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Булгакова С.В., Тренева Е.В., Захарова Н.О., Николаева А.В., Овчинникова Е.А.

ХРОНИЧЕСКАЯ ГИПОНАТРИЕМИЯ У ПОЖИЛЫХ: СВЯЗЬ С ГЕРИАТРИЧЕСКИМИ 
СИНДРОМАМИ (ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ)

ФГБОУ ВО «Самарский государственный медицинский университет» Минздрава РФ, 443099, Самара, Россия

Гипонатриемия чаще встречается у лиц пожилого и старческого возраста. Ряд исследований говорит о том, что даже 
легкая хроническая гипонатриемия представляет собой серьезную опасность, увеличивая риски развития гериатриче-
ских синдромов, таких как падения, низкая костная плотность, переломы, когнитивные нарушения, а также смерти от 
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Введение. Гипонатриемия – самый распростра-
ненный вариант дисэлектролитных нарушений, 
встречающихся в клинической практике. Гипона-
триемия определяется при уровне натрия в сыво-
ротке крови менее 135 ммоль/л. По степени тяже-
сти подразделяется на легкую (130–134 ммоль/л), 

умеренную (125–129 ммоль/л) и тяжелую (<125 
ммоль/л). По течению гипонатриемию разделяют 
на острую (скорость развития до 48 ч) и хрониче-
скую (более 48 ч) [1].

Гипонатриемия чаще встречается у лиц пожилого 
и старческого возраста, поступивших в стационар, 
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осложняет течение имеющихся хронических забо-
леваний. Распространенность среди поступивших в 
плановом порядке составляет около 15%, а по экс-
тренным показаниям – у 50% пациентов [2, 3]. Хро-
ническая гипонатриемия встречается у 10% лиц, про-
живающих дома и у 20% жителей домов престарелых 
[4]. По оценкам, до 50% жителей домов престарелых 
будут страдать от одного или нескольких эпизодов 
гипонатриемии в течение 12-месячного периода [4]. 
Более высокая распространенность в пожилом воз-
расте связана с возрастными изменениями гомеостаза 
(снижение скорости клубочковой фильтрации, уров-
ня альдостерона, повышение уровня аргинина, вазо-
прессина, предсердного натрийуретического пептида, 
низкая чувствительность центра жажды, малый объ-
ем употребляемой жидкости и др.), полиморбидно-
стью, большим числом назначаемых медикаментов, 
среди которых ряд препаратов могут вызывать гипо-
натриемию (карбамазепин, селективные ингибиторы 
обратного захвата серотонина, тиазидные диуретики, 
нейролептики), наличием синдрома неадекватной 
продукции вазопрессина (СНПВ) [5, 6]. D.S.Shapiro 
и соавт. [7] выявили СНПВ у 45% пожилых людей с 
хронической гипонатриемией. Но в связи с малой вы-
боркой (86 человек), результат поставлен под вопрос 
[6]. Тем не менее, многофакторная природа гипона-
триемии у лиц старших возрастных групп сомнения 
не вызывает [8].

Смертность зависит от тяжести гипонатриемии 
и может достигать 50% при ее тяжелом течении [9]. 
Тем не менее, часто наблюдается несоответствие 
между выраженностью клинических симптомов и 
степенью гипонатриемии [8]. Отчасти это связано 
с тем, что скорость возникновения гипонатриемии 
имеет большее прогностическое значение, чем ее 
степень тяжести. Две группы исследователей неза-
висимо друг от друга показали, что скорость сни-
жения натрия в крови оказала большее влияние на 
ключевые клинические результаты, такие как дли-
тельность пребывания в стационаре, смертность и 
институционализация, чем ее тяжесть [10, 11]. У 
пожилых пациентов чаще встречается хроническая 
гипонатриемия легкой степени 130–134 ммоль/л 
[12]. Это вариант лишен очевидных неврологиче-
ских симптомов, наблюдаемых при острой тяжелой 
гипонатриемии в связи с гомеостатическими ком-
пенсаторными механизмами, которые позволяют 
клеткам мозга адаптироваться к изменениям осмо-
ляльности плазмы в течение более продолжитель-
ного времени. В результате легкая хроническая ги-
понатриемия, как правило, считается бессимптом-
ной, несмотря на то, что она связана с основными 
гериатрическими синдромами, например, падени-
ями и когнитивными нарушениями, а также пато-
логическими изменениями многих органов. Тем 
не менее, большое проспективное исследование с 
участием 98 000 человек показало, что даже легкая 
гипонатриемия связана с увеличением смертности 
[13]. 

Гипонатриемия и когнитивные нарушения. 
Одним из симптомов, часто связанным с гипонатри-
емией у лиц пожилого и старческого возраста, яв-

ляются когнитивные нарушения. Патогенез острой 
гипонатриемии хорошо изучен, и считается, что не-
врологические проблемы связаны с отеком мозга и 
гипонатриемической энцефалопатией [12]. Однако 
понимание патогенетических механизмов при бо-
лее распространенной хронической гипонатриемии 
оставляет желать лучшего. Ряд исследований обна-
ружили связь между когнитивными нарушениями и 
хронической гипонатриемией, даже на уровне от лег-
кой до умеренной [14, 15].

Так, оценка теста MMSE у пациентов с гипонатри-
емией до и после нормализации уровня электролита 
показала увеличение балла MMSE после нормализа-
ции концентрации натрия в сыворотке крови у 93% 
пациентов (р = 0,001) [16]. R. Gunathilake и соавт. 
[17] использовали Audio Recorded Cognitive Screening 
Tool для сравнения показателей когнитивной функ-
ции у пациентов с гипонатриемией и контрольной 
группы. Ученые пришли к выводу, что показатели 
группы с легкой гипонатриемией были в среднем на 
4,67 единиц ниже, чем в контрольной (р = 0,01, 95% 
ДИ 1,56–7,79). Интересно, что значительное сниже-
ние когнитивных функций произошло, когда уровень 
натрия снизился всего на 5 ммоль/л [17]. Таким об-
разом, оба исследования, использующие различных 
методы оценки когнитивных функций, обнаружили, 
что когнитивные нарушения возникают у пациентов с 
хронической гипонатриемией, а ее коррекция способ-
ствует их улучшению. 

M. Gosch M. и соавт. [18] после проведения ком-
плексной гериатрической оценки (стандартизирован-
ный инструмент для скрининга функциональных и 
когнитивных нарушений) пациентам пожилого воз-
раста с гипонатриемией и лицам контрольной группы 
сопоставимым по полу и возрасту с нормонатриеми-
ей показали более низкие результаты когнитивных 
и функциональных тестов комплексной гериатриче-
ской оценки в основной группе.

Однако механизмы, объясняющие связь между ги-
понатриемией и нарушением когнитивных функций, 
остаются не до конца ясными. При хронической ги-
понатриемии, в отличие от острой, уровень натрия в 
сыворотке крови снижается постепенно, что позво-
ляет организму адаптироваться. Первоначально для 
предотвращения отека глиальные клетки используют 
систему Na + -K + -АТФазы для выведения из клеток 
натрия, затем калия. Если гипонатриемия сохраня-
ется, следующая стадия адаптации головного мозга 
заключается в потере органических соединений, в 
основном аминокислот, таких как глютамин, важный 
нейротрансмиттер, что может объяснить ряд когни-
тивных дефицитов, неустойчивость походки и паде-
ния [1, 19]. 

Необходимо отметить, что, большая часть когни-
тивных нарушений у лиц старших возрастных групп 
может быть вторичной по отношению к состояниям, 
вызывающим гипонатриемию. Например, известно, 
что цирроз печени является одной из причин хро-
нической гипонатриемии, и у 62% пациентов с этим 
состоянием оценка при психометрическом тестиро-
вании ниже, чем при нормонатриемии [12]. Необхо-
димы дальнейшие исследования механизмов, с помо-
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щью которых хроническая гипонатриемия приводит к 
когнитивным нарушениям.

Еще одним редким, но потенциально серьезным 
осложнением гипонатриемии является демиелиниза-
ция головного мозга. Церебральная демиелинизация 
чаще наблюдается у пациентов с хронической гипо-
натриемией с такими факторами риска, как алкого-
лизм, заболевания печени, недоедание, гипокалиемия 
и гипоксия [3]. 

Хотя мозг, по-видимому, является основной мише-
нью для гипонатриемии, это состояние может затро-
нуть и другие органы.

Падения. Переломы бедра у пожилых обычно свя-
заны с падениями, которые чаще вызваны нарушени-
ями походки и являются распространенной медицин-
ской проблемой в пожилом возрасте. Популяционное 
исследование показало 35% распространенность на-
рушений походки среди лиц старше 70 лет [1].

Исследования показали, что легкая хроническая 
гипонатриемия связана с неустойчивой походкой и 
падениями. В. Renneboog и соавт. [20] оценивали ча-
стоту падений среди 122 пациентов (средний возраст 
72 года), поступивших в отделение неотложной помо-
щи с легкой хронической гипонатриемией (средний 
уровень натрия в сыворотке крови 126 ммоль/л), по 
сравнению с 244 пациентами контрольной группы с 
нормонатриемией. Частота падений составила 21,3% 
в основной группе по сравнению с 5,3% в группе кон-
троля, с откорректированным отношением рисков 
падений у пациентов с гипонатриемией 67,43 (95% 
доверительный интервал 7,5–607). Для оценки меха-
низма падений у пациентов с гипонатриемией, авто-
ры выполнили восемь тестов на оценку внимания и 
походки у 16 взрослых с хронической легкой гипона-
триемией (среднее содержание натрия 128 ммоль/л) 
и вновь протестировали их после коррекции гипона-
триемии. У пациентов с гипонатриемией наблюда-
лась крайне нестабильная походка и нарушение вни-
мания, даже более тяжелые, чем у лиц с умеренным 
потреблением алкоголя. Коррекция гипонатриемии 
полностью устранила нарушения внимания и поход-
ки. Следовательно, легкая гипонатриемия, сама по 
себе, может привести к неустойчивой походке, когни-
тивным нарушениям и падению, вызывая тонкие не-
врологические изменения [20].

Вышеописанное исследование  R.Gunathilake  и 
соавт. [17] обнаружило у пациентов с гипонатриемей  
не только когнитивный дефицит, но и увеличение ри-
ска падения на 32% .

Гипонатриемия и костная прочность. Установ-
лено, что гипонатриемия приводит к снижению ми-
неральной плотности костной ткани (МПКТ) и пере-
ломам [21].  J.G.Verbalis и соавт. [22] на крысиной мо-
дели синдрома неадекватной продукции вазопрессина 
показали, что у крыс-самцов в возрасте шести недель 
через три месяца гипонатриемии (средний уровень на-
трия 110 ± 2 ммоль/л) наблюдалось снижение МПКТ 
бедренной кости на 30% (р <0,001) по сравнению с 
контрольной группой (141 ± 1 ммоль/л).  J. Barsony  и 
соавт. [23] для экстраполяции результатов исследова-
ния на пожилых людях использовали крыс с моделью 
СНПВ в возрасте 22 месяцев. Снижение МПК на 16% 

(р <0,05) отмечено у 15 крыс через 18 нед гипонатри-
емии (средний уровень натрия 112,7 ± 1,3 ммоль/л) по 
сравнению с 10 особями группы контроля (142,7 ± 1,1 
ммоль/л). Таким образом, оба исследования показали 
значительное снижение МПКТ бедренной кости в ре-
зультате хронической гипонатриемии. 

Гистоморфометрия костной ткани животных с ги-
понатриемией выявила снижение плотности трабе-
кулярной и кортикальной костной ткани, увеличение 
количества остеокластов. У крыс также была снижена 
сывороточная концентрация остеокальцина -марке-
ра костеобразования. Исследуя клеточную культуру 
костной ткани с низким содержанием внеклеточного 
натрия, J. Barsony и соавт. [24] продемонстрировали 
сходные результаты: стимуляция остеокластогенеза и 
резорбтивной активности. Кроме того, авторы показа-
ли, что хроническое снижение дозы натрия уменьша-
ет уровень внутриклеточного кальция без истощения 
запасов кальция в эндоплазматической сети, а также 
снижает клеточное поглощение радиоактивно мечен-
ной аскорбиновой кислоты. В свою очередь, снижение 
аскорбиновой кислоты в культуральной среде имити-
ровало остеокластогенный эффект низкого натрия и 
окислительный стресс. Это проявлялось в увеличении 
накопления внутриклеточных свободных радикалов 
кислорода и пропорциональных изменений в экспрес-
сии и фосфорилировании белка [24]. Эти результаты 
подтверждаются более ранним исследованием, демон-
стрирующим, что треть общего натрия в организме на-
ходится в костной ткани. Около 40% натрия из костной 
ткани обменивается с натрием сыворотки крови, под-
тверждая мнение о том, что хроническая гипонатрие-
мия может привести к снижению концентрации натрия 
в костной ткани с последующей ее деминерализацией 
[25].

Важный вопрос, поставленный этими исследовате-
лями, заключается в том, как костные клетки ощущают 
изменения концентрации внеклеточного натрия натрия 
и/или внеклеточной осмоляльности. Натрий-активиро-
ванный натриевый канал был описан в мозге и работа-
ет как датчик натрия во внеклеточной жидкости. Было 
показано, что клетки почки крысы имеют этот датчик 
натрия, который активируется диетой с повышенным 
содержанием соли, что позволяет предположить его 
важную роль в мониторинге изменений концентра-
ций натрия в жидкостях [26]. Тем не менее, до сих 
пор неизвестно, присутствует ли этот датчик натрия в 
костных клетках. По мнению E.J. Hoorn и соавт. [27], 
натриевые каналы экспрессируются в костной ткани, 
осуществляя транспорт, т.е. могут быть своеобразным 
датчиком натрия [27]. Остается доказать, что потоки 
натрия через эти каналы влияют на микроархитекту-
ру костной ткани и, впоследствии, объяснить ее хруп-
кость влиянием гипонатриемии [3]. 

Ряд исследований изучали связь между гипонатри-
емией и переломами костей. Три исследования «слу-
чай-контроль» у пациентов в возрасте 65 лет и стар-
ше сравнивали распространенность гипонатриемии 
в группах с подтвержденными переломами костей 
(основная) в сравнении с контрольной  группой без 
случаев переломов. Так, Gankam Kengne и соавт. [28] 
определили распространенность гипонатриемии в ос-
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новной группе по сравнению с контрольной в 13,1% и 
3,9%, соответственно (р <0,01). В двух других иссле-
дованиях было установлено, что распространенность 
гипонатриемии составляет 9,1% и 16,9% в основных 
группах по сравнению с 4,1% и 4,6% в контрольных 
(р = 0,007 и р=0,03) [29, 30]. Таким образом, результа-
ты этих исследований демонстрируют более высокую 
распространенность гипонатриемии в группах с пере-
ломами. Тем не менее, выводы о взаимосвязи между 
гипонатриемией и остеопорозом сделать невозможно 
в связи с отсутствием представленных авторами дан-
ных о МПКТ.

В трех перекрестных когортных исследованиях у 
лиц пожилого возраста была оценена связь между ги-
понатриемией и низкой МПКТ. J.G. Verbalis и соавт.[22]  
продемонстрировали значительную положительную 
линейную связь между костной плотностью бедра и 
уровнем натрия крови у пациентов с гипонатриемией  
(p <0,01), в то время как у лиц с нормонатриемией это-
го не наблюдалось (p = 0,99). S. Kinsella S. и соавт.[31] 
сообщили о значительном снижении МПКТ у паци-
ентов с гипонатриемией по сравнению с пациентами 
с нормонатриемией со средними Т- критериями -2,6 и 
-2,3 соответственно (р=0,03). У пациентов с гипона-
триемией распространенность остеопороза также бы-
ла значительно выше – 57,6% по сравнению с 44,3% 
в контрольной группе (р = 0,04). Кроме того, авторы 
обнаружили гипонатриемию у 8,7% пациентов с пе-
реломами и только у 3,2% без переломов (р <0,001) 
[31]. Напротив, E. Hoorn [32] не обнаружили корреля-
ции между гипонатриемией и МПКТ шейки бедра и 
поясничного отдела позвоночника после поправки на 
возраст и пол (р=0,105 и р= 0,473). S.Kinsella и соавт.
[31] для связи между гипонатриемией и переломами 
костей определили полностью скорректированный с 
учетом возраста, Т-критерия отношение рисков рав-
ным 2,25 (95% ДИ: 1,24–4,09), что свидетельствует 
о том, что гипонатриемия является независимым от 
МПКТ фактором риска переломов. 

По данным Роттердамского исследования, гипона-
триемия достоверно связана с увеличением частоты 
переломов позвонков (OR 1,34; 95% ДИ 1,08-1,68; р 
= 0,09) даже после поправки на возраст, пол и индекс 
массы тела [32].

Таким образом, связь между хронической гипона-
триемией и повышенным риском переломов костей, 
по-видимому, можно объяснить следующим образом 
[3]:

Повышенная резорбция костной ткани способ-
ствует развитию остеопороза за счет снижения кост-
ной плотности и, возможно, нарушения ее микроар-
хитектоники;

Гипонатриемия приводит к когнитивным наруше-
ниям, неустойчивости походки, падениям, что, в свою 
очередь, увеличивает риск переломов.

После проведенного анализа литературы возникает 
закономерный вопрос: нужно ли коррегировать цифры 
натрия у пациентов пожилого и старческого возраста 
при хронической гипонатриемии? Мнения ученых по 
этому вопросу не однознозначны в связи с отсутствием 
долгосрочных клинических исследований, направлен-
ных на изучение эффективности и безопасности раз-

личных схем терапии гипонатриемии и их влияния на 
гериатрические синдромы. Поэтому решение вопроса 
о проведении коррекции хронической гипонатриемии 
необходимо решать строго индивидуально с определе-
нием польза--вред и выявления, и коррекции причины 
к ней приведшей. 

Заключение. Хроническая гипонатриемия не яв-
ляется доброкачественной, как считалось ранее, а 
приводит к снижению качества жизни, увеличению 
рисков развития гериатрических синдромов (паде-
ний, низкой костной плотности, переломов, когни-
тивных нарушений), смерти. 

Определение уровня натрия крови необходимо 
всем пациентам старших возрастных групп с вышеу-
казанными синдромами. Решение вопроса о проведе-
нии коррекции хронической гипонатриемии необхо-
димо решать строго индивидуально после выявления 
приведшей к ней причины. 
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ИЗМЕНЕНИЕ ФУНКЦИОНАЛЬНОГО СОСТОЯНИЯ ЭПИТЕЛИЯ ПРОКСИМАЛЬНЫХ 
ПОЧЕЧНЫХ КАНАЛЬЦЕВ У ПАЦИЕНТОВ С НАЧАЛЬНОЙ СТАДИЕЙ ХРОНИЧЕСКОЙ 
СЕРДЕЧНОЙ НЕДОСТАТОЧНОСТИ НА ФОНЕ ТЕРАПИИ СИМВАСТАТИНОМ

ФБГОУ ВО Оренбургский государственный медицинский университет Минздрава РФ, 460000, Оренбург, Россия

Проведена оценка изменения функционального состояния эпителия проксимальных почечных канальцев у пациентов с дис-
липидемией на фоне ожирения, посредством определения концентрации в моче обследуемых уровня цистатина С и степе-
ни активности почечных органоспецифичных ферментов нейтральной α-глюкозидазы (НАГ) и L-аланинаминопептидазы 
(ЛААП) при терапии симвастатином в суточной дозе 20 мг в течение 6 месяцев. В исследовании приняли участие 88 
человек, которые были разделены на три группы: контрольная, группа сравнения и основная. Контрольная группа – груп-
па практически здоровых лиц: 30 человек, средний возраст 20,67 ± 0,18 лет, индекс массы тела (ИМТ) 21,36 ± 0,4 кг/м2. 
Группа сравнения (лица с ожирением): 27 человек, средний возраст  22,38 ± 0,76 лет, ИМТ 31,48 ± 0,56 кг/м2. Пациенты 
основной группы были разделены на 2 подгруппы. Первая основная подгруппа лица с хронической сердечной недостаточ-
ностью I стадии (ХСН I) без сахарного диабета 2 типа (СД 2) (n= 15) : средний возраст  56,8 ± 1,8 лет, ИМТ 30,28 ± 1,11 
кг/м2.  Вторая основная подгруппа (ХСН I с СД 2)  (n=16): средний возраст  48,25 ± 2,45 лет, ИМТ 30,37 ± 1,11 кг/м2.   В 
результате исследования было выяснено, что терапия симвастатином не влияет на скорость клубочковой фильтрации 
у пациентов с бессимптомной дисфункцией сердца. Обнаружен повышенный уровень цистатина С в моче обследуемых 
группы сравнения по сравнению с контрольной группой, концентрация цистатина С основных подгрупп статистически 
достоверно выше показателей контрольной группы. На фоне терапии симвастатином в течение 6 мес, уровень данного 
аналита статистически достоверно повышается. Активность ЛААП и НАГ на фоне терапии симвастатином в тече-
ние срока наблюдения в подгруппе ХСН I без СД2 достоверно снижается. В подгруппе ХСН I + СД2 выявлено снижение 
концентрации ЛААП и повышение активности НАГ, что может говорить о возникшей дистрофии эпителия щеточной 
каймы на фоне терапии симвастатином. Терапия симвастатином в течение 6 мес пациентов с начальной стадией 
сердечной недостаточности в суточной дозировке 20 мг не ухудшает функцию  клубочков в виде снижения скорости 
клубочковой фильтрации (СКФ).
Уровень цистатина С выше у лиц с ожирением без сердечной недостаточности и достоверно выше у лиц с бессимптом-
ной сердечной недостаточностью.
При терапии дислипидемии симвастатином в дозе 20 мг/сут наблюдается снижение активности НАГ и ЛААП у пациен-
тов с ХСН I без СД2. В результате гиполипидемической терапии симвастатином в суточной дозировке 20 мг у пациен-
тов с ХСН I+СД2 наблюдается рост активности НАГ при одновременном снижении концентрации ЛААП, что может 
быть обусловлено дистрофией эпителия проксимальных почечных канальцев, на фоне дополнительной нагрузки на него 
с учетом частично почечного пути метаболизма симвастатина.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  ожирение; дислипидемия, хроническая сердечная недостаточность сахарный диабет 2 тип; 
цистатин С; нейтральная α-глюкозидаза; L-аланинаминопептидаза.

Для цитирования: Копылов В.Ю. Изменение функционального состояния эпителия проксимальных почечных каналь-
цев у пациентов с начальной стадией хронической сердечной недостаточности на фоне терапии симвастатином. 
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CHANGES IN THE FUNCTIONAL STATE OF THE EPITHELIUM OF THE PROXIMAL RENAL TUBULES IN 
PATIENTS WITH THE INITIAL STAGE OF CHRONIC HEART FAILURE DURING SIMVASTATIN THERAPY
Orenburg State Medical University (OrSMU)
 To assess the change in the functional state of the proximal renal tubule epithelium in patients with dyslipidemia on the background 
of obesity, by determining the concentration in the urine of the examined level of cystatin C and the degree of activity of the renal 
organ-specific enzymes neutral α-glucosidase (NAG) and L-alaninaminopeptidase (laap) during simvastatin therapy at a daily 
dose of 20 mg for 6 months. The study involved 88 people who were divided into three groups: control, comparison and main. The 
control group is a group of practically healthy individuals: 30 people, average age 20.67 ± 0.18 years, body mass index (BMI) 
21.36 ± 0.4 kg/m2. Comparison group (obese): 27 people, average age 22.38 ± 0.76 years, BMI 31.48 ± 0.56 kg / m2. Patients 
of the main group were divided into 2 subgroups. The first main subgroup of persons with chronic heart failure stage I (CHF I) 
without type 2 diabetes mellitus (DM 2)) – 15 observed: average age 56.8 ± 1.8 years, BMI 30.28 ± 1.11 kg / m2.  The second 
main subgroup (CHF I with DM 2) – 16 observed: average age 48.25 ± 2.45 years, BMI 30.37 ± 1.11 kg/m2. The study found 
that simvastatin therapy does not affect glomerular filtration rate in patients with asymptomatic heart dysfunction. There was an 
increased level of cystatin C in the urine of the comparison group compared to the control group, the concentration of cystatin C 
in the main subgroups was statistically significantly higher than the control group. On the background of simvastatin therapy for 6 
months, the level of this analyte is statistically significantly increased. The activity of LAAP and NAG during simvastatin therapy 
during the follow-up period in the CHF I subgroup without DM2 significantly decreased. In the subgroup of CHF I + DM2, a 
decrease in the concentration of LAAP and an increase in the activity of NAG was revealed, which may indicate that the brush 
border epithelium dystrophy occurred during simvastatin therapy.
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Simvastatin therapy for 6 months in patients with the initial stage of heart failure at a daily dosage of 20 mg does not impair 
glomerular function in the form of reduced glomerular filtration rate (GFR). Cystatin C levels are higher in obese individuals 
without heart failure and significantly higher in those with asymptomatic heart failure.
When treating dyslipidemia with simvastatin at a dose of 20 mg / day, there is a decrease in the activity of NAG and laap in patients 
with CHF I without DM2.
In the result of lipid-lowering therapy with simvastatin in a daily dosage of 20 mg in patients with CHF I+D2M there is increased 
activity of NAG while reducing the concentration of the LAAP, which may be due to degeneration of the proximal tubular epithelium, 
amid additional load on a partially renal route of metabolism of simvastatin.

K e y  w o r d s :  obesity; dyslipidemia; chronic heart failure; type 2 diabetes mellitus; cystatin C; neutral α-glucosidase;  
L-alaninaminopeptidase.
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Введение. В настоящее время ожирение стало од-
ной из наиболее важных медико-социальных проблем 
в мире в связи с его высокой распространенностью и 
существенными затратами на преодоление его послед-
ствий. Распространенность избыточной  массы  тела  
и ожирения в Российской Федерации составляют 59,2 
% и 24,1 % соответственно [19]. По данным 7 доклада 
ООН, в 2013 г. Российская Федерация занимала 19-е 
место среди всех стран мира по распространенности 
ожирения, отставая от возглавлявших список Мексики 
и США на 8 %. По данным многоцентрового (11 ре-
гионов РФ) наблюдательного исследования ЭССЕ-РФ 
(Эпидемиология сердечно-сосудистых заболеваний 
и их факторов риска в регионах Российской Федера-
ции) с участием 25 224 человек в возрасте 25–64 лет, 
распространенность ожирения в популяции составила 
29,7 % [2]. 

За последние три десятилетия распространенность 
избыточной массы тела и ожирения в мире выросла поч-
ти на 30–50 % среди взрослых и детей соответственно. 

Сегодня ожирение рассматривается не только как 
важнейший фактор риска сердечно-сосудистых заболе-
ваний и сахарного диабета 2-го типа (по данным Все-
мирной организации здравоохранения, избыточная мас-
са тела и ожирение предопределяют развитие до 44–57 
% всех случаев сахарного диабета 2-го типа, 17–23 % 
случаев ишемической болезни сердца, 17 % – артери-
альной гипертензии, 30 % — желчнокаменной болезни, 
14 % – остеоартрита, 11 % – злокачественных новообра-
зований [11,22]), но и нарушения репродуктивной функ-
ции и повышенного риска развития онкологических 
заболеваний [17,18]. В целом ожирение по экспертным 
оценкам приводит к увеличению риска сердечно-сосу-
дистой смертности в 4 раза и смертности в результате 
онкологических заболеваний в 2 раза [12,13].

Целый ряд метаболических и гемодинамических на-
рушений, а также патология многих органов и систем 
часто ассоциированы с ожирением. К осложнениям и за-
болеваниям, ассоциированным с ожирением, относятся: 
нарушение толерантности к глюкозе, нарушенная гли-
кемия натощак или их сочетание, сахарный диабет 2-го 

типа, артериальная гипертензия, неалкогольная жировая 
болезнь печени, дислипидемия.

Эпидемиологические данные о распространенно-
сти дислипидемии у больных с ожирением ограничены 
и могут быть косвенно получены из наблюдательных 
и кросссекционных исследований (WHO MONICA и 
HAPPIE), согласно которым абдоминальное ожирение 
имело место у 59 % мужчин и 79 % женщин с дислипи-
демией [16, 21].  

Ожирение рассматривается как одна из значимых 
причин развития хронической болезни почек (ХБП) 
[6]. Патологический процесс, развивающийся в поч-
ках при ожирении, называется гломерулопатией, обу-
словленной ожирением (ГО) (obesity-related glomeru-
lopathy) [3,4, 11,23]. Морфологический субстрат этой 
патологии хорошо изучен в различных географических 
регионах мира [5,14,20]. Для ГО характерно значимое 
(>1,34 раза) увеличение объема клубочка, развитие 
гломерулярного сегментарного склероза, увеличение 
мезангия, утончение гломерулярной мембраны с по-
следующим снижением числа функционирующих 
клубочков и развитием интерстициального фиброза и 
атрофии канальцев [15].

Существуют различные способы определения со-
стояния проксимальных канальцев почек: исследуются 
спектр свободных аминокислот плазмы крови в мочи, а 
также их клиренс, состояние активного транспорта глю-
козы, почечный клиренс фосфатов, реабсорбация воды и 
электролитов. Для выявления повреждения эпителиаль-
ных клеток проксимальных почечных канальцев широ-
ко используется энзимодиагностика.

Разработка новых диагностических критериев 
тубулярного повреждения является сегодня актуаль-
ной задачей. Гистоэнзимологические исследования 
показали, что эпителий канальцев почек очень богат 
энзимами. При его повреждении выход этих фермен-
тов в мочу резко возрастает. Распределены энзимы по 
канальцевой системе неравномерно. Наибольшее их 
содержание характерно для проксимальных каналь-
цев, в эпителии которых содержатся N-ацетил-β-D-
глюкозаминидаза, β-глюкуронидаза, β-галактозидаза, 
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кислая и нейтральная, a-глюкозидаза, щелочная фос-
фатаза и другие. Внутри клеток эти ферменты также 
имеют различную локализацию: β-гексозаминидаза  
(N-ацетил-β-D-глюкозаминидаза), β-глюкуронидаза, 
β-галактозидаза и кислая α-глюкозидаза располагают-
ся в лизосомах, нейтральная α-глюкозидаза частично 
в цитозоле, частично в мембранах щеточной каймы 
(мембраносвязанная форма). Другие ферменты лока-
лизуются в митохондриях (сукцинатидегидрогиназа, 
глютаматдегидрогиназа, частично малатдегидроги-
наза). Согласно современным взглядам, в случае по-
вреждения почечного канальцевого эпителия первы-
ми в мочу выходят мембраносвязанные ферменты, 
затем энзимы лизосом и митохондрий.

Большинство энзимов не являются органоспецифич-
ными, то есть кроме почек они содержатся в больших 
количествах и во многих других органах и тканях, пора-
жение которых может способствовать усиленному выхо-
ду их в плазму крови и затем увеличению их экскреции 
с мочой. Это объясняет особый интерес нефрологов к 
исследовании ферментов, имеющих исключительно по-
чечное происхождение, экскреция которых с мочой не 
зависит от состояния других органов и тканей.

Наибольший интерес заслуживает определение ак-
тивности в моче ферментов, имеющих исключитель-
но  почечное происхождение, поскольку их концен-
трация меняется уже при незначительном, обратимом 
поврежде нии почечной ткани. Данными ферментами 
являются нейтральная α-глюкозидаза и L-аланин- 
аминопептидаза [1]. 

В настоящее время наиболее точным эндогенным 
маркёром СКФ признан цистатин С [9]. Он является 
важным экстрацеллюлярным ингибитором цистеино-
вых протеиназ, принадлежащих ко второму типу супер-
семейства цистатинов [7,8]. Структура гена цистатина 
С и его промоутера определяет высокую стабильность 
биосинтеза этого ингибитора цистеиновых протеиназ. 
Постоянство продукции предохраняет организм от не-
контролируемой активации протеолиза. В силу этих 
обстоятельств продукция цистатина С считается мало 
зависящей от воспаления, опухолевого роста, возраста, 
пола, мышечной массы и степени гидратации организ-
ма. При вовлечении в патологический процесс почек, 

фильтрация цистатина С в почках ухудшается, что при-
водит к повышению его содержания в крови.

Если речь вести о цистатине С в моче, то он свобод-
но экскретируется путем клубочковой фильтрации, а 
затем подвергается полной канальцевой реабсорбции и 
катаболизации (без секреции). И поэтому, как ранее по-
лагалось, цистатин С в значимых количествах в моче об-
наруживаться не должен. Оказалось, что в действитель-
ности это не так, при нарушении канальцевой функции, 
концентрации цистатина С в моче могут возрастать в 
200 раз, особенно, при остром повреждении почек.

Материал и методы. В исследовании приняли уча-
стие 88 человек, которые были разделены на три группы: 
контрольная, сравнения и основная. Контрольная груп-
па – группа практически здоровых лиц (n=30), средний 
возраст 20,67 ± 0,18 лет, ИМТ 21,36 ± 0,4 кг/м2. Группа 
сравнения (лица с ожирением) (n=27), средний возраст  
22,38 ± 0,76 лет, ИМТ 31,48 ± 0,56 кг/м2. Пациенты ос-
новной группы были разделены на 2 подгруппы. Первая 
основная подгруппа (ХСН I без СД 2) – (n=15), средний 
возраст  56,8 ± 1,8 лет, ИМТ 30,28 ± 1,11 кг/м2.  Вторая 
основная подгруппа (ХСН I + СД 2)  (n=16), средний воз-
раст  48,25 ± 2,45 лет, ИМТ 30,37 ± 1,11 кг/м2.  

