMI – имипенем, MER – меропенем, TET – тетрациклин, TGC – тигециклин, CIP – ци-
профлоксацин, PEF – пефлоксацин, CM – хлорамфеникол, GEN – гентамицин, TOB – тобрамицин, AMI – амикацин, CTZ – триметоприм/
сульфаметоксазол, NET – нетилмицин, NIT – нитрофурантоин; blaSHV, blaCTX-M, blaOXA, blaNDM, blaTEM, blaVIM – гены бета-лактамаз SHV, CTX-М, 
OXA, NDM, TEM, и VIM типов; int1 – интегрон класса 1, int2 – интегрон класса 2.
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сти, за исключением одного несовпадающего результата 
для изолята E. coli Х 623, который чувствителен к амок-
сициллину/клавулановой кислоте на контрольной среде 
«МХА II-BD» и устойчив к этому препарату на среде 
«МХА II-Оболенск» (табл. 2).

В соответствии с требованиями ГОСТ Р ИСО 20776-
2–20104 изделия, применяемые для испытаний антибак-
териальной чувствительности, считаются пригодными, 
если показатель согласования категорий клинической 
чувствительности с референтным методом превышает 
90%, при этом допустимый процент больших расхожде-
ний и очень больших расхождений – менее 3%. В соот-
ветствии с приведёнными показателями проведён анализ 
результатов определения чувствительности 165 штам-
мов возбудителей ИСМП и внегоспитальных инфекций 
к АМП на разработанной питательной среде «МХА II-
Оболенск» и контрольной питательной среде «МХА II-
BD» надёжного производителя Becton Dickinson с по-
мощью диско-диффузионного метода. Показатель согла-
сования клинических категорий (S, I, R), полученных на 
разработанной и контрольной средах, составил 98,2% 
(162 из 165 штаммов). Поскольку все три несовпадаю-
щих результата фиксировали при тестировании грамо-
трицательных бактерий, дальнейший расчёт показате-
лей расхождений проводили только для них (n=137).

Первое расхождение, касающееся определения чув-
ствительности штамма P. аeruginosa В-519/14Р к цефта-
зидиму, отнесли к категории «очень большие расхожде-
ния». Доля «очень больших расхождений», рассчиты-
ваемая как отношение количества штаммов с «очень 
большим расхождением» (n=1) к количеству проана-
лизированных устойчивых к цефтазидиму грамотрица-
тельных бактерий (n=87), составила 1,1%. Такой уро-
вень расхождений не превышает допустимых значений, 
изложенных в ГОСТ Р ИСО 20776-2–2010 (3%).

Второе выявленное расхождение, полученное при 
тестировании чувствительности штамма K. рneumoniae 

В-1969/14 к миноциклину, отнесли к категории «малые 
расхождения». Доля «малых расхождений», опреде-
ленная как отношение количества штаммов с «малым 
расхождением» (n=1) к общему количеству проанали-
зированных на чувствительность к миноциклину гра-
мотрицательных бактерий (n=137), составила 0,7%. 
Требования к данному показателю в ГОСТ Р ИСО 
20776-2-2010 отсутствуют.

Третий случай несовпадения результатов чувстви-
тельности бактерий к АМП на разработанной питатель-
ной среде «МХА II-Оболенск» и контрольной питатель-
ной среде «МХА II-BD», отмеченный для клинического 
изолята E. coli Х 623 по отношению к амоксициллину/
клавулановой кислоте, отнесли к категории «большие 
расхождения». Доля «больших расхождений», опреде-
ленная как отношение количества штаммов с «большим 
расхождением» (n=1) к количеству проанализирован-
ных чувствительных к амоксициллину/клавулановой 
кислоте грамотрицательных бактерий (n=42), состави-
ла 2,7%, что не превышало допустимых значений в со-
ответствии с ГОСТ Р ИСО 20776-2-2010 (3%).

Чувствительность штаммов Photorhabdus spp. 
На III этапе испытаний оценивали питательную среду 
«МХА II-Оболенск» при определении чувствитель-
ности к АМП диско-диффузионным методом восьми 
музейных штаммов Photorhabdus spp., нового патогена 
человека [12]. Грамотрицательные почвенные бактерии 
рода Photorhabdus (сем. Enterobacteriaceae) известны 
как симбионты энтомопатогенных нематод семейства 
Heterorhabditidae и паразиты личиночных форм насе-
комых, их применяют в сельском хозяйстве в качестве 
биологических инсектицидов. Установлена этиологиче-
ская роль представителя этого рода P. asymbiotica при 
развитии инфекционно-воспалительных заболеваний 
у иммунокомпрометированных пациентов [13-18]. Для 
тестирования питательной среды «МХА II-Оболенск» 
использованы пять патогенных для человека штаммов  
P. asymbiotica и три непатогенных штамма P. luminescens. 
По данным литературы чувствительность Photorhabdus 
spp. к АМП зависит от температуры культивирования 
[18], тестирование проводили при двух температурах: 
25 и 370 С, имитирующих условия в организме нематод 
и личинок насекомых или в организме человека, соот-
ветственно (табл. 3).

4Клинические лабораторные исследования и диагностические тест-
системы in vitro. Исследование чувствительности инфекционных 
агентов и оценка функциональных характеристик изделий для ис-
следования чувствительности к антимикробным средствам. https://
allgosts.ru/11/100/gost_r_iso_20776-2-2010.pdf

Т а б л и ц а  2
Результаты определения чувствительности музейных штаммов и клинических изолятов грамотрицательных бактерий на пита-

тельных средах «МХА II-Оболенск» и «МХА II-BD» (I и II этапы испытаний)

I этап испытаний II этап испытаний
Музейные штаммы Количество 

АМП к которым 
проводили 

тестирование

Всего про-
деланных 
тестов*

Количество 
совпавших 
тестов**

Клинические изоляты Количество 
АМП к которым 

проводили 
тестирование

Всего про-
деланных 
тестов*

Коли-
чество со-
впавших 
тестов**

K. pneumoniae (n=8) 28 672 669 K. pneumoniae (n=49) 28 4116 4116
A. baumannii (n=3) 28 252 252 A. baumannii (n=49) 28 4116 4116
P. aeruginosa (n=2) 28 168 165 S. aureus (n=14) 8 336 336
P. mirabilis (n=2) 28 168 168 Enterococcus spp.(n=14) 9 378 378
S. marcescens (n=1) 28 84 84 E. coli (n=12) 12 432 429
E. aerogenes (n=1) 28 84 84 P. aeruginosa (n=9) 11 297 297
E. coli (n=1) 28 84 84
Итого 28 1512 1506 Итого 28 9675 9672

П р и м е ч а н и е . * – определение чувствительности к каждому АМП выполняли в трех повторах; ** - данные в сравнении с результатами 
тестов на контрольной питательной среде «МХА II- BD».
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Т а б л и ц а  3
Результаты определения чувствительности штаммов Photorhabdus spp. к АМП диско-диффузионным методом на питательных сре-

дах «МХА II-Оболенск» и «МХА II-BD» (III этап испытаний)

Диски с антимикробны-
ми препаратами

Штаммы Photorhabdus spp. / Температура культивирования, ˚С
P. asymbi-
otica US86

P. asymbiotica 
US88

P. asymbiotica 
AU46

P. asymbiotica 
AU97

P. asymbiotica 
CbKj163

P. luminescens 
HbT

P. luminescens 
FRG04

P. luminescens 
TT01T

25 37 25 37 25 37 25 37 25 37 25 37 25 37 25 37
Амоксициллин/
клавулановая к-та 

r S r S r S r r r r r S r r r r

Ампициллин r S r S r S r r r r r S S S r r
Бензилпенициллин r S r S r S r r r r r S r r r r
Гентамицин S S S S S S S S S S S S S S S S
Доксициклин S S S S S S S S S S S S S S S S
Имипенем S S S S S S S S S S S S S S S S
Канамицин S S S S S S S S S S S S S S S S
Карбенициллин S S S S S S r r r r r r S S r r
Кларитромицин r r r r r r I I r r I I r R R R
Хлорамфеникол S S S S S S S S S S S S S S S S
Левофлоксацин S S S S S S S S S S S S S S S S
Пеперациллин S S S S S S S S S S S S S S S S
Тобрамицин S S S S S S S S S S S S S S S S
Триметоприм/
сульфаметоксазол

S S S S S S S S S S S S S S S S

Цефепим S S S S S S S S S S S S S S S S
Цефокситин R R r r r r r r r r S S r r S S
Цефотаксим S S S S S S S S S S S S S S S S
Цефтазидим S S S S S S S S S S S S S S S S
Цефтриаксон S S S S S S S S S S S S S S S S
Ципрофлоксацин S S S S S S S S S r r S S S
П р и м е ч а н и е . S- чувствительный, I умеренно-резистентный и R- устойчивый штаммы.

Т а б л и ц а  4
Определение чувствительности возбудителей ИСМП к АМП методом Е-тестов на питательных средах «МХА II-Оболенск» и «МХА 

II-BD» (IV этап испытаний)

Тест-штаммы Всего про-
деланных 
тестов*

Количество 
совпавших 
тестов**

Количество тестов, для которых значение МПК 
отличалось на одно двукратное разведение 

(наименования АМП)**

Количество тестов, для которых значение 
МПК отличалось на два двукратных разведе-

ния (наименования АМП)**
K. pneumoniae (n=8) 312 177 54 (AM, CT, TZ, IP, MER, CI, LE, GM, CL) 81 (AM, CT, TZ, IP, MER, CI, LE, GM, CL)
A. baumannii (n=3) 117 69 30 (IP, MER, LE, GM, CI) 18 (IP, MER, LE, GM, CI)
P. aeruginosa (n=2) 78 51 15 (IP, MER, LE, CI, GM) 12 (GM, IP, MER, TZ)
P. mirabilis (n=2) 78 60 18 (CT, IP, MER, CI, LE, GM) 0
S. marcescens (n=1) 39 27 12 (IP, MER, CI, LE) 0
E. aerogenes (n=1) 39 24 15 (AM, CT, TZ, IP, MER) 0
E. coli (n=1) 39 15 24 (AM, CT, TZ, GM) 0
Итого 702 423 168 111

П р и м е ч а н и е . * - определение чувствительности к каждому АМП выполняли в трех повторах; ** - данные в сравнении с результатами 
тестов на контрольной питательной среде «МХА II – BD». AM – ампициллин, CT – цефотаксим, TZ – цефтазидим, IP – имипенем, MER – 
меропенем, GM – гентамицин, CI – ципрофлоксацин, LE – левофлоксацин, CL – хлорамфеникол.

Обнаружено влияние температуры культивирова-
ния на результаты определения чувствительности к 
ампициллину, бензилпенициллину, амоксициллину/
клавулановой кислоте для трёх штаммов P. asymbiotica 
US86, P. asymbiotica US88, P. asymbiotica AU46 и одно-
го штамма P. luminescens HbT: при температуре 250 С 
их регистрировали как резистентные, при 370 С – как 
чувствительные. При определении чувствительности 
этих штаммов к остальным АМП не наблюдали за-
висимости результатов от температуры, но регистри-
ровали устойчивость к некоторым АМП при обеих 
температурах (табл. 3). Четыре штамма P. asymbiotica 

AU97, P. asymbiotica CbKj163, P. luminescens FRG04, 
P. luminescens TT01T проявляли чувствительность к 
большинству АМП. Исключение составил штамм P. 
asymbiotica AU97: штамм был резистентный к пяти 
АМП и умеренно-резистентный к одному АМП. Ана-
логичные результаты получили для штамма P. asymbi-
otica CbKj163, за исключением устойчивости к клари-
тромицину. Штамм P. luminescens FRG04 резистентен 
к четырём АМП, штамм P. luminescens TT01T – к пяти 
АМП. Различий в антибиотикограммах штаммов, по-
лученных на питательной среде «МХА II-Оболенск» и 
на контрольной среде «МХА II-BD», не выявлено.
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Метод Е-тестов. На IV этапе проводили оценку 
качества разработанной питательной среды «МХА II-
Оболенск» при определении чувствительности штаммов 
возбудителей ИСМП, использованных на первом этапе 
испытаний (см. табл. 1) методом градиентной диффузии 
(Е-тестов). Данный метод позволяет определять значе-
ние минимально подавляющей концентрации (МПК) ан-
тимикробных препаратов, что сопоставимо с данными 
метода разведений (см. рисунок). В ходе исследования 
на разработанной и контрольной питательных средах 
провели по 702 теста. Значения МПК антимикробных 
препаратов на обеих средах полностью совпали в 423 
тестах (60,2%), различались на одно двукратное разведе-
ние, не выходя за рамки точности метода, – в 168 тестах 
(23,9%), различались на два двукратных разведения – в 
111 тестах (15,8%). Только один штамм (K. рneumoniae 
В-1969/14) интерпретировали на разработанной и кон-
трольной питательных средах по-разному: как чувстви-
тельный к доксициклину на среде «МХА II-BD» и как 
умеренно-резистентный – на среде «МХА II-Оболенск» 
(табл. 4).

