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Высокая частота герпетической инфекции у детей определяет необходимость поиска новых маркеров диагностики, 
оценки эффективности лечения и прогнозирования рецидивов заболевания. Цель работы – оценить возможность 
использования биохимического анализа ротовой жидкости для оценки эффективности лечения детей больных 
острым герпетическим стоматитом. В ротовой жидкости и плазме крови 28 детей больных острым герпетиче-
ским стоматитом в динамике заболевания спектрофотометрически определяли содержание общего белка, белков 
острой фазы воспаления, кальция, магния, меди, цинка. В качестве контроля использовали ротовую жидкость и 
плазму крови 45 практически здоровых детей. При остром герпетическом стоматите в ротовой жидкости детей 
увеличивается содержание С-реактивного белка, орозомукоида, α1-антитрипсина, церулоплазмина, преальбумина и 
микроальбумина, а также магния, кальция и цинка, но снижается уровень общего белка и трансферрина. В плазме 
крови при этом заболевании уровень церулоплазмина, орозомукоида, С-реактивного белка, α1-антитрипсина выше, 
а содержание цинка ниже, чем у здоровых детей. Содержание меди в ротовой жидкости и плазме крови детей уве-
личивается при герпетическом стоматите средней степени тяжести, а при тяжелом герпетическом стоматите 
достоверно снижается. Степень изменений содержания белков острой фазы воспаления и показателей минераль-
ного обмена ротовой жидкости и плазмы крови детей при герпетической инфекции полости рта коррелирует с 
тяжестью заболевания. Были выявлены высокозначимые корреляционные связи при сравнении концентраций белков 
острой фазы воспаления, электролитов между ротовой жидкостью и плазмой крови детей при остром герпети-
ческом стоматите. После лечения детей больных острым герпетическим стоматитом содержание минеральных 
веществ и белков острой фазы воспаления в ротовой жидкости нормализуется лишь при легкой степени тяжести 
заболевания. Разработан способ оценки эффективности лечения детей больных острым герпетическим стомати-
том по определению содержания минеральных веществ в ротовой жидкости. Коэффициент соотношения содер-
жания меди к кальцию в ротовой жидкости детей больше 45 следует считать показателем эффективного лечения 
детей при герпетическом стоматите.
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The high frequency of herpes infection in children determines the need to search for new diagnostic markers, evaluate treatment 
efficacy and predict relapse of the disease. The purpose of the work is to assess the possibility of using biochemical analysis of 
oral fluid to assess the effectiveness of treatment of children with acute herpetic stomatitis. In the oral fluid and blood plasma 
of 28 children of patients with acute herpetic stomatitis in the dynamics of the disease, the content of total protein, proteins 
of the acute phase of inflammation, as well as the concentrations of calcium, magnesium, copper and zinc was determined 
spectrophotometrically. Oral fluid and blood plasma of 45 practically healthy children were used as a control. In acute herpetic 
stomatitis, the content of C-reactive protein, orosomucoid, α1-antitrypsin, ceruloplasmin, prealbumin and microalbumin, as well 
as magnesium, calcium and zinc, increases in the oral fluid of children, but the level of total protein and transferrin decreases. In 
this blood plasma, the level of ceruloplasmin, orosomucoid, C-reactive protein, α1-antitrypsin is higher, and zinc is lower than in 
healthy children. The copper content in the oral fluid and blood plasma of children increases with moderate herpetic stomatitis, 
and significantly decreases with severe herpetic stomatitis. The degree of changes in the content of the proteins of acute phase 
of inflammation and indicators of mineral metabolism of the oral fluid and blood plasma of children with a herpetic infection 
of the oral cavity correlates with the severity of the disease. Highly significant correlations were revealed when comparing the 
concentrations of proteins of the acute phase of inflammation, electrolytes between the oral fluid and the blood plasma of children 
with acute herpetic stomatitis. After treatment of children with acute herpetic stomatitis, the content of minerals and proteins of the 
acute phase of inflammation in the oral fluid returned to normal only with a mild disease severity. A method has been developed 
for evaluating the effectiveness of treatment of children with acute herpetic stomatitis by determining the content of minerals in the 
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oral fluid. The ratio of copper to calcium in the oral fluid of children more than 45 should be considered an indicator of effective 
treatment of children with herpetic stomatitis.
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Введение. В конце XX века Всемирная организа-
ция здравоохранения объявила о пандемии герпети-
ческой инфекции в мире. Почти 70-90% детей инфи-
цированы вирусом простого герпеса (ВПГ) 1 и 2 типа 
[1, 2]. Острый герпетический стоматит у детей явля-
ется клиническим проявлением первичного инфици-
рования вирусом [3-5]. За последние годы наблюдает-
ся учащение рецидивов и утяжеление герпетического 
стоматита [1,4]. У 70% детей, перенесших герпети-
ческий стоматит, инфекция в дальнейшем протекает 
с обострениями в форме хронического рецидивиру-
ющего герпетического стоматита [1, 3, 4], а также 
лабиального герпеса или офтальмогерпеса [3, 4, 6]. 
Высокая частота герпетической инфекции диктует 
необходимость поиска новых маркеров диагностики, 
прогнозирования рецидивов и оценки эффективности 
лечения заболеваний. 

Латентное инфицирование ВПГ с периодической 
активацией изменяет метаболические процессы в 
инфицированных тканях организма, что приводит к 
размножению вируса и дальнейшим рецидивам забо-
левания [6,7]. В ходе эволюции у ВПГ выработалась 
стратегия, направленная на перестройку систем ин-
фицированной им клетки. ВПГ в зараженной клетке 
способен угнетать синтез энзимов и белков, которые 
препятствуют его воспроизводству [7]. 

При герпетическом кератите усиливаются про-
цессы свободнорадикального окисления, снижается 
антиоксидантная защита [8-11], нарушается обмен 
белков, активность ферментов [8,12-14], изменяется 
минеральный состав в слезной жидкости и тканях 
глаза [13-15]. Разработаны способы прогнозирования 
рецидива герпетического кератита у взрослых людей 
по определению в слезе активности дегидрогеназ 
[16], а у детей – гликозидаз [17]. 

При острой герпетической инфекции лимфоциты 
периферической крови содержат и транспортируют 
ВПГ [18]. При офтальмогерпесе в эритроцитах и лим-
фоцитах периферической крови интенсифицируются 
процессы свободнорадикального окисления и изме-
няется антиоксидантная защита. [18,19]. 

Состав ротовой жидкости (РЖ) тесно связан с ме-
таболическими процессами, происходящими в тка-
нях слизистой полости рта, и зависит от скорости ее 
секреции и способа получения [20-24]. Установлены 
возрастные особенности содержания минеральных 
веществ в РЖ здоровых детей [25]. Содержание ми-
неральных веществ в РЖ увеличивается в 1,5-2 раза у 

шестилетних детей и в 2-6 раз у подростков по срав-
нению с детьми трехлетнего возраста [25]. Исследо-
вание РЖ возможно для неинвазивного скрининга 
больших групп населения, тогда как использование 
образцов крови, особенно в педиатрической практи-
ке, может быть затруднительным [5,23,25,26]. РЖ яв-
ляется альтернативной плазме крови биологической 
жидкостью для оценки интенсивности воспаления 
при герпетическом стоматите у детей [2,5].

Цель исследования: оценить возможность исполь-
зования биохимического анализа ротовой жидкости 
для оценки эффективности лечения детей больных 
острым герпетическим стоматитом.

Материал и методы. В ротовой жидкости и плаз-
ме крови 28 детей больных острым герпетическим 
стоматитом спектрофотометрически в динамике за-
болевания определяли содержание общего белка по 
[27], белков острой фазы воспаления: С-реактивного 
белка (СРБ), α1-антитрипсина, орозомукоида, пре-
альбумина, трансферрина по [28], микроальбумина и 
альбумина по [29,30], церулоплазмина по [31], а так-
же содержание кальция по [32], магния по [33], меди 
по [34], цинка по [35]. Образцы нестимулированной 
РЖ собирали до и после лечения герпетического сто-
матита натощак путем сплевывания. В качестве кри-
териев включения считали наличие единичных или 
множественных типичных афтозных герпетических 
высыпаний на слизистой оболочке полости рта, зева 
и/или кайме губ у детей, отсутствие признаков гной-
ной инфекции. Критериями исключения являлись на-
личие сопутствующих стоматологических заболева-
ний. В контрольной группе использовали РЖ и плаз-
му крови 45 практически здоровых детей.

Статистической анализ полученных данных про-
водился с использованием программ табличного про-
цессора Microsoft Office Excel® 2016, статистической 
программы MedCalc® 15.8 Portable. При выборе ме-
тодов статистической обработки изучался характер 
нормальности распределения признаков с учетом зна-
чений показателей асимметрии, эксцесса и коэффи-
циента вариации, а также поправки Ван дер Вардена. 
Для анализа количественных признаков при нормаль-
ном распределении исходных данных применялись 
средняя арифметическая (М) и ошибка репрезента-
тивности (m). Различия считались достоверными 
при уровне значимости р < 0,05. Для выявления силы 
корреляционной связи между двумя параметрами ис-
пользовали коэффициент корреляции Пирсона – (r). 
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При этом величина |r| ≥ 0,7 свидетельствовала о силь-
ной связи, средняя связь характеризовалась |r| = 0,69 
– 0,3, при |r| < 0,3 cвязь расценивалась как слабая.

Результаты. Содержание всех изученных белков 
в РЖ здоровых детей ниже, чем в плазме крови: СРБ 
и преальбумина почти в 3-4 раза, а общего белка, оро-
зомукоида, α1-антитрипсина, церулоплазмина, транс-
феррина – более чем на порядок (табл.1). С возрастом 
в РЖ здоровых детей уровень СРБ, церулоплазмина 
увеличивается, а содержание микроальбумина, пре-
альбумина, α1-антитрипсина снижается. 

При остром герпетическом стоматите в РЖ детей 
уровень общего белка статистически значимо снижа-
ется почти в 2 раза по сравнению со здоровыми деть-
ми, тогда как в плазме крови подобных изменений не 
наблюдается (табл. 1). В РЖ и плазме крови детей при 
этом заболевании по сравнению со здоровыми деть-
ми увеличивается содержание СРБ, орозомукоида, 
церулоплазмина – в 3-4 раза, α1-антитрипсина – в 2 
раза (см. табл. 1). Повышение уровня этих белков в 
плазме крови и РЖ зависит от интенсивности воспа-
ления тканей пародонта. Наибольшее увеличение со-
держания белков острой фазы воспаления в РЖ детей 
наблюдается при тяжелом герпетическом стоматите. 
Содержание преальбумина и микроальбумина при 
герпетическом инфицировании тканей полости рта 
увеличивается почти в 2-3 раза только в РЖ, тогда как 
в плазме крови изменений концентрации этих белков 
не наблюдается. Вместе с тем, наряду с увеличением 
концентрации большинства изученных белков в РЖ 
детей, содержание трансферрина статистически зна-
чимо снижается в 2-3 раза при средней степени тяже-
сти и тяжелом герпетическом стоматите. 

Были выявлены высокозначимые корреляционные 
связи при сравнении концентраций орозомукоида 
и микроальбумина/альбумина между РЖ и плазмой 
крови детей в период разгара острого герпетического 
стоматита (табл. 2). Прямая корреляционная зависи-
мость средней силы выявлена в сравнении содержа-
ния СРБ, α1-антитрипсина, церулоплазмина, транс-
феррина, преальбумина в РЖ и плазме крови при 
этом заболевании.

Многие гемопротеины, выполняя транспортную 
роль, участвуют в переносе из плазмы крови через 

гистагематические барьеры ионов металлов. Так, це-
рулоплазмин является белком - переносчиком ионов 
меди, альбумин участвует в транспорте магния, каль-
ция, цинка, а трансферрин переносит трехвалентное 
железо. Уровень меди в РЖ здоровых детей идентичен 
содержанию этого элемента в плазме крови, а цинка в 
РЖ в 3-4 раза меньше, чем в крови. Уровень кальция и 
магния в плазме крови здоровых детей почти на поря-
док выше, чем в РЖ. При остром герпетическом сто-
матите в РЖ детей содержание магния увеличивается 
в 5-6 раз, содержание цинка повышается почти в 2 
раза, а кальция – в 4 раза по сравнению со здоровыми 
детьми (табл. 3). Наибольшее увеличение содержания 
этих минеральных веществ в РЖ наблюдается при 
тяжелом и средней степени тяжести герпетическом 
стоматите. Содержание меди в РЖ и плазме крови 
детей при остром герпетическом стоматите средней 
степени тяжести увеличивается почти в 2 раза, а при 
тяжелом герпетическом стоматите достоверно снижа-
ется по сравнению с контролем. В плазме крови детей 
при герпетическом воспалении слизистой полости 
рта содержание кальция и магния не изменяется, а 
концентрация цинка снижается в 1,5 раза по сравне-
нию со здоровыми детьми. Коэффициент корреляции 
Пирсона при оценке зависимости содержания изучен-
ных электролитов между РЖ и плазмой крови у детей 
при остром герпетическом стоматите показал прямую 
связь средней силы (см. табл. 2). 

После лечения детей больных острым герпетиче-
ским стоматитом содержание минеральных веществ 
и белков острой фазы воспаления в РЖ нормализова-
лось лишь при легкой степени тяжести заболевания, 
а после тяжелого и средней степени тяжести герпети-
ческого стоматита изученные показатели оставались 
измененными у 40-70% пациентов. 

Разработан способ оценки эффективности лече-
ния детей больных острым герпетическим стомати-
том по биохимическому анализу ротовой жидкости 
[36]. Для оценки эффективности лечения детей боль-
ных острым герпетическим стоматитом предложен 
коэффициент соотношения содержания меди к каль-
цию (Cu/Ca) в РЖ. Значение этого показателя в РЖ 
здоровых детей составляет 94–104. В период разгара 
легкого острого герпетического стоматита коэффици-

Т а б л и ц а  1
Содержание белков в ротовой жидкости и плазме крови детей при остром герпетическом стоматите

Показатель
Ротовая жидкость Плазма крови

контроль до лечения после лечения контроль до лечения после лечения
Общий белок, г/л 4,42±0,27 2,78±0,25* 2,33±0,16* 74,82±2,48 68,42±1,95 70,67±2,19
СРБ, мг/л 1,10±0,11 3,22 ± 0,53* 2,07±0,25* 2,84±0,28 9,54±1,85* 4,65±0,81*
Орозомукоид, мг/дл 2,81±0,44 11,18±0,92* 7,63±1,32* 71,0±6,46 173,11±13,78* 129,0±15,5*
α1-антитрипсин, мг/дл 4,43±0,50 9,53±1,33* 6,38±0,78* 150,44±12,4 203,67±13,21* 173,0±7,47
Церулоплазмин, мг/л 20,27±5,21 80,80±10,6* 53,19±6,75* 290,48±14,52 672,63±56,30* 488,7±43,6*
Трансферрин, мг/дл 16,1±1,56 8,94±1,15* 10,38±1,07* 203,78±9,58 243,11±19,15 222,89±10,0
Преальбумин, мг/дл 5,71±0,55 10,84±1,18* 8,13±0,93 20,94 ±2,69 23,72 ± 2,60 21,33±1,55
Микро-альбумин, мг/л 13,69±1,1 43,12±6,16* 38,67±4,16* – – –
Альбумин, г/л – – – 41,92±1,69 40,33±2,18 41,47±2,08

П р и м е ч а н и е : * – р < 0,05.
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ент Cu/Ca составляет больше 40, при средней степени 
тяжести – 10-30, а при тяжелом герпетическом стома-
тите – меньше 10. Содержание меди в РЖ нормализу-
ется, а уровень кальция остается повышенным после 
лечения тяжелого и средней степени тяжести острого 
герпетического стоматита. О неэффективности те-
рапии острого герпетического стоматита свидетель-
ствует коэффициент Cu/Ca в РЖ равный или ниже 45. 