В основную группу включались пациенты с уров-
нем общего холестерина сыворотки крови более 6,0 
ммоль/л. Критериями исключения из исследования 
были снижение скорости клубочковой фильтрации, 
наличие декомпенсации функции других органов 
и систем организма, пациенты ранее принимавшие 
или на момент начала исследования принимающие 
статины.  Всем пациентам основных подгрупп, по-
мимо лечения основной патологии согласно нацио-
нальным рекомендациям, был назначен симвастатин 
в суточной дозировке 20 мг в течение 6 месяцев. В 
ходе наблюдения за пациентами основных подгрупп, 
помимо основных биохимических показателей кро-
ви, оценивались СКФ, цистатин C нативной мочи и 
уровни НАГ и ЛААП диализованной мочи в начале 
исследования, через 3 и 6 мес приема симвастатина. 
Концентрация цистатина С в моче обследуемых вы-
числялась с учетом коэффициента пересчета. Стати-
стическая обработка проводилась с помощью про-
граммы Statistika 10.0, методами непараметрической 

Т а б л и ц а  1
Уровень СКФ в исследуемых группах в мл/мин

Показатели Группы

контрольная (n=30) сравнения (n=27) ХСН I без СД2 (n=15) ХСН I + СД2 (n=16)

Начало исследования 111,84 ± 6,05 129,11 ± 3,87 98,58 ± 6,79 102,65 ± 4,5 

Через 3 мес - - 90,95 ± 2,58 108,44 ± 7,69

Через 6 мес - - 91,23 ± 4,51 112,48 ± 6,68

Т а б л и ц а  2
 Уровень цистатина С в исследуемых группах в мг/л

Показатели Группы

контрольная (n=30) сравнения (n=27) ХСН I без СД2 (n=15) ХСН I + СД2 (n=16)

Начало исследования 0,59 ± 0,07 0,67 ± 0,06 1,46* ± 0,07 1,41* ± 0,08

Через 3 мес - - 1,72*,** ± 0,05 1,69*,** ± 0,08

Через 6 мес - - 1,85*,** ± 0,06 1,79*,** ± 0,07

П р и м е ч а н и е . Здесь и в табл. 3-4: * – p<0,05 по сравнению с контрольной группой, * * – p<0,05 по сравнению с началом исследования.
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Результаты. В результате исследования были полу-
чены следующие данные, представленные в табл.1-4.

Обсуждение. В результате исследования было выяс-
нено, что терапия симвастатином не влияет на скорость 
клубочковой фильтрации у пациентов с бессимптомной 
дисфункцией сердца. Повышенные цифры СКФ в под-
группе ХСН I + СД2 обусловлены имеющейся у таких 
пациентов гиперфильтрацией. Обнаружен повышенный 
уровень цистатина С в моче обследуемых группы срав-
нения по сравнению с контрольной группой, концен-
трация цистатина С основных подгрупп статистически 
достоверно выше показателей контрольной группы. 
На фоне терапии симвастатином в течение 6 месяцев, 
уровень данного аналита статистически достоверно по-
вышается. Активность ЛААП и НАГ на фоне терапии 
симвастатином в течение срока наблюдения в подгруп-
пе ХСН I без СД2 достоверно снижается. В подгруппе 
ХСН I + СД2 выявлено снижение концентрации ЛААП и 
повышение активности НАГ, что может говорить о воз-
никшей дистрофии эпителия щеточной каймы на фоне 
терапии симвастатином.

Выводы.
1. Терапия симвастатином в течение 6 мес пациен-

тов с начальной стадией сердечной недостаточности в 
суточной дозировке 20 мг не ухудшает функцию  клу-
бочков в виде снижения СКФ.

2. Уровень цистатина С выше у лиц с ожирением без 
сердечной недостаточности и достоверно выше у лиц с 
бессимптомной сердечной недостаточностью.

3. Прием симвастатина в дозе 20 мг/сут не влияет на 
концентрацию НАГ и ЛААП у пациентов с ХСН I без 
СД2.

4. В результате гиполипидемической терапии симва-
статином в суточной дизировке 20 мг у пациентов с ХСН 
I+СД2 наблюдается рост активности НАГ при одно-
временном снижении концентрации ЛААП, что может 
быть обусловлено дистрофией эпителия проксимальных 
почечных канальцев, на фоне дополнительной нагрузки 
на него с учетом частично почечного пути метаболизма 
симвастатина.

Финансирование. Исследование проведено при фи-
нансовой поддержке  ФБГОУ ВО   Оренбургского ГМУ 
Минздрава России.

Т а б л и ц а  3
 Уровень активности НАГ в нкат/1 ммоль креатинина мочи

НАГ
Группы

контрольная (n=30) сравнения (n=27) ХСН I без СД2 (n=15) ХСН I + СД2 (n=16)
Начало исследования 1,34 ± 0,14 1,76* ± 0,17 22,75* ± 5,97 17,24* ± 2,47
Через 3 мес - - 12,36** ± 2,65 26,7* ± 6,03
Через 6 мес - - 14,1** ± 5,23 34,6** ± 9,73

Т а б л и ц а  4
Уровень активности ЛААП в нкат/1 ммоль креатинина мочи

ЛААП
Группы

контрольная (n=30) сравнения (n=27) ХСН I без СД2 (n=15) ХСН I + СД2 (n=16)
Начало исследования 0,72 ± 0,09 1,18* ± 0,21 18,01* ± 3,93 17,55* ± 3,83
Через 3 мес - - 9,41** ± 1,62 14,97 ± 3,72
Через 6 мес - - 11,24** ± 2,99 13,13** ± 3,94



RUSSIAN CLINICAL LABORATORY DIAGNOSTICS. 2020; 65(10)
DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2020-65-10-602-606

BIOCHEMISTRY

606

Comparative Quantification of Health Risks: Global and Regional Bur-
den of Disease Attributable to Selected Major Risk Factors: eds. Ezzati 
M, Lopez AD, Rodgers A, Murray CJL. WHO, Geneva, 2003. 

12. Jiao L., Berrington de Gonzalez A., Hartge P., Pfeiffer R.M., Park 
Y., et al. Body mass index, effect modifiers, and risk of pancreat-
ic cancer: a pooled study of seven prospective cohorts // Cancer 
Causes & Control. 2010; 21 (8): 1305–14.

13. Jungheim E.S., Travieso J.L., Carson K.R., Moley K.H. Obesity and 
reproductive function. Obstetrics and gynecology clinics of North 
America. 2012;  39 (4): 479–93. 

14. Kambham N., Markowitz G.S., Valeri A.M., Lin .J, D’Agati V.D. 
Obesityrelated glomerulopathy: an emerging epidemic. Kidney In-
ternational. 2001; 59:1498–1509.

15. Kambham N., Markowitz G.S., Valeri A.M., Lin J., D’Agati V.D. 
Obesityrelated glomerulopathy: an emerging epidemic. Kidney In-
ternational. 2001; 59: 1498–1509.

16. Katayama Shigehiro, Yagi Shinji, Hitoshi Amamoto, Yamaguchi 
Masako, Izumida Taro, Noguchi Yuichi, Inaba Munemichi, Inukai 
Kouichi. Is renoprotection by angiotensin receptor blocker depen-
dent on blood pressure?: the Saitama Medical School, Albuminuria 
Reduction in Diabetics with Valsartan (STAR) study. Hypertension 
Research. 2007;l 30 (6): 529–33. 

17. Ligibel J.A., Alfano C.M., Courneya K.S. American Society of 
Clinical Oncology position statement on obesity and cancer .Jour-
nal of Clinical Oncology. 2014; 32(31): 3568– 74. 

18. Mahmood T.A., Arulkumaran S. Obesity: A ticking time bomb 
for reproductive health. Newnes. 2012. ISBN-13: 978-0-124-
16045-3.

19. Ng Marie, Fleming Tom, Robinson Margaret  M., Thomson Blake, 
Gakidou Emmanuelal. Global, regional, and national prevalence of 
overweight and obesity in children and adults during 1980–2013: a 
systematic analysis for the Global Burden of Disease Study 2013. 
The Lancet. 2014;  384 (9945): 766– 81. 

20. Praga M., Borstein B., Andres A. Clinical features and long-term 
outcome of obesityassociated focal segmental glomerulosclerosis. 
Nephrology Dialysis Transplantation. 2001.16, 1790–8. 

21.  Waters Jill, Ashford Janet, Jaeger Burkar, Cn Verboom, Wonnacott 
Sue. Use of moxonidine as initial therapy and in combination in the 
treatment of essential hypertension-results of the TOPIC (Trial Of 
Physiotens In Combination) Study. Journal of Clinical and Basic 
Cardiology. 1999;  2 (2):219–24.

22. World Health Organization Media Centre. Obesity and overweight. 
Fact sheet no Geneva: World Health Organization; 2013. 

23. Wu Yichao,  Liu Zhihong, Xiang Zhaoying, Zeng Caihong, Chen 
Zhaohong, Ma Xiaojing, Li Leishi. Obesity-related glomeru-
lopathy: insights from gene expression profiles of the glomeruli 
derived from renal biopsy samples. Endocrinology. 2006; 147: 
44-50. 

                                                                                                        Поступила 13.02.20
                                                                                            Принята к печати 15.06.20



КЛИНИЧЕСКАЯ  ЛАБОРАТОРНАЯ  ДИАГНОСТИКА.  2020; 65(10)
DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2020-65-10-607-610

КОАГУЛОЛОГИЯ

607

КОАГУЛОЛОГИЯ

©КОЛЛЕКТИВ АВТОРОВ,  2020

Петрова О.В.1,2, Дымова О.В.3, Твердохлебова Д.К.1, Смельцова Е.В.1, Панова Е.В.1, Никулина Д.М.2

СРАВНИТЕЛЬНЫЙ АНАЛИЗ ВЛИЯНИЯ СИСТЕМ ДЛЯ ВЗЯТИЯ КРОВИ НА РЕЗУЛЬТАТЫ 
ИССЛЕДОВАНИЯ ПОКАЗАТЕЛЕЙ  СИСТЕМЫ ГЕМОСТАЗА

1ФГБУ «Федеральный центр сердечно-сосудистой хирургии» Минздрава РФ, 414011, Астрахань, Россия; 
2ФГБОУ ВО «Астраханский государственный медицинский университет» Минздрава РФ, 414000, Астрахань, Россия; 
3ФГБНУ «РНЦХ им. акад. Б.В. Петровского» Министерства науки и высшего образования РФ, 119991, Москва, Россия

Цель – провести сравнительный анализ влияния систем для взятия крови на результаты исследования показателей си-
стемы гемостаза.  В исследовании принимали участие здоровые испытуемые старше 18 лет женского пола (n=30). 
Критерий включения: практически здоровые лица. Критерий исключения: прием нестероидных противовоспалительных 
препаратов, оральных контрацептивов. 
Забор крови осуществляли в следующие системы: 1 система – пробирки вакуумные Vacuette Premium, 2 система – Impro-
vacuter, 3система – BD Vacutainer® Plus.
До и после центрифугирования была произведена визуальная оценка качества биологического материала (плазмы крови) 
на наличие сгустков, гемолиза, недостаточного наполнения пробирки. В каждом образце определили протромбиновое 
время (ПВ, сек), активированное частичное тромбопластиновое время (АЧТВ, сек), фибриноген (Ф, г/л) клоттинговым 
методом на автоматическом коагулометре «Sta Compact» («Diagnostica Stago», Франция). Результаты лабораторных 
исследований обработали методом параметрической и непараметрической статистики с помощью программы Statis-
tica 12.0.  На преаналитическом лабораторном этапе не выявлено различий при использовании систем для взятия крови: 
в образцах не выявлено сгустков и гемолиза, уровень наполнения систем был достаточный. 
При сравнительном анализе систем для взятия крови Vacuette Premium, Improvacuter, BD Vacutainer® Plus выявлены 
различия при определении ПВ у доноров между системами Vacuette Premium и Improvacuter, между Improvacuter и BD 
Vacutainer® Plus; при определении АЧТВ между системами Vacuette Premium и Improvacuter. Полученные нами результа-
ты подтверждают данные, имеющиеся в литературе о влиянии систем для взятия крови на показатели гемостаза, что 
позволяет сделать нам правильный выбор при приобретении систем для взятия крови. 
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Comparative analysis of the impact of blood collection systems on the results of routine coagulation tests. The aim of this study 
was to conduct comparative analysis of the effects of blood collection systems on the results of routine coagulation tests.  The 
study involved  practically healthy women over 18 years of age female (n=30). Inclusion criteria: practically healthy individuals. 
Exclusion criteria: taking non-steroidal anti-inflammatory drugs, or oral contraceptives. Blood collection was carried out in the 
following systems: 1 system-Vacuette Premium,2 system- Improvacuter, 3 system- BD Vacutainer® Plus.
Before and after centrifugation, visual assessment of tubes was performed.No signs for the presence of clots, hemolysis, or 
insufficient filling was observed. In each sample we measured prothrombin time (PV, sec), activated partial thromboplastin time 
(APTT, sec), and fibrinogen (F, g/l) by clotting method on the automatic coagulometer «Sta Compact» («Diagnostica Stago», 
France). The results of laboratory analyses were processed using parametric and non – parametric statistics using The Statistica 
12.0 software. At the preanalytical  laboratory stage, there were  no differences when  using systems for blood sampling: the 
clots and hemolysis were not detected in the samples, the level of filling of the sistems was sufficient.  Comparative analysis 
revealed small, though statistically significant, differences for: PT when comparing Improvacuter wiht Vacuette Premium or BD 
Vacutainer®; APPT when comparing Improvacuter wiht Vacuette Premium. No differences were observed for Fg levels. Our 
results support the data available in the literature on the effects of blood-taking systems on hemostasis , which should be taken into 
account when purchasing blood collection systems.
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В настоящее время стандартизация преаналитиче-
ского этапа (взятия биологического материала) обеспе-
чена за счет внедрения в клиническую практику систем 
для взятия крови.

На отечественном рынке представлены отечествен-
ные и зарубежные системы для взятия крови, в разном 
ценовом диапазоне и с разными техническими характе-
ристиками. 

В литературе имеются единичные данные влияние 
систем для взятия крови на результаты показателей си-
стемы гемостаза [2,5].

Учитывая тот факт, что особые требования предъ-
являются к взятию крови для проведения исследований 
показателей системы гемостаза, мы перед собой поста-
вили следующую цель.

Цель исследования – провести сравнительный ана-
лиз влияния систем для взятия крови на результаты ис-
следования показателей системы гемостаза.

Материал и методы. Исследования проводили в 
рамках профилактического медицинского осмотра в 
ФГБУ «Федеральном центре сердечно-сосудистой хи-
рургии (г. Астрахань)». Все участники исследования да-
ли свое информированное согласие.

В исследовании принимали участие здоровые испы-
туемые старше 18 лет женского пола (n=30). 

Критерий включения: практически здоровые лица.  
Критерий исключения: прием нестероидных противо-
воспалительных препаратов, оральных контрацептивов.

Кровь для исследования собирали путем пункции 
кубитальной вены после наложения жгута (не более 1 
мин) в положении пациента лежа с помощью систем для 
забора крови. 

Забор крови осуществляли в следующие системы:
1) система – пробирки вакуумные Vacuette Premium, 

с двойной стенкой, (производитель Greiner Bio-One 
GmbH, Австрия), объемом 1,8 мл.

2) система – вакуумные пробирки Improvacuter для 
коагулологии, (производитель Guangzhou Improve Medi-
cal Instruments Co., Ltd,Китай), объемом 1,8 мл.

3) система – пробирки вакуумные BD Vacutainer® 
Plus для коагулологических исследований  (Becton 
Dickinson and Company, США), объемом 1,8 мл.

Все системы для забора крови (пробирки) содержали 
цитрат натрия концентрацией 3,2%. После взятия крови 
системы перемешивали 3–4 раза.

Образцы крови доставляли в лабораторию в течение 
15-20 мин после венепункции. В лаборатории прово-

дили пробоподготовку – центрифугирование пробирок 
с кровью в течение 15 мин при относительной центри-
фужной силе 2500 G. 

После центрифугирования была произведена ви-
зуальная оценка качества биологического материала 
(плазмы крови) на наличия сгустков, гемолиза, недоста-
точного наполнения пробирки.

В каждом образце, клоттинговым методом, опреде-
ляли протромбиновое время (ПВ, сек), активированное 
частичное тромбопластиновое время (АЧТВ, с), фи-
бриноген (Ф, г/л) на автоматическом коагулометре «Sta 
Compact» («Diagnostica Stago», Франция) согласно ин-
струкциям производителя. 

При исследовании ПВ и Ф использовали прекали-
брованные наборы реактивов «NeoplastinR» и «Fibrino-
gen», АЧТВ – «Cephascreen» фирмы «Diagnostica Stago» 
(Франция). 

Внутрилабораторный контроль качества осущест-
вляли с помощью аттестованного контрольного матери-
ала «Lyphochek Coagulation Control» (фирмы «Bio-Rad», 
США), коэффициент аналитической вариации корреля-
ции (CVа) для ПВ  составил от 3,09% и до 4,09%, CVа 
для АЧТВ – от 2,02% до 2,62%, CVа для Ф – от 3,00% и 
до 3,23%.  

Результаты лабораторных исследований обработали 
методами параметрической и непараметрической ста-
тистики (в зависимости от результатов проверки рас-
пределений на соответствие нормальному) с помощью 
программы Statistica 12.0. Вычисляли среднеарифмети-
ческие значения (М), стандартные отклонения (s), меди-
аны, 25-й и 75-й квартили, минимальные и максималь-
ные значения. 

Для определения смещений (отклонений) средних 
значений рассчитали смещение (отклонение) В%, по 
формуле: B = (Х – УЗ)/УЗ *100%, 

где: В – относительное смещение, X – среднее значе-
ние измерений контрольного образца, УЗ – установлен-
ное значение.

Достоверность отличий средних величин оценива-
ли с помощью параметрического t–критерия Стьюден-
та для связанных совокупностей и непараметрического 
критерия Вилкоксона (в зависимости от результатов 
предшествующей проверки распределений на соответ-
ствие нормальному) при уровне вероятности более 95% 
(р <0,05) с учетом поправки на множественную про-
верку гипотез (поправки Бонферрони). Для уменьше-
ния ложноположительных результатов были отклонены 
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те гипотезы, для которых p-value по критерию pi были 
меньше, чем α/m (pi<0,0167).

Результаты. Сравнительный анализ систем для взя-
тия  крови состоял из 2 этапов.

На первом этапе проводили сравнительный анализ ка-
чества биологического материала до и после центрифу-
гирования в исследуемых образцах, собранных в систе-
мы для взятия крови трех производителей. Критериями 
качества биологического материала являлись – наличие 
сгустка, наличие гемолиза, недостаточный объем пробы.

Сравнительный анализ качества биологического 
материала до и после центрифугирования (табл. 1) не 
выявил в образцах сгустков, гемолиза, и отклонений в 
наполнении пробирок при использовании трех коммер-
ческих систем для взятия крови разных производителей. 

На втором этапе анализа в образцах, собранных в раз-
ные системы для взятия крови определили ПВ, АЧТВ и Ф. 

Результаты определения показателей системы гемо-
стаза (ПВ, АЧТВ, Ф) у здоровых добровольцев были в 

пределах референсных значений. Описательная стати-
стика для исследованных показателей системы гемоста-
за представлены в табл. 2.

При множественном сравнительном анализе резуль-
татов ПВ, полученных из трех систем, получены стати-
стически достоверные различия между системой № 1 и 
системой № 2 (р=0,000006), а также между системой № 
2 и системой № 3 (р=0,000016), хотя клиническая значи-
мость выявленных различий не очевидна (см. табл. 2). 
Значения ПВ в плазме из систем № 1 и № 3 достоверно 
не различались (р=0,101).

Результаты определения ПВ традиционно выдаются 
в виде производных расчетных величин. При множе-
ственном сравнительном анализе результатов активно-
сти протромбина по Квику, полученных из трех систем, 
получены статистически достоверные различия только 
между системой №2 и системой №3 (р=0,00022). Вы-
явленные различия определения МНО также были ста-
тистически достоверны между системами № 1 и № 3  
(р=0,000000), а также между системами № 2 и № 3 
(р=0,000447).

При множественном сравнительном анализе резуль-
татов АЧТВ, полученных из трех систем, получены ста-
тистически достоверные различия только между систе-
мами № 1 и № 3 (р=0,005107).

Концентрация фибриногена, измеренная в плазме из 
трех анализируемых систем, достоверно не различалась 
(см. табл. 2).

Также для определения значимых различий между 
исследуемыми показателями использовали значения  
В (смещения), значения В (%) ( табл. 3).

Анализ смещения между изучаемыми показателями 
производили с помощью сравнения полученных значений 
В (%) с международными значениями смещения (В, %),  
представленными на сайте www.westgard.com [6]. 

Т а б л и ц а  1
Сравнительный анализ качества биологического материала  

до и после центрифугирования

№ Критерий Системы для забора крови

1 система
(n=30)

2 система
(n=30)

3 система
(n=30)

n % n % n %

1 Наличие сгустков 0 0 0 0 0 0

2 Наличие гемолиза 0 0 0 0 0 0

3 Недостаточное 
наполнение 

0 0 0 0 0 0

Т а б л и ц а  2
Измеряемые и расчетные показатели системы гемостаза 

Лабораторный показатель,  
единица измерения

Системы для взятия крови Референсный  
интервал1 система (n=30) 2 система (n=30) 3 система (n=30)

ПВ, сек

М±s 14,10±0,71 14,38±0,78 14,18±0,74

12,80 – 17,40
Медиана 13,95 14,25 14,10

25-й – 75-й квартиль 13,63-14,48 13,85-14,88 13,70-14,50
Минимум-максимум 12,70-16,10 12,8-16,4 12,6-16,2

Активность 
протромбина 
по Квику, %

М±s 90,30±8,35 88,57±7,45 90,41-6,73

70-130%
Медиана 92,00 89,50 91,00

25-й – 75-й квартиль 85,50-96,75 83,25-94,25 87,00-96,00
Минимум-максимум 65,00-100,00 71,00-100,00 73,00-100,00

МНО

М±s 1,05±0,04 1,07±0,05 1,06±0,05

-
Медиана 1,04 1,06 1,05

25-й – 75-й квартиль 1,01-1,08 1,03-1,10 1,02-1,08
Минимум-максимум 1,00-1,18 1,00-1,20 1,00-1,19

АЧТВ, сек

М±s 30,09±2,18 29,40±2,63 29,91±1,98

26,30 – 40,30Медиана 29,50 28,80 29,70
25-й – 75-й квартиль 28,70-31,38 27,63-31,55 28,30-31,60
Минимум-максимум 26,40-35,10 25,60-34,10 27,00-34,50

Фибриноген, 
г/л

М±s 3,24±0,50 3,35±0,45 3,24±0,53

1,90 – 4,30
Медиана 3,14 3,37 3,21

25-й – 75-й квартиль 2,90-3,71 3,04-3,79 2,95-3,75
Минимум-максимум 2,50-4,00 2,50-4,00 2,09-4,00
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ный анализ систем для взятия крови на коагулологиче-
ские исследования выявил влияние систем на показате-
ли свертывающей системы, что позволило нам сделать 
правильный выбор систем для взятия крови и обеспе-
чить качество лабораторных исследований.

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

Финансирование. Исследование не имело спонсор-
ской поддержки.
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Достоверные различия выявлены (см. табл.3):
1. для ПВ: при сравнении 1-й системы со 2-й систе-

мой; 2-й системы с 3-й системой (несмотря на то, что зна-
чения смещения были меньше международных);

2. для АЧТВ при сравнении 1-й системы со 2-й систе-
мой.

Не выявлено достоверных различий при определе-
нии фибриногена при использовании разных систем для 
взятия крови.

Обсуждение. Показатели системы гемостаза имеют 
важное значение для диагностики нарушений в свёр-
тывающей системе гемостаза, оценки эффективности и 
безопасности использования антитромботической тера-
пии [1,3,4]. 

В настоящее время системам для взятия крови, как ис-
точникам ошибок на преаналитическом этапе, не уделя-
ется должного внимания. Тем не менее, Б.Г. Городецкий 
и соавт.  [2] при валидации трех систем для взятия крови 
(Vacuette Premium, Lind-Vac®, Univac®) выявил, что при 
использовании систем Lind-Vac® и Univac® отмечаются 
статистические значимые изменения в ПВ, АЧТВ.

G.Lima-Oliveira  и соавт. [5] при валидации пяти си-
стем для взятия крови обнаружил достоверные различия 
при определении ПВ и АЧТВ.

В связи с этим, мы провели сравнительный анализ 
систем для взятия крови при проведении исследований 
показателей гемостаза. 

На преаналитическом, лабораторном этапе не вы-
явлено различий при использовании систем для взятия 
крови трех производителей: до и после центрифугиро-
вания в образцах не выявлено сгустков и гемолиза, уро-
вень наполнения систем был достаточным (см. табл. 1).

На аналитическом этапе были обнаружены достовер-
ные различия при определении ПВ и АЧТВ (см. табл. 3):

1) при определении ПВ между 1-й и 2 –й системами, 
между 2-й и 3-й системами;

2) при определении АЧТВ между 1-й и 2-й системами.
Полученные нами результаты сравнительного ана-

лиза подтверждают данные, имеющиеся в литературе 
[2,5,7] о влиянии систем для взятия крови на показатели 
системы гемостаза. 

Таким образом, при сравнительном анализе систем 
для взятия крови Vacuette Premium, Improvacuter, BD 
Vacutainer® Plus выявлены различия при определении 
ПВ у доноров между системами Vacuette Premium и Im-
provacuter, между Improvacuter и BD Vacutainer® Plus; 
при определении АЧТВ между системами Vacuette Pre-
mium и Improvacuter. Проведенный нами сравнитель-

Т а б л и ц а  3
Значения смещения (В, %) показателей системы гемостаза при использовании разных систем для взятия крови

№ Показатели CVа B,% между  
1 и 2 системами

B,% между  
2 и 3 системами

B,% между  
1 и 3 системами

Критерии качества (http://www.westgard.com)
CVg B,%

1 ПВ, с 4,09 -1,95* 1,99* 0 6,8 2,0
2 АЧТВ, с 2,62 2,35*,** -1,71 0,6 8,6 2,3
3 Ф, г/л 3,23 -3,28 3,39 0 15,8 4,8

П р и м е ч а н и е .  * – достоверность различий (p<0,001), ** – значимые изменения по сравнению с международными значениями,  
www.westgard.com [6].
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Иммунохроматографические (ИХ) тест-системы, известные зарубежным специалистам лабораторной диагностики 
как иммуноанализы латерального потока (lateral flow immunoassay, LFIA), представляют собой упрощённые ленточные 
форматы современных биосенсоров. В течение 60 лет они широко используются для быстрого обнаружения молекул-
мишеней (лигандов) в биосубстратах и диагностики многих заболеваний и состояний. Растущая популярность этих 
тест-систем для оказания медицинской помощи или проведения диагностики в развивающихся странах, медицинских 
учреждениях, при неотложных состояниях, для индивидуального домашнего использования пациентами при монито-
ринге здоровья являются основными факторами, способствующими постоянному развитию и совершенствованию этих 
методов, появлению форматов нового поколения. Привлекательность и популярность этих быстрых, простых в исполь-
зовании, недорогих и портативных диагностических инструментов связана, в первую очередь, с их высокой аналитиче-
ской чувствительностью и специфичностью, лёгкостью интерпретации полученных результатов. Эти качества прош-
ли проверку временем, тест-системы LFIA полностью соответствуют современной мировой концепции «point-of-care 
testing», находя широкое применение не только в медицине, но и в экологии, ветеринарии, сельском хозяйстве. В обзоре 
будут освещены современные принципы конструирования наиболее широко используемых форматов ИХ тест-систем 
для клинической лабораторной диагностики, обобщены основные преимущества и недостатки метода, современные 
достижения и перспективы технологии LFIA. Современные инновации, направленные на улучшение аналитических ха-
рактеристик технологии LFIA, интересны, перспективны, могут принести дополнительные преимущества ИХ плат-
формам, снискавших им популярность и привлекательность на протяжении шести десятилетий.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  иммунохроматографические (ИХ) тест-системы; иммуноанализы латерального потока 
(LFIA); клиническая лабораторная диагностика, концепция «point-of-care testing».
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Immunochromatographic test systems known to foreign laboratory diagnostic experts as lateral flow immunoassay (LFIA) are 
simplified tape formats of modern biosensors. For 60 years, they have been widely used for the rapid detection of target molecules 
(ligands) in biosubstrates and the diagnosis of many diseases and conditions. The growing popularity of these test systems 
for providing medical care or diagnostics in developing countries, medical facilities, in emergency situations, as well as for 
individual home use by patients while monitoring their health are the main factors contributing to the continuous development 
and improvement of these methods, the emergence of a new generation of formats. The attractiveness and popularity of these fast, 
easy-to-use, inexpensive and portable diagnostic tools is associated primarily with their high analytical sensitivity and specificity, 
as well as the ease of interpretation of the results. These qualities have passed the test of time, and today LFIA test systems are 
fully consistent with the modern world concept of «point-of-care testing», finding wide application not only in medicine, but also 
in ecology, veterinary medicine, and agriculture. This review will highlight the modern principles of designing the most widely 
used formats of immunochromatographic test systems for clinical laboratory diagnostics, summarize the main advantages and 
disadvantages of the method, as well as current achievements and prospects of LFIA technology. Modern innovations aimed 
at improving the analytical characteristics of LFIA technology are interesting, promising and can bring additional benefits to 
immunochromatographic platforms that have gained popularity and attractiveness for six decades.
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Введение. Без иммунохроматографических (ИХ) 
тестов, которые в течение 60 лет используются в кли-
нической лабораторной диагностике, сегодня трудно 
представить работу любой лаборатории мира. Зарубеж-
ным специалистам эти системы известны под названи-
ем «иммуноанализ латерального потока» (lateral flow 
immunoassay, LFIA) или просто «анализ латерального 
потока» (lateral flow assay, FLA). Они являются реальной 
и перспективной альтернативой существующим анали-
тическим приборным технологиям. Эти устройства рас-
сматриваются как упрощённые форматы современных 
биосенсоров, на котором элемент распознавания распо-
лагается на поверхности пористой мембраны, а резуль-
тат визуализируется через несколько минут [1-4].

В условиях ограниченности ресурсов и специаль-
но обученного персонала эти быстрые, недорогие, на-
дежные и простые в использовании диагностические 
платформы показали свою высокую эффективность. ИХ 
тесты представляют наиболее перспективный и динами-
чески развивающийся сегмент экспресс-диагностики in 
vitro, с ежегодным совокупным ростом мирового произ-
водства в 7,7% [1, 2, 4, 5].

Растущая популярность ИХ тест-систем для оказа-
ния медицинской помощи или проведения диагностики 
в развивающихся странах, медицинских учреждениях, 
при неотложных состояниях, для индивидуального до-
машнего использования пациентами при мониторинге 
здоровья являются основными факторами, способству-
ющими постоянному развитию и совершенствованию 
этих методов, появлению форматов нового поколения 
[2, 6-8].

Иммуноанализ латерального потока (LFIA). Впер-
вые принцип диагностики на основе иммуноанализа боко-
вого потока (бумажной хроматографии) предложен в 1959 г.  
биофизиком Розалин Ялоу (R.S. Yalow) и врачом-эндокри-
нологом Соломоном Берсоном (S.A. Berson) (рис. 1).

Первой сконструированной системой на парафино-
вой бумаге был экспресс-тест для определения инсулина 
в плазме крови человека [9]. Новый принцип, вскоре по-
лучивший название IFLA, стал прорывной технологией 
не только для диагностики сахарного диабета. Форма-
ты новых тестов быстро прогрессировали, бумагу за-
менила нитроцеллюлоза, и вскоре арсенал клинической 
лабораторной диагностики пополнился многочислен-
ными тест-системами для определения других минор-
ных аналитов крови (гормонов, ферментов, витаминов, 
маркёров инфекционного процесса). По мере развития 
технологии, её применение включает инфекционные за-
болевания, сердечно-сосудистые заболевания [10, 11], 

биомаркёры рака [12], пищевые патогены [13], ветери-
нарную диагностику [14].

В последующие 60 лет предложены несколько кон-
структивных вариантов IFLA, упростивших метод и 
одновременно сделавших тест-системы более чувстви-
тельными и селективными, доступными и простыми в 
использовании. Это позволило использовать их не толь-
ко сотрудникам лабораторий, но и другими медицин-
скими специалистами, самими пациентами для само-
контроля [7, 15-17].

Появление платформ LFIA опосредовано развити-
ем пациент-ориентированных технологий, изменением 
парадигмы культуры ухода за больными и увеличением 
потребности медицины неотложных состояний к опе-
ративному получению лабораторной информации для 
принятия срочных решений, появление глобальной кон-
цепции «point-of-care testing» (тестирование в месте ока-
зания медицинской помощи) [18-20].