Показатель согласования категорий чувствительно-
сти 18 музейных штаммов бактерий к АМП при опреде-
лении значений МПК для амоксициллина, ампицилли-
на, гентамицина, стрептомицина, тетрациклина, имипе-
нема, меропенема, хлорамфеникола, левофлоксацина, 
ципрофлокасина, цефотаксима, цефтазидима составил 

100%, для доксициклина – 94,4%, что соответствует 
требованиям ГОСТ Р ИСО 20776-2-2010.

CIM-тест. На V этапе испытаний оценивали экс-
периментальные данные по инактивации карбапене-
мов клеточными лизатами штаммов-продуцентов кар-
бапенемаз на разработанной питательной среде «МХА 
II-Оболенск» в сравнении с контрольной питательной 
средой «МХА II-BD». Этот тест позволяет идентифи-
цировать штаммы, продуцирующие карбапенемазы. Ис-
пользованы штаммы, несущие гены карбапенемаз OXA-
48-типа (n=23), OXA-244-типа (n=2), OXA-40-типа 
(n=16), OXA-23-типа (n=1), NDM-1 (n=2) и не имеющие 
гены карбапенемаз (n=8). Все штаммы K. pneumoniae и 
A. baumannii, содержащие гены карбапенемаз, проде-
монстрировали положительный результат в CIM-тесте. 
Штаммы, не имеющие гены карбапенемаз, показали от-
рицательный результат в CIM-тесте, кроме одного штам-
ма (A. baumannii YAB245), который продемонстрировал 
положительный результат, возможной причиной кото-
рого может являться наличие в этом штамме не выяв-
ленного с помощью использованного набора праймеров 
для ПЦР гена карбапенемазы (табл. 5). Несовпадений 
результатов, полученных на разработанной питательной 
среде «МХА II-Оболенск» и на контрольной питатель-
ной среде «МХА II-BD», не зафиксировано.

Обсуждение. Испытания разработанной в ФБУН 
ГНЦ ПМБ питательной среды «МХА II-Оболенск» в 

Т а б л и ц а  5
Детекция карбапенемазной активности штаммов методом CIM-теста на питательных средах «МХА II-Оболенск» и «МХА II-BD» 

(V этап испытаний)

Вид бактерий Штамм Гены карба-
пенемаз

Результаты
CIM-метода

Вид бактерий Штамм Гены карбапе-
немаз

Результаты
CIM-метода

K. pneumoniae 410 blaNDM-1 Положительный K. pneumoniae YKP203 blaOXA-48 Положительный
K. pneumoniae 409 blaNDM-1 Положительный K. pneumoniae I-1627 – Отрицательный
K. pneumoniae В-352К/15 blaOXA-244 Положительный K. pneumoniae I-2135 – Отрицательный
K. pneumoniae В-369/15 blaOXA-244 Положительный K. pneumoniae YKP1648 – Отрицательный
K. pneumoniae В-1822/14 blaOXA-48 Положительный K. pneumoniae YKP2111 – Отрицательный
K. pneumoniae В-1969/14 blaOXA-48 Положительный A. baumannii В-740/14 blaOXA-40-like Положительный
K. pneumoniae YKP201 blaOXA-48 Положительный A. baumannii В-774/15А blaOXA-40-like Положительный
K. pneumoniae YKP202 blaOXA-48 Положительный A. baumannii В-2137/14А blaOXA-23-like Положительный
K. pneumoniae YKP200 blaOXA-48 Положительный A. baumannii YAB43 blaOXA-40-like Положительный
K. pneumoniae YKP16 blaOXA-48 Положительный A. baumannii YAB61 blaOXA-40-like Положительный
K. pneumoniae YKP2160 blaOXA-48 Положительный A. baumannii YAB66 blaOXA-40-like Положительный
K. pneumoniae YKP1645 blaOXA-48 Положительный A. baumannii YAB118 blaOXA-40-like Положительный
K. pneumoniae YKP1747 blaOXA-48 Положительный A. baumannii YAB127 blaOXA-40-like Положительный
K. pneumoniae YKP1643 blaOXA-48 Положительный A. baumannii YAB179 blaOXA-40-like Положительный
K. pneumoniae YKP1646 blaOXA-48 Положительный A. baumannii YAB144 blaOXA-40-like Положительный
K. pneumoniae YKP1644 blaOXA-48 Положительный A. baumannii YAB121 blaOXA-40-like Положительный
K. pneumoniae YKP902 blaOXA-48 Положительный A. baumannii YAB140 blaOXA-40-like Положительный
K. pneumoniae YKP533 blaOXA-48 Положительный A. baumannii YAB220 blaOXA-40-like Положительный
K. pneumoniae YKP2395 blaOXA-48 Положительный A. baumannii YAB224 blaOXA-40-like Положительный
K. pneumoniae YKP498 blaOXA-48 Положительный A. baumannii YAB246 blaOXA-40-like Положительный
K. pneumoniae YKP522 blaOXA-48 Положительный A. baumannii YAB268 blaOXA-40-like Положительный
K. pneumoniae YKP87 blaOXA-48 Положительный A. baumannii YAB56 blaOXA-40-like Положительный
K. pneumoniae YKP669 blaOXA-48 Положительный A. baumannii YAB199 – Отрицательный
K. pneumoniae YKP2291 blaOXA-48 Положительный A. baumannii YAB122 – Отрицательный
K. pneumoniae YKP1142 blaOXA-48 Положительный A. baumannii YAB246 – Отрицательный
K. pneumoniae YKP178 blaOXA-48 Положительный A. baumannii YAB245 – Положительный

П р и м е ч а н и е :  blaOXA и blaNDM – гены карбапенемаз OXA- и NDM- типов, «–» - отсутствие гена карбапенемазы.
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сравнении с контрольной питательной средой «МХА II-
BD» продемонстрировали высокую степень совпадений 
полученных результатов тестирования чувствительно-
сти грамположительных и грамотрицательных штаммов 
бактерий к АМП разных функциональных классов. По-
давляющее большинство использованных тест-штаммов 
и клинических изолятов отнесены к категориям чув-
ствительных, умеренно-резистентных, устойчивых бак-
терий идентично на обеих использованных питательных 
средах. Отмеченные единичные случаи расхождений 
результатов соответствуют требованиям ГОСТ Р ИСО 
20776-2-2010 «Клинические лабораторные исследова-
ния и диагностические тест-системы in vitro. Исследова-
ние чувствительности инфекционных агентов и оценка 
функциональных характеристик изделий для исследо-
вания чувствительности к антимикробным средствам». 
Возможность получения адекватных результатов микро-
биологических экспериментов продемонстрирована при 
использовании диско-диффузионного метода, метода 
градиентной диффузии, CIM-теста, что подтверждает 
фенотипическое выражение генетических детерминант 
антибиотикорезистентности.

В рамках Программы импортозамещения в Рос-
сии успешно разработана питательная среда «МХА II-
Оболенск», пригодная для получения надёжных и до-
стоверных результатов определения чувствительности 
клинически значимых бактерий к антимикробным пре-
паратам.

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсут-
ствии конфликта интересов.
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МЕТОДИЧЕСКИЕ ОСОБЕННОСТИ ОПРЕДЕЛЕНИЯ ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТИ ШТАММОВ 
SALMONELLA К АНТИМИКРОБНЫМ ПРЕПАРАТАМ

(oБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ)

1ФБУН НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера Роспотребнадзора, 197101, Санкт-Петербург, Россия; 
2ФГБОУ вО «Северо-Западный государственный медицинский университет им. И. И. Мечникова» Минздрава РФ, 
191015, Санкт-Петербург, Россия

Бактерии рода Salmonella являются ведущими возбудителями инфекций, передающихся  пищевым путём: ежегодно в 
Российской Федерации регистрируют около 50 тыс. случаев сальмонеллёзов. Антимикробная терапия рекомендована в 
случае тяжёлого течения заболевания у детей до 6 лет и лиц старше 50 лет, у пациентов с тяжёлыми сопутствую-
щими состояниями, в случае генерализации инфекции. Бета-лактамные антибиотики, хинолоны, азитромицин входят 
в перечень препаратов, рекомендуемых для лечения сальмонеллёзов, включая брюшной тиф. Эффективность терапии 
во многом зависит от правильного определения чувствительности штамма к антибиотикам: выбора метода тести-
рования, индикаторных препаратов и интерпретации полученных результатов. Род Salmonella относится к семейству 
Enterobacteriacae и характеризуется общими для энтеробактерий механизмами резистентности к хинолонам и бета-
лактамам, но оценка чувствительности штаммов Salmonella к антибиотикам этих групп имеет ряд особенностей. В 
статье представлены современные данные о чувствительности штаммов Salmonella, включая возбудителя брюшного 
тифа Salmonella Typhi, к антимикробным препаратам и ведущих клинически значимых механизмах резистентности. 
Подробно описаны методические особенности определения чувствительности штаммов Salmonella к антибиотикам, 
применяемым для лечения сальмонеллёзов (хинолонам, бета-лактамам, азитромицину). Представлены особенности ин-
терпретации результатов тестирования штаммов Salmonella с позиций современных международных и российских 
рекомендаций. Представлены алгоритмы определения чувствительности Salmonella к хинолонам, цефалоспоринам, кар-
бапенемам, критерии интерпретации результатов, позволяющие проводить детекцию клинически значимых механизмов 
резистентности к бета-лактамам (продукция бета-лактамаз различных молекулярных классов), хинолонам (хромосом-
ные мутации и приобретённые гены резистентности).

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  Salmonella; резистентность к антимикробным препаратам; БЛРС; карбапенемаза; фторхи-
нолоны.