Обсуждение. Установлены возрастные особенно-
сти содержания в РЖ здоровых детей не только ми-
неральных веществ [25], но и показателей белкового 
спектра. Белки в РЖ попадают из слюнных желез 
или фильтруются из плазмы крови путем активного 
транспорта с помощью лиганд-связывающих рецеп-
торов [20]. Увеличение в РЖ здоровых детей уровня 
высокомолекулярных белков и снижение содержания 
белков с низкой молекулярной массой (микроаль-
бумина, преальбумина, α1-антитрипсина) связано с 
морфофункциональными особенностями гистогема-
тических барьеров тканей пародонта, тонким эпи-
телиальным покровом, низкой дифференцировкой 
структур соединительной ткани слизистой оболочки 
полости рта и селективной пропускной способно-
стью гематосаливарного барьера у детей младшего 
возраста для белков острой фазы воспаления [1,26]. 

Возрастная динамика увеличения содержания изу-
ченных минеральных веществ в РЖ детей коррелиру-
ет со сроками прорезывания молочных и постоянных 
зубов, периодами активного роста и формирования 
костного скелета и твердых тканей полости рта, от-
ражая морфофункциональные изменения структур 
тканей зуба. 

При экспериментальном герпетическом инфици-
ровании тканей полости рта крыс увеличивается со-
держание белков острой фазы воспаления в тканях 
независимо от места поражения: не только в герпе-
синфицированной, но и во внешне здоровой проти-
воположной стороне слизистой оболочки полости 
рта [37]. В период разгара герпетического стомати-
та усиливается саливация, что объясняет снижение 
содержания общего белка в РЖ без изменений его 
концентрации в плазме крови. Увеличение содержа-
ния острофазовых гликопротеинов с относительно 
большой молекулярной массой – СРБ и орозомукои-
да – в РЖ и плазме крови при остром герпетическом 
стоматите свидетельствует об остроте воспаления 
под влиянием ВПГ слизистой оболочки полости рта. 
Небольшие стабильные периоды полувыведения СРБ 
и орозомукоида, составляющие всего от нескольких 
часов до нескольких дней, средняя и сильная пря-
мая корреляционная зависимость уровня этих гли-
копротеинов между РЖ и плазмой крови позволяют 
считать эти белки чувствительными индикаторами 
воспаления и некроза слизистой полости рта при гер-
петическом стоматите. Определение концентрации 
СРБ и орозомукоида в РЖ и плазме крови позволяет 
использовать их для мониторинга активности процес-
са воспаления при остром герпетическом стоматите 
у детей. Высокий уровень α1-антитрипсина в РЖ де-
тей до и после лечения герпетического стоматита по-
зволяет сдерживать агрессивное влияние протеаз на 
ткани ротовой полости, что следует расценивать как 
прогностически благоприятный фактор, препятству-
ющий хроническому течению воспаления слизистой 
полости рта. Повышение уровня низкомолекулярных 
белков – преальбумина и микроальбумина – в РЖ при 
остром герпетическом стоматите без изменений уров-
ня этих протеинов в плазме крови связано с увеличе-
нием проницаемости гематосаливарного барьера для 
низкомолекулярных белков. Это является признаком 

Т а б л и ц а  2
Коэффициенты корреляции содержания белков и минеральных 
веществ в ротовой жидкости и плазме крови детей при остром 

герпетическом стоматите

Показатель До лечения После лечения
Общий белок r = 0,29 r = 0,27
СРБ r = 0,52 r = 0,31
Орозомукоид r = 0,83 r =0 ,57
α1-антитрипсин r = 0,42 r = 0,6
Церулоплазмин r = 0,34 r = 0,17
Трансферрин r = 0,58 r = 0,36
Преальбумин r = 0,4 r = 0,29
Микроальбумин/альбумин r = 0,82 r = 0,16
Кальций r = 0,43 r = 0,44
Магний r = 0,6 r = 0,34
Цинк r = 0,45 r = 0,53
Медь r = 0,52 r = 0,54

Т а б л и ц а  3
Содержание минеральных веществ в ротовой жидкости и плазме крови детей при остром герпетическом стоматите

Контроль
Ротовая жидкость Плазма крови

ОГС Легкая  
степень

Средняя  
степень

Тяжелая 
степень Контроль ОГС Средняя 

степень
Тяжелая 
степень

Кальций, 
ммоль/л

0,18 ± 0,03 0,70 ± 0,05* 0,57 ± 0,08* 0,73 ± 0,08* 0,79 ± 0,07* 2,45 ± 0,06 2,18 ± 0,16 2,23 ± 0,19 2,08 ± 0,36

Магний,
ммоль/л

0,06 ± 0,02 0,35 ± 0,04* 0,26 ± 0,07* 0,27 ± 0,03* 0,61 ± 0,08* 0,84 ± 0,04 0,91 ± 0,05 0,97 ± 0,06 0,80 ± 0,08

Медь, 
мкмоль/л

12,87 ± 1,59 25,28 ± 3,88* 27,41 ± 3,35* 32,24 ± 6,28* 8,54 ± 1,14* 16,10 ± 0,52 22,65 ± 4,81 29,73 ± 4,96* 8,48 ± 1,69*

Цинк,
мкмоль/л

3,72 ± 0,34 6,90 ± 0,46* 5,97 ± 0,96* 6,40 ± 0,53* 8,75 ± 1,01* 14,76 ± 0,8 10,92 ± 0,9* 11,73 ± 1,22 9,32 ± 0,53*
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изменения базальной мембраны и эндотелия сосуди-
стого русла и свидетельствует о прогрессирующей 
мембранопатии тканей полости рта. Низкий уровень 
трансферрина в РЖ свидетельствует о снижении ан-
тиоксидантной защиты слизистой полости рта в пери-
од разгара стоматита.

Источником увеличения содержания церулоплаз-
мина в РЖ является его секреция через гистогемати-
ческий барьер. При остром герпетическом стоматите 
множественные эрозивные элементы нарушают це-
лостность слизистой оболочки полости рта, поэтому 
увеличение содержания антиоксиданта церулоплаз-
мина в РЖ и плазме крови коррелирует с тяжестью 
заболевания. Повышенный уровень белков острой 
фазы воспаления в РЖ и плазме крови детей диктует 
необходимость продолжения лечения герпетического 
стоматита. 

Концентрация большинства электролитов в сме-
шанной слюне сопоставима с их содержанием в кро-
ви, а изменение минерального состава РЖ зависит от 
выраженности и интенсивности процессов воспале-
ния тканей. Внутриклеточные элементы – кальций и 
магний – при деструкции слизистой полости рта под 
влиянием ВПГ попадают в окружающие их биологи-
ческие жидкости. По уровню увеличения содержания 
этих минеральных веществ в РЖ детей можно судить 
о площади деструкции, интенсивности и глубине по-
ражения тканей полости рта под действием ВПГ. Со-
держание меди в РЖ и плазме крови детей повышает-
ся при легкой и средней степени тяжести заболевания, 
но снижается при тяжелом герпетическом стоматите. 
При корреляционном анализе наиболее значимые по-
ложительные связи между РЖ и плазмой крови уста-
новлены для магния, что объясняет значительное 
увеличение содержания этого элемента в РЖ в разгар 
острого герпетического стоматита. Для меди и каль-
ция коэффициент корреляции между РЖ и плазмой 
крови в динамике до и после лечения детей больных 
острым герпетическим стоматитом остается неиз-
менным, что и позволило разработать способ оценки 
эффективности лечения заболевания по биохимиче-
скому определению в РЖ соотношения концентрации 
меди к уровню кальция. Значение того коэффициен-
та больше или равном 45 позволяет считать терапию 
острого герпетического стоматита успешной.

Заключение. При герпетической инфекции сте-
пень изменений содержания белков острой фазы 
воспаления и показателей минерального обмена 
(кальция, магния, цинка и меди) ротовой жидкости 
детей коррелирует со степенью тяжести стоматита. 
Разработан способ оценки эффективности лечения 
детей больных острым герпетическим стоматитом 
по определению содержания минеральных веществ 
в ротовой жидкости. Коэффициент соотношения со-
держания меди к кальцию в ротовой жидкости детей 
больше 45 следует оценивать как показатель эффек-
тивного лечения детей при герпетическом стоматите.
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Анемический синдром определяется у 10-25% гериатрических пациентов, причем с увеличением возраста отмечена тен-
денция к возрастанию частоты встречаемости заболевания. Среди болезней, приводящих к развитию анемии, важную 
роль играет патология почек. Прогрессирующее ухудшение функции почек в старческом возрасте ассоциировано с по-
вышенным риском переломов, саркопенией, развитием когнитивных нарушений. Также нефрогенная анемия отягощает 
прогноз у больных с сердечно-сосудистыми заболеваниями, что связано с нарастанием ишемии миокарда, с увеличением 
тканевой гипоксии, прогрессированием гипертрофии левого желудочка, снижением систолической функции левого же-
лудочка.
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Современная демографическая ситуация характе-
ризуется прогрессирующим увеличением продолжи-
тельности жизни и, как следствие, ростом в структу-
ре населения лиц старших возрастных групп. Так, по 
прогнозам ООН, к 2050 г. ожидается удвоение попу-
ляции лиц в возрасте старше 60 лет с 11% до 22%, 

что составит 2 миллиарда людей, а доля лиц в возрас-
те старше 80 лет увеличится в 4 раза по сравнению с 
2015 г. [1]. 

Наиболее распространенным гематологическим 
синдромом, выявляемым среди лиц пожилого и стар-
ческого возраста, является анемия [2,3]. Анемиче-
ский синдром определяется у 10-25% гериатрических 
пациентов, причем с увеличением возраста отмечена 
тенденция к возрастанию частоты встречаемости за-
болевания. Преимущественно в 75% случаев диагноз 
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анемии в гериатрической практике ставится как со-
путствующее заболевание при госпитализации по по-
воду различных причин. При анемическом синдроме 
госпитализации происходят гораздо реже, примерно 
в 9% случаев. [4]. Так, среди госпитализированных 
больных старшего возраста частота выявления ане-
мии достигает 50%, а среди амбулаторных пациентов 
– 20%. В настоящее время анемия признается факто-
ром риска ряда неблагоприятных исходов у пожилых 
людей, включая госпитализацию, заболеваемость и 
смертность [2,3,5,6]. Кроме того, анемический син-
дром ассоциируется с развитием саркопении, сниже-
нием физической работоспособности,  повышением 
риска падений, снижением когнитивных функций и 
деменцией, что обусловливает развитие и прогресси-
рование синдрома старческой астении у гериатриче-
ских больных [7]. Следует отметить, что большинство 
из этих корреляций оставались статистически значи-
мыми после контроля множества возможных фак-
торов, что указывает на негативное влияние именно 
анемии как таковой, независимо от сопутствующих 
хронических заболеваний, таких как хроническая бо-
лезнь почек, хроническая сердечная недостаточность 
и хроническое воспаление. Более того, повышенный 
риск смертности не ограничивался степенью тяжести 
анемического синдрома, а был очевиден уже при ане-
мии легкой степени [6]. 

Согласно общепринятой точке зрения, анемия в ге-
риатрической практике не связана с возрастными из-
менениями кроветворной ткани, а является проявле-
нием различной патологии, рост в популяции которой 
обусловлен возраст-ассоциированным характером 
[3]. Среди заболеваний, приводящих к развитию ане-
мии, важную роль играет патология почек. Распро-
страненность хронической болезни почек увеличива-
ется по мере старения организма: после 30 лет ско-
рость клубочковой фильтрации (СКФ) прогрессивно 
снижается со средней скоростью 8 мл / мин / 1,73 м2 
за десятилетие [8]. Так, дисфункция почек  выявляет-
ся у 6-14 % взрослого населения и у 20% – 56% в по-
пуляции старших возрастных групп [9, 10]. У пациен-
тов с ХБП анемия развивается уже на ранних стадиях 
и встречается у 45-65% пациентов с ХБП и частота 
ее возрастает по мере ухудшения функции почек. По 
мере прогрессирования заболевания увеличивается 
распространенность и тяжесть анемического синдро-
ма: если при 1 стадии ХБП анемия встречается в 8,4%  
случаев, то при 5 стадии – в 53,4 % [11]. Причина-
ми анемии при ХБП являются дефицит эндогенного 
эритропоэтина (ЭПО), вырабатываемого почками, 
снижение продолжительности жизни эритроцитов, 
дефицит железа, который наблюдается уже у боль-
ных с 3 стадией ХБП. Нефрогенная анемия является 
прототипом ЭПО-дефицитного состояния [12]. При 
обследовании 100 пациентов среднего возраста с 3-5 
стадиями ХБП абсолютный дефицит железа выявля-
ется в 31% случаев[13]. Снижение выработки эритро-
поэтина почками и повышение резистентности к его 
действию также обусловлено вторичным гиперпара-
тиреозом. Прогрессирующее ухудшение функции по-
чек приводит к повышению уровня фосфатов в сы-

воротке крови и более низкой продукции кальцитри-
ола, что часто сочетается со снижением всасывания 
кальция в желудочно-кишечном тракте. Описанный 
каскад патологических реакций при ХБП связан с 
повышенным риском переломов, саркопении, ког-
нитивных нарушений среди пациентов старших воз-
растных групп [7]. Следует помнить, что нефрогенная 
анемия отягощает прогноз у больных с сердечно-со-
судистыми заболеваниями, что связано с нарастанием 
ишемии миокарда, с увеличением тканевой гипоксии, 
прогрессированием гипертрофии левого желудочка 
(ГЛЖ), снижением систолической функции левого 
желудочка (ЛЖ) [4, 14]. Анемия способствует ускоре-
нию прогрессирования, как сердечной патологии, так 
и ХБП. Многими авторами подчеркивается важность 
ранней диагностики и своевременной коррекции ане-
мии при ХБП [15].

Сведений о частоте встречаемости и взаимосвязи 
между анемией и ХБП у лиц старческого возраста не-
достаточно, что побудило нас к проведению данного 
исследования.

Цель исследования – oценить выраженность ане-
мического синдрома у пациентов старческого возрас-
та с додиализными стадиями ХБП. 

Материал и методы. Для решения поставленной 
цели на базе ГБУЗ «Самарский областной клиниче-
ский госпиталь для ветеранов войн» было проведено 
проспективное исследование 135 человек: 69 мужчин 
(51,1%) и 66 женщин (48,9%) в возрасте от 75 до 90 
лет (средний возраст 83,2 ± 0,70 лет) с додиализной 
стадией ХБП. 

Диагноз и степень тяжести ХБП определяется 
величиной СКФ и показателями альбуминурии/про-
теинурии. В зависимости от уровня СКФ различают 
5 стадий ХБП: 5 стадия – менее 15 мл/мин/1,73м2 , 4 
стадия – 15-29 мл/мин/1,73 м2, 3А стадия – 45-59 мл/
мин/1,73 м2, 3Б стадия – 30-44 мл/мин/1,73 м2, 2 ста-
дия – 60-89 мл/мин/1,73 м2, 1 стадия – СКФ более 90 
мл/мин/1,73 м2. Деление 3-ей стадии на две подста-
дии связано с различным прогнозом. Считается, что 
при 3А стадии выше риск летальных сердечно-сосу-
дистых осложнений, а при 3Б стадии более вероятно 
развитие терминальной почечной недостаточности 
[16].

