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Попова И.Г., Ситникова О.Г., Назаров С.Б., Садов Р.И., Панова И.А., Кузьменко Г.Н., Клычева М.М.,  
Веселкова Ю.Н.

ОЦЕНКА ОКИСЛИТЕЛЬНОГО СТРЕССА И АНТИОКСИДАНТНОЙ АКТИВНОСТИ 
У ЖЕНЩИН С УМЕРЕННОЙ И ТЯЖЕЛОЙ ПРЕЭКЛАМПСИЕЙ В III ТРИМЕСТРЕ 
БЕРЕМЕННОСТИ И ИХ НОВОРОЖДЕННЫХ

ФГБУ «Ивановский научно-исследовательский институт материнства и детства им. В.Н. Городкова» Минздрава РФ, 
153045, Иваново, Россия

Обследовали 66 женщин в сроке беременности 22-40 недель и родившихся у них новорожденных. Из них 15 женщин с уме-
ренной преэклампсией (ПЭ) составили 1 группу, 22 женщины с тяжелой ПЭ – 2 группу и 55 женщин с неосложненным 
течением беременности без гипертензивных расстройств – контрольную группу. Забор крови у женщин проводился при 
поступлении в клинику, у новорожденных кровь забирали на 3-5 сутки жизни. Проводили оценку свободнорадикального 
окисления и антиоксидантной активности  методом индуцированной хемилюминесценции. Выявлено, что у пациенток 
с тяжелой и умеренной преэклампсией развитие окислительного стресса сопровождается ослаблением антиоксидант-
ной активности. У новорожденных, родившихся у матерей с преэклампсией, при окислительном стрессе отмечается 
компенсаторное повышение антиоксидантной активности. 

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  беременность; новорожденные; преэклампсия; свободнорадикальное окисление; антиокси-
дантная активность; хемилюминесценция; окислительный стресс.
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эклампсией в III триместре беременности и их новорожденных. Клиническая лабораторная диагностика. 2020; 65(12): 
733-737. DOI:http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2020-65-12-733-737
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EVALUATION OF OXIDATIVE STRESS AND ANTIOXIDANT ACTIVITY IN WOMEN WITH MODERATE AND 
SEVERE PREECLAMPSIA IN THE THIRD TRIMESTER OF PREGNANCY AND THEIR NEWBORNS
Ivanovo Research Institute of Maternity and Childhood named after V.N. Gorodkov, 153045, Ivanovo, Russia
We examined 66 women who were 22-40 weeks pregnant and their newborns. Of these, 15 women with moderate PE were in group 
1, 22 women with severe PE were in group 2, and 55 women with uncomplicated pregnancy without hypertensive disorders were in 
the control group. Blood was taken from women when they were admitted to the clinic, and newborns ‘ blood was taken for 3-5 days 
of life. Free radical oxidation and antioxidant activity were evaluated by induced chemiluminescence. It was found that in patients 
with severe and moderate preeclampsia, the development of oxidative stress is accompanied by a weakening of antioxidant activity. 
In newborns born to mothers with preeclampsia, oxidative stress is accompanied by a compensatory increase in antioxidant activity.

K e y  w o r d s :  pregnancy; newborns, preeclampsia; free radical oxidation; antioxidant activity; chemiluminescence; oxidative 
stress.
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Введение. Преэклампсия (ПЭ) – одно из самых ча-
стых и грозных осложнений беременности и родов, ко-
торое занимает ведущее место в структуре материнской 
и перинатальной заболеваемости и смертности [1-4]. 
Согласно наиболее признанной гипотезе, причиной раз-
вития ПЭ является нарушение процессов формирования 
плаценты в самые ранние сроки гестации [5]. В резуль-
тате аномальной плацентации и нарушения перфузии, в 
плаценте высвобождаются факторы, вызывающие рас-
пространенную эндотелиальную дисфункцию, синдром 
системного воспалительного ответа, приводящие к си-
стемному окислительному стрессу (ОС) [7] и развитию 
полиорганной недостаточности [6] при ПЭ. 

У детей, родившихся от матерей с преэклампсией, 
также была выявлена эндотелиальная дисфункция, ко-
торая приводит к развитию патологии периода новорож-
денности, а в дальнейшем к риску развития сердечно-
сосудистых заболеваний [8,9].

Известно, что плацентарная ишемия способна на-
рушать функцию митохондрий и выработку энергии 
трофобластами, что может привести к высвобождению 
активных форм кислорода (АФК) и развитию реакции 
свободнорадикального окисления липидов. При дисба-
лансе про- и антиоксидантной систем плаценты проис-
ходит выброс в кровоток матери гидроперекисей липи-
дов. Обладая высокой токсичностью и реактивностью, 
эти продукты перекисного окисления липидов (ПОЛ) 
повреждают эндотелий сосудов, разрушая его мембра-
ны, что приводит к нарушению нормального метаболиз-
ма на клеточном и органном уровнях [10-12]. 

В работе А.М. Минасян и соавт. [13] показано, что 
у женщин с преэклампсией разной степени тяжести и 
без ПЭ, беременность у которых протекала на фоне хро-
нического пиелонефрита в стадии ремиссии, высокое 
содержание в крови вторичных продуктов ПОЛ сопро-
вождалось разнонаправленным изменением активности 
антиоксидантной защиты. Отмечено, что у пациенток 
без ПЭ и при умеренной ПЭ повышение ПОЛ сопро-
вождалось повышением антиоксидантной активности 
(АОА), а при тяжелой ПЭ снижением АОА.  

Однако, в современной литературе процессы свобод-
норадикального окисления липидов, антиоксидантной 
защиты у беременных с преэклампсией разной степени 
тяжести и их новорожденных детей освещены недоста-
точно полно.

Цель работы - оценка окислительного стресса и анти-
оксидантной активности у беременных с преэклампсией 
разной степени тяжести в III триместре беременности и 
их новорожденных.

Материал и методы. Проводили клинико-лабора-
торное обследование 66 женщин в сроке беременности 
22-40 нед и их новорожденных. Из них 15 женщин с уме-
ренной ПЭ составили 1 группу, 22 женщины с тяжелой 
ПЭ – 2 группу и 55 женщин с неосложненным течением 
беременности без гипертензивных расстройств – кон-
трольную группу. У 10 детей, родившихся от матерей 
с умеренной ПЭ, гестационный возраст составил 32-35 
нед, у 5 новорожденных – 38-41 неделя. Гестационный 
возраст новорожденных, родившихся у матерей с тяже-
лой ПЭ, составил у 20 детей – 29-35 нед, а у 12 детей – 
37-39 недель. Контрольную группу составили 55 детей, 
родившихся у женщин без гипертензивных расстройств: 
из них 30 детей родились в сроке гестации от 32 до 35 
нед и 25 новорожденных имели гестационный возраст 
от 37 до 39 недель. У новорожденных взятие крови про-

водили на 3-5 сут жизни. Пациентки, поступившие в 
акушерскую клинику ФГБУ «Ивановского НИИ мате-
ринства и детства им. В.Н. Городкова» Минздрава РФ, 
подписывали информированное согласие на обследова-
ние, включающее взятие крови у них и их новорожден-
ных, на что имелось одобрение этического комитета.

Для оценки ОС и антиоксидантной активности был 
выбран метод индуцированной хемилюминесценции 
(ХЛ). ХЛ сопровождает свободнорадикальные реакции 
ПОЛ и образование свободных радикалов, при рекомби-
нации которых выделяются кванты света, регистрирую-
щиеся прибором. ХЛ сыворотки крови является высоко-
чувствительным прямым методом, характеризующимся 
безопасностью, высокой скоростью и простотой вы-
полнения. Данный метод позволяет одновременно дать 
оценку уровня свободных радикалов, АФК и состояния 
антиоксидантной системы. Исследование ХЛ прово-
дили на биохемилюминометре «БХЛ-07» (Россия). В 
качестве индукторов ХЛ использовали фармакопейный 
препарат «Гидроперит», содержащий 34% пероксид с 
сульфатом железа II (FeSO4) – «Sigma-Aldrich» (США). 
Для регистрации ХЛ в измерительную кювету биохеми-
люминометра вносили 0,1 мл сыворотки крови, 0,4 мл 
фосфатного буфера (рН 7,5), 0,4 мл раствора сульфата 
железа (0,05 мМ). Кювету помещали в измерительную 
камеру прибора. Далее вводили 0,2 мл 2% раствора пе-
роксида водорода и регистрировали ХЛ в течение 30 
секунд. Количественную оценку определения интенсив-
ности процесса свободнорадикального окисления липи-
дов проводили по параметрам ХЛ: Imax – максимальная 
интенсивность свечения (мВ); S – величина светосуммы 
(мВх×сек), отражающие потенциальную способность 
биологического объекта к свободнорадикальному окис-
лению. Об антиоксидантном потенциале судили по по-
казателям ХЛ: Z – нормированная светосумма (сек); a 
– относительная светосумма;  tg α – тангенс угла макси-
мального наклона кривой ХЛ к оси времени (мВ/сек). 
Все параметры хемилюминесценции рассчитывались 
прибором автоматически.

Математическую обработку полученных данных 
проводили c помощью программы Statistica 10.0 («Stat-
Soft»). Данные представлены в виде медианы (Me) и 
квартилей Q1 и Q3 в формате Me (Q1;Q3). Использовали 
критерии Манна-Уитни и Колмогорова-Смирнова для 
определения статистической значимости в случае неза-
висимых выборок и критерий Вилкоксона при парных 
сравнениях. Все результаты статистической обработки 
считали статистически значимыми при р<0,05 (95% 
уровень статистической значимости) [14]. 

Результаты и обсуждение. Окислительный стресс 
можно определить как дисбаланс между продукцией по-
вреждающих активных форм кислорода, свободных ра-
дикалов, других окисляющих молекул и возможностями 
антиоксидантной системы организма.

Показатели индуцированной хемилюминесценции 
беременных с тяжелой и умеренной преэклампсией 
представлены в табл. 1.

По данным хемилюминесцентного анализа, показате-
ли относительной величины медианы быстрой вспышки 
Imax (мВ) у пациенток обеих групп достоверно не раз-
личались. У беременных с тяжелой и умеренной ПЭ 
было выявлено достоверное увеличение относительных 
величин медиан светосуммы свечения – S (мВхсек) по 
сравнению с пациентками контрольной группы (соот-
ветственно р=0,012; р=0,042). Показатель S отражает 
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содержание перекисных радикалов, соответствующих 
обрыву цепи свободнорадикального окисления (СРО) и 
позволяет дать оценку системы перекисное окисление 
липидов – антиоксиданты. Антиоксиданты подавляют 
активность свободных радикалов за счет разрыва цепей 
молекул в реакциях СРО и разрушения молекул пере-
кисей [15]. У пациенток 1-й и 2-й групп отмечено досто-
верное повышение относительной величины показателя 
a (соответственно р= 0,010 и р=0,023) и показателя Z 
(соответственно р=0,012 и р=0,020) по сравнению с жен-
щинами контрольной группы. Повышение параметров a 
и Z позволяет судить о снижении АОА, что, по-нашему 
мнению, связано с расходованием эндогенных антиок-
сидантов, направленных на поддержание прооксидант-
ного – антиоксидантного баланса. На основании анализа 
с использованием критерия Спирмена в крови женщин 
с тяжелой ПЭ установлены взаимозависимости между 
показателями ХЛ: величиной светосуммы свечения S и 
величинами a и Z (r=0,99; р=0,001). При умеренной ПЭ 

установлена взаимозависимость между показателями 
ХЛ: величиной светосуммы свечения S и тангенсом угла 
tgα (r=0,75; р=0,004). Выявленные корреляционные за-
висимости между параметрами ХЛ свидетельствуют о 
том, что у пациенток с тяжелой и умеренной ПЭ разви-
тие окислительного стресса сопровождается снижением 
антиоксидантной активности. 

Показатели индуцированной хемилюминесценции 
у новорожденных, родившихся от матерей с тяжелой и 
умеренной преэклампсией, представлены в табл. 2.

У детей, рожденных у матерей с умеренной и тяже-
лой преэклампсией, были отмечены однонаправленные 
изменения параметров кинетической кривой хемилюми-
несценции. У детей от матерей с умеренной и тяжелой 
ПЭ было выявлено увеличение относительной величи-
ны медианы быстрой вспышки Imax на 62 и 74% соот-
ветственно, что свидетельствует о высокой концентра-
ции активных форм кислорода и свободных радикалов. 
Отмечено, что изменения относительных величин меди-

Т а б л и ц а  1
Показатели индуцированной хемилюминесценции в крови беременных женщин с преэклампсией разной степени тяжести

Признак Контрольная группа
(n=55)

1 группа
умеренная ПЭ (n=15)

2 группа
тяжелая ПЭ (n=22)

I max
(мВ)

140
[129; 158]

150
[134,5; 172,5]

149
[138; 169]

S
(мВхсек)

1786
[1532; 1890]

1939,5
[1718; 2116]

1906
[1318;2111]

р1 0,042 0,012

a 0,412
[0,384; 0,420]

0,428
[0,409; 0,438]

0,427
[0,408; 0,432]

р1 0,023 0,011

Z
(сек)

12,331
[11,504; 12,579]

12,820
[12,246; 13,111]

12,761
[12,188; 12,940]

p1 0,021 0,012

tgα
(мВ/сек)

23,5
[22,5; 25,5]

24
[22,875; 28,125]

23,25
[21,75; 28,5]

 П р и м е ч а н и е . n – число обследованных; р1 - достоверные отличия в сравнении с контрольной группой; данные представлены в виде 
медианы (Me) и квартилей Q1 и Q3 в формате Me (Q1;Q3).

Т а б л и ц а  2
Показатели индуцированной хемилюминесценции в крови новорожденных, родившихся у матерей  

с преэклампсией разной степени тяжести

Признак Новорожденные у матерей  
контрольной группы

Новорожденные от матерей  
с умеренной ПЭ

Новорожденные от матерей  
с тяжелой ПЭ

I max
(мВ)

110
[98; 114]

179
[174;195]

192
[178; 216]

р1 0,014 0,021
S
(мВхсек)

1538
[1352; 1600]

2563
[2456; 2924]

2937
[2563;3690]

р1 0,023 0,017
a 0,473

[0,439; 0,523]
0,469

[0,423; 0,519]
0,477

[0,423; 0,551]
Z
(сек)

14,547
[14,035; 16,152]

13,982
[13,540; 14,625]

14,744
[13,851; 16,474]

tgα
 (мВ/сек)

15
[15; 19,5]

20,3
[19,3; 24]

20,3
[19,3;  30]

р1 0,032 0,026
П р и м е ч а н и е . р1 – достоверные отличия в сравнении с новорожденными от матерей без преэклампсии; данные представлены в виде 

медианы (Me) и квартилей Q1 и Q3 в формате Me (Q1;Q3).
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ан светосуммы свечения S в группах детей от матерей 
с умеренной ПЭ на 67% и тяжелой ПЭ на 91% характе-
ризовали развитие окислительного стресса в организме 
ребенка.

При исследовании параметров АОА выявлено увели-
чение тангенса угла (tgα) наклона кинетической кривой 
ХЛ на 35%, свидетельствующее о повышении АОА в 
обеих исследуемых группах, что подтверждается уста-
новленной у новорожденных от матерей с тяжелой и 
умеренной ПЭ прямой положительной корреляционной 
зависимостью между показателями быстрой вспышки 
Imax, величины светосуммы S и углом спада кинетиче-
ской кривой tgα (r=0,61; р=0,009). Обнаруженные связи 
свидетельствуют о включении организмом защитной 
реакции при окислительном стрессе, направленной на 
активацию антиоксидантной системы клеток.

Проведенные ранее исследования выявили развитие 
окислительного стресса и антиоксидантной активности 
в пуповинной крови у недоношенных новорожденных 
[16]. По мнению S. Perron и соавт. [17] организм ново-
рожденного, особенно недоношенного, склонен к раз-
витию ОС и токсичному воздействию свободных ра-
дикалов, так как при рождении ребенок подвергается 
действию относительно гипероксической окружающей 
среды, при этом сопутствующие факторы, такие как 
воспаление, гипоксия, ишемия способствуют усилению 
ОС.

Заключение. Таким образом, на основании повыше-
ния величин параметров хемилюминесценции S, a и Z 
у пациенток с преэклампсией разной степени тяжести  
установлено, что развитие окислительного стресса со-
провождается ослаблением антиоксидантной активно-
сти. У новорожденных детей от матерей с преэклампси-
ей увеличение показателей хемилюминесценции Imax, S 
и tgα свидетельствуют об окислительном стрессе и ком-
пенсаторном повышении антиоксидантной активности. 
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Целью нашего исследования явилось изучение корреляционных связей между некоторыми биохимическими показате-
лями и параметрами лучевого исследования для ранней диагностики ракa молочной железы. Были исследованы 76 
пациенток, проходивших обследование по поводу рака молочной железы. У 48 из них был диагностирован рак молоч-
ной железы, у 28 - доброкачественные новообразования молочной железы. Возраст пациенток колебался от 18 до 79 
лет. Контрольную группу составили 16 практически здоровых женщин. У всех обследуемых в сыворотке крови опре-
деляли уровень онкомаркеров (СEA, CA 15-3), лактоферрина, некоторых про- и противовоспалительных цитокинов 
(ИЛ-2, ИЛ-6, ИЛ-8, ИЛ-10 и ФНОα) методом иммуноферментного анализа. Также всем пациенткам было проведено 
ультразвуковое исследование в сочетании с допплерографией и рентгеновской маммографией. При ультразвуковом 
обследовании оценивались размеры, контуры, эхогенность, эхоструктура, наличие и характер васкуляризации ново-
образований молочной железы, а также состояние регионарных лимфатических узлов. Во время маммографии опре-
делялись контуры, размеры выявленной опухоли, принималось во внимание наличие микрокальцинатов. Результаты 
исследования показали, что между некоторыми биохимическами показателями и параметрами лучевой диагностики 
выявляется статистически положительная корреляция. 
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The aim of this work was to study the correlation between some biochemical parameters and parameters of radiological 
diagnostics for early diagnosis of breast cancer. 76 patients with breast cancer were examined. In 48 of them was diagnosed 
breast cancer, in 28 of them was diagnosed benign breast neoplasms. The age of patients ranged from 18 to 79 years. The control 
group consisted of 16 healthy women. Oncological markers (CEA, CA 15-3), some pro-inflammatory and inflammatory cytokines 
(IL-2, IL-6, IL-8, IL-10 and TNF-α) and lactoferrin were determined in serum by using enzyme-linked immunosorbent assay 
method. All patients underwent ultrasound with a combination of Doppler and X-ray mammography. Ultrasound examination 
assessed the estimation of tumor size, contours, echogenicity, echostructure, the presence and nature of vascularization of 
breast tumors, and also assessed the location of regional lymph nodes. During mammography, the contours and sizes of 
the detected tumor were determined, and the presence of microcalcifications was also taken into account. The results of the 
study showed that a statistically positive correlation between some biochemical parameters and parameters of radiological 
diagnostics was established.
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Введение. Рак молочной железы (РМЖ) – одна из 
основных причин смертности среди женщин в странах 
Западной Европы. Известно достаточно много факто-
ров, которые ассоциируются с риском развития РМЖ: 
генетические и семейные, гормональные (ранняя менар-
хе, поздняя менопауза, поздняя первая беременность), 
диета, доброкачественные болезни молочной железы (в 
основном, ассоциированны с атипичной гиперплазией).

В борьбе против РМЖ основной задачей является 
раннее выявление заболевания в целях улучшения ре-
зультатов лечения и выживаемости. Одним из основных 
показателей, определяющих прогноз онкологическо-
го заболевания, является степень распространенности 
опухолевого процесса на момент обнаружения. В связи 
с этим вопросы эффективного выявления РМЖ акту-
альны, прежде всего, на доклинической стадии. Про-
филактика рака, прежде всего скрининг, подразумевает 
проведение обследований или тестов до появления сим-
птомов, по поводу которых больные сами обратились 
за медицинской помощью. Отметим, что вопросы диа-
гностической тактики при РМЖ постоянно пересматри-
ваются и совершенствуются в связи с развитием науки 
и техники, появлением новых методик и технологий 
ультразвуковой, лучевой визуализации и лабораторных 
методик [1, 3]. 

Целью данного исследования явилось изучение кор-
реляционных связей между некоторыми биохимически-
ми показателями и параметрами лучевого исследования 
для ранней диагностики РМЖ.

Материал и методы. В настоящей работе представ-
лены результаты исследования 76 пациенток, проходив-
ших обследование по поводу РМЖ в онкологической 
клинике Азербайджанского медицинского университета 
за период с 2014 по 2017 год. Возраст пациенток коле-
бался от 18 до 79 лет. Контрольную группу составили 
16 практически здоровых женщин. У всех женщин в сы-
воротке крови определяли уровень онкомаркеров (СEA, 
CA 15-3), лактоферрина, некоторых про- и противовос-
палительных цитокинов (ИЛ-2, ИЛ-6, ИЛ-8, ИЛ-10 и 
ФНО-α). Также, всем пациентам было проведено уль-
тразвуковое исследование (УЗИ) в сочетании с доппле-
рографией и рентгеновской маммографией.

Лучевое обследование молочных желез проводилось 
в онкологической клинике Азербайджанского медицин-
ского университета, а биохимические, иммунофермент-
ные анализы были проведены в учебно-клинической 
биохимической лаборатории Азербайджанского меди-
цинского университета. 

Метод определения онкомаркеров (CA 15-3, CEA), ци-
токинов (ИЛ-2, ИЛ--6, ИЛ--8, ИЛ--10 и TNF-ɑ) и лакто-
феррина основан на «сендвич» варианте твердофазного 
иммуноферментного анализа с применением моно- и по-
ликлональных антител к соответствующим параметрам. 
Для определения онкомаркеров использовали набор реа-
гентов «Human» (Германия), для определения цитокинов 
и лактоферрина соответственно набор реагентов «Вектор-
Бест» (Российская Федерация) и «Сloud-Cloun» (Китай). 
Измерения проводились с помощью иммуноферментного 
анализатора STAT Fax 303 Plus (США). 

УЗИ проводили на аппарате Mindray D70 (Китай), а 
маммография при помощи аппарата Siemens Mammomat 
Inspiration (Германия). При УЗИ оценивались передне-
задние (AP) и поперечные (R) размеры и их соотно-
шение, контуры, эхогенность, эхоструктура, наличие и 
характер васкуляризации выявленного объемного ново-

образования. Принималось во внимание состояние ре-
гионарных подмышечных, надключичных, подключич-
ных, парастернальных лимфатических узлов. Во время 
маммографии определяли контуры, размеры выявлен-
ной опухоли, также принимались во внимание наличие 
микрокальцинатов.

Корреляционные связи были определены с помощью 
критерия ρ-Спирмена. Статистическая значимость ко-
эффициента корреляции определена 2-сторонним кри-
терием. Вычисления проведены в статистическом паке-
те SPSS-20.

Результаты и обсуждение. В настоящее время из-
вестен ряд опухолевых маркеров при РМЖ. Среди них 
наиболее широко используют СА 15-3 и СЕА. 

Углеводный антиген СА 15-3 – это специфический 
белок, онкомаркер рака молочной железы. Антиген про-
изводится в незначительном количестве в здоровом ор-
ганизме клетками протоков молочной железы. Если в 
железе возникают онкологические процессы, то проис-
ходит аномально высокая продукция СА 15-3 [4]. 

По результатам нашего исследования, между он-
комаркером CA 15-3 и контурами (ρ=0,599, p˂0,001), 
эхогенностью (ρ=0,427, p˂0,001), размерами (ρ=0,218, 
p=0,059), соотношениями AP и R опухоли (ρ=0,488, 
p˂0,001), состоянием лимфатических узлов (ρ=0,502, 
p˂0,001) при УЗИ, кровообращением новообразования 
при допплерографии (ρ=0,698, p˂0,001) выявляется ста-
тистически значимая положительная корреляция. Похо-
жая корреляция наблюдалась между CA 15-3 и контура-
ми опухоли (ρ=0,575, p˂0,001), наличием микрокальци-
натов (ρ=0,431, p˂0,001) при маммографии. 

Диагностическая ценность СА 15–3 возрастает 
в комбинации с определением онкомаркера CEA. Вы-
сокий уровень этих маркеров связан со стадией РМЖ, 
размером опухоли и вовлечением в опухолевый процесс 
регионарных лимфатических узлов. CEA — гликопро-
теин, относящийся к группе онкофетальных белков; 
во внутриутробном периоде вырабатывается клетками 
пищеварительного тракта (печени, кишечника, подже-
лудочной железы), а после рождения его синтез резко 
подавляется и уровни в сыворотке у здоровых людей 
минимальны. Его экспрессия наблюдается в клетках 
различных тканей в норме и при злокачественных про-
цессах, поэтому повышение уровня может быть обу-
словлено как злокачественным ростом опухоли, так и 
различными воспалительными и доброкачественны-
ми процессами. У части пациентов с подтвержденным 
диагнозом карциномы могут отмечаться нормальные 
уровни CEA, с другой стороны, повышенный уровень 
выявляется у курильщиков, пациентов с доброкаче-
ственными опухолями и воспалительными процессами. 
Поэтому однозначно интерпретировать результаты CEA 
как наличие или отсутствие карциномы нельзя. Наибо-
лее адекватным является использование СЕА на этапе 
контроля эффективности лечения [4]. 

У больных, входящих в группу исследования, нами 
установлена статистически значимая положительная 
корреляция между онкомаркером СЕА и контурами 
(ρ=0,581, p˂0,001), эхогенностью (ρ=0,505, p˂0,001), 
соотношениями AP и R новообразования (ρ=0,453, 
p˂0,001), состоянием лимфатических узлов (ρ=0,493, 
p˂0,001) при УЗИ, кровообращением опухоли (ρ=0,607, 
p˂0,001) при допплерографии. Также определялась ста-
тистически положительная корреляция между онкомар-
кером СЕА и контурами опухоли (ρ=0,588, p˂0,001), на-
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личием микрокальцинатов при маммографии (ρ=0,238, 
p=0,038). 

В ходе исследования также были изучены корреля-
ционные отношение между некоторыми цитокинами и 
параметрами лучевой диагностики. При этом выявлена 
статистически достоверная положительная корреляция 
между ИЛ-2 и кровообращением опухоли при доппле-
рографии (ρ=0,296, p=0,009). 

ИЛ-2 является цитокином, который способствует 
дифференцировке и выживанию регуляторных Т-клеток, 
тем самым обеспечивая их значимость в контроле им-
мунного ответа и их эффективное участие в патогенезе 
ряда патологических состояний, таких как рак и мета-
болические, инфекционные, аутоиммунные и воспали-
тельные заболевания [2, 5 ].

Установлена статистически положительная корреля-
ция между ИЛ-6 и контурами опухоли (ρ=0,420, p˂0,001), 
эхогенностью (ρ=0,357, p=0,002), соотношениями AP и 
R (ρ=0,292, p=0,011), состоянием лимфатических узлов 
(ρ=0,424, p˂0,001) при УЗИ, кровообращением опухоли 
при допплерографии (ρ=0,487, p˂0,001). Такая корреля-
ция наблюдалась также между ИЛ-6 и контурами опу-
холи (ρ=0,432, p˂0,001), наличием микрокальцинатов 
(ρ=0,228, p=0,047) при маммографии. 

ИЛ-6 – гликопротеид, являющийся мультифункци-
ональным цитокином, координирующим иммунный 
и острофазовый воспалительный ответы, а также он-
когенез и гемопоэз. Очевидно, опухолевые клетки мо-
гут продуцировать цитокины в качестве аутокринных 
ростовых факторов. Так, ИЛ-6 может продуцироваться 
злокачественными клетками опухолей, при этом его 
высокий уровень может препятствовать эффективной 
иммунотерапии. По данным литературы, активация вы-
работки ИЛ-6 приводит к запуску транскрипционных 
механизмов, которые ускоряют пролиферацию и рост 
злокачественных клеток [5, 22, 23].

В наших исследованиях выявлена статистически 
значимая положительная корреляция между ИЛ-8 и 
контурами (ρ=0,415, p˂0,001), эхогенностью (ρ=0,351, 
p=0,002), соотношениями AP и R опухоли (ρ=0,232, 
p=0,044), состоянием лимфатических узлов (ρ=0,296, 
p=0,009) при УЗИ, а также характером кровообраще-
ния новообразования при допплерографии (ρ=0,545, 
p˂0,001) Идентичная корреляция также наблюдалась 
между ИЛ-8 и контурами опухоли (ρ=0,427, p˂0,001), 
наличием микрокальцинатов (ρ=0,248, p=0,031) при 
маммографии. 

Проведен ряд клинических исследований для вы-
явления роли ИЛ-8 в прогрессировании рака молочной 
железы. Установлено, что неопластические ткани мо-
лочной железы имеют высокие уровни концентрации 
ИЛ-8 по сравнению с нормальной тканью. Экспрессия 
ИЛ-8 у пациентов с раком молочной железы связана с 
метастазированием рака молочной железы, прогресси-
рующим заболеванием и плохой выживаемостью [17, 
26]. Секреция ИЛ-8 стимулирует экспрессию молекулы 
адгезии, включая фибронектин, в клетках молочной же-
лезы человека [8, 12]. Таким образом, высокий уровень 
ИЛ-8 связан с метастатической инвазивностью и ран-
ним рецидивом заболевания. По-видимому, он обладает 
значительным потенциалом в качестве прогностическо-
го и / или прогностического биомаркера рака. Другие 
исследования подтвердили предыдущие исследования 
и показали, что имеется связь уровня ИЛ-8 со стадией 
заболевания [16, 25].

Нами выявлена статистически достоверная положи-
тельная корреляция между ИЛ-10 и контурами опухо-
ли (ρ=0,401, p˂0,001), соотношениями AP и R (ρ=0,300, 
p=0,009), состоянием лимфатических узлов (ρ=0,262, 
p=0,022) при УЗИ, а также характером кровообращение 
опухоли при допплерографии (ρ=0,431, p˂0,001). Анало-
гичная корреляция  наблюдалась между этим цитокином и 
контурами опухоли (ρ=0,375, p˂0,001) при маммографии.

ИЛ-10 – плейотропный противовоспалительный ци-
токин, который вызывает иммуносупрессию и помогает 
избежать иммунологический надзор над опухолью. Как 
и некоторые другие цитокины, ИЛ-10 также может ока-
зывать двойное пролиферативное и ингибирующее дей-
ствие на клетки опухоли молочной железы, что указыва-
ет на сложную роль ИЛ-10 в инициации и прогрессиро-
вании рака молочной железы [6, 7, 10].

По данным литературы, ФНО-α может оказывать 
противоопухолевое и противовоспалительное действие. 
Многие клетки повышают свою протеолитическую ак-
тивность в ответ на секрецию воспалительных цитоки-
нов, и, в частности, ФНО-α. Установлено, что этот цито-
кин может стимулировать выживание и пролиферацию, 
миграцию и инвазию раковых клеток, а также способ-
ствовать ангиогенезу [13, 18, 20, 24]. Достоверная по-
ложительная корреляция наблюдалась между ФНОα и 
контурами (ρ=0,317, p˂0,005), эхогенностью опухоли 
(ρ=0,319, p˂0,005), состоянием лимфатических узлов 
(ρ=0,285, p=0,013) при УЗИ, характером кровообраще-
ния новообразования (ρ=0,363, p˂0,001) при допплеро-
графии. Идентичная корреляция  также наблюдалась 
между ФНО-α и контурами опухоли при маммографии 
(ρ=0,308, p=0,007).

В ходе наших исследований наблюдалась статисти-
чески достоверная положительная корреляция между 
лактоферрином и контурами (ρ=0,482, p˂0,001) (рис. 1), 
эхогенностью (ρ=0,324, p=0,004), соотношениями AP 
и R опухоли (ρ=0,339, p=0,003), состоянием лимфати-
ческих узлов (ρ=0,546, p˂0,001) при УЗИ, характером 
кровообращения новообразования при допплерографии 
(ρ=0,525, p˂0,001), а также контурами опухоли при мам-
мографии (ρ=0,488, p˂0,001) (рис. 2).

Лактоферрин – полифункциональный белок из се-
мейства трансферринов. Он является одним из ком-
понентов иммунной системы организма, принимает 
участие в системе неспецифического гуморального им-
мунитета, регулирует функции иммунокомпетентных 
клеток и является белком острой фазы воспаления [22, 
23]. Лактоферрина привлекает внимание онкологов, ве-
дущих поиск неспецифических и специфических опу-
хольассоциированных маркеров. Аргументами в пользу 
пригодности лактоферрина как неспецифического мар-
кера злокачественного процесса являются исследова-
ния, показавшие повышение экспрессии лактоферрина 
в злокачественных клетках в отличие от нормальных. J. 
Farley и соавт. [9,14] определили связь лактоферрина с 
развитием рака молочной железы, опухолей лимфоид-
ной системы, и считают этот белок раково-специфиче-
ским маркером эндоцервикальных аденокарцином.

Следует также отметить, что между ФНО-α, ИЛ-2 и 
размерами опухоли при УЗИ наблюдалась отрицатель-
ная статистически недостоверная корреляция. Не вы-
явлено корреляции между CEA, ИЛ-6, ИЛ-8, ИЛ-10, 
ФНО-α, лактоферрином и размерами опухоли при УЗИ 
и маммографии. Идентичные корреляционные отноше-
ния наблюдались между CA 15-3 и размерами опухоли 
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Рис. 1. Корреляционные связи между лактоферрином и контурами новообразования при УЗИ.

Рис. 2. Корреляционные связи между лактоферрином и контурами новообразования при маммографии.

во время маммографического скрининга, между ИЛ-10 
и эхогенностью опухоли при УЗИ, наличием микрокаль-
цинатов, между ФНО-α и соотношениями AP и R ново-
образования, наличием микрокальцинатов при маммо-
графии (см. таблицу).  

Таким образом, при изучении корреляции между 
биохимическими показателями и параметрами лучевой 
диагностики наблюдались статистически достоверные 
положительные корреляции, за исключением одного 
из параметров – размера новообразований. При иссле-

довании IL-2 из всех вышеперечисленных параметров 
лучевой диагностики идентичная корреляция наблюда-
лась только с характером кровообращения опухоли при 
допплерографии. Принимая во внимание вышеизложен-
ное можно прийти к выводу что, совместное изучение 
параметров маммографии, УЗИ и биохимических пока-
зателей может играть важную роль не только при обна-
ружении доклинических проявлений РМЖ, а также при 
определении тяжести заболевания и при применении 
новых терапевтических методов. 
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Корреляционные связи между некоторыми биохимическими показателями и параметрами лучевой диагностики  
при раке молочной железы

Показатель CEA CA-15/3 ИЛ-2 ИЛ-6 ИЛ-8 ИЛ-10 ФНО-α Лакто-феррин

УЗИ контуры
ρ 0,581** 0,599** 0,184 0,420** 0,415** 0,401** 0,317** 0,482**
p 0,000 0,000 0,112 0,000 0,000 0,000 0,005 0,000

УЗИ размеры
p 0,192 0,218 -0,027 0,072 ,049 0,036 -0,052 0,089
p 0,096 0,059 0,818 0,538 ,672 0,757 0,656 0,447

УЗИ Лимфоузлы
ρ 0,493** 0,502** 0,166 0,424** 0,296** 0,262* 0,285* 0,546**
p 0,000 0,000 0,151 0,000 0,009 0,022 0,013 0,000

УЗИ Эхогенность
ρ 0,505** 0,427** 0,066 0,357** 0,351** 0,138 0,319** 0,324**
p 0,000 0,000 0,570 0,002 0,002 0,235 0,005 0,004

УЗИ Соотношения 
AP и R 

ρ 0,453** 0,488** 0,095 0,292* 0,232* 0,300** 0,013 0,339**
p 0,000 0,000 0,415 0,011 0,044 0,009 0,910 0,003

Допплерография 
Характер кровотока
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П р и м е ч а н и е . ρ - коэффицент корреляции по Спирмену; р - статистическая достоверность разницы с показателями контрольной груп-
пы; статистически значимые корреляции: * - p <0,05; ** - p <0,01.  
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НАРУШЕНИЯ СИСТЕМЫ ГЕМОСТАЗА И ВЫРАЖЕННОСТЬ ВОСПАЛИТЕЛЬНОЙ 
РЕАКЦИИ У ПАЦИЕНТОВ С НОВОЙ КОРОНАВИРУСНОЙ ПНЕВМОНИЕЙ
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Нарушения системы гемостаза и воспаление играют ключевую роль в патогенезе новой коронавирусной пневмонии 
(НКП), обусловливая ее течение и исход. Изучали в динамике состояние системы гемостаза и выраженность острофаз-
ного ответа у пациентов с новой короновирусной пневмонией. У 22 пациентов с НКП определены АЧТВ, протромбиновое 
время (ПВ), фибриноген (Фг), Д-димеры (Д-д), антитромбин III (АТ III), С-реактивный белок (СРБ), количество тромбо-
цитов, у 49 больных изучены вязко-эластические свойства кровяного сгустка методом тромбоэластографии (ТЭГ) с 
коалином. Возраст пациентов варьировал от 40 до 77 лет. Тяжесть заболевания у больных в 100% случаев по данным КТ 
соответствовала КТ2-КТ3. У 16 больных была диагностирована острая дыхательная недостаточность.. Контрольную 
группу составили 25 практически здоровых людей. При госпитализации для пациентов с НКП было характерно: по-
вышение концентрации Д-д, СРБ, Фг, удлинение АЧТВ и ПВ, не отличающееся от диапазона нормы активность ATIII 
и содержание тромбоцитов. Через 10 сут после госпитализации и на фоне проводимой терапии у пациентов с НКП 
отмечалась положительная динамика в гемостазилогическом профиле и выраженности воспалительной реакции. По-
казатели тромбоэластографии у пациентов с НКП не отличались от контрольных значений как при госпитализации, 
так и на 10-е сутки.
Таким образом, у пациентов с новой коронавирусной пневмонией регистрируется повышенная протромботическая ак-
тивность и выраженный воспалительный ответ. На фоне лечения отмечается положительная динамика как в коагуля-
ционном статусе, так и воспалительной реакции. Для определения диагностических возможностей тромбоэластогра-
фии у пациентов НКП необходимы дополнительные исследования.
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DISTURBANCES OF THE HEMOSTASIS SYSTEM AND EXPRESSION OF INFLAMMATORY REACTION IN 
PATIENTS WITH NEW CORONAVIRAL PNEUMONIA
Federal State Budgetary Educational Institution of Higher Education «Privolzhsky Research Medical University» of the 
Ministry of Health of the Russian Federation
Disorders of the hemostatic system and inflammation play a key role in the pathogenesis of new coronavirus pneumonia (NCP), 
determining its course and outcome. To study the dynamics of the state of the hemostasis system and the severity of the acute phase 
response in patients with new coronavirus pneumonia. We determined APTT, prothrombin time (PT), fibrinogen (F), D-dimers (D-
d), antitrombin III (AT III), С-reactive protein (CRP), platelet count in 22 patients. In 49 patients, the viscoelastic properties of a 
blood clot were studied by thromboelastography (TEG) with koalin. The age of the patients ranged from 40 to 77 years. According 
to CT, the severity of 100% cases corresponded to CT2-CT3. Acute respiratory failure (ARF) was diagnosed in 16 patients. A con-
trol group included 25 apparently healthy subjects. During hospitalization, patients with NCP were characterized by: an increase 
in the concentration of D-d, CRP, Fg, lengthening of APTT and PT, ATIII activity and platelet count not differing from the normal 
range. 10 days after hospitalization and against the background of ongoing therapy, patients with NCP showed positive dynamics 
in the hemostasiological profile and the severity of the inflammatory response. Thromboelastography indices in patients with LCP 
did not differ from control values both at hospitalization and on day 10.Thus, in patients with novel coronavirus pneumonia, an in-
creased prothrombotic activity and a pronounced inflammatory response are recorded. Against the background of treatment, there 
is a positive dynamics in both the coagulation status and the inflammatory response. Additional studies are needed to determine 
the diagnostic capabilities of thromboelastography in patients with NCP.
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Введение. COVID-19 – острая респираторная ин-
фекция, вызываемая коронавирусом SARS-CoV-2 
(2019-nCoV), которая может протекать как в легкой/
бессимптомной, так и в тяжёлой форме, сопровождаю-
щейся специфическими осложнениями, вирусной пнев-
монией, острым респираторным дистресс-синдром, ды-
хательной недостаточностью с риском смерти [1 – 4].