При необходимости точной идентификации молеку-
лярных маркёров используются классические микро-
биологические и иммуносерологические методы, со-
временные диагностические платформы, такие как 
иммуноферментный (ИФА) и хемилюминесцентный 
анализы, полимеразная цепная реакция (ПЦР), проточ-
ная цитометрия и масс-спектрометрия (MALDI). Эти 
диагностические инструменты, требующие дорогостоя-
щего оборудования, длительного времени тестирования 
и квалифицированного персонала, не всегда доступны 
для небольших районных стационаров, особенно в ус-
ловиях ограниченных экономических ресурсов и децен-
трализованной инфраструктуры медицинских учрежде-
ний [3, 11, 20, 21].

Иммунохроматографические тест-системы: ти-
пы и форматы. Потенциалом этих появившихся в по-
следние десятилетия эффективных технологий является 
постоянное развитие и усовершенствование имеющих-
ся многочисленных LFIA-платформ, появление мульти-
плексных форматов, усложнение диагностических задач 
(например, скрининг на онкологические заболевания). 
Отсутствие необходимости в специальных температур-
ных режимах хранения расширяет ареал их использова-
ния в развивающихся странах, малонаселённых и отда-
лённых регионах [15, 16, 21, 22].

За десятилетия использования ИХ тест-системы 
прошли проверку временем и подтвердили свою широ-
кую доступность, высокую скорость, простоту в эксплу-
атации и интерпретации результатов эффективной и до-
стоверной диагностикой заболеваний [21, 23-25]. Эконо-
мическая целесообразность и удобство использования 
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этих портативных диагностических систем полностью 
соответствуют современной мировой концепции «point-
of-care testing» (лабораторное тестирование по месту ле-
чения), благодаря чему тесты LFIA не потеряли своего 
значения и в наши дни [23-25].

В зависимости от используемых элементов распозна-
вания ИХ тесты разделяются на различные типы. Среди 
конструктивных форматов этой диагностической страте-
гии можно назвать качественные, полуколичественные, 
количественные тест-системы для определения специфи-
ческих антигенов [26, 27], антител [28, 29], фрагментов 
нуклеиновых кислот (ампликонов), которые могут обра-
зовываться в ходе полимеразной цепной реакции [12, 30].

Принцип действия LFIA простой. Типичная ИХ тест-
система состоит из пластикового основания (подложки) 
с нанесёнными перекрывающимися слоями пористных 

мембран, которые содержат молекулы распознавания 
для взаимодействия с молекулой-мишенью (рис. 2).

Пористые мембраны являются одним из наиболее 
важных элементов тест-системы и чаще всего изготав-
ливаются из нитроцеллюлозы. Ключевыми параме-
трами, характеризующими свойства нитроцеллюлозы, 
являются капиллярные силы, лёгкость связывания и 
последующая иммобилизация белков, участвующих в 
дальнейших реакциях. Размер пор мембран составля-
ет от 0,05 до 12 мкм, что обеспечивает необходимые 
скорость, время, равномерность капиллярного потока 
– важнейшие характеристики, определяющие качество 
работы тест-систем [3, 31-34].

Анализируемая жидкая проба (биосубстрат) по-
мещается на прокладку для нанесения образцов, про-
питанную буферным раствором, белками и поверх-

Рис. 2. Схематическое представление механизма иммунохроматографического тестирования (иммуноанализа латерального 
потока). Образец (проба), содержащий исследуемый антиген (аналит) наносится на прокладку для нанесения образца и мигри-
рует к конъюгату. Конъюгированные антитела связывают целевой аналит и мигрируют к тестовой линии, где целевой аналит 
связывается с антителами (рисунок авторов).

Рис. 1. Авторы принципа метода и первого сконструированного иммунохроматографического экспресс-теста для определения 
инсулина в плазме крови человека (1959 г.) Р. Ялоу и С. Берсон.
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ностно-активными веществами (см. рис. 2). Эта часть 
тест-системы выполняет несколько важных функций: 
равномерное распределение пробы и направление её 
движения к конъюгату с определённой скоростью. Про-
кладка выполняет роль фильтра, задерживая нежела-
тельные элементы биосубстратов, например, эритроци-
ты [10, 35-37].

Далее проба перемещается при помощи капилляр-
ных сил вдоль полоски на прокладку для высвобож-
дения конъюгата, которая содержит специфические 
антитела. Качество используемых в системах специфи-
ческих антител и их очистка является важнейшим усло-
вием оптимальной работы тестов. Как правило, в LFIA 
используются полученные из гибридной клеточной ли-
нии мышей моноклональные антитела, которые связаны 
с окрашенными или флуоресцентными частицами (мет-
ками) [2, 32, 38-40].

Основными требованиями к используемым в тест-
системах меткам (чаще всего, это наночастицы коллоид-
ного золота или окрашенный латекс) являются высокая 
стабильность, низкая цена. Перечисленные метки в пол-
ной мере соответствуют указанным требованиям, латекс 
может быть изготовлен в разных цветовых вариантах и 
в таком виде применяться в мультиплексных системах 
[3, 13, 41-43].

Далее конъюгированные антитела связываются с 
целевым аналитом и мигрируют в зону распознавания. 
Эта часть полоски содержит биологические компонен-
ты, которые вступают в реакцию с образовавшимся ком-
плексом аналит-антитело, что проявляется в виде по-
явившейся цветной линии в тестовой зоне, в то время 
как линия в контрольной зоне, указывает на правильный 
поток субстрата [32, 34, 36]. Интенсивность цвета тесто-
вой линии, которая пропорциональна содержанию ана-
лита в образце, оценивается визуально или при помощи 
специального оборудования (считывателя) [44].

Для поддержания капиллярного эффекта на дисталь-
ном конце тест-полоски расположена целлюлозная впи-
тывающая (абсорбирующая) прокладка, роль которой 
заключается в отведении избытка реагентов и предот-
вращении обратного тока жидкости. Наличие этой про-
кладки позволяет использовать большие объёмы образ-
ца, что приводит к повышению чувствительности теста 
[35, 38, 40].

Среди других факторов, влияющих на чувствитель-
ность, специфичность теста, следует отметить при-
сутствующие в биосубстратах химические вещества, 
которые могут связываться с компонентами системы и 
опосредовать ложноположительные результаты. Чув-
ствительность тест-системы ограничена константой дис-
социации конъюгата антитело-антиген и колориметриче-
ской детекцией [36, 39]. Применяемые производителями 
современные стратегии преодоления этих ограничений 
связаны с улучшением характеристик используемых ме-
ток (флуоресцентные, парамагнитные), которые не могут 
быть обнаружены визуально, а требуют специальных 
приборов-считывателей для количественного анализа 
[21, 29, 36]. Автоматизация детекции снижает временные 
затраты и улучшает интерпретацию результатов [18, 40].

Современные мультиплексные форматы LFIA спо-
собны детектировать содержание в одной пробе не-
скольких аналитов (например, тест-системы для обна-
ружения наркотических средств в моче). В этом случае 
система имеет одну прокладку для нанесения образца, 
несколько (по числу исследуемых веществ) прокладок 

для высвобождения конъюгата, содержащих специфи-
ческие антитела для каждого целевого аналита, и столь-
ко же тестовых зон для считывания результата [21, 29, 
26, 43].

Эти простые в использовании экспресс-тесты широ-
ко применяются для подтверждения наличия или отсут-
ствия в биологических субстратах (моче, сыворотке или 
плазме, цельной крови) целевых аналитов (например, 
антигенов, антител, биохимических маркёров, ампли-
конов) в медицине, экологических исследованиях, сель-
ском хозяйстве, ветеринарии [2-4, 12-14, 18-22]. В этих 
отраслях ИХ тесты используют для верификации пато-
генов, специфических белков, ферментов, обнаружения 
химических веществ, наркотиков, токсинов, поллютан-
тов и других веществ [10, 14, 23-26].

ИХ исследования выполняются в клинических ла-
бораториях, местах оказания медицинской помощи или 
на дому, медицинским персоналом или пациентами. Ис-
пользование визуальной метки в виде наночастиц золо-
та, углерода, цветного латекса позволяет визуально за 
несколько минут провести качественное тестирование 
или количественное при наличии специального обору-
дования [28, 32, 44, 45].

В основе ИХ анализа лежит реакция антиген-антите-
ло, при этом в роли антитела (элемента распознавания) 
могут использоваться аптамеры, нуклеиновые кислоты, 
белки или антилиганды, специфически нацеленные на 
связывание целевых аналитов, позволяя при этом обна-
руживать даже незначительные концентрации в присут-
ствии структурно связанных молекул [33, 45, 46].

Технологическая гибкость ИХ платформы привела к 
созданию множества типов тест-систем на основе двух 
ключевых подходов, завоевавших наибольшую попу-
лярность у специалистов за последние десятилетия:

– неконкурентный (прямой) анализ (сэндвич-формат) ‒  
используется для выявления аналитов с большой мо-
лекулярной массой с несколькими антигенными де-
терминантами (например, антигена р24 ‒ капсомера 
ВИЧ). В этой конструкции положительный результат 
выдается при наличии в тестовой зоне цветной ли-
нии, которая будет отсутствовать при отрицательном 
результате [19, 26, 29]. Наиболее широко известными 
примерами сэндвич-формата являются тест-системы 
на беременность, определяющие повышенный уро-
вень хорионического гонадотропина (в зависимо-
сти от чувствительности тестов, от 10 до 25 мМЕ/мл)  
у женщин в моче на ранней стадии беременности [47].

– конкурентный анализ (формат ингибирования) ‒ 
предназначен для аналитов с небольшой молекулярной 
массой с одним антигенным сайтом. В этом формате те-
ста целевой аналит блокирует сайты связывания анти-
тел, расположенных на тестовой линии, предотвращая 
их взаимодействие с конъюгатом. Положительное за-
ключение в этой конструкции выдается при отсутствии 
цветной линии, отрицательное ‒ при появлении в тесто-
вой зоне цветной линии любой интенсивности окраши-
вания [48]. Типичными примерами этого формата явля-
ются тест-системы на наркотики и токсины.

Каждый из этих форматов имеет свои преимущества 
и недостатки в зависимости от тестируемых аналитов, 
диапазонов их критических концентраций, используе-
мой конструкции тест-системы. Сэндвич-формат обла-
дает более высокой аналитической чувствительностью 
(пикограммы аналита в 1 мл) по сравнению с конкурент-
ными тест-системами (нанограммы в 1 мл) [26].
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При высоких концентрациях анализируемого веще-
ства сэндвич-системы могут показать ложноотрицатель-
ный результат, связанный с «эффектом высокой дозы». 
Этого недостатка лишены тест-системы на основе кон-
курентного формата [47, 48].

С 60-х годов ХХ века тест-системы IFLA заняли 
прочное место среди медицинских диагностических 
методов, как наиболее быстрые, простые, экономически 
привлекательные инструменты. Их эффективность зна-
чительно увеличилась с развитием считывающих тех-
нологий и появлением устройств, позволяющих транс-
формировать интенсивность цвета индикаторных линий 
в полуколичественный и количественный результат. В 
первом случае результат отображается как низкий, сред-
ний или высокий, во втором ‒ выдаются числовые зна-
чения концентрации аналита, основанные на плотности 
тестовой линии [32, 35, 36-39].

Примером количественного формата IFLA является 
тест-система Seralite-FLC для обнаружения свободных 
каппа- (κ) и лямбда- (λ) цепей в сыворотке крови, по-
зволяющая получать через 10 мин числовой результат 
содержания аналитов в мг/л, соотношение κ/λ [37, 49]. 
Эта тест-система сконструирована на основе высоко-
специфичных моноклональных антител против κ и λ, 
не проявляющих перекрестной реактивности с другими 
специфическими белками крови [49].

Иммунохроматографические тесты для диагно-
стики инфекций. Выявление инфекционных заболе-
ваний и борьба с ними является серьёзной проблемой 
здравоохранения. ИХ тестирование может быть с боль-
шим успехом использовано для диагностики инфекци-
онных заболеваний [6, 16-18, 22, 32].

Одним из ключевых направлений развития универ-
сальной технологии IFLA является конструирование 
тест-систем в мультиплексном (многоцелевом) формате, 
который позволяет обнаруживать одновременно несколь-
ко бактериальных или вирусных мишеней в одном тесте. 
Эта технология является новым диагностическим подхо-
дом и открывает широкие перспективы для верификации 
возбудителя [6, 8, 17, 32, 50] (табл. 1).

Первая коммерческая комбинированная тест-
систему IFLA успешно продемонстрирована в 2015 
г. [25]. Она позволяла эффективно обнаруживать в 
моче антигены Streptococcus pneumoniae и Legionella 
pneumophila. Это увеличило популярность универсаль-
ной технологии LFIA, в равной степени эффективной 
в формате сендвич-анализа как для высокомолекуляр-
ных антигенов микроорганизмов и антител к ним в 
биосубстратах, так и для низкомолекулярных аналитов 
[8, 16, 23, 24].

Преимущества и недостатки иммунохроматогра-
фических тест-систем. Большую часть мирового сег-
мента лабораторной экспресс-диагностики занимают 
тест-системы, основанные на технологии LFIA в стандарт-
ном и мультиплексном формате [18, 23, 24, 32]. Многие из 
них с успехом используются по программе «point-of-care 
testing» [3, 8, 11, 15].

При обнаружении методом LFIA молекулярных мар-
кёров инфекционного процесса, требуется подтвержде-
ние независимым методом. ИХ методы подходят, пре-
жде всего, для первичного скрининга [6, 8, 17]. При 
очевидной привлекательности форматов ИХ анализа 
существенные недостатки иммуноанализа сдерживают 
расширение практического использования этих диа-
гностических платформ для клинической лабораторной 
диагностики (табл. 2).

Ведутся исследования, направленные на устранение 
ряда недостатков ИХ тест-систем, особенно в отноше-
нии получения количественных результатов и их доку-
ментирования. Они могут быть оцифрованы с использо-
ванием сканеров или камер со специальным программ-
ным обеспечением, которое позволит фиксировать 
результаты и передавать их на расстоянии. Технологи-
ческие усовершенствования потребуют более сложной 
аппаратуры и повысят стоимость и продолжительность 
времени анализа.

Новые стратегии в иммунохроматографическом 
анализе. Некоторые из новаций обсуждались выше и свя-
заны с вариациями природы используемых меток, техни-
ческим совершенствованием количественного формата 
заключения. Некоторые из новых стратегий связаны с 
использованием комбинации наночастиц коллоидного 
золота с ферментом (например, пероксидазой хрена), что 
ведёт к каталитической амплификации сигнала [50, 51]. 
Другие методы усиления сигнала (в 1000 и более раз) и 
повышения чувствительности тест-систем связаны с ис-
пользованием лазерного детектирования (плазмонный 
резонанс, рамановской спектроскопии комбинационно-
го рассеяния), хемилюминесцентной или флуоресцент-
ной метки [12, 30, 45, 52].

Предложен интересный формат IFLA для выявления 
увеличения концентрации миоглобина, основанный на 
формировании сэндвич-комплекса [43]. В предложен-
ной системе иммобилизованные антитела конъюгируют 
со стрептавидином и выявляют специфическим краси-
телем (сульфородамином B), инкапсулируемым в липо-
сомы, что облегчает генерацию сигнала [43].

Успешно протестирован ряд перспективных новаций 
в мультиплексировании технологии IFLA [21, 44, 47]. 
Описаны тест-системы, состоящие из наночастиц кол-
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Инфекционный агент Маркёр инфекционного процесса Формат тест-систем Ссылки
Вирус Денге
Вирус Чикунгунья

IgG/IgM
IgG/IgM

Мульти-плексный [42]

Вирус Денге
Вирус желтой лихорадки
Вирус Эбола

Белок NS1
Белок NS1

Гликопротеин GP

Мульти-плексный [43]

Вирус иммунодефицита человека
Вирусный гепатит С (ВГС)

Anti-HIV IgG
Anti-HCV IgG, Anti-HAV IgG и IgM

Мульти-плексный [41]

E. coli O157: H7, S. paratyphi A, S. paratyphi B, S. paratyphi C,  
S. typhi, S. enteritidis, S. choleraesuis, V. cholerae O1, V. chol-
erae O139, V. parahaemolyticus

UCP-антитела Мульти-плексный
TC-UPT-LF

[13, 24]
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лоидного золота и олигонуклеотидов, позволяющие од-
новременно обнаруживать антигены и антитела [21, 44], 
двух конъюгатных площадок для выявления двух белков 
[44]. Комбинация IFLA с электронными вычислитель-
ными элементами позволяет получать ответ в формате 
логического восприятия «и/или» [47].

Заключение. За 60-летнюю историю применения ИХ 
диагностические технологии стали незаменимыми ин-
струментами в медицине, ветеринарии, экологии, прочно 
занимая место наиболее востребованных и популярных 
экспресс-тестов и полностью соответствуя современной 
мировой концепции «point-of-care testing» [15, 16, 27]. За 
прошедшие десятилетия принцип метода иммуноанализа 
латерального потока, предложенный Р. Ялоу и С. Берсо-
ном, остался неизменным, несмотря на многочисленные 
современные форматы LFIA, направленные на улучшение 
чувствительности и специфичности. ИХ платформы полу-
чают всё большее распространение в мировой практике 
здравоохранения. Речь не идёт о замене центральных лабо-
раторий технологиями «point-of-care testing» – платформы 
LFIA занимают определённую нишу в диагностике неот-
ложных состояний и мониторинга здоровья пациентов.

Основные достоинства метода – простота и доступ-
ность в сочетании с его высокой эффективностью – всегда 
оставались определяющими при выборе инструмента для 
диагностического скрининга в условиях ограниченных ре-
сурсов и труднодоступности оснащённых лабораторий или 

медицинских учреждений. Простота платформ LFIA про-
тиворечит сложной задаче оптимизации метода, направлен-
ной на то, чтобы сделать его более чувствительным, муль-
типлексным, количественным. Стратегии разработчиков 
метода связаны с эмпирической подборкой материалов для 
мембран, чистоты реагентов (антител, буферных систем, 
блокирующих реагентов) и дизайна тест-систем [50].

Инновации, направленные на улучшение аналитиче-
ских характеристик технологии LFIA, интересны, перспек-
тивны, могут принести дополнительные преимущества ИХ 
платформам (например, интеграция в конструкцию «лабо-
ратория на кристалле») [53]. Большинство из них увеличива-
ет стоимость этих тест-систем, их сложность, и тем самым, 
снижает доступность этих замечательных технологий –  
свойств, снискавших им популярность и привлекатель-
ность на протяжении шести десятилетий.
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тировки на их сохранность. Рассмотрено влияние жидкого азота, сухого льда, аккумуляторов холода на биологические 
показатели, даны рекомендации для уменьшения влияния способов замораживания и хранения на качество биообразцов. 
Жидкий азот обеспечивает наилучшую сохранность образцов, однако, при их транспортировке сухой лёд используется 
гораздо чаще. При транспортировке некоторых типов клеток при помощи сухого льда необходимо использовать крио-
протекторы CryoStor CS1, Cell Banker 1. Сухой лёд может оказывать влияние как на pH жидких биообразцов, так и на 
коагулогические показатели плазмы крови. Проникновение СО2 в образец ведёт к изменению показателей ПТВ и АЧТВ, 
к снижению уровня протеина C и фибриногена при определённых условиях. Во избежание изменения коагулогических 
параметров образцы сыворотки и плазмы крови, подвергнутые воздействию сухого льда более 16 часов, должны быть 
разморожены открытыми при комнатной температуре, либо находиться при температуре −80° C в течение 24 ч. При-
менение аккумуляторов холода недопустимо для длительной транспортировки сыворотки и плазмы крови, содержащих 
нестабильные биомаркёры, из-за недостаточно низкой температуры (повышение с течением времени до −25º С и вы-
ше). В качестве аккумуляторов холода низких температур (до −80º С) могут использоваться металлические гранулы, но 
они не являются настолько же эффективными, как сухой лёд, т. к. он способен удерживать требуемую температуру 
гораздо дольше.
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Taking into account the impact of shipment method of biosamples is necessary for obtaining high-quality biological samples in 
biobanking and laboratory research. The impact of liquid nitrogen, dry ice and cold accumulators on the quality of biological 
markers was considered, as well as recommendations to reduce the impact of these methods of shipment. The liquid nitrogen 
provides the best preservation of samples, however, dry ice is used much more often during their transportation. When transporting 
certain types of cells using dry ice, there is the way to use CryoStor CS1 and Cell Banker 1 cryoprotectors. The dry ice has 
a significant effect on both the pH of liquid biological samples and the coagulological parameters of plasma samples. The 
penetration of CO2 into the sample leads to changes in the parameters of PTT and APPT, as well as to decrease the protein C and 
fibrinogen level under certain conditions. Serum and plasma samples exposed to dry ice for more than 16 hours should be thawed 
open at room temperature, or instead of it should be kept at −80 °C for 24 hours to avoid changes in coagulation parameters, 
The use of cold accumulators is unacceptable for long-term shipment of serum and plasma containing unstable biomarkers 
because of insufficiently low temperature (increase over time to −25 °C and above). Besides, metal pellets can be used as cold 
storage batteries at low temperatures (up to −80 ° C), but they are not as effective as dry ice, since it is able to hold the required 
temperature for much longer.
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Введение. Для получения достоверных результатов 
любого лабораторного исследования, необходимо учи-
тывать ряд преаналитических факторов, влияющих на 
качество биоматериала. Все процедуры в биобанке вы-
полняются строго по принятым стандартам, в против-
ном случае может снизиться качество биообразцов [1]. 
Для выработки и дальнейшего применения стандартов 
в биобанкировании важным является исследование вли-
яния преаналитических переменных на биологические 
образцы.

Среди наиболее значимых преаналитических факто-
ров существенную роль играет транспортировка биоло-
гических образцов, которая требует мониторинга таких 
параметров, как тип образца, температура транспорти-
ровки, материал и прочность упаковки [2], время года и 
день транспортировки [3].

Наиболее устойчивые условия для сохранения био-
логических жидкостей, жизнеспособности и функцио-
нальности клеток обеспечиваются с помощью хранения 
и транспортировки их в жидком азоте [3]. Температура 
жидкого азота составляет −196º C, что значительно ни-
же температуры стеклования воды, все биохимические 
и фотодинамические реакции останавливаются, что об-
условливает высокую эффективность использования 
жидкого азота. Несмотря на ряд исследований, под-
тверждающих высокую эффективность жидкого азота 
для длительного хранения и транспортировки биоло-
гических образцов, в частности, таких нестабильных, 
как сыворотка и плазма крови, шире всего в качестве 
хладообразующего элемента при перевозке используют 
сухой лед (твёрдый диоксид углерода, СО2). Сухой лед 
(−79° C) имеет ряд преимуществ по сравнению с жид-
ким азотом в широком использовании: он не считается 
опасным или токсичным для курьеров, не нуждается в 
специальных ёмкостях для хранения, может использо-
ваться в обычном пенопластовом контейнере. Сухой лед 
дешевле жидкого азота. Так как морозильные камеры с 
тепературой −80° С часто используются для хранения 
биоматериала, образцы, транспортируемые на сухом 
льду, могут быть помещены в морозильную камеру по 
прибытии без скачков температур, возникающих при их 
транспортировке из одного хранилища в другое. Боль-
шое число транспортных компаний используют контей-
неры с сухим льдом, но только немногие занимаются 
перевозками с жидким азотом [4].

В качестве хладоэлементов могут применяться и раз-
личные смеси фазоизменяемых материалов, в состав 
которых входят как гидрогели, так и солевые растворы. 
Подобные материалы способны удерживать нужную 
температуру в течение нескольких часов, однако, дан-
ным способом нельзя транспортировать нестабильные 
биологические субстанции, такие как плазма и сыворот-
ка крови, т. к. подобные холодовые элементы дают недо-
статочно низкие температуры (+8…−25º С) [5].

В обзоре представлены результаты анализа литера-
туры на предмет влияния различных хладообразующих 
элементов, используемых для поддержания температур-
ного режима во время транспортировки биоматериала, на 
параметры биологических образцов и на результаты ла-
бораторных исследований, проводимых на биообразцах, 
достоинства и недостатки каждого из методов транспор-
тировки биоматериала при заданной температуре.

Замораживание биообразцов. Большинство биоло-
гических жидкостей представляют собой сложные сме-
си, в состав которых входят растворы солей и белков в 
воде в разных концентрациях, благодаря чему существу-
ет большой диапазон температур замерзания различных 
биоматериалов. Во время замораживания вода преоб-
разуется в форму льда, отделяя от себя растворённые 
вещества, белки и даже клетки. Образец полностью не 
затвердевает до тех пор, пока в оставшейся незамерзшей 
фракции жидкости не образуется эвтектика или стекло-
вание. Наличие внеклеточного матрикса влияет на за-
твердевание воды. Хранение образцов на температурах, 
при которых в образцах присутствует жидкая вода (по 
сравнению с замороженной или остекленевшей водой), 
ведёт к снижению стабильности биомаркёров.

Хранение и транспортировка в жидком азоте. 
Жидкий азот – азот в жидкой форме, его молекулы 
cостоят из двух атомов, связанных друг с другом ко-
валентными химическими связями. Жидкий азот име-
ет низкую температуру, его точка кипения составляет 
−195,79° С [6]. Хранится жидкий азот в специальных 
контейнерах, в которых контролируется внутренне дав-
ление. Контейнеры, рассчитанные на малый объём жид-
кого азота от 2 до 50 литров, называются сосуды Дью-
ара. В практике крупных криохранилищ используются 
криогенные сосуды ёмкостью от 28 до 2000 литров. 
Жидкий азот используют в качестве резервного источ-
ника холода в автоматизированных системах хранения.

Для хранения и транспортировки образцов в жид-
ком азоте используются специальные криопробирки. 
Во время замораживания в пробирке может снижаться 
давление воздуха. Степень разрежения воздуха зависит 
напрямую от разницы между объёмом пробирки и объ-
ёмом биообразца. При хранении пробирок в жидком 
азоте он может проникать в пробирки в объёме равном 
объёму разрежения. При оттаивании пробирок, азот из 
жидкой фазы переходит в газообразную и вызывает по-
вышение давления внутри пробирки. В результате про-
бирка может разорваться. Загрязнённый азот, проникаю-
щий в пробирку, может повредить клеточный материал 
образца. При хранении и транспортировке образцов в 
жидком азоте используются специальные криопробир-
ки, заполнять которые необходимо строго до отметки. 
Криопробирки, предназначенные для хранения клеток, 
образцов тканей, растворов (различного жидкого био-
материала), выпускаются с двумя типами крышек – с 
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внешней и внутренней резьбой. Криопробирка с вну-
тренней резьбой имеет силиконовое кольцо. Использо-
вание пробирок с внутренней резьбой и силиконовым 
кольцом снижает риск их повреждения.

Биологические образцы рекомендуется хранить не в 
самом жидком азоте, а в его парах [7]. Это необходимо 
в том числе для того, чтобы исключить процесс пере-
крестной контаминации – загрязнения образцов био-
логического материала. Наиболее безопасным является 
способ хранения биоматериала в криопробирках с сили-
коновым кольцом в газообразном азоте.

Криоконсервация клеток. Замораживание при 
сверхнизких температурах, или криоконсервация осу-
ществляется при температуре −1960 C, при помещении 
капсулы с биологическими объектами в жидкий азот. Ре-
же пользуются более высокими температурами (от −180 
до −1300 C), которые создают электрифицированные 
морозильные камеры, но данный температурный режим 
менее надёжен и подходит не для всех объектов. Ис-
пользование низких температур обеспечивает остановку 
биохимических процессов в клетках, в том числе оста-
навливается обмен веществ и энергией с внешней сре-
дой, благодаря чему живые объекты могут сохраняться 
долгое время [8, 9]. Использование низких температур 
может привести к гибели живых объектов, если не осу-
ществлять специальные защитные меры. Основными 
повреждающими факторами при замораживании явля-
ются образование внутриклеточного льда, характерное 
для большой скорости охлаждения (более 10 K/мин), 
обезвоживание клетки, характерное для небольшой ско-
рости охлаждения (менее 10 K/мин). В криобиологии 
повреждения, получаемые клеткой при замораживании, 
называют «криоповреждениями».

При низких температурах происходит кристаллиза-
ция воды. Эти кристаллы при размораживании разруша-
ют большое число клеток. Качество и количество кле-
ток, полученных после оттаивания, остается неудовлет-
ворительным, несмотря на наличие различных методов 
замораживания клеток, использования криопротекторов 
(ДМСО, CryoStor CS10, трегалоза, этиленгликоль и т. д.) 
и разработку различных защитных эмульсий [3, 10].

Для сохранения жизнеспособности клеток необхо-
димо замораживать их медленно, после смешивания 
клеток с криопротектором. Для этого используют спе-
циальную камеру, обеспечивающую их постепенное за-
мораживание на −70ºС в течение 1-2 дней, затем пере-
ставляют в жидкий азот. Размораживание клеток с наи-
меньшими потерями происходит на водяной бане при 
температуре +37º С [11].

Широкое распространение криоконсервация получи-
ла в ЭКО-технологии [12] и [13] и в ветеринарии для со-
хранения жизнеспособных половых клеток и получения 
здорового потомства [14, 15]. Репродуктивные клетки 
перевозят с помощью небольшого, специально разрабо-
танного контейнера с парами жидкого азота. Контейнер 
автономно может поддерживать температуру −196° С до 
трёх недель.

В парах жидкого азота долговременно хранятся не 
только разнообразные клетки и ткани человека и живот-
ных, но и образцы семян редких и исчезающих растений 
[16]. Жидкий азот применяется в банкировании клеток и 
тканей от пациентов с редкими заболеваниями для дли-
тельного хранения и последующего проведения крупно-
масшабных исследований. Распространено биобанки-
рование пуповинной крови в качестве потенциального 

источника гемопоэтических стволовых клеток и самих 
стволовых клеток [17].

Влияние жидкого азота, сухого льда и температу-
ры хранения на лабораторные показатели биообраз-
цов. Данные о влиянии жидкого азота и сухого льда на 
жизнеспособность клеток и лабораторные показатели 
противоречивы. В биобанке Люксембурга сравнивали 
влияние сухого льда и жидкого азота на жизнеспособ-
ность и качество клеток PMBC и Jukart [3]. Жизнеспо-
собность и тех и других клеток, находившихся в жидком 
азоте, на порядок выше, чем таких же клеток, подвер-
женных влиянию сухого льда. Авторы утверждают, что 
оптимальным и экономичным способом транспортиров-
ки мононуклеарных клеток, хранящихся в жидком азо-
те, является транспортировка с помощью сухого льда и 
криопротектора CryoStor.

Сравнивали влияние температурного режима хране-
ния клеток. Показано, что пролиферация клеток печени, 
хранящихся без криопротектора в жидком азоте, сильно 
снижалась при помещении их в морозильную камеру 
при температуре −80ºС на сутки [18]. Жизнеспособ-
ность клеток гепатоцеллюлярной карциномы человека 
и нормальных эндотелиальных клеток сонной артерии 
крупного рогатого скота, хранящихся в течение 8 лет с 
криопротектором Cell Banker 1 при температуре −80º 
С, остаётся такой же, как при хранении в жидком азоте 
(90%) [19].

Изучено, как использование жидкого азота и хра-
нение в морозильных камерах −20º, −70º С может ока-
зывать влияние на коагулогические показатели [20]. 
Сравнили показатели протромбинового времени (ПТВ), 
активированного частичного тромбопластинового вре-
мени (АЧТВ), фибриногена в плазме крови от 16 здоро-
вых пациентов при следующих режимах:

• Режим 1. Хранение на −20º С;
• Режим 2. Хранение на −20º С, предварительная бы-

страя заморозка в жидком азоте;
• Режим 3. Хранение на −70º С;
• Режим 4. Хранение на −70º С, предварительная за-

морозка жидким азотом.
Все образцы хранились от 1 до 4 месяцев. При ре-

жиме 2 наблюдались наименьшие расхождения с неза-
мороженными свежими образцами в значениях ПТВ и 
АЧТВ. На показатели ПТВ и АЧТВ сильно влиял способ 
заморозки. Эти значения увеличены больше всего в об-
разцах, не обработанных жидким азотом и хранящих-
ся при температуре −20°С. Наименьшие изменения по 
сравнению с контролем происходили в образцах с мгно-
венной заморозкой в жидком азоте перед хранением на 
температуре −70° С (режим 4).

Что касается фибриногена, метод замораживания и 
хранения, по-видимому, оказывает лишь минимальное 
влияние на результаты анализа. Различия между свежи-
ми и замороженными образцами плазмы крови незна-
чительны, статистически значимые изменения наблю-
даются после двух и более месяцев хранения. Различия 
ниже двух процентов во всех случаях.

Помещение образцов плазмы крови на короткое вре-
мя в жидкий азот перед хранением на −70° С или транс-
портировкой обеспечивает дополнительную стабилиза-
цию некоторых коагулогических параметров.

Транспортировка с применением сухого льда. Су-
хой лёд – твёрдая двуокись углерода (CO2). В отличие 
от обычного льда, образующегося при 0° C и ниже, су-
хой лёд имеет очень низкую температуру (−79° C). Су-
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хой лёд не тает, а сублимируется (переходит из твёрдого 
состояния в газообразное) с выделением CO2. При рас-
творении в воде он понижает pH раствора, образуя угле-
кислоту. Самая распространённая форма использования 
сухого льда – пеллеты (цилиндрические стержни диаме-
трами от 3 до 16 мм) [21].