Пациентам проводилось клиническое, лаборатор-
ное и инструментальное обследование.    

Критерием включения пациентов в исследование 
было наличие ХБП, подтвержденной клинически-
ми, лабораторными и инструментальными данными 
(определение СКФ по формуле CKD-EPI (Chronic Kid-
ney Disease Epidemiology Collaboration) в пределах от 
15 до 90 мл/мин/1,73м2) [17]. При ультразвуковом ис-
следовании критериями повреждения почек являлись: 
уменьшение размеров почек, расширение чашечно-
лоханочной системы, уменьшение кортико-медулляр-
ной дифференцировки, деформация чашечек, наличие 
кист, конкрементов.  

Диагноз анемии ставился больным  в соответствии 
с критериями ВОЗ (при снижении гемоглобина крови 
ниже 130 г/л у мужчин и 120 г/л у женщин). 

К критериям исключения из исследования отно-
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сились: системные заболевания с поражением почек; 
терминальная и острая и почечная недостаточность; 
единственная почка; стенокардия напряжения IV 
функционального класса по классификации Канад-
ской ассоциации кардиологов; сахарный диабет, он-
кологические заболевания, инфаркт миокарда; хро-
ническая сердечная недостаточность III-IV ФК (по 
классификации Нью-Йоркской кардиологической 
ассоциации – NYHA), все формы фибрилляции пред-
сердий, бронхиальная астма и хроническая обструк-
тивная болезнь легких.

Все пациенты получали терапию согласно Россий-
ским клиническим рекомендациям и протоколам.

Исследуемую группу (1) составили лица старче-
ского возраста – 131 пациент в возрасте от 75 до 89 
лет и 4 долгожителя в возрасте 90 лет. Пациенты были 
разделены на 4 подгруппы по уровню СКФ, рассчи-
танному по уравнению CKD-EPI по креатинину сы-
воротки крови (2009 г.¸ модификация 2011 г.). Группу 
контроля (2) составили 33 пациента (СКФ – 60 мл/
мин/1,73 м2и выше, средний уровень СКФ 69,82 ± 
1,74 мл/мин/1,73 м2), т.е. с 1 и 2 стадиями ХБП, воз-
раст пациентов 75-89 лет: 17 мужчин (51,52 %) и 16 
женщин (48,48%) (средний возраст 81,82 ± 0,76 лет); 
2 группу составили 33 пациента с 3А стадией ХБП: 
17 мужчин (51,52%) и 16 женщин (48,48%) (СКФ 45-
59 мл/мин/1,73 м2 (средний уровень 52,58 ± 0,72 мл/
мин/1,73м2), в возрасте 75-89 лет (средний возраст 
83,58 ± 0,72 лет).

В 3 группу были включены 35 пациентов с 3Б 
стадией ХБП в возрасте 78-88 лет (средний возраст 
83,69 ± 0,46 лет). СКФ у них соответствовала 30-44 
мл/мин/1,73 м2 (средний уровень 40,20 ± 0,67 мл/
мин/1,73м2), из них 18 мужчин (51,43%) и 17 женщин 
(48,57%). 4 группу составили 34 пациента старче-
ского возраста 75-90 лет, средний возраст – 83,76 ± 
0,81 лет, СКФ в данной группе – 15-29 мл/мин/1,73 
м2(средний уровень 24,44 ± 0,79 мл/мин/1,73м2), что 
соответствует 4 стадии ХБП, из них 17 мужчин (50 
%) и 17 женщин (50 %). Соотношение мужчин и 
женщин во всех группах было 1:1 или 1:1,06. Раз-
ница по возрастному составу между группами не 
достоверны (р1-2 = 0,295, p 1-3 = 0,232, р 1-4 = 0,205,  
р2-3= 0,999, р 2-4 = 0,998, р 3-4 =1,0). 

Всем обследуемым измеряли массу тела и рост с 
помощью медицинских весов и медицинского росто-
мера с точностью до 0,1 кг. Индекс массы тела (ИМТ) 
рассчитывали по формуле Кетле. Биохимические по-
казатели крови изучались на анализаторе ChemWell 
(Awareness Technology, США), реактивы Human (Гер-
мания). Исследование креатинина крови выполняли 
по методу Яффе с щелочным пикратом (нормальные 
значения до 123 мкмоль/л), мочевины – иммунофер-
ментным методом. Определение цистатина С прово-
дили с помощью реактива BioVendor (Чешская Респу-
блика). Проводили исследование клинического ана-
лиза крови на гематологическом анализаторе Abacus 
(Diatron, Австрия). Биохимические показатели сыво-
ротки крови исследовались на анализаторе ChemWell 
(Awareness Technology, Inc.USA) с помощью реак-
тивов Human (Германия). Исследование креатинина 

крови выполняли по методу Яффе с щелочным пикра-
том (нормальные значения до 123 мкмоль/л), мочеви-
ны – иммуноферментным методом. Определение ци-
статина С проводили с помощью реактива BioVendor 
(Чешская Республика). Концентрация сывороточного 
железа определялась иммуноферментным методом с 
помощью прибора Stat Fax-2600 (США); интактный 
ПТГ (иПТГ) оценивался с помощью реактива ELISA, 
Biomerica (США) (референсные значения – 10-65 
пг/мл), эритропоэтин изучалсяс помощью реактива 
ELISA, Biomerica (США) (референтный интервал 5,0-
36,0 МЕ/мл),  с помощью реактива АлкорБио (Россия) 
исследовали уровень ферритина.

Статистическая обработка данных проводилась с 
помощью программного обеспечения: SPSS 21 (ли-
цензия № 20130626-3). В качестве описательных ста-
тистик представлены среднее арифметическое и его 
ошибка (M±m) или стандартное отклонение (M±SD). 
Критическое значение уровня значимости принимали 
равным 0,05. 

Результаты. Показатели креатинина крови у об-
следованных имели средние значения 124,48 ± 49,37 
мкмоль/л (59-288 мкмоль/л, ДИ 95% 116,07-132,88 
мкмоль/л), показатели цистатина С – 1,54 ± 0,56 мг/л 
(0,66 – 2,78 мг/л, ДИ 95% 1,43-1,63 мг/л.

Анемический синдром регистрировался у 73,3% 
обследованных больных, из которых 48 женщин и 51 
мужчина. Распространенность анемии закономерно 
возрастала при снижении СКФ, она регистрировалась 
у 97,1% (n=33) больных с 4 стадией ХБП, у 85,7 % 
(n=30) больных с 3Б стадиями ХБП, у 66,7% (n=22)  
больных с 3А стадией ХБП. Полученные результаты 
представлены в таблице. По показателям эритроци-
тарных индексов видно, что анемия у обследован-
ных больных была нормохромной и нормоцитарной. 
Средние показатели эритроцитарных  индексов МСН 
(среднее содержание гемоглобина в эритроцитах) и 
МСV (средний объем эритроцитов) во всех группах 
сравнения оказались практически на одном уровне. 
Средние значения концентрации гемоглобина в эри-
троците (МСHC) достоверно снижаются при СКФ < 
30 мл/мин/1,73 м2 по сравнению с контрольной и 2 
группами. Достоверное снижение гематокрита было 
зарегистрировано в 4-й группе по сравнению с кон-
трольной и в 3 группе среди мужчин по сравнению с 
контрольной группой. 

У пациентов с 4 стадией ХБП установлено досто-
верное снижение концентрации гемоглобина крови 
как среди мужчин, так и среди женщин по сравнению 
с пациентами с 1-2 стадий ХБП, 3А и 3 Б стадией 
ХБП  на 19,7 % (p<0,001), 16,23 % (p<0,001) и 11,37 
% (p=0,013), у пациентов с 3Б стадией ХБП сниже-
ние гемоглобина крови по сравнению с контрольной 
группой составило 9,39 % (р=0,001). В 4 группе паци-
ентов зарегистрировано снижение числа эритроцитов 
по сравнению с пациентами всех остальных групп: 
с контрольной группой на 11,78 % (p<0,001), со 2 
группой – на 9,6% (p=0,002), с 3 группой – на 7,79 
% (р=0,025). Снижение концентрации гемоглобина и 
числа эритроцитов крови было более значимым среди 
мужчин, нежели среди женщин. 
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Показатели красной крови, эритропоэтина, ферритина, сывороточного железа  
у пациентов старческого возраста в зависимости от СКФ (M±m) (n=135)

Показатели 1 группа
СКФ ≥ 60

мл/мин/1,73м2

n=33

2 группа
СКФ 45-59

мл/мин/1,73м2

n=33

3 группа
СКФ 30-44

мл/мин/1,73м2

n=35

4 группа
СКФ 15-29

мл/мин/1,73м2

n=34

Гемоглобин, г/л 
Мужчины
Женшины

126,52±2,11
131,88±2,82
120,1±2,53

121,28±2,25
125,24 ± 3,28
116,56 ± 2,32

114,64±1,55 ᵆ
116,0 ± 2,39 ᵆ
113,35 ± 1,84

101,6±1,95**##^
104,29± 2,9**##
100,12±2,68**#

Эритроциты, х1012/л 
Мужчины
Женщины

4,16±0,08
4,25 ± 0,12
4,07 ± 0,11

4,06±0,07
4,15 ± 0,09
3,97 ± 0,10

3,98±0,06
3,96 ± 0,09
3,99 ± 0,07

3,67±0,09**#^
3,64 ± 0,13*#
3,69 ± 0,13

Гематокрит, %
Мужчины
Женщины

39,43±0,73
41,08 ± 1,12
37,68 ± 0,74

38,72±0,60
40,0 ± 0,77
37,35±0,82

37,51±0,57
37,57 ± 0,74 ᵆ
37,44 ± 0,88

36,67±0,75*
37,26±1,02*
36,08 ± 1,12

МСН, пг
Мужчины
Женщины 

30,09±0,42
30,34±0,54
29,84±0,67

29,92±0,46
30,51±0,61
29,29±0,68

29,37±0,33
29,73±0,52
28,99±0,38

29,34±0,45
30,12±0,76
28,57±0,44

МСV, фл
Мужчины
Женщины

96,06±0,91
97,71±0,98
94,31±1,47

96,00±1,13
97,41±1,65
94,50±1,48

94,46±1,01
96,17 ± 1,67
92,65±0,96

94,15±1,15
95,88±1,15
92,41±1,93

МСНС, г/л
Мужчины
Женщины

319,03±2,78
318,65±4,1
319,44±3,6

311,52±2,89
318,12±3,59
304,5±3,97 ˟

309,94±2,86
314,44±4,49

305,18±3,21 ᵆ

300,6±2,58**#
300,29±3,2*#
300,94±4,14*

Железо, мкмоль/л 
Мужчины
Женщины

16,28±0,92
16,8 ± 1,3
16,1 ± 0,8

13,25±1,25
14,9 ± 1,6
12,8 ± 1,1

15,02±1,28
16,1± 1,4
14,3 ± 1,3

13,58±2,18
13,69 ± 2,3
13,1 ± 1,9

Ферритин, мкг/л
Мужчины
Женщины

86,97±5,92
88,6 ± 6,4
85,5 ± 5,5

87,56±16,98
88,1 ± 12,4
86,4 ± 10,1

77,38±8,82
78,56 ± 8,0
76,34 ± 7,8

68,03±8,08
68,6 ± 7,8
66,9 ± 8,4

ЭПО, МЕ/мл 
Мужчины
Женщины

8,29±1,42
8,68 ± 1,3
8,17 ± 1,5

7,35±1,93
7,41±1,98
6,9 ± 0,89

4,98±0,74
5,1± 0,71
4,6 ± 0,85

3,55±0,51*
3,9±0,66
4,0 ± 0,5

П р и м е ч а н и е . * – р<0,05 -статистическая значимость различий по сравнению 4 группы с контрольной группой; ** – р<0,001 – стати-
стическая значимость различий по сравнению 4 группы с контрольной группой; # – р<0,05-статистическая значимость различий по сравне-
нию 4 группы со 2 группой;  ## – р<0,001-статистическая значимость различий по сравнению 4 группы со 2 группой; ^ – р <0,05 – статисти-
ческая значимость различий по сравнению 4 группы с 3 группой; ᵆ – р< 0,05 -статистическая значимость различий по сравнению 3 группы с 
контрольной группой; ˟ – р<0,05 -статистическая значимость различий по сравнению 2 группы с контрольной группой. 

Показания к назначению эритропоэтина были 
установлены у 18 (52,9 %) пациентов в 4 группе, у 7 
(20%) пациентов в 3 группе и у 4 (12,1%) пациентов 
во 2 группе. В контрольной группе ни один пациент 
не имел уровень гемоглобина ≤. 100 г/л. 

Было выявлено, что средние значения концентра-
ции железа сыворотки крови находились в преде-
лах нормальных значений во всех группах больных. 
Средние показатели содержания ферритина сыво-
ротки крови во всех группах пациентов  находились 
на уровне ниже 100 мкг/л, что было расценено как 
дефицит железа, который выявился у 63,6 % (n=21) 
пациентов 1-й группы, у 66,7 % (n=22) больных 2-й 
группы, у 62,9% (n=22)  пациентов 3-ей группы и у 
85,3 % (n=29) – 4-й группы. У пациентов 1 и 2 групп 
средние показатели ЭПО были в пределах нормаль-
ных значений, а дефицит ЭПО (снижение уровня 
ниже 5 Ме/мл) выявлялся у пациентов 3 и 4 групп. 
Абсолютный дефицит ЭПО был установлен у 27 

(79,4%) пациентов 4-й группы, у 23 больных (65,7%) 
3-ей группы, у 20 пациентов (60,6%) 2-й группы и 
у 12 обследованных (36,4 %) контрольной группы. 
Было неожиданно выявление дефицита железа более 
чем у 60 % больных и дефицита ЭПО более чем у 
трети пациентов в контрольной группе. Дисперсион-
ный анализ установил зависимость от пола показа-
телей эритроцитарных индексов (МСН и МСV), ге-
моглобина, гематокрита, которые  были достоверно 
выше у мужчин, чем у женщин ; F=5,87 при р=0,017; 
F=10,45 при р=0,002, F=15,79 при р=0,000; F=8,05 
при р=0,005). Зависимости  уровня  железа и ферри-
тина, ЭПО в сыворотке крови от пола установлено 
не было.  

При определении корреляционных связей  выявле-
на  обратная зависимость уровня гемоглобина от пока-
зателей цистатина С (r = – 0,59, р=0,000), креатинина  
(r = – 0,58, р=0,000), мочевины (r = – 0,54, р=0,000), 
иПТГ (r = – 0,51, р=0,000). Установлена прямая зави-
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симость от всех 7 показателей СКФ (r = 0,46 – 0,63 
при р=0,000), с наибольшей зависимостью от СКФ по 
формуле MDRD. Корреляционная зависимость коли-
чества эритроцитов от вышеперечисленных показате-
лей была менее значимой: от цистатина С (r =-0,41, 
р< 0,05), креатинина (r = – 0,40, р< 0,05), мочевины  
(r = – 0,34, р< 0,05), иПТГ (r = – 0,36, р < 0,05), по-
казателей СКФ (r =0,31 – 0,35 при р < 0,05), с наи-
большей зависимостью от СКФ по CKD-EPIcr. Кор-
реляционная  зависимость от СКФ по всем формулам 
среди эритроцитарных индексов была выявлена толь-
ко для МСНС (r = 0,248 – 359 при р< 0,01), с наиболь-
шим значением для СКФCKD-EPIcr. От уровня СКФ 
по формулам MDRD (r = 0,248, р=0,004), CKD-EPIcr  
(r = 0,243, р= 0,005), КК по К-G (r = 0,239, р=0,006) 
имел прямую зависимость показатель ЭПО. 