Патогенетическими звеньями тяжелого течения но-
вой коронавирусной инфекции являются гипериммунная 
реакция в ответ на вирусную инвазию, эндотелиальная 
дисфункция и гиперкоагуляционный синдром, которые 
приводят к тяжелым нарушениям гомеостаза, распростра-
ненному микрососудистому тромбозу, дыхательной недо-
статочности и тяжелой полиорганной дисфункции [5].

Цель исследования: изучить в динамике состояние 
системы гемостаза и выраженность острофазного от-
вета у пациентов с новой коронавирусной пневмонией. 

Материал и методы. Лабораторные исследования 
были проведены у 49 пациентов с клиническими про-
явлениями вирусной инфекции и с двусторонней по-
лисегментарной пневмонией (новой коронавирусной 
пневмонией – НКП) , из которых мужчин было 24% 
(12), женщин – 76% (37), возраст пациентов варьировал 
от 40 до 77 лет. Диагноз пневмонии был выставлен на 
основании клинической картины и данных компьютер-
ной томографии (КТ). Тяжесть заболевания у больных в 
100% случаев по данным КТ соответствовала КТ2-КТ3. 
Исследование проведено в соответствии с Хельсинской 
декларацией (2013) и одобрено Этическим комитетом 
Приволжского исследовательского медицинского уни-
верситета. От каждого пациента получено информиро-
ванное согласие.

Показатели системы гемостаза (активированное 
парциальное частичное), тромбопластиновое время 
(АЧТВ), протромбиновое время (ПВ), концентрация фи-
бриногена (Фг), Д-димера (Д-д), активность антитром-
бина III (ATIII) были определены на анализаторе гемо-
коагуляции ACL ELITE Pro (Instrumentation Laboratory 
Company, USA) с использованием стандартных наборов, 
концентрация С-реактивного белка (СРБ) – на биохи-
мическом анализаторе Indiko (Thermo Fisher Scientific, 
USA) с использованием оригинальной реагентики, ко-
личество тромбоцитов – на автоматическом гематологи-
ческом анализаторе «Pentra-60» (Франция). Состояние 
вязко-эластических свойств кровяного сгустка было из-
учено согласно стандартной методике на тромбоэласто-
графе ТЭГ 5000 («Haemoscope Corporation», США) [6]. 

Измерение тромбоэластографических параметров вы-
полнялось на цитратных образцах крови с добавлением 
активатора коалина (режим ТЭГ– citrated kaolin). Были 
получены все показатели кинетики свертывания, выда-
ваемые этой программой, статистическому анализу под-
верглись показатели ТЭГ: R, K, a, MA, G. Лабораторные 
исследования проводились при госпитализации (группа 
1) и через 10 сут с момента госпитализации (группа 2).

Контрольную группу составили 25 добровольцев, не 
имеющих очагов воспаления любой локализации и эти-
ологии, сахарного диабета, артериальной и/или веноз-
ной недостаточности.

Для проверки статистических гипотез использовали: 
U-критерий Манна-Уитни, критерий Вилкоксона, коэф-
фициент корреляции Спирмена. Критическая величина 
уровня значимости принята равной 0,05. Количествен-
ные данные представлены в виде: медианы и первого; 
третьего квартиля Ме (Q1; Q3). Частоты наблюдения 
приведены в процентах, в скобках указаны абсолютные 
значения. Статистическая обработка данных проводи-
лась с помощью программы Statistica6.0 (StatSoft, Inc.).

Результаты. Анализ проведенных исследований 
показал, что при госпитализации пациенты с новой ко-
ронавирусной пневмонией (НКП) имели изменения си-
стемы гемостаза протромботической направленности и 
выраженную воспалительную реакцию. У 64% (14/22) 
пациентов отмечалось значительное повышение уровня 
Д-д (см.таблицу), которое коррелировало с коморбид-
ностью и возрастом пациентов (r=0,58, p=0,005; r=0,61, 
p=0,002) соответственно. Значения хронометрических 
показателей АЧТВ и ПВ были удлинены по сравнению с 
контрольной группой. Однако, лишь 13,5% (3/22) паци-
ентов имели удлинение значений данных тестов более 
чем на 2 с по сравнению с максимумом в контроле (35 
с для АЧТВ и 12,1 с для ПВ). Все эти больные имели 
тяжелые сопутствующие заболевания.

Антикоагулянтный потенциал у данного контингента 
больных был повышен, о чем свидетельствовала актив-
ность основного физиологического антикоагулянта АТIII.

У 86% (19/22) пациентов с НКП отмечалась выра-
женная острофазная реакция, которая характеризова-
лась повышением концентрации СРБ и Фг, имеющих 
между собой высокую степень сопряженности (r=0,76; 
p=0,0005).

Количество тромбоцитов у пострадавших хотя и от-
личалось от контрольной группы, однако находилось в 
диапазоне физиологической нормы.
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Через 10 суток после госпитализации и на фоне про-
водимой терапии у пациентов с НКП отмечалась поло-
жительная динамика в гемостазилогическом профиле и 
выраженности воспалительной реакции. Уровень Д-д 
уменьшился в 2,5 раза по сравнению с 1-ми сутками. 
Если при госпитализации частота встречаемости пока-
зателя, превышающего целевое значение 500 нг/мл в 3-6 
раз, составила 32% (8/22), то к 10-м сут она снизилась до 
9% (2/22), (р=0,026). 

На 10 сутки регистрировалось удлинение АЧТВ, что 
является следствием проводимой антикоагулянтной те-
рапии. На данный срок наблюдения значения ПВ и ак-
тивности ATIII практически не отличались от таковых 
в контрольной группе. Интенсивность воспалительного 
ответа также снижалась к 10 сут и характеризовалась 
уменьшением концентраций Фг и СРБ по сравнению 
с 1-ми сутками. Содержание СРБ снизилось почти в 3 
раза, а частота встречаемости значений СРБ свыше 45 
мг/л (так называемый «бактериальный порог») в этот 
период уменьшилась в 4 раза по сравнению с первыми 
сутками и составила 9% (2/22) против 36% (8/22) соот-
ветственно (р=0,026). Количество пациентов со значе-
ниями СРБ в пределах нормы к 10 суткам возросло в 
2,6 раза. Аналогичная картина отмечалась и по Фг. При 
госпитализации было выявлено 86% (19/22) пациентов с 
гиперфибриногенемией, к 10 суткам их количество сни-
зилось до 54% (12/22) ( р=0,037). Следует отметить, что 
гипофибриногенемии (менее 1,5 г/л) не было выявлено 
ни на одном из сроков наблюдения.

Медиана количества тромбоцитов на 10-е сут не от-
личалась от таковой в контрольной группе, но превыша-
ла ее значение при госпитализации. Следует отметить, 
что частота встречаемости тромбоцитопении (менее 
150х109/л) в оба срока наблюдения была минимальной и 
составляла 4,5% (1/22) на 1-е сут и 9% (2/22) на 10 сут; 
тромбоцитоз (более 400х109/л) регистрировали на 10 сут 
в 2 раза чаще, чем при госпитализации.

Состояние вязкоэластических свойств крови, опре-
деляемое методом тромбоэластографии с коалиновым 
активатором, у пациентов с НКП как при госпитализа-
ции, так и к 10 суткам не отличалось от такового в кон-
трольной группе. Проведение корреляционного анализа 
выявило ассоциативные связи между показателями ТЭГ 

(К, α, МА, G) и количеством тромбоцитов (r=0,53 – 0,63; 
p=0,02-0,007), а также между МА и Фг (r=0,49; p=0,03).

Обсуждение. При развитии осложнений COVID-19 
гиперкоагуляция является одним из основных патоло-
гических состояний, способствующих развитию не-
благоприятного исхода. Очевидно, что это нарушение 
гемостатического статуса отличается от того, которое 
наблюдается при других видах инфекции, сепсисе или 
ОРДС. Современные отчеты указывают на клинические 
проявления как широко распространенного микросо-
судистого, так и тромбоза крупных сосудов. Накоплен-
ные данные подтверждают мнение о том, что гиперко-
агуляция SARS-CoV-2 включает уникальный механизм 
тромбовоспаления, запускаемого вирусной инфекцией, 
возникающей в легочной сосудистой системе. Кроме 
того, идентификация биомаркеров тромбоза и тяжелых 
заболеваний может направлять клиницистов на ранние 
интервенционные стратегии, а ресурсы здравоохране-
ния – на группу пациентов с высоким риском развития 
неблагоприятного исхода [7,8].

Одним из современных доступных диагностических 
маркеров при ассоциированных с COVID-19 нарушени-
ях гемостаза является Д-димер. На сегодняшний день 
увеличение уровня Д-д рассматривается как одна из 
наиболее распространенных лабораторных находок, от-
меченных у пациентов с COVID-19, которые нуждают-
ся в госпитализации. Трех-четырех кратное повышение 
уровня Д-д по сравнению со значениями физиологиче-
ской нормы является одним из предикторов летального 
исхода [1]. S. Cui и соавт. [9], изучая частоту развития 
тромбоэмболических осложнений у пациентов с НКП, 
показали возможность использования Д-д в качестве 
прогностического маркера. В частности, для прогнози-
рования венозной тромбоэмболии пороговое значение 
Д-д 1,5 мкг/мл обладало чувствительностью 85%, спец-
ифичностью – 88,5%, отрицательным прогностическим 
значением – 94,7%. По мнению авторов, повышение 
Д-д является одним из наиболее распространенных 
лабораторных результатов, отмеченных у пациентов с 
COVID-19, требующих госпитализация.

Повышение содержания Д-д свидетельствует о ги-
перкоагуляции у пациентов с COVID-19, что может 
быть объяснено следующими причинами. Во-первых, 

Лабораторные показатели пациентов с пневмонией, ассоциированной с COVID-19 в динамике (Me (Q1;Q3))

Показатель Контрольная
группа

Группа 1 Группа 2

Д-димер, нг/мл 100 [100;200] 819 [472;1769]* 344 [217;753]*, **
АЧТВ, с 28,3 [27,4;30,3] 30,2 [27,5;33,6] 33,9 [30,1;37,6]*, **
ПВ, с 11,6 [11,4;12,0] 12,9 [12,5;13,5]* 12,4 [12,0;12,9]*
Антитромбин III, % 91,7 [81,4;106] 109 [96,1;125]* 91,1 [85,0;103] **
СРБ, мг/л 6,00 [6,00;6,00] 34,5 [16,0;108]* 12,0 [3,00;17,0] **
Фибриноген, г/л 2,81[2,56;3,10] 5,36 [4,34;7,00]* 4,53 [3,75;5,59]*, **
Тромбоциты, х109 281 [255;310] 227 [172;316]* 319 [183;410] **
R, мин 7,6 [7,2;8,2] 8,1 [6,0;8,8] 8,3[6,2;9,6]
K, мин 1,9 [1,7;2,2] 1,8 [1,3;2,3] 1,8 [1,4;2,5]
α, град 63,9 [61,4;66,5] 64,6 [60,2;71,9] 64,9 [57,6;69,6]
МА, мм 67,6 [65,5;69,4] 67,9 [60,9;72,4] 68,4 [64,0;71,3]
G, дина/с 10,4 [9,5;11,3] 10,6 [7,8;13,1] 10,8 [8,9;12,4]

П р и м еч а н и е . n-количество наблюдений, *- различия статистически значимы по анализируемым параметрам между контрольной груп-
пой и группами 1 и 2; **- различия статистически значимы по анализируемым параметрам между группами 1 и 2.
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вирусные инфекции обычно сопровождаются агрес-
сивной провоспалительной реакцией и недостаточной 
эффективностью противовоспалительного ответа. Это 
может вызвать дисфункцию эндотелиальных клеток и 
избыточную генерацию тромбина [10]. Во-вторых, ги-
поксия, обнаруженная при COVID-19, может стимули-
ровать тромбоз не только за счет увеличения вязкости 
крови, но и за счет сигнального пути, зависящего от 
фактора транскрипции, вызванного гипоксией [11,12]. 
В-третьих, такие опасные для жизни пациентов ос-
ложнения COVID-19 как сепсис и диссеминированное 
внутрисосудистое свертывание способствуют развитию 
коагулопатии [13,14]. В-четвертых, особенно тяжелые 
пациенты с COVID-19 имеют такие факторы риска ги-
перкоагуляции или тромбоза как пожилой возраст, дли-
тельный постельный режим и инвазивное лечение [15]. 

Гиперкоагуляционное состояние при НКП также об-
условлено и повышенной концентрацией фибриногена 
– предшественника основного субстрата тромбообразо-
вания фибрина. Фибриноген относится к белкам острой 
фазы воспаления, и его изначально повышенный уро-
вень предопределяется основным заболеванием воспа-
лительной природы, при котором потребление фибрино-
гена при формировании микротромбов компенсируется 
усилением биосинтеза этого белка под действием про-
дуктов его распада, а с другой стороны нарушением его 
катаболизма в легких [16,17]. Гиперфибриногенемия в 
сочетании с тромбинемией и угнетением фибринолиза 
может быть одной из причин прогрессирования микро-
тромбообразования [18]. 

Проведенные нами исследования показали, что па-
циенты с НКП имеют не только повышенную прокоагу-
лянтную активность, но и выраженную воспалительную 
реакцию. Коагуляция и воспаление – это два филогене-
тически взаимосвязанных процесса. Различные компо-
ненты системы гемостаза, включая тромбоциты, факто-
ры свертывания крови и тромбин являются хемотаксич-
ными для иммунных клеток, а также сами активируются 
иммунной системой [19,20]. 

Высокий уровень тромбинемии во время иммунно-
го ответа на инфекцию приводит к гиперпроизводству 
провоспалительных цитокинов [21]. Хотя основная 
функция тромбина заключается в том, чтобы стимули-
ровать образование сгустков путем активации тромбо-
цитов и превращения фибриногена в фибрин, тромбин 
также оказывает множественные клеточные эффекты и 
может дополнительно усиливать воспаление через ре-
цепторы, активируемые протеиназой (PAR), главным 
образом PAR-1. PAR-1 является основным рецептором 
тромбина и опосредует тромбин-индуцированную агре-
гацию тромбоцитов, а также взаимодействие между ко-
агуляцией, воспалительными и фиброзными реакциями, 
которые являются важными аспектами патофизиологии 
фибропролиферативных заболеваний легких, в том чис-
ле и COVID- 19 [22]. 

SARS-CoV-2-индуцированное воспаление вызывает 
активацию эндотелия за счет связывания коронавируса 
SARS-CoV-2 с ангиотензин-превращающим ферментом 
2 (ACE2), рецептором, экспрессируемым эндотелиаль-
ными клетками, а также некоторыми другими клетками. 
Как активация, так и повреждение эндотелия могут сти-
мулировать тельца Вейбеля-Палада к высвобождению 
фактора фон Виллебранда (VWF) [23], который наряду с 
фактором активации тромбоцитов, АДФ, тромбоксаном 
А2, простациклином, оксидом азота относится к группе 

ранних тромборегуляторов, так как влияет на процесс 
тромбообразования еще до образования тромбина [24]. 
В дополнение к индуцированной вирусом активации 
эндотелия, процедуры, которым подвергаются крити-
чески больные пациенты, такие как интубация трахеи, 
искусственная вентиляция легких и катетеризация цен-
тральных вен, могут вызывать дальнейшее поврежде-
ние эндотелия и повышенный риск коагулопатий [25]. 
SARS-CoV-2 индукция путей воспаления и коагуляции 
запускает активацию тромбоцитов. Активные тромбо-
циты, в свою очередь, связывают нейтрофилы, вызывая 
лейкоцитарные комплексы тромбоцитов и потенциаль-
но способствуя образованию NET [26].

Одним из маркеров субклинического системного 
воспаления, изменение которого ассоциируется с эндо-
телиальной дисфункцией и микрососудистыми ослож-
нениями является С-реактивный белок. СРБ представ-
ляет собой белок плазмы, продуцируемый печенью и 
индуцируемый различными медиаторами воспаления, 
такими как IL-6. Несмотря на не специфичность, этот 
реагент острой фазы используется клинически в каче-
стве биомаркера при различных воспалительных состо-
яниях. Повышение уровня СРБ связано с увеличением 
тяжести заболевания [27].

СРБ способен активировать комплемент по «клас-
сическому» пути, связываясь с C lq -субъединицей Cl-
фракции, привлекать в очаг воспаления моноциты, сти-
мулировать трансцитоз клетками эндотелия, повышать 
адгезию и агрегацию тромбоцитов, синтез и экспрессию 
тканевого фактора эндотелиальными клетками и мио-
цитами, снижать активность ингибитора пути тканево-
го фактора, усиливать апоптоз эндотелиоцитов, а также 
стимулировать образование эндотелиальных микрови-
зикул, составляющих в сосудистом русле пул биоактив-
ных эффекторов, вовлеченных в тромбоз, воспаление, 
сосудистый тонус и ангиогенез крови [28]. 

Исследования, посвященные изучению содержания 
СРБ у пациентов с COVID-19, свидетельствуют о том, 
что СРБ является информативным показателем, отража-
ющим наличие, тяжесть и исход инфекции COVID-19 
[29-31]. 

По мнению C. Tan и соавт. [32], СРБ является хо-
рошим дополнением к компьютерной томографии при 
оценке степени поражения легких. По сравнению со 
скоростью оседания эритроцитов (СОЭ) СРБ является 
более чувствительным биомаркером при оценке разви-
тия заболевания. 

Количество тромбоцитов имеет значение для оцен-
ки состояния тяжести пациента и является независи-
мым фактором риска смерти от COVID-19 [33]. Как 
тромбоцитоз, так и тромбоцитопения регистрируются 
при COVID-19. В настоящее время рассматриваются 
следующие механизмы развития тромбоцитопении в 
результате воздействия SARS-CoV-2. Возможно непо-
средственное инфицирование клеток-предшественни-
ков гемопоэза и ингибирование их роста. CD 13 и CD66a 
экспрессируются на клетках CD34 + костного мозга че-
ловека. SARS-CoV-2 может вызывать торможение роста 
путем связывания с CD13 или CD66a гемопоэтических 
клеток и стромальных клеток костного мозга, что при-
водит к аномальному кроветворению и иммунодефи-
циту [34]. Также иммуноопосредованное повреждение 
гемопоэтических стволовых клеток приводит к даль-
нейшему развитию тромбоцитопении. Помимо этого, 
повышенная функциональная активность тромбоцитов, 
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коагулопатия, характеризующаяся повышением Д-д и 
Фг, могут способствовать при иммунопатологическом 
повреждении легких потреблению тромбоцитов и мега-
кариоцитов [35]. 

Негативное влияние на состояние пациентов при 
COVID-19 оказывает и тромбоцитоз. В ретроспектив-
ном анализе 30 пациентов, госпитализированных с 
COVID-19, R.Qu и соавт. [36] показали, что пациенты 
со значительно более высоким количеством тромбоци-
тов во время лечения имели более длительную среднюю 
продолжительность госпитализации. Аналогичным об-
разом, в другом исследовании было показано, что умер-
шие пациенты с COVID-19 имели более высокий сред-
ний уровень тромбоцитов при поступлении, чем выжив-
шие [37]. Предполагается, что повышенное количество 
тромбоцитов может быть индикатором «цитокинового 
шторма». Различные цитокины, такие как ИЛ-3, ИЛ-6, 
ИЛ-9, ИЛ-11 могут стимулировать выработку мегака-
риоцитов, а IL-6 может напрямую стимулировать тром-
бопоэз [38]. При повреждении эндотелия происходит 
высвобождение vWF, который взаимодействуя с мегака-
риоцитами посредством передачи сигналов GPIb-vWF, 
увеличивает продукцию тромбоцитов [39] и усиливает 
мегакариоцитоз в легких [40]. 

Отсутствие изменений вязко-эластических свойств 
крови по данным тромбоэластографии с коалином сви-
детельствует об актуальности вопроса диагностической 
значимости и информативности данного вида исследо-
вания у пациентов с COVID-19.

Анализ данных литературы свидетельствует, что ги-
перкоагуляция у тяжелых пациентов с COVID-19, нахо-
дящихся в ОРИТ, была обусловлена выраженной гипер-
фибриногенемией (более 7,0 г/л) и подъемом концентра-
ции Д-д свыше 5,0 мг/л и подтверждена данными как 
тромбоэластографии, так и тромбоэластометрии [41,42]. 
Одной из возможных причин разногласий данных ис-
следований с результатами, полученными нами, являет-
ся то, что мы изучали вязко-эластические свойства кро-
ви у пациентов с менее выраженной гиперкоагуляцией и 
тяжесть состояния пациентов не требовала нахождения 
в ОРИТ. Кроме того, необходимо учитывать, что метод 
тромбоэластографии имеет ряд ограничений. К ним от-
носятся невозможность оценки вклада в состояние ге-
мостаза сосудистой стенки и влияние гематокрита на 
вязко-эластические свойства крови. Прямые эффекты 
анемии, а не нарушение тромбина и антитромбина, мо-
гут объяснить результаты увеличения МА и -angles по-
сле гемодилюции. Низкий уровень гематокрита ухудша-
ет кровотечение in vivo, но улучшает переменные TEG 
in vitro, поэтому результаты TEG следует интерпретиро-
вать с учетом тяжести анемии и гемодилюции [43- 46].

Заключение. Таким образом, у пациентов с НКП 
регистрируется повышенный уровень Д-димера, 
С-реактивного белка и фибриногена, свидетельствующих 
о повышенной протромботической активности и выра-
женном воспалительном ответе. На фоне лечения отме-
чается снижение содержания Д-д, СРБ и Фг, что отражает 
положительную динамику в коагуляционном статусе и 
выраженности воспалительной реакции. Изменений вяз-
ко-эластических свойств крови по данным тромбоэласто-
графии с коалином у пациентов с НКИ выявлено не было.
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 Производство синтетических материалов – стекловолокна и резиновых изделий, продукция на основе отходов нефтепе-
реработки, продолжает возрастать. Характерной особенностью условий труда данных предприятий является содер-
жание  химических веществ 1-4 класса опасности, которые могут являться потенциально опасными для работников. 
Представляется актуальным обоснование донозологических лабораторных  критериев нарушения здоровья у работ-
ников производств. Представлены результаты изучения гематологических, биохимических, иммунологических и цито-
химических показателей  крови у работающих данных производств. У значительной доли обследованных работников 
обнаружены выраженные изменения в процессах окислительного метаболизма, липидного обмена, нарушения  в иммун-
ном статусе, в активноcти внутриклеточных ферментов. Изменения выявлялись у работников даже при небольшом 
стаже работы (5 лет) и молодом возрасте (20-30 лет). С увеличением стажа работы на производствах частота этих 
нарушений возрастала. На основании полученных результатов обоснованы ранние диагностические и прогностические 
критерии нарушения здоровья у работников различных химических производств. Для работников производства резино-
вых изделий: повышение уровня малонового диальдегида, понижение активности каталазы; гиперферментемия (AST, 
ALT, ГГТ), диспротеинемия, эритропения, снижение уровня гемоглобина, ретикулоцитоз, повышение CD3+, CD4+, CD 
16+, понижение СD19+, ФАЛ, повышение IgM, понижение IgА. Для работников производства стекловолокна: показа-
тели оксидантно-антиоксидантной системы, гемограммы – лимфоцитоз, эритроцитоз, лейкоцитоз понижение CD3+, 
повышение CD4+,CD 16+, СD20+, ФАЛ, IgG,  повышение общего белка, гиперферментемия (ГГТ, АЛТ), изменение актив-
ности внутриклеточных ферментов – кислой фосфатазы нейтрофилов и лимфоцитов, понижение миелопероксидазы, 
повышение  уровня гликогена. Для работников производства оксидов олефинов – это гиперферментемия (ALT, ЩФ),  из-
менения белкового обмена, повышение эритроцитов, ретикулоцитов, нейтрофилов, лимфоцитов, эозинофилов, тромбо-
цитов, лейкопения, понижение ФАЛ, дисиммуноглобулинемия  (повышение IgM, понижение IgА, IgG), изменения внутри-
клеточного метаболизма – снижение миелопероксидазы, повышение кислой фосфатазы нейтрофилов и лимфоцитов.  

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  химические  производства; лабораторные исследования; показатели окислительного метабо-
лизма; маркеры ранних нарушений. 
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Timasheva G.V., Valeeva E.T., Karimova L.K., Masyagutova L.M., Bakirov A. B. Repina E.F.
EARLY DIAGNOSTIC AND PROGNOSTIC CRITERIA FOR HEALTH DISORDERS IN СHEMICAL WORKERS
Ufa Research Institute of Occupational Health and Human Ecology, 450106, Ufa, Russia
The production of synthetic materials – fiberglass and rubber-technical products, as well as products derived from oil refining 
wastes continues to grow. A characteristic feature of the working conditions of these enterprises is the content of chemicals of 
hazard class 1-4, which may be potentially hazardous to workers. It imperative to justify prenosological laboratory criteria for 
health problems of  manufacturing workers. The results of the hematological, biochemical, immunological and cytochemical 
parameters among manufacturing workers are presented. Significant changes in the processes of oxidative metabolism, lipid 
metabolism, impaired immune status, and intracellular enzyme activity were found in a significant proportion of the workers. 
Changes were detected in workers even with a short work experience (5 years) and of young age (20-30 years). With an increase in 
the occupational length of service, the frequency of these disorders increased. Based on the results obtained, early diagnostic and 
prognostic criteria for health disorders in workers of diverse chemical industries are substantiated. Based on the results obtained, 
early diagnostic and prognostic criteria for health disorders in workers of diverse chemical industries are substantiated.
For rubber manufacturing workers:  increased malonic dialdehyde, reduced catalase activity, the activity of catalase  is lowering; 
increased enzymes activity (AST, ALT, GGT), protein abnormalities, erythropenia, decreased hemoglobin levels, increased 
reticulocyte. For fiber glass manufacturing workers: indicators of the oxidative antioxidant system, hemograms – increased 
lymphocytes, erythrocytosis, leukocytosis, increased CD3 +, increased CD4 +, CD 16+, CD 20 +, FAL, IgG, increased total protein, 
hyperfermentemia (GGT, ALT), changes in the intracellular enzymes activity – acid phosphatase of neutrophils and lymphocytes, 
decreased myeloperoxidase, increased glycogen levels. For olefin oxides manufacturing workers – this is hyperfermentemia (ALT, 
alkaline phosphatase), protein metabolism changes, increased red blood cells, reticulocytes, neutrophils, lymphocytes, eosinophils, 
platelets, leucopenia, decreased FAL, increased IgM, decreased IgA, IgG, changes in the intracellular enzymes activity – decrease 
myeloperoxidase, increase acid phosphatase of neutrophils and lymphocytes.
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Для корреспонденции: Тимашева Гульнара Вильевна, канд. биол. наук, вед. науч. сотр. отдела токсикологии и генетики с эксперименталь-
ной клиникой лабораторных животных; e-mail: gulnara-vt60@yandex.ru  



751

КЛИНИЧЕСКАЯ  ЛАБОРАТОРНАЯ  ДИАГНОСТИКА.  2020 65(12)
DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2020-65-12-750-756

ОБЩЕКЛИНИЧЕСКИЕ МЕТОДЫ

For citation: Timasheva G.V., Valeeva E.T., Masyagutova L.M, Karimova L.K., Bakirov A. B., Repina E.F.  Early diagnostic 
and prognostic criteria for health disorders in chemical workers. Klinicheskaya Laboratornaya Diagnostika (Russian Clinical 
Laboratory Diagnostics).2020; 65(12): 750-756 (in Russ.). DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2020-65-12-750-756
For correspondence: Timasheva G.V., Sci. Biol, Lead Researcher of the Department of Toxicology and Genetic with an experi-
mental clinic of laboratory animals; e-mail: gulnara-vt60@yandex.ru 
Information about author:
Timasheva G.V., http://orcid.org/0000-0003-2435-6939;
Valeeva E.T., https://orcid.org/0000-0002-9146-5625; 
Masyagutova L.M., https://orcid.org/0000-0003-0195-8862; 
Karimova L.K., http://orcid.org/0000-0003-2435-6939; 
Bakirov A. B., https://orcid.org/0000-0003-3510-2595; 
Repina E.F., https://orcid.org/0000-0001-8798-0846.
Conflict of interests. The authors declare the absence of conflict of interests.
Acknowledgment. The study had no sponsor support.

                                                                                                           Received 22.05.2020
                                                                                                           Accepted 04.07.2020

Введение. Химический комплекс включает как про-
изводство синтетических материалов (стекловолокно и 
резино-техническая продукция), так и выпуск продук-
ции, получаемой на основе отходов нефтепереработки и 
попутного газа, что отражено в общероссийском класси-
фикаторе видов экономической деятельности (ОКВЭД). 
Характерной особенностью условий труда всех пред-
приятий химического комплекса является содержание  
большого разнообразия веществ 1-4 класса опасности, 
используемых в технологии производства. Зачастую, 
полученные конечные и промежуточные продукты про-
изводства могут являться потенциально опасными для 
работников изученных производств [1–6].

 Несомненно, развитие отрасли сопряжено с увеличе-
нием рабочих мест и, соответственно, работников, под-
верженных воздействию неблагоприятных факторов про-
изводства, что настоятельно требует разработки алгорит-
мов ранней донозологической диагностики нарушений 
как профессионального, так и общего здоровья [7–12].  

Каждое из изученных производств имеет свою, 
присущую лишь ему специфическую, технологически 
обусловленную особенность. В производстве резино-
технических изделий наиболее значительному воздей-
ствию неблагоприятных факторов подвержены работ-
ники основных профессий, которые испытывают интер-
миттирующее, комбинированное воздействие бензина, 
хлорорганических углеводородов (дихлорметан и дих-
лорэтан), с многократным превышением гигиенических 
нормативов «пиковых» концентраций, в соответствии 
этого условия труда аппаратчиков соответствуют классу 
3.3 [2, 13]. 

Наиболее опасными химическими соединениями ра-
бочей зоны производства стекловолокна являются пыль 
стекла и стекловолокна, фенол-формальдегидные смо-
лы, эпоксидные смолы, метилоксиран, эпихлоргидрин, 
триэтаноламин, входящие в состав замасливателей. 
Проведенная ранее гигиеническая оценка условий тру-
да в производстве стекловолокна относит рабочие места 
операторов по химическому  фактору  к классу 3.2; по 
интенсивности воздействия производственного шума (с 
превышением предельно допустимых уровней на 3-10 
дБА) – к классу 3.1 – 3.2.  Таким образом, общая гиги-
еническая оценка  условий труда данной группы работ-
ников соответствует третьей степени вредного класса – 
3.3. [3, 6, 14]. 

На рабочих местах операторов синтеза оксидов оле-
финов присутствуют  этилен, пропилен, окись этилена 

и пропилена, условия труда операторов соответствовали 
вредному  классу  третьей степени – 3.3 [12,15].

Понимание механизмов формирования и динамики 
патологического процесса, формирующегося при воз-
действии комплекса неблагоприятных факторов произ-
водства, способствует переходу к донозологическому 
подходу оценки здоровья, т.е выявлению начальных, 
еще обратимых изменений в организме [1,2,16]. Диагно-
стические критерии должны быть обоснованы изучени-
ем ранних метаболических нарушений, характерных 
для развития заболеваний, в том числе, обусловленных 
профессиональными факторами [16 – 19]. 

Цель работы: обоснование комплекса диагности-
ческих  мероприятий и прогностических критериев на 
основе оценки ранних метаболических сдвигов в целях 
своевременной разработки профилактических меро-
приятий для работников различных химических произ-
водств.

Материал и методы. Для оценки метаболических 
нарушений были сформированы следующие группы:

1. Работники производства стекловолокна – 257 че-
ловек. Операторы производства стекловолокна состави-
ли основную группу – 137 лиц, среди которых стаж 0-5 
лет имели 16,8%, 6-10 лет – 37,9%, 11-15 лет – 15,3%, бо-
лее 15 лет – 13,9% лиц; в возрасте 20-29 лет были 17,8%, 
30-39 лет – 24,2%, 40-49 лет – 34,9% и 50 лет и старше 
–  23,1% лиц. Группа контроля – 120 работников пред-
приятия: контролеры, транспортировщики, слесари, не 
имеющие контакта с профессиональными вредностями. 

2. Работники производства резиновых изделий – 370 
человек: 210 человек (56,8%) женщины, по профессии 
клейщики, и 160 мужчин по профессии шпрединг-ма-
шинисты,  распределение по стажу: у 17,8% – стаж 6-10 
лет, у 59,5% – стаж 11-15 лет, у 22,7%  стаж более 15 лет 
и более; в возрасте 40-49 лет находилась почти половина 
работающих  47,0%, 30-39 лет – 22,0%,  50 лет и стар-
ше – 20,9% и 20-29 лет – 10,1% лиц. В группу контроля 
входили 130 контролеров отдела технического контроля 
(ОТК).

3. Работники производства олефинов – 365 человек. 
Основной профессиональной группой являлись аппа-
ратчики. Контингент распределился по стажу и возрасту 
следующим образом: стаж 0-5 лет имели 18,5%, 6-10 лет 
– 20,0%, 11-15 лет – 23,4% и более 15 лет – 38,1% ; в воз-
расте 20-29 лет находилось 17,8%, 30-39 лет – 24,9%, 40-
49 лет – 35,0% и 50 лет и старше – 23,1% лиц. В группу 
сравнения входили слесари КИПиА.
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Группы сравнения в каждом производстве были со-
поставимы  по возрасту и стажу с лицами основных 
производственных. 

Комплекс лабораторных исследований:
– Оценка параметров ферментативного звена анти-

оксидантной системы проведена по уровню  активности 
каталазы, процессов перекисного окисления липидов по 
содержанию малонового диальдегида (МДА) в сыворот-
ке крови;

– Анализ липидного профиля по содержанию обще-
го холестерина (ОХ);  триглицеридов (ТГ); холестерина 
липопротеидов высокой плотности (ХС ЛПВП), холе-
стерина липопротеидов низкой плотности (ХС ЛПНП) в 
сыворотке крови, а также  расчет индекса атерогенности 
(ИА); 

– Изучение  функционального состояния печени 
проведено по активности аспартатаминотрансферазы 
(АСТ), аланинаминотрансферазы (АЛТ), содержанию 
билирубина и его фракций щелочной фосфатазы (ЩФ), 
g-глутамилтрансферазы (ГГТ). Оценка иммунного ста-
туса проведена по уровню содержания популяций лим-
фоцитов (CD3+, CD4+, CD8+, CD16+, CD19+),  их  фаго-
цитарной активности, содержанию иммуноглобулинов 
мажорных групп (Ig A, M, G)  в сыворотке крови;

– Анализ функционального состояния клеточных ор-
ганелл проведен по уровню кислой и щелочной фосфа-
тазы и миелопероксидазы в нейтрофилах, а также глико-
гена в нейтрофилах и лимфоцитах крови.