Работа с сухим льдом должна проводиться с соблю-
дением всех мер техники безопасности, т. к. сухой лед 
– криогенный материал, способный вызывать обморо-
жение, а СО2 может замещать воздух в помещении, вы-
зывая удушье.

При сублимации сухого льда с образованием угле-
кислого газа возникает микроокружение с усиленной 
конвекцией, т. е. направленным движением молекул 
газа. Этот эффект усиливает теплопередачу к любому 
веществу, помещенному в такую среду. Результатом 
является ускоренный прогрев криогенных образцов 
до температуры сухого льда (−78° С). Это увеличение 
температур является существенным, если перед транс-
портировкой образцы хранили в жидком азоте, так как 
сухой лёд примерно на 90° C теплее, чем среда хранения 
паров жидкого азота. Непосредственный контакт стенок 
криогенных пробирок с сухим льдом вызывает усилен-
ную теплопередачу через прямое столкновение молекул 
со стенками криопробирки.

Влияние сухого льда на pH биообразцов. Сухой лёд 
меняет рН, понижая его, и делая среду более кислой в 
образцах плазмы и мочи [22-24]. Предположительно, 
данное явление вызвано диффузией СО2 в образец через 
плохо закрытые крышки, через полипропилен [22], что 
ведёт к последующему образованию углекислоты. При 
температуре ниже −40º С СО2 [22] не проникает в образ-
цы; следовательно, диффузия CO2 в образцы происходит 
при их оттаивании после нахождения на сухом льду.

При исследовании влияния воздействия сухого льда 
на pH получены следующие результаты. Образцы цитрат-
ной плазмы от 30 здоровых добровольцев, выдержанные 
на сухом льду в течение 24 ч непосредственно перед экс-
периментом, показывали статистически значимо более 
низкий средний рН (6.13) по сравнению со свежезамо-
роженной плазмой (7.16) и образцами, хранящимися на 

−20º С (7.42) в течение того же времени. При помеще-
нии образцов после сухого льда в морозильную камеру 
на −80º С на 24 ч рH практически восстанавливается до 
первоначального значения (7.36), нивелируя последствия 
воздействия сухого льда на образцы плазмы [25].

В раннее опубликованной работе представлены по-
хожие результаты, доказывающие влияние сухого льда 
на понижение рН плазмы крови [23]. Рассматривались 
3 режима хранения цитратной плазмы от 8 здоровых до-
бровольцев.

• Режим 1. хранение на −20º С в течение 8 дней перед 
анализом.

• Режим 2. хранение на −20º С в течение 3 дней с по-
следующим хранением в течение суток в пластиковом 
контейнере с сухим льдом и дальнейшим помещением 
образцов на −20º С на 4 дня.

• Режим 3. хранение в течение 3 сут на −20º С, 24 час 
на сухом льду, 4 дня на −80º С.

Нахождение цитратной плазмы в течение суток на су-
хом льду снижало pH на 1.2 (режим 2 – среднее значение 
pH – 6,12) по сравнению с −20º С (режим 1 среднее зна-
чение pH – 7,32). При последующем хранении на −80º 
С, рH возрастало (режим 3 среднее значение pH – 7,42).

Исследовано влияние сухого льда на образцы мо-
чи при помощи метода ядерно-магнитного резонанса 
(ЯМР) [24]. Сравнили спектры ЯМР образцов мочи, под-
вергнутых воздействию сухого льда, и спектры образ-
цов, замороженных в жидком азоте, при температурах 
−80º С, −20º С, +4º С (контроль) в течение 24 час (рис. 1, 
2.) [24]. В спектрах замечены изменения в зависимости 
от процедуры замораживания, образцы, замороженные 
на сухом льду, демонстрируют наибольшие сдвиги пи-
ков по сравнению образцами контроля (рис. 1) [24].

Наблюдаемые различия в положении пиков в спек-
трах ЯМР в большей степени объясняются изменения-
ми кислотности, показатель pH наименьший в образцах, 
подвергнутых воздействию сухого льда (рис. 2). Подоб-
ные результаты связаны с проникновением углекислого 
газа в образцы и образованием углекислоты, и пониже-
нием pH.

Проверено, связано ли проникновение углекислого 
газа в образцы мочи с использованием полипропилено-
вых пробирок, которые пропускают многие газообраз-

Рис. 1. Зависимость ЯМР спектров от способа хранения [24].

7,2

7,1

Образец 1

(+4 ОС)

(-20 ОС) (-80 ОС)

Сухой лед Жидкий азот

Образец 2

7

6,9pH

6,8

6,7

6,6

Рис. 2. Зависимость показателя pH от способа хранения [24].
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ные вещества. Данную гипотезу проверили, сравнив 
образцы мочи, аликвотированные в различные полипро-
пиленовые криопробирки, стеклянные флаконы с завин-
чивающейся крышкой, герметично запечатаны стеклян-
ные трубки.

Образцы хранили при температуре −20° C, −80° C, 
+4° C и на сухом льду в течение от 16 ч до 2,5 дней. 
Спектры ЯМР в образцах, замороженных в полипропи-
леновых криопробирках на сухом льду демонстрирова-
ли существенные отклонения от контрольных (+4º С) и 
хранящихся в морозильных камерах (−20° C, −80° C), в 
то время как в образцах, замороженных в стеклянных 
пробирках с завинчивающимися крышками замечены 
лишь незначительные изменения, в образцах, заморо-
женных в герметичных стеклянных пробирках практи-
чески полностью отсутствовали сдвиги пиков.

Различия в значениях рН между образцами, храня-
щимися в разных условиях, слабее в стеклянных фла-
конах с завинчивающимися крышками и отсутствуют в 
герметичных стеклянных пробирках.

Рекомендовано, чтобы образцы, подвергнутые воз-
действию сухого льда, оттаивали без крышки на комнат-
ной температуре [23, 25, 26]. Данное действие чревато 
ошибками при использовании большого количества 
проб. Вместо этого можно поместить образцы после 
хранения на сухом льду на температуру −80° C на 24 ч 
для предотвращения подкисления и изменения показа-
телей в последующих анализах [25].

Влияние сухого льда на показатели коагулометрии. 
При определённых условиях сухой лед может менять не 
только pH, но и некоторые коагулогические показатели 
биологических образцов.

Показано существенное увеличение протромбинового 
времени (ПТВ), активированного частичного тромбопла-
стинового времени (АЧТВ), уменьшении концентраций 
фибриногена и протеина С при нахождении образцов 
плазмы в течение 24 час на сухом льду [25] (табл. 1, [25]).

Если в отношении увеличения ПТВ есть подтверж-
дение в других работах [23], [27] данные в отношении 
АЧТВ, фибриногена, протеина С существенно расходят-
ся с результатами других авторов, которые не описыва-
ют каких-либо существенных изменений в данных по-
казателях при воздействии сухого льда [26]. Не описаны 
и изменения pH. Существенное значение имеет то, что 
одни исследователи [25] держали образцы на сухом льду 
в течение 24 час, в то время как другие [26] только в 
течение 16 час. Bозможно, 16 часов недостаточно для 
того, чтобы вызвать подкисление образца и статистиче-

ски значимые изменения в коагулогических параметрах. 
Очевидно время, в течение которого плазма крови под-
вержена воздействию сухого льда, влияет на pH и коагу-
логические параметры.

Неизвестно, существует ли связь непосредственно 
между pH и показателями коагулометрии, но продемон-
стрировано, что понижение pH с 7.6 до 5 совпадает с 
увеличением ПТВ и АЧТВ. Активность фибриногена 
оставаётся стабильной при pH в интервале от 7.6 до 6, 
но начинает падать при pH ниже 6 [27].

Можно рекомендовать транспортировать образцы, 
предназначенные для проведения коагулогических ис-
следований, при помощи жидкого азота или на сухом 
льду не более 16 часов. При транспортировке с сухим 
льдом более 16 ч необходимо обеспечить разморажива-
ние биообразцов при комнатной температуре без крыш-
ки не менее 10 мин, либо поместить их перед размора-
живанием на −80º С на сутки.

Другие подходы к транспортировке биообразцов. 
Одним из широко используемых средств для перевозки 
биоматериалов являются медицинские термоконтей-
неры, в объёме которых поддерживается определенная 
температура. Линейка термоконтейнеров широкая – от 
простейших до высокотехнологичных, включая термо-
контейнеры, заправляемые жидким азотом и поддержи-
вающие температуру не выше −1500 С, электрические 
термоконтейнеры, не требующие использования хладо-
элементов. Их существенным недостатком является вы-
сокая стоимость (табл. 2).

Широко применяются термоконтейнеры с исполь-
зованием хладоэлементов, которые предварительно по-
мещают в холодильную или морозильную камеру перед 
укладкой в сумку-холодильник [28].

Задача хладоэлемента – термостатирование изотерми-
ческой системы, т. е. поглощение или выделение энергии, 
компенсирующей внешнее воздействие. Накопление тер-
мической энергии идёт за счёт фазового перехода веще-
ства (формирование или разрушение кристаллической 
решетки). Самым распространённым наполнителем для 
хладоэлементов является вода или гели на основе воды 
(температура плавления 00 С). Низкая стоимость и высо-
кая теплота плавления делают хладоэлементы на водной 
основе крайне эффективными. Укладка замороженных 
водных хладоэлементов со всех сторон термоконтейнера 
ведёт к падению внутренней температуры до 00 С.

Хладоэлементы на основе воды неэффективны для 
создания отрицательных температур. Хладоэлементы с 
наполнителями, отличными от воды или водных гелей, 

Т а б л и ц а  1
Коагулогические параметры в зависимости от режима хранения плазмы крови

Параметр Свежая плазма Плазма, хранящаяся 
при −20º С

Плазма, хранящаяся при 
−20º С, затем помещённая 

в сухой лед на 24 ч

Плазма хранящаяся на −20º С, затем по-
мещённая на сухой лёд на 24 ч, и перед 

изучением помещенная на −80º С на 24 ч
ПТВ, с 0.96 (0.86-1.14) 0.97 (0.85-1.11) 1.03 (0.88-1.20) 0.98 (0.86-1.11)
АЧТВ, с 31.70 (26.30-37.90) 31.20 (26.90-38.00) 44.85 (30.30-65.60) 31.60 (26.70-38.90
Фибриноген, г/л 2.76 (1.84-4.51) 2.80 (1.94-4.81) 2.44 (1.60-3.90) 2.74 (1.84-4.66)

С-протеин,% 111.00 (84.00-
150.00) 109.50 (87.00-148.00) 100.00 (77.00-137.00) 108.50 (86.00-146.00)

S-протеин, % 104.65 (53.10-
133.10) 108.90 (55.90-136.40) 103.80 (55.10-131.10) 106.70 (53.60-132.10)

Антитромбин, % 114 (95-130) 114 (94-131) 112 (97-131) 108 (98-129)



RUSSIAN CLINICAL LABORATORY DIAGNOSTICS. 2020; 65(10)
DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2020-65-10-619-625

GENERAL CLINICAL METHODS

624

содержат вещества с температурой фазового перехода, 
соответствующей нужному температурному диапазону. 
Теплота плавления таких наполнителей не выше −30º C 
[5]. Они могут поддерживать подобный температурный 
режим более 96 час. Подобные условия транспортиров-
ки подходят, когда не требуется более низкий диапазон 
температур: для образцов цельной крови, лейкоцитар-
ной плёнки, выделенной ДНК, биоматериала для гене-
тических экспериментов, в случаях транспортировки 
сыворотки для анализа нестабильных биомаркёров, не-
обходимо обеспечить более низкие температуры с помо-
щью сухого льда или жидкого азота.

Замороженные камни. В качестве искусственной 
альтернативы сухому льду могут быть использованы два 
типа материалов: металлически гранулы камня, широ-
ко используемых в банях и саунах (А) и металлические 
шары, используемых в аквариумах (В). Они могут на-
ходиться в морозильной камере при температуре −80° 
C и сохранять её некоторое время. В эксперименте в 
качестве испытуемой охлаждаемой жидкости исполь-
зовалась смесь 50% этанола с водой [30]. Материалы 
А и В показывали похожие результаты  и позволяли ох-
лаждаться раствору несколько быстрее, чем это наблю-
далось с сухим льдом. Температура 0º С в растворе до-
стигалась при использовании исследуемых материалов 
немногим больше 100 сек, при охлаждении сухим льдом 
– лишь после 150 сек. Более медленное охлаждение с 
сухим льдом происходит из-за слоя сублимированного 
CO2, который окружает каждую гранулу сухого льда. 
Поскольку сухой лёд при нагревании претерпевает фа-
зовый переход и дольше удерживает температуру −80° 
C, он более пригоден для транспортировки, чем подоб-
ные криоматериалы [30].

Выводы. Наилучшее качество биообразцов обеспечи-
вается с помощью хранения и транспортировки в парах 
жидкого азота. Это объясняется сверхнизкими темпера-
турами замораживания (−196ºС) и полным замедлением 
биохимических процессов в клетках. Перевозка биологи-
ческих образцов с помощью жидкого азота связана с рядом 
технологических трудностей и его высокой стоимостью.

Среди рассмотренных способов транспортировки 
биологических образцов сухой лёд является наиболее 

востребованным благодаря дешевизне, возможности 
удерживать достаточно низкие температуры длитель-
ное время. Нобходимо учитывать следующие особенно-
сти сухого льда. Он влияет на pH жидких биообразцов, 
в частности, мочи и плазмы крови. Проникновение СО2 
в образец происходит через стенки полипропиленовых 
пробирок, и при его оттаивании при температуре вы-
ше −40º С. Это ведёт к закислению среды биообраз-
цов вследствие образования углекислоты. Изменяется 
ряд коагулогических показателей (увеличение ПТВ и 
АЧТВ, снижение уровней протеина C и фибриногена) 
после нахождении образцов на сухом льду более 16 час 
в полипропиленовых пробирках. Для восстановления 
pH биообразцов после длительного контакта с сухим 
льдом (более 16 ч) необходимо, чтобы образцы размо-
раживались без крышки при комнатной температуре, 
либо находились при температуре −80°C в течение 24 
ч. В случае использования стеклянных пробирок при 
хранении на сухом льду проникновение СО2 в био-
образцы минимально.

Стабилизирующее влияние на коагулогические пока-
затели оказывает предварительная быстрая 5-минутная 
заморозка образцов плазмы крови в жидком азоте перед 
длительной транспортировкой на сухом льду.

Сухой лёд не может обеспечить того качества клеток, 
которое обеспечивает жидкий азот. Транспортировка не-
которых типов клеток при помощи сухого льда в при-
сутствии определённых криопротекторов обеспечивает 
жизнеспособность клеток, близкую к таковой при хра-
нении в жидком азоте [3, 19].

В ситуациях, когда биологические образцы транс-
портируются для исследования стабильных биомаркё-
ров, для хранения которых не требуются более низкие 
температуры, допускается применение аккумуляторов 
холода (хладоэлементов). Хладоэлементы не являются 
токсичными, могут быть использованы несколько раз, 
обладают невысокой стоимостью. В качестве аккумуля-
торов холода низких температур, близких к температу-
рам сухого льда, могут использоваться замороженные 
металлические гранулы. Их нельзя использовать при 
длительных транспортировках, так как они быстро те-
ряют заданную температуру.

Т а б л и ц а  2
Рекомендации по транспортировке биообразцов

Показатель Жидкий азот (−196 ºС) Сухой лед (−50…−70 ºС) Высокотехнологичные термо-
контейнеры (−150…−25º С)

Сумки-холодильники с хла-
доэлементами (−25…+8º С)

Достоинства Обеспечивает наи-
большую сохран-

ность биологических 
образцов 

Широко используется при 
транспортировке при низких 
темпертурах. Низкая стои-

мость. Не требует специальной 
утилизации. Не обязательна 

обратная отправка контейнера

Долго сохраняет нужную 
температуру. Не токсично. 
Не требует специальной 
техники безопасности. 

Многоразовое использо-
вание

Не токсично. Не требует 
специальной техники без-
опасности. Многоразовое 

использование. Низкая 
стоимость

Недостатки Опасен при использо-
вании. Требует слож-
ного обслуживания и 
больших финансовых 

затрат

Класс повышенной опасности 
из-за обильного выделения СО2 
и низкой температуры. Необхо-
димы меры предосторожности. 

Может влиять на pH жидких 
биообразцов (сыворотка/плазма 
крови, моча) и искажать коагу-

логические параметры

Высокая стоимость. Под-
ходит только для генетиче-

ских исследований. Необхо-
димо возвращать контейнер 

отправителю

Транспортировка при за-
данной температуре непро-

должительное время

Тип биообразца Клеточные культуры, 
клетки (соматические, 

половые), ткани, 
ранние эмбрионы

Свежезамороженная плазма, 
сыворотка крови, донорская 

кровь, некоторые лекарствен-
ные препараты

Цельная кровь, форменные элементы крови. ДНК, био-
логические материалы для генетических исследований, 

некоторые лекарственные препараты
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Внутриутробные инфекции (ВУИ) – инфекционные заболевания, при которых инфицирование плода произошло в ан-
те- или интранатальный период, сопровождающиеся клиническими проявлениями. Цель исследования – изучение ин-
формативности и диагностической значимости микробиологического метода исследования для этиологической диа-
гностики ВУИ бактериальной этиологии. Проведён ретроспективный (2011-2014 гг.) и проспективный (2015-2019 гг.) 
анализ результатов микробиологических исследований биоматериалов от родильниц и их новорожденных в 63 случаях 
ранней неонатальной смертности при установленных диагнозах ВУИ. При исследовании отделяемого цервикального 
канала, образцов плаценты и околоплодных вод наиболее часто отмечался высев коагулазонегативных стафилококков, 
среди которых доминировал Staphylococcus epidermidis, встречались Staphylococcus hominis, Staphylococcus haemolyticus, 
Staphylococcus warneri. Выявлено частое выделение стрептококков группы В из плаценты и околоплодных вод в срав-
нении с материалом из цервикального канала. Информативность микробиологического исследования материалов от 
родильницы и новорожденного в плане подтверждения возбудителя и факта его передачи от матери плоду/новорож-
денному не превышает 30%. Даже при высокой обсеменённости половых путей родильницы, плаценты, околоплодных 
вод иследование материалов от новорожденного непосредственно после рождения зачастую не позволяет выявить 
возбудитель, вероятно, в силу низкой степени обсеменения на начальном этапе развития инфекционного процесса. По-
вышению диагностической ценности микробиологического исследования может способствовать увеличение кратности 
обследований, количества забираемых образцов; применение приёмов, способствующих повышению чувствительности 
культурального исследования на этапе выполнения анализа; использование молекулярно-генетических методов, в особен-
ности при исследовании материалов от новорожденных.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  внутриутробные инфекции; новорожденные; ранняя неонатальная смертность; бактериоло-
гическое исследование.
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Intrauterine infections – infectious diseases in which infection of the fetus occurred in the ante- or intrapartum period, accompanied 
by clinical manifestations. The purpose of this study was to study the information content and diagnostic significance of the 
microbiological research method for the etiological diagnosis of intrauterine infections of a bacterial nature.  A retrospective 
(2011-2014) and prospective (2015-2019) analysis of the results of microbiological studies of biomaterials from puerperas and 
their newborns was carried out in 63 cases of early neonatal mortality with established diagnoses of intrauterine infections. In the 
study of the separated cervical canal, placenta samples, and amniotic fluid, seeding of coagulase-negative staphylococci was most 
frequently observed, among which the species Staphylococcus epidermidis dominated, Staphylococcus hominis, Staphylococcus 
haemolyticus, Staphylococcus warneri also met. Frequent isolation of group B streptococci from the placenta and amniotic fluid 
was revealed in comparison with the material from the cervical canal.The information content of the microbiological study of 
materials from the puerpera and the newborn in terms of confirmation of the pathogen and the fact of its transmission from mother 
to fetus/newborn does not exceed 30%. Even with high contamination of the genital tract of the puerpera, placenta or amniotic 
fluid, examination of the materials from the newborn immediately after birth often does not allow to identify the causative agent, 
probably due to the low degree of contamination at the initial stage of development of the infectious process. An increase in the 
diagnostic value of microbiological research can be facilitated by an increase in the frequency of examinations, the number of 
samples taken; the use of techniques to increase the sensitivity of cultural research at the stage of analysis; the use of molecular 
genetic methods, especially in the study of materials from newborns.
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Введение. Внутриутробные инфекции (ВУИ) – ин-
фекционные заболевания, при которых инфицирование 
плода произошло в анте- или интранатальный период. 
ВУИ сопровождаются клиническими проявлениями, это 
динамический процесс, развивающийся в организме в 
результате внедрения  в него микроорганизма [1-3].

ВУИ играют ведущую роль в значимой антенаталь-
ной патологии, приводящей к увеличению перинаталь-
ной смертности и заболеваемости новорожденных [4]: 
мертворождения, фетоплацентарная недостаточность, 
невынашивание, инфекционные заболевания, задержка 
и аномалии развития плода.

ВУИ являются основной причиной перинатальной 
смертности у доношенных плодов, составляя 19,9% об-
щего числа причин (врождённая пневмония: Р23 – 8,2%; 
инфекционные болезни, специфичные для перинаталь-
ного периода: P35-39 – 11,7%) [5].

В 2016 г. по данным Минздрава Российской Феде-
рации ведущей причиной ранней неонатальной смерти 
явились врождённые пороки развития и хромосомные 
аномалии (составили 40,19 на 100 тыс. родившихся жи-
выми); на 2-м и 3-м месте – дыхательные расстройства 
новорожденного (34,79), геморрагические (гематологи-
ческие) нарушения у новорожденных (33,09); инфекци-
онные болезни, специфичные для перинатального пе-
риода и врождённая пневмония составили 30,18 и 19,06 
соответственно [6].

Большие трудности возникают при дифференциаль-
ной диагностике ВУИ и гнойно-септических инфекций 
(ГСИ) у новорожденных. При проведении анализа за-
болеваемости в информационном бюллетене инфекции, 
связанные с оказанием медицинской помощи (ИСМП) 
за 2017 г. в Уральском и Сибирском Федеральных окру-
гах, число случаев ВУИ в 4,7 раза превысило число слу-
чаев ГСИ: в УФО соотношение ВУИ/ГСИ составило 
3,4, в СФО – 6,4. Наибольшие значения соотношения 
числа случаев ВУИ/ГСИ регистрировались в Краснояр-
ском крае (49,5), ХМАО (36,5), Новосибирской (31,4) и 
Кемеровской (22,1) областях, в Алтайском крае (15,8), 
наименьшие – в Томской (0,3), Курганской (0,4), Омской 
(0,6), Свердловской (1,6) областях [7]. Учитывая такие 
неоднозначные показатели частоты ВУИ и ГСИ можно 
предположить в одних случаях гипердиагностику ВУИ, 
в других случаях гипердиагностику ГСИ и недостаточ-
ную диагностику ВУИ.

Значимость проблемы ВУИ обусловлена широким 
спектром патогенов и высокой частотой инфицирования 
населения, возможностью длительной персистенции 
возбудителей в организме [8].

По данным литературы, преобладающими возбуди-
телями антенатальных ВУИ считаются микоплазмы и 
вирусы (цитомегаловирус, простого герпеса, краснухи, 
энтеровирусы, гриппа, вирус Эпштейн-Барра и др.), 

интранатальных – бактерии (хламидии, стрептокок-
ки группы В (Streptococcus agalactiae), Esherichia coli, 
Klebsiella spp., Staphylococcus spp. и др.). Ведущими 
причинами ВУИ являются вирусно-бактериальные, ви-
русные, бактериальные, бактериально-грибковые и др. 
ассоциации [9,10].

Анализ данных литературы о соответствии получен-
ных результатов лабораторных исследований диагнозу 
внутриутробные инфекции  показывает, что среди вы-
деленных возбудителей лишь 32,1% можно отнести к 
TORCH-агентам. В структуре возбудителей 11,5% со-
ставляют вирусы (простого герпеса, ЦМВ), 13,6% – ток-
соплазма, уреаплазма, микоплазма, бледная трепонема, 
гонококк, 3,6% – грибы рода Candida. У 7% новорож-
денных выделяется стрептококк группы В (Streptococ-
cus agalactiae) [11-13].

Сложности диагностики ВУИ, их клинико-этиологи-
ческое разнообразие, особенности эпидемического про-
цесса, особые подходы к выбору методов диагностики 
инфекций, вызванных вирусами и бактериями, эпиде-
миологическому надзору требуют углублённого рассмо-
трения этой проблемы.

Цель исследования – изучение информативности 
и диагностической значимости микробиологического 
метода исследования для этиологической диагностики 
ВУИ бактериальной этиологии.

Материал и методы. Проведён ретроспективный 
(2011-2014 гг.) и проспективный (2015-2019 гг.) анализ 
результатов микробиологических исследований биома-
териалов от родильниц и новорожденных в 63 случаях 
ранней неонатальной смертности при установленных 
диагнозах ВУИ за период 2011-2019 гг. по материалам 
бактериологической лаборатории БУЗОО ГКПЦ.

Проанализированы результаты микробиологических 
исследований различного биоматериала (цервикального 
канала, околоплодных вод, плаценты, мочи беременной 
и новорожденного, трахеобронхиального смыва и крови 
новорожденного), поступившего в лабораторию клини-
ческой микробиологии в течение беременности, родов, 
в послеродовом периоде от женщин и новорожденных.

Исследование проводилось в соответствии со стан-
дартными операционными процедурами, действующими 
в лаборатории, разработанными на основе существую-
щей нормативно-методической документации. Посев 
биоматериала проводили на набор питательных сред, со-
ответствующих предполагаемому спектру возбудителей, 
инкубировали аэробно, в капнофильной атмосфере, при 
необходимости анаэробно (GazPac). Идентификацию 
проводили с использованием оптимального в каждом слу-
чае набора доступных методов (классические биохимиче-
ские тесты, хромогенные среды, иммуносерологические 
методы, автоматизированная идентификация с использо-
ванием Phoenix-100, масс-спектрометрия Vitec-MS MAL-
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DI-ToF). Антибиотикорезистентность клинических изо-
лятов определяли диско-диффузионным методом с оцен-
кой результатов в соответствии с критериями EUCAST 
2019 (Adagio). В ряде случаев определяли минимальные 
ингибирующие концентрации с помощью Е-тестов или 
автоматизированным методом (Phoenix-100).

Окончательный диагноз ВУИ выставлялся на осно-
вании результатов патологоанатомических вскрытий с 
последующим гистологическим исследованием тканей 
трупа, гистологическим исследованием последа, прово-
дилась верификация инфекции посредством бактерио-
логических исследований и ПЦР диагностики.

Результаты. Всего проанализировано 63 случая 
ранней неонатальной смертности, основной причиной 
которой являлись инфекционные болезни, специфичные 
для перинатального периода (Р35-Р39). Средний возраст 
матерей составил 28,9±5,4 лет. Осложнённый акушер-
ско-гинекологический анамнез выявлен у 52 (82,5%) па-
циенток, из них аборты – у 19 (30,1%), невынашивание 
беременности и преждевременные роды в анамнезе – у 
27 (42,8%), хронические воспалительные заболевания 
гениталий – у 14 (22,2%), гинекологические невоспа-
лительные заболевания – у 10 (15,9%). Из осложнений 
беременности наиболее часто встречалась угроза пре-
рывания беременности – у 28 (44,4%) пациенток, ист-
мико-цервикальная недостаточность диагностирована у 
16 (25,4%) наблюдаемых, ОРЗ во время беременности 
перенесли 14 (22,2%) женщин. Признаки ВУИ по УЗИ 
обнаружены у 34 (54%) беременных исследуемой груп-
пы, чаще всего наблюдалось многоводие – у 22 (34,9%), 

утолщение плаценты и маловодие – по 6 (9,5%) случа-
ев, гиперэхогенный кишечник, гепатомегалия и водян-
ка плода по 2 (3,2%) наблюдений. Чаще всего призна-
ки ВУИ по УЗИ выявлялись с 20-й по 28-ю нед – в 29 
(85,3%) случаях, с 29 по 36 нед – у 5 (14,7%) пациенток. 
В 12 (19%) случаях при УЗИ регистрировалось наруше-
ние плодово-плацентарного и маточно-плацентарного 
кровотока. Роды в срок произошли у 11 (17,5%) пациен-
ток, сверхранние преждевременные роды – у 28 (44,4%) 
беременных, преждевременные роды при беременности 
в 28-36 нед регистрировались у 24 (38,1%) женщин. 
Часто у новорожденных с инфекционными болезнями, 
специфичными для перинатального периода встреча-
лись врождённые пороки развития плода в 9 (23,8%) 
случаях: пороки сердечно-сосудистой системы выявле-
ны в 5 (7,9%) случаях, лёгких – у 2 (3,2%), ЦНС и моче-
выводящей системы – по 1 (1,6%) случаю, неиммунная 
водянка выявлена у 4 (6,3%) новорожденных.

Всего во время наблюдения в стационаре перина-
тального центра проведено 372 исследования различ-
ных видов биоматериала в 97% проанализированных 
случаев РНС. Параллельное обследование родильни-
цы и новорожденного проведено лишь в 66% случаев; 
в 17% случаев обследована только женщина; в 14% – 
только новорожденный.

Основной биоматериал при обследовании родильниц 
– отделяемое цервикального канала (62 случая), плацен-
та (35 случаев), околоплодные воды (8), моча (12). Ре-
зультаты микробиологических исследований представ-
лены на рис. 1, а-в.

Рис.1. Микрофлора половых путей.

а б а
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При анализе результатов микробиологического ис-
следования образцов с кожи подмышечной впадины 
новорожденных, взятых непосредственно после родов, 
доля положительных высевов составила 57%, в боль-
шинстве случаев отмечался рост УПМ в незначитель-
ных концентрациях – 101-102 КОЕ/мл в монокультуре 
(рис. 3, а, б).

Исследование образцов трахеобронхиальных смы-
вов оказалось информативным менее чем в половине 
случаев, при этом подавляющее большинство положи-
тельных образцов содержали возбудитель в минималь-
ной концентрации (рис 4, а).

Спектр микроорганизмов, выделенных из биомате-
риала от новорожденных, представлен на рис. 3, б, 4, б.

Наиболее часто из всех изученных биоматериалов 
выделялись КОС: S. epidermidis, S. hominis, S. haemolyti-
cus, S. warneri. Часто высевались E. coli, E. faecalis, E. 
faecium, K. pneumoniae, грибы рода Candida (C. albicans, 
C. glabrata), S. agalactiae. В единичных случаях отме-
чался высев S. aureus, S. pneumoniae, Acinetobacter bau-
mani.

Оказалась относительно высокой высеваемость при 
исследовании образцов крови – в 38% случаев отмечал-
ся рост микроорганизмов. Превалировали также коагу-
лазонегативные стафилококки, A.baumani, S.agalactiae, 
E.faecalis, Candida spp.

Несмотря на явное сходство видового состава воз-
будителей, выделенных из различных биологических 
локусов родильниц и новорожденных, анализ случаев 
совпадения результатов обследования матери и ново-
рожденного выявил полное или частичное совпадение 
видового состава возбудителей лишь в 26% случаев для 
пары цервикальный канал – материал от новорожденно-
го и 29% для пары плацента/околоплодные воды – ма-
териал от новорожденного. Отрицательные результаты 
посевов материала от новорожденных отмечались даже 
в тех случаях, когда обсеменённость родовых путей ма-
тери была высокой.

Доля положительных высевов при исследовании отде-
ляемого цервикального канала составила 92%, при этом в 
73% отмечался высев условно-патогенных микроорганиз-
мов (УПМ) в клинически значимых концентрациях более 
105 КОЕ/мл. В значительном числе случаев УПМ высева-
лись в ассоциациях из 2 и более видов (40% случаев).

Высокая степень обсеменённости характерна для 
околоплодных вод – 100% положительных результатов, 
причём в 86% случаев УПМ в клинически значимых 
концентрациях и в 63% случаев – в составе ассоциаций.

При исследовании плаценты доля положительных 
результатов составила 71%, чаще всего УПМ выделя-
лись в монокультуре в невысоких концентрациях.

Спектр выделенных микроорганизмов из образцов 
биоматериала от родильниц представлен на рис 2, а,б.

При исследовании отделяемого цервикального кана-
ла и образцов плаценты/околоплодных вод наиболее ча-
сто отмечался высев коагулазонегативных стафилокок-
ков (КОС), среди которых доминировал Staphylococcus 
epidermidis, встречались S. hominis, S. haemolyticus, S. 
warneri. Далее по частоте встречаемости следуют Esh-
erichia coli, Enterococcus spp. (доминирует E. faecalis), 
Candida spp. (C. albicans, C. glabrata, C. krusei), Strep-
tococcus agalactiae. В ряде случаев отмечался высев 
представителей нормальной микрофлоры (Lactobacillus 
spp., Streptococcus viridians group), Gardnerella vaginalis, 
других УПМ (Klebsiella pneumoniae, Streptococcus pneu-
moniae, Pseudomonas aeruginosa)

Cпектр микроорганизмов, выделенных из различных 
биоматериалов, сходен. Обращает на себя внимание бо-
лее частое выделение стрептококков группы В из пла-
центы и околоплодных вод в сравнении с материалом из 
цервикального канала.

Несмотря на сходство спектра выделенных возбуди-
телей в целом, полное или частичное совпадение видо-
вого состава возбудителей при параллельном исследо-
вании образцов из цервикального канала и плаценты/
околоплодных вод отмечалось лишь в 29% случаев.

Рис. 2. Спектр микроорганизмов, выделенных из половых путей.