Обсуждение. Одним из осложнений ХБП являет-
ся анемия, которая была выявлена нами у 73,3% всех 
обследованных больных, что не противоречит прове-
денным ранее исследованиям [2,4]. 

Распространенность анемии при 1-2 стадиях 
ХБП составила 45,5% и возрастала по частоте при 
ухудшении функции почек. Так, при 4 стадии ХБП 
анемия регистрировалась уже у 97,1% больных. По-
добная тенденция согласуется с опубликованными 
ранее данными [18]. Наше исследование доказало, 
что микроцитоз не является надежным маркером 
дефицита железа у лиц старших возрастных групп: 
на фоне анемического синдрома средний объем эри-
троцитов у пациентов оставался в пределах нор-
мальных значений. Полученные нами результаты 
не противоречат данным, полученным в серии ис-
следований из 4117 пациентов с анемией в возрасте 
старше 65 лет: только у 26,9% пациентов с абсолют-
ным дефицитом железа было снижение MCV, тогда 
как MCV было нормальным у 68,9% и увеличилось 
у 4,2% [19]. Подобная тенденция сохраняется и в 
отношении ферритина: у лиц старших возрастных 
групп он не может быть основным критерием диа-
гностики дефицита железа, так как его уровни, как 
правило, возрастают с самим возрастом, а также яв-
ляются маркером сопутствующих воспалительных 
заболеваний [20]. Таким образом, важно отметить, 
что классические пороги ферритина для железоде-
фицитной анемии у молодых менее 15–20 мкг/л не 
могут автоматически использоваться у лиц старших 
возрастных групп. Однако тенденция по снижению 
уровня ферритина прослеживалась по мере прогрес-
сирования ХБП: уровень ферритина ниже 100 мкг/л 
выявлен более, чем у 60 % пациентов 1–3 групп 
сравнения и у 85,3 % в 4 группе. Прогрессирующее 
снижение ЭПО по средним значениям в группах мы 
выявили у пациентов с СКФ < 45 мл/мин/1,73 м2, 
однако абсолютный дефицит ЭПО был  выявлен у  
36,4% пациентов с 1-2 стадиями ХБП и у 60,6% па-
циентов с 3А стадией ХБП, что не противоречит 
данным иностранных авторов [21, 22].  

Таким образом, проведенное нами исследование 
отражает высокую распространенность анемическо-
го синдрома у пациентов старческого возраста с ХБП. 
Нефрогенная анемия регистрируется при СКФ ни-

же 60 мл/мин/1,73м2, достоверно нарастая при даль-
нейшем снижении функции почек, а при СКФ выше  
60 мл/мин/1,73м2 более, чем у половины пациентов 
регистрируется дефицит железа и более, чем  у тре-
ти пациентов – дефицит ЭПО. Анализ лабораторных 
данных показал многофакторный характер анемии. 
Системная гипоксия на фоне имеющейся полиморбид-
ности способствует утяжелению имеющейся сопут-
ствующей патологии у пациентов старших возрастных 
групп. Своевременное лечение основного заболевания 
и коррекция анемии способны улучшить качество жиз-
ни и прогноз пациентов.  
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ИЗМЕНЕНИЯ ПОКАЗАТЕЛЕЙ ТРОМБОЭЛАСТОГРАФИИ И ФУНКЦИИ ТРОМБОЦИТОВ 
У БЕРЕМЕННЫХ ЖЕНЩИН С РАЗЛИЧНЫМИ ФОРМАМИ ГИПЕРТЕНЗИВНЫХ 
РАССТРОЙСТВ В III ТРИМЕСТРЕ БЕРЕМЕННОСТИ

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

Данная работа посвящена изучению гемостаза у беременных женщин с различными формами гипертензивных рас-
стройств в III триместре беременности. Обследовано 165 женщин в сроке 26–41 недель беременности. Из них 22 жен-
щины с умеренной преэклампсией, 31 с тяжелой преэклампсией, 45 женщин с хронической артериальной гипертензией, 
20 женщин с преэклампсией, развившейся на фоне хронической артериальной гипертензии, 47 женщин без гипертензив-
ных расстройств (группа контроля). Оценка состояния системы гемостаза осуществлялась по результатам тромбо-
эластографии, индуцированной агрегации тромбоцитов с АДФ и адреналином в дозе 1,25 и 2,5 мкг/мл и коллагеном в 
дозе 20 мг/мл, секреции тромбоцитами АТФ и средней концентрации компонентов тромбоцитов. Тромбоэластография 
выполнена на тромбоэластографе TEG® 5000 (Haemoscope Corporation, USA). Исследование агрегации тромбоцитов 
и секреции тромбоцитами АТФ выполнено на автоматическом агрегометре CHRONO-LOG® Model 700 (USA). Уро-
вень средней концентрации компонентов тромбоцитов определялся на автоматическом гематологическом анализаторе 
SIEMENS ADVIA 2120i (Siemens Healthcare Diagnostics Inc., USA). Результаты исследования параметров тромбоэла-
стограммы показали снижение активности плазменного звена гемостаза во всех группах женщин с гипертензивными 
расстройствами. У женщин с умеренной преэклампсией и хронической артериальной гипертензией функциональная 
активность тромбоцитов не изменялась по сравнению с контрольной группой. При тяжелой преэклампсии выявлено 
нарушение процесса дегрануляции плотных гранул тромбоцитов и снижение их агрегационной способности. У женщин 
с преэклампсией, возникшей на фоне хронической артериальной гипертензии, отмечено снижение индуцированной адре-
налином агрегации тромбоцитов. Изучение параметров тромбоэластографии (R, K, угол α, TMA, Cl, LY30) может быть 
полезно для дифференциальной диагностики тяжелой преэклампсии и хронической артериальной гипертензии. Резуль-
таты исследования позволили сделать вывод о целесообразности использования низких доз АДФ и адреналина в качестве 
индукторов агрегации тромбоцитов с учетом их гранулоцитарности и способности к секреции АТФ.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  беременность; преэклампсия; артериальная гипертензия; гемостаз; агрегация тромбоцитов; 
средняя концентрация компонентов тромбоцитов; секреция АТФ; тромбоэластография.
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Sadov R.I., Panova I.A., Nazarov S.B., Kuzmenko G. N., Klycheva M.M. 
CHANGES IN THE INDICATORS OF THROMBOELASTOGRAPHY AND PLATELET FUNCTION IN 
PREGNANT WOMEN WITH VARIOUS FORMS OF HYPERTENSIVE DISORDERS IN THE THIRD TRIMESTER 
OF PREGNANCY
Ivanovo Research Institute of Maternity and Childhood named after V.N. Gorodkov, 153045, Ivanovo, Russian Federation
The aim of this research is the study of haemostasis of pregnant women suffering from various forms of hypertensive disorders in 
their III trimester of pregnancy. 165 women at 26–41 weeks of pregnancy were examined: 22 women had moderate preeclampsia, 
31 had severe preeclampsia, 45 women suffered from chronic hypertension, 20 women have developed preeclampsia on the 
background of chronic hypertension and 47 women had no hypertensive disorders (control group). The hemostasis system has 
been assessed using the results of the following investigations:  thromboelastography, induced platelet aggregation with ADP and 
adrenaline at a dosage of 1.25 and 2.5 μg/ml respectively and collagen at a dosage of 20 mg/ml, platelet ATP secretion and the 
average concentration of platelet components. Thromboelastography has been performed using TEG® 5000 thromboelastograph 
(Haemoscope Corporation, USA). The study of platelet aggregation and platelet ATP secretion has been performed at automatic 
aggregometer CHRONO-LOG® Model 700 (USA). The mean platelet component concentration has been measured using 
SIEMENS ADVIA 2120i automated hematology analyzer (Siemens Healthcare Diagnostics Inc., USA). Thromboelastogram 
analysis showed a decrease in the plasma hemostasis activity in all groups of women with hypertensive disorders. The functional 
activity of platelets of women with moderate preeclampsia and chronic arterial hypertension did not change in comparison with 
to the control group. The disorder of dense platelet granules degranulation and decrease in their aggregation ability have been 
detected in a cohort with severe preeclampsia. The decrease in adrenaline induced platelet aggregation has been noted in the group 
of women suffering from preeclampsia on the background of chronic arterial hypertension. Thromboelastography analysis (R, K, 
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angle α, TMA, Cl, LY30) may be useful for the differential diagnosis of severe preeclampsia and chronic arterial hypertension. 
The results of the study led to the conclusion that it is advisable to use low doses of ADP and adrenaline as inducers of platelet 
aggregation, considering their granulocyticity and the ability to secrete ATP.
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Актуальность. Несмотря на положительную 
динамику в вопросах снижения показателей мате-
ринской и детской смертности за последние годы по 
данным всемирной организации здравоохранения 
частота предотвратимых материнских потерь во вре-
мя беременности, родов и послеродового периода по 
наиболее распространенным причинам – кровотече-
ниям, сепсиса и артериальной гипертензии в 2015 го-
ду составила 52%. [1]. Огромный вклад этих патоло-
гических состояний в структуру материнских потерь 
определяет основные направления для детального 
изучения этиопатогенеза этих состояний и совершен-
ствования профилактических мер и лечения беремен-
ных женщин. 

В развитых странах частота встречаемости повы-
шенного артериального давления во время беремен-
ности составляет от 8 до 22% [2, 3], в России, по дан-
ным разных авторов, от 6,9 до 29% [4, 5]. Преэкламп-
сия (ПЭ) осложняет от 2 до 8% всех беременностей 
[6], хроническая артериальная гипертензия (ХАГ) 
около 5% [7]. У 16-78% женщин с ХАГ происходит 
присоединение ПЭ [8, 9].

Преэклампсия – одна из “загадок беременности”. 
На сегодняшний день нет единого мнения в отно-
шении этиопатогенетических механизмов развития 
этого грозного состояния, что осложняет выбор пре-
вентивной, патогенетической и симптоматической 
терапии. Однако, благодаря многочисленным иссле-
дованиям в этой области, все же удалось выявить не-
которые “обязательные” звенья патогенеза ПЭ. По 
результатам большого количества научных работ до-
казано, что центральным звеном патогенеза ПЭ явля-
ется эндотелиальная дисфункция [10–12]. При хрони-
ческой артериальной гипертензии так же отмечается 
вовлечение эндотелия в патологический процесс, о 
чем свидетельствует повышенный интерес к пробле-
ме врачей и ученых кардиологического профиля [13, 
14]. При гипертензивных нарушениях во время бе-

ременности отмечается не только повреждение вну-
тренней выстилки сосудов, но и мембран форменных 
элементов крови, в частности тромбоцитов – клеток, 
играющих большую роль в процессах гемокоагуля-
ции [15, 16]. Нарушения в процессах свертывания 
крови способны приводить к тяжелым осложнениям: 
ДВС – синдрому, кровотечениям, тромбозам [17–19]. 
Вопросам гемостаза при нормально протекающей 
беременности и осложненной гипертензивным рас-
стройством уделяется пристальное внимание. На се-
годняшний день немало исследований посвящено из-
учению параметров системы гемостаза у беременных 
женщин с различными формами гипертензивных рас-
стройств, однако, полученные результаты были не-
редко противоречивы [20–22]. Изменения параметров 
гемостаза при ПЭ, развившейся на фоне уже имею-
щейся гипертонической болезни и референсные диа-
пазоны значений некоторых параметров гемостаза в 
III триместре при нормально протекающей беремен-
ности до сих пор не определены.

 В настоящее время доступность различных 
методов оценки нарушений свертывания крови и 
разнообразие современных приборов позволяет до-
полнить имеющиеся представления об изменениях 
в системе гемостаза у женщин с физиологической и 
осложненной беременностью, при этом предпочтение 
отдается менее трудоемким и доступным методам.

Целью исследования явилось изучение состояния 
плазменного и тромбоцитарного звеньев системы 
гемостаза у женщин в III триместре беременности с 
различными формами гипертензивных расстройств 
на основании показателей тромбоэластографии, агре-
гации тромбоцитов, секреции тромбоцитами АТФ и 
тромбоцитограмм.

Материал и методы. Исследование проводилось 
на базе ФГБУ  «Ивановский научно-исследователь-
ский институт материнства и детства им. В.Н. Го-
родкова» Минздрава РФ в лаборатории клинической 
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биохимии и генетики. В исследование вошло 165 
женщин при беременности 26-41 недель. 1-ю груп-
пу составили 22 женщины с умеренной ПЭ (код по 
МКБ-Х О14.0), 2-ю – 31 женщина с тяжелой ПЭ (код 
по МКБ-Х О14.1), в 3-ю вошли 45 женщин с ХАГ (код 
по МКБ-Х О10.0), 4-я группа состояла из 20 женщин 
с ХАГ, осложнившейся присоединением ПЭ (код по 
МКБ-Х О10.0). Группу контроля составили 47 жен-
щин без гипертензивных расстройств. Все женщины 
подписали добровольное информированное согласие 
на участие в исследовании. Локальный этический 
комитет одобрил проведение данного исследование 
(протокол заседания № 3 от 27.11.2017 г.). Критерии 
исключения: прием нестероидных противовоспали-
тельных препаратов, дезагрегантов, антикоагулянтов, 
ингибиторов фибринолиза в последние 2 нед до за-
бора крови; вторичная артериальная гипертензия (код 
по МКБ-Х О10.1, О10.2, О10.3, О10.4, О10.9); острые 
или обострение хронических воспалительных забо-
леваний; врожденные и приобретенные пороки серд-
ца и магистральных сосудов. Диагностика различных 
нозологических форм гипертензивных расстройств 
при беременности проводилась в соответствии с дей-
ствующими клиническими рекомендациями «Гипер-
тензивные расстройства во время беременности, в ро-
дах и послеродовом периоде. Преэклампсия. Экламп-
сия» (2016). 

Исследование показателей гемостаза осущест-
влялось методом тромбоэластографии на автомати-
ческом тромбоэластографе TEG® 5000 (Haemoscope 
Corporation, USA) и автоматическом агрегометре 
CHRONO-LOG® Model 700 (USA). Материалом для 
исследования послужила периферическая венозная 
кровь. Взятие крови для всех исследований произ-
водили из локтевой вены утром натощак до начала 
терапии. Для тромбоэластографии взятие крови осу-
ществляли в пробирки с 3,2 % раствором цитратом 
натрия AQUISEL 9NC / CITRATE 3Na в объеме 1 мл, 
рекальцификация цельной крови производилась пу-
тем добавления 20 мкл 0,2 М раствора хлорида каль-
ция к 340 мкл цитратной крови, далее исследование 
проводилось согласно инструкции к прибору. 