Для цитирования: Егорова С. А., Кафтырева Л. А. Методические особенности определения чувствительности штам-
мов Salmonella к антимикробным препаратам (обзор литературы). Клиническая лабораторная диагностика. 2019;  
64(6): 368-375. DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2019-64-6-368-375
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METHODICAL ASPECTS  OF ANTIMICROBIAL SUSCEPTIBILITY TESTING  OF SALMONELLA  
(REVIEW OF LITERATURE)
1saint-Petersburg Pasteur Institute, 197101, saint-Petersburg, Russia;

2state educational Institution of the higher Professional education «North-Western state medical University n.a. I. I. 
Mechnikov» of the Ministry of health of the Russian Federation
Salmonella is one of the leading food-borne infection pathogen: annually in the Russian Federation about 50 thousand cases 
of salmonellosis are registered. Antimicrobial therapy is necessary in the case of severe infection in children under 6 years and 
persons over 50 years, in patients with severe accompanying disease, as well as in the case of generalization of the infection. 
Beta-lactam antibiotics, quinolones and azithromycin are included in the list of drugs recommended for antimicrobial therapy of 
salmonellosis, including typhoid fever. The effectiveness of therapy largely depends on the appropriate antimicrobial susceptibility 
testing: the choice of testing method, indicator antibiotics and result interpretation. Salmonella belong to the Enterobacteriacae 
family and are characterized by common mechanisms of resistance to quinolones and beta-lactams, but antimicrobial susceptibility 
testing of Salmonella to these groups of antibiotics has a number of features. The article presents current data on the susceptibility 
of Salmonella, including S. Typhi, to antibiotics  and leading clinically significant resistance mechanisms. The methodical aspects 
of Salmonella antimicrobial susceptibility testing of the drugs used for the treatment of salmonellosis (quinolones, beta-lactams 
and azithromycin) are described in detail. Interpretation of Salmonella testing results according the modern international and 
Russian recommendations are presented. The authors propose the algorithms for Salmonella antimicrobial susceptibility testing 
of quinolones, cephalosporins and carbapenems, as well as criteria for result interpretation, allowing the detection of clinically 
significant mechanisms of resistance to beta-lactams (production of beta-lactamases of different molecular classes) and quinolones 
(chromosomal mutations and acquired resistance genes).
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В странах Евросоюза Salmonella spp. занимают вто-
рое место (после Campylobacter spp.) в рейтинге возбу-
дителей инфекций, передающихся с пищевым путём: в 
2016 г. зарегистрировано 94,5 тыс. случаев сальмонел-
лёза [1]. По данным Государственного доклада «О со-
стоянии санитарно-эпидемиологического благополучия 
населения в Российской Федерации в 2018 г.» в послед-
ние 10 лет заболеваемость сальмонеллёзами составляла 
в среднем 32,9 на 100 тыс. населения, ежегодно реги-
стрировались около 50 тыс. случаев заболеваний.

Для лечения неосложнённого сальмонеллёзного га-
строэнтерита лёгкой и средней тяжести не рекомендо-
вано использовать антимикробные препараты (АМП), 
поскольку показано, что назначение АМП не сокращает 
продолжительность симптомов, но в ряде случаев по-
вышает частоту и длительность бактериовыделения [2]. 
Современные рекомендации по лечению диареи (в том 
числе, сальмонеллёзной этиологии) предлагают анти-
микробную терапию при тяжёлом течении заболевания 
у детей до 6 лет и лиц старше 50 лет, у пациентов с тя-
жёлыми сопутствующими состояниями, в случае гене-
рализации инфекции. В качестве эмпирической терапии 
сальмонеллёзной инфекции в разные годы использовали 
хлорамфеникол, ампициллин, триметоприм/сульфаме-
токсазол. В связи с разработкой новых более безопас-
ных и эффективных АМП, для лечения сальмонеллёзов 
стали применять фторхинолоны и цефалоспорины рас-
ширенного спектра (ЦРС) [3]. В настоящее время в ка-
честве стартовой эмпирической терапии рекомендовано 
использование фторхинолонов, триметоприм/сульфаме-
токсазола, цефалоспоринов расширенного спектра или 
азитромицина [4-8].

Системы надзора, действующие в экономически раз-
витых странах, направлены в первую очередь на выяв-
ление устойчивости штаммов Salmonella к АМП наи-
более важным для медицины: фторхинолонам и ЦРС. В 
странах Евросоюза доля штаммов, устойчивых к этим 
группам препаратов, составляла у трёх ведущих серо-
варов S. Enteritidis, S. Typhimurium, S. Infantis: к фтор-
хинолонам – 13,0%, 8,5%, 23,4%, соответственно; к 
ЦРС – менее 1,0%, 2,0%, 6,9%, соответственно [9]. На 
административных территориях РФ актуальна проблема 
устойчивости Salmonella к АМП, используемым для ле-
чения сальмонеллёзов: доля штаммов Salmonella, устой-
чивых к ЦРС, составляла от 0 до 45,3%, фторхинолонам 
– от 0 до 53,6% [10-13]. В этих условиях может возник-
нуть необходимость коррекции стартовой эмпирической 
антимикробной терапии по результатам тестирования 
возбудителя. Несмотря на то, что Salmonella относятся 
к семейству Enterobacteriacae и характеризуются об-
щими для энтеробактерий механизмами приобретённой 
резистентности к хинолонам и бета-лактамам, оценка 
чувствительности штаммов Salmonella к этим группам 
АМП имеет ряд особенностей. Методические вопро-
сы проведения исследования (приготовление агара/бу-

льона Мюллера-Хинтон и инокулюма, способ посева, 
условия инкубации и учёта результатов) представлены в 
российских Клинических рекомендациях «Определение 
чувствительности микроорганизмов к антимикробным 
препаратам» (далее по тексту – КР) и не отличаются от 
других энтеробактерий [14].

Определение чувствительности штаммов Salmo-
nella к хинолонам. Группа хинолонов включает нефто-
рированные (налидиксовая кислота) и фторированные 
(ципрофлоксацин, пефлоксацин, офлоксацин, норфлок-
сацин, левофлоксацин и др.) хинолоны. Основным ме-
ханизмом резистентности у штаммов энтеробактерий 
является модификация мишени - ферментов, участвую-
щих в репликации ДНК (ДНК-гиразы и топоизомеразы). 
Мутации в генах, кодирующих структуру этих фермен-
тов (гены gyrA, gyrB, parC, parE), снижают их сродство 
к хинолонам, что выражается в повышении минималь-
ной подавляющей концентрации (МПК). Устойчивость 
к этой группе препаратов в большинстве случаев разви-
вается ступенчато. Первая мутация, как правило, в гене 
gyrA, ведёт к развитию устойчивости высокого уровня к 
налидиксовой кислоте - МПК повышается до 128-256,0 
мг/л и более. При этом МПК ципрофлоксацина повы-
шается до 0,12-0,5 мг/л (устойчивость низкого уровня 
к фторхинолонам) [15]. Такие штаммы энтеробактерий 
(кроме Salmonella) остаются в клинической категории 
«чувствительный» к фторхинолонам и их сложно выя-
вить при рутинном тестировании диско-диффузионным 
методом (ДДМ), если не тестировать налидиксовую 
кислоту, которая является чувствительным индикатором 
хромосомного механизма устойчивости, даже низкого 
уровня. Устойчивость низкого уровня к фторхинолонам 
у штаммов энтеробактерий (кроме Salmonella) не рас-
ценивается как клинически значимая. Согласно «Экс-
пертным правилам оценки чувствительности бактерий 
к антимикробным препаратам», приведённым в КР, в 
результат исследования можно внести комментарий о 
том, что при лечении инфекции фторхинолонами у тако-
го штамма может возникнуть резистентность высокого 
уровня.

При использовании хинолонов в процессе лечения 
возможна селекция штаммов с дополнительными му-
тациями, у таких штаммов повышается МПК ципроф-
локсацина до 4,0 мг/л и выше (возникает устойчивость 
высокого уровня к фторхинолонам), штамм переходит в 
клиническую категорию «устойчивый» и его легко выя-
вить при тестировании ципрофлоксацина ДДМ.

В отличие от других энтеробактерий, у штаммов Sal-
monella устойчивость низкого уровня к фторхинолонам 
(МПК ципрофлоксацина 0,12-0,5 мг/л)  признана кли-
нически значимой. Неэффективность фторхинолонов 
(используемых в стандартной дозировке) при лечении 
брюшного тифа, вызванного такими штаммами S. Typhi, 
подтверждена многочисленными рандомизированными 
клиническими исследованиями (категория доказательств 



КЛИНИЧЕСКАЯ  ЛАБОРАТОРНАЯ  ДИАГНОСТИКА.  2019; 64(6)
DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2019-64-6-368-375

МИКРОБИОЛОГИЯ

370

для тестирования диски пефлоксацина тех производи-
телей, которые при тестировании референс - штамма E. 
coli ATCC 25922 дают зону подавления роста 28±1 мм.

По данным референс-центра по мониторингу воз-
будителя брюшного тифа (ФБУН НИИ эпидемиологии 
и микробиологии имени Пастера) в РФ в 2005-2017 г. 
практически все изученные штаммы S. Typhi, устойчи-
вые к фторхинолонам, имели хромосомный механизм 
резистентности [21]. Исследования, проводимые в раз-
личных странах в отношении устойчивых штаммов Sal-
monella других сероваров, указывают на то, что хромо-
сомный механизм является ведущим при формировании 
устойчивости к хинолонам [15]. Учитывая тот факт, что 
налидиксовая кислота является достоверным маркё-
ром данного механизма резистентности, целесообразно 
включать диск налидиксовой кислоты наряду с пефлок-
сацином  в тестирование Salmonella ДДМ.

В редких случаях возможно возникновение устой-
чивости к фторхинолам вследствие плазмидоопосре-
дованных механизмов (гены qnr, aac(6’)-Ib-cr) [22]. В 
этом случае у штамма Salmonella возникает «парадок-
сальный» фенотип устойчивости к хинолонам: МПК 
ципрофлоксацина повышается до 0,12-0,5 мг/л (устой-
чивость низкого уровня), но штамм остается чувстви-
тельным к налидиксовой кислоте (МПК менее 16,0 мг/л; 
диаметр зоны подавления роста 16 мм и более). В этом 
случае использование диска налидиксовой кислоты в 
дополнение к пефлоксацину при тестировании штам-
мов Salmonella помогает дифференцировать механизмы 
устойчивости (рис. 1).

Определение чувствительности штаммов Sal-
monella к бета-лактамам. Устойчивость энтеробак-
терий к бета-лактамным АМП вызвана в большинстве 
случаев инактивацией антибиотика ферментами бета-
лактамазами. Спектр активности бета-лактамазы, про-
дуцируемой штаммом энтеробактерий, обуславливает 
фенотип устойчивости к группам бета-лактамов: ами-
нопенициллинам, ЦРС, карбапенемам. По данным на-
циональных систем надзора стран Европы и США, доля 
штаммов Salmonella, устойчивых к аминопеницилли-
нам, составляла 29,5 и 12,4%, соответственно [1; 23] 
и обусловлена, продукцией бета-лактамазы широкого 
спектра ТЕМ-1; бета-лактамазы генетических семейств 
SHV и OXA выявлены значительно реже [23]. Такая 

А) [16-18]. Такие данные имеются и в отношении дру-
гих сероваров Salmonella (категория доказательств С). 
Некоторые исследователи указывают на эффективность 
использования максимально высоких доз современных 
фторхинолонов (гатифлоксацина) в отношении S. Typhi 
с устойчивостью низкого уровня [19].

Чувствительность штаммов Salmonella к фторхино-
лонам можно определять различными методами. Наи-
более достоверным показателем для оценки предполо-
жительной эффективности терапии фторхинолонами 
является МПК ципрофлоксацина (определенная мето-
дами серийных разведений, градиентной диффузии и 
др.). Согласно рекомендациям Европейского комитета 
по определению чувствительности микроорганизмов к 
антимикробным препаратам (EUCAST) и КР для штам-
мов S. Typhi (и других Salmonella, вызывающих инва-
зивные инфекции) используются особые критерии ин-
терпретации для ципрофлоксацина (S≤0,06 мг/л; R>0,06 
мг/л), отличающиеся от критериев, используемых для 
энтеробактерий (S≤0,25 мг/л; R>0,5 мг/л). Штаммы Sal-
monella, для которых МПК ципрофлоксацина превыша-
ет 0,06 мг/л, следует считать устойчивыми ко всем фтор-
хинолонам. Из рекомендаций EUCAST и КР исключены 
пограничные значения диаметров зон подавления роста 
для ципрофлоксацина при тестировании штаммов Sal-
monella, поскольку показано, что полученные результа-
ты недостоверны при тестировании штаммов Salmonella 
[20].