Все использованные  методики лабораторной диа-
гностики стандартизированы, унифицированы, про-
ведены с использованием коммерческих тест-систем и 
наборов. [20-22].

Статистическая обработка результатов исследова-
ний проведена с использованием пакета прикладных 
программ «Statistiсa for Windows»; для определения ла-
бораторных маркеров ранних нарушений обмена у об-
следованных работников рассчитаны средние величины 
показателей, достоверность (t) и уровень значимости (р) 
при сравнении показателей между  профессиональными 
группами,  определены уровень и частота отклонений 
лабораторных показателей от нормативных. 

Результаты и обсуждение. Изучение показателей 
гомеостаза  у работников различных производств хими-
ческого комплекса выявило  значительные изменения со 
стороны гематологических, биохимических, иммуноло-
гических, цитохимических  показателей. 

Анализ частоты отклонений гематологических по-
казателей у работников в производстве оксидов олефи-
нов выявил, что чаще всего определялось повышение 
среднего числа эритроцитов (32,5–24,6–26,5%), лейко-
цитов (20,1–16,8–7,8%), моноцитов (22,3–16,7–23,4%), 
тромбоцитов (16,4–23,1–18,7%), соответственно в груп-
пах аппаратчиков, слесарей-ремонтников и слесарей 
КИПиА. При этом, только у аппаратчиков выявлено до-
стоверное увеличение числа лиц с эритроцитозом в за-
висимости от стажа работы (0-5 лет – 37,28±6,29% и 11-
15 лет – 23,0±3,95%, соответственно, р<0,05), что мож-
но объяснить развитием адаптационно-компенсаторных 
реакций кроветворной системы  в ответ на воздействие 
комплекса токсических веществ на начальном этапе ра-
боты на производстве.

В производстве резино-технических изделий у ра-
ботников выявлялись признаки анемии, статистически 
значимые по сравнению с группой контроля (у 11,9%- 
эритропения, p<0,05; у 11,2% – понижение уровня ге-

моглобина; p<0,01; лейкопения у 5,2%  работников; 
p<0,05), что вероятно  вызвано нарушением процессов 
гемопоэза как результат воздействия бензола на  про-
цессы кроветворения с последующим развитием  де-
прессии. Оценка регенераторной активности костного 
мозга на фоне воздействия токсичных продуктов произ-
водства по количеству ретикулоцитов свидетельствует о 
повышении данного показателя у 3,85 % обследованных 
работников в стажевой группе от 6 до 10 лет и в 5,4% 
случаев в стажевой группе более 15 лет.

У работников основной группы производства стекло-
волокна выявлено статистически достоверное (p<0,05, 
относительно работников группы сравнения) снижение 
содержания гемоглобина – у 30,8%; у 12,8±2,4% лиц на-
блюдалось повышения уровня лейкоцитов, в 8,2±1,9% 
случаев отмечено повышение СОЭ, число нейтрофилов 
было увеличено у 24,1±3,1%, лимфоцитов в 16,4±2,7% 
и эритроцитов у 9,2±2,1% обследованных. Следует от-
метить, что различия в частоте отклонений были стати-
стически значимыми относительно группы сравнения 
(p<0,05). С увеличением  длительности контакта с вред-
ными производственными химическими  факторами воз-
растает и доля работников с повышенным количеством 
эритроцитов и пониженным содержанием гемоглобина, 
что свидетельствует о возможном избирательном спец-
ифическом характере воздействия токсических веществ, 
циркулирующих в производственном цикле.

Воздействие комплекса вредных веществ на орга-
низм клейщиков резиновых изделий и операторов сте-
кловолокна характеризуется нарушением баланса меж-
ду интенсивностью свободно-радикальных процессов и 
активностью антиоксидантной системы. Так, по нашим 
данным, повышенное содержание малонового диальде-
гида установлено у 63,6±6,5% клейщиков и 41,3±6,5% 
шпрединг-машинистов. В контрольной группе данный 
показатель демонстрировал превышение в  19,9±5,3% у 
обследованных лиц (p<0,001).

Одновременно определялись нарушения фермента-
тивного звена: снижение уровня каталазы обнаружено 
у 87,2±4,5% клейщиков, 43,1±6,5% – шпрединг-маши-
нистов, что также достоверно чаще, чем у лиц контроль-
ной группы – 17,5±5,0% (p<0,001). Проведенный анализ 
позволил установить наличие прямой корреляционной 
связи между стажем работы на производстве и содержа-
нием малонового диальдегида и (r>0,7, р=0,005) у работ-
ников данных профессиональных групп.

Аналогичные изменения определялись у работни-
ков производства стекловолокна. Выявлено увеличе-
ние содержания продуктов ПОЛ у 76,6%±3,6% опера-
торов непрерывного стекловолокна, начиная с ранних 
этапов воздействия производственных факторов – до 
5 лет (45,5%±3,8%; p<0,001), наряду со снижением ак-
тивности каталазы у 35,0%±4,0% обследованных ос-
новных профессиональных групп. Обнаруженные из-
менения могут служить показателями формирования 
латентной эндогенной интоксикации и развиваться в 
результате дисбаланса в системе «оксиданты-анти-
оксиданты».

При изучении функционального состояния печени 
установлены изменения активности индикаторных фер-
ментов (ГГТ, ЛДГ, АлАТ, ЩФ), особенно выраженные 
у работников производства резино-технических изделий 
(табл. 1). Так, наиболее часто изученные показатели де-
монстрировали тенденцию к превышению в профессио-
нальной группе клейщиков и шпрединг-машинистов по 
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липидов так называемого «атерогенного профиля»: 
холестерина липопротеинов низкой плотности (28,5-
58,6%), триглицеридов (21,1-23,4%), общего холесте-
рина (33,1-62,7%), индекса атерогенности в 1,1-1,5 раза 
на фоне выраженного понижения содержания «неатеро-
генных» фракций: холестерина липопротеинов высокой 
плотности (26,7-40,6%). Достоверно чаще изменения 
липидного профиля диагностировались у работников 
основных профессий (р<0,001).

Установлено, что частота изменений липидного спек-
тра у работников производства непрерывного стеклово-
локна нарастала в зависимости от стажа работы. Даже 
несмотря на молодой возраст и незначительный стаж 
работы, у каждого второго оператора производства (0-5 
лет) обнаружено повышение уровня общего холестери-
на (52,1 %), у 39,1% понижение уровня α-холестерина. 
При стаже более 15 лет 81% лиц имели пограничные и 
повышенные значения общего холестерина, у 51,1% об-
наружен пониженный уровень холестерина ЛПВП.

Аналогичная зависимость от стажа работы наруше-
ний липидного обмена определялась у клейщиц рези-
но-технических изделий, аппаратчиков производства 
оксидов олефинов. Число работников-клейщиков с на-
рушениями липидного обмена возрастало с увеличени-
ем стажа работы. При стаже до 5 лет у 25 % лиц был вы-
явлен повышенный уровень ОХ и пониженный уровень 
ХС ЛПВП, у 16,7 % лиц – повышенные значения ТГ, у 
36,4% увеличено содержание ХС ЛПНП, у 44,5 % повы-
шен ИА. При стаже более 15 лет: уровень ОХ повышен 
у 74,2%, ХС ЛПНП – у 76,7%; ТГ- у 25,5%, ИА у 75%, 
ХС ЛПВП понижен у 48,5%.

Связь нарушений липидного спектра в зависимости 
от стажа работы и профессии свидетельствует о воз-
можной  «атерогенной» перестройке крови, ослаблении 

сравнению с группой контроля (р<0,05): у 31,3%  – по-
вышена активность ЛДГ; у 20,2%- АСТ и 16,9% – ГГТ. 
Частота гиперферментемии у клейщиц нарастала и при 
стаже 11-15 лет обнаруживалась у 42,2% лиц. Следует 
отметить, что дискинезия желчевыводящей системы 
диагностирована у 33,3% клейщиков и 30% шпрединг-
машинистов (в группе сравнения – 18,4%, р<0,01)

Аналогичные изменения выявлены у операторов 
производства стекловолокна – гиперферментемия обна-
ружена от 6,9 до 22% (табл. 1). Повышение активности  
индикаторных ферментов,  характеризующее цитолити-
ческий синдром, свидетельствует об  обтурационных и 
воспалительных явлениях в печени. Отклонения в функ-
циональном состоянии печени не сопровождались кли-
нической симптоматикой болезней гепатобилиарной си-
стемы у значительной части обследованных работников 
и возможно, обусловлены неблагоприятным воздействи-
ем факторов производственной среды на функциональ-
ное состояние печени.

Оценка показателей, характеризующих белково-
синтетическую функцию печени, свидетельствует об 
умеренном снижении и преимущественно токсическом 
генезе нарушений белкового обмена у обследованных 
работников.  В профессиональных группах клейщиков 
(8,1%) производства резиновых изделий выявлено по-
вышение общего белка, что отразилось и на содержании 
белковых фракций: гипоальбуминемия обнаружена у 
5,6% лиц, α-1-, α-2-γ-глобулиновые фракции превыша-
ли физиологические нормы у 4,2; 5,6% соответственно, 
определялось снижение альбумино-глобулинового ко-
эффициента (табл. 1). 

Нарушения со стороны липидного обмена у боль-
шинства работников всех изученных производств про-
являлись значительно повышенными концентрациями 

Т а б л и ц а  1
Отклонения  биохимических показателей у работников различных производств (M±m)

Показа
тели

Производства, профессия

Резиновые изделия Непрерывное  стекловолокно Оксиды олефинов
Клейщики Группа  

сравнения 
Операторы Группа  

сравнения
Аппаратчики Группа  

сравнения
ОХ, ммоль/л 62,7±4,5* 34,6±4,1 58,3±4,2* 27,3±4,0 33,1 ± 1,5* 18,70± 4.87
ХС ЛПВП, ммоль/л 40,6±5,8* 24,0±3,8 38,6±4,1* 24,0±3,8 26,7 ± 2,4* 14,0 ± 4,87
ТГ, ммоль/л 21,5±3,7* 14,5±3,2 21,1±3,5* 14,5±3,2 23,4 ±2,7* 1,4 ±0,3
ХС ЛПНП, ммоль/л 58,63±5,9* 28,9±3,9 58.2 ±3.5* 27,3±4,0 28,5±3,9* 13,4±2,7
ИА,  ед. 79,0 ±2,7* 40,0±4,3 46,2 ±4,7* 18,9±3,2 43,4 ±2,7* 16,0 ±4,9
Билирубин общий, ммоль/л 1,5±1,0* 0 9,3±2,48 4,2±1,83 8,5±1,5 7,80±3,4
AлАT, ед/л 20,2±3,7* 4,6±1,8 11,3±3,0* 2,1±1,30 9,40±1,5* 3,2±2,2
AсАT, ед/л 37,1±4,1* 3,8±1,7 6,9±2,2 2,1±1,30 14,1±1,8 6,3±1,3
ГГТ, ед/л 16,9±4,0* 5,4±2,0 22,1±3,5* 10,6±2,81 7,6±1,4 0
ЩФ, ед/л 4,4±0,8 4,2±0,8 10,2±2,5 8,5±2,54 31,1±2,5* 8,5±2,5
ЛДГ, ед/л 31,3±5,7* 4,5±1,8 3,3±1,5 4,2±1,83 -
Белок общий, г/л 8,1±1,5 4,2±1,8 17,4±3,2* 4,2±1,83 13,1±1,8 4,2±1,8
Альбумины,% 5,6±3,1 3,3 ± 1,4 - 13,1±1,8 3,3 ± 1,4

α1-глобулины, % 4,2±2,4 4,6  ± 1,7 - 18,2±2,0 4,6  ± 1,7

α2- глобулины,% 5,6±2,7 8,0  ± 2,2 - 10,8±1,6 8,0  ± 2,2
ß-глобулины,% 13,7±0,2 5,3 ± 1,8 - 10,8±1,6 5,3 ± 1,8
γ- глобулины,% 5,6±2,7 4,6  ± 1,7 - 10,8±1,6 4,6  ± 1,7
Отношение А/Г 3,5±6,0 3,3 ± 1,4 - 13,1±1,8 3,3 ± 1,4

П р и м е ч а н и е . *р<0,05 – разница достоверна по сравнению с контрольными группами соответствующих производств.  
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компенсаторных «антиатерогенных» механизмов, что 
является фактором повышенного риска развития болез-
ней органов кровообращения у работников. 

Анализ полученных иммунологических показателей 
свидетельствует о формировании дефицита как клеточ-
ного, так и гуморального звена неспецифической рези-
стентности. В профессиональной группе клейщиков (на 
производстве резиновых изделий) наблюдалась гипер-
продукция относительного количества СD4 позитивных 
клеток, активация выработки СD16+ клеток. У операто-
ров производства стекловолокна  выражен дефицит су-
прессивных функций в связи с активацией СD3+, СD4+, 
что впоследствии может реализоваться развитием  пред-
раковых и раковых заболеваний кожи (табл.2).

Изменения в гуморальном звене иммунитета у клейщи-
ков резиновых изделий проявлялись повышением средне-
го уровня IgM у 79,1%, снижение IgA у 82%. У операторов 
стекловолокна выражен разнонаправленный дисбаланс 
всех типов иммуноглобулинов; при этом, наиболее значи-
мые изменения характерны для IgG, превышение уровня 
которого характерно для 69% обследованных. 

У аппаратчиков и слесарей-ремонтников произ-
водства оксидов олефинов наиболее выраженные на-
рушения иммунного статуса проявились в дисбалансе 
клеточного звена, способствующего формированию, ча-
стому обострению и хронизации воспалительных про-
цессов респираторного тракта. В данном случае, речь 
идет о таких показателях, как фагоцитарная активность 
лейкоцитов, усиление лизоцимной активности, а также 
формирующаяся дисиммуноглобулинемия с повышени-
ем уровня IgM, на фоне снижения выработки IgG2 и IgА 
(см. табл. 2).

Проведенное исследование свидетельствует о воз-
растании как количества лиц с именными показате-
лями иммунной системы, так и о глубине этих изме-

нений, а также фазовом характере их развития. Так, 
первоначальный этап воздействия факторов произ-
водства характеризуется развитием адаптационных 
процессов, с выраженной активацией и напряжени-
ем. При этом, иммунокомпетентные клетки стремят-
ся восстановить хрупкое равновесие в организме. В 
дальнейшем у работников наблюдается срыв адапта-
ционных процессов, деятельность иммунной системы 
перестраивается, приводя к формированию вторично-
го иммунодефицита.

Цитохимические исследования функциональной ак-
тивности ферментов лимфоцитов свидетельствовали 
о формировании разнонаправленных изменений лизо-
сомальных и пероксидазных ферментных систем. Так, 
нами установлено, что для работников изученных про-
изводств степень активности кислой и щелочной фосфа-
тазы в лейкоцитах периферической крови возрастала на 
фоне угнетения активности миелопероксидазы и стиму-
ляции выработки гликогена. (табл. 3).

Выявлена достоверная положительная корреляция 
между изменениями показателей ферментного про-
филя нейтрофилов и длительностью контакта с не-
благоприятными факторами производства более 10 
лет для операторов непрерывного волокна (r=0,92).. 
Увеличение среднего содержания гликогена в клетках 
может быть обусловлено активацией анаболических 
и катаболических процессов в организме у обследо-
ванных лиц. Подобное состояние характеризовало 
дезорганизацию ферментной регуляции клетки, и, как 
следствие, подавление метаболических процессов, 
обеспечивающих клетку энергией и пластическим ма-
териалом. Полученные цитохимические сдвиги сви-
детельствовали о наличии цитотоксических и мем-
браноповреждающих эффектов вредных факторов из-
ученных производств. 

Т а б л и ц а  2
Показатели иммунного статуса у работников химического комплекса (М±m)

Показатель Единица  
измерения

Производство, профессия
Резиновых изделий Непрерывное стекловолокно 

Клейщики Контроль Операторы Контроль
Лейкоциты 109/л 5,85±0,52 5,15±0,52 5,0±0,25 5,15±0,52
Лимфоциты % 25,4±1,31* 34,4±3,38 30,12±2,18 34,4±3,38

109/л 1,48±0,17 1,48±0,19 1,50±0,25 1,48±0,19
СD3+ % 55,7±1,82* 46,0±3,23 47,1±1,53* 61,8±2,72

109/л 0,82±2,73* 4,10±0,40* 2,07±0,20
СD4+ % 40,6±1,94* 32,6±1,68 34,5±2,31* 33,9±2,24

109/л 0,60±0,28 1,70±0,27* 0,60±0,05
СD8+ % 24,2±1,52* 25,5±1,79 22,2±1,52* 25,6±1,42

109/л 0,35±0,05 1,40±0,60 0,47±0,14
СD16+ % 20,1±1,62* 9,15±1,65 18,9±1,08* 9,15±1,65

109/л 0,29±0,13 0,19±0,13 1,10±0,10* 0,19±0,13
СD19+ % 10,6±1,41* 9,5±0,82 11,5±1,31 9,5±0,82

109/л 0,15±0,15 0,16±0,04 0,17±0,04 0,16±0,04
СD20+ % 14,3±0,60 11,6±1,40

109/л 1,20±0,10* 0,39±0,10*
IgM 0,79-1,57 г/л 3,68±0,66 1,63±0,23 1,7±0,07* 1,2±0,06
IgG 10,0-18,0 г/л 16,33±2,03* 11,89±1,25 18,8±1,05* 15,11±0,68
IgA 1,39-3,7 г/л 1,06±0,15 1,93±0,90 1,96±0,08* 2,63±0,22
IgЕ до  100ме/мл 92,3±36,72* 52,41±21,4 89,6±16,72*- 52,41±21,42

П р и м е ч а н и е .  *р<0,05 – разница достоверна по сравнению с контрольными группами соответствующих производств.  
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Заключение. Проведенные исследования позволили 
выделить наиболее ранние диагностические и прогно-
стические критерии нарушения здоровья у работников 
химического комплекса. Для производства резиновых 
изделий – показатели окислительного стресса – повы-
шение уровня малонового диальдегида, понижение ак-
тивности каталазы; гиперферментемия (AлАT, AсАT, 
ГГТ), диспротеинемия, гематологические – эритро-
пения, снижение уровня гемоглобина, ретикулоцитоз, 
иммунологические – повышение CD3+, CD4+, CD 16+, 
IgM, НСТ спонтанный, понижение СD19+, ФАЛ, IgА, 
понижение НСТ стимулированный. Для работников 
производства непрерывного стекловолокна – показате-
ли оксидантно-антиоксидантной системы – повышение 
концентрации малонового диальдегида, понижение ак-
тивности каталазы; иммунологические – понижение 
CD3+, повышение CD4+,CD 16+, СD20+, ФАЛ, IgG,  
гемограммы – лимфоцитоз, эритроцитоз, лейкоцитоз, 
биохимические – повышение общего белка, гиперфер-
ментемия (ГГТ, АлАТ), изменение активности внутри-
клеточных ферментов – кислой фосфатазы нейтрофилов 
и лимфоцитов, понижение миелопероксидазы, повы-
шение уровня гликогена. Для работников производства 
оксидов олефинов – тесты белкового обмена, гиперфер-
ментемия (AлАT, ЩФ), в периферической крови – по-
вышение эритроцитов, ретикулоцитов, нейтрофилов, 
лимфоцитов, эозинофилов, тромбоцитов, а также лейко-
пения, иммунологические – понижение ФАЛ, дисимму-
ноглобулинемия (повышение IgM, понижение IgА, IgG),  
показатели внутриклеточного метаболизма – снижение 
миелопероксидазы, повышение кислой фосфатазы ней-
трофилов и лимфоцитов. Использование данных тестов 
целесообразно для ранней и донозологической диагно-
стики нарушений здоровья на стадии «предболезни», а 
также оценки уровней индивидуального риска развития 
патологических состояний вследствие воздействия ком-
плекса вредных производственных факторов. 

Финансирование. Исследование не имело спонсор-
ской поддержки. 

Конфликт интересов. Авторы  заявляют об отсут-
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Т а б л и ц а  3
Ферментные системы клеточных органелл у работников химического комплекса (М±m)

Показатели, клетки Производство, профессия Контроль
Оксиды олефинов Непрерывное стекловолокно

Аппаратчики Операторы
Активность кислой фосфатазы:

нейтрофилы
лимфоциты

51,1±2,16*
52,2±1,16

53,0±1,4**
73,0±2,3**

35,4±1,6
56,8±1,0

Активность щелочной фосфатазы: нейтрофилы 40,8±3,7 42,3±1,4** 31,6±1,7
Активность миелопероксидазы:
нейтрофилы 1,91±0,01 2,09±0,03 2,03±0,04
Уровень гликогена:
нейтрофилы
лимфоциты

2,06±0,002
0,15±0,001

2,19±0,02***
0,21±0,02**

1,92±0,003
0,11±0,001

П р и м е ч а н и е . *р<0,05, **р<0,01, ***р<0,001 разница достоверна по сравнению с контролем.
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ЛАБОРАТОРНЫЕ СТРАТЕГИИ ДИАГНОСТИКИ COVID-19: СОВРЕМЕННЫЕ 
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Пандемия COVID-19, спровоцированная новым коронавирусом SARS-CoV-2, вызвала всплеск заболеваемости по всему 
миру. Стремительное распространение инфекции вызвало тяжелейший кризис глобального здравоохранения и мировой 
экономики. Для предотвращения дальнейшего распространения пандемии важна быстрая и точная диагностика инфек-
ции. Стандартным методом выявления коронавируса является полимеразная цепная реакция с обратной транскрипци-
ей (ОТ-ПЦР). ОТ-ПЦР требует дорогостоящего оборудования, специальной подготовки персонала, что ограничивает 
проведение массового тестирования и удлиняет время получения результата исследования. Серологические тесты на 
антитела против SARS-CoV-2 и определения защитного иммунитета у различных групп населения используют для ре-
троспективного выявления пациентов, перенесших бессимптомную и лёгкую форму инфекции, мониторинга протекания 
инфекции у госпитализированных больных, с целью отслеживания контактов и эпидемиологического надзора. Исполь-
зование стандартных методов диагностики COVID-19 в условиях массовой заболеваемости, особенно при дефиците 
ресурсов и отсутствии соответствующей инфраструктуры связано с целым рядом ограничений. Поиск и разработка 
новых быстрых недорогих, простых, бесприборных, но не менее чувствительных и специфичных тестов является акту-
альной задачей. В обзоре рассматриваются новые лабораторные технологии диагностики новой инфекции – петлевая 
изотермическая амплификация (LAMP) и иммунохроматографический анализ (ИХА), которые могут стать реальной 
альтернативой используемым молекулярным и иммуноферментным технологиям. Динамическое развитие этих мето-
дов в последние годы расширяет перспективы их использования как для диагностики COVID-19, так и мониторинга 
пандемии.
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Введение. В конце 2019 г. в Китае появилась новая 
коронавирусная инфекция COVID-19, последующее 
распространение которой по миру приняло характер 
пандемии и вызвало тяжелейший кризис глобального 
здравоохранения и экономики [1]. По данным Евро-
пейского центра профилактики и контроля заболеваний 
COVID-19, к началу октября 2020 г. в мире насчитыва-
лось более 32 млн заболевших и около 1 млн случаев с 
летальным исходом. В РФ эти показатели соответствен-
но превысили 1,2 млн и 200 тыс. человек [2-4].

Схожесть клинических проявлений текущей ин-
фекции с симптоматикой других ОРВИ, вероятность 
бессимптомного течения заболевания, сравнительно 
высокая контагиозность осложняют эпидемиологиче-
ский мониторинг распространения вируса. В связи с 
этим создание платформ для эффективной диагностики 
COVID-19 стало особенно актуальным для своевремен-
ного выявления и лечения заболевших пациентов, для 
мониторинга эпидемической ситуации, ориентирован-
ного на опыт ликвидации недавних вирусных эпидемий 
[1, 3, 4].

Появление в XXI веке трёх новых патогенных для 
человека видов коронавируса вызывает серьёзные опа-
сения. Эти РНК-содержащие β-коронавирусы семейства 
Coronaviridae, среди которых особое внимание привлек-
ли возбудитель ближневосточного респираторного син-
дрома (MERS) – MERS-CoV и источник тяжёлого остро-
го респираторного синдрома (SАRS) – SARS-CoV [5-7].

Полногеномное секвенирование и филогенетиче-
ский анализ показали, что коронавирус, вызывающий 
COVID-19, является β-коронавирусом того же подрода, 
что и вирус SARS-CoV. Новый вирус предложено обозна-
чить как SARS-CoV-2 [5, 8].

Как и у других β-коронавирусов, геном SARS-CoV-2 
содержит специфические последовательности РНК, ко-
дирующие структурные и неструктурные белки, кото-
рые обеспечивают транскрипцию и репликацию вируса 
(полипротеин ORFlab) и реализацию патогенных меха-
низмов вируса. Некоторые из них экспонированы на по-
верхности вириона (спайковый гликопротеин S, белок 
оболочки Е, мембранный протеин М, нуклеокапсид N) и 
вызывают значительный биотехнологический, фармако-
логический и биомедицинский интерес [6, 7, 9, 10].

Результаты молекулярно-филогенетического анализа 
показали, что геномные нуклеотидные последователь-
ности SARS-CoV-2 и SARS-CoV связаны с идентично-
стью около 80%. Гликопротеины S этих видов вирусов в 
процессе инфицирования используют ангиотензин-пре-
вращающий фермент 2 (ACE2) в качестве рецептора, 
для проникновения в клетки человека [11].

Основными патогенетическими мишенями для всех 
представителей этой подгруппы β-коронавирусов явля-
ются респираторный и желудочно-кишечный тракт, пе-
чень, центральная нервная система, поражение которых 
становится характерным признаком коронавирусных 
инфекций [2, 8, 12]. До возникновения современных 
эпидемических вспышек β-коронавирусных инфекций 
(SARS в 2002-2004 г. г. и MERS в 2012 г.) [8, 10, 12], эти 
возбудители не относили к группе высоковирулентных 
патогенов человека [13, 14]. Эпидемии SARS и MERS, 
и особенно пандемия COVID-19, изменили существу-
ющий до этого взгляд на патогенность коронавирусов 
и эпидемиологию новых инфекций, на потенциальную 
перспективу возникновения новых вспышек и их диа-
гностику [5-7, 15].

Одним из важнейших направлений стратегии борьбы 
с новой инфекцией стала необходимость массового лабо-
раторного скрининга групп населения с высоким риском 
заражения. Своевременная и качественная лабораторная 
диагностика пациентов, инфицированных SARS-CoV-2, 
стала основным приоритетом в ликвидации пандемии и 
введении карантинных мер [1, 4, 5, 16]. В этих условиях 
создание быстрых, эффективных и недорогих инструмен-
тов для диагностики стало важной составляющей борь-
бы с новой инфекцией. Как и при ликвидации коронави-
русных инфекций SARS и MERS, так и при диагности-
ке COVID-19, перед общественным здравоохранением 
стоит одна и та же задача. Она связана с определением 
роли и места различных диагностических платформ для 
осуществления скрининга, диагностики и мониторинга 
новых коронавирусных инфекций как традиционных, так 
и новых диагностических платформ с учётом их преиму-
ществ и ограничений [7, 9, 17, 18].

Результаты секвенирования генома SARS-CoV-2 ста-
ли основой для создания тест-систем для диагностики 
и эпидемического мониторинга инфекции, предпосыл-
кой для создания лекарственных препаратов и вакцин 
[19]. На фоне отсутствия опыта ликвидации пандемии 
новой вирусной инфекции и научной доказательности 
рекомендаций по использованию лабораторных тестов 
и управлению диагностикой, общественное здравоохра-
нение нуждается в решении новых вопросов и проблем, 
связанных со своевременностью, частотой и выбором 
инструментов тестирования. Ответы на эти вопросы ле-
жат в плоскости решения дилеммы о доступности опре-
делённых типов лабораторных тестов, своевременности 
их проведения и информативности, в клинико-эпидеми-
ологической и экономической обоснованности исполь-
зования в быстро меняющейся и беспрецедентной для 
новейшей истории картине пандемии [15, 20-22].
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Существуют значительные различия в выборе наи-
более подходящих инструментов и эффективных мето-
дов тестирования заболевших COVID-19, их контактов, 
потенциальных носителей, медицинских работников и 
представителей других служб экстренной помощи [1, 
2, 21, 22]. После десяти месяцев борьбы с COVID-19 
усилия общественного здравоохранения по-прежнему 
оцениваются количеством проведённых тестов, а по-
следствия пандемии – числом умерших и заболевших. 
При этом среди последних не учитывают миллионы лёг-
ких и бессимптомных случаев, хотя вполне вероятно, 
что именно эта категория пациентов является источни-
ком инфицирования окружающих. Отрицательные те-
сты ПЦР и появление специфических антител считают 
критерием выздоровления переболевших пациентов без 
учёта последствий на здоровье и качества их жизни. При 
этом уровни антител у переболевших в дальнейшем не 
исследуют, как не изучается напряжённость иммуните-
та и возможность повторного заражения COVID-19 [17, 
21]. Возможно, это связано с недостаточным понимани-
ем иммунных сигнальных путей и общей иммунопато-
логии при этой инфекции [2, 3, 22].

Ситуация с диагностикой COVID-19 ещё больше 
осложняется из-за отсутствия понимания в обществе, 
прессе, среди медицинских чиновников и некоторых 
специалистов биомедицины различий между существу-
ющими типами доступных тестов для диагностики этой 
инфекции. Неудивительно, что нет единой методологии 
целей и задач использования их, интерпретации полу-
ченных результатов для дальнейших решений [2, 3, 23].

Один из основных вопросов выработки стратегии те-
стирования в период пандемии связан с существующими 
типами диагностических инструментов и их принципи-
альным различием для диагностики вирусных инфекций, 
клинической целесообразности и бесполезности для раз-
личных категорий пациентов на разных этапах заболева-
ния. Другие широко обсуждаемые темы касаются време-
ни тестирования, их периодичности и правильной интер-
претации полученных результатов [2, 3, 5, 7].

Данные рутинных лабораторных исследований име-
ют неспецифический характер (лейкопения, лимфопе-
ния, лёгкая тромбоцитопения, повышение содержания 
острофазовых белков, в тяжелых случаях повышение 
уровней цитокинов IL2, IL4, IL6, IL7, IL10, TNF) [12, 
14, 17, 18].

Все существующие на данный момент типы спе-
циальных лабораторных тестов для диагностики 
COVID-19 можно разделить на две категории. Одни их 
них обнаруживают сам вирус (антигены или нуклеино-
вые кислоты), другие выявляют иммунную реакцию ор-
ганизма человека на его присутствие (антитела классов 
IgM, IgG). В условиях отсутствия специфических сим-
птомов, доказанной эффективности методов этиотроп-
ного лечения и вакцинации, результаты лабораторной 
диагностики становятся единственным информацион-
ным источником наличия и мониторинга течения CO-
VID-19 [3, 23, 24].

В идеальном гипотетическом варианте при помощи 
теста, выявляющего вирус и имеющего 100% чувстви-
тельность и специфичность, можно обследовать всё 
население. В зависимости от полученных результатов 
выделить всех инфицированных людей и разделить их 
на категории в зависимости от наличия и выраженности 
клинической картины: с бессимптомным, лёгким, сред-
ним, тяжёлым течением. После чего всех пациентов с 

положительными результатами тестирования в зависи-
мости от клинической картины изолировать на каран-
тин, лечение на дому, госпитализировать в медицинское 
учреждение.

В качестве альтернативы, в другом гипотетическом 
варианте, обследовать всё население на наличие анти-
тел с помощью другого теста, имеющего 100% чувстви-
тельность и специфичность для идентификации паци-
ентов, которые ранее были инфицированы вирусом, но 
перенесли инфекцию бессимптомно или оказались не-
восприимчивы к инфекции. Эти категории населения 
можно было бы привлекать для оказания помощи забо-
левшим, периодически контролируя у них уровень спец-
ифических антител.

Реальная картина распределения заражённых 
COVID-19 напоминает айсберг: в меньшей, надводной 
части которого размещаются категории тяжело забо-
левших и госпитализированных пациентов, на верши-
не – погибшие от инфекции. Большую долю подводной 
части айсберга занимают пациенты, перенесшие инфек-
цию в бессимптомной (около 45%), лёгкой или умерен-
ной форме, без специфической клинической картины, 
с ОРЗ [4, 7, 25]. Пациенты с бессимптомным течением, 
как и с манифестной формой инфекции, несут одинако-
вую вирусную нагрузку в течение одного и того же пе-
риода времени [3, 4, 7, 17].

Рассмотренные варианты, при всей их гипотетично-
сти, помогают определить место и оценить диагности-
ческую ценность имеющихся тестов, целесообразность 
их использования, особенно в условиях отсутствия тера-
певтических средств или вакцин.

Из первой группы тестов сразу следует исключить 
вирусологический метод и детекцию антигенов корона-
вируса, которые. проводят в специализированных виру-
сологических лабораториях для научных исследований.

Лабораторные тесты для прямой индикации ви-
руса и идентификации РНК. Индикация вируса яв-
ляется важным диагностическим этапом мониторинга 
уровня заболеваемости и управления эпидемиологи-
ческим процессом. Эволюция молекулярно-генети-
ческих методов лабораторной диагностики связана с 
развитием аналитических платформ идентификации 
нуклеиновых кислот, которые стали быстрыми и на-
дёжными инструментами для прямой индикации ви-
русов [11, 15, 26-28].

Метод полимеразной цепной реакции (ПЦР), нацелен 
на детекцию ДНК – одного из двух типов нуклеиновых 
кислот, обеспечивающих хранение наследственной ин-
формации о генетическом коде всех живых организмов. 
ПЦР является широко используемым диагностическим 
методом для индикации большого спектра патогенных 
микроорганизмов и считается «золотым стандартом» с 
высокой чувствительностью и специфичностью [10, 29]. 
Более чем за 30 лет применения, эта концептуально про-
стая технология стала одной из наиболее распростра-
нённых в медико-биологической практике для диагно-
стики инфекционных и наследственных заболеваний, в 
молекулярной биологии для научных генно-инженер-
ных исследований [11, 30, 31].

Геном коронавирусов состоит из РНК, которая схожа 
с ДНК по химическому составу, но имеет ряд принципи-
альных отличий. ДНК хранит наследственную инфор-
мацию, РНК переносит её, ДНК является двуцепочеч-
ной молекулой, РНК – одноцепочечной, имеет меньшую 
молекулярную массу [32, 33].
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Эти отличия являются причиной того, что стандарт-
ный каталитический фермент Tag-полимераза, исполь-
зуемый в классической ПЦР-технологии для амплифи-
кации определенных фрагментов ДНК в биоматериале, 
неэффективно реплицирует РНК. Для детекции РНК ви-
русов, включая SARS-CoV-2, применяется другой вари-
ант тестирования, получивший название ПЦР с обрат-
ной транскрипцией (ОТ-ПЦР или Reverse Transcription 
PCR, RT-PCR) из-за его преимуществ в качестве спец-
ифического и чувствительного анализа для ранней диа-
гностики вирусных инфекции [26, 27, 29, 33].

В отличии от традиционной ПЦР, которая использу-
ется для усиления целевых последовательностей ДНК, 
ОТ-ПЦР представляет метод амплификации специфи-
ческого фрагмента РНК в комплементарное ДНК с по-
мощью фермента обратной транскриптазы. RT-PCR 
проходит в два этапа: сначала молекулу РНК превра-
щают в комплементарную ДНК (кДНК) при помощи 
реакции обратной транскрипции (ОТ), катализируемой 
ферментом обратной транскриптазой (ревертаза, РНК-
зависимая ДНК-полимераза). На втором этапе ампли-
фицируют молекулу ДНК, используя Tag-полимеразу и 
классическую схему ПЦР [11, 31]. С целью диагностики 
эти два этапа удобнее проводить в одной пробирке; для 
научных исследований – ОТ и ПЦР проводят в отдель-
ных пробирках [31, 34].

ОТ-ПЦР, успешно зарекомендовавшая себя при те-
стировании вируса сезонного гриппа, одобрен ВОЗ в 
качестве диагностического стандарта, применяемого 
для диагностики COVID-19 и детекции SARS-CoV-2 [8, 
35-37]. Тестирование проводится в скрининговом режи-
ме среди бессимптомных пациентов с предполагаемыми 
контактами с SARS-CoV-2 для раннего выявления или 
определения тенденций развития инфекции [27, 28, 34, 
36].

В дополнении к качественному определению РНК, при 
вирусных инфекциях часто используют объединенную с 
qPCR технологию, которая применяется для определения 
количества экспрессированного гена. Этот объединенный 
вариант, получивший название количественной RT-PCR в 
реальном времени (qRT-PCR, RT-qPCR), является самым 
мощным и чувствительным инструментом для количе-
ственного обнаружения уровня РНК [31, 34, 38].