Тромбоэластограмма (ТЭГ) оценивалась по па-
раметрам, характеризующим процесс образования и 
лизиса сгустка. Параметр R (мин)  отражает время от 
момента начала пробы до образования первых нитей 
фибрина и характеризует фазу инициации свертыва-
ния крови, соответствует прямой от начала записи до 
расширения ветвей ТЭГ на 1 мм. K (мин) – время до-
стижения фиксированного уровня прочности сгуст-
ка, соответствует отрезку от момента расширения в 
1 мм до амплитуды в 20 мм. α (º) – угол, построен-
ный по касательной к ветвям расширения из точки 
начала образования сгустка, характеризует скорость 
роста фибриновой сети и фазу распространения ко-
агуляции. Показатель характеризует динамику про-
цесса фибринообразования и уровень фибриногена. 
MA (мм) – максимальная амплитуда, отражает мак-
симальную прочность сгустка, обусловлена количе-
ством и функциональными свойствами тромбоцитов 
и количеством фибриногена; соответствует макси-

мальному расхождению ветвей тромбоэластограм-
мы. TMA (мин) – время достижения максимальной 
амплитуды. G (d/sc) и E (d/sc)  характеризуют соот-
ветственно максимальную прочность и эластичность 
сгустка.  Cl  – коагуляционный индекс, синтетический 
показатель, отражающий коагуляционный потенциал 
крови в целом, зависящий от показателей R, K, MA и 
угла α. LY30 (%) – процент, на который происходит 
уменьшение площади между ветвями ТЭГ в течение 
30 минут после достижения MA.

Оценка функциональной активности тромбоцитов 
выполнялась при помощи метода исследования агре-
гации тромбоцитов, оценки уровня секреции адено-
зинтрифосфата (АТФ) и уровня гранулоцитарности 
тромбоцитов по показателю MPC (mean platelet com-
ponent concentration). Для исследования агрегации 
тромбоцитов взятие крови производили в вакуумные 
пробирки VACUETTE с 3,8% раствором цитрата на-
трия в соотношении крови и раствора цитрата – 9:1. 
Исследование индуцированной агрегации тромбоци-
тов проводилось с АДФ в концентрациях 1,25 и 2,5 
мкг/мл, коллагеном в концентрации 20 мг/мл и адре-
налином в концентрациях 1,25 и 2,5 мкг/мл (произво-
дитель “Технология стандарт”, Россия). Подготовку 
анализируемых образцов и приготовление индукто-
ров агрегации проводили согласно инструкции по 
применению адаптированных наборов реагентов для 
определения индуцированной агрегации тромбоци-
тов. 

Определение уровня секреции АТФ тромбоцитами 
производилось в богатой тромбоцитами плазме после 
добавления индуктора агрегации 5 мкмоль АДФ (на-
бор “CHRONO-LUME”, производитель CHRONO-LOG 
CORPORATION, USA). Принцип метода состоит в ре-
гистрации квантов света, образующихся в результате 
связывания внеклеточного АТФ с реагентом CHRONO-
LUME. Подготовка исследуемых образцов проводилась 
в соответствии с инструкцией к реагентам. 

Для оценки агрегатограмм и секреции тромбоци-
тами АТФ использовались параметры: максимальная 
степень агрегации (%) и максимальный уровень вы-
свобождения АТФ (нмоль).

Исследование гранулоцитарности тромбоцитов 
(mean platelet component concentration, MPC) прово-
дилось на автоматическом гематологическом анали-
заторе SIEMENS ADVIA 2120i (Siemens Healthcare 
Diagnostics Inc., USA). Взятие крови для данного 
исследования проводили в вакуумные пробирки 
VACUETTE K3EDTA, анализ выполнялся через 20 
мин после венепункции.

Математическая и статистическая обработка по-
лученных данных проводились при помощи паке-
та лицензионных программ “Microsoft Office 2013”, 
“Statistica for Windows 12.0, StatSoftInc.”. Нормаль-
ность выборки определялась по критерию Шапиро-
Уилка и Колмогорова-Смирнова. При сравнении ла-
бораторных данных между группами использовался 
U-критерий Манна-Уитни (значимыми считались раз-
личия при уровне р < 0,05). В таблицах данные пред-
ставлены в формате Me – медиана с указанием 5% и 
95% перцентиля. 
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ние значения были наибольшими в группе с тяжелой 
ПЭ, однако, достоверно отличались лишь от группы 
женщин с ХАГ (p3 = 0,015).

Для изучения функциональной активности тромбо-
цитов в исследуемых группах проведено исследование 
гранулоцитарности тромбоцитов, агрегации тромбоци-
тов в богатой тромбоцитами плазме c различными кон-
центрациями индукторов агрегации (АДФ, адренали-
ном и коллагеном) и изучение секреции тромбоцитами 
АТФ в ответ на добавление 5 мкмоль АДФ. Полученные 
данные представлены в табл. 2.

При анализе полученных результатов агрегатограмм 
было отмечено снижение агрегационной способности 
тромбоцитов при добавлении АДФ в дозе 1,25 и 2,5 
мкг/мл в группе женщин с тяжелой ПЭ при сравнении 
с контролем (p1 = 0,048 и p1 = 0,007 соответственно). У 
женщин с различными формами гипертензивных рас-
стройств степень агрегации тромбоцитов с коллагеном 
достоверно не отличалась от контроля (p ˃  0,05). Выявле-
но снижение агрегационной способности тромбоцитов 
при добавлении адреналина в концентрации 2,5 мкг/мл  
в группе женщин с тяжелой ПЭ и ПЭ, развившейся 
на фоне ХАГ, при сравнении с контрольной группой  
(p1 = 0,005 и p1 = 0,011 соответственно). Индуцирован-
ная адреналином агрегация в концентрации 1,25 мкг/мл 
была ниже при тяжелой ПЭ по сравнению с контролем 
(p1 = 0,004). При умеренной преэклампсии степень агре-
гации тромбоцитов, индуцированной адреналином, ва-
рьировала в большом диапазоне. При индукции агрега-
ции адреналином в концентрациях 1,25 и 2,5 мкг/мл у 
9 женщин наблюдалось выраженное снижение агрега-
ционной способности тромбоцитов (менее 10%), а вы-
сокие показатели агрегации (выше 80%) – у 4 женщин. 
Несмотря на низкие значения медианы максимальной 

Результаты. Анализ ТЭГ позволил установить 
особенности изменений показателей гемостаза у 
женщин с различными формами гипертензивных рас-
стройств в III триместре беременности. Показатели 
ТЭГ в изучаемых группах представлены в табл. 1.

Сравнительный анализ полученных данных по-
казал, что время реакции (R) и время достижения 
фиксированного уровня прочности сгустка (K) было 
замедлено в группах женщин с гипертензивными рас-
стройствами независимо от нозологической формы 
по сравнению с контролем (p ˂ 0,05 при всех срав-
нениях). Причем у женщин с тяжелой ПЭ показатели 
R и K были достоверно увеличены при сравнении с 
группой умеренной ПЭ (p2 = 0,024 для R и p2 = 0,024 
для K) и ХАГ (p3 = 0,000 для R и p3 = 0,000 для K). В 
группе с ПЭ, развившейся на фоне ХАГ показатели R 
и K (по медиане) были близки к значениям тех же па-
раметров, наблюдаемым при тяжелой ПЭ, однако, до-
стоверно отличались лишь от группы контроля. Зна-
чения угла α были достоверно ниже в группах с ПЭ 
при сравнении с контролем (p ˂ 0,05 при всех срав-
нениях). При тяжелой ПЭ данный показатель был ни-
же, чем при умеренной ПЭ (p2 = 0,024) и ХАГ (p3 = 
0,000). Время достижения максимальной амплитуды 
(TMA) было удлинено в группах с гипертензивными 
расстройствами при сравнении с контролем (p ˂ 0,05 
при всех сравнениях) за исключением группы уме-
ренной ПЭ. У женщин с тяжелой ПЭ показатель TMA 
был статистически значимо выше в отличие от груп-
пы с умеренной ПЭ (p2 = 0,025) и с ХАГ (p3 = 0,034). 
Суммарный показатель коагуляции (Cl) был ниже в 
группе с тяжелой ПЭ при сравнении с контролем (p1 = 
0,0032) и группой ХАГ (p3 = 0,038). При оценке пара-
метра, отражающего активность фибринолиза, сред-

Т а б л и ц а  1
Показатели тромбоэластографии у женщин с различными формами гипертензивных расстройств в III триместре беременности.

Показатели Контроль
n = 47

Умеренная ПЭ
n = 22

Тяжелая ПЭ
n = 31

ХАГ
n = 45

ПЭ на фоне ХАГ 
n = 20

R, мин 5,2 (2,3–11,7) 8 (3–16,7)
p1 = 0,013

11,1 (6,2– 8,2)
p1 = 0,000
p2 = 0,024

6,9 (2,3– 15,1)
p1 = 0,031
p3 = 0,000

10,85 (2,4 –19,8)
p1 = 0,007

K, мин 1,3 (0,8–4,2) 2,2 (0,8–6,7)
p1 = 0,048

3,4 (1,4–6,4)
p1 = 0,000
p2 = 0,024

1,95 (1,1–4,6)
p1 = 0,037
p3 = 0,000

3,15 (1,1–7,2)
p1 = 0,038

α, º 71,5 (50,7–80,6) 61,9 (38,9–76,8)
p1 = 0,039

49,7 (35,4–69,1)
p1 = 0,000
p2 = 0,013

65,95 (46,5–75)
p3 = 0,000

55,75 (31,8–76,5)
p1 = 0,015

MA, мм 64,6 (53–72,5) 48,6 (48,6–75,9) 63,6 (52,2–74,6) 65,1 (53,1–77,7) 67,65 (53,6–76,2)
TMA, мин 21 (10,4–37) 25,2 (9,8–39,2) 31,9 (18,2–49,4)

p1 = 0,001
p2 = 0,025

25,6 (16,8–46,7)
p1 = 0,017
p3 = 0,034

32,9 (14,8–54,7)
p1 = 0,005

G, d/sc 9,1 (5,6–13,2) 8,45 (4,7–15,8) 8,7 (5,5–14,7) 9,35 (5,7–17,4) 10,45 (5,8–16)
E, d/sc 182,5 (112,8–264,3) 169,4 (94,6–315,7) 174,5 (109,4–293,1) 186,4 (113,4–349) 209,4 (115,6–319,8)
Cl 2,7 (0,7–4,2) 1,35 (0,3–4,1) 1,7 (-0,5–3,6)

p1 = 0,0032
2,45 (-0,2–4,8)

p3 = 0,038
2,35 (-1,9–4)

LY30, % 0,9 (0–18) 1 (0–19,5) 5,6 (0–26,5) 1,15 (0–10)
p3 = 0,015

0,55 (0–13,1)

П р и м е ч а н и е .  Здесь и в табл. 2:  p1 – уровень значимости различий при сравнении с контролем; p2 – уровень значимости различий 
при сравнении с умеренной ПЭ; p3 – уровень значимости различий при сравнении с тяжелой ПЭ; p4 – уровень значимости различий при 
сравнении с ХАГ.
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амплитуды агрегации при умеренной ПЭ достоверных 
отличий от других групп выявлено не было. При оцен-
ке секреции АТФ тромбоцитами активированными 
АДФ было выявлено восьмикратное снижение показа-
теля в группе с тяжелой ПЭ при сравнении с контролем  
(p1 = 0,028). Уровень гранулоцитарности тромбоцитов 
был выше при всех видах гипертензивных расстройств 
(p ˂  0,05) за исключением группы женщин с умеренной 
ПЭ (p ˃ 0,05) при сравнении с контрольной группой.

Обсуждение. В течение беременности у женщин 
происходит постепенное повышение коагуляционного 
потенциала крови, что необходимо для минимизации 
кровопотери в родах. Максимально выраженные изме-
нения в системе гемостаза отмечаются в III триместре 
беременности [23]. Адекватная оценка свертывающей 
системы крови у беременных с сопутствующей пато-
логией возможна лишь при сравнении с показателями 
нормально протекающей беременности. 

Многокомпонентная система гемостаза имеет 
сложные механизмы регуляции, поэтому, при кли-
нической оценке системы гемостаза используют гло-
бальные тесты, такие как тромбоэластография (ТЭГ). 
Изменения параметров ТЭГ демонстрируют замед-
ление фазы инициации коагуляции (увеличение по-
казателя R) во всех группах женщин с артериальной 
гипертензией, причем наиболее выраженные изме-
нения (в 2 раза) отмечены в группах с тяжелой ПЭ 
и ПЭ на фоне ХАГ. Данные изменения показателя R 
могут свидетельствовать о смещении гемостатиче-
ского равновесия в сторону гипокоагуляции, что мо-
жет быть вызвано снижением активности факторов 
свертывания, либо о повышении уровней продуктов 
паракоагуляции. Аналогичные сдвиги отмечены и в 
скорости образования тромбина (K). Параметр K ха-
рактеризует начальную скорость образования сгустка 
и в большей степени зависит от плазменных компо-
нентов гемостаза. Полученные изменения показателя 

R и K указывают на пролонгирование фаз инициации 
и усиления свертывания крови у женщин с различны-
ми формами гипертензивных расстройств в III триме-
тре беременности и характеризуют гипокоагуляцион-
ные изменения плазменного звена гемостаза. Удлине-
ние времени достижения максимальной амплитуды 
(TMA) в группах с гипертензивными расстройствами 
(за исключением группы с умеренной ПЭ) указывает 
на гипокоагуляционные сдвиги, которые обусловле-
ны особенностями функционального состояния тром-
боцитов и процессов полимеризации фибрина.

Угол α – показатель, позволяющий оценить ско-
рость образования тромба и рост фибриновой сети в 
пространстве. Значение этого параметра зависит от ко-
личества и функциональной активности тромбоцитов, 
концентрации фибриногена и в меньшей степени от 
плазменных факторов свертывания крови. Снижение 
данного показателя у женщин с ПЭ различной степени 
тяжести и ПЭ, развившейся на фоне ХАГ, говорит об 
угнетении свертывания крови и замедлении процесса 
фибринообразования.

Согласно литературным данным, максимальная 
прочность сгустка (MA) в большей степени характе-
ризует функцию тромбоцитов и в меньшей зависит от 
количества фибриногена [24]. Интересно отметить, 
что в данном исследовании, несмотря на снижение 
активности тромбоцитарного звена гемостаза у жен-
щин с тяжелой ПЭ и ПЭ, развившейся на фоне ХАГ 
показатель MA не имел тенденции к снижению. Веро-
ятно, максимальная прочность сгустка при беремен-
ности сохраняется на достаточном уровне благодаря 
высоким концентрациям фибриногена в III триместре 
беременности.

Прочность (G) и эластичность (E) сгустка – па-
раметры, отражающие процессы полимеризации 
фибрина и зависят от активности XIII фактора свер-
тывания крови (фибринстабилизирующий фактор). 

Т а б л и ц а  2 
Показатели агрегации, секреции и гранулоцитарности, тромбоцитов у женщин с различными формами гипертензивных  

расстройств в III триместре беременности.