а б
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Заключение. Микробиологическое исследование ма-
териалов от родильницы и новорожденного является од-
ним из инструментов этиологической диагностики ВУИ 
бактериальной этиологии, однако информативность его в 
плане подтверждения возбудителя и факта его передачи 
от матери плоду/новорожденному не превышает 30%.

Выявление УПМ, в особенности в ассоциациях и 
в высокой концентрации из половых путей родильниц 
даже при отрицательных результатах обследования но-
ворожденных, является косвенным подтверждением на-
личия бактериальной ВУИ при наличии факторов риска/
клинических признаков у новорожденного.

Спектр выявляемых при рутинном обследовании 
бактериальных патогенов ВУИ включает КОС, E. coli, 

других представителей семейства энтеробактерий, 
стрептококки группы В, реже – других групп, грибы ро-
да Candida в монокультуре и ассоциациях.

Даже при высокой обсеменённости половых путей 
родильницы, плаценты, околоплодных вод, обследова-
ние материалов от новорожденного непосредственно 
после рождения зачастую не позволяет выявить возбу-
дитель, вероятно, в силу низкой степени обсеменения на 
начальном этапе развития инфекционного процесса.

Повышению диагностической ценности микробио-
логического исследования может способствовать увели-
чение кратности обследований, количества забираемых 
образцов; применение приёмов, способствующих повы-
шению чувствительности культурального исследования 

Рис. 3. Микрофлора кожи подмышечной впадины новорожденных.

а

а

б

б

Рис. 4. Микрофлора трахеобронхиальных смывов новорожденных.
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на этапе выполнения анализа; использование молеку-
лярно-генетических методов, в особенности при иссле-
довании материалов от новорожденных.

Финансирование. Исследование не имело спонсор-
ской поддержки.

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсут-
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Давидович Н.В., Галиева А.С., Давыдова Н.Г., Малыгина О.Г., Кукалевская Н.Н., Симонова Г.В., Бажукова Т.А.

СПЕКТР И ДЕТЕРМИНАНТЫ РЕЗИСТЕНТНОСТИ КЛИНИЧЕСКИХ ИЗОЛЯТОВ 
ОРАЛЬНЫХ СТРЕПТОКОККОВ

ФГБОУ ВО Северный государственный медицинский университет Минздрава РФ, 163000, г. Архангельск,  Россия

Профили чувствительности оральных стрептококков к антибактериальным препаратам могут отражать информа-
цию о наличии у макроорганизма множества детерминант резистентности. Целью работы являлось выделение спек-
тра оральных стрептококков из микробиоты ротовой полости пациентов и оценка их чувствительности к широкому 
перечню антибиотиков. Всего 342 микробных стрептококковых изолята были выделены из образцов слюны и отделяемо-
го зубодесневого кармана и протестированы на антибиотикочувствительность. Видовая идентификация стрептокок-
ков проводилась с использованием биохимических тест-систем API. Оценка антибиотикорезистентности выполнялась 
с помощью Е-тестов. Для выявления носительства генов устойчивости к тетрациклинам и макролидам применялся 
метод ПЦР в режиме реального времени. В ходе исследования было идентифицировано шесть видов оральных стрепто-
кокков: S. oralis, S. salivarius, S. mitis, S. sanguinis, S. anginosus и S. mutans. Все стрептококки были чувствительны к лине-
золиду и меропенему. Доля пенициллин-резистентных стрептококков в подгруппе S. oralis/mitis/mutans составила 47,8% 
против 23,5% в подгруппе S. salivarius/sanguinis/anginosus (р=0,020). Выявлялись значимые уровни резистентности к 
макролидам (эритромицин) – 47,9%, тетрациклинам (тетрациклин) – 44,4% и хинолонам (офлоксацин) – 41%. Множе-
ственная лекарственная устойчивость (МЛУ) была выявлена у 31,9% изолятов оральных стрептококков, доминировало 
сочетание устойчивости к эритромицину, тетрациклину и офлоксацину у 79 изолятов (23,1 %). Наиболее распростра-
ненными генотипами устойчивости оральных стрептококков к макролидам и тетрациклину у 127 стрептококковых 
изолятов, проявляющих сочетанную устойчивость, были ermB-mefE+ и tetM+tetQ- соответственно.
Таким образом, в структуре антибиотикорезистентных оральных стрептококков преобладали стрептококки группы 
S. oralis/mitis/mutans, проявляя в том числе МЛУ. Так, находясь в одном из самых густонаселенных биотопов макро-
организма, оральные стрептококки могут являться посредниками для переноса детерминант резистентности более 
патогенным и клинически-значимым микроорганизмам, в связи с чем необходим тщательный мониторинг за уровнем их 
восприимчивости к антимикробным препаратам.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  микробиота полости рта, оральные стрептококки, профили чувствительности, детерминан-
ты антибиотикорезистентности.
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SPECTRUM AND RESISTANCE DETERMINANTS OF ORAL STREPTOCOCCI CLINICAL ISOLATES
FSBEI HE Northern State Medical University (Arkhangelsk) of the Ministry of Health of the Russian Federation, 163000, 
Arkhangelsk, Russia
The profiles of oral streptococci sensitivity to antibacterial drugs may reflect information about the presence of macroorganism 
resistance determinants. The aim of the work was to isolate the spectrum of oral streptococci from the microbiota of the oral cavity 
of patients and to determine their sensitivity to a wide range of antibiotics. A total of 342 microbial streptococcal isolates were 
isolated from saliva samples and a periodontal pocket and tested for antibiotic sensitivity. Species identification of streptococci 
was carried out using biochemical API test systems. Evaluation of antibiotic resistance was performed using E-tests. Real-time 
PCR was used to identify the presence of tetracycline and macrolide resistance genes. The study identified six types of oral 
streptococci: S. oralis, S. salivarius, S. mitis, S. sanguinis, S. anginosus and S. mutans. All streptococci were sensitive to linezolid 
and meropenem. The proportion of penicillin-resistant streptococci in the subgroup S. oralis / mitis / mutans was 47,8% versus 
23,5% in the subgroup S. salivarius / sanguinis / anginosus (p = 0.020). Significant levels of resistance were revealed to macrolides 
(erythromycin) – 47,9%, tetracyclines (tetracycline) – 44,4% and quinolones (ofloxacin) – 41%. Multiple drug resistance (MDR) 
was detected in 31,9% of oral streptococcal isolates, a combination of erythromycin, tetracycline and ofloxacin resistance was 
prevalent in 79 isolates (23,1%). The most common genotypes of macrolides and tetracycline resistant oral streptococci (in 127 
streptococcal isolates with combined resistance) were ermB-mefE + and tetM + tetQ-, respectively.
Thus, S. oralis / mitis / mutans group streptococci predominated in the structure of antibiotic-resistant oral streptococci, including 
MDR. So, being in one of the most densely populated biotopes of a macroorganism, oral streptococci can mediate the transfer of 
resistance determinants to more pathogenic and clinically significant microorganisms, which requires careful monitoring of their 
level of susceptibility to antimicrobial agents.
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Введение. Представители рода Streptococcus «viri-
dans» (оральные стрептококки) являются одними из 
основных комменсальных микроорганизмов, колонизи-
рующих верхние дыхательные пути, превалируя в ми-
кробиоте ротовой полости [1]. Оральные стрептококки, 
в среднем, составляют 28% микроорганизмов, выделен-
ных из зубного налета, 29% из десневой борозды, 45% 
с корня языка и 46% из слюны [2]. Видовое распределе-
ние стрептококков по биотопам полости рта представ-
лено следующим образом: S. salivarius на корне языка, 
S. mitis на слизистой оболочке щек, S. oralis в слюне, S. 
mutans и S. sanguinis на поверхности зубов [3, 4]. 

Факторы агрессии оральных стрептококков – вне-
клеточные полисахариды, особенно декстран, играют 
важную роль в адгезии и инвазии, приводя к развитию 
тяжелых инфекций, в том числе инфекционного эндо-
кардита, пневмонии, инфекционно-токсического шока 
(преимущественно у иммунокомпрометированных лиц) 
[5]. Кроме того, некоторые виды стрептококков группы 
«viridans», такие как S. mutans, имеют высокую ассоци-
ированность с развитием кариеса. Данный микроорга-
низм в раннем возрасте передается от матери к ребенку 
вертикальным или горизонтальным путем. Лаборатор-
ные эксперименты демонстрируют, что кариес у живот-
ных развивается только после заселения безмикробной 
полости S. mutans и только в присутствии сахарозы. 
Кариогенные свойства S. mutans связаны с его способ-
ностью к адгезии и выработке кислоты из пищевых са-
харов [6].

В последнее время внимание исследователей сосре-
доточено на изучении важнейших предпосылок появле-
ния и распространения антибиотикорезистентности в 
том числе среди микроорганизмов полости рта [7]. Хотя 
оральные стрептококки изначально считались чувстви-
тельными к пенициллину, уже с 1962 г. появились пер-
вые сообщения о штаммах, проявляющих к нему рези-
стентность при исследовании десневой микрофлоры па-
циентов, получавших профилактику пенициллином при 
ревматической лихорадке [8]. В последние годы реги-
стрировались высокие уровни резистентности оральных 
стрептококков к пенициллину и другим бета-лактамным 
антибиотикам, а также к макролидам, тетрациклинам и 
аминогликозидам, в то время как к устойчивым к хло-
рамфениколу и ванкомицину были отнесены лишь ред-
кие изоляты [9].  

Важнейшим триггером к распространению генов 
резистентности является способность оральных стреп-
тококков обмениваться генетическим материалом с дру-
гими бактериями, колонизирующими те же или иные 

биотопы организма [10]. В свою очередь, профили ре-
зистентности стрептококков группы “viridans” могут 
являться маркерами чувствительности близкородствен-
ных бактерий к различным классам антибактериальных 
препаратов. Поэтому, целью нашего исследования стало 
выявление оральных стрептококков из микробиоты ро-
товой полости пациентов и оценка их чувствительности 
к широкому спектру антибиотиков. 

Материал и методы. Всего 342 микробных стреп-
тококковых изолята были выделены и протестированы 
на антибиотикочувствительность в ходе исследования 
образцов слюны и отделяемого зубодесневого карма-
на 91 пациента в возрасте от 29 до 52 лет (из которых 
29% мужчин и 71% женщин), в последние три месяца 
не осуществлявших прием антибактериальных препа-
ратов. Взятие биологического материала проводилось 
при первичном посещении стоматолога. От каждого па-
циента было получено добровольное информированное 
согласие. 

Образцы слюны в объеме 1,0 мл были забраны у всех 
обследованных после предварительного полоскания рта 
физиологическим раствором в пробирки типа «Эппен-
дорф» объемом 2,0 мл. Взятие материала из зубодесне-
вого кармана осуществлялось с помощью бумажного 
эндодонтического штифта, который помещали в зубо-
десневую борозду или карман на 30 секунд для сорбции 
жидкой части, а затем переносили в пробирку типа «Эп-
пендорф» с транспортной средой Стюарта (Pronadisa, 
Conda, Испания) в объеме 0,5 мл. Доставка материала в 
лабораторию осуществлялась в термоконтейнере в тече-
ние 1-2 часов. 

Микробиологические методы включали идентифи-
кацию оральных стрептококков в соответствии со стан-
дартными методиками [11, 12], включающими опре-
деление культуральных и морфологических свойств 
колоний, выросших на колумбийском кровяном агаре 
с добавлением селективной стрептококковой добавки 
(HiMedia Laboratories, Индия). Видовая биохимическая 
дифференцировка стрептококков группы viridans бы-
ла проведена с помощью набора для идентификации 
Streptococcaceae и родственных микроорганизмов API 
20 Strep (ВioMеrieux, Франция). 

Чувствительность выделенных стрептококков опре-
деляли к широкому спектру антибактериальных препа-
ратов: пенициллин (P), цефотаксим (CTX), цефтриаксон 
(CRO), меропенем (MEP), эритромицин (E), тетраци-
клин (ТЕ), клиндамицин (CD), офлоксацин (OFX), три-
метоприм-сульфаметоксазол (SXT), линезолид (LNZ), с 
помощью Е-тестов (The Liofilchem MIC Test Strips, Ита-
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лия) согласно инструкциям к наборам. Категоризацию 
минимальной подавляющей концентрации антибиотика 
проводили согласно критериям Глобальных лаборатор-
ных стандартов CLSI, 2019 [13,14]. 

Для выявления носительства генов устойчивости к 
тетрациклинам и макролидам применялся метод поли-
меразной цепной реакции в режиме реального времени 
(РТ-ПЦР) в соответствии с инструкциями к наборам 
производителя (Thermo Fisher Scientific, США).

Статистическая обработка полученных результа-
тов, оценка распределения показателей, сравнительный 
анализ выборок проведен с помощью пакета программ 
для статистической обработки данных STATA 2.0 (Stata 
Corp, TX, USA). Для сравнения долей использовали 
z-критерий. Различие между сравниваемыми величина-
ми признавалось достоверным при p<0,05. 

Результаты. В ходе микробиологического обследо-
вания было выделено 342 микробных изолята стрепто-
кокков группы viridans, из которых 217 из слюны, 125 – 
из отделяемого зубодесневого кармана. Среди них было 
идентифицировано 6 видов оральных стрептококков: S. 
oralis (76 изолятов), S. salivarius (74 изолята), S. mitis (72 
изолята), S. sanguinis (48 изолятов), S. anginosus (40 изо-
лятов) и S. mutans (32 изолята). Видовое разнообразие 
оральных стрептококков и их распределение по биото-
пам полости рта представлено в табл. 1. 

При исследовании чувствительности выделенных 
изолятов к группам антибактериальных препаратов 
стрептококки были разделены на две подгруппы, имею-
щие схожие профили чувствительности. Так, группа S. 
oralis, S. mitis и S. mutans (n=180) отличалась большей 
устойчивостью к антибиотикам, чем группа S. salivarius, 
S. sanguinis и S. anginosus (n=162). 

Спектр чувствительности оральных стрептококков 
к десяти антимикробным препаратам различных групп 
представлен в табл. 2. Все исследованные стрептококки 
были чувствительны к линезолиду и меропенему, так-
же все изоляты, за исключением двух (0,6%), обладали 
чувствительностью к цефотаксиму. Более 88% изоля-
тов были чувствительны к клиндамицину, доля цеф-
триаксон-чувствительных изолятов составила 80,1%. 
Чувствительность к пенициллину наблюдалась только 
у 181 изолята стрептококков (52,9%), при этом доля пе-
нициллин-резистентных стрептококков в подгруппе S. 
oralis/mitis/mutans составила 47,8% против 23,5% в под-
группе S. salivarius/sanguinis/anginosus (р=0,020). У вы-
деленных стрептококков выявлялись значимые уровни 
резистентности к макролидам (эритромицин) – 47,9%, 
тетрациклинам (тетрациклин) – 44,4% и хинолонам 

(офлоксацин) – 39,5%. При этом доли E-, TE- и OFX-
резистентных изолятов в подгруппе S. oralis/mitis/mu-
tans были соответственно в 1,4; 2,5 и 1,9 раз выше, чем 
в подгруппе S. salivarius/sanguinis/anginosus (p=0,036; 
р=0,011; p=0,018 соответственно). Уровень резистент-
ности к триметоприму-сульфаметоксазолу также был 
выше у подгруппы S. oralis/mitis/mutans – 26,7% против 
6,8% (p=0,032). 

Множественная лекарственная устойчивость (МЛУ 
– снижение чувствительности или резистентность к 
трем и более группам антибиотиков) была выявлена у 
31,9% изолятов оральных стрептококков. При этом до-
минировало сочетание устойчивости к эритромицину, 
тетрациклину и офлоксацину у 79 изолятов (23,1 %) в 
сочетании с устойчивостью к пенициллину (выявлена у 
56 изолятов) или без нее. Два изолята (S. oralis и S. mitis) 
проявляли устойчивость сразу к семи антибактериаль-
ным препаратам, включая пенициллин, цефалоспорины 
(цефтриаксон и цефотаксим), эритромицин, тетраци-
клин, клиндамицин и офлоксацин. При этом для изолята 
S. mitis минимальные подавляющие концентрации пяти 
антибактериальных препаратов находились за верхни-
ми референтными границами определения (CTX>32, 
E>256, TE>256, CD>256, OFX>32 мкг/мл). Доля МЛУ-
изолятов подгруппы S. oralis/mitis/mutans была на 47% 
выше по сравнению с подгруппой S. salivarius/sanguinis/
anginosus (41,1% и 21,6% соответственно, р=0,048) 
(табл. 2).

При определении молекулярно-генетических марке-
ров устойчивости к макролидам и тетрациклинам бы-
ло исследовано носительство генов ermB, mefE, tetM 
и tetQ у 127 стрептококковых изолятов, проявляющих 
сочетанную устойчивость к эритромицину и тетраци-
клину. В отношении устойчивости к макролидам, наи-
более распространенными комбинациями генов были 
ermB-mefE+ и ermB+mefE+ у 68 (53,5%) и 32 изолятов 
(25,2%) S. oralis/mitis/mutans соответственно. Комбина-
ция ermB+mefE- была обнаружена только у 2 изолятов 
(1,6%), тогда как 15 (11,8%) эритромицин-устойчивых 
изолятов оральных стрептококков были ermB- и mefE- 
негативными (табл. 3).

За устойчивость к тетрациклинам отвечала комбина-
ция tetM+tetQ- (88,19%). Комбинация tetM-tetQ+ была 
выявлена у 8 изолятов (6,3%), тогда как tetM- и tetQ- не-
гативными были 7 (5,51%) изолятов (табл. 3).

Обсуждение. Бактерии, принадлежащие к роду 
Streptococcus являются первыми колонизаторами поло-
сти рта, играя важную роль в формировании микробной 
экосистемы. Оральные стрептококки продуцируют ряд 

Т а б л и ц а  1
Видовое разнообразие стрептококков, выделенных из двух биотопов полости рта

Вид орального стрептококка Количество выделенных изолятов по биотопам  
(доля от общего числа выделенных стрептококков)

Всего выделено изолятов (доля от общего 
числа выделенных стрептококков) (n=342)

Слюна (n=217) Отделяемое ЗДК (n=125)
S. oralis 62 (18,13%) 14 (4,09%) 76 (22,22%)
S. salivarius 56 (16,37%) 18 (5,26%) 74 (21,63%)
S. mitis 51 (14,91%) 21 (6,14%) 72 (21,05%)
S. sanguinis 25 (7,31%) 23 (6,73%) 48 (14,04%)
S. anginosus 12 (3,51%) 28 (8,19%) 40 (11,7%)
S. mutans 11 (3,22%) 21 (6,14%) 32 (9,36%)

П р и м е ч а н и е . ЗДК – зубодесневой карман.
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адгезивных молекул, позволяющих им заселять различ-
ные биотопы ротовой полости [1]. В нашем исследо-
вании было идентифицировано шесть видов оральных 
стрептококков: S. oralis, S. salivarius, S. mitis, S. sanguinis, 
S. anginosus и S. mutans, большая часть которых (63,5%) 
выделена из слюны. Выделение Streptococcus mutans, 
обладающего способностью метаболизировать угле-
воды путем ферментации, в результате чего образуют-
ся кислоты в качестве побочных продуктов, напрямую 

связано с риском развития кариеса. С другой стороны, 
выделенный Streptococcus salivarius производит боль-
шое количество щелочного вещества, которое играет 
важную роль в кислотно-щелочной физиологии полости 
рта, поддерживая микробиоту в состоянии динамиче-
ского равновесия. Таким образом, выделенные ораль-
ные стрептококки вносят определенный вклад в форми-
рование и стабилизацию микробиоты полости рта, уча-
ствуя, в том числе, в формировании колонизационной 
резистентности слизистых оболочек.

Принимая во внимание данные исследований по-
следних десятилетий, свидетельствующих о неуклон-
ном росте числа устойчивых к антибиотикам штаммов 
стрептококков [15], нами была исследована чувствитель-
ность оральных стрептококковых изолятов к ряду анти-
бактериальных препаратов. Так, в структуре антибиоти-
коустойчивых доминировали стрептококки групп oralis, 
mitis и mutans, 47,8% изолятов которых были устойчивы 
к пенициллину, 56,1% к эритромицину, 50,6% к офлок-
сацину, и 62,2% к тетрациклину, что коррелирует с дан-
ными исследований других авторов [16,17], в то время 
как стрептококки групп salivarius, sanguinis и anginosus 
обладали большей восприимчивостью к антимикроб-
ным препаратам. Все исследованные стрептококки были 
чувствительны к линезолиду и меропенему, вероятно, в 
связи с тем, что данные антибиотики обладают более 
высоким потенциалом формирования резистентности 
и не так широко применяются в клинической практике. 
Наибольшую опасность, на наш взгляд, вызывает вы-

Т а б л и ц а  2 
Чувствительность оральных стрептококков к спектру антибактериальных препаратов

АБ Категория МПК, мкг/мл S. oralis/mitis/ mutans (n=180) S. salivarius/ sanguinis/ anginosus (n=162) Всего (n=342)
P S (≤0,12) 76 (42,2%) 105 (64,8%) 181 (52,9%)

I (0,25-2) 18 (10%) 19 (11,7%) 37 (10,8%)
R (>4) 86 (47,8%)1 38 (23,5%) 124 (36,3%)

CTX S (≤1) 178 (98,9%) 162 (100%) 340 (99,4%)
R (>4) 2 (1,1%) - 2 (0,6%)

CRO S (≤1) 131 (72,8%) 143 (88,3%) 274 (80,1%)
I (2) 11 (6,1%) 15 (9,2%) 26 (7,6%)

R (≥4) 38 (21,1%)2 4 (2,5%) 42 (12,3%)
MEP S (≤2) 180 (100%) 162 (100%) 342 (100%)
E S (≤0,25) 27 (15%) 57 (35,2%) 84 (24,6%)

I (0,5) 52 (28,9%) 42 (25,9%) 94 (27,5%)
R (>1) 101 (56,1%)3 63 (38,9%) 164 (47,9%)

ТЕ S (≤2) 19 (10,6%) 91 (56,2%) 110 (32,2%)
I (4) 49 (27,2%) 30 (18,5%) 79 (23,1%)

R (>8) 112 (62,2%)4 41 (25,3%) 153 (44,4%)
CD S (≤0,25) 157 (87,2%) 147 (90,7%) 304 (88,9%)

R (>1) 23 (12,8%) 15 (9,3%) 38 (11,1%)
OFX S (≤2) 43 (23,89%) 77 (47,53%) 120 (35,09%)

I (4) 46 (25,55%) 41 (25,3%) 87 (25,44%)
R (>8) 91 (50,56%)5 44 (27,17%) 135 (39,47%)

SXT S (≤1) 92 (51,1%) 102 (63%) 194 (56,7%)
I (2) 40 (22,2%) 49 (30,2%) 89 (26%)

R (≥2) 48 (26,7%)6 11 (6,8%) 59 (17,3%)
LNZ S (≤2) 180 (100%) 162 (100%) 342 (100%)
МЛУ 74 (41,1%)7 35 (21,6%) 109 (31,9%)

П р и м е ч а н и е . Жирным цветом выделены значимые уровни резистентности. АБ – антибактериальный препарат; МПК – минимальная 
подавляющая концентрация; S – чувствительный; I – со сниженной чувствительностью; R – резистентный; МЛУ – множественная лекар-
ственная устойчивость.1р=0,020; 2р=0,015; 3р=0,036; 4р=0,011; 5р=0,018;  6р=0,032;  7р=0,048 в сравнении с S. salivarius/sanguinis/anginosus.

Т а б л и ц а  3 
Генотипы устойчивости оральных стрептококков к макроли-

дам и тетрациклину.

Генотипы устой-
чивости оральных 

стрептококков

Вид оральных стрептококков Всего: 
(n=127)S. oralis/

mitis/mutans
S. salivarius/ san-
guinis/ anginosus

К макролидам:
ermB+mefE+ 32 (25,2%) 4 (3,2%) 36 (28,4%)
ermB+mefE- 2(1,6%) 0 2 (1,6%)
ermB-mefE+ 68 (53,5%) 6 (4,72%) 74 (58,2%)
ermB-mefE- 12 (9,4%) 3 (2,4%) 15 (11,8%)

К тетрациклину:
tetM+tetQ- 98 (77,17%) 14 (11,02%) 112 (88,19%)
tetM-tetQ+ 7 (5,51%) 1 (0,79%) 8 (6,3%)
tetM-tetQ- 2 (1,57%) 5 (3,94%) 7 (5,51%)
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деление множественно-лекарственно-устойчивых изо-
лятов оральных стрептококков: 41,1% в подгруппе S. 
oralis/mitis/mutans. В настоящее время выявление МЛУ-
изолятов наблюдается исследователями при изучении 
различных видов стрептококков: оральных стрептокок-
ков [9] стрептококков группы А [18-21], стрептококков 
групп C и G [22].

Данная устойчивость, вероятно, выявляется в связи с 
тем, что полость рта является ведущим резервуаром пе-
реносимых генов устойчивости к антибиотикам [23-26], 
включая гены, кодирующие устойчивость к макроли-
дам [27], бета-лактамам и тетрациклинам [28]. Высокие 
уровни невосприимчивости оральных стрептококков к 
макролидам (47,9% устойчивых изолятов) и тетраци-
клину (44,4% устойчивых изолятов), выявленные в на-
шем исследовании, могут быть объяснены адаптацией 
бактерий к селективному действию антибактериаль-
ных препаратов за счет определенных механизмов ре-
зистентности. Основными механизмами устойчивости 
к макролидным антибиотикам являются модификация 
мишени и активный эффлюкс. В первом случае экспрес-
сия рибосомальной метилазы, кодируемой геном ermB 
(метилаза устойчивости к эритромицину), приводит к 
изменению сайтов-мишеней субъединицы 23S рРНК. 
Мутации этого типа, называемые «тип MLSB» (тип ма-
кролид-линкозамид-стрептограмин В), ответственны 
за высокий уровень устойчивости к макролидам. Но-
сительство гена ermB в нашем исследовании было вы-
явлено у 38 изолятов (30%). Тогда как второй механизм 
устойчивости – активный АТФ-зависимый эффлюкс 
антибиотика из бактериальной клетки кодируется геном 
mefE, выявленном у 89 изолятов (70%). Преобладаю-
щим генотипом устойчивости к эритромицину у ораль-
ных стрептококков был ermB-mefE+, выявленный у 74 
изолятов (58,2%). 

Одним из наиболее распространенных генов устой-
чивости к тетрациклину в оральных изолятах и метаге-
номах является tetM [29]. Этот ген кодирует белок, про-
тивостоящий ингибированию синтеза рибосомального 
белка антибиотиком. Широкое распространение tetM 
часто связывают с его ассоциацией с мобильными ге-
нетическими элементами из семейства конъюгативных 
транспозонов Tn916-Tn1545 / интегративных конъюга-
тивных элементов [30–32]. Большая часть исследован-
ных нами тетрациклин-устойчивых изолятов (88,19%) 
обладала генотипом tetM+tetQ-. Однако у нескольких 
стрептококков был выявлен ген устойчивости к тетраци-
клину tetQ, а несколько изолятов были tetM и tetQ нега-
тивными, свидетельствуя о возможном наличии других 
детерминант резистентности. 

Таким образом, оральные стрептококки, находясь в 
одном из самых густонаселенных биотопов человече-
ского организма, могут являться посредниками для пе-
реноса детерминант резистентности более патогенным 
и клинически-значимым микроорганизмам, в связи с 
чем необходим тщательный мониторинг  за уровнем их 
восприимчивости к антимикробным препаратам.
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РЕЗИСТЕНТНОСТЬ К АНТИМИКРОБНЫМ ПРЕПАРАТАМ ШТАММОВ ESCHERICHIA COLI, 
ВЫДЕЛЕННЫХ ИЗ МИКРОБИОТЫ КИШЕЧНИКА ДЕТЕЙ

ФБУН НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера Роспотребнадзора, 197101, Санкт-Петербург, Россия

Исследования последних лет свидетельствуют, что резистентность бактерий существовала задолго до того, как ан-
тимикробные препараты (АМП) стали применять в клинической практике, устойчивостью к АМП обладают не только 
патогенные микроорганизмы. Изучены 511 штаммов E. coli, выделенные из микробиоты кишечника детей в возрасте 
от 1 мес до 17 лет, проживающих в Санкт-Петербурге: определена чувствительность штаммов к 15 АМП диско-диф-
фузионным методом, чувствительность к 6 коммерческим бактериофагам производства НПО «Микроген». Методом 
мультиплексной ПЦР проведён поиск генов, кодирующих b-лактамазы молекулярных классов ТЕМ, SHV, OXA, СТХ-М. 
39,3% штаммов характеризовались устойчивостью к 1 и более классам АМП. Доля полирезистентных (устойчивых к 
3 и более классам АМП) составляла 16,6%. Полирезистентны к клинически значимым группам АМП (цефалоспорины 
расширенного спектра (ЦРС) + фторхинолоны + аминогликозиды) 0,8% штаммов. Устойчивость к аминопенициллинам 
выявлена у 29,5% штаммов, ЦРС – 11,2%, фторхинолонам – 13,3%, тетрациклину – 20%, хлорамфениколу – 9,8%, амино-
гликозидам – 2,5%. Резистентность к b-лактамам обусловлена продукцией b-лактамаз: к ампициллину – молекулярного 
семейства ТЕМ (81,9%), ЦРС – молекулярного семейства CTX-M (87,7%) групп CTX-M1 (66%) и CTX-M9 (34%). 43,5% 
полирезистентных штаммов E. coli чувствительны как минимум к одному из 6 коммерческих бактериофагов. Исследо-
вание показало, что микробиота кишечника детей является важным резервуаром штаммов E. coli, обладающих рези-
стентностью (в т. ч. множественной) к АМП различных классов. Терапия бактериофагами является альтернативным 
методом эрадикации устойчивых к антибиотикам штаммов E. coli.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  микробиота кишечника; E. coli, антибиотикорезистентность; b-лактамазы; бактериофаги; 
ТЕМ; SHV; OXA; СТХ-М.
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ANTIMICROBIAL RESISTANCE OF ESCHERICHIA COLI, ISOLATED FROM CHILDREN’S INTESTINAL 
MICROBIOTA
Saint-Petersburg Pasteur Institute, 197101, Saint-Petersburg, Russia
Recent studies have shown that bacterial resistance existed long before antimicrobials were used in medicine, and not only 
pathogens are resistant to antibiotics. 511 strains of E. coli isolated from the intestinal microbiota of children aged 1 month to 
17 years living in St. Petersburg were studied: the susceptibility to 15 antibiotics was determined by the disk diffusion method, 
as well as the susceptibility to 6 commercial bacteriophages produced by «Microgen» (Russia). The b-lactamase genes of 
molecular families TEM, SHV, OXA, and CTX-M were detected by multiplex PCR. 39,3% E. coli isolates were resistant  to 
one or more antimicrobial classes. The proportion of multidrug resistant isolates (resistant to 3 or more classes) was 16,6%. 
Multidrug resistance to clinically significant antimicrobial classes (extended-spectrum cephalosporins (ESC) + fluoroquinolones 
+ aminoglycosides) was detected in 0,8% isolates. Resistance to aminopenicillins was detected in 29,5%, ESC – 11,2%, 
fluoroquinolones – 13,3%, tetracycline – 20,0%, chloramphenicol – 9,8%, aminoglycosides – 2,5% isolates. b-lactam resistance 
was due to the beta-lactamase production: to ampicillin – the molecular family TEM (81,9%), ESC – the CTX-M molecular family 
(87,7%) CTX-M1 – (66%) and CTX-M9 groups (34%). 43,5% multidrug resistant E. coli isolates were susceptible to at least one 
of the six commercial bacteriophages produced by «Microgen». The study showed that the intestinal microbiota of children is 
an important reservoir of E. coli resistant (including multidrug resistance) to various classes of antibiotics, and bacteriophage 
therapy is an alternative method for eradication of antibiotic-resistant E. coli.
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Резистентность к антимикробным препаратам (АМП) 
у возбудителей инфекционных болезней – растущая 
угроза здравоохранению, представляющая проблему для 
многих стран и сфер деятельности [1]. Одной из страте-
гических целей Глобального плана действий по борьбе 
с устойчивостью к АМП, принятого Всемирной ассам-
блеей здравоохранения, является совершенствование 
глобального мониторинга резистентности. В различных 
географических районах действуют региональные про-
граммы мониторинга резистентности возбудителей, вы-
зывающих инфекции, связанные с оказанием медицин-
ской помощи (EARS-Net, CAESAR, ReLAVRA), а также 
заболеваний, передающихся с пищевыми продуктами 
(NARMS, CIPARS, EFSA/ECDC) [1 – 4]. В руководстве 
ВОЗ по осуществлению глобального мониторинга пере-
числены виды биологического материала, возбудители, 
АМП, приоритетные для мониторинга резистентности в 
повседневной практике. Escherichia coli, выделенная из 
образцов крови, спинно-мозговой жидкости, мочи, от-
несена к приоритетным возбудителям [5].

E. coli – широко распространённый микроорганизм, 
обитающий в кишечнике человека и животных [6], по-
верхностных водоёмах [7], почве [8]. Некоторые пред-
ставители вида являются возбудителями диарей и забо-
леваний внекишечной локализации [9]. Антимикробная 
терапия является основой этиотропного лечения эшери-
хиозов (тяжёлых форм диареи, циститов, пиелонефри-
тов, сепсиса, менингита), мониторинг резистентности 
E. coli к АМП вызван необходимостью эффективного 
лечения этих заболеваний [10].