Если в лаборатории нет технической возможности 
определить МПК ципрофлоксацина, допускается опре-
деление чувствительности к фторхинолонам ДДМ. В 
этом случае в качестве предиктора чувствительности/ре-
зистентности к этой группе препаратов следует исполь-
зовать диск с пефлоксацином (5 мкг): штамм Salmonella 
расценивают как «чувствительный» к фторхинолонам, 
если диаметр зоны подавления  роста составляет 24 мм 
и выше, «устойчивый» - менее 24 мм. Учитывая отсут-
ствие категории «умеренно-устойчивый» для пефлок-
сацина, а также возможные «технические» колебания 
результатов ДДМ в пределах 1-2 мм, существует вероят-
ность ошибочной интерпретации результатов, особенно 
если зона подавления роста составляет 23-25 мм. Объ-
ективно оценивая возможные сложности при интерпре-
тации результатов, EUCAST рекомендовал использовать 
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Рис. 1. Алгоритм определения чувствительности штаммов Salmonella  к фторхинолонам диско-дифузионным методом. d - диа-
метр зоны подавления роста.
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устойчивость преодолевается «ингибиторозащищенны-
ми» пенициллинами и ЦРС, поэтому не имеет клиниче-
ского значения.

Устойчивость к ЦРС у энтеробактерий обусловле-
на продукцией бета-лактамаз расширенного спектра 
(БЛРС): «классических» молекулярного класса А по 
классификации Ambler (подавляются такими ингибито-
рами β-лактамаз как клавулановая кислота, сульбактам, 
тазобактам), цефалоспориназ молекулярного класса С 
(AmpC), не чувствительных к классическим ингибито-
рам. В 1980-х г. г. появились штаммы Salmonella, устой-
чивые к ЦРС, причём распространение таких штаммов 
отмечено даже в странах с низкими доходами, где ис-
пользование цефалоспоринов ограничено из-за их от-
носительно высокой стоимости. Согласно данным на-
циональных систем надзора стран Евросоюза, США, 
Канады высокая частота устойчивости  к ЦРС характер-
на для определённых сероваров Salmonella: S. Kentucky 
(17,1%), S. Dublin (66,7%), S. Heidelberg (31,0%), S. In-
fantis (от 2,6 до 6,9%), монофазная Salmonella 1,4,5,12:i:- 
(6,0%) [1; 22-24]. В РФ доля штаммов Salmonella, устой-
чивых к ЦРС, составляет от 0 до 45,3%, и характерна 
для сероваров S. Typhimurium и S. Enteritidis [10-13].

Молекулярно-генетические исследования показали, 
что у штаммов Salmonella распространена продукция 
БЛРС генетического семейства СТХ-М, цефалоспори-
наз AmpC генетического семейства CMY-2. В Корее доля 
штаммов, устойчивых к ЦРС, за период с 2010 по 2017 г. 
г. выросла с 0 до 25,0%, выявлена продукция СТХ-М79, 
СТХ-М15, CMY-2 [25]. По данным национальной систе-
мы надзора США в 2015 г. в коллекции штаммов Salmo-
nella, устойчивых к ЦРС, в подавляющем большинстве 
выявлены гены blaCMY, у единичных штаммов - blaSHV, 
blaCTX-M [23]. В РФ выявлена продукция БЛРС генети-
ческого семейства СТХ-М у сероваров S. Typhimurium, 
S. Virchow, S. Enteritidis и цефалоспориназы CMY-2 у 
штаммов S. Newport [11; 26; 27].

Особое клиническое значение имеет устойчивость 
к бета-лактамам у штаммов S. Typhi, поскольку при 
брюшном тифе обязательно проводят  антимикробную 
терапию, причём ЦРС являются препаратами первой ли-
нии при лечении детей и пациентов пожилого возраста. 
У штаммов S. Typhi, так же как и у других сероваров 
Salmonella, устойчивость к аминопенициллинам обу-
словлена продукцией бета-лактамазы широкого спектра 
ТЕМ-1. Такие штаммы характеризуются множествен-
ной устойчивостью к ампициллину, хлорамфениколу, 
триметоприм/сульфаметоксазолу, тетрациклину, детер-
минанты резистентности к этим АМП локализованы на 
плазмиде. Исследования, проведенные в 1995-2015 г. г. в 
азиатских странах, на которые ежегодно приходится до 
80,0% случаев брюшного тифа (Индия, Вьетнам, Непал, 
Бангладеш, Камбоджа, Лаос, Тайланд, Китай), показали, 
что доля таких штаммов S. Typhi составляла от 16,0 до 
37,0% [28; 29].

Штаммы S. Typhi, устойчивые к ЦРС, в мире выде-
ляют редко. В странах Азии (Индия, Кувейт, Нигерия, 
Корея, Пакистан, Бангладеш), Африки (Нигерия, Кон-
го) идентифицированы штаммы, продуцирующие как 
«классические» БЛРС генетических семейств СTX-M 
(как правило, СТХ-М15), SHV-12, так и цефалоспорина-
зы AmpC (CMY-2, АСС-1). Штаммы, выделенные в ев-
ропейских странах (Германия, Норвегия, Нидерланды, 
Испания) и США, имели азиатское происхождение [22; 
30-35]. В РФ по данным референс-центра в 2005-2016 

г. г. доля штаммов S. Typhi, устойчивых к аминопени-
циллинам, продуцировавших ТЕМ-1, составляла около 
3,0%, штаммы, устойчивые к ЦРС, не выявлены [21].

Детекция БЛРС у штаммов Salmonella рекомендова-
на в рамках проведения инфекционного контроля. Со-
гласно руководству EUCAST по детекции механизмов 
резистентности к АМП для этих целей следует тести-
ровать так называемые «индикаторные» препараты из 
группы ЦРС: цефтазидим и цефотаксим [36]. Поскольку 
БЛРС различных генетических семейств характеризу-
ются субстратной специфичностью, что может выра-
жаться в больших различиях в значениях МПК между 
цефотаксимом и цефтазидимом, при скрининге следует 
тестировать оба эти препарата. Тесты, подтверждаю-
щие продукцию БЛРС у штаммов Salmonella, следует 
проводить в том случае, если МПК цефотаксима и/или 
цефтазидима превышает 1,0 мг/л или диаметр зоны по-
давления роста вокруг диска с цефотаксимом (5 мкг) и 
цефтазидимом (10 мкг) составляет менее 22 и 21 мм, со-
ответственно. В основе подтверждающих тестов лежит 
выявление синергизма между цефотаксимом/цефтази-
димом и ингибитором бета-лактамаз класса А – клавула-
новой кислотой. Для этого можно использовать любой 
из методов: комбинированных дисков (сравнение зон 
подавления роста вокруг дисков с цефалоспоринами и 
их комбинаций с клавулановой кислотой); двойных дис-
ков (выявление «пробки шампанского» - расширения 
зоны подавления роста вокруг диска с цефалоспорином 
в сторону диска с амоксициллин/клавулановой кисло-
той); градиентной диффузии и разведений в бульоне, 
основанные на сравнении МПК цефалоспоринов и их 
комбинаций с клавулановой кислотой [36]. У штаммов, 
одновременно продуцирующих классические БЛРС и 
AmpC, результаты подтверждающих тестов могут быть 
неопределёнными или ложноотрицательными. Для под-
тверждения продукции БЛРС у таких штаммов рекомен-
дуется проводить тесты синергизма, используя цефепим, 
который не гидролизуется AmpC β-лактамазами.

Фенотипическая дифференциация «классических» 
БЛРС и AmpC у энтеробактерий основана на опреде-
лении чувствительности к цефокситину (при высоком 
уровне экспрессии AmpC МПК цефокситина превы-
шает 8,0 мг/л) и клоксациллину, который является эф-
фективным ингибитором AmpC-бета-лактамаз. В этом 
случае для метода комбинированных дисков исполь-
зуются диски или таблетки, содержащие цефотаксим 
и цефтазидим в сочетании с клавулановой кислотой и 
клоксациллином [36]. Доступны наборы производства 
MAST (Великобритания), Rosco (Дания), Liophilchem 
(Италия). Алгоритм выявления БЛРС и AmpC у штам-
мов Salmonella представлен на рис. 2.

В последние годы у штаммов энтеробактерий, вызы-
вающих инфекции, связанные с оказанием медицинской 
помощи (ИСМП), с высокой частотой обнаруживают 
устойчивость к карбапенемам, ранее являющимся пре-
паратами резерва для инфекций, вызванных полирези-
стентными возбудителями. Основной механизм рези-
стентности энтеробактерий к этой группе препаратов 
- продукция карбапенемаз: сериновых молекулярных 
классов А (КРС и др.), D (ОХА-48 и др.), металло-бета-
лактамаз молекулярного класса В (NDM, VIM, IMP и 
др.). Несмотря на то, что карбапенемы не используют 
для лечения сальмонеллёзов, штаммы Salmonella раз-
личных сероваров, продуцирующие карбапенемазы, вы-
делены от людей, животных и из продуктов животного 
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происхождения в Великобритании, Франции, Германии, 
Швейцарии, США, Китае, Индии, Пакистане, Австра-
лии, Марокко, Колумбии. Во многих случаях отмечено, 
что инфицирование людей произошло в странах Индий-
ского субконтинета и Африки [37]. У штаммов Salmo-
nella обнаружены карбапенемазы пяти генетических 
семейств, имеющие высокую клиническую значимость: 
KPC (S. Typhimurium, S. Cubana), OXA-48 (S. Typhimu-
rium, S. Kentucky, S. Saintpaul), металло-бета-лактамазы 
IMP (S. Waycross, S. Typhimurium), VIM (S. Kentucky, S. 
Infantis), NDM (S. Seftenberg, S. Stanley, S. Agona, S. Indi-
ana, S. Corvallis, S.1,4,5,12:i:-). Пока не выявлены устой-
чивые штаммы S. Typhi, но резистентность к карбапе-
немам, обусловленная продукцией ОХА-48, описана у 
штамма S. Parathypi B, выделенного в 2013 г. в Велико-
британии от пациента, вернувшегося из Африки [37].

Выявление продукции карбапенемаз у штаммов энте-
робактерий может вызвать трудности в том случае, если 
значения МПК карбапенемов у штаммов-продуцентов 
не достигают пограничных значений вследствие низкого 
уровня экспрессии. При детекции карбапенемаз скринин-
говые значения отличаются от клинических пограничных 
значений [36]. Меропенем (из группы карбапенемов) 
характеризуется наилучшим сочетанием чувствительно-
сти и специфичности при детекции карбапенемаз: подо-
зрение на продукцию карбапенемаз вызывают штаммы с 
МПК>0,12 мг/л (зона подавления роста <28 мм).

При выявлении «подозрительного» штамма рекомен-
довано выполнить фенотипические подтверждающие 
тесты, основанные на выявлении синергизма меропене-
ма и ингибиторов различных карбапенемаз. Доступны 
методы комбинированных дисков MAST (Великобри-
тания), Rosco (Дания), Liophilchem (Италия), в состав 
которых входят диски или таблетки, содержащие ме-
ропенем и его комбинации с ингибиторами: бороновой 
кислотой (ингибитор карбапенемаз молекулярного клас-
са А), дипиколиновой кислотой или EDTA (ингибиторы 
карбапенемаз класса B), клоксациллином (ингибитором 
AmpC β-лактамаз).

Доступны отечественные тест-системы для ПЦР 
с гибридизационно-флуоресцентной детекцией 
«АмплиСенс®MDR MBL-FL», «АмплиСенс®MDR 
KPC/OXA-48-FL» (ФБУН ЦНИИ эпидемиологии Ро-
спотребнадзора, РФ) для детекции генов наиболее рас-
пространённых карбапенемаз у штаммов или в пробах 
клинического материала. Алгоритм, рекомендуемый для 
выявления карбапенемаз у штаммов Salmonella пред-
ставлен на рис. 3.