Показатели Контроль,
n = 47

Умеренная ПЭ,
n = 22

Тяжелая ПЭ,
n = 31

ХАГ,
n = 45

ПЭ на фоне ХАГ, 
n = 20

Максимальная амплитуда, %.
АДФ 1,25 мкг/мл

53 (23–94) 25 (11–87) 31 (15–83)
p1 = 0,048

31 (13–81) 36,5 (17–84)

Максимальная амплитуда, %.
АДФ 2,5 мкг/мл

76 (40–94) 66 (21–94) 52 (27–86)
p1 = 0,007

74 (41–87)
p3 = 0,031

65 (30–88)

Максимальная амплитуда, %.
Коллаген 
20 мг/мл

83 (72–92) 78 (18–100) 84 (7–93) 78,5 (66–94) 82,5 (25–97)

Максимальная амплитуда, %.
Адреналин 1,25 мкг/мл

78,2 (62,9–94,4) 15,2 (3,8–108,2) 30,9 (9,6–109,4)
p1 = 0,004

80,1 (2,5–104,9) 26,8 (10,3–93,6)

Максимальная амплитуда, %.
Адреналин 
2,5 мкг/мл

89,4 (62,5–113,5) 19,6 (4,4–92,3) 24,1 (5,2–97,8)
p1 = 0,005

79,2 (15,8–108,2)
p3 = 0,009

50,5 (5,3–58,9)
p1 = 0,011

Секреция тромбоцитами АТФ, 
нмоль 

1,63 (0,55–2,19) 1,45 (0,12–2,06) 0,2 (0–2,07)
p1 = 0,028

1,2 (0–4,76) 0,85 (0–1,7)

MPC,
g/dL

24,9 (21,7 – 27,4) 25,5 (22,4 – 28,1) 26,3 (23,1 – 28,4)
p1 = 0,006

25,9 (23,7 – 27,7)
p1 = 0,014

26,9 (24,2 – 29,5)
p1 = 0,000
p2 = 0,021
p4 = 0,009
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Параметры MA, G и E отражают конечный результат 
образования тромба. Учитывая отсутствие изменений 
данных показателей на фоне снижения коагуляцион-
ного потенциала плазменного звена гемостаза в ис-
следуемых группах беременных можно предположить 
достаточную активность тромбоцитарного звена при 
беременности. Вероятно, такой уровень MA обеспе-
чивается за счет высокой концентрации фибриногена 
при беременности.

Основной интегральный показатель ТЭГ – индекс 
коагуляции (Cl) был снижен у женщин с тяжелой ПЭ 
и оставался неизменным в других группах при срав-
нении с контролем, что обусловлено увеличением по-
казателей R, K и угла α. Было так же выявлено досто-
верное отличие данного показателя между группами 
ХАГ и тяжелой ПЭ, что, возможно, будет полезно для 
дифференциальной диагностики этих состояний в 
практическом акушерстве. На сегодняшний день не-
обходимым критерием для постановки диагноза преэ-
клампсии является наличие протеинурии, однако, ис-
следования последних лет продемонстрировали низ-
кую диагностическую ценность данного показателя, 
что диктует необходимость поиска других критериев 
диагностики ПЭ [25]. 

Интенсивность лизиса сгустка оставалась неизмен-
ной при всех видах гипертензивных расстройств и ха-
рактеризовалась большим разбросом показателей.

По результатам ТЭГ можно сделать вывод об отно-
сительном снижении активности плазменно-коагуля-
ционного звена гемостаза с сохранением нормальной 
работы тромбоцитарного звена, причем максималь-
ные изменения отмечены у женщин с тяжелой ПЭ и 
ПЭ, развившейся на фоне ХАГ. Однако, для установ-
ления точной причины этих изменений необходимо 
количественное исследование уровней прокоагулян-
тов, антикоагулянтов и исследование качественных 
характеристик тромбоцитов.

На сегодняшний день немало работ посвящено из-
учению функциональной активности тромбоцитов у 
женщин, имеющих повышенное артериальное давле-
ние при беременности [26, 27]. Однако, сравнить полу-
ченные в них результаты довольно сложно по причине 
различного дизайна исследований, использования раз-
ных концентраций и видов индукторов агрегации.

В ряде научных трудов последних лет приводят-
ся различные данные об изменении индуцированной 
коллагеном агрегации тромбоцитов при ПЭ [28–30]. 
В данном исследовании агрегация тромбоцитов с 
коллагеном была неизменной в исследуемых груп-
пах. Возможно, отсутствие различий связано с тем, 
что при беременности, осложненной преэклампсией, 
снижается чувствительность тромбоцитов к стиму-
лирующим агентам [31]. Немногочислены данные 
об агрегации тромбоцитов с коллагеном у женщин 
с ХАГ и ПЭ, развившейся на фоне ХАГ в III триме-
стре беременности. По данным В.С.Чулкова и соавт. 
[32,33] у женщин с ХАГ агрегация, индуцированная 
коллагеном остается неизменной в III триместре бе-
ременности. Коллаген, в отличие от АДФ и адренали-
на, является сильным индуктором агрегации тромбо-
цитов и, по всей видимости, способен вызывать агре-

гацию даже у десенсибилизированных тромбоцитов. 
Однако, данный вопрос остается дискутабельным и 
требует более детального изучения.

Показатели агрегации тромбоцитов при использова-
нии АДФ в концентрациях 1,25 и 2,5 мкг/мл показали 
свою диагностическую значимость: выявлено снижение 
показателя максимального уровня агрегации у женщин 
с тяжелой ПЭ, что говорит о снижении функциональ-
ной активности тромбоцитов у данного контингента 
женщин. Схожие изменения индуцированной агрегации 
тромбоцитов были получены при добавлении 1,25 и 2,5 
мкг/мл адреналина в группе женщин с тяжелой ПЭ, а 
при добавлении 2,5 мкг/мл адреналина отмечено сниже-
ние у женщин с ПЭ, возникшей на фоне ХАГ. Установ-
лено, что при ПЭ имеет место увеличение в крови ве-
ществ, оказывающих стимулирующее влияние на тром-
боциты [34], а также уменьшение количества наиболее 
функционально активных тромбоцитов, что в свою 
очередь приводит к уменьшению агрегационного по-
тенциала крови [35]. Снижение агрегационных свойств 
тромбоцитов при добавлении АДФ и адреналина может 
быть обусловлено состоянием рецепторного аппарата 
(P2 рецепторы к АДФ и α2-адренорецепторов) и/или на-
рушениями в системе сигнальных путей тромбоцитов 
[36]. Еще одной причиной снижения агрегации тромбо-
цитов при ПЭ может быть нарушение процессов, регу-
лирующих внутриклеточное содержание цАМФ, цГМФ 
и простагландинов [37]. 

У женщин с ХАГ уровень индуцированной агре-
гации тромбоцитов с АДФ и адреналином в дозе 2,5 
мкг/мл оставался высоким (достоверно не отличался 
от контроля) и был достоверно выше уровня агрегации 
при тяжелой ПЭ, что может быть полезно для диффе-
ренциальной диагностики этих форм гипертензивных 
расстройств. Уровень агрегационной активности тром-
боцитов в данном случае, вероятно обусловлен различ-
ными патогенетическими механизмами и длительно-
стью существования артериальной гипертензии.

Важно отметить, что исследование только уров-
ня максимальной амплитуды агрегации тромбоцитов 
не всегда достаточно для получения ответов на все 
вопросы, касающихся изменений функциональных 
свойств тромбоцитов. Для более точного представле-
ния о процессах активации тромбоцитов необходимо 
исследование и других показателей агрегатограмм: 
времени достижения максимальной амплитуды, дли-
тельности Lag-фазы, скорости агрегации и характера 
кривой агрегации (одноволновой или двуволновой 
вид кривой) [36]. 

Секреция АТФ тромбоцитами, активированными 
АДФ, отражающая реакцию высвобождения плот-
ных гранул и первичную агрегацию была многократ-
но снижена при тяжелой ПЭ (в 8 раз), а при других 
формах гипертензивных расстройств оставалась не-
изменной по сравнению с контролем. Сниженная 
секреторная способность тромбоцитов может быть 
вызвана нарушением процесса дегрануляции или по-
вышением количества тромбоцитов со сниженной 
функциональной активностью при ПЭ [37].

При исследовании гранулоцитарности – параме-
тра, характеризующего насыщенность тромбоцитов 
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гранулами выявлена обратная корреляционная связь 
с уровнем секреции тромбоцитами АТФ (r = -0,82), 
что подтверждает нарушение процессов дегрануля-
ции тромбоцитов у женщин с тяжелой ПЭ.

На сегодняшний день нет единого мнения об из-
менениях в свертывающей системе крови у женщин 
с ПЭ. В ряде исследований отмечен рост коагуляци-
онного потенциала [38, 39], в других напротив – сни-
жение [19, 20], что находит отражение в клинической 
картине: повышенной частоте встречаемости ослож-
нений, как кровотечений, так и тромбозов и тромбо-
эмболий [17–19, 37, 40]. 

Наблюдаемое относительное гипокоагуляционное 
состояние укладывается в лабораторную картину по-
дострого или хронического ДВС-синдрома. В данном 
исследовании получены данные, свидетельствующие 
о формировании относительного гипокоагуляционно-
го состояния у женщин с гипертензивными расстрой-
ствами, особенно при тяжелой ПЭ и ПЭ, развившейся 
на фоне ХАГ, что в свою очередь необходимо рассма-
тривать как повышение риска развития кровотечения 
в послеродовом периоде.

Таким образом, использование в клинической 
практике метода тромбоэластографии, агрегации 
тромбоцитов с низкими концентрациями АДФ и адре-
налина и расширенной тромбоцитограммы позволяет 
комплексно оценить состояние системы гемостаза и 
определить характер нарушений процессов гемокоа-
гуляции у беременных женщин с различными форма-
ми гипертензивных расстройств в III триместре.

Выводы. 1. Исследование функции тромбоцитов 
у женщин с гипертензивными расстройствами в III 
триместре беременности целесообразно выполнять 
с индукторами агрегации АДФ и адреналина в кон-
центрации 1,25 и 2,5 мкг/мл с учетом характеристики 
секреции АТФ и определения уровня гранулоцитар-
ности тромбоцитов по параметру средней концентра-
ции компонентов тромбоцитов (MPC).

2. Использование тромбоэластографии в цельной 
крови при беременности актуально, поскольку по-
зволяет комплексно оценить плазменное и тромбо-
цитарное звенья гемостаза с учетом вклада других 
форменных элементов крови в состояние системы 
гемостаза. 

3. Использование таких параметров ТЭГ как R, K, 
угол α, TMA, Cl, LY30 может быть полезно для диф-
ференциальной диагностики хронической артериаль-
ной гипертензии и тяжелой преэклампсии.

4. У женщин с умеренной преэклампсией и хро-
нической артериальной гипертензией в III триместре 
беременности выявлено снижение активности плаз-
менного звена гемостаза при сохранении функцио-
нальной активности тромбоцитов.

5. У женщин с тяжелой преэклампсией в III триме-
стре беременности отмечается выраженное снижение 
активности плазменного и тромбоцитарного звена ге-
мостаза с нарушением процесса дегрануляции плот-
ных гранул активированных тромбоцитов.

6. У женщин с преэклампсией, возникшей на фоне 
хронической артериальной гипертензии в III триме-
стре беременности выявлено выраженное снижение 

активности плазменного звена гемостаза и снижение 
агрегационной способности тромбоцитов при индук-
ции низкими концентрациями адреналина.
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Введение. Лепра (проказа, болезнь Хансена) — 
хроническое инфекционное заболевание из группы 
микобактериозов, вызываемое M.leprae, характеризу-
ющееся поражением производных эктодермы — кож-
ных покровов, слизистых оболочек и периферической 
нервной системы; продолжительным инкубационным 
периодом, рецидивирующим течением, нередко при-
водящим к инвалидизации. 

По официальным данным ВОЗ число зарегистри-
рованных случаев заболевания лепрой в 2018 г. со-
ставило 211 009. Несмотря на мировую тенденцию к 
снижению заболеваемости лепрой, в эпидемических 
очагах продолжают выявляться новые случаи лепры. 
Заболевание относится к эндемичным в 53 странах 
мира, преимущественно в странах с жарким и влаж-
ным климатом (Юго-Восточная Азия, Африка, Юж-
ная и Центральная Америка), где проживает почти 2 
млрд. людей. В настоящее время основное количе-
ство заболевших (всего в мире около 200 тыс. в год) 
приходится на страны Юго-Восточной Азии (Индия –  
120 тыс. случаев в год), Латинской Америки и Афри-
ки. На территории России эндемичными очагами по 
лепре считаются дельта Волги и Северный Кавказ,  
продолжают выявляться новые случаи заболеваемо-
сти и в странах ближнего зарубежья (Казахстан и Уз-
бекистан), которые носят устойчивый спорадический 
характер [1].

Классификации форм лепры, которых было пред-
ложено несколько, базируются на клинических, 
бактериологических, иммунологических и гисто-
логических критериях этого сложного заболевания. 
Наиболее часто используют классификацию, пред-
ложенную ВОЗ, и ориентированную на лечебные це-
ли. В ее основе лежит деление лепры на две формы: 
малобациллярную (PB) и мультибациллярную (MB). 
Пациенты с первой формой имеют от одного до пяти 
поражений на коже, а пациенты со второй формой – 
шесть и более поражений.

Основными лабораторными методами диагности-
ки лепры являются бактериоскопическое исследова-
ние, патогистологическое исследования кожи, взятой 
из края очага поражения, лепроминовая проба (про-
ба Митсуды), постановка функциональных проб в 
очагах кожных поражений. Однако данные методы 
имеют ряд недостатков, включая очень низкую чув-
ствительность, и не всегда позволяют подтвердить 
диагноз лепра на ранних стадиях заболевания. Этих 
недостатков лишён метод ПЦР (полимеразная цепная 
реакция), который чрезвычайно чувствителен и спец-
ифичен, но он требует оборудованной лаборатории и 
подготовленного персонала, что не всегда выполнимо 
в развивающихся странах [1, 2]. 

В связи с этим внимание медиков было обращено 
на серодиагностику лепры, которая может осущест-
вляться в условиях недостаточного медицинского 
обеспечения. Показано, что при лепре антительный 
иммунный ответ в основном направлен на родо- и 
видоспецифические антигены, такие как  ЛАМ (ли-
поарабиноманнан) и ФГЛ-1 (фенольный гликоли-
пид-1) [3, 4]. Целые молекулы этих антигенов до-
роги в получении и склонны к неспецифическому 

взаимодействию, поэтому в серологии используют 
отдельные эпитопы, которые частично или полно-
стью синтезируют химически. Для иммунореактив-
ности синтетические углеводные эпитопы необхо-
димо конъюгировать с белковым носителем, в роли 
которых наиболее часто используют бычий или че-
ловеческий альбумины. В серодиагностике лепры 
методом иммуноферментного анализа (ИФА) доста-
точно давно используют конъюгаты полусинтетиче-
ского или синтетического аналогов специфического 
углеводного эпитопа из ФГЛ-1 M. leprae с бычьим 
сывороточным альбумином [5]. Недостатком подоб-
ных тест-систем, использующих в качестве антигена 
аналоги углеводного эпитопа из ФГЛ-1, является вы-
явление антител лишь к одному эпитопу, в то время 
как антительный ответ при лепре направлен против 
нескольких антигенов. Поэтому для серодиагно-
стики различных форм лепры  используют разные 
микобактериальные антигены, в частности, ФГЛ-
1, ND-O-BSA, LID-1 [6]. Также были предприняты 
попытки объединения нескольких эпитопов путем 
генетического слияния рекомбинантных лепрозных 
белковых антигенов. Однако в целом эксперимен-
тальные ИФА тест-системы на основе белковых 
антигенов уступают по чувствительности тестам на 
основе углеводных эпитопов [7].