ОТ-ПЦР является одной из многих разновидностей 
традиционной техники ПЦР, и её часто путают с коли-
чественной ПЦР (Quantitative PCR, Q-PCR, ПЦР в ре-
альном времени). Ключевая разница между этими двумя 
вариантами заключается в том, что в отличии от ОТ-
ПЦР, которая используется для обнаружения экспрес-
сии генов посредством создания транскриптов кДНК из 
матричной РНК, Q-ПЦР применяется для количествен-
ного измерения продуктов ПЦР в реальном времени с 
использованием флуоресцентных интеркалирующих 
красителей или меченных зондов [11, 15, 27, 37].

Технология ПЦР-диагностики отработана десятиле-
тиями, есть подготовленные специалисты и необходи-
мое оборудование, высокая чувствительность и спец-
ифичность ПЦР даёт основание доверять полученным 
результатам. Как нередко бывает в клинической лабо-
раторной диагностике, не уделяется должное внимание 
преаналитическому этапу – взятию и транспортировке 
биоматериала, которые, как правило, проводит неподго-
товленный персонал [26, 27, 31, 38].

Сбор и пробоподготовка являются ключевыми этапа-
ми проведения тестов на вирусную РНК. Время отбора 

проб, правильное их взятия и оптимальные типы образ-
цов имеют определяющее значение для получения пра-
вильного результата. Чтобы предотвратить деградацию 
РНК, после взятия мазков их погружают в транспортную 
среду (буфер для лизиса или стерильный физраствор). 
Хранить образцы следует при температуре 2-8о С до 72 ч 
[11, 35, 36]. При необходимости более длительного хра-
нения предпочтительная температура для сохранности 
взятого биоматериала -70о С и ниже [35, 37].

Распространёнными типами исследуемых образцов 
являются секреты, взятые из носо- и ротоглотки, при 
этом материал из носоглотки является предпочтитель-
ным [38, 20, 21, 29]. Образцы должны быть получены 
с помощью тупферов с тампонами из полиэстера и до-
ставлены в лабораторию как можно скорее после сбора. 
У пациентов с пневмонией для исследования берут до-
полнительные материалы: мокрота и бронхоальвеоляр-
ный лаваж (БАЛ). После сбора мазки помещают в жид-
кость для высвобождения вирусной РНК из тампонов в 
раствор, откуда в последующем извлекают и амплифи-
цируют нуклеиновую кислоту [11, 15, 20, 29].

Вероятность детекции коронавируса в каждом из 
перечисленных материалов варьируется в разных преде-
лах и может меняться у отдельных пациентов, поэтому 
отрицательный результат тестирования не исключа-
ет возможности инфицирования человека. Получение 
ложноотрицательного результата может быть связано с 
неравномерным распределением вируса в дыхательной 
системе, с игнорированием стандартов взятия образцов 
[35, 36, 39]. При получении положительного результата 
существует небольшая вероятность вирусной контами-
нации в процессе тестирования или перекрестного ин-
фицирования (ложноположительный результат).

При выполнении теста следует учитывать, что не-
которые компоненты, находящиеся в пробе, могут сни-
жать или полностью ингибировать активность исполь-
зуемых каталитических ферментов (транскриптазы, Tag-
полимеразы), что, соответственно, будет частично или 
полностью блокировать амплификацию ДНК, снижать 
качество диагностики и являться одной из причин появле-
ния ложноотрицательных результатов ПЦР [39, 40]. Tag-
полимераза полностью инактивируется при наличии в 
пробе даже следов крови (от 0,004%). Качество взятия 
материала и предварительная обработка образца являет-
ся ключевым этапом при ПЦР-тестировании, влияющим 
на диагностическую надежность и эффективность мето-
да [34, 35, 39, 40].

Причиной ложноотрицательного результата может 
стать изменение последовательностей вирусной РНК. 
Как и другие вирусы, SARS-CoV-2 мутирует по мере 
распространения пандемии [22, 25, 41]. Генетическое 
разнообразие и быстрая эволюция нового коронавиру-
са наблюдались в различных исследованиях [41]. Эти 
мутации изучают с целью отслеживания глобального 
распространения вируса, изменения его вирулентных 
свойств [22, 42]. Большинство изменений не оказывает 
заметного влияния, но некоторые из них, образовавши-
еся в областях праймеров и зондов SARS-CoV-2, могут 
снизить эффективность ПЦР-тестирования и стать при-
чиной ложноотрицательных результатов [22, 34, 43].

Риск ложных результатов, является важной пробле-
мой, связанной с методом ОТ-ПЦР-РВ, и в значитель-
ной степени влияет на эффективность борьбы с распро-
странением инфекции [42]. Многие случаи COVID-19 
с типичной клинической картиной и соответствующим 
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заключением исследования компьютерной томографии 
(КТ) не диагностированы ПЦР-тестированием в 35-50% 
[28, 29].

Для исключения или минимизации вероятности лож-
ноположительных результатов, при выполнении каждо-
го цикла ОТ-ПЦР SARS-CoV-2 рекомендуется исполь-
зовать отрицательный матричный контрольный матери-
ал (NTC, No Template Control), не содержащий нуклеаз. 
Результат тестирования NTC должен быть отрицатель-
ным, а возникновение положительных результатов будет 
свидетельствовать о перекрёстном загрязнении образца 
[2, 35, 37].

Чувствительность и специфичность RT-PCR ниже 
100%, полученный отрицательный результат при ПЦР-
тестировании не исключает возможности заражения 
COVID-19 [28, 29]. Для достижения максимальной эф-
фективности молекулярно-генетической диагностики 
имеет значение правильное выполнение стандартов опе-
рационных процедур (СОП) и лабораторной практики, 
связанных со взятием исследуемых материалов, услови-
ями транспортировки образцов и их хранением, взятием 
альтернативных типов биоматериалов у одного пациента 
[28, 43].

Несмотря на то, что ОТ-ПЦР SARS-CoV-2 является 
методом выбора при диагностике COVID-19, его резуль-
таты следует интерпретировать с осторожностью, с учё-
том данных КТ и клинических симптомов заболевания, 
что облегчает раннюю постановку диагноза и обеспечи-
вает своевременное лечение пациентов. Эффективность 
метода значительно повышается при использовании для 
тестирования нескольких типов образцов из верхних и 
нижних дыхательных путей, при соблюдении СОП и 
надлежащей лабораторной практики.

Серологические методы детекции антител и опре-
деления защитного иммунитета у недавно инфициро-
ванных SARS-CoV-2. Вторая группа широко используе-
мых методов – тесты, предназначенные для определения 
серологического статуса пациентов и детекции специ-
фических антител классов IgA, IgM, IgG, определения 
защитного иммунитета у различных групп населения, 
инфицированных SARS-CoV-2. Результаты тестов на ан-
титела особенно важны для выявления предыдущего ин-
фицирования пациентов с маловыраженной симптомати-
кой или бессимптомной формой заболевания [2, 23, 44].

Серологические тесты в наиболее распространён-
ных форматах твёрдофазного иммуноферментного ана-
лиза (ИФА) хорошо известны и зарекомендовали себя 
как сравнительно простые, безопасные, чувствительные 
и специфичные диагностические платформы для выяв-
ления антител, вырабатываемых в ответ на SARS-CoV-2 
в сыворотке или плазме крови [23, 44, 45]. В качестве ан-
тигена при конструировании системы использует один 
из иммуногенных белков SARS-CoV-2 (как правило, 
спайковый гликопротеин S или нуклеокапсид N). Пол-
ный цикл исследования занимает не менее 1,5-2 часов и 
требует специального лабораторного оборудования [20, 
44, 46].

Основное требование к тест-системам – отсутствие 
перекрестной реактивности с антителами, вырабатыва-
емыми к другим распространённым коронавирусам, вы-
зывающим менее серьёзные ОРВИ. Перекрестную ре-
активность при постановке ИФА полностью исключать 
нельзя. Ложноположительные результаты встречаются 
при инфицировании другим видом β-коронавируса в 
случае использования тест-систем, в которых в качестве 

антигена использовался нуклеокапсид N [44, 45, 47]. По 
оценкам разработчиков, большинство серологических 
тестов ИФА имеют специфичность более 99% и чув-
ствительность 96% [2, 23, 45, 47]. Многие авторы, чтобы 
избежать ложноотрицательных результатов, указывают 
на необходимость исследований на антитела против не-
скольких антигенов [2, 23, 47, 48].

Динамика иммунного ответа против SARS-CoV-2 и, 
в частности, сероконверсия при COVID-19, находятся 
в стадии изучения, как и корреляция уровня специфи-
ческих антител с вирусной нагрузкой, и роль в элими-
нации вируса [20, 23, 47]. Средняя продолжительность 
появления антител IgM и IgA составляет 5–7 дней, тогда 
как антитела IgG обнаружены через 14 дней после по-
явления симптомов у лиц с инфекциями, подтверждён-
ными ОТ-ПЦР [45].

Требуют подтверждения и защитные свойства анти-
тел от повторного инфицирования пациентов, перебо-
левших COVID-19, и продолжительность сохранения 
защитного иммунитета [20, 23, 47, 48].

Исследования динамики появления противовирус-
ных антител у пациентов с другими коронавирусными 
инфекциями в период эпидемий SARS и MERS показа-
ли, что специфические иммуноглобулины выявлялись у 
80-100% пациентов в среднем через 14–20 дней после 
постановки диагноза, что соответствовало 2-3 нед от 
начала появления клинических симптомов болезни [9, 
12, 26, 49]. Сероконверсия является надёжным диагно-
стическим признаком коронавирусной инфекции, как и 
обнаружение вирусной РНК [11, 49-51].

Результаты серодиагностики на антитела к SARS-
CoV-2 могут быть использованы для ретроспективного 
выявления пациентов, перенесших бессимптомную и 
лёгкую формы инфекции, мониторинга протекания ин-
фекции у госпитализированных больных, отслеживания 
контактов и эпидемиологического надзора на регио-
нальном уровне для определения истинных масштабов 
пандемии и уровня летальности [23, 45, 47]. Появление 
специфических антител, например, у медицинских ра-
ботников, работающих в условиях, потенциально опас-
ных вторичным инфицированием COVID-19, могло бы 
служить основанием для допуска к работе [2, 3, 7, 49]. 
Исследование сероконверсии у инфицированных SARS-
CoV-2 может быть использовано для диагностики ПЦР-
отрицательных больных, в том числе, поступивших на 
поздней стадии заболевания, и для ретроспективной 
оценки чувствительности молекулярно-генетического 
тестирования.

Поиск и разработка новых методов для экспресс-
диагностики COVID-19. Для реализации эффективных 
мер по контролю за распространением инфекции в пе-
риод ликвидации пандемии решающее значение имеет 
раннее и надёжное обнаружение вируса [6,13,52,53]. 
Массовое тестирование заболевших и бессимптомных 
носителей оказалось весьма эффективным в борьбе с 
пандемией. Оно связано с громадными финансовыми 
расходами на приобретение необходимого оборудова-
ния, тест-систем, создание специализированных лабо-
раторий [23, 52-54]. В условиях ограниченных ресурсов 
и оборудования, отсутствие возможности проведения 
стандартной лабораторной диагностики COVID-19 
становится фактором, ограничивающим возможность 
борьбы с распространением вируса. Поиск и разработка 
диагностических инструментов, соответствующих со-
временной концепции ASSURED (доступных, чувстви-
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тельных, специфичных, удобных для пользователя, бы-
стрых, надежных и бесприборных) является актуальной 
задачей [13, 23, 52, 54].

Одной из современных высокотехнологичных тен-
денций индикации и идентификации инфекционных 
патогенов в клинической лабораторной диагностике 
является развитие технологий point-of-care (POC). Их 
преимущества, такие как простота, быстрое получение 
результата, экономичность и отсутствие необходимости 
в подготовленных специалистах и дорогостоящего лабо-
раторного оборудования, снижают финансовые затраты 
и время на верификацию возбудителей и опосредуют ак-
тивный рост их использования для диагностики [52-54].

Ряд молекулярных методов из арсенала технологий 
РОС разработаны и доступны для экспресс-диагностики 
пациентов с COVID-19.

Петлевая изотермическая амплификация (LAMP). 
В последнее время для скрининговой и мониторинговой 
диагностики вирусных инфекций всё более популярным 
становится быстрый, простой и экономичный метод пет-
левой изотермической амплификации с обратной транс-
крипцией (Loop mediated isothermal amplification, LAMP 
и RT-LAMP), аналогичный классической ПЦР [6, 54, 55].

Этот одностадийный метод амплификации детекти-
рует РНК вируса в различных биосубстратах с точно-
стью, сопоставимой с RT-qPCR, который, являясь золо-
тым стандартом для обнаружения SARS-CoV-2, требует 
обученного персонала, сложной инфраструктуры и дли-
тельного времени анализа, что ограничивает его исполь-
зование [54-56]. В условиях пандемии COVID-19 новая 
и экономичная лабораторная РОС-технология RT-LAMP 
стала альтернативой ОТ-ПЦР как несложный инстру-
мент скрининга в условиях ограниченных ресурсов [6, 
54, 56-58].

Подобно ОТ-ПЦР, тесты LAMP очень чувствительны 
и надежны, при условии их проведения во время острой 
стадии инфекции, и позволяют получать результат в 
течение 20-30 мин. Ключевым этапом при разработке 
тест-систем RT-LAMP является выбор целевых мише-
ней вируса и использование соответствующих четырёх 
праймеров, нацеленных на различные консервативные 
области генома [54, 59, 60]. Праймеры связываются 
с комплементарными последовательностями кДНК-

мишени и образуют ДНК в форме гантелей. Затем на 
этапе циклической амплификации непрерывно произво-
дятся несколько копий таких гантелей ДНК. Продукты, 
образующиеся на этапе циклической амплификации, ис-
пользуются в фазе элонгации для циклического синтеза 
ДНК различных размеров.

Разработан одностадийный экспресс-тест для диа-
гностики COVID-19 со временем анализа 30 мин [55]. 
При конструировании набора использовались праймеры 
N1 и N15, нацеленные на гены, кодирующие N нуклео-
капсид, спайковый гликопротеин (S17 и O117) и репликазу 
(ORF1ab) SARS-CoV-2 соответственно. Высокая чув-
ствительность и 100% специфичность теста подтверж-
дена на образцах сыворотки, мочи, слюны, мазков из ро-
то- и носоглотки с использованием колориметрической 
и флуоресцентной детекции [55].

Технологические преимущества LAMP, такие как 
амплификация при постоянной температуре 60-65о С 
(что исключает необходимость использования термо-
циклера), более быстрое получение результата при со-
хранении аналогичной чувствительности и специфич-
ности, делают его более подходящим для скрининга 
COVID-19, чем RT-PCR [55, 57, 59]. Важными досто-
инствами этого уникального метода являются высокая 
экономичность и простота выполнения с возможностью 
выявления амплификационного продукта и оценки ре-
зультата визуально, по изменению цвета после добав-
ления одного из интеркалирующих красителей [57, 58]. 
Современные модификации технологии RT-LAMP по-
зволяют получать количественный результат в режиме 
реального времени [58, 61, 62] (табл. 1).

Немаловажными преимуществами этого односта-
дийного метода является выполнение тестирование в 
широких диапазонах температур и рН, что облегчает и 
ускоряет этап пробоподготовки [56, 57, 59, 60].

Примером успешного клинического опыта создания 
эффективного инструмента для диагностики COVID-19 
является тест N1-STOP-LAMP, разработанный австра-
лийскими учёными, основанный на методе RT-LAMP c 
набором праймеров для детекции участка CDC N1 гена 
нуклеокапсида (N) SARS-CoV-2. При проведении испы-
таний на клинических образцах, предварительно прове-
ренных методом RT-qPCR с E-геном, новая тест-система 

Т а б л и ц а  1
Сравнение методов петлевой изотермической амплификации (LAMP) и классической полимеразной цепной реакции (ПЦР)

Критерии LAMP ПЦР

Температурные циклы Изотермальная амплификация (60-65о С) Необходимость различных температурных циклов

Количество праймеров 4(6) специально разработанных праймеров 2 праймера

Время анализа До 30 мин 2-4 часа

Выход ДНК Выход ДНК - 10-20 мкг Выход ДНК - до 0,2 мкг

Визуальная детекция Возможна Невозможна

Экономичность и простота 
выполнения

Экономичный, прост в выполнении Требует дорогостоящего оборудования и подготов-
ленных специалистов

Чувствительность к ингибито-
рам пробы

Нечувствительна Чувствительна

Возможность  
мультиплексирования

Возможно Невозможно

Известность метода, оценка  
в клинических условиях

Мало известен, клиническая оценка продолжается Хорошо известен, клиническая эффективность 
доказана
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показала 87% чувствительности и 100% специфичности 
при среднем времени выявления положительного ре-
зультата 14 мин [61].

Ограничением применения LAMP-тестирования яв-
ляется отсутствие у исследователей достаточного опыта 
использования метода в условиях эпидемических вспы-
шек и чрезвычайных ситуаций, в клинической интер-
претации результатов [54, 59, 61, 62]. Быстрое развитие 
технологий способствует появлению на рынке новых 
тест-систем, в том числе, разрешённых для детекции 
SARS-CoV-2 (табл. 2).

О перспективности LAMP-технологий, как инстру-
мента для диагностики COVID-19, свидетельствуют 
последние разработки, сочетающие возможности ме-
тода с системой молекулярного иммунитета CRISPR-
Cas12(13), коллатеральная активность которой против 
РНК-мишеней вирусов обеспечивает основу для вы-
сокоспецифичной и чувствительной детекции SARS-
CoV-2 [62].

Иммунохроматографический анализ (ИХА). Дру-
гой перспективной технологией экспресс-диагностики 
коронавирусных инфекций и, в частности, COVID-19, 
является иммуноанализ латерального потока (lateral 
flow immunoassay, LFIA), который в России больше из-
вестен как иммунохроматографический анализ (ИХА) 
[6, 13, 52]. Эта диагностическая платформа, основанная 
на иммуносерологическом тестировании, широко из-
вестна в мире уже более 60 лет, все эти десятилетия не-
прерывно совершенствовалась, в том числе, как простой 
и экономичный тест РОС для диагностики инфекций 
[52, 53, 65, 66].

В отличие от молекулярно-генетических диагностиче-
ских технологий, серологические ИХА тесты могут обна-
руживать не только инфекционное заражение пациентов 
(детектировать антигены в биосубстратах), но и оцени-
вать реакцию иммунной системы (детектировать в кро-
ви антитела), и тем самым обеспечивать необходимой 
информацией для принятия организационных решений 
[6, 65, 66]. В отличии от ИФА, весь цикл исследования с 
использованием тест-систем ИХА занимает от 10 до 20 
мин [6, 53, 67, 68].

В контексте диагностики инфекций SARS, MERS, 
COVID-19 экспресс-тесты LFIA чаще всего используют-
ся для проверки наличия антител пациента (IgM, IgG) 
или вирусных антигенов [13, 53, 66, 67]. С помощью 
ИХА тестов можно выявить не только инфицированных 
пациентов, но и проводить ретроспективную диагности-
ку тех кто перенёс заболевание бессимптомно, выздоро-
вел и в настоящее время обладает определённой степе-
нью иммунной защиты [6, 66, 69, 70].

ИХА тест-системы для определения антител против 
SARS-CoV-2 обнаруживают два типа антител по отдель-
ности или оба одновременно, выпускаются в виде на-
боров для тестирования специалистами клинико-диа-
гностических лабораторий. Для анализа требуется капля 
капиллярной или венозной крови пациента, сыворотки 
или плазмы. Образец наносится на прокладку, далее по-
следовательно вносятся специфические реагенты (конъ-
югированные антитела) и реагенты для продвижения 
и взаимодействия антигенов и антител против SARS-
CoV-2, присутствующих в образце. Считывание резуль-
татов происходит визуально по появляющимся цвето-
вым полосам в контрольной и тестовой зонах.

Проведено ретроспективное исследование динами-
ки образования антител к SARS-CoV-2 с оценкой чув-
ствительности и специфичности четырёх тест-систем 
ИХА у пациентов, чтобы диагностировать значимость 
экспресс-серологических тестов в ведении пациентов с 
COVID-19, диагноз у которых установлен молекуляр-
ным тестированием (ОТ-ПЦР) [68]. Через 3 нед. после 
появления симптомов заболевания все тесты показали 
наличие антител (IgM, IgG) в сыворотке крови обследу-
емых. У пациентов с COVID-19, осложнённым пневмо-
нией, выявлено более раннее появление антител против 
SARS-CoV-2 [68].

Разработан и тестируется ИХА-тест для обнаружения 
антител IgG к SARV-CoV-2 в сыворотке крови человека 
[13]. Конструктивные особенности этой тест-системы 
связаны с использованием наночастиц полистирола, 
модифицированных лантаноидами, и рекомбинантного 
нуклеокапсидного протеина SARS-CoV-2, помещённого 
на нитроцеллюлозную мембрану для захвата специфи-
ческих антител. Процесс анализа занимает 10 мин [13].

В соответствии с технологией ИХA, инфекционные 
маркёры могут быть обнаружены в крови (антитела), слю-
не, секрете верхних дыхательных путей на протяжении 
всего инфекционного цикла (заражение, инкубационный 
период, разгар, реконвалесценция) [66, 68, 69]. В отличие 
от молекулярных методов, использование ИХА экспресс-
тестов не требует специальной подготовки специалистов 
и может использоваться для скрининговых исследований 
в полевых условиях, на вокзалах, аэропортах, в частных 
медицинских кабинетах, необорудованных диагностиче-
ских пунктах, сельских больницах [65, 66, 68].

Использование индивидуальных ИХА тест-систем 
оказалось более дорогостоящим по сравнению с ИФА в 
практических приложениях для диагностики инфекций 
SARS, MERS, COVID-19, их применение оказалось эко-
номически оправданным клиническими преимуществами 
этой диагностической платформы [65 – 67, 70].

Т а б л и ц а  2
Тест-системы LAMP (RT-LAMP), разрешённые для детекции SARS-CoV-2

Страна-производитель, 
фирма-разработчик Название Описание Ссылка

Seasun Biomaterials Inc., 
Южная Корея

AQ-TOP™ COVID-19 Rapid 
Detection Kit.

Качественное (RT-LAMP) выявление РНК в пробах слизи рото- 
и носоглотки, БАЛ и мокроте в острой фазе инфекции. Ответ 

<30 мин
[63]

Color Genomics, Inc., 
США

Color Genomics SARS-
COV-2 RT-LAMP Diagnostic 

Assay

Качественное (RT-LAMP) выявление РНК в пробах слизи рото- 
и носоглотки, БАЛ и мокроте в острой фазе инфекции. Ответ 

<30 мин
[64]

Мельбурнский универси-
тет, Австралия N1-STOP-LAMP

Качественное (RT-LAMP) выявление участка CDC N1 гена ну-
клеокапсида (N) SARS-CoV-2 в пробах слизи рото- и носоглот-

ки, инфекции. Ответ <20 мин
[61]
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В ходе борьбы с пандемией COVID-19 разработано 
и предложено множество различных диагностических 
систем, основанных на принципах ИХА, которые раз-
личаются между собой чувствительностью и специфич-
ностью [68, 70]. Некоторые из предложенных платформ 
прошли необходимую экспертизу и получили разреше-
ние на использование в клинической практике (табл. 3).

Надежная эффективность и высокая чувствитель-
ность при детекции специфических антител к SARS-
CoV-2 с использованием ИХА показывает, что эти тех-
нологии могут быть полезным диагностическим ин-
струментом в дополнение к молекулярным методам для 
диагностики COVID-19.

Международный опыт использования серологиче-
ских тестов на основе ИХА для устранения эпидеми-
ческих вспышек коронавирусных инфекций показал 
важность и необходимость этого диагностического ин-
струмента. Наиболее рациональным применением это-
го диагностического инструмента является массовый 
скрининг населения из групп риска, пациентов с бес-
симптомной формой заболевания. Все положительное 
результаты должны быть подтверждены количествен-
ными молекулярно-генетическими методами.

Заключение. Некоторые успехи в борьбе с пандемией 
COVID-19 достигнуты, в том числе, благодаря хорошо 
зарекомендовавшим себя основным инструментам лабо-
раторной диагностики, в первую очередь, молекулярно-
генетическим и иммуноферментным методам. На опти-
мизацию этих технологий потребовались десятилетия, 
но сейчас они имеют ключевое значение в выявлении и 
контроле распространения COVID-19. Опыт, получен-
ный при ликвидации эпидемий SARS, MERS, послужили 
основой для разработки лабораторной стратегии для ин-
дикации вируса SARS-CoV-2 и антител к нему в период 
пандемии COVID-19. Их грамотное выполнение, своев-
ременная и правильная интерпретация результатов по-
зволяют вовремя принимать необходимые организацион-
ные решения. По-прежнему существует необходимость в 
поиске и разработке быстрых, надежных, экономичных, 
но не менее чувствительных и специфичных диагности-
ческих инструментов для выявления и борьбы с распро-
странением инфекции, вызванной SARS-CoV-2.
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ской поддержки.
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Описание
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КЛИНИЧЕСКАЯ ЗНАЧИМОСТЬ МЕТОДОВ ЛАБОРАТОРНОЙ ДИАГНОСТИКИ 
КОКСИЕЛЛЁЗА У ДЕТЕЙ
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Актуальность проблемы коксиеллёза у детей определяется эндемичностью этой патологии для ряда регионов России. 
Цель исследования: оценить результаты диагностики коксиеллёза у детей методами реакции связывания комплемента 
(РСК), иммуноферментного анализа (ИФА), полимеразной цепной реакции (ПЦР).
Проведён ретроспективный анализ результатов обследования на коксиеллёз в 3-х группах детей в возрасте от 7 до 17 
лет: 1-я группа (n=30) – методом РСК; 2-я группа (n=34) – методом ИФА; 3-я группа (n=35) – методом ПЦР, находив-
шихся на стационарном лечении в ГБУЗ «Областная инфекционная клиническая больница им. А. М. Ничоги» г. Астрахань 
в период с января 2010 по январь 2020 г.
Наиболее информативными методами диагностики коксиеллёза у детей в течение первых 7 дней от начала болезни 
является ПЦР (специфичность – 95%, чувствительность – 92%), после 7 дня ИФА (специфичность – 91%, чувствитель-
ность – 94%).Чувствительность РСК – 70%, специфичность 87%.
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CLINICAL SIGNIFICANCE OF LABORATORY DIAGNOSTICS METHODS FOR COXYELLOSIS IN CHILDREN
Astrakhan state medical University Ministry of health of Russia, 414000, Astrakhan, Russia
The urgency of the problem of coxyellosis in children is determined by the endemic nature of this pathology for a number of regions 
of Russia. The purpose of the study: to еvaluate the results of diagnosis of coxyellosis in children using the methods of comple-
ment binding reaction (RSC), enzyme immunoassay (ELISA), and polymerase chain reaction (PCR). Retrospective analysis of the 
survey on Coxiella in 3 groups of children aged 7 to 17 years: group 1 (n=30) method RSK; group 2 (n=34) – by ELISA; group 3 
(n=35) – PCR, were hospitalized in GBUZ «Regional clinical infectious hospital named. A. M. Nicholi» Astrakhan in the period 
from January 2010 to January 2020.
The most informative methods of diagnosis of coxyellosis in children during the first 7 days from the onset of the disease is the 
PCR reaction (specificity-94%, sensitivity-91%), after the 7th day of the disease ELISA (specificity -91%, sensitivity – 94%).The 
sensitivity of the RSC method is 70%, the specificity is 87%.
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Показатель заболеваемости коксиеллёзом в России 
0,07 на 100 тыс. населения, на ряде территорий Сибири, 
Центральной Чернозёмной зоны Южного Федерального 
округа находится в интервале от 5,39 до 16,3 на 100 тыс. 
населения [1, 2].

Основными симптомами типичных форм коксиеллё-
за являются: лихорадка до 39-400С, сопровождающаяся 
ознобами, головные боли, бессонница, сухой болезнен-
ный кашель, миалгии, ретробульбарные боли, увеличе-
ние размеров печени. При аэрогенном пути заражения 
развивается специфическая пневмония [3-6]. Coxiella 

burnetii может длительно персистировать в организме 
человека, способствуя развитию затяжных и хрониче-
ских форм болезни. У 50% инфицированных коксиеллё-
зом, болезнь протекает атипично [7, 8].

Лабораторными методами диагностики коксиеллёза 
являются: культуральный (выделение возбудителя из 
крови, мокроты, мочи на культуре клеток), биологиче-
ский, серологический (РСК, РНИФ). Чаще использу-
ются ИФА (определения специфических антител (АТ) 
к антигенам (АГ) Coxiella burnetii – IgM, IgG), ПЦР – 
молекулярно-генетический метод обнаружения генома 
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возбудителя в крови [2,9]. Результаты серодиагностики, 
ПЦР при коксиеллёзе, представленные в ряде научных 
работ [10-13], носят неоднозначный характер по их зна-
чимости в плане постановки диагноза коксиеллёз.

Цель исследования – оценить результаты диагности-
ки коксиеллёза у детей методами РСК, ИФА, ПЦР.

Материал и методы. Проведено ретроспективное, 
когортное исследование. Источниками информации 
являлись: «Сведения о инфекционных и паразитарных 
заболеваниях» Управления Роспотребнадзора Астра-
ханской области (АО), медицинская документация – 99 
карт стационарного больного, результаты обследования 
пациентов с верифицированным диагнозом коксиеллёз, 
в возрасте от 7 до 17 лет, лечившихся в ГБУЗ АО «Об-
ластная инфекционная больница им. А. М. Ничоги» г. 
Астрахань в период с января 2010 г. по январь 2020 г.

Учитывались случаи болезни, подтверждённые ре-
зультатами лабораторных исследований: 1) РСК с анти-
геном Бернета (СПб. НИИЭМ им. Пастера); 2) ИФА 
крови с использованием коммерческой тест-системы 
«C. burnetii ELISA IgM, IgG; 3) ПЦР крови с использо-
ванием реагентов «АмплиСенс Coxiella burnetii» (ФГУН 
ЦНИИ эпидемиологии Роспотребнадзора).

Взятие биоматериала для обнаружения антител к C. 
burnetii проводилось в день госпитализации (4,6±1,2 
день от начала болезни), затем через 7-10 дней (12,6±2,8 
и 21,5±1,9 день от начала болезни). Подтверждением 
диагноза коксиеллёз служило: наличие АТ класса IgM, 
нарастание титра специфических АТ в парных сыворот-
ках крови, исследуемых в РСК и ИФА; детекция ДНК C. 
burnetii, при исследовании методом ПЦР. Всем больным 
проводили общеклинические и биохимические исследо-
вания крови в соответствии со стандартами оказания ме-
дицинской помощи больным коксиеллёзом. Лаборатор-
ные исследования (общеклинические, биохимические, 
РСК, ИФА, ПЦР) проводились в лаборатории ГБУЗ АО 
«Областная инфекционная клиническая больница им.  
А.М. Ничоги» г. Астрахань.

Заключение этического комитета на проведение ис-
следования не запрашивалось.

Статистическая обработка данных проводилась с ис-
пользование пакета «Statistica 6,0 (Stat Soft, USA). Ко-
личественные показатели оценивали по среднему ариф-
метическому значению и стандартному отклонению. 
Сравнение количественных показателей в 3 группах об-
следованных (РСК, ИФА ПЦР) выполнено с применени-
ем дисперсионного анализа, качественных показателей 
с применением критерия χ2.

Результаты. Из 99 детей, вошедших в исследова-
ние, 94 (95%) приходилось на детей из организованных 
коллективов (школьники младших и старших классов), 
проживающих в городе 87 (88%). В возрастной структу-
ре больных коксиеллёзом на долю детей в возрасте 7-10 
лет приходилось 28 (28%), 11 – 14 лет – 49 (50%), старше 

14 лет 22 (22%) случая коксиеллёза, от общего количе-
ства больных. Во всех возрастных группах больных кок-
сиеллёзом преобладали мальчики до 80% (табл. 1).

Клиническая симптоматика коксиеллёза обусловли-
валась сочетанием лихорадки у 89 (90%) с ознобами у 56 
(56%), головной болью у 26 (26%), сухим кашлем у 32 
(32%), миалгией у 20 (20%), ретробульбарными болями 
у 12 (12%), увеличением печени у 76 (76%) пациентов, 
с повышением активности АЛТ до 1,4±0,3 мкмоль/л и 
показателя билирубина до 24,5±2,6 мкмоль/л. Измене-
ния в общем анализе крови разнонаправленные: умерен-
ный лейкоцитоз у 15%, лейкопения у 20%, нормоцитоз у 
65%, анемия у 23%, тромбоцитопения у 6%, ускорение 
СОЭ у 31% из 99 больных. По результатам РСК с АГ C. 
burnetii, в парных сыворотках крови, установлено, что 
чувствительность этого метода исследования 70%, спец-
ифичность 87%. В первые 5-6 дней от начала болезни АТ 
выявлялись у 20% больных в титре 1:80,0±32,5, в конце 
2-3-й нед от начала болезни у 50% в титре 1:380,0±86,5.

Исследование специфических АТ класса IgМ, IgG 
в сыворотке крови методом ИФА проводилось у 34 
больных. АТ класса IgМ появлялись в крови 32 (94%) 
больных коксиеллёзом на 7,6±1,8 день болезни в титре 
1:120,0±21,5 и у 9 (28%) из них сохранялись до 17,8±2,3 
дня от начала болезни в титре 1:420,0±124,8. АТ класса 
IgG обнаруживались в первые 7 дней от начала болезни 
у 9 (26%) из 34 больных в титре 1:40,0±10,6, в конце 2-3-
й нед у 32 (94%) больных в титре 1:280,0±65,9. Спец-
ифичность метода 91%, чувствительность 94% (табл. 2). 
У 2 (6%) пациентов, при наличии характерных симпто-
мов коксиеллёза, специфические АТ класса IgМ и IgG 
отсутствовали, при наличии ДНК C. burnetii (на 6-й день 
от начала болезни), что не исключает ложноотрицатель-
ный результат ИФА причины которого могут быть раз-
личными (особенности чувствительности, нарушения 
условий постановки реакции и др.).

Специфичность и чувствительность ПЦР по обнару-
жению ДНК коксиелл в сыворотке крови – 95% и 92% 
соответственно (табл. 2).

Максимальное количество положительных резуль-
татов ПЦР у 32 (91%) из 35 пациентов приходилось на 
первые 7 дней от начала болезни. У 3 (9%) пациентов, 
при проведении исследования после 10 дня от начала 
болезни, результаты ПЦР отрицательные, при наличии 
специфических АТ класса IgG в титре 1:140,0±34,6. От-
рицательный результат ПЦР у этих больных обусловли-
вается поздним проведением ПЦР-диагностики от нача-
ла болезни.

Приводим клиническое наблюдение. Больной А., 14 
лет, поступил на стационарное лечение 15 марта 2017 г. 
с направительным диагнозом «Вирусная инфекция не-
уточненной этологии».

Из анамнеза болезни установлено, что со 2 марта 
2017 г. отмечаются: повышение температуры тела до 

Т а б л и ц а  1
Дети, обследованные по поводу коксиеллёза

Показатель Группы обследованных p
1-я (n=30) 2-я (n=34) 3-я (n=35)

Девочки/мальчики, абс. 24/6 27/7 29/6 0,890
Возраст, годы 11,6±4,2 14,3±3,4 11,9±4,6 0,670

П р и м е ч а н и е . 1-я группа – больные, обследованные методом РСК; 2-я группа – методом ИФА крови; 3-я группа – методом ПЦР; p – 
значимость качественных показателей при df=2.
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39,5°С, слабость, нарушения аппетита, сна. Лечился са-
мостоятельно симптоматическими средствами и анти-
бактериальными препаратами. За медицинской помо-
щью обратился 15.03.2017 г.

Эпидемиологический анамнез: проживает в сельской 
местности. У семьи есть подсобное хозяйство (несколь-
ко коров). Молоко употребляет в пищу без термической 
обработки. Все члены семьи здоровы, лихорадящих лиц 
в окружении больного нет.

Объективно: состояние средней тяжести. Температу-
ра тела 37,9° С. Кожные покровы чистые. Перифериче-
ские лимфоузлы не пальпируются. Редкий сухой кашель 
Число дыханий 18 в 1 минуту. Аускультативно дыхание 
проводится по всем полям. Слева в нижней доле вы-
слушиваются мелкопузырчатые хрипы, не меняющие 
своей локализации. Рентгенографически установлено 
наличие инфильтративных изменений в нижней до-
ле левого лёгкого. Гемодинамика удовлетворительная. 
Число сердечных сокращений 86 в 1 мин. Тоны сердца 
громкие, шумов нет. Артериальное давление 110/70 мм. 
рт. ст. Аппетит умеренно снижен. Тошноты, рвоты нет. 
Зев бледно-розовой окраски. Живот мягкий, чувстви-
тельный при глубокой пальпации справа. Печень на 2 
см ниже края рёберной дуги, мягко эластической кон-
систенции. В общем анализе крови количество лейкоци-
тов 11,6×109/л, формула крови без существенных изме-
нений. Количество эритроцитов 4,1×1012/л, тромбоциты 
105×109/л. СОЭ – 15 мм/ч, билирубин – 19,7 мкмоль/л, 
АЛТ – 1,6 мкмоль/л. Результаты обследования на кокси-
еллёз от 15. 03. 2017 г.: ПЦР – отрицательная, ИФА – АТ 
класса IgМ отсутствуют, АТ класса IgG положительные 
в титре 1:200 с увеличением титра АТ во второй сыво-
ротке крови до 1:400.