Определение чувствительности штаммов Salmonella 
к бета-лактамам не вызывает методических затруднений 
при условии тестирования индикаторных препаратов и 
постановки подтверждающих тестов (фенотипических 
или молекулярных). Экспертная оценка результатов 
остается предметом дискуссий. Согласно рекомендаци-
ям EUCAST, используемые методы тестирования и по-
граничные значения позволяют выявить устойчивость 
к бета-лактамам у большинства штаммов энтеробакте-
рий, включая Salmonella, продуцирующих различные 
бета-лактамазы (БЛРС, AmpC, карбапенемазы), поэтому 
дополнительное подтверждение продукции БЛРС или 
карбапенемазы не является обязательным. В тоже вре-
мя, часть штаммов с низким уровнем продукции бета-
лактамаз могут попадать в категорию «чувствительный» 
или «умеренно резистентный». Из экспертных правил 
EUCAST исключены рекомендации о том, что штаммы с 
подтверждённой продукцией БЛРС (или карбапенемаз) 
следует расценивать как устойчивые ко всем цефало-
споринам и азтреонаму (или карбапенемам). Для таких 
штаммов существует вероятность неэффективности ле-
чения соответствующими бета-лактамными АМП. По 
мнению многих авторов степень доказательства эффек-
тивности бета-лактамов в отношении штаммов с низким 
уровнем продукции бета-лактамаз недостаточна. Значе-
ния МПК или диаметров зон, полученные рутинными 
методами, могут варьировать в зависимости от исполь-
зуемых сред, дисков, методов и квалификации персона-
ла. В отличие от EUCAST, российские КР (2014, 2015, 
2018 г. г.) рекомендуют информировать клинициста о 
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Рис. 2. Алгоритм детекции БЛРС и цефалоспориназ AmpC у штаммов Salmonella.
МПК- минимальная подавляющая концентрация; d - диаметр зоны подавления роста; БЛРС – бета-лактамаза расширенного спектра; AmpC – цефало-
спориназа AmpC; «+» - положительный результат теста, синергизм выявлен; «-» - отрицательный результат теста, синергизм не выявлен.
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возможной нечувствительности штамма-продуцента 
БЛРС (или карбапенемазы) к цефалоспоринам и азтрео-
наму (или карбапенемам), даже если этот штамм фор-
мально  попадает в категорию «чувствительный» [14].

При тестировании возбудителя брюшного тифа, учи-
тывая генерализованный характер инфекции и возмож-
ность тяжёлых осложнений, в случае выявления продук-
ции БЛРС (или карбапенемазы) штамм S. Typhi следует 
расценивать как «устойчивый» ко всем цефалоспоринам 
(или карбапенемам) независимо от полученных резуль-
татов тестирования.

Определение чувствительности штаммов Salmo-
nella к азитромицину. В связи с высокими уровнями 
устойчивости к фторхинолонам штаммов Salmonella во 
многих странах для лечения брюшного тифа и сальмо-
неллёзов используют азитромицин [7; 8; 38]. Из-за от-
сутствия критериев интерпретации при определении 
чувствительности к азитромицину методами разведений 
или ДДМ, чувствительность штаммов Salmonella к это-
му препарату можно оценить только ориентировочно, 
сравнивая МПК штамма со значениями, полученными 
для «дикой» популяции (штаммы, которые не имеют 
механизмов резистентности): по данным EUCAST боль-
шая часть популяции Salmonella имеет диапазон МПК 
азитромицина от 4,0 до 16,0 мг/л. Масштабное исследо-
вание более 1500 штаммов S. Тyphi, выделенных в семи 
азиатских странах, показало, что для 99,5% штаммов 
МПК азитромицина не превышала 16 мг/л и лечение 
азитромицином пациентов, инфицированных такими 
штаммами, было успешным в 91% случаев [28].

Согласно рекомендациям EUCAST и КР азитромицин 
используют при лечении инфекции, вызванных штаммам 
S. Typhi, у которых МПК не превышает 16 мг/л. Исполь-

зование ДДМ для определения чувствительности к ази-
тромицину осложняется тем, что зона подавления роста S. 
Typhi вокруг диска с этим антибиотиком формирует нечёт-
кую границу, диаметр зоны не имеет прямой зависимости 
от МПК. Для штаммов с МПК 8,0 мг/л диметр зоны может 
колебаться от 13 до 25 мм [28]. Для определения чувстви-
тельности к азитромицину следует использовать методы, 
позволяющие получить значение МПК азитромицина.

Заключение. Род Salmonella включает более 2500 се-
рологических вариантов, не более 100 сероваров вызы-
вают заболевания у человека, а широкое эпидемическое 
распространение имеют 40-50 из них. Учитывая неуклон-
ный рост резистентности к клинически значимым пре-
паратам, у штаммов Salmonella необходимо определять 
чувствительность к АМП не только с целью назначения 
адекватной этиотропной терапии, но и для мониторин-
га чувствительности/резистентности штаммов разных 
серологических вариантов, результаты которого долж-
ны учитываться при формировании тактики эмпириче-
ской антимикробной терапии сальмонеллёзов, включая 
брюшной тиф. Особенности определения чувствитель-
ности к АМП у штаммов Salmonella заключаются в том, 
что для локализованной (гастроинтестинальный вари-
ант) и генерализованной (тифоподобный и септический 
варианты) форм инфекции используют разные подходы 
к тестированию и интерпретации результатов для хи-
нолонов по сравнению с другими энтеробактериями. В 
бланке направления пробы биологического материала в 
диагностическую лабораторию для выявления бактерий 
рода Salmonella должна быть указана форма заболева-
ния (локализованная или генерализованная).

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсут-
ствии конфликта интересов.
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Рис. 3. Алгоритм детекции карбапенемаз у штаммов Salmonella. AmpC – цефалоспориназа AmpC; БЛРС – бета-лактамаза рас-
ширенного спектра; МПК- минимальная подавляющая концентрация; d - диаметр зоны подавления роста; R – резистентный; 
S- чувствительный; EDTA – этилендиаминтетрауксусная кислота.
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ДИАГНОСТИКА ГИАРДИАЗА У ДЕТЕЙ С ПРИМЕНЕНИЕМ МЕТОДОВ МИКРОСКОПИИ, 
ИММУНОФЕРМЕНТНОГО АНАЛИЗА, ПОЛИМЕРАЗНОЙ ЦЕПНОЙ РЕАКЦИИ
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Гиардиаз у детей остается актуальной проблемой, значимость которой определяется эндемичностью для многих стран 
и регионов, полиморфизмом клиники, что обуславливает трудности клинической диагностики этой патологии.
Представлены результаты диагностической значимости методов лабораторной диагностики гиардиаза: микроскопии 
нативного и окрашенного раствором Люголя препарата фекалий, иммуноферментного анализа (ИФА) на наличие анти-
тел класса IgM и IgG к антигенам лямблий в сыворотке крови и антигена G. Lamblia в кале, полимеразной цепной реакции 
(ПЦР) -  обнаружение ДНК лямблий в кале, полученные при обследовании 160 больных гиардиазом детей в возрасте от 
3 до 14 лет. Результаты исследования позволяют считать, что наиболее информативными методами диагностики 
лямблиоза у детей является копроскопия (специфичность - 96,2%, чувствительность – 98,1%), ПЦР копрофильтрата 
(специфичность – 85%, чувствительность 82,5%), определение антигена в кале методом ИФА (специфичность - 87,5%, 
чувствительность - 60%). При высокой специфичности метода ИФА крови (90%), чувствительность метода состав-
ляет только 27,5%. «Золотым стандартом» диагностики гиардиаза остается микроскопия нативного и окрашенного 
раствором Люголя препарата фекалий с проведением трёхкратного исследования с интервалом в 2-3 дня.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  дети; гиардиаз; лабораторная диагностика; микроскопия; ИФА; ПЦР.
Для цитирования: Кимирилова О. Г., Харченко Г. А. Диагностика гиардиаза у детей с применением методом микро-
скопии, иммуноферментного анализа, полимеразной цепной реакции. Клиническая лабораторная диагностика. 2019;  
64(6): 376-379. DOI: http://dx.doi.org/10.18821.0869-2084-2019-64-6-376-379
Kimirilova O. G., Kharchenko G. A.
DIAGNOSIS OF GIARDIOSIS IN CHILDREN: RESULTS OF A RETROSPECTIVE COHORT STUDY
astrakhan state Medical University, 414000, astrakhan, Russia
Giardiasis in children remains an urgent problem, the importance of which is determined by the endemicity for many countries and 
regions, polymorphism of the clinic, which causes difficulties in clinical diagnosis of this pathology.
The report presents the results of the diagnostic significance of methods of laboratory diagnostics giardiase: microscopy of native 
and stained with Lugol solution preparation fecal enzyme-linked immunoassay (ELISA) for the presence of antibodies of class IgM 
and IgG antibodies to the antigens of Giardia in the serum and antigen of G. Lamblia in feces, polymerase chain reaction (PCR) 
- detection of Giardia DNA in feces obtained during the examination of 160 patients with giardiasis children aged 3 to 14 years. 
The results of our study suggest that the most informative methods of diagnosis of giardiasis in children is coproscopy (specificity 
- 96.2%, sensitivity – 98.1%), PCR coprofiltrate. (specificity - 85%, sensitivity 82.5%), determination of antigen in feces by ELISA 
(specificity - 87,5%, sensitivity - 60%). With high specificity of the blood ELISA method (90%), the sensitivity of the method is only 
27.5%. It should be recognized that the «gold standard» diagnosis of giardiasis remains microscopy of native and stained with a 
solution of Lugol preparation of feces with a three – time study at intervals of 2-3 days.
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Гиардиаз - часто встречающееся заболевание чело-
века, которое вызывается простейшими Giardia lamblia. 
Показатель заболеваемости гиардиазом, на различных 
территориях Российской Федерации, у детей от 100 до 
350 и более на 100 тыс. детского населения [1,2]. Суще-
ствуют лямблии в виде вегетативной и цистной форм. 

Инцистирование происходит в дистальных отделах 
тонкой и ободочной кишки [3]. Выделение цист из ки-
шечника происходит не постоянно, а с промежутками 
в 8-12 дней. Длительность паразитирования лямблий в 
кишечнике  -  от нескольких дней до 8-9 мес, возможно 
персистирование паразита, как следствие аутоинвазии 
[4]. Гиардиаз у детей часто протекает в виде различных 
вариантов гастроэнтерологической патологии (гастрит, 
холецистит, энтерит и др.) с рецидивирующим течением 
[5 - 7]. Манифестные формы гиардиаза характеризуются 
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наличием диарейного синдрома, болей в животе, тош-
ноты, рвоты. При длительной инвазии на первый план 
выступают признаки дисбиоза кишечника, лактазной 
недостаточности [8, 9].

Основным методом диагностики гиардиаза является 
выявление цист и вегетативных форм паразита в кале 
и дуоденальном содержимом. В последние годы чаще 
стал использоваться метод ИФА для определения спец-
ифических антигенов лямблий в кале, антител к антиге-
нам лямблий в крови (IgM, IgG) и ПЦР для обнаружения 
ДНК лямблий в кале [10].

В основе ИФА лежит использование антител к тро-
фозоитам или моноспецифических антител к антигенам 
паразитов. Выявляемость возбудителя составляет 50-
70% при первичном анализе и повышается до 90% при 
трёхкратном исследовании [11]. По результатам ИФА 
исследования крови можно судить о течении болезни 
(острое или хроническое течение).

ПЦР позволяет определять наличие не только живых 
паразитов, но и их фрагменты после гибели [12]. Обоб-
щающие сведения о результатах диагностики гиардиаза 
представлены в научных работах [12–14]. Оценка ре-
зультатов диагностики авторов этих работ существенно 
различаются и могут быть обусловлены различным ме-
тодологическим качеством исследований.

Цель исследования - установить диагностическую 
значимость методов лабораторной диагностики (микро-
скопии кала, ИФА, ПЦР) при гиардиазе у детей.