Больничная среда традиционно рассматривается как 
источник антибиотикорезистентных микроорганизмов. 
Исследования последних лет свидетельствуют, что рези-
стентность существовала задолго до того, как АМП ста-
ли применять в клинической практике, устойчивостью к 
АМП обладают не только патогенные микроорганизмы. 
В микробиоме слюны и фекалий здоровых добровольцев 
обнаружены гены резистентности к 13 АМП [11]. Ми-
кробиом кишечника является резервуаром детерминант 
резистентности и имеет благоприятные условия для их 
передачи путём горизонтального переноса, в том числе и 
патогенным микроорганизмам [12]. Приобретают актуаль-
ность исследования резистентности к АМП бактерий ми-
кробиоты кишечника, расширяющие представления о ме-
ханизмах её формирования и способах распространения.

Важной проблемой в лечении бактериальных ин-
фекций является появление бактерий с множественной 
лекарственной устойчивостью. Ввиду высокой скоро-
сти её формирования снизился коммерческий интерес к 
разработке и производству новых АМП. В 2017 г. ВОЗ 
опубликовала перечень приоритетных патогенных ми-
кроорганизмов, для борьбы с лекарственной устойчиво-
стью которых необходима разработка новых фармаколо-
гических препаратов. Одну из первых позиций в этом 
перечне занимают E. coli, устойчивые к цефалоспори-
нам расширенного спектра (ЦРС) и карбапенемам. Из 32 
новых АМП, находящихся в стадии разработки, только 
два активны против этих грамотрицательных бактерий 
[13]. В поисках альтернативных стратегий борьбы с 
лекарственной устойчивостью бактерий возобновился 
интерес к терапии бактериофагами. Отсутствие доста-
точного количества правильно спланированных рандо-
минизированных исследований, свидетельствующих 
об их эффективности и безопасности, ограничивают их 
широкое использование [14].

Цель – определить чувствительность к АМП штам-
мов E. coli, выделенных из микробиоты кишечника де-
тей, проживающих в Санкт-Петербурге.

Материал и методы. Исследовано 511 штаммов 
E. coli, выделенных из микробиоты кишечника детей 
в возрасте от 1 мес до 17 лет, проживающих в Санкт-
Петербурге. Диско-диффузионным методом (ДДМ) с ис-
пользованием среды Мюллера-Хинтон и дисков произ-
водства Oxoid (Великобритания) согласно Клиническим 
рекомендациям «Определение чувствительности ми-
кроорганизмов к антимикробным препаратам», версии 
2014, 2015 гг. определена чувствительность к 15 АМП 
(ампициллин, цефтазидим, цефотаксим, цефепим, меро-
пенем, налидиксовая кислота, ципрофлоксацин, гента-
мицин, тобрамицин, амикацин, нитрофурантоин, тетра-
циклин, хлорамфеникол, фосфомицин, триметоприм/
сульфаметоксазол), относящихся к семи классам АМП. 
Согласно Федеральным клиническим рекомендациям 
«Рациональное применение бактериофагов в лечебной 
и противоэпидемической практике» оценена чувстви-
тельность к 6 коммерческим бактериофагам производ-
ства АО НПО «Микроген»: бактериофаг коли (Пермь), 
колипротейный бактериофаг (Нижний Новгород), пи-
обактериофаг поливалентный (Уфа), секстафаг® пио-
бактериофаг поливалентный (Пермь), пиобактериофаг 
комплексный (Нижний Новгород), интести-бактериофаг 
(Нижний Новгород).

Фенотипическая детекция b-лактамаз расширенно-
го спектра (БЛРС) и цефалоспориназ молекулярного 
класса С (AmpC) проведена путём выявления синер-
гизма с ингибиторами b-лактамаз (клавулановая кис-
лота, клоксациллин) в формате теста с двумя дисками 
и с использованием набора «ESBL+AmpC screen disc 
kit» (Liofilchem, Италия). Методом мультиплексной 
ПЦР с электрофоретической детекцией со специфиче-
скими праймерами проведён поиск генов, кодирующих 
b-лактамазы молекулярных классов ТЕМ, SHV, OXA, 
СТХ-М согласно ранее опубликованным протоколам 
[15].

Достигнутый уровень значимости различий опреде-
лён с использованием критерия сопряженности χ2 Пир-
сона. 95% доверительные интервалы долей и частот рас-
считаны методом Уилсона.

Результаты. Анализ результатов определения чув-
ствительности штаммов E. coli к АМП показал, что 
60,7% (95%ДИ:56,4-64,8) изолятов чувствительны ко 
всем исследованным АМП, 39,3% (95%ДИ:35,2-43,6) – 
характеризовались устойчивостью к 1 и более классам 
АМП. Доля штаммов, резистентных к 1 или 2 классам 
составила 22,7% (95%ДИ:19,3-26,5), полирезистент-
ных (устойчивых к 3 и более классам АМП) – 16,6% 
(95%ДИ:13,7-20,1) (pис. 1.) Доля устойчивых штам-
мов, выделенных из фекалий детей разных возрастных 
групп, значимо не отличалась (χ2=5,967; df=3; р=0,113) и 
находилась в пределах от 31,3 до 46,0%. Доля полирези-
стентных изолятов находилась в пределах от 12 до 23% 
и не имела значимых отличий (χ2=5,223; df=3; р=0,156).

Доли штаммов, устойчивых к различным классам 
АМП, не одинаковы. Наибольшие доли резистентных 
штаммов выявлены по отношению к аминопеницилли-
нам и тетрациклинам (29,5% и 20% соответственно), 
наименьшие – к аминогликозидам и нитрофуранам 
(2,5% и 0,8%, соответственно). Доля изолятов, устойчи-
вых к ЦРС, составила 11,2%, хинолонам – 13,3%, три-
метоприм/сульфаметоксазолу – 12,1%, хлорамфениколу 
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– 9,8%. Не выявлены штаммы, нечувствительные к кар-
бапенемам и фосфомицину,

Резистентность к АМП различных классов отлича-
лась у штаммов, устойчивых и чувствительных к ампи-
циллину. Доля штаммов, резистентных к ЦРС, хиноло-
нам, аминогликозидам, триметоприм/сульфаметоксазо-
лу, хлорамфениколу, тетрациклину, значительно выше у 
резистентных к ампициллину штаммов (pис. 2). Частота 
выявления полирезистентных штаммов среди ампицил-
линустойчивых изолятов составила 55% (95%ДИ:47,0-
62,7), что значительно отличается от такого показателя 
среди чувствительных штаммов – 0,6% (95%ДИ: 0,2-2,0).

Подобные отличия отмечены у штаммов, кластери-
зованных по принципу чувствительности и нечувстви-
тельности ко всем остальным исследуемым классам 
АМП. Впечатляет доля полирезистентных изолятов сре-
ди штаммов, резистентных к аминогликозидам, ЦРС, 
хлорамфениколу, триметоприм/сульфаметоксазолу 
(100%, 86%, 82%, 87%, соответственно) в отличие от до-
лей среди штаммов, чувствительных к каждому из этих 
АМП (14,5%, 7,9%, 9,5%, 6,9% соответственно).

У штаммов, устойчивых к исследуемым АМП, выяв-
лено 44 фенотипа резистентности: к одному классу АМП 
– 6 фенотипов; двум классам – 8 фенотипов; трём клас-
сам – 11 фенотипов; четырём классам – 8 фенотипов; пя-
ти классам – 6 фенотипов; шести классам – 3 фенотипа; 
семи классам – 2 фенотипа. Часто встречался фенотип 
устойчивости к одному классу АМП – к ампициллину 
(7,8%). Доля остальных фенотипов варьировала от 0,2 
до 2,5%. Фенотипы множественной резистентности ча-
ще всего содержали ампициллин (97,6%), тетрациклин 
(70,6%), триметоприм/сульфаметоксазол (63,5%).

При изучении 94 штаммов E. coli, устойчивых к ам-
пициллину (чувствительных к ЦРС), выявлены гены 
b-лактамаз (bla) различных молекулярных классов. У 
81,9% устойчивых штаммов выявлены bla-гены, коди-
рующие b-лактамазы молекулярного семейства ТЕМ, у 
7,4% штаммов – ОХА, у 1,1% штаммов – SHV. У 3,2% 
штаммов одновременно выявлены гены ТЕМ и ОХА. 
У 12,8% штаммов гены известных b-лактамаз выявить 
не удалось. Наиболее распространённым механизмом 
резистентности к аминопенициллинам у штаммов E. 
coli является продукция БЛРС молекулярного семейства 
ТЕМ, что совпадает с данными литературы.

При изучении 57 штаммов E. coli, устойчивых к ампи-
циллину и ЦРС, на первом этапе использованы феноти-
пические подтверждающие тесты, которые у 56 штаммов 
подтвердили продукцию БЛРС (синергизм с клавулано-
вой кислотой) и у 1 штамма – продукцию b-лактамазы 
молекулярного класса С (синергизм с клоксациллином). 
У 87,7% штаммов, устойчивых к ампициллину и ЦРС, об-
наружены bla-гены, кодирующие продукцию БЛРС моле-
кулярного семейства СТХ-М, из них 22,8% штаммов про-
дуцировали только СТХ-М, остальные 64,9% штаммов 
сочетали продукцию СТХ-М с другими b-лактамазами 
(ТЕМ, SHV, OXA). У 5,3% штаммов выявлены гены толь-
ко молекулярного класса ТЕМ, у 3,5% – молекулярных 
классов ТЕМ и SHV. У штамма с фенотипически под-
тверждённой продукцией b-лактамазы молекулярного 
класса С выявлены гены, кодирующие продукцию AmpC-
цефалоспориназы CMY и ТЕМ. У одного изолята гены 
известных b-лактамаз выявить не удалось.

Гены БЛРС молекулярного семейства СТХ-М пре-
имущественно представлены молекулярной группой 
СТХ-М1 (66%), СТХ-М9 (34%). Штаммы E. coli, обла-
дающие генами цефотаксимаз, в большинстве случаев 
имели гены и других b-лактамаз. В группе изолятов с 
генами молекулярной группы СТХ-М9 они обнаружены 
у 94,1% штаммов, с генами СТХ-М1 – у 63,6% штаммов 
(χ2=5,967; df=3; р=0,113). Штаммы, обладающие генами 
БЛРС молекулярных групп СТХ-М1 и СТХ-М9, имели 
различную устойчивость к хлорамфениколу, тримето-
прим/сульфаметоксазолу, хинолонам, аминогликозидам. 
Доля штаммов, резистентных к хлорамфениколу, триме-
топрим/сульфаметоксазолу, аминогликозидам, в группе 
с СТХ-М1 меньше, чем в группе СТХ-М9. Доля штам-
мов резистентных  к хинолонам, в группе с СТХ-М1 вы-
ше, чем в группе СТХ-М9. Устойчивость к остальным 
исследуемым АМП в указанных группах не отличалась.

В исследуемой популяции E. coli частота встречае-
мости штаммов, содержащих b-лактамазы различных 

Рис. 1. Доля штаммов Escherichia coli, чувствительных и ре-
зистентных к различному количеству классов АМП (%). S 
– чувствительные ко всем исследуемым классам АМП; R(1) 
– резистентные к одному классу АМП; R(2) – резистентные 
к двум классам АМП; R(3) – резистентные к трём и более 
классам АМП.

Рис. 2. Резистентность к различным АМП штаммов Esche-
richia coli, чувствительных и резистентных к ампициллину. R 
к АМП – резистентные к ампициллину; S – чувствительные 
к ампициллину; ТЕТ – тетрациклин; ЦРС – цефалоспорины 
расширенного спектра; ТРМ – триметоприм/сульфометокса-
зол; ХИН – хинолоны; ХЛР – хлорамфеникол; АМГ – амино-
гликозиды; MDR – полирезистентные штаммы.
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молекулярных семейств, составила 27%. b-лактамазы 
семейства ТЕМ обнаружены у 22,7%, SHV – у 2,9%, 
OXA – у 2,5%, СТХ-М – у 9,8%, AmpC – у 0,19% штам-
мов. Сочетанная продукция b-лактамаз выявлена у 8,4% 
штаммов. Сочетания этих ферментов представлены 7 
фенотипами (pис. 3). Доли штаммов E. coli, содержащих 
гены b-лактамаз различных молекулярных семейств и 
их сочетания, статистически значимо не отличались в 
группах детей разного пола и возраста.

При оценке чувствительности 511 штаммов E. coli к 
шести коммерческим препаратам на основе бактериофа-
гов выявлено, что к действию бактериофага коли чув-
ствительны 33,7% штаммов, коли-протейного бактерио-
фага – 11,2%, пиобактериофага поливалентного – 16,2%, 
секстафага – 10,6%, пиобактериофага комплексного – 
6,8%, интести-бактериофага – 13,7%.

К одному из исследуемых бактериофагов чувстви-
тельны 17,2% штаммов, к двум – 11,4%, к трём – 6,7%, 
к четырём – 4,7%, к пяти – 1,8%, к шести – 0,8%. Мини-
мум к одному из исследуемых бактериофагов чувстви-
тельны 42,5% штаммов E. coli.

Доля штаммов, чувствительных к бактериофагам, 
среди E. coli, чувствительных и резистентных к различ-
ным классам АМП, значимо не отличалась по отноше-
нию ко всем исследуемым бактериофагам, за исключе-
нием секстафага. Секстафаг чаще оказывал литическое 
действие на штаммы, чувствительные к ампициллину 
(13,1%), ЦРС (11,7%), хинолонам (11,7%), тетрациклину 

(12%) по сравнению с резистентными к этим препара-
там штаммами (4,6%, 1,8%, 2,9%, 4,9% соответственно).

Доля штаммов, чувствительных к каждому из ис-
следуемых бактериофагов, значимо не отличалась у 
штаммов, резистентных к разному количеству классов 
АМП (см. таблицу). Доля штаммов, чувствительных как 
минимум к одному из исследуемых бактериофагов, сре-
ди полирезистентных штаммов составила 43,5%, среди 
БЛРС-продуцирующих штаммов – 44,0%. Полирези-
стентные штаммы чаще чувствительны к бактериофагу 
коли (24,6%). Чувствительность к поливалентным пре-
паратам на основе бактериофагов варьировала от 4,3 до 
10,1% (рис. 4).

Обсуждение. Сравнение показателей устойчивости 
штаммов E. coli к 15 АМП показало, что исследуемые 
штаммы наиболее часто резистентны к ампициллину и 
тетрациклину.

По данным литературы устойчивость к аминопе-
нициллинам по сравнению с другими классами АМП 
имеет самые высокие показатели среди госпитальных 
штаммов E. coli, выделенных из крови и спинномоз-
говой жидкости, среди изолятов, выделенных из мочи 
при инфекциях мочевыводящих путей (ИМП) [1, 16]. 
Резистентность к ампициллину у таких штаммов значи-

Рис. 3. Сочетания генов b-лактамаз различных молекулярных 
классов.

Доля (%) штаммов E. coli, чувствительных к действию коммерческих бактериофагов

Наименование бактериофагов
Количество классов антибиотиков, к которым резистентны E. coli Всего 

n=511
χ2 

(df=7) p
0 (n=310) 1 (n=73) 2 (n=43) 3 (n=35) 4 (n=22) 5 (n=14) 6 (n=12) 7 (n=2)

Бактериофаг коли 36,8 35,6 30,2 28,6 27,3 7,1 16,7 0 33,7 9,481 0,220
Колипротейный бактери-
офаг 11,3 9,6 7,0 11,4 13,6 21,4 16,7 0 11,2 3,193 0,867

Пиобактериофаг полива-
лентный 18,1 11,0 14,0 17,1 13,6 14,3 8,3 50,0 16,2 4,817 0,682

Секстафаг 13,5 11,0 2,3 5,7 4,5 0 0 0 10,6 11,042 0,137
Пиобактериофаг  
комплексный 6,1 6,8 9,3 8,6 13,6 7,1 0 0 6,8 3,44 0,842

Интести-бактериофаг 17,4 11,0 2,3 11,4 9,1 0 8,3 0 13,7 12,178 0,095

Рис. 4. Чувствительность полирезистентных штаммов Esch-
erichia coli к коммерческим препаратам на основе бактери-
офагов. 1 – бактериофаг коли (Пермь), 2 – колипротейный 
бактериофаг (Нижний Новгород), 3 – пиобактериофаг поли-
валентный (Уфа), 4 – секстафаг® пиобактериофаг полива-
лентный (Пермь), 5 – пиобактериофаг комплексный (Нижний 
Новгород), 6 – интести-бактериофаг (Нижний Новгород).
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тельно выше, чем у исследованных нами изолятов, вы-
деленных из микробиоты кишечника (93% и 68% про-
тив 29%, соответственно). Данная ситуация выглядит 
вполне закономерной, так как препаратами стартовой 
терапии заболеваний этой локализации у пациентов дет-
ского возраста являются именно b-лактамные АМП, что 
способствует увеличению селективного давления и ро-
сту резистентности возбудителя к данной группе АМП.

Сравнение полученных результатов с данными ли-
тературы показало, что устойчивость к ампициллину 
диареегенных штаммов E. coli некоторых патотипов 
(энтеропатогенные, EPEC; энтеротоксигенные, ETEC) 
не отличается от таковой у штаммов, выделенных из 
микробиоты кишечника, у энтероинвазивных E. coli (EI-
EC) значительно превышает таковую [17]. Вероятно, это 
связано с тем, что EIEC вызывает более тяжёлое клини-
ческое течение болезни по сравнению с EPEC и ETEC 
и для лечения таких диарей чаще используются АМП.

Сравнение резистентности к ампициллину штаммов, 
выделенных из микробиоты кишечника здоровых детей 
в различных географических регионах, показало, что 
доля устойчивых штаммов в Санкт-Петербурге (29,5%)  
значительно ниже, чем в странах Африки и Азии (Ливия 
– 73% [18], Тайвань – 70,1% [19], Вьетнам – 65% [20], 
Индия – 63,7% [21] ), но выше, чем в европейских стра-
нах (Германия – 16,5%) [22]. Анализ данных литературы 
показывает, что в странах Азиатско-Тихоокеанского ре-
гиона количество потребляемых АМП значительно вы-
ше, чем в странах Европы [23-25].

Исследование показало, что устойчивые к аминопе-
нициллинам штаммы значительно чаще резистентны к 
другим классам АМП в отличие от чувствительных изо-
лятов. Аналогичная картина характерна и для штаммов, 
устойчивых к ЦРС , что согласуется с общемировыми 
тенденциями [19, 21, 22].

Основным механизмом резистентности штаммов E. 
coli к аминопенициллинам является выработка БЛРС 
[26]. Наиболее распространёнными  b-лактамазами, вы-
явленными в данной работе, являютcя b-лактамазы мо-
лекулярного семейства TEM (81,9%).

Доля штаммов, устойчивых к ЦРС, составила 11,2%, 
что значительно ниже, чем среди госпитальных штаммов 
E. coli (72,6%) [27] и штаммов, выделенных при внеболь-
ничных ИМП (20%) [16]. Вероятно, это связано с частым 
использованием этих АМП в качестве препаратов стар-
товой терапии различных инфекционных заболеваний у 
детей. Доля штаммов E. coli, устойчивых к ЦРС, в нашем 
исследовании сопоставима с показателями для штам-
мов, выделенных из микробиоты кишечника здоровых 
жителей стран Европы (Германии, Франции, Испании, 
Швеции, Венгрии, Австралии, Португалии), США, Ар-
гентины, где она составляет 5-10%. Указанная доля зна-
чительно выше у жителей стран Азии (Тайланда, Вьетна-
ма, Китая, Индии) и Мексики – 40-60%. Появление таких 
штаммов в микробиоте кишечника здоровых людей свя-
зано с предшествующим приёмом АМП данной группы, 
эпизодами пребывания в стационаре, употреблением 
пищевых продуктов и воды, контаминированных устой-
чивыми микроорганизмами, путешествием в страны с 
высокой распространенностью БЛРС-продуцирующих 
бактерий, профессиональной деятельностью в животно-
водстве (особенно в птицеводстве и свиноводстве), кон-
тактом с домашними животными [28].

Механизм устойчивости к ЦРС обусловлен в 87,7% 
случаев выработкой БЛРС молекулярного семей-

ства СТХ-М, групп СТХ-М1 (66%) и СТХ-М9 (34%). 
b-лактамазы молекулярных групп СТХ-М2, СТХ-М8, 
СТХ-М25 не выявлены. Полученные результаты от-
ражают мировые тенденции распространения энтеро-
бактерий, продуцирующих b-лактамазы молекулярной 
группы СТХ-М1, которые доминируют практически во 
всех регионах мира за исключением Китая, Юго-Вос-
точной Азии, Южной Кореи, Японии, Испании, где пре-
обладает группа СТХ-М9, Южной Америки, где преоб-
ладает группа СТХ-М2 [29].

Среди штаммов, устойчивых к ЦРС, доля полире-
зистентных значительно выше (86,0%) по сравнению 
с аналогичной долей у чувствительных к этим АМП 
штаммов (7,9%). Вероятно, плазмиды, несущие гены 
цефотаксимаз, содержат гены, определяющие рези-
стентность к другим классам препаратов (хинолонам, 
аминогликозидам, тетрациклину, хлорамфениколу, три-
метоприм/сульфаметоксазолу) [30].

Вызывает интерес устойчивость штаммов E. coli, 
выделенных из микробиоты кишечника детей, к тетра-
циклину – препарату, в настоящее время не используе-
мому в педиатрической практике и редко применяемому 
у взрослых. Устойчивость к нему одинаково часто встре-
чалась у штаммов, выделенных от детей в возрасте 1 мес 
и от детей дошкольного и школьного возраста. Вероят-
но, младенец приобретает такие штаммы от матери, так 
как кишечник новорожденного при естественных родах 
заселяется преимущественно «материнскими» микро-
организмами. В организме матери штаммы E. coli могли 
приобрести устойчивость к тетрациклину, остаточные 
количества которого содержатся в пищевых продуктах 
вследствие его использования в ветеринарии и животно-
водстве [31]. Аналогичный механизм формирования ре-
зистентности у штаммов E. coli в микробиоте кишечни-
ка нельзя исключить и у детей более старшего возраста.

В нашем исследовании резистентные к ципрофлокса-
цину штаммы E. coli выявлены лишь в 2,9% случаев, что 
значительно отличается от показателей резистентности 
штаммов, вызывающих ИСМП (65,6%) и ИМП (17,6%) 
[27, 16]. Возможно, резистентные штаммы приобретены 
детьми от матери в момент рождения, поскольку дет-
ский и подростковый возраст является противопоказа-
нием для приёма препаратов из группы хинолонов из-за 
риска нарушения формирования костно-мышечной си-
стемы [32].

Оценка чувствительности выделенных штаммов E. 
coli к коммерческим бактериофагам не выявило зна-
чимых отличий у штаммов в зависимости от чувстви-
тельности к различным классам АМП и их количеству. 
43,5% полирезистентных штаммов чувствительны, как 
минимум к одному из шести исследуемых бактериофа-
гов, что позволяет считать, что терапия бактериофагами 
является альтернативным методом эрадикации устойчи-
вых к АМП штаммов E. coli.

Литическим действием на полирезистентные штам-
мы чаще обладал бактериофаг коли (24,6%), в отличие 
от остальных фагов, чувствительность к которым не 
превышала 10,1%. Можно предположить, что титр ко-
лифага в моновалентном препарате бактериофага выше, 
чем в поливалентном в пересчёте на единицу объёма. 
Различия в чувствительности могут быть обусловлены 
различиями самих фаговых коктейлей у разных заво-
дов-производителей ввиду использования ими в про-
цессе изготовления отличающихся коллекций штаммов-
«хозяев». Коллекции состоят из клинических штаммов, 
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выделенных при различных заболеваниях, вызванных 
E. coli, а исследуемые нами штаммы таковыми не явля-
ются. Нельзя не упомянуть о региональной специфич-
ности фагов в отношении вида E. coli, отличающегося 
широким внутривидовым разнообразием [33]. Несмо-
тря на объективно существующие ограничения, фаго-
терапия представляется перспективным методом борь-
бы с устойчивыми к АМП штаммами E. coli, учитывая 
растущий опыт создания препаратов бактериофагов с 
наибольшей литической активностью по отношению к 
целевому патогену и возможность локальной адаптации 
этих препаратов [34].

Выводы. При изучении чувствительности к АМП 
штаммов E. coli, выделенных из микробиоты кишечни-
ка детей, установлено, что 39,3% штаммов резистентны 
к АМП, причём 16,6% имеют множественную устойчи-
вость к 3 и более классам. Одновременно устойчивы к 
клинически значимым группам АМП (ЦРС + фторхино-
лоны + аминогликозиды) 0,8% штаммов. Устойчивость 
к b-лактамам (АМП часто используемым в педиатри-
ческой практике) выявлена у 29,5% штаммов, включая 
11,2% устойчивых к ЦРС. Резистентность к b-лактамам 
обусловлена продукцией b-лактамаз: к ампициллину – 
молекулярного семейства ТЕМ (81,9%), ЦРС – моле-
кулярного семейства CTX-M (87,7%) групп CTX-M1 
(66%) и CTX-M9 (34%).

При изучении чувствительности полирезистентных 
штаммов E. coli к коммерческим бактериофагам про-
изводства НПО «Микроген» выявлено, что 43,5% этих 
штаммов чувствительны как минимум к одному из те-
стируемых бактериофагов. Литической активность ча-
ще обладал бактериофаг коли, в сравнении с другими 
препаратами бактериофагов, содержащих в своем со-
ставе фаги против E. coli.

Исследование показало, что микробиота кишечника 
детей является важным резервуаром штаммов E. coli, 
обладающих резистентностью (в т. ч. множественной) 
к АМП различных классов. Появление таких штам-
мов в микробиоте кишечника может быть связано с их 
приобретением в момент рождения от матери, пред-
шествующим приёмом АМП, эпизодами пребывания в 
стационаре, употреблением пищевых продуктов и воды, 
контаминированных устойчивыми микроорганизма-
ми, путешествием в страны с высокой распространён-
ностью резистентных к АМП штаммов. Устойчивые к 
АМП аутоштаммы E. coli могут быть причиной инфек-
ции у ослабленных детей и пациентов отделений интен-
сивной терапии, могут передавать гены резистентности 
патогенным микроорганизмам. Дальнейшее изучение 
резистентности E. coli, присутствующих в микробиоте 
кишечника, будет способствовать расширению наших 
знаний о механизмах её формирования, путях распро-
странения, способах её устранения.
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ЭКСПРЕССИЯ TOLL-ПОДОБНЫХ И АДГЕЗИВНЫХ РЕЦЕПТОРОВ НА ЭПИТЕЛИАЛЬНЫХ 
КЛЕТКАХ СЛИЗИСТОЙ РТА ПРИ ПАРОДОНТИТЕ
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Экспрессия toll-подобных и адгезивных рецепторов на эпителиальных клетках слизистой рта меняется при различных 
патологических состояниях, как местного, так и системного уровня, в частности, при хроническом пародонтите. 
Длительное присутствие пародонтопатогенных микроорганизмов в десневой борозде стимулирует и поддерживает 
воспалительный процесс. Взаимодействие пародонтопатогенов с эпителиальными клетками слизистых оболочек рта 
является первым этапом развития пародонтита. Патологический процесс влияет на функции эпителиоцитов, в част-
ности на их способность взаимодействовать с представителями микробиоценоза. Поэтому, естественная колонизация 
нормальной микробиоты полости рта на буккальных клетках, отражающая способность эпителиоцитов к микробной 
адгезии, является чувствительным индикатором различных дестабилизирующих процессов. Определение уровня экспрес-
сии толл-подобных рецепторов TLR2 и TLR4 на эпителиоцитах также позволяет оценить функциональное состояние 
клеток и выраженность воспалительного процесса на уровне слизистых полости рта, в частности, при хроническом 
пародонтите. В данной работе исследовали рецептор-зависимые реакции буккальных эпителиоцитов при хроническом 
пародонтите методом проточной цитофлюориметрии и путем определения уровня естественной (микробной) колони-
зации. Также авторами проведено сравнение этих способов определения функционального состояния мукозальных кле-
ток при хроническом пародонтите. Результаты показали, что у пациентов с пародонтитом активность рецепторов, 
участвующих в адгезивных реакциях с микробиотой полости рта менялась незначительно и была несколько выше, чем у 
здоровых доноров. В то же время, экспрессия TLRs на эпителиальных клетках при пародонтите менялась существен-
но. Так, процент клеток, экспрессирующих TLR2 достоверно увеличивался, а TLR4 – уменьшался. Одновременно,  при 
патологии полости рта значительно возрастал процент мукозальных клеток, не имеющих TLRs. Таким образом, иссле-
дование экспрессии TLR2- и TLR4- на буккальных эпителиоцитах является более показательным тестом в оценке выра-
женности воспалительного процесса при хроническом пародонтите, чем определение уровня естественной колонизации.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  toll-подобные рецепторы; TLRs; естественная микробная колонизация, буккальные эпителио-
циты; пародонтит.
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EXPRESSION OF TOLL-LIKE AND ADHESIVE RECEPTORS ON EPITELIAL CELLS OF THE ORAL MUCOSA 
IN PERIODONTITIS
1Federal State Budgetary Educational Institution of Higher Education «Privolzhsky Research Medical University» of the 
Ministry of Health of the Russian, 603005, Nizhny Novgorod, Russia;
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The expression of toll-like and adhesive receptors on epithelial cells of the oral mucosa changes in different pathological 
conditions, both local and systemic levels, in particular, in chronic periodontitis. The long-term presence of periodontal pathogenic 
microorganisms in the gingival furrow stimulates and supports the inflammatory process. The interaction of periodontal pathogens 
with epithelial cells of the oral mucosa is the first stage of the development of periodontitis. The pathological process affects the 
function of epithelial cells, in particular their ability to interact with representatives of microbiocenosis. Therefore, the natural 
colonization of normal oral microbiota on buccal epitheliocytes, reflecting the ability of epithelial cells to microbial adhesion, is a 
sensitive indicator of various destabilizing processes. Determining the level of expression of toll-like TLR2 and TLR4 receptors on 
epithelial cells also allows us to assess the functional state of cells and the severity of the inflammatory process at the level of the 
oral mucosa, in particular, in chronic periodontitis. In this paper, we studied the receptor-dependent reactions of buccal epithelial 
cells in chronic periodontitis using flow cytofluorometry and by determining the level of natural (microbial) colonization. The 
authors also compared these methods for determining the functional state of mucosal cells in chronic periodontitis. The results 
showed that in patients with periodontitis, the activity of receptors involved in adhesive reactions with the oral microbiota changed 
slightly and was little higher than in healthy donors. At the same time, the expression of TLRs on epithelial cells in periodontitis 
changed significantly. Thus, the percentage of cells expressing TLR2 significantly increased, while TLR4 decreased. Concurrently, 
the percentage of mucosal cells that do not have TLRs increased significantly in oral pathology. Thus, the study of TLR2 – and 
TLR4-expression on buccal epithelial cells is a more representative test in assessing the severity of the inflammatory process in 
chronic periodontitis than determining the level of natural colonization.

K e y  w o r d s :  toll-like receptors; TLRs natural microbial colonization; buccal epithelial cells; periodontitis.
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Введение. Болезни пародонта широко представле-
ны среди воспалительных заболеваний полости рта 
[1,2]. Известно, что пародонтит – заболевание воспа-
лительно-деструктивного характера [2]. Длительное 
присутствие пародонтопатогенных микроорганизмов в 
десневой борозде стимулирует и поддерживает воспа-
лительный процесс. При этом вовлекаются клеточные 
и гуморальные факторы иммунитета, что способствует 
разрушению эпителия и соединительнотканной струк-
туры пародонта, а также усиливает резорбцию костной 
ткани [3,4].

Взаимодействие пародонтопатогенов с эпителиаль-
ными клетками слизистых оболочек рта является пер-
вым этапом развития пародонтита [2]. Развитие патоло-
гического процесса влияет на функции эпителиоцитов 
[5], в частности, на их способность взаимодействовать с 
представителями микробиоценоза. Поэтому, естествен-
ная колонизация нормальной микробиоты полости рта 
на буккальных клетках, отражающая способность эпи-
телиоцитов к микробной адгезии, является чувствитель-
ным индикатором различных патологических состоя-
ний, как местного, так и системного уровня, в частно-
сти, при хроническом пародонтите [6].

Способность эпителиоцитов распознавать молеку-
лярные структуры патогенов осуществляется особым 
классом клеточных рецепторов – toll-подобными рецеп-
торами (TLRs) [7,8]. Различные варианты TLRs нацелены 
на распознавание определенных молекулярных мотивов–
PAMPs (pathogen-associated molecular pattern) бактериаль-
ного, грибкового, вирусного или иного происхождения 
[9]. При этом для эпителиоцитов слизистых оболочек 
наиболее значимую роль играют TLR2 и TLR4 [10,11].

В зависимости от типа и продолжительности TLR-
зависимого воздействия микробных компонентов на 
эпителиоциты, наблюдается различный спектр и уро-
вень продукции медиаторов воспаления, что определяет 
характер и интенсивность TLR- опосредуемого иммун-
ного ответа [12,13].