Отсутствие ДНК и специфических АТ класса IgМ 
объясняется поздним  проведением исследования от на-
чала болезни (на 14-й день). В эти сроки от начала бо-
лезни ПЦР становится отрицательной, АТ класса IgМ 
замещаются АТ класса IgG, титр которых в динамике 
нарастает. В последующем АТ класса IgG к C. burnetii 
сохраняются в крови лиц, перенесших коксиеллёз. На-
растание титра АТ класса IgG в нашем примере свиде-
тельствует о текущем заболевании и является основани-
ем для постановки диагноза: острый коксиеллёз.

Oбсуждение.  По нашим данным специфичность 
РСК составляла 87%, чувствительность 70%. Считают, 
что РСК позволяет выявлять АТ к C. burnetii на 2-3-й 
неделе от начала болезни и только у 60% больных кокси-
еллёзом [12]. Противоположные результаты приводятся 
в исследовании [14], где установлены положительные 
результаты РСК у 27% больных коксиеллёзом на 1 нед, 
у 73% на 2-4 нед от начала болезни. Различия в оценке 
диагностической значимости РСК может обусловли-
ваться методическим качеством исследований и раз-
личиями в оценке полученных данных. Недостатками 
РСК являются ретроспективный характер и длительное 

наличие комплементфиксирующих АТ у переболевших 
коксиеллёзом, возможность перекрестных реакций у 
больных с брюшным тифом, орнитозом, что снижает 
значимость РСК для диагностики острого коксиеллёза. 
Учитывая длительное наличие АТ в крови людей, пере-
несших коксиеллёз, РСК может использоваться для вы-
явления иммунных лиц среди населения эндемичных по 
коксиеллёзу территорий.

При изучении серологических маркёров коксиеллёза 
в ИФА, у лихорадящих больных, на наличие специфиче-
ских АТ класса IgM и IgG к C. burnetii выявлено 17,2% 
серопозитивных лиц с высоким титром АТ нарастаю-
щих в динамике; считается, что это позволяет диагно-
стировать коксиеллёз и установить период болезни [13]. 
Специфические АТ класса IgМ к C. burnetii обнаружива-
лись у 59% пациентов в течение 2 нед от начала болезни, 
а АТ класса IgG у 55% больных с 7 по 32 день от начала 
болезни [14]. По нашим данным специфичность ИФА к 
C. burnetii составляла 91%, чувствительность 94%.

При оценке результатов ИФА необходимо учиты-
вать, что IgM появляются в крови больных коксиел-
лёзом в конце 1-й недели от начала болезни и доста-
точно быстро исчезают. IgG обнаруживаются позже и 
могут сохраняться в крови в течение длительного вре-
мени после перенесенного заболевания, что требует 
проведения дополнительного обследования с целью 
определения нарастания титра АТ класса IgG, обнару-
жения ДНК возбудителя методом ПЦР (в зависимости 
от длительности заболевания). Определение АТ к C. 
burnetii позволяет установить стадию патологическо-
го процесса при коксиеллёзе: наличие IgM (при отсут-
ствии IgG) указывает на острое течение коксиеллёза, 
нарастание титра АТ класса IgG (в сочетании или без 
IgM) свидетельствует о хроническом течении болезни 
или начале периода реконвалесценции коксиеллёза. 
Специфичность ПЦР крови, по нашим данным, со-
ставляет 95%, чувствительность 92%. ПЦР необходи-
мо проводить в течение первых двух недель от нача-
ла болезни и до начала антибактериальной терапии, 
потому что она быстро становится отрицательной 
при появлении и нарастании титра специфических 
АТ [10]. Положительный результат ПЦР на наличие 
в крови ДНК возбудителя свидетельствует об острой 
стадии коксиеллёза [15].

Заключение. Результаты исследования позволяют 
считать, что наиболее информативными методами диа-
гностики коксиеллёза у детей являются: в течение первых 
7 дней от начала болезни ПЦР (специфичность – 95%, 
чувствительность – 92%), после 7 дня от начала болез-
ни ИФА (специфичность – 91%, чувствительность –  
94%).

Сероконверсия АТ к C. burnetii в парных сыворотках 
крови в 4 раза и более свидетельствует об остром кок-
сиеллёзе, отсутствие сероконверсии является следовой 
реакцией ранее перенесенного заболевания.

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

Методы исследования Количество больных Специфичность метода, % Чувствительность метода, %
РСК с АГ Бернета 30 87 70
Определение АТ в сыворотке крови методом ИФА 34 91 94
Определение ДНК коксиел Бернета методом ПЦР 35 95 92
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Подтверждением диагноза острый коксиеллёз явля-
ются: наличие ДНК C. burnetii в крови и/или IgМ, увели-
чение титра IgG в парных сыворотках крови.

Финансирование. Исследование не имело спонсор-
ской поддержки.

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсут-
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Устойчивость представителей порядка Enterobacterales к эртапенему – 12,1%. Наиболее высокая частота нечувстви-
тельности к данному антимикробному препарату отмечена среди изолятов K. pneumoniae 29,4%. Среди всех изолятов 
энтеробактерий устойчивость к имипенему и меропенему проявляли – 17,2% и 20%. Доля штаммов P. aeruginosa устой-
чивых к меропенему и имипенему по 50,9% соответственно, к дорипенему – 45%. A. Baumannii, устойчивых к меропенему 
– 66,6%, имипенему – 63,6%, дорипенему – 83,3%. У K. pneumoniae обнаружены гены резистентности: NDM (n=2), KPC 
(n=10), OXA (n=1); у P. aeruginosa: VIM (n=8), NDM (n=1), OXA (n=1); A. baumannii OXA (n=1). Оптимально использо-
вание молекулярных методов, в частности ПЦР-РВ, для осуществления эффективного надзора за распространением 
продуцентов карбапенемаз, имеющими тенденцию к широкому распространению в условиях стационара. Молекулярные 
методы позволяют быстро получить результат (в течение рабочего дня) и принять адекватное решение о проведении 
антибиотикотерапии.
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Введение. Распространение устойчивости бактерий 
к карбапенемам, которые ранее считались одними из 
надёжных антимикробных препаратов (АМП) ведёт к 

большим трудностям при лечении тяжёлых ИСМП [1, 
2]. Грамотрицательные бактерии являются наиболее 
частыми возбудителями, ИСМП, в том числе сепсиса, 



772

RUSSIAN CLINICAL LABORATORY DIAGNOSTICS. 2020; 65(12)
DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2020-65-12-771-777

MICROBIOLOGY

пневмонии, инфекций мочевыводящих путей, среди 
них выделяют представителей порядка Enterobacterales, 
среди которых чаще всего встречается Klebsiella pneu-
moniae, неферментирующие грамотрицательные бакте-
рии (НГОБ) – Pseudomonas aeruginosa и Acinetobacter 
baumannii [1, 3 – 5].

Согласно молекулярной классификации Ambler,  
выделяют четыре класса β-лактамаз. Сериновые 
β-лактамазы включают класс А (KPC, GES, TEM, SHV, 
STX-M, SME, IMI, NMC-A), класс C (Amp C: FOX, CMY, 
DHA, ACT, ACC), класс D (OXA). Класс В включает ме-
талло-бета-лактамазы (МБЛ): В, MBLs: IMP, VIM, NDM, 
GIM, SPM, SIM [1, 5]. Резистентность грамотрицатель-
ных бактерий порядка Enterobacterales к карбапенемам 
может быть связана с: 1) гиперпродукцией хромосом-
ных β-лактамаз Amp C, 2) β-лактамазами расширенного 
спектра (БЛРС) в сочетании с нарушением проницаемо-
сти клеточной стенки, потерей пориновых каналов, 3) 
ферментативной инактивацией АМП за счёт продукции 
карбапенемаз. У P. aeruginosa устойчивость к карбапене-
мам может быть связана с нарушением транспорта АМП 
внутрь клетки в результате мутаций, ведущих к потере 
имипенем-специфического мембранного порина OprD, 
и гиперэкспрессией механизмов активного выведения – 
эффлюксных помп [1–5]. Наиболее часто резистентность 
к карбапенемам, обусловлена продукцией карбапенемаз. 
Причины нечувствительности у A. baumannii к данной 
группе АМП разнообразны: изменение проницаемости 
наружной мембраны клеточной стенки, эффлюкс, продук-
ция приобретённых карбапенемаз (МБЛ и ОХА-карбапе-
немаз), гиперпродукция видоспецифических β-лактамаз 
(ОХА-51 и родственных ферментов) [4].

В феврале 2017 г. эксперты ВОЗ впервые предста-
вили перечень резистентных микроорганизмов, пред-
ставляющих наибольшую опасность для общественного 
здоровья, где среди грамотрицательных бактерий лиди-
руют карбапенемазорезистентные штаммы A. baumannii 
и P. aeruginosa, представители порядка Enterobacterales, 
продуцирующие БЛРС и карбапенемазы [5]. Обмен мо-
бильными генетическими элементами, такими как инте-
гроны, легко встраивающиеся в плазмиды, и транспозо-
ны, внутри популяции, ведёт к быстрому распростране-
нию устойчивых штаммов [2, 3].

Для повышения качества оказания медицинской по-
мощи и предотвращения возникновения и распростране-
ния инфекционных заболеваний, в частности ИСМП не-
обходимо обеспечить раннее выявление грамотрицатель-
ных бактерий, продуцирующих карбапенемазы путём 
постоянного мониторинга антибиотикорезистентности 
возбудителей и определения механизмов резистентности.

Цель – определение последовательности тестирова-
ния штаммов грамотрицательных бактерий к карбапене-
мам, механизмов резистентности и частоты распростра-
нения карбапенемаз.

Материал и методы. С января по декабрь 2019 г. 
исследовано 6100 проб различного клинического ма-
териала (кроме фекалий) от 2483 пациентов ГАУЗ СО 
«Областная детская клиническая больница», госпитали-
зированных в отделение анестезиологии и реанимации 
(ОРИТ), ОРИТ новорожденных и недоношенных детей 
№ 2, онкогематологический центр, отделение патологии 
и недоношенных, отделения торакальной хирургии и 
хирургическое отделение для новорожденных больных, 
нефрологическое и неврологическое отделение. Иссле-
дованы кровь, спинномозговая жидкость, содержимое 

трахеи, моча, отделяемое ран и конъюнктивы, мокрота, 
выпот из плевральной полости, материал из ротоглотки, 
аутопсийный материал – ткань лёгких.

Взятие клинического материала на бактериологиче-
ское исследование производили согласно общеприня-
тым методам [6].

Для посева крови забранной из интактной вены и/или 
катетера использованы системы для гемокультур «Signal» 
(«Oxoid», Великобритания), флаконы для автоматическо-
го анализатора гемокультур «BACTECTM FX» («Becton 
Dickinson», США), бульон с сердечно-мозговым экстрак-
том с 0,025% SPS, СО2 и вакуумом («Conda», Испания). 
При культуральном исследовании спинномозговой жид-
кости использован модифицированный посев, согласно 
нормативной документации [7]: чашки с шоколадным и 
кровяно-сывороточным агарами (оригинальные рецепты) 
[8, 9] инкубировали при +35о С в атмосфере с 5% СО2 в 
течение 48 ч, 0,1% полужидкий сывороточный агар при 
+37о С в течение 5 сут с ежедневным просмотром. Посев 
катетеров осуществлялся полуколичественным методом 
по D. Maki на кровяно-сывороточный агар (инкубация 
при +37о С в атмосфере с 5% СО2 в течение 72 ч) и по-
гружением катетера в сахарный бульон для изучения его 
внутреннего канала, инкубация при +37о С в течение трёх 
суток с ежедневным просмотром. Пунктаты, экссудаты 
засевали на кровяно-сывороточный агар (инкубация при 
+37о С в аэробной атмосфере в течение 48 ч), свежеприго-
товленный кровяно-сывороточный агар (инкубация при 
+37о С в анаэробных условиях в течение 7 сут), прореге-
нерированную тиогликолевую среду и двухфазную среду, 
включающую плотный питательный агар и бульон (инку-
бация при +37о С в аэробной атмосфере в течение 5 сут) 
с ежедневным просмотром. На питательные среды Эндо, 
желточно-солевой, кровяно-сывороточный, шоколадный 
агар (инкубация в атмосфере с 5% СО2) и агар Сабуро 
осуществлялся посев мокроты, бронхоальвеолярного 
лаважа, содержимого трахеи [10]. Пробы с отделяемым 
ран, конъюнктивы дополнительно засевали на прорегене-
рированную тиогликолевую среду. Посев мочи осущест-
влялся по методу Айзенберга на 5% кровяной агар [11]. 
Идентификацию выделенных микроорганизмов проводи-
ли бактериологическим методом, на полуавтоматическом 
ATB Expression (bioMerieux, Франция) и автоматическом 
Phoenix M50 (Becton Dickinson, США) анализаторах. 
Определение антибиотикочувствительности проводи-
ли диско-диффузионным методом, на полуавтоматиче-
ском SENSITITRE (TREC Diagnostic Systems, США/Ве-
ликобритания) и автоматическом Phoenix M50 (Becton 
Dickinson, США) анализаторах. Постановка и оценка 
антибиотикочувствительности диско-диффузионным ме-
тодом проводилось в соответствии с действующей нор-
мативной документацией [12]. Для выявления продукции 
карбапенемаз без их дифференциации у P. aeruginosa и 
представителей порядка Enterobacterales применялся фе-
нотипический метод – метод инактивации карбапенемов 
(Carbapenem Inactivation Method, CIM) [13].

Для обнаружения грамотрицательных бактерий, ре-
зистентных к карбапенемам не зависимо от механизма 
резистентности, при первичном посеве клинического 
материала от онкологических больных использована 
среда «CHROMagarTM KPC» (DRG, Франция).

Молекулярно-биологическая детекция генов, коди-
рующих карбапенемазы у выделенных штаммов, осу-
ществлялась методом мультиплексной полимеразной 
цепной реакции с гибридизационно-флуоресцентной 
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детекцией продуктов амплификации в режиме реально-
го времени с использованием наборов реагентов «Ам-
плиСенс® MDR MBL-FL» и «АмплиСенс® MDR KPC/
OXA-48-FL» (ФБУН ЦНИИ эпидемиологии Роспотреб-
надзора, Россия). Выявлялись гены, кодирующие приоб-
ретённые сериновые карбапенемазы групп KPC и OXA-
48-подобных (OXA-48, OXA-162) и МБЛ с карбапене-
мазной активностью групп VIM, IMP, NDM.

Результаты и обсуждение. В исследовании пред-
ставлены результаты тестирования A. baumannii и P. 
aeruginosa, представителей порядка Enterobacterales, в 
связи с тем, что согласно информации ВОЗ, именно эти 
виды среди резистентных грамотрицательных бактерии, 
наиболее часто вызывают тяжёлые инвазивные инфек-
ции и требуют постоянного контроля резистентности.

С января по декабрь 2019 г. из клинического мате-
риала 900 пациентов выделено 940 штаммов грамотри-
цательных бактерий: Pseudomonas aeruginosa (n=202), 
Acinetobacter baumannii (n=62), Escherichia coli (n=236), 
Klebsiella pneumoniae (n=223), Klebsiella oxytoca (n=41), 
Enterobacter cloacae (n=69), Enterobacter aerogenes (n=5), 
Serratia marcescens (n=55), Proteus mirabilis (n=23), Pro-
teus vulgaris (n=4), Morganella morganii (n=5), Citrobacter 
freundii (n=5), Citrobacter koseri (diversus) (n=5), Citrobac-
ter amalonaticus (n=1), Pseudomonas putida (n=2).

Небольшое количество протестированных к дорипе-
нему изолятов обусловлено тем, что этот АМП входит не 
во все коммерческие панели для определения резистент-
ности. Суммарная доля карбапенемнечувствительных 
штаммов грамотрицательных бактерий (резистентные и 
умеренно-резистентные к меропенему и/или имипенему 
у P. aeruginosa, A. baumannii или эртапенему у энтеро-
бактерий) среди всех штаммов, составила 14% (n=132).

Устойчивость представителей порядка Enterobacte-
rales к эртапенему – 12,1%, что ниже, чем в целом по РФ 
– 23,6%, соответственно [14, 15]. Наиболее высокая ча-
стота нечувствительности к эртапинему отмечена среди 
изолятов K. pneumoniae – 29,4% соответственно, что ни-
же, чем показатели в целом по РФ – 41,6% соответствен-
но [15]. Среди изолятов энтеробактерий устойчивость к 
имипенему и меропенему проявляли 17,2% и 20% со-
ответственно. Среди изолятов K. pneumoniae устойчивы 
к имипенему – 35,5%, к меропенему – 44,7%. Согласно 
исследованию МАРАФОН в 2015-2016 гг., среди всех 
энтеробактерий резистентность к имипенему – 6,9%, к 
меропенему – 6,5% штаммов, изолятов K. pneumoniae – 
11,9 и 12,2%, соответственно [15]. При выявлении уме-
ренной резистентности или резистентности к эртапене-
му у энтеробактерий определялась чувствительность к 
меропенему и имипенему и проводился CIM-тест.

Штаммы P. aeruginosa устойчивы к меропенему и 
имипенему в 50,9%, к дорипенему – 45%, что ниже дан-
ных общероссийских исследований: резистентных изоля-
тов к имипенему – 67,5% и меропенему – 55,5%, согласно 
данным исследования «МАРАФОН» 2015-2016 гг. [16].

Штаммы A. baumannii устойчивы к меропенему – 
66,6%, имипенему – 63,6%, дорипенему – 83,3%, что в 
целом ниже опубликованных данных по России: рези-
стентных изолятов к имипенему – 77,5%, меропенему 
– 77,2%, согласно данных исследования «МАРАФОН» 
2015-2016 гг. [17], но выше данных отдельных городов, 
так в многопрофильных стационарах Санкт-Петербурга, 
доля меропенемустойчивых штаммов A. baumannii со-
ставила 41,4%, имипенемустойчивых приблизилась к 
50% исследованных штаммов [18].

Устойчивые к карбапенемам изоляты выделялись от 
пациентов, длительно находящихся на стационарном 
лечении в онкогематологии, реанимационных отделени-
ях перинатального центра, после оперированных врож-
дённых пороков сердца, врождённых пороков развития, 
бронхо-лёгочной дисплазии, пневмонии, хронического 
обструктивного бронхита, хронической почечной не-
достаточности, инфекции мочевыводящих путей. Кар-
бапенемазорезистентные штаммы часто обнаружены 
у пациентов длительно и неоднократно лечившихся в 
нескольких стационарах, подвергавшихся полостным 
операциям, получающих массивную терапию АМП, па-
циентов на паллиативном наблюдении.

Источниками выделения этих штаммов являлись 
кровь (n=8), спинномозговая жидкость (n=2), содержи-
мое трахеи (n=67), моча (n=36), отделяемое ран (n=10) и 
конъюнктивы (n=2), мокрота (n=4), выпот из плевраль-
ной полости (n=1), ротоглотка (n=1), аутопсийный ма-
териал – ткань лёгких (n=1). Выделены штаммы, устой-
чивые к карбапенемам: P. aeruginosa (n=55), A. bauman-
nii (n=22), Escherichia coli (n=2), Klebsiella pneumoniae 
(n=40), Klebsiella oxytoca (n=1), Enterobacter cloacae 
(n=7), Serratia marcescens (n=2), Proteus mirabilis (n=2), 
Pseudomonas putida (n=1).

Штаммы P. аeruginosa, устойчивые к карбапенемам, 
резистентны или умеренно-резистентны к меропенему 
и имипенему. Один изолят A. baumannii умеренно-рези-
стентный к меропенему, но чувствительный к имипене-
му. 67,5% штаммов K. pneumoniae одновременно устой-
чивы ко всем карбапенемам: эртапенему, меропенему, 
имипенему.

У пяти пациентов одновременно обнаружены несколь-
ко видов грамотрицательных бактерий, устойчивых к 
карбапенемам: P. aeruginosa и A. baumannii (n=2), K. pneu-
moniae и P. aeruginosa (n=3). Все случаи наблюдались у па-
циентов ОРИТ с диагнозами: хронический обструктивный 
бронхит, бронхолёгочная дисплазия, острое поражение 
ЦНС, острая гнойно-деструктивная пневмония.

Часто карбапенемазопродуцирующие штаммы гра-
мотрицательных бактерий имеют фенотип множествен-
ной резистентности к АМП (MDR, multiple drug resis-
tance) – нечувствительны как минимум к трём АМП 
различных классов [3]. Такие штаммы были среди P. 
aeruginosa (n=32), A. baumannii (n=15), K. pneumoniae 
(n=29). Такие изоляты обнаружены у детей из ОРИТ, он-
когематологических больных, пациентов, находящихся 
на гемодиализе при хронической почечной недостаточ-
ности. Для определения экстремальной лекарственной 
резистентности (XDR, extensively drug resistance) или 
панрезистентности (PDR, pandrug resistance), согласно 
экспертной группе Европейского общества по клини-
ческой микробиологии и инфекционным заболеваниям 
(ESCMID), у бактерий порядка Enterobacterales пред-
ложено использовать 17 категорий АМП (содержащих 
28 АМП), у P. aeruginosa – 8 категорий (17 АМП), у A. 
baumannii – 9 категорий (22 АМП) [3]. В лаборатории 
клинической микробиологии такое количество АМП не 
тестируется, поэтому достоверно выявить количество 
штаммов с XDR и PDR-фенотипом резистентности в на-
шем исследовании не удалось.

Наиболее распространённым механизмом устой-
чивости грамотрицательных бактерий к карбапенемам 
является продукция карбапенемаз, спектр которых до-
статочно широк. Для выявления карбапенемаз исполь-
зованы несколько методов определения их продукции, 
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как фенотипические, так и молекулярно-генетические. 
С 2017 г. в практику внедрён метод инактивации карба-
пенемов (CIM) [1, 13]. Молекулярно-биологическая де-
текция генов, кодирующих карбапенемазы, у грамотри-
цательных бактерий осуществлялась методом мульти-
плексной ПЦР-РВ с гибридизационно-флуоресцентной 
детекцией продуктов амплификации, выявлялись гены, 
кодирующие приобретённые сериновые карбапенема-
зы групп KPC, OXA-48-подобных (OXA-48, OXA-162), 
МБЛ с карбапенемазной активностью групп VIM, IMP, 
NDM. Для определения антибиотикочувствительности 
на автоматическом анализаторе Phoenix M50 исполь-
зованы три вида панелей. Один вид панелей позволяет 
определить факт наличия карбапенемаз, второй – обе-
спечивает дифференцировку класса карбапенемаз, тре-
тий – не предназначен для выявления карбапенемаз. Для 

определения колонизации слизистой оболочки прямой 
кишки грамотрицательными бактериями, резистентных 
к карбапенемам, не зависимо от механизма, у онкогема-
тологических больных приобретена хромогенная среда 
CHROMagar KPC (DRG, Франция).

MDR штаммы, независимо от результатов детекти-
рования CIM-теста для энтеробактерий и P. aeruginosa, 
сохранялись с целью определения генов резистентно-
сти. В тестирование не включены изоляты одного и то-
го же вида микроорганизмов при повторном выделении 
одного больного из того же материала или из разных ло-
кусов, но с одним и тем же результатом антибиотикочув-
ствительности. Карбапенемазы у исследованных грамо-
трицательных бактерий и их генотипы резистентности в 
сравнении с фенотипическими методами представлены 
в таблице.

Резистентность к карбапенемам фенотипическим и молекулярно-генетическим методом

Микроорганизмы Биоматериал,
n-количество штаммов

№ 
штамма

CIM Гены резистентности, ПЦР-РВ
VIM IMP NDM KPC OXA-48, 162

Класс В A D
Klebsiella  
pneumoniae

кровь, n=3 1-2 + - - - + -
3 - - - + - -

содержимое трахеи, n=5 4-5 + - - - + -
6 + - - - + -
7 + - - - - -
8 - - - - - -

моча, n=6 9-11 + - - - + -
12 + - - - + +
13 + - - + - -
14 - - - - - -

отделяемое конъюнктивы, n=1 15 + - - - + -
Всего n=15 0 0 2 10 1
Pseudomonas  
aeruginosa

кровь, n=1 16 - - - - - -
содержимое трахеи, n=14 17-20 + + - - - -

21 + - - - - +
22 + - - - - -

23-28 - - - - - -
29 - - - + - -
30 - - - - - -

мокрота, n=1 31 - - - - - -
выпот в плевральную полоть, n=1 32 - - - - - -

раневое отделяемое, n=3 33-34 + + - - - -
35 - - - - - -

моча, n=2 36 - - - - - -
37 + + - - - -

отделяемое конъюнктивы, n=1 38 + + - - - -
ротоглотка, n=1 39 +; среда KPC+ - - - - -

Всего n=24 8 0 1 0 1
Acinetobacter 
baumannii

кровь, n=1 40 . - - - - -
ликвор, n=1 41 . - - - - -

содержимое трахеи, n=2 42 . - - - - -
43 . - - - - -

аутопсийный материал (лёгкое), n=1 44 . - - - - +
Всего n=5 0 0 0 0 1
Pseudomonas 
putida

кровь, n=1 45 + - - - - -
раневое отделяемое, n=1 46 + - - - - -

Всего n=2 0 0 0 0 0
П р и м е ч а н и е . CIM - метод инактивации карбапенемов (Carbapenem Inactivation Method).
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При определении продукции карбапенемаз, наиболее 
распространённым из фенотипических методов, имеют-
ся ограничения, так CIM рассчитан для определения 
карбапенемаз у представителей порядка Enterobactera-
les и P. aeruginosa [1].

В 84,7% случаев наблюдается корреляция между 
методами определения карбапенемаз, приведенными в 
таблице. У K. pneumoniae методом ПЦР обнаружены ге-
ны резистентности: NDM (n=2), KPC (n=10), OXA (n=1); 
у P. aeruginosa: VIM (n=8), NDM (n=1), OXA (n=1); A. 
baumannii OXA (n=1). Такое распределение генов в от-
ношении P. aeruginosa и A. baumannii не противоречит 
данным по России [2-4, 16, 17]. Относительно K. pneu-
moniae в больнице лидируют KPC, в целом по России 
среди бактерий порядка Enterobacterales, согласно дан-
ным исследований «МАРАФОН» в 2013-2014 гг. и 2015-
2016 гг., преобладает группа ОХА-48 [15].

У K. pneumoniae штамм № 7, P. aeruginosa № 22 при 
положительном тесте CIM гены резистентности не вы-
явлены. Мы можем использовать только наборы, обла-
дающие регистрационным удостоверением на медицин-
ское изделие и паспортом качества. Имеющиеся ПЦР-
наборы на рынке, которые соответствуют требованиям, 
не включают весь известный спектр генов.

У K. pneumoniae штамм № 8, 14, P. aeruginosa № 35, 
где CIM-тест отрицателен и A. baumannii № 42, – другим 
фенотипическим методом (анализатором Phoenix M50) 
выявлен факт наличия или конкретный класс карбапе-
немаз, но гены резистентности использованными ПЦР-
наборами не определены. Ни один фенотипический ме-
тод не обладает 100% чувствительностью. По данным 
литературы, чувствительность CIM-теста 82%, при 
определении чувствительности на анализаторе, в том 
числе Phoenix M50, 95-97% [2, 19]. Существует метод, 
где при приготовлении суспензии тестируемого изолята 
стерильную дистиллированную воду или 0,9% физио-
логический раствор заменяют на триптиказо-соевый 
бульон, что повышает чувствительность до 93%, но в 
рутинной практике не используется из-за дороговизны 
[2]. Наличие умеренно активных ферментов (карбапене-
маз), в частности, типа OXA-48, снижает чувствитель-
ность их определения [2]. Разрешённые к применению 
в РФ ПЦР-наборы не включают весь спектр генов, от-
ветственных за выработку карбапенемаз различных 
классов, можно предположить, в данных случаях имеет 
место продукция карбапенемаз, что требует дальнейше-
го изучения.

У K. pneumoniae штамм № 3 CIM-тест отрицате-
лен, другим фенотипическим методом (анализатором 
Phoenix M50) выявлена продукция карбапенемазы клас-
са D, но при этом обнаружен ген резистентности класса 
В – NDM. Ингибитор, используемый для выявления кар-
бапенемаз в анализаторе Phoenix M50, является коммер-
ческой тайной. У нас пока недостаточно накопленных 
данных для однозначных заключений, что требует даль-
нейшего изучения, в доступной литературе информации 
о специфичности применённых методов не обнаружено. 
Так как мировыми исследователями «золотым стандар-
том» обнаружения продуцентов карбапенемаз признан 
молекулярный метод, скорее всего здесь продуцируются 
карбапенемазы класса В.

У P. aeruginosa штамма № 29 CIM-тест отрицателен 
и другим фенотипическим методом (анализатор Phoenix 
M50) не выявлен факт наличия карбапенемаз, при этом 
обнаружен ген класса В – NDM, что подчеркивает, что 

ПЦР-РВ вне конкуренции при определении наиболее 
часто встречающихся классов карбапенемаз.

У P. aeruginosa штамма № 39 CIM-тест положитель-
ный, другим фенотипическим методом (анализатором 
Phoenix M50) не выявлен факт наличия карбапенемаз, 
гены резистентности использованными ПЦР-наборами 
не выявлены. При выделении данного штамма в лабо-
ратории имелась хромогенная среда CHROMagar KPC, 
при посеве на неё культура P. aeruginosa дала рост, что 
свидетельствует в пользу продукции карбапенемазы у 
данного штамма.

Методика CIM-теста предполагает его использова-
ние только у энтеробактерий и P. aeruginosa, в качестве 
эксперимента он поставлен на культуре Pseudomonas 
putida, выделенной от пациента с онкогематологиче-
ским заболеванием. В результате CIM-тест положитель-
ный, гены резистентности методом ПЦР не выявлены. 
100% уверенности, что продукция карбапенемазы имеет 
место, нет.

Скринингом выявления карбапенемрезистентных 
штаммов грамотрицательных бактерий является ис-
пользование хромогенных сред. Чувствительность 
CHROMagar KPC варьирует в пределах от 43% до 100%. 
Чувствительность CHROMagar KPC для детекции кар-
бапенемаз класса D (OXA-48) – 87.7% [19, 20]. Бесспор-
ным преимуществом является то, что результат можно 
получить уже на следующий день с момента посева кли-
нического материала.

У 30,4% протестированных штаммов: P. aeruginosa 
(n=11) и A. baumannii (n=3), продукция карбапенемазы 
не выявлена, что свидетельствует о других механизмах 
резистентности к карбапенемам.

Исходя из возможностей оснащения лаборатории, 
приобретения коммерческих диагностических средств 
для детекции карбапенемаз, зарегистрированных в РФ, 
оптимальным предлагается алгоритм, представленный 
на рисунке.

Если пациент находится в тяжёлом или неотложном 
состоянии, возможно определение генов, кодирующих 
карбапенемазы, непосредственно в нативном материале 
предполагаемого очага инфекции.

В нашей больнице организован центр инфекцион-
ного контроля, включающий совместную работу вра-
ча-бактериолога, врача-эпидемиолога, клинического 
фармаколога. В его работу входит микробиологический 
мониторинг и оперативное информирование, в том чис-
ле клиницистов, о выделение MDR штаммов, проведе-
ние эффективных изоляционно-ограничительных ме-
роприятий, поддержание оптимальной степени микро-
биологического контроля больничной среды, внедрения 
современных технологий уборки помещений и обезза-
раживания медицинских отходов, защиту пациента от 
вторичного эндогенного инфицирования. Согласно вну-
трибольничным приказам регламентировано разделение 
потоков пациентов с разной степенью эпидемической 
опасности на всех этапах лечебно-диагностического 
процесса, закреплён принцип рационального использо-
вания АМП, в том числе с учётом результатов микро-
биологического исследования, направленных на огра-
ничение селекции антибиотикоустойчивых штаммов 
микроорганизмов.

Заключение. Устойчивость представителей порядка 
Enterobacterales к эртапенему – 12,1%. Наиболее вы-
сокая частота нечувствительности к данному АМП от-
мечена среди изолятов K. pneumoniae – 29,4%. Среди 
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изолятов энтеробактерий устойчивость к имипенему и 
меропенему проявляли 17,2% и 20%. Доля штаммов P. 
аeruginosa, устойчивых к меропенему и имипенему по 
50,9% соответственно, к дорипенему – 45%. A. baumannii 
устойчивых к меропенему – 66,6%, имипенему – 63,6%, 
дорипенему – 83,3%. У K. pneumoniae обнаружены ге-
ны резистентности: NDM (n=2), KPC (n=10), OXA (n=1); 
у P. aeruginosa: VIM (n=8), NDM (n=1), OXA (n=1); у A. 
baumannii OXA (n=1). Оптимальным является использо-
вание молекулярных методов, в частности ПЦР-РВ, для 
осуществления эффективного надзора за распростране-
нием продуцентов карбапенемаз, имеющих тенденцию 
к широкому распространению в условиях стационара. 
Молекулярные методы позволяют получить результат в 
течение рабочего дня и принять адекватное решение о 
проведении антибиотикотерапии.

Финансирование. Исследование не имело спонсор-
ской поддержки.

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсут-
ствии конфликта интересов.
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Представлен обзор литературы по анализу влияния эндогенных и экзогенных факторов на качество преаналитического 
этапа лабораторных исследований. Показана значимость учета внешних и внутренних факторов влияния на образцы 
крови на преаналитическом этапе лабораторных исследований.
Среди экзогенных рассмотрен ряд факторов: флеботомия, пробирки для образцов, транспортировка и хранение. На дан-
ном этапе существует ряд факторов способных существенно повлиять на результаты тестирования. Среди аспектов 
процесса флеботомии рассмотрены: подготовка персонала, контаминация дезинфектантами, диаметр игл, контами-
нация материалами игл. В обзоре рассмотрены возможные контаминации компонентами пробирок, а также важность 
выбора правильных антикоагулянтов и наполнителей. Транспортировка и хранение биологических образцов также мо-
жет быть источником ошибок на преаналитическом этапе лабораторного тестирования. Проанализирована проблема 
определения стабильности аналитов при хранении, а также аспекты транспортировки образцов современными сред-
ствами.
Среди эндогенных факторов рассмотрены: гемолиз, липемия, иктерричность, метаболизм клеток. Гемолиз относят к 
самым частым следствиям ошибок на преаналитическом этапе. Показана важность выбора способа идентификации 
гемолизированных пробирок и неоднородность смещений результатов в разных аналитических системах. Также в об-
зоре показано влияние различных классов липопротеинов на мутность образца, возможные преаналитические ошибки и 
воздействие на измерение аналитов. Показано возможное воздействие высоких концентраций билирубина на измерение 
аналитов. Также рассмотрен метаболизм некоторых клеток и его воздействие на образцы. 
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INFLUENCE OF EXOGENOUS AND ENDOGENOUS FACTORS ON THE QUALITY OF THE PREANALYTICAL 
STAGE OF LABORATORY TESTS (REVIEW OF LITERATURE)
1 Saint-Petersburg State Pediatric Medical University, Saint Petersburg, Russia; 
2 Pavlov First Saint-Petersburg State Medical University, Saint Petersburg, Russia; 
3 «City Multiprofile Hospital № 2», Saint Petersburg, Russia
A literature review in the article presents an analysis of the influence of endogenous and exogenous factors on quality of 
preanalytical phase of laboratory testing. The review shows significance of external and internal factors influencing blood 
samples at preanalytical phase of laboratory testing. Among the exogenous factors considered: phlebotomy, test tubes for samples, 
transportation and storage. A number of factors exist at this phase that significantly affect test results. We examined these aspects 
of phlebotomy process: staff training, disinfectant contamination, needle diameter, needle material contamination. The review 
considers possible contamination with tube components and the importance of choosing the right anticoagulants and excipients. 
Transportation and storage of biological samples can be a source of errors at the preanalytical phase of laboratory testing. We 
analyzed the problem of determining the stability of analytes during storage and aspects of transportation samples by modern 
means.
Among the endogenous factors considered: hemolysis, lipemia, icterricity, cell metabolism.. Hemolysis is one of the most frequent 
consequences of errors at the preanalytical phase. We analyzed importance of choosing a method for identifying hemolized 
tubes and the heterogeneity of bias results on different analytical systems. The review shows contribution of various classes of 
lipoproteins to turbidity of sample, possible preanalytical errors and impact on analytical tests. We examined possible effects of 
high bilirubin concentrations on analyte measurements. In the review, we also examined metabolism of some cells and its effect 
on samples.
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Введение. В обзоре анализируются  вопросы влия-
ния эндогенных и экзогенных факторов на качество пре-
аналитического этапа лабораторных исследований. Так, 
диагностика in vitro стала незаменимым инструментом 
в клинической практике для диагностики и мониторин-
га заболеваний [1]. Согласно исследованиям U.Roch и 
соавт. [2], клинико-лабораторные тесты несут до 70% 
необходимой информации для принятия клинического 
решения. По этой причине важные решения в отноше-
нии ведения пациента могут опираться на небольшие 
изменения результатов лабораторных исследований. Та-
ким образом, необходимо контролировать весь процесс 
лабораторного тестирования и учитывать факторы влия-
ния на пробы пациентов.