Следует отметить, что, как и ПЦР, ИФА требует ис-
пользования специального оборудования, расходных 
материалов и высококвалифицированного персонала. 
В последние десятилетия наиболее активно развива-
ется серодиагностика в формате иммунохроматогра-
фических тестов (ИХ - тестов), что обусловлено их 
низкой стоимостью, скоростью проведения реакции 
(10-15 мин), возможностью использования метода в 
полевых условиях и визуальной оценки результатов 
[8,9]. Показано совпадение результатов, полученных 
с использованием ИХ-теста и ИФА, выявляющих IgM 
к ФГЛ-1 в 91% случаев при испытаниях на 739 об-
разцах сывороток, собранных в высокоэндемичных 
районах Бразилии, Индонезии, Филиппин и Ганы, а 
так же в Нидерландах. Однако все перечисленные вы-
ше тесты показывают достаточно высокую чувстви-
тельность лишь для выявления MB больных (94-97%) 
и существенно ниже в случае РВ и субклинических 
форм [10]. Хотя признано, что выявление серопози-
тивных  контактных лиц позволит с высокой вероят-
ностью  прогнозировать их заболеваемость и повы-
сить эффективность лечебных и профилактических 
мероприятий, до сих пор в практике нет экспрессных 
методов диагностики субклинических форм. Суще-
ствуют лишь экспериментальные разработки тестов 
на основе цитокинов, которые могут быть перспек-
тивны при различных формах лепры, включая РВ 
форму лепры [11]. 

Ранее мы получили новые серодиагностические 
антигены путем синтеза нескольких микобактери-
альных углеводных эпитопов и  конъюгирования их с 
БСА по отдельности и в комплексе. На основе таких 
гликопротеинов было проведено конструирование и 
предварительная оценка возможностей ИХ-тестов по 
серодиагностике различных форм лепры с использо-
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ванием сывороток крови больных лепрой, контакт-
ных по лепре лиц и здоровых доноров [12]

Материал и методы.  Антигенные конъюгаты. 
Для конструирования ИХ-тестов использовали конъ-
югаты синтетических углеводных эпитопов видоспе-
цифического антигена ФГЛ-1 и родоспецифического 
антигена ЛАМ микобактерий с БСА [12]: 

– конъюгат на основе дисахаридного производно-
го ФГЛ-1 (ФГЛ-1-БСА);

– конъюгат на основе синтезированного комплекса  
дисахаридного производного ФГЛ-1   и разветвлённо-
го гексасахаридного фрагмента ЛАМ (ФГЛ-1/ЛАМ-
БСА); 

– конъюгат на основе диарабинофуранозного про-
изводного ЛАМ (ЛАМ-БСА).

Конъюгат коллоидного золота (КЗ) против IgM 
человека. Синтез КЗ проводили по методу Туркевича 
и Френса [13,14]. 

Размер золотых частиц оценивали методом W. 
Haissу [15]. Оптимальную концентрацию иммуно-
глобулинов для конъюгирования с частицами золота 
определяли по методике Германсон [16]. 

Для конъюгирования к 10 мл КЗ с диаметром 
частиц 20 нм добавляли свежеприготовленный 1 % 
K2CO3, доводя pH до 7,0. После этого к смеси до-
бавляли водный раствор козьих иммуноглобулинов 
G против иммуноглобулинов М человека (Affini-
Pure Goat Anti-Human IgM, Fc5μ Fragment Specific 
(JacksonImmunoResearch)) в оптимальной концен-
трации и инкубировали при перемешивании 30 
мин при комнатной температуре. Затем добавляли 
БСА до конечной концентрации 0,25%. Частицы с 
иммобилизованным белком отделяли центрифу-
гированием при 20 000 g в течение 30 мин, далее 
дважды промывали в 0,01М фосфатно-солевом бу-
фере (ФБР), рН 7,4, содержащем 0,3% БСА. После 
отбора супернатанта, осадок ресуспендировали в 
1,5 мл буфера, содержащем 0,02 М трис, рН 8,2, 1% 
сахарозу, 1% БСА, 0,02% Твин-20 и 0,01% азид на-
трия. Полученный продукт разделяли на аликвоты 
по 50 мкл и хранили в холодильной камере при тем-
пературе от 2 до 8 °С.

Иммунохроматографические тесты (ИХ-
тесты). Для конструирования ИХ-тестов в формате 
«deep stick» использовали материалы производства 
«Advanced Microdevices», Индия: нитроцеллюлоз-
ную мембрану пористостью 10 мкм на подлож-
ке TYPE-CNРF-SN12-L2-H50; стекловолоконный 
фильтр TYPE-PT-R5; сорбирующую подушечку 

(TYPE-GFB-R4(0.35)); поглощающую подушечку 
(TYPE-AP 045). Растворы микобактериальных анти-
генных конъюгатов в ФБР для формирования анали-
тической зоны и раствор кроличьих иммуноглобули-
нов против козьих иммуноглобулинов («ИМТЕК», 
Россия) для формирования контрольной зоны нано-
сили с помощью диспенсера IsoFlow («Imagene Tech-
nology», США) на нитроцеллюлозные мембраны в 
концентрации 0,5 мг/мл, со скоростью нанесения  
4 мм/сек и объемом 0,2 мкл/мм.  В качестве стабили-
зирующих добавок использовали 10-20 % глицерин, 
1 % БСА, 0,01 % азид натрия. Раствор конъюгата КЗ 
с козьими IgG против IgМ человека наносили на сте-
кловолоконный фильтр со скоростью 8 мм/сек и в 
объеме 1,6 мкл/мм. Сушку мембран и фильтров с на-
несенными реагентами проводили в климатической 
камере («Memmert», Германия) при температуре 
(25±2) ºС и влажности 25%. Собранный мультимем-
бранный композит нарезали на полоски с помощью 
автоматического гильотинного нарезчика Index Cut-
ter («A-Point Technologies», США) и упаковывали в 
пластиковые пробирки с помощью вакуумного упа-
ковщика Boxer 35 («Henkelman», Голландия). Изго-
товленные ИХ-тесты хранили в холодильной камере 
при температуре от 2 до 8 °С.

Образцы сывороток крови. Для проверки ИХ-
тестов использовали 22 сыворотки крови пациентов 
с многобактериальной формой лепры (МВ); 10 сыво-
ротоккрови пациентов с малобактериальной формой 
лепры (РВ); 5 сывороток от контактных по лепре лиц 
(с неподтверждённым диагнозом лепра); 20 сыворо-
ток от здоровых доноров. Сыворотки были охаракте-
ризованы, паспортизованы и получены из коллекции 
сывороток крови ФГБУ «НИИЛ» г. Астрахань.

Постановка иммунохроматографического ана-
лиза. Анализ проводили в трех повторностях. Не-
обходимое количество ИХ-тестов выдерживали при 
комнатной температуре 15 минут. Сыворотки размо-
раживали, разводили в 10 раз в 0,1 мл ФБР, pH 7,4 
и вносили в лунку 96-луночного планшета. Затем в 
лунку вертикально погружали ИХ-тест и выдержива-
ли в течение 15 мин, после чего тест извлекали, по-
мещали на горизонтальную поверхность и проводили 
визуальный учёт результатов. 

Результаты и обсуждение. Иммунохромато-
графический анализ 22 образцов сывороток крови 
больных многобактериальной формой лепры с вновь 
разработанными ИХ-тестами на основе трех синтети-
ческих гликоконъюгатов позволил получить 21 поло-

Результаты иммунохроматографического анализа с использованием экспериментальных образцов  
ИХ -тестов для ускоренной серодиагностики лепры

ИХ-тест для ускоренной 
серодиагностики лепры

Чувствительность
для многобактериальных форм, n=22

Чувствительность для малобакте-
риальных форм,  n=10

Специфичность,
n=25

Положительная 
реакция

Отрицательная 
реакция

Положительная 
реакция

Отрицатель-
ная реакция

Положительная 
реакция

Отрицательная 
реакция

№1 (ФГЛ-1-БСА) 21 (95,4%) 1 (4,6%) 6 (60%) 4 (40%) - 25 (100%)
№2 (ФГЛ-1/ЛАМ-БСА) 21 (95,4%) 1 (4,6%) 8 (80%) 2 (20%) - 25 (100%)
№3 (ЛАМ-БСА) 21 (95,4%) 1 (4,6%) 5 (50%) 5 (50%) - 25 (100%)
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жительный результат, свидетельствующий о чувстви-
тельности ИХ-тестов в отношении МВ формы забо-
левания на уровне 95,4% (см. таблицу).

При проведении анализа сывороток крови боль-
ных с малобактериальной формой лепры (n=10) уста-
новлен различный уровень чувствительности скон-
струированных ИХ-тестов. Так, ИХ-тест на основе 
конъюгата БСА с  дисахаридной детерминантой ФГЛ-
1 (ФГЛ-1–БСА) показал положительный результат с 
6 образцами сывороток крови больных с PB формой 
лепры, с 4  образцами сывороток крови больных из 
данной группы зарегистрирован ложноотрицатель-
ный результат. ИХ-тест на основе конъюгата БСА с 
синтезированным комплексом дисахаридной детер-
минанты ФГЛ-1  и гексасахаридной детерминанты 
ЛАМ (ФГЛ-1/ЛАМ-БСА) позволил выявить 8 сы-
вороток крови больных с PB формой лепры при 2 
ложноотрицательных результатах (чувствительность 
анализа составила 80%). При проведении анализа 
данной группы сывороток крови с использовани-
ем  ИХ-теста сконструированного с использованием 
конъюгата БСА с диарабинофуранозным фрагментом 
ЛАМ (ЛАМ-БСА) положительный результат отмечен 
с 5 образцами сывороток крови, с 5 образцами сыво-
роток крови – ложноотрицательный результат (чув-
ствительность анализа составила 50%). 

Иммунохроматографический анализ сывороток 
крови здоровых доноров (n=20) с вновь разработан-
ными ИХ-тестами на основе трёх синтетических 
гликоконъюгатов показал отрицательный результат.  
Также зарегистрирован отрицательный результат при 
проведении анализа с сыворотками крови контактных 
по лепре лиц (n=5). Ложноположительных результа-
тов анализа не выявлено. Таким образом, специфич-
ность анализа с ИХ-тестами на основе всех использо-
ванных при конструировании конъюгатов составила 
100%. Воспроизводимость анализа во всех случаях 
составила 100%.

Высокая  чувствительность (95,4%) разрабо-
танных ИХ-тестов на основе трех синтетических 
гликоконъюгатов в отношении МВ формы заболе-
вания связана с тем, что использованные фрагмен-
ты принадлежат к основным диагностически зна-
чимым микобактериальным антигенам. При анали-
зе результатов исследования с сыворотками крови 
больных с PB формой лепры, показано, что из трёх 
конъюгатов, в качестве биокомпонента  ИХ-теста 
наиболее пригоден конъюгат БСА с синтетическим 
антигенным комплексом дисахаридного фрагмента 
ФГЛ-1 и разветвлённого гексасахаридного фраг-
мента ЛАМ (ФГЛ-1/ЛАМ-БСА). Наличие специфи-
ческих антител к M. leprae  с помощью сконструи-
рованного ИХ-теста установлено в 80% сывороток 
крови больных с PB формой лепры. Данная чув-
ствительность иммунохроматографического ана-
лиза обусловлена наличием в составе конъюгата 
комплекса фрагментов основных видо- и родоспе-
цифичных микобактериальных антигенных эпито-
пов, на которые и происходит выработка антител в 
процессе заболевания лепрой.  Сконструированные 
с использованием синтетических микобактериаль-

ных гликоконъюгатов ИХ-тесты высокоспецифич-
ны в отношении сывороток крови здоровых доно-
ров и контактных по лепре лиц.

Полученные в ходе работы данные позволяют 
сделать вывод о возможности использования синте-
тического гликоконъюгата на основе дисахаридного 
фрагмента ФГЛ-1 и разветвлённого гексасахаридного 
фрагмента ЛАМ в качестве компонента иммунохро-
матографических тестов для серодиагностики лепры.

Перспективность подхода по использованию конъ-
югатов (ФГЛ-1/ЛАМ-БСА) углеводных эпитопов ми-
кобактериальных антигенов в разработке серотестов 
на основе иммунохроматографии требует дальней-
ших исследований с использованием представитель-
ного набора сывороток больных различными форма-
ми лепры и лиц контактных по лепре.
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НОВЫЕ РАННИЕ ПРОГНОСТИЧЕСКИЕ КРИТЕРИИ ИСХОДА БЕРЕМЕННОСТИ  
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Цель: определить новые критерии прогнозирования исхода беременности у женщин с привычным выкидышем на 
основании особенностей дифференцировки наивных клеток и Т-клеток памяти в популяциях Т-хелперов (CD4+) 
и цитотоксических Т-лимфоцитов (CD8+). Обследованы 61 женщина с угрожающим и привычным выкидышем в 
первом триместре гестации. В зависимости от исхода беременности было выделено 3 группы: в I группу вошли 39 
женщины, у которых беременность завершилась своевременными родами; во II – 10 женщин с преждевременными 
родами; в III – 11 пациенток с ранним самопроизвольным выкидышем. Методом трехцветной проточной цитофлуо-
рометрии в периферическая венозная кровь в популяциях CD8+ и CD4+ определялось содержание Tn, Tcm, Tem и Temra 
клеток. Статистический анализ осуществлялся в программах «Statistica for Windows 6.0», «Microsoft Excel 2010» 
и «MedCalс». При проведении ретроспективной оценки установлено, что в группе пациенток, чья беременность 
завершилась преждевременными родами, процентное содержание CD4+Tem клеток памяти было достоверно вы-
ше, а CD4+Tn – ниже, чем в группе со своевременными родами (р=0,013 и р=0,025 соответственно). У пациенток 
с ранним самопроизвольным выкидышем достоверно снижался уровень CD8+Tn на фоне роста CD8+Tem клеток 
памяти по сравнению с аналогичными параметрами пациенток со своевременными родами (р=0,040 и р=0,014  
соответственно). 
Прогнозирование самопроизвольного выкидыша возможно при значении CD4+Tn равном 34,2% и менее (чувствитель-
ность – 100,0%, специфичность – 56,4%, точность – 63,8%), преждевременных родов – при значении CD4+Tn равном 
35,2% и менее (чувствительность – 66,7%, специфичность – 74,4% точность – 72,9%).
Таким образом, новые дополнительные критерии позволят своевременно выявить группу риска и назначить адекватное 
лечение, направленное на пролонгирование желанной беременности.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  привычный выкидыш; дифференцировка Т-лимфоцитов; Т-клетки памяти.
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Введение. Прерывание беременности в первом 
триместре многими учеными рассматривается не 
только как важная составляющая и неотъемлемая 
часть естественного отбора, но и как проявление 
первых серьезных нарушений в репродуктивном здо-
ровье женщины, которое в дальнейшем может стать 
причиной привычной потери беременности. Частота 
привычного выкидыша среди всех желанных беремен-
ностей составляет 2 – 5% [1, 2]. Развитие угрозы преры-
вания в ранние сроки беременности приводит к повы-
шению проницаемости формирующейся плацентарной 
ткани и ведет к усиленному поступлению клеток плодо-
вого происхождения в кровоток матери, что может на-
рушать процесс дифференцировки клеток. Иммунные 
механизмы, протекающие в организме беременной 
женщины, играют крайне важную роль, а нарушение 
сложной цепочки иммунорегуляции может повлечь за 
собой возникновение патологии во время беременно-
сти (невынашивание беременности, задержка роста 
плода, преэклампсия и др.) [3-7].

Цель исследования: определить новые критерии 
прогнозирования исхода беременности у женщин с 
привычным выкидышем на основании особенностей 
дифференцировки наивных клеток и Т-клеток памяти 
в популяции Т-хелперов (Th, CD4+) и цитотоксиче-
ских Т-лимфоцитов (ЦТЛ, CD8+). 