Материал и методы. Проведено ретроспективное, ко-
гортное исследование. Критериями включения в исследо-
вание являлись дети в возрасте от 3 до 14 лет, наличие в 
медицинской документации письменного согласия роди-
телей или законного представителя ребёнка на обработку 
данных и их использование в научных целях. Учитывали 
случаи болезни, подтверждённые по месту обследования 
положительными результатами:  а) 3-х кратного (с интер-
валом в 2 сут) исследования кала на цистные формы G. 
lamblia, методом микроскопии нативного и окрашенного 
раствором Люголя препарата;  б) ИФА крови (наличие 
антител класса IgM к антигенам лямблий в сыворотке 
крови пациента);  в) ИФА кала (наличие антигена ляблий 
в кале);  г) ПЦР кала (наличие ДНК лямблий в кале). Ис-
точниками информации являлись амбулаторные карты и 
результаты обследования 160 пациентов с верифициро-
ванным диагнозом гиардиаз, в возрасте от 3 до 14 лет, за 
период с января 2015 по январь 2018 года.

Определение антител к лямблиям в крови методом 
ИФА проводилось с использованием коньюгата моно-
клональных антител против иммуноглобулинов челове-
ка с пероксидазой хрена (ЗАО «Вектор-Бест», Новоси-
бирск), позволяющим определять IgG, IgA, IgM.

Определение антигена Giardia lamblia в кале мето-

дом ИФА, с применением моноклональных антител к 
антигену GSA-65 (R- Biopharm, Ag, Германия).

ПЦР диагностика лямблий в кале проводилась с ис-
пользованием набора «ДНК-экспресс» (НПФ «Литех», 
Москва).

Взятие биоматериала для обнаружения цист лямблий 
методом микроскопии проводилось при амбулаторном 
обращении. Определение антигена в кале, антител в 
крови методом ИФА, ДНК паразита методом ПЦР про-
водилось после получения результатов микроскопиче-
ского исследования (до начала лечения).

Заключение этического комитета на проведение ис-
следования не запрашивалось.

Статистическая обработка данных проводилась с ис-
пользование пакета «Statistica 6,0 (Stat. Soft, USA). Ко-
личественные показатели оценивали по среднему ариф-
метическому значению и стандартному отклонению. 
Сравнение количественных показателей в 4 группах 
обследованных (микроскопия кала, ИФА крови, ИФА 
кала, ПЦР копрофильтрата) выполнено с применением 
дисперсионного анализа качественных показателей с 
применением критерия χ-квадрат.

Результаты. Из 160 детей, находившихся под наблю-
дением, 144 (90%) составляли дети из организованных 
коллективов (дошкольные учреждения, школьники млад-
ших классов) проживающие в городе 140 (87,5%). В воз-
растной структуре больных гиардиазом преобладали де-
ти в возрасте от 3 до 10 лет – 135 (84,4%), на долю детей 
в возрасте 11-14 лет приходилось 25 (15,6% случаев от 
общего количества больных). Во всех группах больных 
гиардиазом существенных различий частоты заболевае-
мости у мальчиков 79 (49,4% от общего числа больных) и 
девочек 81(50,6%) не прослеживалось (табл. 1).

Клиническая симптоматика гиардиаза обуславлива-
лась сочетанием болевого абдоминального, диспептиче-
ского синдромов. Абдоминальный синдром характери-
зовался болями в области пупка у 72 (45%), эпигастрия 
у 10 (6%) детей, сочетающимися с болями в правом и 
левом подреберьях у 15 (9%) пациентов.

Клиническими симптомами диспептического син-
дрома являлись: снижение аппетита у 28,8%, тошнота у 
17,3%, рвота у 9,2%, диарея у 71,5% пациентов, от обще-
го количества больных.

Наличие дисбиотических нарушений (по резуль-
татам исследования микробного пейзажа кала) за счёт 
снижения количества бифидо- и лактобактерий опреде-
лялось у 115 (72%), кишечной палочки у 105 (65%) и 
роста условно патогенных бактерий у 54 (33%) детей.

Микроскопия мазка кала на лямблии, с окраской 1% 
раствором Люголя, проведенная у 160 детей показала, 
что чувствительность данного метода исследования 
98,1%, специфичность 96,2%.

Т а б л и ц а  1
Группы детей, обследованных по поводу гиардиаза

Пол Группы обследованных p

1-я (n=160) 2-я (n=40) 3-я (n=40) 4-я (n=40)

девочки/мальчики, абс. 81/79 20/20 18/22 22/18 0,900
Возраст, годы 5,9±3,5 6,0±3,1 5,6±3,5 6,3±3,6 0,995

П р и м е ч а н и е . 1-я группа - больные обследованные методом микроскопии кала; 2-я группа - методом микроскопии+ИФА крови; 3-я 
группа – методом микроскопии +ИФА кала; 4-я группа – методом микроскопии + ПЦР кала; p – значимость качественных показателей при 
df=3.
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Методом ИФА исследовано 80 сывороток крови (от 
40 больных в динамике, с интервалом 10 сут). Наличие 
специфических антител к антигену G. lamblia определя-
лось у 36 (90%) детей в титре от1:100 до 1:800 и более. 
Высокий титр антител от 1:800 до 1:1600 имел место 
при рецидивирующем варианте инвазии, 1:200 с нарас-
танием в динамике до 1:400 и более при остром течении, 
низкий 1:100 при бессимптомных формах гиардиаза. 
Диагностическая значимость ИФА выше при повторных 
заражениях лямблиями и при длительной персистенции 
паразитов, что может быть связано с сенсибилизацией 
иммунокомпетентных клеток антигенами лямблий при 
повторных заражениях [4]. При высокой специфичности 
(90%), чувствительность ИФА, на антитела к лямблиям 
в сыворотке крови 27,5%, что более чем в 3 раза ниже 
метода копроскопии (98,1%). Чувствительность ИФА 
для обнаружения антигена лямблий в кале уступает ме-
тоду копроскопии (табл. 2). Специфичность и чувстви-
тельность ПЦР по обнаружению ДНК лямблий в кале 
достаточно высокая - 85% и 82,5% соответственно, но 
ниже метода микроскопии кала (табл. 2).

Обсуждение. Данные литературы по определению 
чувствительности и специфичности разных методов 
диагностики гиардиаза неоднозначны, что может обу-
славливаться отличиями методик и кратностью про-
ведённых исследований. По данным [15] однократное 
микроскопическое исследование кала позволяет опре-
делить наличие лямблий у 54% пациентов, при трёх-
кратном исследовании число истинно положительных 
результатов увеличивается до 98%. В работе [9] отме-
чается, что чувствительность микроскопии кала 85% и 
более, специфичность – 100%. В нашем исследовании 
специфичность микроскопии кала составляла 96,2%, 
чувствительность 98,1%. Выделение цист лямблий из 
кишечника больного происходит не постоянно. Про-
межутки между выделением паразита могут состав-
лять от 2 до14 дней, что отрицательно сказывается на 
результатах исследования. Повышение эффективности 
методики до 90% и более достигается трёхкратным ис-
следованием, с интервалом 3-4 дня, при использовании 
микроскопии с формалин-эфирным осаждением и окра-
ской мазка 1% раствором Люголя [6, 15, 16]. Показатели 
ИФА крови по результатам исследований [9, 12] име-
ют чувствительность 20,4-36,5%, специфичность - 93-
95% с прогностической значимостью положительных 
результатов ИФА 97%, отрицательных 22%. Данные 
исследования [17] прямо противоположные: истинно-
положительные результаты составляют 2,9%, ложноо-
трицательные 14,8%, ложноположительные 26,8%, ис-
тинноотрицательные 55,5%. Специфичность ИФА ис-
следования крови - 67,4%, чувствительность – 16,5%, 
прогностическая ценность положительных результатов 
– 9,8%, отрицательных – 21%. Приведённые параметры 

результатов ИФА крови не позволяют дать однозначного 
заключения о наличии у пациента, текущего гиардиаза. 
Полученные нами данные позволяют считать, что ИФА 
исследование крови на лямблии имеет достаточно вы-
сокую специфичность - 90%, при низкой чувствитель-
ности - 27,5%. ИФА имеет ряд недостатков: лямблии 
являясь пристеночными паразитами не вызывают выра-
женный системный гуморальный ответ, приводящий к 
синтезу достаточного количества антител, у детей с вто-
ричным иммунодефицитом антитела в сыворотке крови 
могут не определяться. Возможны перекрестные реак-
ции антигенов лямблий с другими паразитарными и со-
матическими антигенами [4, 7, 13]. При оценке резуль-
татов ИФА исследования крови необходимо учитывать, 
что IgM появляются в крови в конце 2 нед болезни, IgG 
позже и могут сохраняться в крови более 6 мес. после 
перенесенного заболевания, что затрудняет использова-
ние методики с целью контроля эффективности лечения 
и выздоровления. Обнаружение антител класса IgG к 
антигенам лямблий не является безусловным основа-
нием для постановки диагноза гиардиаз и назначения 
лечения. Возникает необходимость дополнительного 
обследования с целью обнаружения лямблий другими 
методами, в частности методом микроскопии. Результа-
ты определения антител к G. lamblia позволяют устано-
вить стадию патологического процесса при гиардиазе: 
наличие IgM (при отсутствии IgG) указывает на острое 
течение гиардиаза, нарастание титра IgG (в сочетании 
или без IgM) свидетельствует о хроническом течении 
болезни или начале периода реконвалесценции острого 
гиардиаза. Чем выше титр антител в сыворотке крови 
больного, тем чаще наблюдается отрицательное цисто-
выделение [4, 18].

Метод обнаружения антигенов лямблий в копро-
фильтрате позволяет выявлять специфический антиген 
лямблий GSA-65. Антиген выявляется при численности 
паразитов в кишечнике ниже порога паразитологическо-
го метода и исчезает в течение 2 нед после элиминации 
лямблий. По результатам исследования [9,12] чувстви-
тельность метода 20,4%,специфичность 93,5%. Прогно-
стическая значимость положительных результатов 83%, 
отрицательных 42,6%. По данным [11,17], чувствитель-
ность метода составила 90%, специфичность 98,5%. По 
нашим данным специфичность ИФА кала составляла 
87,5%, чувствительность 60%.

Данные литературы по оценке результатов исследо-
вания кала методом ПЦР различаются незначительно 
чувствительность метода 78,8% и 62,7%, специфич-
ность 89,8% и 88,8% [9, 12, 18]. Специфичность ПЦР 
исследования кала по нашим данным составляла 85%, 
чувствительность 82,5%

Заключение. Наиболее информативными методами 
диагностики лямблиоза у детей является копроскопия 

Т а б л и ц а  2
Диагностическая значимость методов лабораторной диагностики гиардиаза у детей

Метод исследования Количество больных Специфичность метода, % Чувствительность метода, %

Копроскопия с окраской 1% раствором Люголя 160 96,2 98,1
Определение антител в сыворотке крови методом ИФА 40 90 27,5
Определение антигенав кале методом ИФА 40 87,5 60
ПЦР диагностика кала 40 85 82,5
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(специфичность - 96,2%, чувствительность – 98,1%), 
ПЦР копрофильтрата. (специфичность – 85%, чувстви-
тельность 82,5%), определение антигена в кале методом 
ИФА (специфичность -87,5%, чувствительность - 60%). 
«Золотым стандартом» диагностики гиардиаза остается 
микроскопия нативного и окрашенного раствором Лю-
голя препарата фекалий с проведением трёхкратного ис-
следования с интервалом в 2-3 дня.

Ограничения исследования. В исследовании проана-
лизированы результаты обследования только 160 (13%) 
случаев гиардиаза, от общего числа больных детей, за-
регистрированных в Астраханской области в период ис-
следования (Федеральное статистическое наблюдение. 
«Сведения о паразитарных заболеваниях»). Этот факт 
ограничивает распространение полученных результатов 
на все случаи гиардиаза у детей, включая бессимптом-
ные формы болезни.

Финансирование. Исследование не имело спонсор-
ской поддержки.