Согласно ГОСТ Р 53079.4 — 2008 «Технологии ла-
бораторные клинические. Обеспечение качества клини-
ческих лабораторных исследований»: «Достоверность 
отражения в результатах лабораторных исследований 
состояния внутренней среды пациента, содержания ис-
комых компонентов биологических материалов в значи-
тельной степени зависят от условий, в которых пациент 
находился в период, предшествовавший взятию у него 
образца биоматериала, от условий и процедур забора 
образца, его первичной обработки и транспортировки 
в лабораторию, то есть от факторов преаналитического 
этапа лабораторного исследования». Преаналитическая 
фаза, включающая назначение тестов, взятие образцов, 
их хранение и транспортировку, а также подготовку 
образцов перед тестированием, на данный момент яв-
ляется критически важным аспектом для обеспечения 
качества процесса лабораторного тестирования. [3]. В 
работах G. Lippi и соавт. [4] отмечается, что преанали-
тические ошибки значительно влияют на достоверность 
полученных результатов тестов, поэтому оказывают 
большее влияние на последующее лечение пациентов. 
Ведущими факторами, способствующими повышению 
количества ошибок на преаналитическом этапе, являют-
ся отсутствие стандартизации различных методов сбора 
образцов, обработки, транспортировки и подготовке об-
разцов, а также пренебрежение уже имеющимися руко-
водствами или рекомендациями [5]. 

Важным критерием работы лаборатории является 
время оборота теста «turn around time» (TAT), который 
служит одним из параметров для измерения произво-
дительности любой лаборатории. Существует разница в 
толковании термина «ТАТ» среди клиницистов и врачей 
лаборатории. Для лабораторного персонала ТАТ вклю-
чает время от получения образца в лаборатории до со-

ставления отчета. С другой стороны, врачи клиницисты 
рассматривают ТАТ с момента подачи заявки до полу-
чения отчета [6]. Многие описывают термин «терапев-
тическая ТАТ», то есть время от заказа теста до времени, 
когда решение о лечении принимается на основании ре-
зультата теста. Таким образом, «терапевтический ТАТ» 
включает три фазы любого лабораторного теста: пре-
аналитический, аналитический и постаналитический 
этапы. Причины задержек в ТАТ чаще всего связаны с 
преаналитической и постаналитической фазами. Наибо-
лее распространенные причины задержек тестирования 
связаны со сбором и транспортировкой образцов, пре-
рыванием рутинного тестирования для срочных анали-
зов и передачей результатов. [6].

Влияние внешних факторов на качество образцов  
на преаналитическом этапе

Флеботомия. Венопункция является одной из наи-
более часто выполняемых медицинских процедур в здра-
воохранении [7]. В зависимости от страны, взятие крови 
может выполняться сертифицированными флеботоми-
стами, медсестрами, врачами и даже административным 
персоналом [8]. Сбор крови остается одним из ведущих 
источников преаналитических ошибок [7], которые часто 
могут привести к ошибкам в качестве образцов и безопас-
ности пациентов. Основными факторами, которые влия-
ют на процедуру венопункции, являются: недостаточная 
подготовка флеботомистов, плохое соблюдение суще-
ствующих рекомендаций и отсутствие стандартизации 
[9]. В литературе присутствуют рекомендации для по-
вышения качества процедуры взятия крови, однако сама 
процедура крайне зависима от флеботомиста. 

В качестве руководства по флеботомии во всем ми-
ре используются два ключевых документа: руководство 
Н3-А6 «Процедуры для сбора диагностических образ-
цов крови с помощью венопункции», изданное в 2007 г. 
Институтом клинико-лабораторных стандартов — CLSI 
[Clinical Laboratory Standards Institute. Procedures for the 
Collection of Diagnostic Blood Specimens by. Venipunc-
ture; Approved Standard—Sixth Edition. CLSI document 
H3- A6.] и руководство по взятию образцов крови, вы-
пущенное Всемирной организацией здравоохранения 
в 2010 г. [WHO guidelines on drawing blood: best prac-
tices in phlebotomy]. Данные руководства включают в 
себя многие процедуры и подробно описывают порядок 
проведения флеботомии, но вопрос применения их на 
практике остается открытым, так как необходима адап-
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тация этих документов к особенностям системы здра-
воохранения отдельных государств [10]. Европейские 
страны используют общепринятые стандарты, однако в 
некоторых из них приняты руководящие принципы по 
флеботомии на национальном уровне. Согласно обзору 
Европейской федерации клинической химии и лабора-
торной медицины, рабочей группы по преаналитическо-
му этапу (EFLM WG-PA) [8], только семь европейских 
стран имеют национальные рекомендации по флебото-
мии: Ирландия, Великобритания, Испания, Словения, 
Швеция, Италия и Хорватия. Основными причинами то-
го, что страны не внедрили национальные руководящие 
принципы, по-видимому, является отсутствие времени 
или инициативы для выполнения этой работы или из-за 
внедрения других - главным образом CLSI - руководя-
щих принципов [8].

Стандартизация процесса флеботомии важна, так 
как на данном этапе существует ряд факторов, способ-
ных существенно повлиять на результаты тестирования. 
Перед взятием образца крови кожу очищают и дезинфи-
цируют спиртом. Если алкоголь не высыхает полностью 
перед венопункцией, он может случайно попасть в про-
бу крови. Это загрязнение может вызвать гемолиз или 
помешать измерению уровня этанола в крови [11]. Что-
бы свести к минимуму влияние антисептиков, перед по-
лучением образцов крови кожа должна быть полностью 
сухой. Немаловажным фактором являются иглы для 
флеботомии. Одной из проблем, связанных с иглами, яв-
ляется гемолиз, который вызывает выделение гемогло-
бина и других внутриклеточных аналитов (например, 
калия, лактатдегидрогеназы, аспартатаминотрансфера-
зы, аланинаминотрансферазы, неорганического фосфа-
та и магния) в сыворотку или плазму [12]. Эти аналиты 
будут ложно увеличены в образцах, тогда как альбумин, 
щелочная фосфатаза и натрий будут ложно снижены по 
причине разведения образцов. Свободный гемоглобин в 
сыворотке или плазме может помешать нескольким кли-
ническим анализам, что приведет к неточным результа-
там или потребует повторного забора крови. Обнаруже-
но, что иглы малого диаметра (25 калибра или менее) 
связаны со статистически значимым увеличением со-
держания калия и других аналитов в сыворотке крови 
вследствие гемолиза [12]. Более медленные скорости 
потока в иглах с меньшим отверстием также связаны с 
повышенной свертываемостью, окклюзией и вариаци-
ями результатов тестов [13]. Иглы большого диаметра 
(больше 19-го калибра) могут вызывать гемолиз из-за 
турбулентности, т. е. увеличения неламинарного кро-
вотока [12]. Поэтому важно подбирать иглу по размеру 
вены; в большинстве условий сбора предпочтительны 
иглы 21-го калибра [11]. Компоненты металлической 
иглы (например, хром, железо, марганец и никель) мо-
гут загрязнять образцы крови и мешать последующим 
химическим реакциям или ложно повышать уровень ме-
таллов в крови [14]. 

Использование шприцев вместо вакуумных проби-
рок может существенно отразиться на качестве образцов 
крови, согласно исследовательским данным T.Ashavaid  
и соавт. [15] частота гемолиза в образцах, собранных с 
помощью шприцев, в 200 раз выше, чем в пробирках с 
вакуумом. Это связано с высокой нагрузкой на мембра-
ны эритроцитов во время движения поршня шприца. 

Выбор пробирки для взятия образцов. Исследо-
вания показали, что большая часть времени теста обу-
словлена факторами на преаналитическом этапе, вклю-

чая эффективность доставки образцов [16]. Одним из 
факторов является время свертывания крови, а для по-
лучения сыворотки (пробирки с активатором сгустка и 
разделением геля) требуется 30 мин для свертывания. 
Следовательно, чтобы сократить проблему времени 
свертывания, некоторые лаборатории используют об-
разцы плазмы для тестирования. Однако известно, что 
плазма часто не является приемлемой альтернативой 
сыворотки [17]. Плазма имеет свой набор недостатков, 
например, проблему полного смешивания крови с анти-
коагулянтами, разницу в значениях результатов для не-
которых аналитов при измерении в сыворотке и плазме 
(калий, лактатдегидрогеназа), что требует изменения 
референсных интервалов [18]. Также исследования ста-
бильности аналитов имеют более высокий показатель в 
сыворотке, чем в плазме [19]. 

Пробирки для забора крови состоят из резиновых 
пробок, материалов стенок, разделительных гелей, ак-
тиваторов сгустка, антикоагулянтов и поверхностно-
активных веществ, которые могут влиять на результаты 
анализов. 

Современные пробирки изготавливают из пластика, 
который обладает рядом преимуществ, сводя к миниму-
му выход биологически опасного материала вследствие 
разрушения пробирки, повышенной ударопрочностью, 
увеличивает допуск на скорость центрифугирования, 
уменьшая вес при транспортировке, облегчает утили-
зацию при сжигании и снижает затраты на утилизацию 
биологически опасных отходов. Однако пластиковые 
пробирки ограничены повышенной газопроницаемо-
стью по сравнению со стеклянными пробирками [20].

 Компоненты резиновых пробок потенциально могут 
загрязнять образцы крови и вызывать ошибки анализа, 
так как в производстве резиновых пробок используются 
некоторые металлы, такие как кальций, алюминий, маг-
ний и цинк. Другие потенциальные загрязнители, обна-
руженные в резиновых пробках, включают серу, серо-
содержащие ускорители вулканизации, жирные кислоты 
и пероксиды. [21] Таким образом, предпочтительнее за-
полнять пробирки до их назначенного объема и хранить 
в вертикальном положении, чтобы минимизировать вы-
щелачивание из пробки и не концентрировать потенци-
альные загрязнители в небольших объемах образца.

Нанесение силиконовых или глицериновых смазок 
на пробки облегчает установку и удаление пробок из 
пробирок для сбора крови. Глицерин не следует исполь-
зовать при измерении концентрации триглицеридов в 
крови, поскольку глицерин является компонентом ана-
лиза. Силиконизированные пробки являются предпо-
чтительными, потому что силикон меньше влияет на 
точность анализов. Однако силикон на резиновых проб-
ках может ложно повышать уровень ионизированного 
магния и общего трийодтиронина [22]. Таким образом, 
смазка-пробка должна рассматриваться как потенциаль-
ный источник ошибок в анализах клинической лабора-
торной диагностики.

Некоторые пробирки содержат разделительные ге-
ли, которые образуют барьер между сгустком и сыво-
роткой во время центрифугирования. Разделительные 
гели заметно улучшают стабильность сывороточного и 
плазменного аналита, устраняя необходимость в алик-
вотировании сыворотки и облегчая хранение и транс-
портировку. На положение геля влияют контролируе-
мые производителем переменные (удельный вес, предел 
текучести, вязкость, плотность и материал пробирки), 
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лабораторные условия (скорость центрифугирования, 
температура, условия ускорения и замедления, а также 
условия хранения) и факторы пациента (терапия гепа-
рином, низкий гематокрит, повышенный белок плазмы, 
удельный вес) [23]. Преимуществами таких пробирок 
является простота использования, более короткое вре-
мя обработки за счет активации сгустка. В идеале ла-
бораторные результаты не должны зависеть от взаимо-
действия с разделительными гелями. Однако, несколько 
отчетов показывают влияние гелей на концентрацию 
аналитов. Объем образца, время хранения, температу-
ра и тип геля могут влиять на адсорбцию лекарств на 
геле [24]. Гидрофобные лекарственные средства, такие 
как фенитоин, фенобарбитал, карбамазепин, хинидин 
и лидокаин, могут адсорбироваться на гидрофобных 
разделительных гелях. Эта адсорбция может снизить 
концентрацию лекарственного средства в сыворотке на 
20-50% через 24 ч при 4°C [25]. Концентрация прогесте-
рона подвергается зависящему от времени снижению до 
50% при хранении над разделительным гелем в течение 
6 дней. [26].  Также капли геля и масла могут мешать 
пробозаборнику, частицы геля могут покрывать и изо-
лировать электроды, тем самым изменяя электрический 
потенциал и измеряемые концентрации электролитов. 

Как фактор влияния на стабильность аналитов рас-
сматриваются и сурфактанты,  т. е. вещества, улучаю-
щие перемешивание образца, распределение активатора 
сгустка и предотвращающие адсорбцию белков, эри-
троцитов и тромбоцитов к стенкам пробирки. Согласно 
данным R.Bowen и соавт. [27], сурфактанты способны 
влиять на концентрацию ионизированного магния и ли-
тия, а также на концентрацию жирных кислот.

Кровь, собранная для анализа сыворотки, долж-
на сворачиваться как можно быстрее и в полной мере, 
чтобы облегчить отделение сгустка во время центрифу-
гирования.  Если стеклянные поверхности активируют 
свертывание менее чем за 30 мин, то для пластиковых 
пробирок требуются активаторы сгустка. Стекло, крем-
незем, каолин, бентонит используются в качестве акти-
ваторов через внутренний путь, который зависит от пло-
щади поверхности, а также активаторов сгустков в виде 
частиц, таких, как неорганические силикаты, которые 
относительно медленны (30–60 мин) [28]. Второй тип 
активатора сгустка активирует внешний путь, является 
биохимически активным и зависит от концентрации. 
Хотя эти активаторы сгустка работают быстро (10–20 
мин), сгустки получаются желатиновые и не отделяют-
ся чисто. Таким образом, полученная сыворотка часто 
имеет худшее качество [28]. В исследованиях C.Wang 
и соавт. [29] сообщалось о влиянии активаторов сгуст-
ка на лабораторные исследования. Так, было показано, 
что кремнезем или кремнийорганическое поверхност-
но-активное вещество ложно повышают концентрацию 
лития, определенную ион-специфическим электродным 
анализатором, концентрация тестостерона также может 
повышаться при исследовании образцов в пробирках, 
содержащих активатор сгустка. 

Когда плазма используется для диагностических ана-
лизов, необходимо позаботиться о выборе подходящего 
антикоагулянта. Наиболее часто используемые антикоа-
гулянты в пробирках для сбора крови представляют со-
бой этилендиаминтетрауксусную кислоту (ЭДТА), гепа-
рин и цитрат. Антикоагулянты могут быть в жидком или 
твердом виде (порошкообразном, кристаллизованном 
или лиофилизированном) и должны добавляться в со-

ответствующих концентрациях для сохранения анали-
тов, чтобы предотвратить вмешательство в связывание 
или осаждение комплексов антиген--антитело. Калия 
ЭДТА (K2EDTA) является широко используемым хела-
тирующим агентом, который связывает кальций и пре-
дотвращает образование сгустков. Это антикоагулянт 
выбора для проведения подсчета клеток крови (CBC). 
EDTA может связывать ионы металлов, такие как евро-
пий, который присутствует в некоторых реагентах для 
иммуноанализа, или цинк и магний, которые являются 
общими кофакторами для ферментов (например, ще-
лочной фосфатазы), используемых в качестве реагентов 
для иммуноанализа [30]. Таким образом, соотношение 
крови к EDTA является критическим для оптимальных 
результатов теста. 

Гепарин используется в сочетании с солями лития, 
натрия и аммония в качестве антикоагулянта. Растворы 
гепарина разбавляют образцы, поэтому в пробирках ис-
пользуются сухие соли гепарина. Гепарин может мешать 
измерению хлорида, потому что электроды хлорид-ио-
на выбирают такие ионы, как гепарин, которые имеют 
энергию гидратации большую, чем хлорид [31]. При 
использовании гепарина также возможно ложное зани-
жение уровня альбумина и значительно более высокая 
активность КФК и ГГТП при нарушении соотношения 
гепарин/образец. [32]

Таким образом, качество пробирок для сбора крови 
также является важным фактором для получения надеж-
ных результатов лабораторного тестирования. Высокое 
качество пробирок позволяет отчасти стандартизиро-
вать процесс забора крови. 

Транспортировка и хранение образцов. Попытки 
определить стабильность аналитов на преаналитиче-
ской стадии лабораторных исследований можно обнару-
жить в научных публикациях уже в 1954 г. [33]. Позже 
были сформулированы рекомендации ВОЗ [Quality of di-
agnostic samples. Recommendations of the Working Group 
on Preanalytical Quality of the German Society for Clinical 
Chemistry and Laboratory Medicine] и CLSI [Clinical and 
Laboratory Standards Institute (CLSI). Procedures for the 
handling and processing of blood specimens for common 
laboratory tests; approved guideline. Document H18-A4]. 
Однако, часто эти рекомендации трудно применять в 
повседневной практике, поскольку описанные времена 
стабильности аналитов часто несовместимы со време-
нем, затрачиваемым на транспортировку образцов кро-
ви от места сбора в лабораторию. Таким образом, ча-
сто происходит задержка перед отделением плазмы от 
эритроцитов, что может также изменять стабильность 
аналитов. 

Требования к условиям хранения и транспортиро-
вания образцов биоматериалов в клиническую лабора-
торию отражены в ГОСТ Р 53079.4 — 2008. Согласно 
данным требованиям: «Условия хранения образцов 
биоматериалов, взятых у пациентов, определяются ста-
бильностью в этих условиях искомых аналитов. Мак-
симально допускаемая нестабильность, выраженная 
в процентном отклонении результата после хранения 
от исходного уровня, не должна превышать половины 
размера общей ошибки определения, рассчитываемой 
из суммы биологической и аналитической вариации 
данного аналита. Максимально допускаемое время 
хранения измеряется периодом времени, в течение ко-
торого в 95% образцов содержание аналита сохраняет-
ся на исходном уровне».



КЛИНИЧЕСКАЯ  ЛАБОРАТОРНАЯ  ДИАГНОСТИКА.  2020; 65(12)
DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2020-65-12-778-784

ОРГАНИЗАЦИЯ ЛАБОРАТОРНОЙ СЛУЖБЫ

782

Критерии стабильности аналитов часто разнятся, 
например, ВОЗ сообщает, что стабильность калия и 
фосфата в цельной крови составляет менее 1 ч, однако 
есть исследования, рекомендующие отделять сыворотку 
в первые 2 ч для этих аналитов [34]. Несмотря на име-
ющиеся публикации, встречается мнение о неполной 
информации о стабильности аналитов [19]. Иногда пу-
бликации имеют недостаточно большую выборку [35], 
также образцы центрифугируют, а затем разделяют на 
аликвоты и замораживают перед тестированием, что 
может внести смещение в результаты [36]. В исследо-
ваниях наблюдаемые изменения концентрации анали-
тов анализируются различными методами: t-критерий 
Стьюдента [37], дисперсионный анализ [38], тест Уил-
коксона [39], изменение более 10% относительно базо-
вых концентраций [36, 40] или из аналитического подхо-
да SCL (significant change limits) [41], а также сочетание 
аналитических и биологических вариаций [42]. Таким 
образом, эти исследования дают значительно разные 
пределы стабильности аналитов. 

Транспортировка биологических образцов также мо-
жет быть источником ошибок на преаналитическом этапе 
лабораторного тестирования. Продолжающаяся центра-
лизация служб лабораторной медицины во всем мире 
способствует возникновению проблем, связанных с оп-
тимальными условиями транспортировки образцов [43].

Транспортировка на большие расстояния авиатран-
спортом сопровождается некоторыми негативными фак-
торами воздействия на пробы. Основное значение при 
такой перевозке будут играть изменение атмосферного 
давления и вибрация. Было установлено, что снижение 
давления до 600-200 мбар приводит к более высокому 
гемолизу образцов крови по сравнению с 1000 мбар (765 
мм.рт.ст.). [44]. 

Использование пневмонической транспортной систе-
мы (ПТС) первоначально сопровождалось проблемой, в 
основном связанной с возможным повреждением клеток 
крови из-за высоких ускоряющих и замедляющих сил. 
Однако эти проблемы были в основном преодолены так, 
что использование пневмопочты в настоящее время явля-
ется обычным явлением во многих медицинских учреж-
дениях по всему миру. Единственным недостатком оста-
ется потенциальное влияние высокоскоростной транс-
портировки на активацию тромбоцитов, в то время как о 
дополнительных проблемах качества образца сообщений 
в литературе нет [45]. Другой неотъемлемый и довольно 
очевидный недостаток ПТС представлен ограниченным 
диапазоном пространства, что делает эти системы при-
годными только для доставки образцов на небольшое 
расстояние, чаще всего в пределах границ больницы.

Недавно появился новый способ доставки биоло-
гических образцов - дрон, также известный как беспи-
лотный летательный аппарат (БПЛА). Международная 
организация гражданской авиации (ICAO) в настоящее 
время классифицирует беспилотники по двум категори-
ям: автономные БПЛА (управление автономно борто-
выми компьютерами) и БПЛА с дистанционным управ-
лением (управляемые пилотом-человеком на земле). 
Использование транспортных средств первого класса 
в настоящее время запрещено из-за правовых и иму-
щественных вопросов, в то время как последний класс 
подлежит гражданскому регулированию в соответствии 
с ICAO и согласно соответствующим национальным 
авиационным стандартам. Существуют исследования 
T.Amukele [46], показывающие приемлемость исполь-

зования БПЛА для доставки образцов в лабораторию, 
при этом влияния на точность широкого спектра клини-
ческой химии, гематологии и коагулологических тестов 
не обнаружено. Однако, на данный момент существуют 
большие риски использования БПЛА в связи с высокой 
аварийностью. Риск того, что люди будут ранены или 
даже подвергнуты биологическому загрязнению в ре-
зультате столкновения с БПЛА, несущими пробирки с 
кровью, все еще слишком высок [47].

Влияние внутренних факторов на качество  
образцов на преаналитическом этапе

Гемолиз. Самым частым следствием ошибок на пре-
аналитическом этапе является гемолиз образцов. Гемо-
лиз обычно определяют, как повреждение или полное 
разрушение эритроцитов в крови. Этот патологический 
процесс условно подразделяют на две основные кате-
гории: гемолиз in vivo, когда эритроциты повреждаются 
из-за наличия гемолитических заболеваний, или гемолиз 
in vitro когда эритроциты повреждаются на любом этапе 
от сбора крови до анализа. В настоящее время гемоли-
зированные образцы являются основной преаналитиче-
ской проблемой в лабораторной диагностике, поскольку 
высвобождение гемоглобина и других внутриклеточных 
соединений в сыворотке или плазме может поставить под 
угрозу качество тестирования [48]. В литературе суще-
ствуют противоречия относительно того, как лаборато-
рия должна обращаться с гемолизированными образцами 
[49], но их автоматическая идентификация с использова-
нием индекса гемолиза (HIL) в настоящее время широ-
ко распространена. Превосходство данного подхода над 
традиционным визуальным осмотром центрифугирован-
ных образцов было описано Simundic A.M. и соавт. [50]. 
Также следует учитывать рекомендации производителя 
аналитических систем и реактивов относительно гемоли-
зированных проб, по причине не одинаковых эффектов 
интерференции на различных анализаторах [51].

Липемия. В отличие от гемолиза, в новых публика-
циях липемии уделяется гораздо меньше внимания. Об-
щая частота образцов липемии колеблется в пределах 
0,5-2,5%, в зависимости от типа больницы и доли стаци-
онарных и амбулаторных образцов [52]. Липемия - это 
помутнение образца, вызванное накоплением частиц 
липопротеинов. Поскольку липопротеины различают-
ся по размеру, не все классы вносят одинаковый вклад в 
мутность. Самые крупные частицы, хиломикроны, с раз-
мером 70-1000 нм, вносят наибольший вклад в возник-
новении мутности образца. Накопление мелких частиц, 
липопротеинов высокой плотности (ЛПВП), липопроте-
инов низкой плотности (ЛПНП) и липопротеинов очень 
низкой плотности (ЛПОНП) не приводит к липемии об-
разцов [53]. Наиболее распространенной преаналитиче-
ской причиной липемии является забор крови после еды. 
Накопление липопротеинов в образце пациента может 
влиять на измеряемые аналиты физическими и химиче-
скими взаимодействиями. Липемия может неспецифиче-
ски вмешиваться в различные иммуноанализы. Липопро-
теины могут мешать реакции антиген-антитело, блокируя 
точки связывания на антителах. В зависимости от харак-
тера реакции, помехи могут вызывать как ложно повы-
шенный, так и ложно уменьшенный результат [54].  Наи-
более распространенным способом воздействия липемии 
на результаты лабораторных исследований является ин-
терференция при спектрофотометрии. Частицы липопро-
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теина в образце могут поглощать свет. Количество погло-
щенного света обратно пропорционально длине волны 
и уменьшается от 300 до 700 нм, [55]. Поэтому методы, 
которые используют более низкие длины волн, больше 
подвержены влиянию липемии, поскольку поглощение 
является самым высоким в этой части спектра. Многие 
аналиты клинической химии такие как: аланинамино-
трансфераза (АлАТ), аспартатаминотрансфераза (AсАТ), 
глюкоза измеряются при длине волны 340 нм, и на боль-
шинство из этих методов сильно влияет липемия. Важно, 
что направление и степень помех будут отличаться при 
сравнении разных методов и аналитических систем для 
одного и того же параметра [56]. 

Иктеричность. Высокие концентрации билирубина 
в сыворотке или плазме могут вызывать помехи в ана-
лизах вблизи пика поглощения билирубина ~ 456 нм.  
Также билирубинемия может влиять на качество теста и 
химическим взаимодействием, например, с реакциями, 
катализируемыми пероксидазой. Наиболее широко опу-
бликованные исследования посвящены влиянию интер-
ференции билирубина в методах Яффе для измерения 
креатинина. [57]

Метаболизм клеток. Немаловажным фактором вли-
яния на аналиты в процессе хранения и транспортиров-
ки образцов становится метаболизм клеток крови.

Исследований о зависимости изменений уровня ана-
литов и количества/параметров клеток крови крайне 
мало. Однако, существуют современные исследования 
о метаболизме клеток крови. Так, например, активиро-
ванные лимфоциты резко увеличивают энергетические 
потребности для поддержки метаболических процессов, 
необходимых для роста, пролиферации и эффекторной 
функции [58], а переход тромбоцитов из состояния по-
коя в активированное состояние требует кардинальных 
изменений в доступности АТФ. Тромбоциты обладают 
молекулярным механизмом, необходимым для генера-
ции АТФ как в процессе гликолиза, так и окислительно-
го фосфорилирования [59]. 

Возраст пациента также играет роль фактора, влия-
ющего на стабильность аналитов в пробах. Так, с воз-
растом происходит снижение внутриклеточного уровня 
окисления глюкозы во всех тканях организма. Среди 
возможных причин этого выделяют снижение физиче-
ской активности, дисфункцию митохондрий, гормональ-
ные изменения (то есть снижение IGF-1 и DHEA), повы-
шенный окислительный стресс и воспаление [60].

Выводы. Многие указанные выше внешние и внутрен-
ние факторы, оказывающие влияние на качество преана-
литического этапа лабораторных исследований, изучены 
недостаточно и требуют дальнейшего изучения.

Для повышения качества преаналитического этапа 
лабораторных исследований требуется учитывать, как 
экзогенные, так и эндогенные факторы влияния на про-
бы во время преаналитического этапа.

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

Финансирование. Исследование не имело спонсор-
ской поддержки.

Л И Т Е Р А Т У Р А  (пп . 1-9, 11-60 см . R E F E R E N C E S )
10. Ковалевская  С. Н., Хоровская  Л. А., Петрова  Н. Г. Процедура 

флеботомии для клинических лабораторных исследований пер-
спективы совершенствования преаналитического этапа лабо-
раторного процесса. Клиническая лабораторная диагностика. 
2014; 59 (8): 61-4.

R E F E R E N C E S
1. Raman G., Avendano E., Chen M. Update on Emerging Genetic 

Tests Currently Available for Clinical Use in Common Cancers, 
in Technology Assessment Report. Rockville, MD: Agency for 
Healthcare Research and Quality; 2013.

2. Rohr U., Binder C., Dieterle T., Giusti F., Messina C., & Toerien E. 
et al. The Value of In Vitro Diagnostic Testing in Medical Practice: 
A Status Report. PLOS ONE. 2016; 11(3). 

3. Lippi G., Banfi G., Church S., Cornes M., De Carli G., & Grankvist 
K. et al. Preanalytical quality improvement. In pursuit of harmony, 
on behalf of European Federation for Clinical Chemistry and Labo-
ratory Medicine (EFLM) Working group for Preanalytical Phase 
(WG-PRE). Clinical Chemistry аnd Laboratory Medicine (CCLM). 
2015; 53(3).

4. Lippi G.,  Cadamuro J. Novel Opportunities for Improving the 
Quality of Preanalytical Phase. A Glimpse to the Future? Journal оf 
Medical Biochemistry. 2017; 36(4): 293-300.

5. Simundic A. Preanalytical Phase – an updated review of the current 
evidence. Biochemia Medica. 2014; 6-6.

6. Steindel S. J., Howanitz P. J. Physician satisfaction and emergen-
cy department laboratory test turnaround time. Arch. Pathol. Lab. 
Med. 2001; 125: 863–71.

7. Ialongo C., Bernardini S. Phlebotomy, a bridge between laboratory 
and patient. Biochemia Medica. 2016; 26(1): 17-33.

8. Simundic A., Cornes M., Grankvist K., Lippi G., Nybo M., Kova-
levskaya S. et al. Survey of national guidelines, education and train-
ing on phlebotomy in 28 European countries: an original report 
by the European Federation of Clinical Chemistry and Laboratory 
Medicine (EFLM) working group for the preanalytical phase (WG-
PA). Clin. Chem Lab. Med. 2013; 51(8):1585-93.

9. Simundic A., Church S., Cornes M., Grankvist K., Lippi G., Nybo 
M. et al. Compliance of blood sampling procedures with the CLSI 
H3-A6 guidelines: An observational study by the European Federa-
tion of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine (EFLM) work-
ing group for the preanalytical phase (WG-PRE). Clinical Chemis-
try аnd Laboratory Medicine (CCLM). 2015; 53(9): 1321-31. 

10. Kovalevskaya S. N., Khorovskaya L. A., Petrova N. G. The proce-
dure of phlebotomy for clinical laboratory studies: perspectives of 
development of pre-analytical stage of laboratory process. Kliniches-
kaya laboratornaya diagnostika. 2014; 59(8): 61-4. (in Russian)

11. Stankovic A., Smith S. Elevated Serum Potassium Values. Pathol-
ogy Patterns Reviews. 2004; 121(1): 105-12. 

12. Lippi G., Salvagno G., Montagnana M., Brocco G., Cesare Guidi G. 
Influence of the needle bore size used for collecting venous blood 
samples on routine clinical chemistry testing. Clinical Chemistry 
and Laboratory Medicine (CCLM). 2006; 44(8): 1009-14. 

13. Prabhu S., Kazarian T., Hakobyan N., Jabbar F., Dunham T., Valen-
tino I. Needles and needleless devices for infusion of anti-haemo-
philic factor concentrate: impact on protein structure and function. 
Haemophilia. 2006; 12(1): 58-61. 

14. Cornelis R., Heinzow B., Herber R., Molin Christensen J., Poulsen 
O., Sabbioni E. et al. Sample Collection Guidelines for Trace Ele-
ments in Blood and Urine. Journal Of Trace Elements In Medicine 
And Biology. 1996; 10(2): 103-27.

15. Ashavaid T., Dandekar S., Keny B., Bhambhwani V. Influence of 
blood specimen collection method on various preanalytical sample 
quality indicators. Indian Journal of Clinical Biochemistry. 2008; 
23(2): 144-9. 

16. Chung H. J., Lee W., Chun S., Park H. I., Min W. K. Analysis of turn-
around time by subdividing three phases for outpatient chemistry speci-
mens. Annals of Clinical & Laboratory Science. 2009; 39(2): 144-9. 

17. Miles R. Comparison of Serum and Heparinized Plasma Samples 
for Measurement of Chemistry Analytes. Clinical Chemistry. 2004; 
50(9): 1704-6. 

18. Er T., Tsai L., Jong Y., Chen B. Selected Analyte Values in Serum 
Versus Heparinized Plasma Using the SYNCHRON LX PRO Assay 
Methods/Instrument. Laboratory Medicine. 2006; 37(12): 731-2. 

19. Oddoze C., Lombard E., Portugal H. Stability study of 81 analytes 
in human whole blood, in serum and in plasma. Clinical Biochem-
istry. 2012; 45(6): 464-9. 



КЛИНИЧЕСКАЯ  ЛАБОРАТОРНАЯ  ДИАГНОСТИКА.  2020; 65(12)
DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2020-65-12-778-784

ОРГАНИЗАЦИЯ ЛАБОРАТОРНОЙ СЛУЖБЫ

784

20. Kratz A., Stanganelli N., Van Cott E.M. A comparison of glass and 
plastic blood collection tubes for routine and specialized coagula-
tion assays: a comprehensive study.  Arch .Pathol. Lab. Med. 2006; 
130(1): 39–44. 

21. Van den Ouweland, J., Church S. High Total Protein Impairs Ap-
propriate Gel Barrier Formation in BD Vacutainer Blood Collection 
Tubes. Clin. Chem. 2007; 53(2): 364-5.

22. Bowen R. Effect of Blood Collection Tubes on Total Triiodothyro-
nine and Other Laboratory Assays. Clin. Chem. 2005; 51(2): 424-33. 

23. Spiritus T. (). Iodinated Contrast Media Interfere with Gel Bar-
rier Formation in Plasma and Serum Separator Tubes. Clin. Chem. 
2003; 49(7): 1187-9. 

24. Berk S. False Reduction in Serum Methadone Concentrations by 
BD Vacutainer(R) Serum Separator Tubes (SSTTM). Clin. Chem. 
2006; 52(10): 1972-4.

25. Dasgupta A. Yared M., Wells A. Time-Dependent Absorption of 
Therapeutic Drugs by the Gel of the Greiner Vacuette Blood Col-
lection Tube. Therapeutic Drug Monitoring. 2000; 22(4): 427-31.

26. Wilde C. Subject preparation, sample collection, and handling. In 
book: Wild D. The immunoassay. Handbook. CA: Elsevier; 2005: 
443.

27. Bowen R., Hortin G., Csako G., Otañez O., Remaley A. Impact of 
blood collection devices on clinical chemistry assays. Clin. Bio-
chem. 2010; 43(1-2): 4-25.

28. Dubrowny N.E,, Harrop A.J. “Collection device”, U.S. Patent No 
US 6,686,204 B2 February; 2004.

29. Wang C., Shiraishi S., Leung A., Baravarian S., Hull L., Goh V. 
et al. Validation of a testosterone and dihydrotestosterone liquid 
chromatography tandem mass spectrometry assay: Interference 
and comparison with established methods. Steroids. 2008; 73(13): 
1345-52. 

30. Jones A., Honour J. Unusual results from immunoassays and the 
role of the clinical endocrinologist. Clinical Endocrinology. 2006; 
64(3): 234-44. 

31. Rayana M., Burnett R., Covington A., D’Orazio P., Fogh-Andersen 
N., Jacobs E. et al. Recommendation for measuring and reporting 
chloride by ISEs in undiluted serum, plasma or blood: International 
Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine (IFCC): 
IFCC Scientific Division, Committee on Point of Care Testing and 
Working Group on Selective Electrodes. Clinical Chemistry And 
Laboratory Medicine (CCLM). 2006; 44(3): 346-52.

32. Lippi G., Avanzini P., Cosmai M., Aloe R., Ernst D. Incomplete fill-
ing of lithium heparin tubes affects the activity of creatine kinase 
and γ-glutamyltransferase. British Journal Of Biomedical Science. 
2012; 69(2): 67-70.

33. Goodman J., Vincent J., Rosen I. Serum Potassium Changes in 
Blood Clots. American Journal of Clinical Pathology. 1954; 24(1): 
111-3. 

34. Foucher B, Pina G, Desjeux G, Prevosto JM, Chaulet JF, Chemi-
nel V. Influence of temperature and delayed centrifugation: stability 
studies of 28 analytes currently analysed. Ann. Biol.Clin. (Paris). 
2005; 63(1): 93-100. 

35. Zwart S., Wolf M., Rogers A., Rodgers S. Gillman P., Hitchcox K. 
et al. Stability of analytes related to clinical chemistry and bone 
metabolism in blood specimens after delayed processing. Clin. Bio-
chem. 2009; 42(9): 907-10. 

36. Evans M., Livesey J., Ellis M., Yandle T. (). Effect of anticoagu-
lants and storage temperatures on stability of plasma and serum 
hormones. Clin. Biochem. 2001; 34(2): 107-12. 

37. Ono T., Kitaguchi K., Takehara M., Shiiba M., Hayami K. Serum-
constituents analyses: effect of duration and temperature of storage 
of clotted blood. Clin. Chem. 1981; 27(1): 35–8.

38. Imeri F., Herklotz R., Risch L., Arbetsleitner C., Zerlauth M., Risch 
G., Huber A. Stability of hematological analytes depends on the he-
matology analyser used: A stability study with Bayer Advia 120, 
Beckman Coulter LH 750 and Sysmex XE 2100. Clinica Chimica 
Acta. 2008; 397(1-2): 68-71. 

39. Parent X., Alenabi F., Brignon P., Souberbielle J.C. Delayed mea-
surement of PTH in patients with CKD: storage of the primary tube 
in the dialysis unit, which temperature, which kind of tube? Nephrol 
Ther. 2009; 5(1): 34–40. 