Наличие toll-подобных рецепторов и их генов у кле-
ток слизистых оболочек можно оценивать при помощи 
различных методов, например, иммуногистохимии и 
ПЦР [5]. Для выполнения настоящей работы нами был 
разработан оригинальный способ оценки экспрессии 
TLRs на поверхности буккальных эпителиоцитов мето-
дом проточной цитофлуориметрии.

Цель исследования – сравнительная оценка рецеп-
тор-зависимых реакций буккальных эпителиоцитов при 

пародонтите, основанная на определении способности 
мукозальных клеток к экспрессии toll-подобных рецеп-
торов (TLR2 и TLR4) и уровня адгезии нормальной ми-
кробиоты (естественная колонизация) полости рта.

Материал и методы. Исследовали буккальные эпи-
телиоциты, полученные от здоровых некурящих доно-
ров ( n=14 ) и больных пародонтитом (n=15) (мужчины 
и женщины 21-38 лет). Клетки собирали с внутренней 
поверхности щеки с утра, натощак, дважды отмывали 
(40g, 5 мин) забуференным физиологическим раствором 
(ЗФР) и подготавливали взвесь с концентрацией 108кл/
мл. Концентрацию эпителиоцитов определяли на денси-
тометре DEN-1 (ООО «Biosan», Латвия) путем измере-
ния оптической плотности суспензии. 

Уровень естественной (микробной) колонизации 
оценивали путем подсчёта количества бактериальных 
клеток, адгезированных на эпителиоците. Мазки гото-
вили из взвеси буккальных эпителиоцитов, фиксирова-
ли метанолом (10 мин) и окрашивали 0,25% водным рас-
твором азура А (“Sigma”, США). Индекс естественной 
колонизации оценивали по числу бактериальных клеток 
в пересчёте на один эпителиоцит (бакт/эп). Учитывали 
средний уровень микробной колонизации после подсче-
та 100 эпителиоцитов.

Жизнеспособность и уровень экспрессии toll-
подобных рецепторов буккальных эпителиоцитов опре-
деляли на проточном цитофлюориметре BD FACS Canto 
II SystemwithFluidicsCart (6-color, blue/red, USA) по соб-
ственной оригинальной методике [14].

Эксперименты каждой серии ставили в трех повто-
рах. Результаты обрабатывали с помощью компьютер-
ной программы FacsDiva 4.1. и вычисляли в процентах, 
как отношение числа буккальных эпителиоцитов, экс-
прессирующих на своей поверхности TLR2 и/или TLR4 
к общему количеству жизнеспособных клеток в попу-
ляции. 

Статистическую обработку проводили с использова-
нием компьютерных программ Stadia и Excel. Определя-
ли среднее арифметическое (М) и стандартную ошибку 
среднего арифметического (m). Применяли критерий 
Стьюдента, статистически достоверными различиями 
между выборками считали уровень значимости р<0,05. 
Если распределение данных в выборках не могло харак-
теризоваться как нормальное, использовали критерий 
Манна-Уитни и рассчитывали медиану показателя (Me). 
Силу корреляционной связи определяли по значению 
коэффициента ранговой корреляции Спирмена (r s.): ни-
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же 0,3 считали слабой, от 0,3 до 0,7 – средней и от 0,7 до 
1,0 – сильной.

Результаты. Жизнеспособность эпителиальных 
клеток полости рта, полученных от больных с воспале-
нием пародонта, не отличалась от соответствующего по-
казателя у здоровых людей. Так, процент живых клеток 
в пуле мукозальных эпителиоцитов у больных с паро-
донтитом составлял 99,7±0,2, а у здоровых пациентов – 
99,1±0,5 (р>0,05).

Уровень естественной колонизации буккальных эпи-
телиоцитов при пародонтите составлял 36,4± 27,1 бакт/
эп, что было несколько больше, чем у здоровых людей 
– 14,3 ± 8,9 бакт/эп (р>0,05).При этом медиана показате-
ля естественной колонизации у больных соответственно 
выше, чем у здоровых (Ме = 31,7 и Ме = 15,3).

На следующем этапе исследовали экспрессию TLR2 
и TLR4 на поверхности буккальных эпителиоцитов, ко-
торую оценивали только среди жизнеспособных клеток 
пула. В общей популяции эпителиоцитов определяли 
процент (долю) клеток, принадлежащих к следующим 
субпопуляциям: 

1) экспрессирующие только TLR2; 
2) экспрессирующие только TLR4;
3) экспрессирующие одновременно TLR2 и TLR4 

(TLR2/4-позитивные клетки); 
4) TLR2-субпопуляция/TLR2-позитивные клетки – 

общее количество клеток, способных экспрессировать 
TLR2 (сумма субпопуляций 1 и 3);

5) TLR4-субпопуляция/TLR4-позитивные клетки – 
общее количество клеток, способных экспрессировать 
TLR4 (сумма субпопуляций 2 и 3);

6) TLR2/4-негативные клетки – группа клеток, не экс-
прессирующие ни одного вышеуказанного рецептора.

Было отмечено, что на фоне патологического процес-
са – хронического пародонтита – наблюдали значитель-
ные изменения уровня экспрессии TLR2 и TLR4 среди 
эпителиоцитов, при этом сдвиг в субпопуляцииTLR2-
позитивных эпителиоцитов был наиболее выражен. 
Среди здоровых доноров процент буккальных эпители-
оцитов, имеющих TLR2, был небольшим: чуть более, 
чем 1/10 от общей популяции, а процент эпителиоцитов, 
способных экспрессировать TLR4 был изначально до-
вольно высок – более 3/4 популяции.

Количество эпителиоцитов, экспрессирующих TLR2 
у больных с хроническим пародонтитом увеличивалось 
в 2,5 ± 0,2 (р<0,05), а TLR4 – уменьшалось в 1,4 ± 0,1 
раза (р<0,05).Также увеличивалось общее число клеток, 
не экспрессирующих ни один из указанных рецепторов 
в 1,8± 0,2 раза (р< 0,05) (см. таблицу). Анализ данных 
показал отсутствие корреляции между изменениями в 
активности адгезивного рецепторного аппарата эпите-

лиоцитов (уровень естественной колонизации) и измене-
ниями экспрессии TLR2 и TLR4 на буккальных клетках 
при пародонтите (rs= 0,22 и rs = -0,17 соответственно).

Обсуждение. При расчете показателя централь-
ной тенденции – медианы – было выявлено, что вос-
паление пародонта усиливает адгезивные свойства 
эпителия полости рта, что выражается в повышении 
уровня естественной микробной колонизации буккаль-
ных клеток у большинства пациентов (р>0,05). В то 
же время, способность мукозальных эпителиоцитов 
экспрессироватьTLR2 и TLR4 при пародонтите изме-
нялась очень существенно: достоверно увеличивалось 
количество TLR2-позитивных клеток (р<0,05) и снижа-
лось количество TLR4-позитивных клеток в популяции 
(р<0,05). При этом, изменения адгезивной активности 
эпителиальных клеток и их способности к экспрессии 
различных TLRs не имели корреляции. 

Изменение уровня экспрессии TLR2 и TLR4 на клет-
ках могло быть, предположительно, связано со следу-
ющими событиями. В норме, у эпителиальных клеток 
полости рта сравнительно низкая экспрессия гена, от-
ветственного за синтез TLR2. При пародонтите, меди-
аторы воспаления и антигены пародонтопатогенных 
микроорганизмов активируют эпителиальные клетки, 
что вызывает усиление экспрессии TLR2 и соответ-
ствующее увеличение общего числа TLR2-позитивных 
эпителиоцитов. В то же время, экспрессия гена TLR4 у 
мукозальных эпителиоцитов, в норме, довольно высока. 
Дополнительная стимуляция клеток в ходе воспаления 
может привести к синтезу избыточного количества ре-
цепторов и их последующего шеддинга (сбрасывания) с 
поверхности клеток, что характеризуется в уменьшении 
процента TLR4 – позитивных эпителиоцитов в популя-
ции. Таким образом, изменение пейзажа TLR2 и TLR4 
на поверхности клеток является отражением способно-
сти клетки отвечать на стимулы. На потерю мембранных 
рецепторов TLRs эпителиоцитами при пародонтите ука-
зывает также и то, что количество TLR2/4-негативных 
клеток (не способных экспрессировать данные TLRs) 
резко увеличивается при патологии, причем за счет суб-
популяций, ранее способных к экспрессии данных ре-
цепторов. Это показывает, что при воспалении возраста-
ет пул «функционально старых» (ареактивных) клеток, 
не способных более отвечать на стимулы. Таким обра-
зом, исследование эпителиоцитов, экспрессирующих 
TLR2 и/илиTLR4 позволяет оценить функциональное 
состояние клеток слизистых оболочек, а также влияние 
на них воспалительного процесса, в частности при хро-
ническом пародонтите.

Таким, образом, было проведено сравнении двух спо-
собов оценки функционального состояния мукозальных 

Процент эпителиальных клеток в популяции, способных к экспрессии TLR2, TLR4  
среди здоровых людей и при пародонтите полости рта

Показатели
Субпопуляции эпителиоцитов

Доля субпопуляции клеток в общей популяции эпителиоцитов, % Кратность изменения субпопу-
ляции клеток (количество раз)Здоровые доноры (контроль) Пациенты с пародонтитом

TLR2- субпопуляция:  общее количество 
клеток, способных экспрессировать TLR2

11,8 ± 5,2 29,3 ±10,3*  ↑ 2,5 ±0,2*↑

TLR4- субпопуляция:  общее количество 
клеток, способных экспрессировать TLR4

75,6 ± 15,5 54,1 ±17,3*  ↓ 1,4 ± 0,1*↓

TLR2/4-негативные  клетки 24,1 ± 4,1 44,0 ± 4,7*  ↑ 1,8± 0,2*↑
П р и м е ч а н и е . *-   достоверность различий относительно здоровых доноров (р<0,05). ↑ –  увеличение показателя относительно здоро-

вых доноров, ↓ –  снижение показателя относительно здоровых доноров.



648

RUSSIAN CLINICAL LABORATORY DIAGNOSTICS. 2020; 65(10)
DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2020-65-10-645-648

MICROBIOLOGY

клеток при хроническом пародонтите. Было отмечено, 
что, по данным исследования естественной колонизации, 
изменение активности адгезивного аппарата эпителио-
цитов, участвующего в рецептор-зависимых взаимодей-
ствиях с нормальной микробиотой, было незначитель-
ным (р>0,05), хотя и имело тенденцию к увеличению.  
В то же время, изменение экспрессии TLR-2 и TLR-4 на 
эпителиальных клетках всегда было статистически-зна-
чимым (р<0,05), что делает данный способ определения 
функционального состояния эпителиоцитов при воспале-
нии полости рта более предпочтительным.

Выводы:
1. Уровень естественной колонизации эпителиоци-

тов у большинства пациентов с хроническим пародон-
титом увеличивается по сравнению с тем же показате-
лем у здоровых.

2. При пародонтите существенно меняется соотно-
шение эпителиальных клеток, способных к экспрессии 
TLR2 и TLR4. При этом процент клеток, экспрессирую-
щих TLR2, достоверно увеличивается, а TLR4 – умень-
шается; одновременно возрастает число буккальных 
эпителиоцитов, не имеющих TLR2 и TLR4. 

3. Определение экспрессии TLRs на буккальных 
эпителиоцитах является более чувствительным спосо-
бом оценки функционального состояния мукозальных 
клеток и микроб-зависимого воспаления в полости рта 
при пародонтите, чем исследование естественной ми-
кробной колонизации.

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсут-
ствии конфликта интересов.
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Микробные биоплёнки представляют разнородные, способные к движению и постоянно изменяющиеся сообщества 
микроорганизмов, нередко разных таксонов. Подходы к изучению и оценке действия антибиоплёночных препаратов, 
широко представленные сегодня, не позволяют адекватно оценить их эффекты, в то время как именно результаты из-
учения взаимодействия лекарственных препаратов с компонентами биоплёнки могут обеспечить как можно более пра-
вильный выбор стратегии терапии. Цель исследования – апробация нового способа морфологической оценки биоплёнки.  
Для формирования биоплёнок использован подход, когда предметное стекло располагали по отношению к чашке Петри 
под углом в 30о-45о, в пространство между чашкой Петри и предметным стеклом заливали взвесь тест-штаммов S. 
epidermidis в мясо-пептонном бульоне. Рядом с предметным стеклом укладывали стерильный ватный тампон, смочен-
ный дистиллированной водой, для создания оптимальной влажности. Система помещалась в термостат на 24 часа.  
Cформированные плёнки исследовались под микроскопом при помощи видеоокуляра DCM 310 и программы Scope photo 
x86, 3.1.312., позволяющей провести полное морфометрическое исследование плёнки: выделить слои, каналы, полости, 
произвести замеры с последующим сохранением результатов на электронном носителе в формате файлов jpg. При 
микроскопии окрашенного препарата установлено, что биоплёнка имеет слоистое строение. В каждом изображении, 
полученном с помощью видеоокуляра, можно дифференцировать 4 слоя. От границы двух сред кнутри: слой фрагмен-
тации, плотный слой, слой матриксного вещества, слой персистеров. Через всю толщу биоплёнки наблюдаются каналы 
разного диаметра (от 10 до 24 мкм). Использованный подход позволяет визуализировать и оценить структуру микроб-
ной биоплёнки, измерить толщину слоёв и диаметры каналов. Способ может быть использован для изучения действия 
антимикробных препаратов на бактериальные пленки.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  микробные биоплёнки; структура; морфологические особенности; S. Epidermidis; метод.
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Stepanov M. S., Godovalov A. P., Kobzarenko E. E., Fadeeva M. V., Gyr E. A.
A NEW APPROACH FOR THE STUDY OF THE MORPHOLOGICAL STRUCTURE OF MICROBAL BIOFILMS
E.A. Vagner Perm State Medical University, Russian Federation
Microbial biofilms are heterogeneous, moving and constantly changing communities of microorganisms, often of various 
taxons. Approaches to study and assessment anti-biofilm drugs widely available today do not adequately assess their effects, 
while the results of studying the interaction of drugs with components of the film composition can provide them the right 
choice. The aim of investigation was to test a new method of morphological evaluation of biofilms. To form biofilms, we 
used an approach when the slide was placed at an angle of 30o-45o relatively to the Petri dish, and a suspension of test 
strains S. epidermidis in peptone broth was poured into the space between the Petri dish and the slide. A sterile cotton 
swab moistened with distilled water was placed next to the glass slide to create optimal humidity. The system was placed 
in a thermostat for 24 hours. The formed films were examined under a microscope using the DCM 310 video eyepiece and 
the Scope photo x86,3.1.312 program that allowed to conduct a complete morphometric study of the film: select layers, 
channels, cavities and make measurements, and then save the results on electronic media in jpg file format. Microscopy of 
the stained slides revealed that the biofilm has a layered structure. In each image obtained using a video eyepiece, it was 
possible to differentiate 4 layers. From the border of the two media to the inside: the fragmentation layer, the dense layer, 
the matrix substance layer, and the last one – the persistence layer. Channels of different diameters (from 10 to 24 microns) 
are observed across the entire thickness of the biofilm. Thus, used approach allows us to visualize and evaluate the structure 
of microbial biofilm, measure the thickness of layers and channel diameters. In addition, this method can be used to study 
the effect of antimicrobial drugs on bacterial films.
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Введение. Микробные биоплёнки представляют раз-
нородные, способные к движению и постоянно изменя-
ющиеся сообщества микроорганизмов, нередко разных 
таксонов. Состав биоплёнки можно разделить на две ча-
сти: клеточную и матрикс, способный защитить микро-
организмы от неблагоприятных факторов, действующих 
на биоплёнки, в том числе от эффекторов иммунитета и 
антимикробных средств [1, 2]. Проведено много иссле-
дований, раскрывающих роль различных компонентов 
биоплёнки и их функции. Исследован состав матрикса, 
биоплёнкообразование в условиях живого организма, 
действие факторов физической и химической природы 
на биоплёнки [3, 4]. Многие аспекты жизнедеятельно-
сти микробного сообщества в виде биоплёнки остаются 
нераскрытыми. Существующие методы визуализации 
биоплёнок не позволяют дифференцировать компонен-
ты их состава, так как используемые красители спо-
собны формировать комплексы, как с внутриклеточны-
ми, так и с внеклеточными структурами. Ввиду этого, 
невозможно точно определить субстрат окрашивания. 
Подходы по изучению и оценке антибиоплёночных пре-
паратов [5-7], широко представленные сегодня, не по-
зволяют достаточно адекватно оценить их эффекты, в то 
время как именно результаты изучения взаимодействия 
лекарственных препаратов с компонентами плёночного 
состава могут обеспечивать их правильный выбор [8, 9].

Цель исследования – апробация нового способа мор-
фологической оценки биоплёнки.

Материал и методы. Для формирования биоплёнок 
использован подход, когда предметное стекло распола-
гали по отношению к чашке Петри под углом в 30о-45о, 
в пространство между чашкой Петри и предметным сте-
клом заливали взвесь тест-штаммов S. epidermidis АТСС 
28922 в мясо-пептонном бульоне (МПБ). Создается раз-
деление сред «жидкость-воздух», что приближается к 
идеальным условиям для формирования биоплёнки. Ря-
дом с предметным стеклом укладывали стерильный ват-
ный тампон, смоченный дистиллированной водой, для 
создания оптимальной влажности. Система помещалась 
в термостат на 24 часа. После 24-часовой инкубации 
стекло извлекали и промывали забуференным физиоло-
гическим раствором и после непродолжительного под-
сушивания фиксировали в пламени спиртовки с после-
дующей окраской по методу Грама. Cформированные 
биоплёнки исследовались под микроскопом при помо-
щи видеоокуляра DCM 310 и программы Scope photo 
x86, 3.1.312., позволяющей провести полное морфо-
метрическое исследование биоплёнки: выделить слои, 
каналы, полости, произвести замеры с последующим 
сохранением результатов на электронном носителе в 
формате файлов jpg [10].

Результаты. При микроскопии окрашенного препа-
рата установлено, что биоплёнка имеет слоистое стро-
ение. В каждом изображении, полученном с помощью 
видеоокуляра, можно дифференцировать 4 слоя (см. 
рисунок, а). Они отличаются по размеру, густоте засе-
ления микроорганизмами и содержанию матриксного 
вещества. Данные особенности морфологии слоёв по-

зволили обозначить их. От границы двух сред кнутри: 
слой фрагментации, плотный слой, слой матриксного 
вещества, слой персистеров. Через всю толщу биоплён-
ки наблюдаются каналы разного диаметра (от 10 до 24 
мкм). Самый первый слой, наружный (193±20 мкм), об-
разовавшийся на границе двух сред, имеет интенсивную 
окраску по Граму, содержит большое количество микро-
организмов, находящихся в состоянии покидания мате-
ринской биоплёнки. Этот слой объясняет стадию фраг-
ментации в морфо- и патогенезе биоплёнкообразования, 
он содержит микрочастицы, готовые к отрыву и коло-
низации новых сайтов. Следующий слой – плотный, 
значительно больше первого (269±41 мкм; p<0,05 к раз-
меру наружного слоя), здесь находится основная масса 
микроорганизмов, принимающих участие в метаболиз-
ме, построении и фрагментации биоплёнки. Эта зона 
является основным местом обитания микроорганизмов. 
Биоплёнка – открытая формация, взаимодействующая с 
окружающей средой [11]. Все продукты жизнедеятель-
ности и токсины сбрасываются через пронизывающую 
биоплёнку систему каналов и цистерн, предназначен-
ных для запасания каких-либо полезных веществ и уда-
ления продуктов обмена биоплёнок [12]. В ряде случаев 
система каналов и цистерн делит этот слой на равные 
части (см. рисунок, б). Предпоследним слоем является 
слой матриксного вещества (508±50 мкм; p<0,05 при 
сравнении с размерами предыдущих слоев), содержа-
щий лишь единичные вкрапления микроорганизмов 
на большом протяжении. Предполагается, что данный 
слой ответственен за сохранение и существование бак-
терий-персистеров и является хранилищем питательных 
веществ. Последний слой составляют сами клетки-пер-
систеры, имеющие слабую приверженность к окраске, 
представляющие резерв микробной популяции, реали-
зующийся в неблагоприятных для биоплёнки условиях.

Обсуждение. Располагаясь в организме или на абио-
тических объектах, биоплёнка имеет трёхмерную струк-
туру, которую ограничивают лишь резкие границы из-
менения факторов (например, разделение двух сред). 
Существует много методов визуализации биоплёнок, 
среди которых широко применяемым является способ 
G. O’Toole [13], использующий плоскодонный иммуно-
логический планшет. В этом случае биоплёнка образует-
ся в лунке планшета, и при визуализации её с помощью 
микроскопа будет представлять напластования слоёв без 
возможности дифференциации. Представленный в экс-
перименте способ позволяет увидеть биоплёнку на про-
тяжении предметного стекла от начала накопления био-
массы до границы воздуха. Метод не позволяет увидеть 
трёхмерную структуру пленки, но даёт яркую картину 
среза, проецированного на исследуемое стекло. Преиму-
щество метода заключается в том, что он удобен для окра-
шивания любым способом, позволяющим выделить суб-
страт каждого слоя биоплёнки, сформированного тем или 
иным микроорганизмом, что в последующем поможет 
судить о биохимическом составе исследуемой формации.

Заключение. Использованный подход позволяет 
визуализировать и оценить структуру микробной био-
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плёнки, измерить толщину слоёв и диаметры каналов. 
Способ может быть применён для изучения действия 
антимикробных препаратов на бактериальные плёнки.
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МОДЕЛИРОВАНИЕ БАКТЕРИАЛЬНЫХ БИОПЛЕНОК И ОЦЕНКА ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТИ 
ВОЗБУДИТЕЛЕЙ ИНФЕКЦИЙ, СВЯЗАННЫХ С ОКАЗАНИЕМ МЕДИЦИНСКОЙ ПОМОЩИ, 
К ДЕЗИНФИЦИРУЮЩЕМУ СРЕДСТВУ СЕКУСЕПТ АКТИВ
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Изучено действие дезинфицирующего средства Секусепт актив (ДС СА), препарата на основе надуксусной кислоты, 
на штаммы микроорганизмов, выделенных от пациентов с тяжёлыми инфекционными заболеваниями, находившихся 
на лечении в детском многопрофильном стационаре регионального уровня. При идентификации культуры отнесены к 
грамотрицательным неферментирующим бактериям (НГОБ) (22 штамма), семейству Enterobacteriaceae (18 штам-
мов), к бациллам – 3 штамма. Биоцидную активность ДС СА оценивали по степени ингибирования роста бактерий, 
находящихся в планктонной форме и в биоплёнке (БП) (на плоскодонном пластиковом иммунологическом планшете). 
Способностью образовывать БП обладали все исследуемые штаммы, большая их часть (67,4%) формировала уме-
ренно выраженные БП, особенно выраженный коэффициент биоплёнкообразования имели НГОБ. Выбранные кон-
центрации ДС СА подавляли рост планктонных клеток, способность ДС препятствовать образованию БП зависела 
от концентрации (наиболее эффективны концентрации 0,8 и 3,0%). Чувствительность к воздействию ДС культур, 
находящихся в зрелых БП, значимо ниже, особенно устойчивы к такому влиянию БП, сформированные НГОБ и пред-
ставителями сем. Enterobacteriaceae. Подтверждена важность тестирования эффективности биоцидов не только 
в соответствии со стандартными методиками, разработанными для микроорганизмов, находящихся в планктонной 
форме, но и в отношении БП.
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медицинской помощи (ИСМП); планктонные бактерии; биоплёнки.
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SIMULATION OF BACTERIAL BIOFILMS AND ESTIMATION OF THE SENSITIVITY OF HEALTHCARE-
ASSOCIATED INFECTION PATHOGENS TO BACTERICIDE SEKUSEPT ACTIVE
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The effect of bactericide Sekusept active (B SA), a peracetic acid-based preparation, on microbial strains, isolated from 
patients with severe infectious diseases who were treated in a regional children’s multi-specialty hospital, was studied. 
Based on the biochemical identification, the strains were classified as gram-negative non-fermenting bacteria (22 strains), 
Enterobacteriaceae family (18 strains), and bacilli – 3 strains. The biocidal activity of B SA was evaluated by the degree of 
inhibition of the growth of bacterial cells, existing in the planktonic form and in the form of biofilm (on a flat-bottomed plastic 
immunological tablet). It was shown that all the studied strains had the ability to biofilm formation, most of them (67,4%) 
formed moderately pronounced biofilms, and non-fermenting bacteria had a particularly pronounced coefficient of biofilm 
formation. The selected concentrations of B CA inhibited the growth of planktonic cells, and the ability of bactericide to prevent 
the formation of biofilms depended on the concentration (the most effective concentrations were 0,8 and 3,0%). Sensitivity of 
the strains existed in the aged biofilm to the bactericide was significantly lower, especially resistant to this effect were biofilms 
formed by non-fermenting bacteria and representatives of fam. Enterobacteriaceae. Our results confirm the importance of 
testing the effectiveness of biocides not only in accordance with standard methods developed for microorganisms in planktonic 
form, but also for biofilms.
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Введение. Инфекции, связанные с оказанием меди-
цинской помощи (ИСМП), остаются глобальной ми-
ровой проблемой в силу широкого распространения, 
негативных последствий для здоровья пациентов, пер-
сонала медицинских учреждений и экономики государ-
ства [1-3]. Ежегодно в России регистрируется до 30 тыс. 
случаев ИСМП (официальная статистика), по мнению 
экспертов, эта величина достигает 2 млн. При этом дли-
тельность госпитализации пациентов с ИСМП возрас-
тает трёхкратно, риск летального исхода – от 4 до 15 раз. 
Предполагают, что к 2050 г. число больных ИСМП до-
стигнет 10 млн человек [2].

Наиболее тяжёлые формы ИСМП вызывают госпи-
тальные штаммы, обладающие полирезистентностью к 
антимикробным препаратам (АМП). Инфекции, вызван-
ные устойчивыми к АМП возбудителями, часто нивели-
руют не только результаты лечения в отделениях общего 
профиля и интенсивной терапии, но и результаты доро-
гостоящих высокотехнологичных и жизненно важных 
вмешательств [4].

Множественная резистентность госпитальной ми-
крофлоры к АМП, в том числе к антисептикам и де-
зинфектантам, обусловлена преимущественным её 
существованием в виде биоплёночных сообществ и 
микробных консорциумов, способных колонизировать 
организм пациента, адгезироваться на инвазивных ме-
дицинских изделиях [5].

Одним из приоритетных направлений профилак-
тики ИСМП является совершенствование микробио-
логического мониторинга возбудителей ИСМП, в т. ч. 
повышение эффективности дезинфекционных меро-
приятий, которые относятся к ключевым направлениям 
эпидемического надзора при ИСМП. Данное направле-
ние включает (наряду с другими аспектами) разработку 
методик определения чувствительности / устойчивости 
госпитальных штаммов микроорганизмов к дезинфи-
цирующим средствам (ДС), т. к. многие методические 
вопросы проведения мониторинга устойчивости к ДС 
по-прежнему остаются актуальными. Разработаны ме-
тодические указания МУ 3.5.1.3439-17 «Оценка чувстви-
тельности к дезинфицирующим средствам микроорга-
низмов, циркулирующих в медицинских организациях» 
(утв. 13.03.2017). Указанные МУ распространяются на 
микроорганизмы, находящиеся в планктонной форме1. 
В составе биоплёнок (БП) клетки значительно более 
устойчивы к воздействию неблагоприятных факторов 
физической, химической, биологической природы, в т. 
ч. АМП [6-8].

Результаты тестирования ДС на планктонных клет-
ках не могут быть экстраполированы для прогнозирова-

ния эффективности ДС в отношении бактериальных БП 
[9,10]. Отсутствует быстрый воспроизводимый метод 
оценки эффективности АМП и ДС по отношению к БП. 
Исследований, направленных на изучение чувствитель-
ности бактериальных БП к ДС и АМП недостаточно [11-
13].

Одним из высокоэффективных средств для дезин-
фекции, очистки и стерилизации медицинского обору-
дования является ДС Секусепт актив (ДС СА), содержа-
щее в качестве активного компонента надуксусную кис-
лоту, относящееся к кислородсодержащей группе. ДС 
СА оказывает антимикробный эффект, разрушая клето-
ки грамположительных и грамотрицательных бактерий. 
Эффективен в отношении микобактерий туберкулёза, 
оказывает спороцидное действие. По степени воздей-
ствия на организм по ГОСТ 12.1.007-76 относится к 3 и 
4 классу умеренно и малоопасных веществ [14].

Цель исследования – сравнительная оценка чувстви-
тельности возбудителей ИСМП, находящихся в план-
ктонной и биоплёночной форме, к дезинфицирующему 
средству Секусепт актив.

Материал и методы. Штаммы микроорганизмов. 
Штаммы получены от пациентов с тяжёлыми инфекци-
онными заболеваниями (сепсис, острый гематогенный 
остеомиелит, перитонит, пневмония) из отделений ре-
анимации и интенсивной терапии детского многопро-
фильного стационара регионального уровня (г. Иркутск) 
в период с января 2018 г. по декабрь 2019 г. Материал 
для исследования – кровь, мокрота, смывы с трахео-
бронхиального дерева, зев, раневое отделяемое, жид-
кость из брюшной полости. Идентификацию клиниче-
ских изолятов (43 штамма бактерий) осуществляли по 
морфологическим, тинкториальным, культуральным, 
биохимических свойств. Выделенные культуры относи-
лись к НГОБ (22 штамма) и сем. Enterobacteriaceae (18 
штаммов), к бациллам – 3 штамма.

Дезинфицирующее средство. Использовано кисло-
родсодержащее ДС СА производства компании «Эколаб 
Дойчленд ГмбХ» (Германия). Согласно инструкции про-
изводителя для дезинфекции и стерилизации инстру-
ментов медицинского назначения при бактериальных, 
вирусных инфекциях и кандидозе рекомендуются кон-
центрации 0,5; 1,0; 2,0%. Учитывая данные литературы 
о большей устойчивости БП к воздействию АМП и ДС 
по сравнению с планктонными формами, использованы 
более высокие концентрации ДС СА: 0,8; 1,5, 3,0%. Ука-
занные концентрации готовили в стерильной дистилли-
рованной воде при температуре 22-25ºС.

Подготовка культур. Способность культур образовы-
вать БП, ингибирование процесса биоплёнкообразования, 
деструкцию зрелой БП под действием ДС моделировали 
с помощью определения способности микроорганизмов 
к адгезии на поверхности 96-ти луночного стерильного 
плоскодонного пластикового иммунологического план-

 МУ 3.5.1.3439-17 «Оценка чувствительности в дезинфицирующим 
средствам микроорганизмов, циркулирующих в медицинских орга-
низациях» (утв. 13.03.2017)
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шета. Использовали суточную культуру бактерий в план-
ктонной форме, суспендированную в мясо-пептонном 
бульоне (МПБ). Стартовую концентрацию исследуемых 
культур доводили до одной оптической плотности (ОП), 
которая составила 0,200-0,300 единиц при длине волны 
492 нм, что эквивалентно 1,5x108 КОЕ/мл или 0,5 по 
McFarland. Тестируемые штаммы инокулировали в ко-
личестве 150 мкл в лунку планшета в 4-х повторностях. 
Контролем фона служил стерильный МПБ, так же вноси-
мый в 4-х повторностях по 150 мкл.

Ингибирование образования БП ДС. Для опреде-
ления способности ДС ингибировать образование БП 
в планшет с культурой вносили по 50 мкл ДС в тести-
руемых концентрациях, контролем служила стерильная 
вода. Планшеты культивировали во влажной камере в 
термостате в течение 48-ми час. По окончании срока ин-
кубации планктонные клетки удаляли из лунок пипети-
рованием, планшет трёхкратно промывали стерильной 
дистиллированной водой.

Окраска БП и определение ОП. В лунки добавляли 
150 мкл дистиллированной воды и 20 мкл 1% генциан-
виолета и инкубировали в течение 45 мин при комнатной 
температуре. Не связавшийся краситель удаляли путём 
трёхкратной отмывки дистиллированной водой. Затем в 
лунки добавляли по 200 мкл 95% этанола для экстракции 
связавшегося с биомассой красителя и измеряли ОП рас-
твора при длине волны 492 нм. Для контрольных лунок 
все действия аналогичны. Интенсивность окрашивания 
содержимого лунок соответствовала степени плёнкоо-

бразования. Количественным выражением активности 
образования БП служили значения ОП, измеряемые на 
микропланшетном фотометре STAT FAX®4300 (Aware-
ness Technology Inc, USA) [15,16].

Деструкция ДС зрелых БП. Для определения способ-
ности ДС разрушать зрелую БП из планшета с исследуе-
мыми культурами через 48 час инкубации удаляли план-
ктонные клетки, планшет трёхкратно промывали стериль-
ной дистиллированной водой и вносили в каждую лунку 
по 150 мкл стерильной воды и 50 мкл ДС в тестируемых 
концентрациях. В контрольные лунки вносили 150 мкл 
стерильной воды. Планшеты инкубировали 24 час. Даль-
нейший порядок действий аналогичен вышеизложенному.

Контроль биоплёнкообразования. Для определения 
контрольных значений биоплёнкообразования культу-
ра не подвергалась воздействию ДС. После 48-ми час 
инкубирования БП окрашивали по выше изложенной 
методике. Полученные в экспериментах значения ОП 
использовали для расчёта коэффициента биоплёнкоо-
бразования (КБП) и сравнивали между собой. 