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсут-
ствии конфликта интересов.
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Вопросы разработки и внедрения эффективной системы менеджмента качества являются актуальным элементом в ор-
ганизации деятельности биобанка. В статье приведены определения понятия «биобанк», предложенные в разные годы 
различными авторами; список стандартов, разработанных Международной организацией по стандартизации (ISO), при-
менимых к деятельности биобанков; проанализированы правовые и этические требования и нормы, российская законода-
тельная база в сфере биобанкирования, международные передовые практики и рекомендации; приведен опыт разработки 
и внедрения систем менеджмента качества по стандарту ISO 9001 в зарубежных биобанках и опыт банка биологического 
материала ФГБУ «НМИЦ профилактической медицины» Минздрава России.  Вышедший в августе 2018 г. стандарт по 
биобанкированию ISO 20387 объединил в себе знания и опыт специалистов со всего мира и определил общие требования, 
обязательные к исполнению биобанками и хранилищами, желающими гарантировать своим потребителям высокое каче-
ство преаналитического этапа научных исследований, биологических образцов и ассоциированных с ними данных. В 2019 г. 
ожидается выход российской версии данного стандарта. Документы системы менеджмента качества являются мощным 
инструментом управления и позволяют обеспечить воспроизводимость деятельности по основным процессам хранения, 
что облегчает процедуры включения нового сотрудника в рабочий процесс и ежегодную оценку знаний, умений и навыков 
персонала; проведение внутренних и внешних аудитов; управление знаниями биобанка – постоянное повышение квалифи-
кации персонала. Внедрение эффективной системы менеджмента качества в деятельность биобанка позволяет гаранти-
ровать исследователям и всем заинтересованным сторонам высокое качество биообразцов, стандартизированное прове-
дение преаналитического этапа научных работ, надежное регламентированное долговременное хранение биоматериала и 
сопутствующей информации для применения их в исследовательских целях в текущей работе и в будущих исследованиях.
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Научные исследования в области биомедицины в 
последние годы предъявляют все более высокие требо-
вания к качеству биоматериала, используемого в науч-
ных целях. В связи с этим инсталляция биобанков как 
структурных подразделений научно-исследовательских 
и клинических медицинских центров становится обще-
мировой тенденцией. Идея сбора и хранения челове-
ческих тканей и жидкостей для исследовательских и 
образовательных целей не нова. Ключевым отличием 
современных биобанков от частных исследовательских 
коллекций является строгое соблюдение правовых и 
этических норм при сборе биоматериала, использова-
ние стандартизованных процедур обработки и хране-
ния биообразцов, а также наличие структурированного 
биоинформационного поля, сопровождающего коллек-
цию хранилища. Разработка и внедрение эффективной 
системы менеджмента качества является необходимым 
элементом в организации работы биобанка [1-3].

Существует множество определений понятия «био-
банк», предложенных различными авторами, организа-
циями и сообществами. В соответствии с определением 
Международного общества биологических и экологи-
ческих репозиториев (International Society for Biological 
and Environmental Repositories, ISBER) биобанк – это 
официально сформированное физически существующее 
или виртуальное учреждение, которое может принимать, 
обрабатывать, хранить и/или распространять образцы 
и/или пробы, а также ассоциированные с ними данные 
для применения в настоящий момент или в будущем [4]. 
Многими авторами введены в использование собствен-
ные определения биобанков. Так, в работе 2008 г. биобанк 
определяется авторами как организованная коллекция че-
ловеческого биологического материала и связанной с ним 
информации, которые хранятся для использования в ис-
следовательских целях. Группа авторов из Румынии опи-
сывает биобанк как структуру, состоящую из двух обя-
зательных частей - биологического материала, который 
собирается, обрабатывается и длительное время хранит-
ся, и базы данных с демографическими и клиническими 
данными по каждому образцу, обеспечивающую возмож-
ность сбора биологических образцов, их обработки, хра-
нения, инвентаризации и распространения [5-7]. 

Деятельность биобанков во всем мире координи-
руется рядом международных, региональных и нацио-
нальных организаций. Ведущая роль принадлежит уже 
упомянутому выше обществу ISBER. Основанная в 1999 
г., организация определила свою миссию как «создание 
возможностей для взаимодействия, обучения, иннова-
ций и гармонизации подходов к решению имеющихся 
проблем в области деятельности биобанков». Одной из 
сфер деятельности ISBER является разработка, издание 

и регулярная актуализация руководств (передовых прак-
тик) для хранилищ и биорепозиториев. Этот сборник 
(Best practices for Repositories) впервые увидел свет в 
2008 г. и уже четырежды переиздавался. Примечательно, 
что в 2018 г. последнее издание «Передовых практик» 
впервые было официально переведено на русский язык. 
Содержание этого обширного документа покрывает все 
важнейшие аспекты работы в области биобанкирования, 
касающиеся соответствия этическим требованиям, ор-
ганизационной структуры биобанка и непосредственно 
процесса биобанкирования. Следование его правилам 
и рекомендациям обеспечивает способность биобанка 
эффективно и безопасно организовывать свою деятель-
ность [8], устанавливать четкие стандарты выполнения 
всех этапов процесса банкирования биообразцов. 

Следует отметить, что в России на сегодняшний день 
отсутствует законодательная база, регламентирующая 
деятельность биобанков. Вместе с тем, имеется ряд за-
конодательных актов, на которые стоит опираться: № 
180-ФЗ «О биомедицинских клеточных продуктах», ч.3 
ст.37; Приказ Минздрава РФ № 842н «Об утверждении 
требований к организации и деятельности биобанков 
и правил хранения биологического материала, клеток 
для приготовления клеточных линий, клеточных ли-
ний, предназначенных для производства биомедицин-
ских клеточных продуктов, биомедицинских клеточ-
ных продуктов» (Зарегистрировано в Минюсте России 
28.03.2018 № 50555); № 323-ФЗ «Об основах охраны 
здоровья граждан в РФ» (с изменениями и дополнения-
ми); № 152-ФЗ «О персональных данных» (действующая 
редакция); № 86-ФЗ «О государственном регулировании 
в области генно-инженерной деятельности» (с измене-
ниями и дополнениями); № 242-ФЗ «О государственной 
геномной регистрации в Российской Федерации» (с из-
менениями и дополнениями).

Международной организацией по стандартизации 
(International Organization for Standardization, ISO) раз-
работан целый ряд стандартов, применимых к деятель-
ности банков биологического материала. Среди них:

• ISO 9001 «Системы менеджмента качества. Требо-
вания»;

• ISO 15189 «Лаборатории медицинские. Частные 
требования к качеству и компетентности»;

• ISO 17025 «Общие требования к компетентности 
испытательных и калибровочных лабораторий»;

• ISO 17034 «Общие требования к компетентности 
производителей стандартных образцов»;

• ISO 20387 «Биотехнологии. Биобанкинг. Общие 
требования» [9-11].

Вышедший в августе 2018 г. стандарт по биобанкиро-
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ванию ISO 20387 объединил в себе знания и опыт специ-
алистов по биобанкированию со всего мира и определил 
общие требования, обязательные к исполнению биобан-
ками и хранилищами, желающими гарантировать сво-
им потребителям высокое качество преаналитического 
этапа научных исследований, биологических образцов и 
ассоциированных с ними данных. В 2019 г. ожидается 
выход российской версии данного стандарта. Стандарт 
ISO 20387:2018 применим ко всем организациям, осу-
ществляющим биобанкирование, включая биобанки-
рование биологического материала из многоклеточных 
организмов (например, человека, животных, грибов и 
растений) и микроорганизмов для научных исследова-
ний и разработок [12, 13].

В настоящее время в подавляющем большинстве слу-
чаев биобанками при организации систем управления 
качеством отдается предпочтение стандарту ISO 9001, 
как самому универсальному и подходящему организа-
циям любого уровня и специализации.

Опыт многих зарубежных биобанков подтверждает, 
что разработка системы менеджмента качества (СМК) 
в соответствии с требованиями  стандарта ISO 9001 в 
сочетании со стандартизированными методиками, со-
ставленными на основе «Передовых практик ISBER» 
гарантирует потребителям услуг биобанка и всем за-
интересованным сторонам стабильно высокое качество 
биообразцов и ассоциированных с ними данных, а так-
же процессов управления хранилищем, соответствия 
деятельности биобанка всем правовым, нормативным 
и этическим требованиям. Грамотно разработанные и 
применяемые документы СМК являются мощным ин-
струментом управления и позволяют обеспечить:

1. Воспроизводимость деятельности по основным 
процессам хранения, что облегчает процедуры вклю-
чения нового сотрудника в рабочий процесс и ежегод-
ную оценку знаний, умений и навыков персонала. С 
этой целью должностная инструкция обычно содержит 
перечень стандартных операционных процедур (СОП), 
которыми должен владеть сотрудник. В приложения к 
СОП включается лист ознакомления и оценки знаний по 
данной СОП. Особенно это актуально для процедур, ко-
торые применяются относительно редко.  

2. Проведение внутренних и внешних аудитов. На 
основе СОП и регламента формируется чек-лист для 
проверки правильности выполнения процедуры или 
процесса, что является классическим подходом к стан-
дартизации системы.

3. Управление знаниями Биобанка. В процессе разра-
ботки собственной документации персонал изучает нор-
мативные требования, рекомендации, лучшие практики 
и внедряет их в свою деятельность [14].

Примером эффективного внедрения в свою деятель-
ность системы управления качеством может послужить 
биобанк медицинского университета г. Грац (Австрия). 
На сегодняшний день этот биобанк является одним из 
крупнейших клинических биобанков в Европе, в кото-
ром хранится более 7,5 млн образцов биологического 
материала [15,16]. Биобанк Грац, основанный в 2007 г. 
и впервые сертифицированный по стандарту ISO 9001 в 
2009 г., посредством своей СМК гарантирует своим по-
требителям, что постоянно улучшает качество сбора об-
разцов и данных в соответствии со стандартами и руко-
водящими принципами, опубликованными ВОЗ, МАИР 
(Международное агентство по изучению рака) и ISBER, 
а также новыми стандартами ISO для биобанков. Каж-

дый образец в биобанке принимается, обрабатывается и 
хранится в соответствии с конкретными СОП [17].

В статье  M.A.Cortes и соавт. [18,19] приведен опыт 
биобанка Университета Алькалы (Испания) по внедре-
нию и сертификации СМК по стандарту ISO 9001 версии 
2008 г. Результатом внедрения и сертификации системы 
управления качеством биобанка этого университета 
явилось существенное сокращение времени выполне-
ния процесса биобанкирования (на 70%), значительное 
увеличение количества обрабатываемых образцов (на 
200%) и оптимизация процессов управления хранили-
щем (на 25%), что, в конечном итоге, повысило качество 
биообразцов и удовлетворенность потребителей услуг 
биобанка. 

Национальный биобанк Кореи (NBK), объединен-
ный в единую сеть с 17 региональными корейскими 
биобанками в рамках проекта the Korea Biobank Project 
(KBP), содержит более 525 тыс. биообразцов (данные 
на декабрь 2011 г.). Интеграцию в этот проект биобанку 
NBK обеспечила разработка СМК, созданной на основе 
требований стандарта ISO 9001. Принятые стандарты 
позволили унифицировать процедуры сбора, обработки, 
хранения и распределения биообразцов, их аннотацию 
и процесс получения информированных согласий от па-
циентов и доноров [20]. 

Особого внимания заслуживает биобанк Велико-
британии (UK Biobank), созданный в 2003 г. В период с 
2006 по 2010 г. в него поступили образцы биоматериала 
и данные от каждого пятидесятого жителя Великобрита-
нии в возрасте от 40 до 69 лет [21, 22]. Его уникальность 
заключается в том, что база данных биобанка, содержа-
щая порядка 20 терабайт информации о биообразцах 
от 500 тыс. человек, находится в открытом доступе как 
для британских ученых, так и для зарубежных исследо-
вателей. При такой прозрачности данных требовалась 
определенная политика качества, реализуемая через соз-
данную биобанком СМК. И в этом случае за основу был 
взят стандарт ISO 9001.