40. Jane Ellis M., Livesey J., Evans M. Hormone stability in human 
whole blood. Clin. Biochem. 2003; 36(2): 109-12.

41. Boyanton B.L., Blick K.E. Stability studies of twenty-four analytes 
in human plasma and serum. Clin. Chem. 2002; 48(12): 2242–7. 

42. Zhang D.J., Elswick R.K., Miller W.G., Bailey J.L. Effect of se-
rum-clot contact time on clinical chemistry laboratory results. Clin. 
Chem. 1998; 44(6):1325–33. 

43. Lippi G., Simundic A. Laboratory networking and sample quality: a 
still relevant issue for patient safety. Clinical Chemistry and Labo-
ratory Medicine. 2012; 50(10): 1703-5. 

44. Klose T., Borchert H., Pruss A., Roth W., Bohnen H., Putzker M. 
Current concepts for quality assured long-distance transport of tem-
perature-sensitive red blood cell concentrates. Vox Sanguinis. 2010; 
99(1): 44-53. 

45. Pupek A., Matthewson B., Whitman E., Fullarton R., Chen Y. Compar-
ison of pneumatic tube system with manual transport for routine chem-
istry, hematology, coagulation and blood gas tests. Clinical Chemistry 
and Laboratory Medicine (CCLM), 2017; 55(10): 1537-44. 

46. Amukele T., Sokoll L., Pepper D., Howard D., Street J. Can Un-
manned Aerial Systems (Drones) Be Used for the Routine Trans-
port of Chemistry, Hematology, and Coagulation Laboratory Speci-
mens? PLoS One. 2015; 10(7). 

47. Drone Crash Database.URL: http://dronewars.net/drone-crash-da-
tabase/ (Last access: 26. 11. 2019).

48. Cadamuro J., Wiedemann H., Mrazek C., Felder T., Oberkofler H., 
Fiedler G., Haschke-Becher E. The economic burden of hemoly-
sis. Clinical Chemistry and Laboratory Medicine (CCLM). 2015; 
53(11): 285-8.

49. Lippi G., Cervellin G., Plebani M. Reporting altered test results in 
hemolyzed samples: is the cure worse than the disease? Clin. Chem. 
Lab. Med. 2017;. 26;55(8): 1112-4. 

50. Simundic A., Nikolac N., Ivankovic V., Ferenec-Ruzic D., Magdic 
B., Kvaternik M., Topic E. Comparison of visual vs. automated de-
tection of lipemic, icteric and hemolyzed specimens: can we rely on 
a human eye?. Clinical Chemistry and Laboratory Medicine. 2009; 
47(11): 1361-5. 

51. Nordic Hemolysis project 2014. URL: http://doc.noklus.no/handler.
ashx?r=nkk&id=Preanalytiske%20EKV-program%202014%20Nor-
dic%20Hemolysis%20project%202014.pdf  (last access: 26.11.2019)

52. Nikolac N. Lipemia: causes, interference mechanisms, detection 
and management. Biochemia Medica. 2014; 15;24(1): 57-67.

53. Garvey W., Kwon S., Zheng D., Shaughnessy S., Wallace P., Hutto 
A. et al. Effects of Insulin Resistance and Type 2 Diabetes on Li-
poprotein Subclass Particle Size and Concentration Determined by 
Nuclear Magnetic Resonance. Diabetes. 2003; 52(2), 453-62. 

54. Schiettecatte J., Anckaert E., Smitz J. Interferences in Immunoas-
says, 2012. URL: https://www.intechopen.com/books/advances-
in-immunoassay-technology/interference-in-immunoassays (last 
access: 26.11.2019)

55. Lippiatt C. Endogenous interferences in laboratory tests: icteric, 
lipaemic and turbid samples. Annals Of Clinical Biochemistry: In-
ternational Journal of Laboratory Medicine. 2016; 53(4): 519-20. 

56. Nikolac N., Simundic A., Miksa M., Lima-Oliveira G., Salvagno 
G., Caruso B., Guidi G. (). Heterogeneity of manufacturers’ declara-
tions for lipemia interference — An urgent call for standardization. 
Clinica Chimica Acta. 2013; 426: 33-40. 

57. Dimeski G., McWhinney B., Jones B., Mason R., Carter A. Extent 
of bilirubin interference with Beckman creatinine methods. Annals 
of Clinical Biochemistry. 2008; 45(1): 91-2.

58. MacIver N., Jacobs S., Wieman H., Wofford J., Coloff J., Rathmell 
J. Glucose metabolism in lymphocytes is a regulated process with 
significant effects on immune cell function and survival. Journal of 
Leukocyte Biology. 2008; 84(4): 949-57. 

59. Aibibula M., Naseem K., Sturmey R. Glucose metabolism and 
metabolic flexibility in blood platelets. Journal Of Thrombosis And 
Haemostasis. 2018; 16(11): 2300-14.

60. Kalyani, R., & Egan, J. Diabetes and Altered Glucose Metabolism 
with Aging. Endocrinology And Metabolism Clinics of North Amer-
ica. 2013; 42(2): 333-47. 

Поступила 22.01.20     
Принята к печати 15.06.20     



785

КЛИНИЧЕСКАЯ  ЛАБОРАТОРНАЯ  ДИАГНОСТИКА.  2020; 65(12)
DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2020-65-12-785-792

КЛИНИЧЕСКИЕ МОЛЕКУЛЯРНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

785

КЛИНИЧЕСКИЕ МОЛЕКУЛЯРНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

© КОЛЛЕКТИВ АВТОРОВ, 2020

Терновой В.А., Лутковский Р.Ю., Пономарева Е.П., Гладышева А.В., Чуб Е.В., Тупота Н.Л., Смирнова А.М., 
Назаренко А.А., Локтев В.Б., Гаврилова Е.В., Агафонов А.П., Максютов Р.А.

ОБНАРУЖЕНИЕ РНК SARS-COV-2 В НОСОГЛОТОЧНЫХ МАЗКАХ БОЛЬНЫХ COVID-19 
И БЕССИМПТОМНЫХ НОСИТЕЛЕЙ МЕТОДАМИ ЦИФРОВОЙ ПЦР И ПЦР В РЕАЛЬНОМ 
ВРЕМЕНИ 

Государственный научный центр вирусологии и биотехнологии «Вектор» Роспотребнадзора, Центр геномных 
исследований мирового уровня по обеспечению биологической безопасности и технологической независимости 
в рамках Федеральной научно-технической программы развития генетических технологий,  630559, п. Кольцово, 
Новосибирская область, Россия

B настоящей работе была проведена апробация двух разработанных нами наборов реагентов для обнаружения РНК SARS-
CoV-2 по фрагменту гена ORF1ab в формате цифровой ПЦР и ПЦР в реальном времени. Были получены данные по выяв-
лению РНК вируса SARS-CoV-2 в носоглоточных мазках больных COVID-19 и бессимптомных носителей. Разработанные 
наборы реагентов обеспечивали 100% чувствительность и предел детекции в 103 ГЭ/мл для qPCR, и не менее  200 копий/
мл вирусной РНК  при проведении цифрового ПЦР.  Выполнена апробация этих методов с помощью панели из 1328 образ-
цов, собранных от пациентов с подозрением на COVID-19 в начале 2020 г. на территории РФ.  Показано, что dPCR более 
чувствителен и может быть использован для анализа образцов с низкой вирусной нагрузкой, в том числе от пациентов 
без клинических симптомов. dPCR значительно повышает точность лабораторного исследования и существенно снижа-
ет число ложноотрицательных результатов при диагностике SARS-CoV-2. Определение концентрации РНК SARS-CoV-2 
у пациентов с различным клиническим течением заболевания показало, что  концентрация вирусной РНК может резко 
снижаться в первые дни заболевания. Низкая концентрация вирусной РНК в пробах от пациентов также характерна при 
бессимптомном течение заболевания. Метод цифровой ПЦР обеспечивает более высокую выявляемость бессимптомных 
случаев заболевания, которая составляет приблизительно 75 % от числа инфицированных, в отличие от 45% выявляемо-
сти методом ПЦР в реальном времени. Полученные результаты по использованию метода цифровой ПЦР для детекции 
РНК SARS-CoV-2 показали, что этот метод особенно подходит для выявления РНК в случае ее низкой концентрации у 
контактных, а также для мониторинга изменения вирусной нагрузки у выздоравливающих пациентов.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  SARS-CoV-2;  ПЦР в реальном времени; цифровой ПЦР; COVID-19.
Для цитирования: Терновой В.А., Лутковский Р.Ю., Пономарева Е.П., Гладышева А.В., Чуб Е.В., Тупота Н.Л., Смирнова 
А.М., Назаренко А.А., Локтев В.Б., Гаврилова Е.В., Агафонов А.П., Максютов Р.А. Обнаружение РНК SARS-CoV-2 в носо-
глоточных мазках больных COVID-19 и бессимптомных носителей методами цифровой ПЦР и ПЦР в реальном времени. 
Клиническая лабораторная диагностика. 2020; 65 (12): 785-792. DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2020-65-12-785-792
Ternovoi V.A., Lutkovsky R.Yu., Ponomareva E.P., Gladysheva A.V., Chub E.V., Tupota N.L., Smirnova A.M., Nazarenko A.A., 
Loktev V.B., Gavrilova E.V., Agafonov A .P., Maksyutov R.A.
DETECTION OF SARS-COV-2 RNA IN NASOPHARYNGEAL SWABS FROM COVID-19 PATIENTS AND 
ASYMPTOMATIC CASES OF INFECTION BY REAL-TIME AND DIGITAL PCR
State Research Center of Virology and Biotechnology VECTOR, World-class Genomic Research Center for Ensuring Biological 
Safety and Technological Independence within the framework of the Federal Scientific and Technical Program for the 
Development of Genetic Technologies, 630559, Koltsovo, Novosibirsk Region, Russia
In this work  we tested two reagent kits developed by us for detecting SARS-CoV-2 RNA using a fragment of the ORF1ab gene in 
digital PCR and real-time PCR formats. Data were obtained on the detection of SARS-CoV-2 virus RNA in nasopharyngeal swabs 
of patients with COVID-19 and asymptomatic carriers. The developed reagent kits provided 100% sensitivity and a detection limit 
of 103 GE / ml for qPCR, and at least 200 copies / ml of viral RNA when performing digital PCR. These methods were tested using 
a panel of 1,328 samples collected from patients with suspected COVID-19 at the beginning of 2020 in the Russian Federation. It 
has been shown that dPCR is more sensitive and can be used to analyze samples with low viral load, including those from patients 
without clinical symptoms. dPCR significantly improves the accuracy of laboratory research and significantly reduces the number 
of false negative results in the diagnosis of SARS-CoV-2.
Determination of the concentration of SARS-CoV-2 RNA in patients with different clinical course of the disease showed that the 
concentration of viral RNA can sharply decrease in the first days of the disease. A low concentration of viral RNA in samples from 
patients is also characteristic of asymptomatic disease. Digital PCR provides a higher detection rate for asymptomatic cases, 
which is approximately 75% of those infected, as opposed to 45% for real-time PCR. The results obtained on the use of the digital 
PCR method for detecting SARS-CoV-2 RNA showed that this method is especially suitable for detecting RNA in case of its low 
concentration in contacts, as well as for monitoring changes in viral load in convalescent patients.

K e y  w o r d s :  SARS-CoV-2; real time PCR; digital PCR; COVID-19.
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Введение. Пандемия коронавирусной болезни 
(COVID-19), вызванная в 2019 г. новым коронавирусом, 
началась в городе Ухань в Китае, широко распростра-
нилась по всему миру. Современные методы секвени-
рования позволили  чрезвычайно быстро расшифровать 
геном вируса и провести его таксономическую иденти-
фикацию [1]. Вирус был классифицирован как новый 
коронавирус, названный SARS-CoV-2, принадлежащий 
к семейству Coronaviridae, отряду Nidovirales. Геном 
SARS-CoV-2 представлен  несегментированной одно-
цепочечной РНК положительной полярности, размером 
около 29 890  нуклеотидов [2]. Это стало основой для 
создания методов генетической диагностики вируса 
SARS-CoV-2 и заболевания, вызываемого этим вирусом  
на основе ПЦР технологий [3]. Проведенный в даль-
нейшем анализ полногеномных последовательностей 
SARS-CoV-2 показал, что природным резервуаром ви-
руса SARS-CoV-2 и его предшественников могут быть 
летучие мыши и панголины [4]. Геном коронавируса 
панголинов (pangolin-CoV) на 91% идентичен с геномом 
SARS-CoV-2 и филогенетически очень близко связан с 
RaTG13 коронавирусом летучих мышей. Ключевой бе-
лок S1 pangolin-CoV, участвующий во взаимодействии 
с клеточным рецептором ACE2 человека и предопреде-
ляющий развитие заболевания у человека, фактически 
схож с S1 белком SARS-CoV-2 человека.  Пять клю-
чевых аминокислот в рецептор-связывающем домене 
идентичны у pangolin-CoV и SARS-CoV-2. Кроме того, 
SARS-CoV-2 содержит потенциальный сайт расщепле-
ния фуриновой протеазы [5]. 

Для обнаружения РНК SARS-CoV-2 у пациентов с 
COVID-19 широко  используются различные варианты 
ПЦР тест-систем в режиме реального времени (qPCR) 
[6]. Для оценки полученных результатов, как правило, 
применяются следующие критерии: значение Ct≤40 со-

ответствует положительному результату, значение Ct> 
40 отрицательному [7]. Однако, ПЦР тест-системы в 
режиме реального времени, в диапазоне 35 <Ct <40 ра-
ботают на пределе чувствительности и часто требуют 
перепроверки. Учитывая неопределенность в трактов-
ке результатов при низкой вирусной нагрузке при диа-
гностике SARS-CoV-2, чрезвычайно важным является 
разработка более чувствительных методов диагностики 
COVID-19. 

Цифровая ПЦР (dPCR) - это ПЦР технология, которая 
разделяет реакционную смесь на большое количество 
меньших реакций, в каждой из которых присутствует 
только одна молекула нуклеиновой кислоты и, таким 
образом, можно получить данные по конечной точке, 
на основе интенсивности флуоресценции для каждой 
индивидуальной тестируемой молекулы [8-10]. Количе-
ственная оценка выполняется путем применения стати-
стики Пуассона при расчете доли отрицательных микро-
ячеек и положительных, которые изначально содержали 
более одной молекулы-мишени. dPCR обладает боль-
шей точностью чем qPCR, и его гораздо проще исполь-
зовать для подсчета числа копий РНК и количественной 
оценки из-за бинарной природы, в которой реакционные 
микроячейки считаются либо положительными или от-
рицательными [11]. Кроме того, dPCR более устойчив 
к ингибированию в ПЦР по сравнению с qPCR [12-14].

Инкубационный период  у коронавирусной инфек-
ции обычно составляет 5,2 - 5,8 дней [15]. Инфициро-
ванные пациенты начинают быть заразными  за два - три  
дня до возникновения первых симптомов заболевания. 
Примерно через 14-16 ч с момента первого проявления 
симптомов пациенты максимально опасны. Далее, в те-
чение недели их способность к инфицированию окру-
жающих  падает вплоть до полного исчезновения. РНК 
коронавируса можно обнаружить в крови пациентов в 
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течение  20 дней и даже несколько дольше. Описаны 
случаи сохранения РНК в крови  до 37 дней после на-
чала заболевания [6-19]. Субклинические (пресимпто-
матические) и инаппарантные формы COVID-19 имеют 
прогредиентное течение и обычно диагностируются 
только при обнаружении вирусных маркеров в респира-
торных мазках и бронхоальвеолярных смывах [20].

Целью данной работы была апробация двух разрабо-
танных наборов реагентов для обнаружения РНК SARS-
CoV-2 по фрагменту ORF1ab гена в формате qPCR и 
dPCR в носоглоточных мазках больных COVID-19 и 
бессимптомных носителей, сравнение возможностей 
использования qPCR и dPCR технологий для анализа 
образцов на наличие генетических маркеров SARS-
CoV-2 с целью улучшения чувствительности и точности 
диагностики COVID-19. 

Материал и методы. Клинические образцы. Кли-
нические образцы, в виде носоглоточных мазков, были 
получены из всех регионов Российской Федерации в 
течение января-апреля 2020 г. от пациентов, госпита-
лизированных с подозрением на COVID-19 и лиц, кон-
тактировавших с ними. Всего за февраль-март 2020 г. 
поступило и было исследовано 1328 образцов носогло-
точных смывов, собранных в соответствии c временны-
ми рекомендациями Федеральной службы по надзору в 
сфере защиты прав потребителей и благополучия чело-
века РФ от 21 января 2020 г. № 02/706-2020-27 по рас-
следованию вспышек заболевания  в период пандемии 
и освобождённых от институциональной проверки. Все 
исследования были выполнены, для клинических образ-
цов в виде носоглоточных мазков, без дополнительного 
привлечения  пациентов. 

Выделение вирусной РНК. РНК была извлечена из 
клинических образцов с использованием набора РНК 
Рибо-ПРЕП (ЦНИИ эпидемиологии, Москва). Для 
оценки специфичности были использованы РНК виру-
сов птичьего гриппа A (H1N1, H3N2), вируса гриппа B/
Victoria, коронавирусов SARS и MERS, РНК сезонных 
коронавирусов человека (229Е, HKU1, NL63 и OC43) и 
ДНК аденовируса 5 типа из коллекции ФБУН ГНЦ ВБ 
«Вектор» Роспотребнадзора. 

Проведение qPCR. Для выявления РНК COVID-19 
были использованы разработанные нами и зарегистри-
рованные Росздравнадзором РФ (регистрационное 
удостоверение № РЗН 2020/9677 от 11.02.2020) набо-
ры реагентов для выявления РНК коронавируса SARS-
CoV-2 методом ПЦР с гибридизационно-флуоресцент-
ной детекцией («Вектор-ПЦРРВ-2019-nCoV–RG», ТУ 
21.20.23-088-05664012-2020). ПЦР в режиме реального 
времени и регистрацию результатов проводили в прибо-
ре CFX 96 (Bio-Rad, США) по каналу FAM. Результаты 
qPCR интерпретировали на основании значения порого-
вого цикла «Ct».

Проведение dPCR. Последовательности праймеров 
и зондов для детекции гена-мишени ORF1ab SARS-
CoV-2, использованные для этого исследования, были 
ранее нами разработаны для  набора реагентов для вы-
явления РНК коронавируса SARS-CoV-2 методом ПЦР с 
гибридизационно-флуоресцентной детекцией («Вектор-
ПЦРРВ-2019-nCoV–RG»). Реакционная смесь содержа-
ла ddPCR Supermix(x2) Bio-Rad, праймеры (900 nM), 
зонд (250 nM) и кДНК анализируемого образца. Каждая 
реакционная смесь была преобразована в водно-мас-
ляную эмульсию с использованием генератора капель 
(Bio-Rad, США) QX200. Полученную эмульсию перено-

сили на 96-луночный планшет и инкубировали при 95оС 
в течение10 мин для формирования микрокапель, затем 
амплифицировали в термоциклере C1000 Touch (Bio-
Rad, США) 40 циклов с параметрами: 94 oC в течение 
10 с, 56 oC 15 с, 60 oC в течение 45 секунд и затем 96 oC 
в течение 10 минут. Планшет переносили в устройство 
для считывания капель QX200 (Bio-Rad, США) и анали-
зировали с использованием программного обеспечения 
QuantaSoft (V1.7.4, Bio-Rad, США).

Статистический анализ результатов. Коэффици-
ент вариации для повторяемости результатов для qPCR 
рассчитывали по формуле: CVp,% = Сt (станд. откло-
нение)/Ct (ср. значение) × 100 % для 5 проб СОП ПКО 
2019-nCoV. Коэффициент вариации воспроизводимости 
для qPCR рассчитывали по формуле: CVp,% = Сt (станд. 
отклонение)/Ct (ср. значение) × 100% для 10 проб. Ли-
нейный диапазон dPCR определялся путем оценки сред-
него числа копий кДНК в микрокапле [11]. Для оценки 
относительной ошибки использовали критерий Пуассо-
на [12].

Результаты.  Характеризация методов цифровой 
ПЦР и ПЦР в реальном времени для детекции генети-
ческого материала SARS-CoV-2. С целью обнаружения 
генетической информации коронавируса SARS-CoV-2 в 
экспериментальных и клинических образцах был раз-
работан набор реагентов для выявления РНК (кДНК) 
коронавируса SARS-CoV-2 методом ПЦР с гибридиза-
ционно-флуоресцентной детекцией.  Его конструирова-
ние было проведено  с использованием последователь-
ностей фрагмента гена ORF1ab SARS-CoV-2 и образцов 
кДНК вируса SARS-CoV-2 полученных из клинических 
образцов. Контроль специфичности теста проводили 
с использованием  СОП ПКО 2019-nCoV серия № 02-
03.20, представляющий собой раствор рекомбинантной 
плазмиды pCR 2.1, содержащей вирусоспецифическую 
вставку SARS-CoV-2  (длина 3,9 kb). Также были ис-
пользованы экспериментальные пробы, содержащие ге-
нетический материал коронавируса SARS-CoV-2, РНК 
вирусов гриппа типа А (H1N1, H3N2), РНК коронавиру-
сов видов 229Е, NL63, OC43, HKU1 [21], коронавирусов 
SARS и MERS [22], аденовируса 5 типа, вируса денге 
и респираторно-синцитиального вируса [23]. Спец-
ифичность сконструированного теста была оценена на 
панели сформированной из 109 положительных клини-
ческих образцов от пациентов с COVID-19 и панели от-
рицательных проб из 44 образцов. Специфичность  со-
ставила 100%. 

Верхний предел обнаружения РНК SARS-CoV-2 
(LoB) для разработанного метода qPCR, в соответствии 
с рекомендациями CLSI EP17-A [10], составил 2800 
копий/мкл при Ct 14. Для определения нижнего преде-
ла аналитической чувствительности набора реагентов 
«Вектор-ПЦРРВ-2019-nCoV–RG» делали последователь-
ные десятикратные разведения СОП ПКО 2019-nCoV, 
серии № 02-03.20, от концентрации 107 до 102 копий/мл 
(рис.1).  

Коэффициент вариации повторяемости  для qPCR 
не превышал 3 %, а коэффициент вариации не превы-
шал 6 %. Серийные 10-кратные разведения СОП ПКО 
коронавирусаSARS-CoV-2 использовали для построения 
графика линейной интерполяции между количеством 
копий генетического материала в миллилитре для dPCR 
и Ct в qPCR. Полученные результаты  соответствовали 
ожидаемым значениям в каждом тестируемом интервале. 
Хорошую линейность (R2 ≥0,9936) наблюдали в диапазо-
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развития пандемии COVID-19 на территории РФ доми-
нировали завозные случаи из Италии, Испании и Швей-
царии, которые вместе составили 37% завозных случаев 
COVID-19 в РФ. 

 В 65% исследованных образцах была обнаружена 
РНК коронавируса SARS-CoV-2, из которых прибли-
зительно 20% образцов были сомнительными и были 
отнесены к положительным образцам на основании 
проведения повторного qPCR анализа. По данным кли-
нических наблюдений, у 40% пациентов с лабораторно 
подтвержденным диагнозом COVID-19 заболевание 

не от приблизительно 107 до 10 копий/в реакции (рис. 2). 
LoВ для данного метода, выраженное в геномных эквива-
лентах (ГЭ), составило 103 ГЭ/мл (Ct 37).

Апробация методов ПЦР диагностики.  За февраль-
март 2020 г. при помощи ПЦР в реальном времени было 
исследовано 1328 образцов, поступивших из различных 
регионов Российской Федерации.  Из них 32% образцов 
имели российское происхождение, 68% образцов бы-
ли связаны с завозными на территорию РФ случаями 
COVID-19 (рис. 3). Завозные случаи были ассоциирова-
ны с более чем 20 странами мира. В начальный период 

Рис. 1. Кривая интенсивности флуоресценции (RFU) для продуктов ПЦР в режиме реального времени по каналу FAM. Оценка 
аналитической чувствительности с 10-кратными разведениями СОП ПКО 2019-nCoV (107 МЕ/мл) коронавируса SARS-CoV-2.

Рис. 2. График линейной интерполяции между параметрами «копий/мл» в dPCR и Ct в qPCR, для серийных 10-кратных раз-
ведений РНК SARS-CoV-2.
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протекало без симптомов. У 22% болезнь протекала в 
форме внебольничных пневмоний, а у 25% — в форме 
ОРВИ.

Для сравнения эффективности диагностики корона-
вирусной инфекции методами  qPCR и dPCR нами была 
сформирована панель из 171 образцов от пациентов с 
подозрением на COVID-19 и выполнены параллельные 
сравнительные исследования эффективности наборов 
«Вектор-ПЦРРВ-2019-nCoV–RG» и лабораторной си-
стемы для выявления вирусной РНК SARS-CoV-2 мето-
дом dPCR (см. таблицу).

При проведении qPCR было выявлено 109 положи-
тельных, 44 отрицательных и 18 сомнительных по на-
личию РНК SARS-CoV-2 образцов. Повторный анализ 
сомнительных образцов позволил отнести их к положи-
тельным. Таким образом,  по данным qPCR было вы-
явлено 127 положительных на SARS-CoV-2 образцов. 
Параллельно проводилась оценка образцов в dPCR. 
Результат считался положительным, если выявлялось 
≥2,5 копий/реакция. В 62 негативных и сомнительных 
образцах, по данным qPCR, с помощью dPCR были до-
полнительно выявлены 6 положительных образцов и 32 
сомнительных. В 6 образцах не было обнаружено РНК 
копий SARS-CoV-2, либо из-за отсутствия вируса, либо 
из-за очень низкой вирусной нагрузки в этих образцах.

Таким образом, 44 отрицательных образца по дан-
ным qPCR 19 были протестированы с помощью dPCR, 
при этом, 6 были идентифицированы как положитель-
ные и 32 как сомнительные. Все сомнительные образцы 
были повторно анализированы на присутствие вирусной 
РНК в qPCR. Поскольку результаты были воспроизводи-
мы, 32 образца были также отнесены к положительным 
образцам. Таким образом, из 171 у165 пациентов, чьи 
образцы прошли положительный тест на SARS-CoV-2, 
был диагностирован COVID-19. Детекция РНК  SARS-
CoV-2 в образцах с применением dPCR была значитель-
но более эффективной, и составила 96,5% против 74,3% 
для qPCR. При этом результаты, полученные методом 
qPCR, в целом, совпали с результатами dPCR (рис.4).  
Учитывая данные, полученные нами в сравнительном 
исследовании qPCR и dPCR, есть основание высказать 
предположение о том, что приблизительно 20% случаев 
qPCR не позволяет выявить положительные по SARS-
CoV-2 образцы. 

Оценка вирусной нагрузки проб от пациентов с 
COVID-19. Основные проблемы эффективного обнару-
жения маркеров коронавирусной инфекции связаны с 
наличием большого количества образцов с низкой ви-
русной нагрузкой, от 200 до 500 копий/мл. Как правило, 
это связано с наличием проб от пациентов в инкубаци-

Рис. 3. Диаграмма процентного отношения количе-
ства образцов, поступивших в феврале-марте 2020 г. 
из различных регионов Российской Федерации, так и 
завозных случаев на территорию РФ,  исследованные 
методом qPCR (всего 1328 образцов).

Сравнительная оценка эффективности qPCR и dPCR при тестировании панели образцов (171 образец)  
от пациентов на наличие РНК SARS-CoV-2

Метод Результат Количество образцов Критерии оценки образцов для qPCR и dPCR 
(Ct  и копий РНК/мл, соответственно)

qPCR отрицательные 44 Ct>41
 сомнительные 18 Ct 36-40

положительные 109 Ct≤35
dPCR отрицательные 6 <200 копий/мл 
 сомнительные 50 200-500 копий/мл 

положительные 115 >500 копий/мл 
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онном периоде и инаппарантными формами COVID-19. 
Попытки оценить реальное количество таких людей 
ранее предпринимались  в Сингапуре, Тяньцзине и Гер-
мании и оно примерно составляло от 44% до 62% иссле-
дованных проб [25]. Использование dPCR для тестиро-
вания пациентов с COVID-19 показало, что  dPCR более 
чувствителен и может применяться для анализа образ-
цов с низкой вирусной нагрузкой, особенно для  пациен-
тов без клинических симптомов [24, 26].

Для определения вирусной нагрузки были использо-
ваны носоглоточные мазки от пациентов c COVID-19 на 
разных стадиях заболевания. Cодержание РНК SARS-
CoV-2 в образце оценивали по количеству копий РНК 
в одном микролитре образца (рис. 5). Так, у пациентов 

594-1 и 617-3 количество РНК SARS-CoV-2 в носогло-
точных мазках уменьшилось более чем в 1000 раз в пер-
вые двое суток после выявления COVID-19, и далее со-
хранялось на протяжении недели на уровне > 1 копии/
мкл. У пациентов 594-4 и 629-28, сразу после регистра-
ции COVID-19, количество РНК SARS-CoV-2 в носогло-
точных мазках определялось >30 копии / мкл, а затем, в 
течение двух суток снизилась в 10 раз. У пациента 747-
2 через 10 сут после постановки диагноза  COVID-19, 
количество РНК SARS-CoV-2 в носоглоточных мазках 
определялось >0,5 копии/мкл. 

Обсуждение. Полученные результаты показали, что 
в носоглоточных мазках у пациентов с COVID-19 в пе-
риод проявления клинических симптомов заболевания 

Рис. 4. Данные, полученные методом qPCR для1328 образцов (за февраль-март 2020 г.) (а) и (б) для выборки образцов (171 
образец), взятых параллельно для исследования методом dPCR.

Рис. 5. Содержание РНК SARS-CoV-2 в образцах у больных COVID-19 (копий РНК/мкл.). Даты забора материала: пациент 
747-2 (1) 20.03.2020 и (2) 01.04.2020; пациент 594-1 (3) 06.03.2020, (4) 08.03.2020, (5) 11.03.2020 и (6) 13.03.2020; пациент 594-4 
(7) 06.03.2020, (8) 08.03.2020 и (9) 16.03.2020; пациент 617-3 (10) 09.03.2020, (11) 11.03.2020 и (12) 13.03.2020, пациент 629-28 
(13) 11.03.2020, (14) 14.03.2020 и (15) 16.03.2020.
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наблюдается высокая концентрация РНК SARS-CoV-2,  
которая составляет более 100 копий/мкл. По мере раз-
вития заболевания и в период реконвалесценции ви-
русная нагрузка резко уменьшалась до >1 копии/мкл. 
В пробах от пациентов с COVID-19 с бессимптомным 
течением заболевания также была обнаружена низкая 
концентрация  РНК SARS-CoV-2, которая составляла 
около 1 копии/мкл.  

Низкая вирусная нагрузка у этих групп пациентов 
может иметь большое значение  для проведения лечения 
и карантинных мероприятий, хотя при этом  вероятность 
инфицирования окружающих, по-видимому, сохраняет-
ся [29]. Принято считать, что qPCR, как стандартный 
метод обнаружения РНК SARS-CoV-2, играет важную 
роль в раннем выявлении COVID-19 у пациентов [24]. 
Обнаруженная недостаточная чувствительность ме-
тода может быть связана с рядом факторов: особенно-
сти сбора образцов, их транспортировки и хранения, а 
также технические погрешности постановки ПЦР [27]. 
Это может быть причиной высокого  уровня ложно- от-
рицательных результатов  и для уточнения полученных 
результатов будет необходимо проведение  повторных  
тестирований.  Для его проведения требуется  наличие 
высокочувствительных и точных подтверждающих  те-
стов, что принципиально важно  для своевременной и 
эффективной  диагностики COVID-19.

В настоящее время, кроме qPCR, существуют и другие 
методы, такие как секвенирование следующего поколе-
ния (NGS) и обнаружение иммунологических маркеров. 
Выявление антивирусных IgM и IgG может также быть 
использовано в качестве подтверждающего метода диа-
гностики COVID-19, вызванного SARS-CoV-2. Примене-
ние нескольких методов диагностики позволяет умень-
шить количество ложноотрицательных результатов. 

Однако диагностика, основанная на выявлении ви-
русных нуклеиновых кислот, до сих пор считается зо-
лотым стандартом. Метод цифровой ПЦР может быть 
важным подтверждающим тестом, который  может зна-
чительно улучшить показатель выявляемости пациентов 
с COVID-19. Полученные результаты по использованию 
dPCR для детекции РНК SARS-CoV-2 показали, что этот 
метод особенно подходит для выявления РНК в случае 
ее низкой концентрации у контактных, а также для мо-
ниторинга изменения вирусной нагрузки у выздоравли-
вающих пациентов [30]. Дополнительное преимущество 
количественного определения РНК SARS-CoV-2 заклю-
чается в том, что он позволяет количественно сравни-
вать результаты,  полученные в разные сроки заболева-
ния и в различных лабораториях. Количественная оцен-
ка мишеней с помощью dPCR обеспечивает высокое 
соответствие между различными постановками ПЦР 
различными операторами [28]. Таким образом, dPCR яв-
ляется методом выбора для оптимального определения 
вирусной нагрузки у бессимптомных и выздоравливаю-
щих пациентов.

Выводы
Разработаны наборы для проведения цифровой ПЦР 

и ПЦР в реальном времени для детекции генетического 
материала SARS-CoV-2 в пробах от пациентов, наборы 
обеспечивают 100% чувствительность и обеспечивают 
предел детекции в 103 ГЭ/мл для qPCR и не менее 200 
копий вирусной РНК  при проведении цифрового ПЦР. 

Выполнена апробация этих методов с помощью па-
нели из 1328 образцов, собранных от пациентов с по-
дозрением на COVID-19 в начале 2020 г. на территории 

РФ. Показано, что dPCR более чувствителен и может 
быть использован для анализа образцов с низкой вирус-
ной нагрузкой, в том числе от пациентов без клиниче-
ских симптомов. dPCR значительно повышает точность 
лабораторного исследования и существенно снижает 
число ложноотрицательных результатов при диагности-
ке SARS-CoV-2.

Определение концентрации РНК SARS-CoV-2 у па-
циентов с различным клиническим течением заболева-
ния показало, что  концентрация вирусной РНК может 
резко снижаться в первые дни заболевания. Низкая кон-
центрация вирусной РНК в пробах от пациентов также 
характерна при бессимптомном течении заболевания. 
Метод цифровой ПЦР обеспечивает более высокую вы-
являемость бессимптомных случаев заболевания, кото-
рая составляет приблизительно 75% от числа инфициро-
ванных, в отличие от 45% выявляемости методом ПЦР в 
реальном времени. 
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Тороповский А.Н.1, Павлова О.Н.1, Викторов Д.А.1, Никитин А.Г.1 Масляков В.В.2

РЕЗУЛЬТАТЫ ИСПЫТАНИЯ НАБОРА РЕАГЕНТОВ ТЕСТ-KRAS-ТКАНЬ IN VITRO  
ДЛЯ ОПРЕДЕЛЕНИЯ ПОКАЗАНИЙ К ТАРГЕТНОЙ ТЕРАПИИ У ПАЦИЕНТОВ  
С ДИАГНОЗОМ КОЛОРЕКТАЛЬНЫЙ РАК 

1ООО «ТестГен», 432072, г. Ульяновск, Россия;  
2Частное УОО ВО «Саратовский медицинский университет» «Реавиз»,  410012, Саратов,  Россия

Целью работы является проверка функциональных свойств и эффективности набора реагентов для определения ста-
туса мутаций гена KRAS методом ПЦР-РВ в пробе геномной ДНК человека из образцов фиксированной в парафине тка-
ни (Тест-KRAS-ткань) по ТУ 21.20.23-006-97638376-2016 для внедрения его в клинико-лабораторную практику с целью 
определения показаний к таргетной терапии препаратами на основе анти-EGFR моноклональных антител у пациентов 
с диагнозом «колоректальный рак» с диким типом гена KRAS.
На базе ФГБУ«Федеральный научно-клинический центр специализированных видов медицинской помощи и медицинских 
технологий ФМБА» с 18 июля по 21 августа 2018 г. были проведены испытания медицинского изделия для диагностики 
in vitro «Набор реагентов для определения статуса мутаций гена KRAS методом ПЦР-РВ в пробе геномной ДНК челове-
ка из образцов фиксированной в парафине ткани (Тест-KRAS-ткань) по ТУ 21.20.23-006-97638376-2016» производства 
ООО «ТестГен». 
В качестве субъектов клинического испытания было использовано 44 образца фиксированной в парафине ткани от паци-
ентов с диагнозом «колоректальный рак». В ходе проведения клинических испытаний было проанализировано 44 образца 
фиксированной в парафине ткани в двух сериях экспериментов, то есть проведено 88 клинико-лабораторных опытов, 
из которых 48 опытов с образцами геномной ДНК с установленным отрицательным статусом наличия мутаций гена 
KRAS и 40 опытов с образцами геномной ДНК с установленным положительным статусом наличия мутаций гена KRAS. 
Анализ и оценка результатов проведенных клинико-лабораторных испытаний медицинского изделия «Набор реагентов 
для определения статуса мутаций гена KRAS методом ПЦР-РВ в пробе геномной ДНК человека из образцов фиксирован-
ной в парафине ткани (Тест-KRAS-ткань) по ТУ 21.20.23-006-97638376-2016» подтвердили, что оно позволяет прово-
дить качественное определение статуса шести мутаций двенадцатого кодона (Gly12Asp, Gly12Ala, Gly12Arg, Gly12Val, 
Gly12Ser, Gly12Cys) и одной мутации тринадцатого кодона (Gly13Asp) гена KRAS методом аллель-специфической ПЦР 
в режиме реального времени в пробе геномной ДНК человека из образцов фиксированной в парафине ткани, с высокими 
показателями диагностической чувствительности 90,9% и диагностической специфичности 95,0% с доверительной ве-
роятностью 90%. Воспроизводимость результатов 100%, что подтверждает высокую надежность набора.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  колоректальный рак; ген KRAS; метод ПЦР-РВ, EGFR.
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Колоректальный рак (КРР) является одним из самых 
распространенных злокачественных новообразований у 
человека и занимает 3-е место по заболеваемости как у 
мужчин, так и у женщин. Среди вариантов колоректально-
го рака наиболее встречаемым и смертоносным является 
рак толстой кишки (РТК), так как это заболевание может 
значительное время протекать бессимптомно и, как след-
ствие, у каждого третьего больного на момент установле-
ния диагноза отмечается генерализация опухолевого про-
цесса. Высокая смертность при РТК объясняется частым 
метастазированием опухоли, в основном в печень и лег-
кие, нередко даже на первых стадиях заболевания [1].