Учёт результатов ОП. КБП рассчитывали после 
измерения ОП окрашенных лунок во всех планшетах 
как отношение А492эксп/А492контроль [17,18]. Контролем 
служила ОП стерильного МПБ. Результаты интерпре-
тировали следующим образом: при значениях КБП≤2 
единиц штаммы относили к слабообразующим БП; при 
КБП от 2 до 3,99 – штаммы обладали умеренной спо-
собностью к образованию БП; при КБП от 3,99 и выше 
– высокой способностью к образованию БП.

Влияние ДС СА на процессы ингибирования и де-
струкции БП определяли как отношение ОП БП, подверг-
шихся влиянию ДС, к ОП БП культур, не подвергавшимся 
влиянию ДС (БПинг или дестр/БПбез ДЗ) [19]. Для установления 
исходного уровня, превышение которого можно интерпре-
тировать как способность ДС ингибировать образование 
или разрушать уже сформированную БП использованы 
следующие показатели: <0,5 ДС ингибирует или разруша-
ет БП; от 0,5 до 0,7 – ДС слабо ингибирует или разрушает 
БП; от 0,7 и выше – ДС не ингибирует и не разрушает БП.

Прирост планктонных клеток в лунках планшета 
определяли по формуле: OПкон/OПнач, где OПкон – опти-
ческая плотность суспензии планктонных клеток бак-
терий через 48 ч культивирования, OПнач – исходная 

Т а б л и ц а  1
Исследованные микроорганизмы

Вид Количество штаммов
Klebsiella pneumoniae 13
Stenotrophomonas maltophilia 10
Pseudomonas aeruginosa 9
Serratia marcescens 3
Acinetobacter baumannii 3
Enterobacter cloacae 1
Escherichia coli 1
Bacillus spp. 3

Рис. 1. Среднее значение коэффициента биопленкообразования у разных видов возбудителей ИСМП. 
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плотность. Если показатель равен 1, прирост отсут-
ствует, от 1 до 2 – слабый, больше 2 прирост считается 
значительным [20].

Статистическая обработка данных произведена при 
помощи лицензионных прикладных программ «MS Excel 
for Windows». Вычислялись основные показатели пара-
метрических методов вариационной статистики (средняя 
арифметическая, достоверность полученных результа-
тов), непараметрические критерии оценки достоверности 
(критерий χ2, U-критерия Манна-Уитни). Критический 
уровень значимости (P) принят равным 0,05 [21].

Результаты. Клинические изоляты выделяли со 
слизистой оболочки зева и носа (39,5%), смывов с трахе-
обронхиального дерева и мокроты (30,2%), в 18,6% – из 
крови (табл. 1).

Способностью к биоплёнкообразованию обладали 
все исследуемые штаммы, при этом большая их часть 
(67,4%) формировала умеренно выраженные БП, высо-
кой и слабообразующей способностью образовывать БП 
обладали по 16,3% соответственно.

НГОБ (P. aeruginosa, A. baumannii, S. maltophilia) 
имели более выраженный КБП, чем энтеробактерии и 
бациллы (в среднем КБП НГОБ 3,64±1,29; энтеробакте-
рий 2,71±0,94; бацилл 1,95±0,38) (pис. 1).

При изучении роста микробной популяции без воз-
действия и под воздействием ДС установлено, что 
планктонные клетки возбудителей ИСМП обладают 
значительной скоростью роста, увеличивая за 48 час 
культивирования ОП более чем в два раза по сравнению 
с начальной (табл. 2). Выбранные концентрации ДС эф-

фективно подавляют рост планктонных клеток и толь-
ко 7% культур не чувствительны к концентрации 0,8% 
(р<0,001, см., табл. 2).

Способность ДС СА препятствовать образованию БП 
зависела от концентрации: самыми эффективными яв-
лялись концентрации 0,8 и 3%; соотношение БПинг/БПбез 

ДЗ <0,5 в 67,4 и 72% соответственно. Концентрация ДС 
1,5% меньше ингибировала образование БП – соотноше-
ние БПинг/БПбез ДЗ от 0,7 и выше в 32,6% случаев (табл. 3).

Чувствительность к воздействию ДС культур, на-
ходящихся в зрелых БП, значимо ниже, соотношение 
БПдестр/БПбез ДЗ  <0,5 менее, чем в 50% случаев, при этом 
наименее эффективна концентрация 0,8% (табл. 4).

КБП культур, пребывающих в зрелых БП значимо 
выше, чем у культур, подвергшихся воздействию ДС до 
начала формирования БП, не зависет от концентрации 
(UЭмп=483,5 для 3%; UЭмп=622,5 для 1,5%; UЭмп=322,5 для 
0,8%, p<0,01).

Проанализировано влияние ДС на КБП различных 
видов возбудителей ИСМП. ДС в концентрациях 0,8 и 
3% не разрушает зрелые БП НГОБ, КБП НГОБ в экс-
периментах по определению деструкции выше, чем 
при ингибировании (UЭмп=107,5 и 136 соответственно, 
p<0,01) (рис. 2). 

У энтеробактерий КБП зрелых БП выше при воздей-
ствии концентрации 0,8 и 3,0% (UЭмп=88 и 47, p<0,01), 
для бацилл значимой разницы не обнаружено (рис. 3).

Обсуждение. Способность к образованию БП воз-
будителями ИСМП является основным фактором выжи-
ваемости. Микроорганизмы, находящиеся внутри БП, 

Т а б л и ц а  2
Планктонные клетки культур, рост которых варьировал под действием ДС СА (абс./%)

Концентрация 
ДС СА (%) Отсутствие роста Слабый рост Значительный рост

0* 1 / 2,3 3 / 7,0 39 / 90,7
0,8 32 / 74,4 8 / 18,6 3 / 7,0
1,5 30 / 69,7 13 / 30,3 –
3,0 29 / 67,4 14 / 32,6 –

П р и м е ч а н и е . * – ДС СА подавляет рост планктонных клеток, разница значима между ОП до и после воздействия ДС (р<0,001).

Т а б л и ц а  3
Влияние ДС СА на образование БП (доля чувствительных биоплёнкообразующих культур, %)

Концентрация 
ДС СА, %

Соотношение БПинг/БПбез ДЗ

<0,5 от 0,5 до 0,7 0,7 и выше
0,8 67,4 23,3 9,3
1,5 55,8 11,6 32,6*
3,0 72 14,0 14,0

П р и м е ч а н и е . * – концентрация 1,5% не ингибирует биоплёнкообразование (χ2=4,17 между концентрациями 1,5 и 3%; χ2=7,03 между 
концентрациями 0,8 и 1,5%; p<0,05).

Т а б л и ц а  4
Влияние ДС СА на разрушение зрелой БП (доля чувствительных биоплёнкообразующих культур, %)

Концентрация 
ДС СА (%)

Соотношение БПдестр/БПбез ДЗ

<0,5 от 0,5 до 0,7 0,7 и выше
0,8 30,2 9,3 60,5*
1,5 34,9 20,9 44,2
3,0 41,9 20,9 37,2

П р и м е ч а н и е . * – концентрация 0,8% не разрушает зрелую биопленку (χ2=4,15 между концентрациями 3% и 0,8%; p<0,05).
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проявляют повышенную устойчивость к АМП и биоци-
дам и служат в качестве резервуара патогенов в больни-
це, вызывая высокий процент ИСМП [6,8].

Способностью формировать БП обладали все штам-
мы изученных возбудителей ИСМП, более 80% культур 
обладали высокой и умеренно выраженной способно-
стью к биоплёнкообразованию. Наибольший КБП име-
ли НГОБ, что является одной из причин их лидерства 
среди возбудителей ИСМП в РФ [22].

Обязательным атрибутом ДС, используемых в боль-
ничной среде, является их высокая биоцидная эффек-
тивность, конечным результатом воздействия ДС долж-
но являться полное уничтожение микроорганизмов на 
обрабатываемом объекте. Научные исследования по из-
учению эффективности действия препаратов биоцидов 
на бактерии в составе БП немногочисленны и фрагмен-
тарны [23,24], что тормозит разработку вопросов эпиде-
миологического надзора за ИСМП.

Рис. 3. Сравнение КБП при различном влиянии ДС СА на биопленки энтеробактерий. * – КБП от 2 до 4 значимо выше в зрелой 
БП для концентраций 0,8 и 3%; p<0,01).
1 – влияние ДС СА на образование БП (ингибирование); 2 – влияние ДС СА на разрушение БП (деструкция).

Рис. 2. Сравнение КБП при различном влиянии ДС СА на биопленки неферментирующих бактерий. * – КБП от 2 до 4 значимо 
выше в зрелой БП для концентраций 0,8 и 3,0%; p<0,01. 
1 – влияние ДС СА на образование БП (ингибирование); 2 – влияние ДС СА на разрушение БП (деструкция).
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Модифицирован планшетный метод определения 
чувствительности к ДС СА планктонных культур и БП 
микроорганизмов, возбудителей ИСМП. ДС выбранных 
концентраций вносили одновременно с суспензией кле-
ток для проверки эффективности воздействия на форми-
рующиеся БП, после удаления планктонных клеток для 
оценки способности разрушать ДС зрелые БП.

Показано, что ДС СА подавляет рост планктонных 
клеток, но не препятствует образованию БП, которое 
значительно при концентрации 1,5% у более 30% куль-
тур, концентрации 0,8 и 3% не эффективны в 9,3 и 14% 
случаев. Сохранение способности к биоплёнкообразова-
нию под воздействием ДС способствует селекции устой-
чивых микроорганизмов, поддерживая их длительную 
персистенцию во внутрибольничной среде [25].

Представляет интерес вопрос об эффективности ДС 
против патогенов ИСМП, уже сформировавших БП, 
прикреплённые к поверхности. Некоторые биоциды не-
эффективны против биоплёнкообразующих бактерий, 
их суббактерицидные концентрации индуцируют обра-
зование БП, тем самым поддерживая ИСМП [26,27].

Нами показано, что чувствительность к воздействию 
ДС клеток, находящихся в зрелых БП, значимо ниже, 
тестируемые концентрации ДС не разрушают БП у бо-
лее чем 60% культур, КБП выше, чем у культур, под-
вергшихся воздействию ДС до начала формирования 
БП. БП, образованные НГОБ и представителями сем. 
Enterobacteriaceae, более устойчивы к концентрациям 0,8 
и 3%, чем бациллы. Причины этого явления могут быть 
связаны, со структурой и физиологическими особенно-
стями самой БП (наличием внеклеточного полимерного 
матрикса, уменьшением проницаемости со снижением 
метаболизма клеток, ферментативной инактивацией био-
цидов, активацией эффлюксных систем), адаптацией бак-
терий к систематическому воздействию ДС, сопровожда-
ющейся фенотипическими изменениями клеток [24,28].

Заключение. Методические указания МУ 3.5.1.3439-
17 разработаны для микроорганизмов, находящихся в 
планктонном состоянии, без учёта их способности обра-
зовывать БП. Для достижения антимикробного эффекта 
в отношении микробных клеток в составе БП требуются 
более высокие концентрации ДС.

Исследования по действию ДС СА на возбудите-
лей ИСМП свидетельствуют о его активности в отно-
шении планктонных клеток и ингибирующем влиянии 
на образование этими штаммами БП. Это воздействие 
не полностью удаляет сформированные БП. Получен-
ные результаты подтверждают важность тестирования 
эффективности биоцидов не только в соответствии со 
стандартными указаниями, но и в отношении БП, что 
требует самостоятельных методических подходов и раз-
работки унифицированных методов.
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ВЕРИФИКАЦИЯ МОНО- И МИКСТ-ИНФИЦИРОВАННОСТИ ПЕРЕНОСЧИКОВ 
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На территории Приморского края нозоареалы возбудителей клещевых инфекций часто совпадают и приводят к микст-
инфицированию клещей, что служит причиной возникновения микст патологии у людей. Исследованы иксодовые клещи, 
снятые с людей в эпидемический сезон 2019 г., на спектр возбудителей трансмиссивных инфекций для выявления степени 
их моно- и микст-инфицированности. Исследован 651 экз. иксодовых клещей. РНК/ДНК возбудителей определено методом 
полимеразной цепной реакции (ПЦР), антиген ВКЭ – методом ИФА. Выявлено наличие в клещах возбудителей следующих 
заболеваний: ИКБ (35,3%), ВКЛ (11,3%) ГАЧ (2,6%), МЭЧ (2,4%), КВЭ (1,8%), КР (1,0%). Как возбудители моно-инфекций, 
вирус КЭ, эрлихии, анаплазмы, риккетсии встречались в клещах реже, чем в сочетании с другими патогенами. Обнаружена 
высокая частота встречаемости B. burgdorferi s. l. при моно-инфекции (58,7%). B. miyamotoi равномерно встречалась у 
клещей с моно- и микст-инфекциями. Общая микст-инфицированность клещей составила 23,1%. Во всех микст случаях 
выявлены боррелии. Варианты двойных комбинаций (95,5% случаев из всех микстов) следующие: B. burgdorferi s.l. + A. 
phagocytophilum, B. burgdorferi s.l. + E. chaffeensis / E. muris, B. burgdorferi s.l. + ВКЭ, B. burgdorferi s.l. + R. heilongjiangensis, 
B. burgdorferi s.l. + B. miyamotoi. Частым сочетанием была комбинация B. burgdorferi s.l. + B. miyamotoi (37,8% из всех мик-
стов). При тройном инфицировании B. burgdorferi s.l. + A. Phagocytophilum + ВКЭ и B. burgdorferi s.l. + A. phagocytophilum 
+ B. miyamotoi частота встречаемости для каждой комбинации составила 2,2%. Необходима комплексная лабораторная 
диагностика клещевых инфекций у лиц, обратившихся по поводу присасывания клеща, включающая детекцию всех возбуди-
телей распространённых на очаговых территориях.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  клещевые инфекции; иксодовые клещи; ПЦР; ИФА; микст-инфицированность.
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носчиков клещевых инфекций. Клиническая лабораторная диагностика. 2020; 65 (10): 659-664. DOI: http://dx.doi.
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VERIFICATION OF MONO- AND MIXED CONTAMINATIONS TRANSMITTING AGENTS TICK-BORNE 
INFECTIONS
Somov Institute of Epidemiology and Microbiology, 690087,Vladivostok, Russia
In the territory of the Primorsky region, the nosoareas of causative agents of tick-borne infections often coincide and lead to mixed infec-
tion of ticks, which causes the mixed pathology  in humans . We investigated ixodid ticks taken from people during the epidemic season of 
2019 for the spectrum of pathogens of transmissible infections to determine the degree of their mono- and mixed infection. 651 specimens 
of ixodid ticks investigated. RNA/DNA pathogens was determined by the method of polymerase chain reaction (PCR), TBEV antigen by 
ELISA. The presence in ticks of pathogens of the following diseases was  detected: Lyme borreliosis (35.3%), tick-borne replasing fever 
(11.3%), human granulocytic anaplasmosis (2.6%), human monocytic ehrlichiosis (2.4%), tick-borne encephalitis (1.8%), tick-borne 
ricketsiosis (1.0%). As agents of mono-infections, the virus of TBE, ehrlichia, anaplasma and rickettsia in ticks occurred less frequently 
than in combination with other pathogens. A high frequency of occurrence B. burgdorferi s.l. in mono-infection detected (58.7%). B. mi-
yamotoi has met evenly at ticks with mono- and mixed infections. Total mixed infection of ticks was 23.1%. Borrelia have been identified 
in all mixed cases. Variants of double combinations (95.5 % of cases from all mixed infections) were as follows: B. burgdorferi s. l. + A. 
phagocytophilum, B. burgdorferi s.l. + E. chaffeensis / E. muris, B. burgdorferi s.l. + TBEV, B. burgdorferi s.l. + R. heilongjiangensis, B. 
burgdorferi s.l. + B. miyamotoi. The most frequent combination was B. burgdorferi s.l. + B. miyamotoi (37.8% of all mixed infections). 
In triple infection of B. burgdorferi s.l. + A. phagocytophilum + TBEV and B. burgdorferi s.l. + A. phagocytophilum + B. miyamotoi, the 
frequency of occurrence for each combination was 2.2%. Given the above, a complex laboratory diagnosis of tick-borne infections in 
individuals who have been bitten by a tick is necessary, including the detection of all pathogens common in focal areas.
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Введение. Проблема клещевых инфекций при-
влекает внимание учёных и врачей разных специаль-
ностей. На территории Приморского края известно 
шесть трансмиссивных клещевых инфекций вирус-
ной и бактериальной этиологии. К возбудителям 
этих инфекций относят: вирус клещевого энцефали-
та (ВКЭ), риккетсии, боррелии (в том числе, Borrelia 
miyamotoi), эрлихии, анаплазмы [1]. Наличие общих 
переносчиков этих патогенов ведёт к возникновению 
сочетанных природных очагов клещевого вирусного 
энцефалита (КВЭ), иксодового клещевого боррели-
оза (ИКБ), клещевого риккетсиоза (КР), моноцитар-
ного эрлихиоза человека (МЭЧ), гранулоцитарного 
анаплазмоза человека (ГАЧ), возвратной клещевой 
лихорадки (ВКЛ) [2]. Сочетанность природных оча-
гов служит причиной микст-патологии у людей [3] 
и требует проведения более широких исследований 
проб клещей, снятых с людей, образцов клиническо-
го материала на весь спектр возбудителей клещевых 
инфекций. Выявление генетических маркёров с высо-
кими показателями аналитической надежности (точ-
ность, чувствительность, специфичность) обеспечи-
вают стандартизованные методы обнаружения ДНК/
РНК (ПЦР-диагностика) или антигенов (ИФА) возбу-
дителей выше указанных инфекций.

Цель работы – провести молекулярно-генетическую 
диагностику заражённости иксодовых клещей, снятых с 
людей на спектр трансмиссивных инфекций для выяв-
ления степени моно- и микст-инфицированности пере-
носчиков.

Материал и методы. Исследован 651 экземпляр 
присосавшихся иксодовых клещей, снятых с людей в 
эпидемический сезон 2019 г. на территории Приморско-
го края.

Антиген ВКЭ в гомогенатах клещей определён мето-
дом ИФА с использованием набора «ВектоВКЭ-антиген» 
(ЗАО «Вектор-Бест», Новосибирск) согласно инструкции 
производителя тест-системы. На наличие генетических 
маркёров ВКЭ, Borrelia burgdorferi sensu lato, Anaplasma 
phagocytophilum, Ehrlichia сhaffeensis / Ehrlichia muris, 
Rickettsia sibirica / Rickettsia heilongjiangensis, Borrelia 
miyamotoi материал исследован методом полимеразной 
цепной реакции в режиме реального времени (ПЦР-
РВ) с использованием наборов «АмплиСенс TBEV, B. 
burgdorferi s.l., A. phagocytophilum, E. chaffeensis / E. 
muris-FL» (ЦНИИ эпидемиологии, Москва), «РеалБест 
ДНК R. Sibirica / R. heilongjiangensis, ДНК B. miyamotoi» 
(АО «Вектор-Бест», Новосибирск) согласно инструкции 
производителей. Исследования проведены на амплифи-
каторе с флуоресцентной детекцией «ROTOR-GENE Q» 
(QIAGEN, Германия).

Достоверность различия средних величин оценено 
на основе критерия Стьюдента (t). Различия показателей 
считали статистически значимыми при p<0,05.

Результаты и обсуждение. По данным оператив-
ного мониторинга в 2019 г. зарегистрировано 6247 
случаев присасывания клещей (показатель обращаемо-
сти – 339,1 на 100 тыс. населения) на 30 администра-
тивных территориях края, что на 6,7% меньше, чем за 
аналогичный период 2018 г. (6733 обращений – пока-
затель обращаемости 363,6 на 100 тыс. населения) [4]. 
Малоснежная зима и большой охват территорий пожа-
рами оказали влияние на общую популяцию клещей, 
что привело к уменьшению случаев их нападения на 
человека.

Юг Дальнего Востока является высоко эндемичной 
территорией в отношении КВЭ, за последние десять лет 
картина изменилась: заболеваемость снизилась, случаи 
с летальным исходом стали единичными. В 2010 г. забо-
леваемость КВЭ составляла 2,9 на 100 тыс. населения, 
летальность 9,09% [5]. По данным Роспотребнадзора 
[4] в 2019 г. заболело 13 человек, что составило 0,68 на 
100 тыс. населения. Из них, у 12 (92,3%) заболевание 
КВЭ связано с присасыванием клеща, у 1 (7,7%) отме-
чен алиментарный путь заражения (употребление сы-
рого козьего молока). Случаев с летальным исходом не 
зарегистрировано.

Ведущее место в заболеваемости клещевыми инфек-
циями стали занимать иксодовые боррелиозы. На про-
тяжении последних 10 лет заболеваемость ИКБ в При-
морском крае колебалась от 5,7 (2014 г.) до 10,8 (2016 
г.) случаев на 100 тыс. населения, и значительно превы-
шала заболеваемость КВЭ [6]. К 2019 г. заболеваемость 
ИКБ снизилась до 4,36 на 100 тыс. населения. В числе 
прочих природно-очаговых инфекций в Приморском 
крае в эпидемический сезон 2019 г. зарегистрировано 90 
случаев (4,73 на 100 тыс. населения) КР.

C 2013 г. в России введена официальная регистра-
ция гранулоцитарного анаплазмоза и моноцитарного 
эрлихиоза человека. Заболеваемость ГАЧ регистриру-
ется в 11 регионах страны, варьирует от 0,09 до 2,8 на 
100 тыс. населения. Заболеваемость МЭЧ регистриру-
ют в 7 регионах РФ, варьирует от 0,04 до 2,8 на 100 
тыс. населения [7]. ГАЧ и МЭЧ чаще выявляют у паци-
ентов с микст-инфекцией (обычно в сочетании с КВЭ 
или ИКБ) [8]. ГАЧ и МЭЧ в патологии человека на тер-
ритории Приморского края занимают незначительное 
место. В 2019 г. случаев заболевания ГАЧ и МЭЧ не 
выявлено.

Первое обращение в связи с укусом клеща в 2019 
г. зарегистрировано 11 марта, последнее – 23 октября. 
Длительность сезона активности клещей, связанная с 
ранним весенним потеплением составила 227 дней, что 
на 2,5 нед. продолжительнее, чем в  предыдущие годы 
[9, 10].

Случаи присасывания клещей I. persulcatus у людей 
зарегистрированы в 91,2%, клещей родов Dermacentor и 
Haemaphysalis – в 2,8% и 6,0%. Для клещей I. persulcatus 
на территории Приморья характерна доминирующая 
численность и повышенная агрессивность по сравне-
нию с другими видами. Они являются основными пере-
носчиками всех клещевых инфекций [2, 11].

Из 651 экземпляра исследованных клещей, снятых 
с людей, 40,1% содержал возбудителей клещевых за-
болеваний. Чаще других из клещей выделены боррелии 
генокомплекса B. burgdorferi s.l. (35,3 %) и B. miyamotoi 
(11,3%). Суммарный показатель инфицированности 
всех клещей вирусом КЭ по данным ПЦР-РВ и ИФА со-
ставил 1,8%. Возбудители ГАЧ и МЭЧ детектированы в 
2,6% и 2,4% случаев. ДНК R. heilongjiangensis обнару-
жена в 4-х экз. клещей, что составило 1,0% от общей 
выборки (табл. 1).

Для клещей I. persulcatus характерно выявление 
методом ПЦР-РВ генетических маркёров вируса КЭ 
в 1,4% случаев, иксодового клещевого боррелиоза – в 
38,3%, МЭЧ – в 2,8%, ГАЧ – в 2,4%, КР – в 1,1% и ВКЛ 
– в 11,4%.

В клещах Haemaphysalis в 2-х случаях выявлена ДНК 
B. burgdorferi s.l. и B. miyamotoi, по 1 случаю – генетиче-
ские маркёры ВКЭ и A. phagocytophilum. В 2-х клещах 
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Dermacentor обнаружена РНК ВКЭ, других возбудите-
лей не детектировано (табл. 1).

Микст-заражённость иксодовых клещей различными 
возбудителями природно-очаговых заболеваний – нор-
мальное, естественное и широко распространённое яв-
ление. В качестве компонентов большинства природно-
очаговых экосистем одновременно выступают популя-
ции нескольких патогенных и/или условно-патогенных 
микроорганизмов [12, 13].

На территории Приморского края нозоареалы возбу-
дителей клещевых инфекций часто совпадают, что ведёт 
к наличию в клещах двойных и тройных комбинаций 
патогенов, что обуславливает возможность развития со-
четанной патологии у человека.

В природе одновременное инфицирование клеща 
двумя или тремя возбудителями возможно в процессе 
питания их на прокормителях [14]. Микст-заражённость 
клещей является достаточно частым событием и реги-
стрируется в 6,3-25,8% случаев [15, 16]. Тройные мик-
сты описываются, как достаточно редкое явление [17, 
18].

В нашем исследовании микст-инфицированность об-
наружена только у клещей I. persulcatus. Клещи родов 
Dermacentor и Haemaphysalis заражены возбудителями 
одного вида.

Проведён анализ распределения случаев моно- и 
микст-инфицированности клещей I. persulcatus различ-
ными возбудителями природно-очаговых инфекций.

Вирус КЭ в моно-варианте встречался в клещах в 2,8 
раза реже, чем в сочетании с другими патогенами. Часто-
та встречаемости возбудителей МЭЧ и ГАЧ при микст-
инфицированности в 1,7-2,6 раза выше, чем при моно-
инфекции. В отношении B. burgdorferi s.l. наблюдается 
обратная картина. Заражённость клещей B. burgdorferi s.l. 
в 3,9 раза выше при моно-инфекции. B. miyamotoi равно-
мерно встречалась у клещей с моно- и микст-инфекциями. 
Частым сочетанием была комбинация B. miyamotoi + B. 
burgdorferi s.l. (у 17 клещей из 19). R. heilongjiangensis 
в 1,0% случаев сочеталась с другими возбудителями и в 
0,3% случаев присутствовала в моно-варианте (табл. 2).

При распределении случаев внутри группы «мо-
но-инфекция» отмечено, что наиболее часто в кле-
щах встречалась B. burgdorferi s.l. (84,9%). Реже – B. 
miyamotoi (8,8%). Анаплазмы, эрлихии, вирус КЭ, рик-
кетсии в моно-варианте выявлялись редко (от 0,5% до 
2,9% случаев). Обнаружена высокая частота встречае-
мости этих возбудителей (от 3,3% до 20,6%) при микст-
инфицировании. B. burgdorferi s.l. при микст-заражении 
выявлялась в высоком проценте (47,8%) и присутствова-
ла во всех микстах (табл. 2).

Т а б л и ц а 1
Заражённость иксодовых клещей возбудителями трансмиссивных клещевых инфекций

Вид клеща n %

ИФА ПЦР-РВ

КВЭ КВЭ ИКБ МЭЧ ГАЧ КР ВКЛ

Количество исследованных клещей/положительные пробы/%

I. persulcatus
594 91,2

92/1/1,1 571/8/1,4
571/219/38,3 571/16/2,8 571/14/2,4 361/4/1,1 325/37/11,4

594/9/1,5

Haemaphysalis
39 6,0

9/0/0 38/1/2,6
38/2/5,3 38/0/0 38/1/2,6 18/0/0 14/2/14,2

39/1/2,5

D. silvarum
18 2,8

8/0/0 17/2/11,7
17/0/0 17/0/0 17/0/0 9/0/0 7/0/0

18/2/11,1

Всего
651 100

109/1/0,9 626/11/1,75
626/221/35,3 626/16/2,6 626/15/2,4 388/4/1,0 346/39/11,3

651/12/1,8

Т а б л и ц а  2
Распределение случаев инфицированности клещей I. persulcatus возбудителями клещевых инфекций (моно- и микст-инфекция)

Показатель
ПЦР-РВ

КВЭ ИКБ МЭЧ ГАЧ КР ВКЛ
абс. (%)

Моно-инфекция 2
(0,7±0,5%)1

175
(58,7±2,8%)3

6
(2.0±0,8%)1

4
(1,3±0,6%)2

1
(0,3±0,3%)4

18
(6,0±1,37%)4

Распределение случаев 
в группе «моно-инфек-
ция», n=206

1,0% 84,9% 2,9% 1,9% 0,5% 8,8%

Микст-инфекция 6
(2,0±0,8%)1

44
(14,7±2,0%)3

10
(3,4±1,0%)1

10
(3,4±1,0%)2

3
(1,0±0,6%)4

19
(6,4±1,4%)4

Распределение случаев 
в группе «микст-
инфекция», n=92

6,5% 47.8% 10.9% 10,9% 3,3% 20,6%

Всего случаев инфици-
рования

8 (2,7%) 219 (73,4%) 16 (5,4%) 14 (4,7%) 4 (1,3%) 37 (12,4%)
298

П р и м е ч а н и е . Достоверные значения при p<0,05 (1p=0,05; 2p=0,01; 3p=0,001; 4p>0,05).
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По мнению А. Н. Алексеева [19] происходит посте-
пенное замещение ВКЭ бактериальными патогенами 
(боррелии). Показано, что в организме клеща оба возбу-
дителя находятся в антагонистических взаимоотноше-
ниях: клещи, заражённые боррелиями, либо не воспри-
имчивы к вводимому парентерально высоковирулент-
ному штамму ВКЭ, либо в их организме репликация 
вируса тормозится.

Число микст-заражённых иксодовых клещей, от 
общего количества инфицированных – составило 45 
клещей (23,1%). Во всех микст случаях выявлены бор-
релии, что указывает на высокую частоту заражён-
ности данным возбудителем популяции иксодовых 
клещей Приморского края. Двойное инфицирование 
встречалось в 95,5% случаев из общего числа микстов, 
4,5% микст-инфицированных клещей содержали одно-
временно генетический материал трёх групп патоге-
нов. Варианты двойных комбинаций следующие: B. 
burgdorferi s.l. + A. phagocytophilum, B. burgdorferi s.l. 
+ E. chaffeensis / E. muris, B. burgdorferi s.l.+ ВКЭ, B. 
burgdorferi s.l. +R. heilongjiangensis, B. burgdorferi s.l.+ B. 
miyamotoi. Частое сочетание комбинация B. burgdorferi 
s.l. + B. miyamotoi (37,8% из всех микстов). При невы-
сокой встречаемости эрлихий (2,8 %) и анаплазм (2,4%) 
(табл. 1), доля клещей, одновременно заражённых B. 
burgdorferi s.l. + E. chaffeensis / E. muris и B. burgdorferi 
s.l. + A. phagocytophilum составила 22,2% и 17,8% от 
всех микст-инфекций. Это можно объяснить тем, что 
эти микробы занимают разные «экологические ниши» 
в организме клеща при внутриклеточном (анаплазмы, 
эрлихии) и внеклеточном (боррелии) паразитизме [12]. 
Часто описываемый в литературе [3, 20] вариант микст-
инфицирования B. burgdorferi s.l. + ВКЭ в наших ис-
следованиях, несмотря на низкую вирусофорность ик-
содовых клещей ВКЭ, отмечен в высоком проценте от 
общего количества микст случаев (11,1%). При тройном 
инфицировании (B. burgdorferi s.l. + A. phagocytophilum 
+ ВКЭ и B. burgdorferi s.l. + A. Phagocytophilum + B. 
miyamotoi) частота встречаемости для каждой комбина-
ции составила 2,2% (табл. 3).

Заключение. В Приморском крае за последние годы 
сложилась неблагополучная эпидемиологическая ситуа-
ция особенно в отношении боррелиозов. Инфицирован-
ность клещей боррелиями на данной территории имеет 

тенденцию к неуклонному росту [9, 10]. В природных 
очагах одновременно циркулируют два вида боррелий 
B. burgdorferi s.l. и B. miyamotoi. По данным литературы 
заражённость клещей B. miyamotoi значительно ниже, 
чем боррелиями комплекса B. burgdorferi s.l. [21]. В ряде 
регионов России показатель заражённости B. miyamotoi 
достигает 16% [22]. В Приморье по результатам иссле-
дования 2019 г. заражённость клещей B. miyamotoi со-
ставила 11,3%, B. burgdorferi s.l. – 35,3%, комбинацией 
этих возбудителей – 10,4%. Существенная недооценка 
клинико-эпидемиологических особенностей ВКЛ, вы-
зываемой B. miyamotoi, ведёт к отсутствию диагностики 
ВКЛ. Только своевременно проведённое обследование 
клещей и крови пациентов (в период бактериемии) в 
ПЦР позволяет верифицировать возбудителя ВКЛ [23]. 
Поскольку выявление антител методом иммунофер-
ментного анализа (ИФА) при ВКЛ недостаточно специ-
фично, т. к. возможно перекрестное реагирование анти-
тел с антигенами возбудителей комплекса B. burgdorferi 
s.l. [24], целесообразно определять B. miyamotoi в при-
сосавшихся клещах, что может облегчить дальнейшую 
диагностику ВКЛ.

Высокая частота встречаемости возбудителей при-
родно-очаговых инфекций в иксодовых клещах диктует 
необходимость проведения комплексной лабораторной 
диагностики этих заболеваний у лиц, обратившихся по 
поводу присасывания клеща, принимая во внимание де-
текцию не только известных, но и недавно выявленных 
возбудителей на очаговых территориях.
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