В 2014 г. на базе коллекции биоматериала, собранной 
от репрезентативной выборки населения восьми регио-
нов России в рамках крупномасштабного эпидемиоло-
гического исследовательского проекта ЭССЕ-РФ, был 
организован Биобанк Национального медицинского ис-
следовательского Центра профилактической медицины 
Минздрава России (далее Центр). Пусковым и важней-
шим этапом организации функционирования биобанка 
явилась разработка, утверждение и внедрение «Регла-
мента» его работы. Данный документ был разработан 
на основе правил по биобанкированию, изложенных в 
международных рекомендациях «Передовые практики 
ISBER» [23] и адаптирован к реалиям Центра. Регла-
мент Биобанка описывает основные положения, функ-
ции, цели и задачи, правила пользования коллекциями, 
основные требования к материально-технической базе 
и персоналу. Основной целью деятельности Биобанка 
Центра является создание и сохранение масштабной 
коллекции биологических образцов, полученных от 
больных различными хроническими неинфекционны-
ми заболеваниями на разных стадиях их развития, на 
разных этапах лечения, а также от лиц, не страдающих 
указанными заболеваниями, и обеспечение научно-
исследовательской работы, проводимой научными под-
разделениями Центра. C привлечением консалтинговых 
услуг ООО «Национальный БиоСервис» в соответствии 
с рекомендациями ISBER «Best Practices» разработаны 
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и внедрены более двадцати СОП и форм, необходимых 
для деятельности Биобанка, среди которых: «Журнал 
допуска посещений, приема и отпуска биоматериала из 
биоколлекций», «Сводная таблица состава коллекций 
биообразцов», «Форма Информированного Согласия», 
СОП «Инструктаж медперсонала», «Нештатные ситуа-
ции», «Режим и сроки транспортировки биообразцов 
для обработки» и др. 

Важное значение в сфере биобанкирования име-
ет строгое соблюдение всех необходимых этических 
требований [24]. Вопросы создания Биобанка, а также 
утверждения и введения в оборот различных регламен-
тирующих его деятельность документов рассмотрены 
Комитетом по Этике Центра. Также к вопросам, контро-
лируемым Этическим комитетом, относятся:

– соблюдение этических обязательств; 
– добровольность предоставления пациентами и до-

норами биологических образцов;
– безопасность используемых процедур получения 

биологического материала;
– сохранность персональных данных пациентов и до-

норов, посредством выполнения алгоритмов деперсона-
лизации данных;

- полнота предоставляемой донорам биологических об-
разцов информации о научных целях биобанкирования.

Наиболее важным вопросом, решенным Этическим 
комитетом, стало рассмотрение и утверждение форм 
«Информированного согласия пациента на биобанкиро-
вание» и «Информации для пациентов». которые были 
разработаны на основе рекомендаций ISBER. 

Крупномасштабные эпидемиологические исследо-
вания ЭССЕ-РФ и ЭССЕ-РФ2, проводимые Центром с 
2012 г. предполагают сбор биоматериала в различных, в 
том числе отдаленных, регионах России, а также сохра-
нение в Центре собранного биоматериала. Для проведе-
ния проекта ЭССЕ-РФ2 благодаря структуре Биобанка 
были разработаны подробные инструкции для обеспече-
ния качества и стандартизации процедур забора крови, 
пробоподготовки, маркировки и транспортировки биоо-
бразцов из регионов [25,26]. По каждому этапу работы 
проведены тренинги для всех участников данного про-
екта, от сотрудников научных подразделений Центра до 
медицинского персонала в регионах. В биобанке Центра 
подготовлены образцы комплектов для сбора биообраз-
цов; разработаны специальные формы информирован-
ного согласия, таблицы для описания образцов, другие 
сопроводительные документы, транспортируемые вме-
сте с биообразцами; создано программное обеспечение 
для ввода данных на местах сбора биоматериала и про-
боподготовки в регионах. Все это обеспечило стандарти-
зацию преаналитического этапа работы с биообразцами 
в различных регионах нашей страны [27]. В настоящее 
время в Биобанке Центра хранится биоматериал из 16-
ти регионов России.

В 2018 г. руководством Центра было принято решение 
о необходимости разработки и внедрения в биобанке си-
стемы менеджмента качества в соответствии с требова-
ниями стандарта ISO 9001:2015. Был изучен международ-
ный опыт, проведен анализ уже существующей в биобанке 
документации на предмет ее актуальности и применимо-
сти, исходя из возможностей и растущих потребностей 
Центра. В соответствии с планом-графиком разработки 
и внедрения СМК по стандарту ISO 9001 издан приказ 
о назначении ответственных лиц и утверждении полити-
ки и целей в области качества биобанка. Представителем 

руководства по качеству назначен зам. директора по пер-
спективному развитию медицинской деятельности, опре-
делен состав рабочей группы по качеству, включающий 
руководителя биобанка, руководителя лаборатории моле-
кулярной генетики Центра и ответственного по качеству 
в биобанке. На следующем этапе был составлен перечень 
документации СМК, включающий как уже внедренные 
СОП, инструкции, формы, так и документы, которые бы-
ли определены, как необходимые в соответствии с требо-
ваниями ISO 9001. Несмотря на то что версия стандарта 
2015 г. [28], в отличие от ISO 9001:2008 [29], не содержит 
четких требований к перечню обязательных докумен-
тов, и организации предоставляется право формировать 
список документов в соответствии с собственными по-
требностями, мы сочли необходимым сохранить «Руко-
водство по качеству», «Управление документацией и за-
писями», процедуру «Проведения внутренних аудитов», 
«Управление рисками». 

Процедура управления рисками в банке биологиче-
ского материала связана преимущественно с обеспече-
нием безопасности и сохранности биообразцов и ассо-
циированных с ними данных. В соответствии с рекомен-
дациями и передовыми практиками ISBER сотрудниками 
Биобанка разработан документ, подробно описывающий 
все возможные варианты аварийных и нештатных си-
туаций и алгоритмы восстановления штатного порядка. 
С целью обеспечения сохранности всей информации об 
образцах IT-отделом Центра проводится еженедельное 
резервное копирование баз данных, содержащих сведе-
ния об образцах [30].

В соответствии с политикой в области качества од-
ним из основополагающих принципов деятельности 
биобанка является постоянное повышение компетенции 
персонала. Процесс переподготовки и повышения ква-
лификации сотрудников осуществляется на постоянной 
основе и предполагает как внутреннее, так и внешнее 
обучение. Систематически проводятся тренинги и семи-
нары непосредственно по процессам биобанкирования 
и по системе менеджмента качества в целом. Начиная 
с 2015 г., сотрудники биобанка регулярно проходят обу-
чение в России и за рубежом, участвуют в российских 
и международных конференциях по биобанкированию, 
в том числе: Симпозиум по биобанкированию (2017) и 
Сателлитная конференция по биобанкированию (2018) 
в рамках всероссийской конференции «Неинфекцион-
ные заболевания и здоровье населения России», «Europe 
Biobank Week 2016» (Вена, Австрия), «Global Biobank 
Week 2017» (Стокгольм, Швеция), «Europe Biobank 
Week 2018» (Антверпен, Бельгия). 

На сегодняшний день в биобанке Центра продолжа-
ется активная работа по построению системы менед-
жмента качества, разработке недостающей документа-
ции и обучению персонала. Эти мероприятия позволят 
биобанку, как научному подразделению Центра, обеспе-
чить базу для проведения научных проектов, связанных 
с использованием биоматериала: гарантировать иссле-
дователям и всем заинтересованным сторонам высокое 
качество биообразцов, стандартное проведение преана-
литического этапа, надежное долговременное хранение 
биоматериала в стандартных условиях, а также хране-
ние информационного сопровождения биообразцов.
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Рис. 1. Отпечаток с конъюнктивы пациентки Р., 43 лет (кон-
трольная группа): незрелые эпителиальные клетки. Окр. 
азур-эозином, х400.

Рис. 2. Отпечаток с конъюнктивы пациентки С., 55 лет (кон-
трольная группа): бокаловидные эпителиальные клетки, ядра 
расположены эксцентрически, в цитоплазме секрет. Окр. 
азур-эозином, х400.

Рис. 3. Отпечаток с конъюнктивы пациентки А., 57 лет с 
ССГ: скопление уплощенных эпителиальных клеток. Окр. 
азур-эозином, х400.

Рис. 4. Отпечаток конъюнктивы пациента А., 64 лет с ССГ: 
скопление чешуек плоского эпителия. Окр. азур-эозином, 
х400.

Рис. 5. Отпечаток с конъюнктивы пациента В., 67 лет (кон-
трольная группа): скопление чешуек, поверхностная клетка 
плоского эпителия. Окр. азур-эозином, х400.
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Элементы дерматофитных грибов в препаратах чешуй кожи больных атопическим дерматитом (АД) в стадии обострения.
а  - мальчик 5,5 лет (спина); б – мальчик 13 лет (волосистая часть головы);
в – девушка 16 лет (наружная поверхность ступни); г – девушка 18 лет (предплечья).
Увеличение микроскопа 1750 раз. Линейка на фото в микрометрах.

Е-тест на чувствительность штамма K. pneumoniae 409 NDM к амоксициллину (а). Диско-диффузионный метод на чувстви-
тельность E. coli Х 627 к имипенему, левофлоксацину, триметоприм/сульфаметоксазолу и тигециклину (б), S. aureus Д 508 к 
тетрациклину, триметоприм/сульфаметоксазолу и рифампицину (в), Pseudomonas aeruginosa Х 629 к нетилмицину, меропене-
му, тобрамицину, левофлоксацину на разработанной питательной среде «МХА II-Оболенск» (г).



К ст. Арзуманян В.Г. и соавт.

К ст. Косиловой И.С.  и соавт.

К ст. Захаровой Н.М.  и соавт.

Рис. 1. Отпечаток с конъюнктивы пациентки Р., 43 лет (кон-
трольная группа): незрелые эпителиальные клетки. Окр. 
азур-эозином, х400.

Рис. 2. Отпечаток с конъюнктивы пациентки С., 55 лет (кон-
трольная группа): бокаловидные эпителиальные клетки, ядра 
расположены эксцентрически, в цитоплазме секрет. Окр. 
азур-эозином, х400.

Рис. 3. Отпечаток с конъюнктивы пациентки А., 57 лет с 
ССГ: скопление уплощенных эпителиальных клеток. Окр. 
азур-эозином, х400.

Рис. 4. Отпечаток конъюнктивы пациента А., 64 лет с ССГ: 
скопление чешуек плоского эпителия. Окр. азур-эозином, 
х400.

Рис. 5. Отпечаток с конъюнктивы пациента В., 67 лет (кон-
трольная группа): скопление чешуек, поверхностная клетка 
плоского эпителия. Окр. азур-эозином, х400.
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Элементы дерматофитных грибов в препаратах чешуй кожи больных атопическим дерматитом (АД) в стадии обострения.
а  - мальчик 5,5 лет (спина); б – мальчик 13 лет (волосистая часть головы);
в – девушка 16 лет (наружная поверхность ступни); г – девушка 18 лет (предплечья).
Увеличение микроскопа 1750 раз. Линейка на фото в микрометрах.

Е-тест на чувствительность штамма K. pneumoniae 409 NDM к амоксициллину (а). Диско-диффузионный метод на чувстви-
тельность E. coli Х 627 к имипенему, левофлоксацину, триметоприм/сульфаметоксазолу и тигециклину (б), S. aureus Д 508 к 
тетрациклину, триметоприм/сульфаметоксазолу и рифампицину (в), Pseudomonas aeruginosa Х 629 к нетилмицину, меропене-
му, тобрамицину, левофлоксацину на разработанной питательной среде «МХА II-Оболенск» (г).