Проведенный анализ литературы показывает, что 
пусковым механизмом онкогенеза большинства ново-
образований толстой кишки являются нарушения гене-
тического аппарата клетки. Рак толстой кишки (РТК) 
представляет собой гетерогенную группу опухолей, 
отличающихся как механизмами канцерогенеза и, сле-
довательно, молекулярными изменениями, так и про-
гнозом течения болезни, и особенностями терапии. Уже 
сейчас для выбора тактики лечения необходимо учиты-
вать не только клинические факторы, такие как распро-
странение опухоли, функциональный статус пациента, 
но и молекулярный профиль заболевания.

Процессы жизнедеятельности раковых клеток во 
многом зависят от продукции ростовых факторов и их 
рецепторов. Одним из таковых является эпидермальный 
фактор роста (EGFR), представляющий собой тирозин-
киназный рецептор мембран клеток. В норме связыва-
ние лигандов EGFR и трансформирующего фактора 
роста альфа (TGFα) индуцирует активацию рецепторов, 
что запускает ERK и PI3K сигнальные пути, контроли-
рующие клеточную пролиферацию, миграцию, инвазию 
и множество других процессов. Установлено, что в 80% 
случаев колоректальный рак возникает в результате ги-
перэкспрессии EGFR, которая приводит к усиленному 
росту и делению клеток опухоли вследствие гиперакти-
вации RAS-RAF-MEK-ERK сигнального каскада. Этот 
каскад является путем, который регулирует клеточную 
пролиферацию, клеточный цикл и миграцию клетки. 
При развитии рака у человека мутации семейства RAS/
RAF наиболее часто являются причиной нарушения ре-
гуляции трансдукции сигнала через этот путь

KRAS является геном, кодирующим один из белков, 
играющих важную роль в сигнальной системе рецепто-
ра эпидермального фактора роста (EGFR), а также регу-
лирует белки, находящиеся далее в сигнальной системе 
EGFR, которые связаны с выживаемостью опухоли, ан-
гиогенезом, пролиферацией и метастазированием [2].

При метастатическом колоректальном раке почти 60%  
пациентов имеют нормальную сигнальную систему 
EGFR и дикий тип гена KRAS; остальные 40 % имеют 
мутантный тип гена [3]. 

Мутации в гене KRAS в опухолях толстой кишки 
встречаются в 30-60% случаев. Наиболее часто мутации 
KRAS определяются в экзоне 2, кодонах 12 и 13 [4]. 

Хирургическое лечение КРР играет главную роль в 
излечении больных, однако пациенты с III стадией ра-
ка нуждаются в адъювантной химиотерапии (АХТ). 
Таргетная терапия, по сравнению с конвенциональной 
химиотерапией, имеет ряд преимуществ: индивидуали-
зация назначения, более низкая токсичность, таблети-
рованные формы большинства препаратов исключают 
необходимость госпитализации и позволяют больным 
радикально не менять образ жизни.

В качестве основных мишеней целенаправленной 
терапии могут выступать многочисленные элементы 
сигнальных путей, связанные с регуляцией клеточного 
цикла и апоптоза, нарушение которых ассоциировано 
со злокачественным ростом. Рецептор эпидермального 
фактора роста (EGFR), или HER1, – трансмембранный 
гликопротеин с молекулярной массой 170 kD, обладаю-
щий тирозинкиназной активностью, является наиболее 
хорошо изученной мишенью.

Основные механизмы активации EGFR-зависимых 
сигнальных путей в опухолевых клетках обеспечивают-
ся: мутацией тирозинкиназного домена гена EGFR и, как 
следствие этого, его аутоактивацией при отсутствии фак-
торов роста, приводящей к неконтролируемой пролифе-
рации; гиперэкспрессией EGFR; избыточной продукцией 
факторов роста – лигандов EGFR (TGF-a, EGF) [4].

Существует несколько вариантов блокирования он-
когенного эффекта, реализуемого через активированный 
EGFR: 1) использование низкомолекулярных ингиби-
торов, способных воздействовать на внутриклеточный, 
несущий мутацию домен EGFR, и прерывать процесс 
тирозинкиназного фосфорилирования; 2) применение 
рекомбинантных пептидных лигандов EGF и/или TGF-a, 
конъюгированных с проникающими внутрь клетки цито-
токсинами; 3) использование моноклональных антител, 
связывающих экстрацеллюлярный участок рецептора 
или образующих неактивный комплекс с его лигандами 
EGF и TGF-a. В настоящее время к клиническому при-
менению разрешены 9 ингибиторов передачи сигнала в 
клетки (иматиниб, сунитиниб, сорафениб, лапатиниб, ге-
фитиниб, эрлотиниб, дазатиниб, нилотиниб, пазопаниб) 
и 5 моноклональных антител (трастузумаб, ритуксимаб, 
бевацизумаб, цетуксимаб, панитумумаб) [5].

Связывание антител с EGFR приводит к угнетению 
инвазии опухолевых клеток в нормальные ткани, пре-
пятствуя распространению опухоли в другие органы. У 
пациентов с диким типом гена KRAS определяют агрес-
сивное поведение опухоли: КРР развивается в кратчай-
шие сроки, быстро метастазирует и плохо поддается хи-
миотерапии. В случае мутации белок KRAS постоянно 
передает сигналы к делению, причем его состояние уже 
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не зависит от статуса белков-регуляторов, в частности 
EGFR. Соответственно, скорость деления подобных 
опухолей остается неизменной даже при терапевтиче-
ской инактивации EGFR, поэтому эта разновидность 
карцином толстой кишки оказывается практически не-
чувствительной к анти-EGFR антителам. Именно поэто-
му все регистрационные документы по использованию 
таких препаратов, как цетуксимаб и панитумумаб тре-
буют обязательного определения мутационного статуса 
KRAS; антитела к EGFR не могут назначаться паци-
ентам с наличием мутации или неизвестным статусом 
KRAS. 

Таким образом, рекомендуется обязательно опреде-
лять мутации в гене KRAS у всех больных метастатиче-
ским КРР для решения вопроса об анти-EGFR терапии. 

В настоящее время для обнаружения мутаций в опу-
холях толстой кишки применяется ПЦР-амплификация 
анализируемого участка с последующей детекцией 
аномалий различными методами: секвенирование, ана-
лиз полиморфизма длины рестрикционных фрагмен-
тов (ПДРФ), анализ одноцепочечного конформацион-
ного полиморфизма (SSCP, Single-strand conformation 
polymorphism analysis), гибридизация с аллельспецифи-
ческими олигонуклеотидами, плавление высокого раз-
решения (HRM), аллель-специфическая ПЦР в режиме 
реального времени (ас-рв-ПЦР) и другие. У каждого из 
этих методов существуют как преимущества, так и не-
достатки. Так, преимуществом методов секвенирования 
является их способность выявлять все возможные то-
чечные мутации и невысокая стоимость. Ограничение 
секвенирования заключается в недостаточной чувстви-
тельности: 5-10% мутантных аллелей KRAS на фоне 
последовательностей ДНК дикого типа для пиросек-
венирования и от 10 до 30 % мутантных аллелей – для 
секвенирования по Сэнгеру. Преимуществом ас-рв-ПЦР 
является наличие закрытой системы, предохраняющей 
от контаминации, и высокая чувствительность, выявля-
ющая до 1 % мутантных аллелей на фоне ДНК дикого 
типа. Недостатками ас-рв-ПЦР являются трудоемкость 
оптимизации аллель-специфических реакций и способ-
ность обнаруживать только выбранные мутации.

Компанией «ТестГен» разработан «Набор реагентов 
для определения статуса мутаций гена KRAS методом 
ПЦР-РВ в пробе геномной ДНК человека из образцов 
фиксированной в парафине ткани (Тест-KRAS-ткань) 
по ТУ 21.20.23-006-97638376-2016», предназначенный 
для профессионального применения в медицинских ор-
ганизациях и клинико-диагностических лабораториях 
онкологического профиля, для определения показаний 
к таргетной терапии препаратами на основе анти-EGFR 
моноклональных антител у пациентов с диагнозом «ко-
лоректальный рак» с диким типом гена KRAS.

Целевой аналит – ген KRAS, исследуемый при обсле-
довании пациентов с диагнозом «колоректальный рак» 
для качественного определения статуса шести мутаций 
двенадцатого кодона (Gly12Asp, Gly12Ala, Gly12Arg, 
Gly12Val, Gly12Ser, Gly12Cys) и одной мутации тринад-
цатого кодона (Gly13Asp) исследуемого гена KRAS для 
определения показаний к таргетной терапии препара-
тами на основе анти-EGFR моноклональных антител у 
пациентов с диагнозом «колоректальный рак» с диким 
типом гена KRAS.

Таким образом, целью работы являлась проверка 
функциональных свойств и эффективности набора ре-
агентов для определения статуса мутаций гена KRAS 

методом ПЦР-РВ в пробе геномной ДНК человека из об-
разцов фиксированной в парафине ткани (Тест-KRAS-
ткань) по ТУ 21.20.23-006-97638376-2016 для внедрения 
его в клинико-лабораторную практику с целью опреде-
ления показаний к таргетной терапии препаратами на 
основе анти-EGFR моноклональных антител у пациен-
тов с диагнозом «колоректальный рак» с диким типом 
гена KRAS.

Для реализации поставленной цели предстояло ре-
шить следующие задачи:

- изучить соответствие набора реагентов своему на-
значению;

- определить эффективность медицинского изделия 
для диагностики in vitro в соответствии с предназначен-
ным производителем применением медицинского изделия 
по назначению;

- определить качество набора реагентов, эффектив-
ность и безопасность его применения.

Материал и методы. Клинические испытания ме-
дицинского изделия для диагностики in vitro «Набор 
реагентов для определения статуса мутаций гена KRAS 
методом ПЦР-РВ в пробе геномной ДНК человека из об-
разцов фиксированной в парафине ткани (Тест-KRAS-
ткань) по ТУ 21.20.23-006-97638376-2016» производ-
ства ООО «ТестГен» проводились с 18.07. по 21.08. 2018 
г. на базе ФГБУ «Федеральный научно-клинический 
центр специализированных видов медицинской помощи 
и медицинских технологий Федерального медико-био-
логического агентства» (ФГБУ ФНКЦ ФМБА России) в 
соответствии с приказом Минздрава РФ от 09.01.2014 г. 
№ 2н.

Набор реагентов «Тест-KRAS-ткань» предназначен 
для профессионального применения в медицинских 
учреждениях и клинико-диагностических лаборатори-
ях онкологического профиля для качественного опре-
деления статуса шести мутаций двенадцатого кодона 
(Gly12Asp, Gly12Ala, Gly12Arg, Gly12Val, Gly12Ser, 
Gly12Cys) и одной мутации тринадцатого кодона 
(Gly13Asp) гена KRAS методом аллель-специфической 
ПЦР в режиме реального времени в пробе геномной 
ДНК человека из образцов фиксированной в парафине 
ткани для определения показаний к таргетной терапии 
препаратами на основе анти-EGFR моноклональных 
антител у пациентов с диагнозом «колоректальный рак» 
с диким типом гена KRAS.

Специфичность анализа данным набором реагентов 
определяется олигонуклеотидными затравками (прайме-
рами), подобранными к гомологичным участкам генов, 
а также специфичными флуоресцентными олигонуклео-
тидными зондами для гибридизации с комплементарны-
ми участками ампликонов (специфических продуктов 
амплификации), что исключает перекрестные реакции. 
Общее время проведения анализа составляет 2-2,5 часа.

Аналитические характеристики набора приведены 
табл. 1.

Список определяемых мутаций с указанием ID мута-
ции представлен в табл. 2.

В качестве субъектов клинического испытания бы-
ло использовано 44 образца фиксированной в парафи-
не ткани от пациентов с диагнозом «колоректальный 
рак». Образцы фиксированной в парафине ткани (FFPE-
блоки) были получены из банка остаточных аликвот 
фиксированных в парафине тканей, сформированного в 
процессе рутинной лечебно-диагностической практики 
ФГБУ ФНКЦ ФМБА России. 
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Для данных пациентов статус мутаций гена KRAS 
был известен и установлен на образцах фиксированных 
в парафине тканей до проведения клинических испы-
таний регистрируемого медицинского изделия в ходе 
лечебно-диагностического процесса с помощью заре-
гистрированного Набора реагентов для определения со-
матических мутаций в гене KRAS «KRAS RGQ PCR Kit 
(24)» на 24 образца, производства «Киаген Манчестер 
Лимитед» (Великобритания), регистрационное удосто-
верение № ФСЗ 2012/12826 от 05.09.2012. 

В 24 предоставленных образцах у пациентов мутант-
ная ДНК гена KRAS не обнаружена набором реагентов 
«KRAS RGQ PCR Kit (24)» и в 20 образцах – обнаружена. 

Из каждого образца ткани, из банка остаточных алик-
вот, пациентов с установленным статусом мутаций гена 
KRAS было проведено 2 процедуры выделения геном-
ной ДНК, которые были проанализированы с помощью 
набора реагентов «Тест-KRAS-ткань» в двух сериях экс-
периментов:

1. В образцах ткани под номерами 1-24 статус му-
таций гена KRAS был установлен с помощью набора 
реагентов «Тест-KRAS-ткань» LOT: 201806-95 и LOT: 
201806-97;

2. В образцах под номерами 25-44 с помощью набора 
реагентов «Тест-KRAS-ткань» LOT: 201806-96 и LOT: 
201806-98.

Выделение геномной ДНК человека из образцов тка-
ни было проведено с помощью набора реагентов для 
экстракции ДНК из биологического материала и опре-
деления фрагментации ДНК (IsoFrag-DNA-FFPE) по ТУ 
9398-001-7706721254-2011 (ЗАО «Протеинсинтез», Рос-
сия, регистрационное удостоверение № ФСР 2011/12189 
от 13.11.2017). 

Полученная ДНК должна храниться при температуре 
от 2°С до 8°С и использоваться для анализа в течение 24 
часов. Для хранения более 24 ч раствор ДНК рекоменду-
ется хранить при температуре -20°C.

Для определения соматических мутаций в гене KRAS 
с помощью зарегистрированного набора реагентов 

«KRAS RGQ PCR Kit (24)» при обследовании пациентов 
с диагнозом «колоректальный рак» в ходе лечебно-диа-
гностического процесса ФГБУ ФНКЦ ФМБА России 
был использован прибор для проведения ПЦР в режиме 
реального времени Rotor-Gene Q серии 5plex HRM.

Таким образом, в ходе проведения клинических ис-
пытаний было проанализировано 44 образца фиксиро-
ванной в парафине ткани (FFPE-блоки) в двух сериях 
экспериментов, то есть проведено 88 клинико-лабора-
торных опытов, из которых 48 опытов с образцами ге-
номной ДНК с установленным отрицательным статусом 
наличия мутаций гена KRAS и 40 опытов с образцами 
геномной ДНК с установленным положительным стату-
сом наличия мутаций гена KRAS. 

В случае расхождения данных наборов «Тест-KRAS-
ткань» и «KRAS RGQ PCR Kit (24)» образцы повторно 
тестировали методом секвенирования по Сэнгеру с по-
мощью генетического анализатора (секвенатора) Applied 
Biosystems 3500 Dx, производства «Life Technologies 
Corporation» (США) (№ ФСЗ 2011/09862 от 25.01.2017 г.), 
используя те же праймеры, что и при ПЦР-аплификации.

Свидетельством правильности работы исследуемых 
медицинских изделий явилось совпадение результатов.

Критерии включения субъектов испытаний:
- образцы фиксированной в парафине ткани от паци-

ентов с диагнозом «колоректальный рак». 
Критерии исключения:
- анализируемый материал не подлежит использо-

ванию при нарушении условий хранения и транспор-
тировки (температура, продолжительность, многократ-
ное замораживание-оттаивание). Анализируемая ДНК 
должна храниться при температуре от 2°С до 8°С и ис-
пользоваться для анализа в течение 24 часов. Для хране-
ния более 24 ч раствор ДНК рекомендуется хранить при 
температуре -20°C.

- чистота анализируемой ДНК, выраженная в отно-
шении оптических плотностей (А260/280нм), необходи-
мая для проведения исследования, должна составлять не 
менее 1,4. 

- концентрация ДНК, достаточная для проведения 
исследования должна составлять 1-100 нг/мкл. 

- не допускается использование образцов, загрязнён-
ных посторонним биологическим материалом.

- для анализа необходимо использовать пробы геном-
ной ДНК, выделенные из ткани опухоли, подтвержден-
ной гистологически.

Количество образцов выбрано исходя из наличия 
образцов в банке остаточных аликвот ткани в процес-
се рутинной лечебно-диагностической практики ФГБУ 
ФНКЦ ФМБА России.

Качественное определение статуса шести мутаций 
двенадцатого кодона (Gly12Asp, Gly12Ala, Gly12Arg, 
Gly12Val, Gly12Ser, Gly12Cys) и одной мутации тринад-
цатого кодона (Gly13Asp) гена KRAS методом аллель-
специфической ПЦР в режиме реального времени в про-
бе геномной ДНК человека из образцов фиксированной 
в парафине ткани включает в себя три этапа: 

Т а б л и ц а  1
Аналитические характеристики набора реагентов «Тест-KRAS-ткань»

Аналитическая специфичность Специфичен по отношению к шести мутациям двенадцатого кодона (Gly12Asp, Gly12Ala, Gly12Arg, 
Gly12Val, Gly12Ser, Gly12Cys) и одной мутации тринадцатого кодона (Gly13Asp) гена KRAS

Аналитическая  
чувствительность 10 копий гена KRAS в 1 мкл раствора ДНК

 Т а б л и ц а  2
Список определяемых мутаций с указанием ID мутации

Набор мутаций, опре-
деляемых с помощью 
«Тест-KRAS-ткань»

Изменения в 
нуклеотидах

Изменения 
в аминокис-

лотах

COSMIC 
ID*

Gly12Asp c.35G>A p.G12D 521
Gly12Ala c.35G>C p.G12A 522
Gly12Arg c.34G>C p.G12R 518
Gly12Val c.35G>T p.G12V 520
Gly12Ser c.34G>A p.G12S 517
Gly12Cys c.34G>T p.G12C 516
Gly13Asp c.38G>A p.G13D 532

П р и м е ч а н и е . *  – идентификационный номер мутации со-
гласно международной базе соматических мутаций при раковых за-
болеваниях COSMIC (Catalog of Somatic Mutations in Cancer).
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1) подготовку ПЦР;
2) ПЦР-амплификацию ДНК и гибридизационно-

флуоресцентную детекцию продуктов амплификации в 
режиме «реального времени»; 

3) интерпретацию результатов.
С пробами геномной ДНК человека из образцов фик-

сированной в парафине ткани проводятся реакции ам-
плификации участков гена KRAS в реакционном буфере 
при помощи специфичных к этим участкам ДНК прай-
меров и фермента Taq-полимеразы. В составе реакци-
онной смеси для амплификации присутствуют аллель-
специфичные флуоресцентно-меченые олигонуклеотид-
ные зонды, которые гибридизуются с комплементарным 
участком амплифицируемой ДНК-мишени и разруша-
ются Taq-полимеразой, в результате чего происходит 
нарастание интенсивности флуоресценции. Это позво-
ляет регистрировать накопление специфического про-
дукта амплификации путем измерения интенсивности 
флуоресцентного сигнала. Детекция флуоресцентного 
сигнала осуществляется непосредственно в ходе ПЦР с 
помощью амплификатора с системой детекции флуорес-
центного сигнала в режиме «реального времени».

По каналу, соответствующему флуорофору HEX, де-
тектируется продукт амплификации ДНК нормального 
варианта гена KRAS, по каналу, соответствующему флу-
орофору FAM, детектируется продукт амплификации 
ДНК мутантных вариантов гена KRAS.

Для проведения ПЦР с детекцией в режиме «реаль-
ного времени» использовали амплификатор планшетно-
го типа «ДТпрайм» («ДНК – Технология», Россия)

Далее провели анализ кривых накопления флуорес-
центного сигнала по двум каналам:

– по каналу FAM регистрируется сигнал, свидетель-
ствующий о накоплении продуктов амплификации ДНК 
мутантных вариантов гена KRAS.

– по каналу HEX регистрируется сигнал, свидетель-
ствующий о накоплении продуктов амплификации ДНК 
нормальных вариантов гена KRAS (выступает в качестве 
внутреннего контрольного образца – ВКО).

Результаты интерпретируются на основании наличия 
или отсутствия пересечения кривой флуоресценции по-
роговой линии.

Полученные результаты интерпретировали на основа-
нии данных об уровне флуоресцентного сигнала относи-
тельно фона по соответствующим каналам для контроль-
ных образцов и проб ДНК, выделенных из исследуемых 
образцов. Интерпретация производилась с помощью про-
граммного обеспечения используемого амплификатора 
«ДТпрайм» («ДНК – Технология», Россия).

После проведения анализа предоставленными образ-
цами набора реагентов «Тест-KRAS-ткань» и интерпре-
тации результатов, полученные данные сравнивались 
с результатами ПЦР, проведённых в ходе лечебно-диа-
гностического процесса с помощью Набора реагентов 
для определения соматических мутаций в гене KRAS 
«KRAS RGQ PCR Kit (24)» на 24 образца, производ-
ства «Киаген Манчестер Лимитед» (Великобритания), 
регистрационное удостоверение № ФСЗ 2012/12826 от 
05.09.2012, по стандартной методике производителя. 

В случае расхождения данных «Тест-KRAS-ткань» 
и «KRAS RGQ PCR Kit (24)» образцы были повторно 
протестированы методом секвенирования по Сэнге-
ру с помощью генетического анализатора (секвена-
тора) Applied Biosystems 3500 Dx, производства «Life 
Technologies Corporation» (США) (№ ФСЗ 2011/09862 от 

25.01.2017 г.) используя те же праймеры, что и при ПЦР-
аплификации.

Для расчёта диагностической чувствительности и 
диагностической специфичности исследуемого набора 
использовали формулы, приведенные в п.5.5 ГОСТ Р 
53022.3-2008 «Технологии лабораторные клинические. 
Требования к качеству клинических лабораторных ис-
следований. Часть 3. Правила оценки клинической ин-
формативности лабораторных тестов»:

                              Истинноположительные
Чувствительность= ––––––––––––––––––––––––––×100 % . (1)

          Истин но положительные+Ложноотрицательные
                       Истинноотрицательные

Специфичность= ––––––––––––––––––––––––––––×100 %. (2)
           Истинноотрицательные+Ложноположительные

Оценку результатов исследований проводили соглас-
но Приложению В «Методических рекомендаций по по-
рядку проведения экспертизы качества, эффективности 
и безопасности медицинских изделий для государствен-
ной регистрации», одобренных научно-экспертным со-
ветом ФГБУ «ВНИИИМТ» Росздравнадзора 27.07.16 г.

Также была проведена статистическая обработка ре-
зультатов исследования.

Результаты и обсуждение. При исследовании образ-
цов каждая серия экспериментов сопровождается поста-
новкой амплификации с контрольными образцами. Резуль-
тат ПЦР-исследования считается достоверным, при про-
хождении реакций «Gly12Asp», «Gly12Ala», «Gly12Arg», 
«Gly12Val», «Gly12Ser», «Gly12Cys» и «Gly13Asp» в 
пробирках с соответствующими положительными кон-
трольными образцами (ПКО) по каналам FAM и HEX не 
позднее 35 цикла. Правильные результаты для отрицатель-
ных контрольных образцов (ОКО) – отсутствие роста сиг-
нала флуоресценции в реакциях «Gly12Asp», «Gly12Ala», 
«Gly12Arg», «Gly12Val», «Gly12Ser», «Gly12Cys» и 
«Gly13Asp» с ОКО по каналам FAM и HEX.

Сводные результаты клинических испытаний пред-
ставленных образцов медицинского изделия в срав-
нении с результатами ПЦР, проведенных с помощью 
зарегистрированного медицинского изделия, Набора 
реагентов для определения соматических мутаций в 
гене KRAS «KRAS RGQ PCR Kit (24)» на 24 образца, 
производства «Киаген Манчестер Лимитед» (Велико-
британия), регистрационное удостоверение № ФСЗ 
2012/12826 от 05.09.2012 г., приведены в табл. 3. 

В ходе проведения клинических испытаний было про-
анализировано 88 образцов фиксированной в парафине тка-
ни и был выявлен 1 ложноотрицательный результат. Образец 
№15, мутация в котором не была обнаружена с помощью 
набора «Тест- KRAS -ткань» (LOT: 201806-95), был повтор-
но протестирован и подтверждено наличие определяемой 
мутации Gly12Asp методом секвенирования по Сэнгеру с 
помощью генетического анализатора (секвенатора) Applied 
Biosystems 3500 Dx, производства «Life Techno logies Cor-
poration» (США) (№ ФСЗ 2011/09862 от 25.01.2017 г.) ис-
пользуя те же праймеры, что и при ПЦР-апли фикации. Ре-
зультаты тестирования приведены в табл. 4. 

Ложноотрицательный результат, полученный с помо-
щью набора реагентов «Тест-KRAS-ткань» для клини-
ческого образца №15, может быть связан с несоответ-
ствующим качеством выделенной ДНК.

Ложноположительных результатов в ходе проведе-
ния клинических испытаний не выявлено.

По результатам проведенных клинических испыта-
ний в серии из 40 опытов с образцами геномной ДНК 
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Т а б л и ц а  3
Сводные результаты клинических испытаний наборов реагентов «Тест-KRAS-ткань» и «KRAS RGQ PCR Kit (24)»

Образец «Тест-KRAS-
ткань», LOT: 

201806-95

«Тест-KRAS-
ткань», LOT: 

201806-96

«Тест-KRAS-
ткань», LOT: 

201806-97

«Тест-KRAS-
ткань», LOT: 

201806-98

Статус мутаций в гене KRAS, 
установленный набором 

«KRAS RGQ PCR Kit (24)» 

Совпадение/  
не совпадение

1 Gly12Ser Gly12Ser Gly12Ser совпадение
2 - - - совпадение
3 - - - совпадение
4 - - - совпадение
5 Gly12Asp Gly12Asp Gly12Asp совпадение
6 - - - совпадение
7 - - - совпадение
8 Gly13Asp Gly13Asp Gly13Asp совпадение
9 Gly12Val Gly12Val Gly12Val совпадение
10 - - - совпадение
11 - - - совпадение
12 Gly12Ala Gly12Ala Gly12Ala совпадение
13 Gly12Asp Gly12Asp Gly12Asp совпадение
14 - - - совпадение
15 - Gly12Asp Gly12Asp не совпадение
16 Gly12Arg Gly12Arg Gly12Arg совпадение
17 - - - совпадение
18 - - - совпадение
19 Gly13Asp Gly13Asp Gly13Asp совпадение
20 - - - совпадение
21 - - - совпадение
22 Gly12Cys Gly12Cys Gly12Cys совпадение
23 - - - совпадение
24 Gly12Arg Gly12Arg Gly12Arg совпадение
25 - - - совпадение
26 Gly12Val Gly12Val Gly12Val совпадение
27 - - - совпадение
28 - - - совпадение
29 Gly12Cys Gly12Cys Gly12Cys совпадение
30 Gly12Ala Gly12Ala Gly12Ala совпадение
31 - - - совпадение
32 Gly13Asp Gly13Asp Gly13Asp совпадение
33 Gly12Asp Gly12Asp Gly12Asp совпадение
34 - - - совпадение
35 Gly12Arg Gly12Arg Gly12Arg совпадение
36 - - - совпадение
37 - - - совпадение
38 Gly12Ala Gly12Ala Gly12Ala совпадение
39 - - - совпадение
40 - - - совпадение
41 Gly12Cys Gly12Cys Gly12Cys совпадение
42 - - - совпадение
43 - - - совпадение
44 Gly12Asp Gly12Asp Gly12Asp совпадение

с установленным положительным статусом наличия 
мутаций гена KRAS регистрируемое медицинское изде-
лие показало 39 истинноположительных результатов, 1 
ложноотрицательный результат. Выявление ложноотри-

цательного результата может быть связано с несоответ-
ствующим качеством выделенной ДНК.

По результатам проведенных клинических испыта-
ний в серии из 48 опытов с образцами геномной ДНК 
с установленным отрицательным статусом наличия му-
таций гена KRAS регистрируемое медицинское изделие 
показало 48 истинноотрицательных результатов. Лож-
ноположительных результатов в ходе проведения кли-
нических испытаний не выявлено. 

По результатам статистической обработки получен-
ных характеристик эффективности с доверительной 
вероятностью 90% диагностическая чувствительность 
исследуемого медицинского изделия составила 97,5%, 
диагностическая специфичность – 100%.

Т а б л и ц а  4 
Результаты определения статуса мутаций гена KRAS в образце 

с ложноотрицательным результатом

№  
образца

Методы исследования
Набор реагентов 

«Тест- KRAS -ткань»
LOT: 201806-95

«KRAS RGQ 
PCR Kit (24)»

Секвениро-
вание

15 - Gly12Asp Gly12Asp
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Полученные данные сопоставимы с результатами ис-
следования Амосенко Ф.А. и его коллег, в ходе которых 
было проанализировано 63 образца ДНК, выделенных 
из замороженных карцином толстой кишки. При этом 
диагностическая специфичность и чувствительность 
для набора «KRAS-7M» составила 100% и 96,4%, соот-
ветственно [6]. Таким образом, данные, полученные в 
настоящем исследовании, соответствуют литературным 
и даже превосходят их.

В ходе обработки данных эксперимента была созда-
на математическая модель для оценки эффективности 
набора реагентов при ограниченном числе опытов. Если 
истинная доля признака (под признаком будем понимать 
положительный результат применения изделия, то есть, 
совпадение результатов анализа) равна Р, то вероятность 
того, что в повторной серии испытаний, состоящей из N 
опытов применения изделия к биологической пробе в m 
случаях будет положительный результат, определяется 
по формуле Бернулли:

pM,N = Cm
n *Pm * (1-P)N-m (3)

т.е. распределение повторной выборки 
описывается биномиальным распределе-
нием.

Оценка результатов исследований про-
водится согласно Приложению В «Ме-
тодических рекомендаций по порядку 
проведения экспертизы качества, эффек-
тивности и безопасности медицинских из-
делий для государственной регистрации», 
одобренных научно-экспертным советом 
ФГБУ «ВНИИИМТ» Росздравнадзора 
27.07.2016 г. 

При оценке результатов исследований 
стоит задача: в серии опытов размером N 
получено m положительных результатов, 
вопрос – какая минимальная истинная 
доля признака РИСТ (доля положительных 
результатов) соответствует эксперимен-
тально полученной доле m/N с довери-
тельной вероятностью не менее 90 %. Или, 
другими словами, при оценке результатов 
необходимо определять нижнюю границу 
интервала, в котором находится истинная 
доля признака РИСТ с доверительной веро-
ятностью не менее 90 %. В общем случае 
аналитического решения уравнения не су-
ществует, для целей практического приме-
нения рекомендуется использовать график 
на рисунке, приведенный в Приложении В 
«Методических рекомендаций по порядку 
проведения экспертизы качества, эффек-
тивности и безопасности медицинских из-
делий для государственной регистрации», 
одобренных Научно-экспертным советом 
ФГБУ «ВНИИИМТ» Росздравнадзора 27 
июля 2016 года. Для частного случая, когда 
доля признака, полученная в серии испы-
таний с числом опытов N, равна единице 
(все результаты опытов – положительные), 
уравнение имеет простое аналитическое 
решение:

Pист.=0,11/N.                          (4)
Обрабатываем полученный при клини-

ческих испытаниях исследуемого меди-
цинского изделия результат диагностиче-

ской чувствительности. На рисунке  по горизонтальной 
оси выбираем значение 0,975, соответствующее значе-
нию диагностической чувствительности 97,5%, получен-
ному при испытаниях в 40 опытах с образцами геномной 
ДНК с установленным положительным статусом наличия 
мутаций гена KRAS. Находим соответствующую точку 
на графике с N=40 и получаем для этой точки значение 
РИСТ на вертикальной оси. В данном случае РИСТ = 0,909 
(90,9%) с доверительной вероятностью 90%.

Таким образом, результат диагностической чувстви-
тельности 97,5 %, полученный в 40 опытах с образцами 
геномной ДНК с установленным положительным статусом 
наличия мутаций гена KRAS, может рассматриваться как 
доказательство для показателя эффективности – диагно-
стической чувствительности медицинского изделия – на 
уровне 0,909 (90,9 %) с доверительной вероятностью 90%. 

Обработаем полученный результат диагностической 
специфичности. На рисунке по горизонтальной оси 
выбираем значение 1, соответствующее значению диа-

График оценки статистической достоверности результатов испытаний в зави-
симости от числа независимых опытов N при доверительной вероятности 90%.
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гностической специфичности 100%, полученному при 
испытаниях в 48 опытах с образцами геномной ДНК с 
установленным отрицательным статусом наличия му-
таций гена KRAS. Находим соответствующую точку на 
графике с N=48 и получаем для этой точки значение 
РИСТ на вертикальной оси. В данном случае РИСТ = 0,950 
(95,0%) с доверительной вероятностью 90%. 

Таким образом, результат диагностической специфич-
ности 100 %, полученный в 48 опытах с образцами ге-
номной ДНК с установленным отрицательным статусом 
наличия мутаций гена KRAS может рассматриваться как 
доказательство для показателя эффективности – диагно-
стической специфичности медицинского изделия – на 
уровне 0,950 (95,0%) с доверительной вероятностью 90%. 

Воспроизводимость результатов 100%. В процессе 
испытаний наборы продемонстрировали высокую на-
дежность.

По результатам статистической обработки исследу-
емое медицинское изделие имеет высокие характери-
стики эффективности – диагностическая чувствитель-
ность (90,9%), диагностическая специфичность (95%) 
с доверительной вероятностью 90%, что подтверждает 
высокую диагностическую ценность регистрируемого 
набора реагентов.

Таким образом, анализ и оценка результатов про-
веденных клинико-лабораторных испытаний медицин-
ского изделия подтвердили качество набора реагентов, 
эффективность и безопасность его применения.

Выводы. В результате проведенных клинических ис-
пытаний в форме клинико-лабораторных испытаний 
установлено, что набор реагентов для определения стату-
са мутаций гена KRAS методом ПЦР-РВ в пробе геномной 
ДНК человека из образцов фиксированной в парафине 
ткани (Тест-KRAS-ткань) по ТУ 21.20.23-006-97638376-
2016 безопасен и клинически эффективен при использо-
вании по назначению, установленному производителем.

1. Результаты проведенных испытаний подтвержда-
ют эффективность и безопасность применения меди-
цинского изделия «Набор реагентов для определения 
статуса мутаций гена KRAS методом ПЦР-РВ в пробе 
геномной ДНК человека из образцов фиксированной в 
парафине ткани (Тест-KRAS-ткань) по ТУ 21.20.23-006-
97638376-2016» производства ООО «ТестГен».

2. Изделие может применяться в медицинских уч-
реждениях и клинико-диагностических лабораториях 
онкологического профиля. Область применения набора 
реагентов – клиническая лабораторная диагностика, он-
кология, проктология.

3. Отклонения от алгоритма выполнения клиниче-
ских испытаний отсутствовали.

В ходе клинических испытаний медицинского изде-
лия были выявлены следующие достоинства:

1. При производстве изделия применены современ-
ные, безопасные, при использовании в клинических 
лабораторных условиях и соблюдении требований ин-
струкции по применению, материалы.

2. Удобство при использовании: изделие представля-
ет собой набор реагентов, готовых к использованию.

3. Медицинское изделие позволяет проводить ка-
чественное определение статуса шести мутаций две-
надцатого кодона (Gly12Asp, Gly12Ala, Gly12Arg, 
Gly12Val, Gly12Ser, Gly12Cys) и одной мутации три-
надцатого кодона (Gly13Asp) гена KRAS методом ал-
лель-специфической ПЦР в режиме реального времени 
в пробе геномной ДНК человека из образцов фикси-

рованной в парафине ткани, с высокими показателями 
диагностической чувствительности 90,9% и диагно-
стической специфичности 95,0 % с доверительной ве-
роятностью 90%. 

4. Воспроизводимость результатов 100%, что под-
тверждает высокую надежность набора.
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