Материал и методы. На базе гинекологического 
стационара ФГБОУ  «Ивановский научно-исследова-
тельский институт материнства и детства имени В.Н. 
Городкова» Минздрава РФ были отобраны 61 женщи-
на с привычным выкидышем и угрозой прерывания 
на момент исследования (О20.0; О26.2 по МКБ-10) в 
первом триместре беременности. На участие в иссле-
довании от каждой женщины было получено письмен-
ное информированное согласие. Путем ретроспектив-
ного анализа в зависимости от исхода беременности 
было выделено 3 группы пациенток: в I группу вош-
ли 39 женщин, у которых беременность завершилась 
своевременными родами; во II – 10 женщин, с пре-
ждевременными родами; в III – 11 пациенток, с ран-
ним самопроизвольным выкидышем. Материалом 
для исследования служила периферическая венозная 
кровь. Методом трехцветной проточной цитометрии 
в периферической венозной крови в популяциях Th 
и ЦТЛ определяли содержание наивных клеток – Tn 
(CD45RA+CD62L+), центральных клеток памяти – Tcm 
(CD45RA-CD62L+), претерминально-дифференциро-
ванных – Tem (CD45RA-CD62L-) и терминально-диф-
ференцированных – Temra (CD45RA+CD62L-) клеток 
памяти на проточном цитофлюориметре FACSCantoII 

в программе FACSDiva (Becton Dickinson, США). 
В работе использовали моноклональные антитела: 
анти-CD4 PerCP-Cy5.5 (clone ОКТ-4), анти-CD8 Per-
CP-Cy5.5 (clone RPA-T8), анти-CD45RA APC (clone 
HI100), анти-CD62L FITC (clone DREG-56), произ-
водства eBioscience (США).

Статистический анализ полученных результатов 
проводился по общепринятым методам вариацион-
ной статистики, после проверки рядов на нормаль-
ность распределения – по критериям Колмогорова — 
Смирнова и Шапиро — Уилка. Данные представлены 
в виде средней величины (М) и стандартной ошибки 
средней (m), статистическая значимость показателей 
в группах определялась по t-критерию Стьюдента и 
считали статистически значимой при уровне р < 0,05. 
Поиск точки разделения расчет чувствительности и 
специфичности проводился на основании построения 
кривой операционных характеристик (ROC-анализ). 
Статистический анализ осуществлялся с использова-
нием пакетов прикладных лицензионных программ 
«Statistica for Windows 6.0», «Microsoft Excel 2010» и 
«MedCalс».

Результаты. Проведенный нами ретроспектив-
ный анализ полученных результатов показал, что 
при угрожающем и привычном выкидыше у пациен-
ток, завершивших беременность преждевременными 
родами, процентное содержание клеток с феноти-
пом CD45RA-CD62L- в популяции периферических 
Th было достоверно выше, а клеток с фенотипом 
CD45RA+CD62L+ — ниже, по сравнению с показате-
лями в группе женщин завершивших беременность 
родами в срок (р=0,013 и р=0,025 соответственно) 
(табл. 1). Статистически значимых различий в содер-
жании CD4+ Tcm и CD4+ Temra клеток памяти между 
показателями I и II группы выявлено не было (р>0,05 
во всех случаях). Проводя сравнительный анализ 
процентного содержания Tn, Tcm, Tem, Temra клеток 
памяти в популяции CD4+ лимфоцитов в группах с 
ранним самопроизвольным выкидышем и со своевре-
менными родами достоверных различий не выявлено 
(р>0,05 во всех случаях).

Проводя оценку характера дифференцировки ЦТЛ 
на системном уровне у пациенток с угрожающим 
и привычным выкидышем в зависимости от исхо-
да беременности (табл. 2) было установлено, что в 
группе женщин, завершивших беременность ранним 
самопроизвольным выкидышем отмечалось досто-
верное снижение пула Tn клеток на фоне роста пу-
ла Tem клеток памяти по сравнению с таковыми в 
группе женщин, завершивших беременность родами 
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в срок (р=0,040 и р=0,014 соответственно). Нами не 
было выявлено достоверных различий в содержании 
СD8+Tcm и CD8+Temra клеток памяти в I и II группах 
(р>0,05 во всех случаях), как и в уровне наивных кле-
ток и Т-клеток памяти в группах с преждевременны-
ми родами и родами в срок(р>0,05 во всех случаях).

В результате проведенного исследования были 
получены новые данные, которые позволили разра-
ботать дополнительные прогностические критерии 
раннего самопроизвольного выкидыша и преждевре-
менных родов у женщин с привычным выкидышем и 
угрозой прерывания на момент исследования, 

Т а б л и ц а  1
Характер дифференцировки периферических Т-хелперов у женщин с угрожающим и привычным выкидышем  

в зависимости от исхода беременности, %

Показатель
Исход беременности

Своевременные роды (n = 39) Преждевременные роды (n = 10) Ранний самопроизвольный выкидыш (n = 11)
CD45RA+CD62L+ (Tn) 41,67 ± 1,86 34,48 ± 2,32

p1=0,025
36,43 ± 3,69

CD45RA-CD62L+ (Tcm) 32,42 ± 1,58 32,14 ± 2,18 31,86 ± 2,03
CD45RA-CD62L- (Tem) 21,04 ± 1,76 29,88 ± 2,63

p1=0,013
28,15 ± 4,17

CD45RA+CD62L- (Temra) 4,32 ± 0,73 3,51 ± 1,04 3,60 ± 0,69
П р и м е ч а н и е . p1 - уровень статистической значимости между группами с преждевременными родами по сравнению с своевременны-

ми родами.

Т а б л и ц а  2
Характер дифференцировки периферических цитотоксических Т-лимфоцитов у женщин с угрожающим и привычным выкиды-

шем в зависимости от исхода беременности, %

Показатель
Исход беременности

Своевременные роды (n = 39) Преждевременные роды (n = 10) Ранний самопроизвольный выкидыш (n = 11)
CD45RA+CD62L+ (Tn) 37,66 ± 1,79 33,45 ± 3,06 28,61 ± 3,51

р1 = 0,040
CD45RA-CD62L+ (Tcm) 12,45 ± 0,80 12,50 ± 1,29 11,59 ± 1,22
CD45RA-CD62L- (Tem) 21,08 ± 1,48 22,10 ± 2,00 25,90 ± 1,15

р1 = 0,014
CD45RA+CD62L- (Temra) 28,79 ± 1,65 31,94 ± 3,13 33,90 ± 3,76

П р и м е ч а н и е . p1 - уровень статистической значимости между группами с ранним самопроизвольным выкидышем по сравнению с 
своевременными родами.

Рис. 1. ROС-анализ показателя наивных клеток в популяции периферических CD8+ лимфоцитов при самопроизвольном вы-
кидыше у женщин с привычным невынашиванием. а - ROC-кривая чувствительности (ось ординат) и специфичности (ось 
абсцисс) показателя относительного содержания CD8+Tn; б – относительный показатель CD8+Tn в периферической венозной 
крови у женщин с привычным невынашиванием со своевременными родами (0) и c самопроизвольным выкидышем (1).

а б
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кание беременности зависит от хорошей адаптации 
материнской иммунной системы в ответ на постоян-
ную стимуляцию клетками плодового происхождения. 
Т-клетки памяти обладают способностью запоминать 
ранее встречавшиеся антигены, что при повторных 
неудачных беременностях позволяет им вызывать 
более быстрый, существенный и сфокусированный 
ответ иммунной системы в отношении отцовско-фе-
тальных антиген-специфических клеток, что может 
приводить к гибели плода [9]. Согласно полученным 
данным можно предположить, что при завершении 
беременности самопроизвольным выкидышем в ран-
ние сроки происходит более стремительный процесс 
развития цитотоксических реакций, направленных на 
отторжение плода (эмбриона), в то время, как при пре-
ждевременных родах, изменения происходят только 
в популяции Т-хелперов, что говорит о более низкой 
антигенной стимуляции иммунной системы матери 
плодовыми клетками, позволяя пролонгировать геста-
ционный срок. Полученные данные, позволили разра-
ботать новые, дополнительные ранние прогностиче-
ские критерии досрочного прерывания беременности.

Заключение. Использование в качестве дополни-
тельного раннего прогностического критерия само-
произвольного выкидыша у женщин с угрожающим и 
привычным выкидышем по уровню периферических 
CD8+Tn клеток и преждевременных родов по уров-
ню CD4+Tn клеток, позволит своевременно выявить 
группы риска, назначить необходимую сохраняющую 
терапию, что позволит пролонгировать беременность 
до срока своевременных родов.

Финансирование. Исследование не имело спон-
сорской поддержки.

Так, при уровне CD8+Tn равном 34,2% и менее, 
прогнозируют ранний самопроизвольный выкидыш. 
По результатам ROC-анализа площадь под ROC-
кривой (AUC) составила 0,769, чувствительность 
данного показателя 100,0%, специфичность 56,4% и 
точность 63,8% (рис. 1, а,б). 

При значении CD4+Tn равном 35,2% и менее воз-
можно прогнозирование преждевременных родов. По 
результатам ROC-анализа площадь под ROC-кривой 
(AUC) составила 0,705, чувствительность данного 
показателя 66,7%, специфичность 74,4 % и точность 
72,9% (рис. 2).

Обсуждение. Резюмируя вышесказанное, можно 
сделать вывод, что в группе пациенток с привычным 
выкидышем и угрозой прерывания на момент иссле-
дования, завершивших беременность ранним самопро-
извольным выкидышем, происходили изменения в ха-
рактере дифференцировки наивных клеток и Т-клеток 
памяти в популяции ЦТЛ, достоверно снижался пул Tn 
клеток на фоне роста пула Tem клеток памяти. В группе 
пациенток с преждевременными родами, достоверно 
повышалось процентное содержание клеток c феноти-
пом CD45RA-CD62L- на фоне достоверного снижения 
уровня клеток с фенотипом CD45RA+CD62L+ в по-
пуляции периферических CD4+ лимфоцитов. Извест-
но, что функциональная активность Т-клеток памяти 
в популяции CD8+ лимфоцитов нуждается в помощи 
CD4+ Т-клеток [8]. Одним из основных компонентов 
эффекторной стадии иммунного ответа являются ЦТЛ, 
которые способны осуществлять цитолитическое дей-
ствие в отношении клетки-мишени за счет продукции 
различных цитокинов и функциональных молекул, 
а также запуская процесс апоптоза. Успешное проте-

а б

Рис. 2. ROС-анализ показателя наивных клеток в популяции периферических CD4+ лимфоцитов при самопроизвольном вы-
кидыше у женщин с привычным невынашиванием. а - ROC-кривая чувствительности (ось ординат) и специфичности (ось 
абсцисс) показателя относительного содержания CD4+Tn; б – относительный показатель CD4+Tn в периферической венозной 
крови у женщин с привычным невынашиванием со своевременными родами (0) и c преждевременными родами (1).
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ОСОБЕННОСТИ СОДЕРЖАНИЯ ЦИТОКИНОВ ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ  
У БЕРЕМЕННЫХ ЖЕНЩИН С ПРИВЫЧНЫМ НЕВЫНАШИВАНИЕМ БЕРЕМЕННОСТИ

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

Проблеме привычной потери беременности в настоящее время посвящено множество исследований,  и это внима-
ние продиктовано сохраняющейся высокой частотой данного состояния. Патогенез привычного невынашивания 
беременности очень сложен и включает множество факторов, в настоящее время особо пристальное внимание 
уделяется иммунным аспектам. Существует мнение, что дисбаланс  цитокинов может играть ключевую роль в 
патогенезе привычного невынашивания беременности.  Проведено обследование 38 беременных женщин в сроке ге-
стации 5-12 недель. Основную группу составили 17 женщин с привычным невынашиванием и угрозой прерывания на 
момент обследования, группу контроля – 21 женщина с неосложненным течением беременности и благоприятным 
анамнезом. Материалом исследования служила периферическая венозная кровь. Сывороточный уровень комплекса 
цитокинов IL-1β, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10, IL-12p70, IL-13, IL-17A, IL-18, IL-21, IL-22, IL-23, IL-27, IFNγ, 
TNFα, GM-CSF определялся на мультиплексном флуоресцентном анализаторе Luminex 200 (Luminex Corporation, 
США).  Значимые различия отмечались в сывороточном содержании IL-1β, IL-22, IL-23 и IL-27, уровень которых  
был выше в основной группе по сравнению с группой здоровых беременных. При оценке сывороточного уровня ци-
токинов  в основной группе  имелись достаточно высокие значения IL-27 (25%) (p<0,05), а TNFα  – в 18% случаев 
(p>0,05), тогда как в группе контроля не регистрировались. Достоверных различий в сывороточном содержании 
IL-2, IL-4, IL-9, IL-12p70, IL-18 и IFNγ в сравниваемых группах не отмечалось (p>0,05).  Одновременное повыше-
ние сывороточного уровня про- и противовоспалительных цитокинов, наблюдавшееся нами, можно объяснить как 
усилением иммунного ответа, так и запуском механизмов фетопротекции. Неадекватная цитокиновая регуляция 
может являться предпосылкой для возникновения условий развития угрозы прерывания настоящей беременности у 
женщин с привычным невынашиванием.  

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  привычное невынашивание беременности; угроза прерывания; цитокины.  
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бенности содержания цитокинов периферической крови у беременных женщин с привычным невынашиванием беремен-
ности. Клиническая лабораторная диагностика. 2020; 65 (5):  299-303. DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2020-
65-5-299-303
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PECULIARITIES OF THE CONTENT OF PERIPHERAL BLOOD CYTOKINES IN PREGNANT WOMEN WITH A 
HABITUAL MISCARRIAGE
V.N. Gorodkov Ivanovo Research Institute of Maternity and Childhood, Ministry of Health of Russia, Ivanovo
A lot of research nowadays is dedicated to the problem of habitual pregnancy loss, and this attention is dictated by the con-
tinued high frequency of this condition. The pathogenesis of habitual pregnancy loss is very complicated and includes many 
factors, at present especially close attention is paid to immune aspects. It is considered, that cytokine imbalance might play a 
key role in the pathogenesis of habitual pregnancy loss. Examination of 38 pregnant women was carried out at 5-12 weeks of 
gestation. The main group consisted of 17 women with habitual miscarriage and the threat of interruption at the time of the 
examination, the control group consisted of 21 women with uncomplicated pregnancy and a favorable obstetric history.  As the 
material for investigation peripheral blood was used. Serum level of a complex of cytokines IL-1β, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, 
IL-10, IL-12p70, IL-13, IL-17A, IL-18, IL-21, IL-22, IL-23, IL-27, IFNγ, TNFα, GM-CSF was assessed on the Luminex 200 
multiplex fluorescence analyzer (Luminex Corporation, USA). The significant differences in the serum level of IL-1β, IL-22, IL-
23 и IL-27 were observed between the groups, in the main group their level was higher comparing to that of healthy pregnant 
women. When  evaluating the cytokines serum level, fairly high values of IL-27 (in 25%of cases) (p<0,05), TNFα  – (in 18% of 
cases) (p>0,05) were found in the main group, while in the control group they were not registered. Significant differences in the 
serum level of IL-2, IL-4, IL-9, IL-12p70, IL-18 and IFNγ were not noted in the compared groups (p>0,05). The simultaneous 
increase in the serum level of pro- and anti-inflammatory cytokines observed in our study can be explained by both an increase 
in the immune response and triggering of fetoprotection mechanisms. Inadequate cytokine regulation may be a prerequisite 
for the development of conditions for the development of a threat of termination of a real pregnancy in women with habitual 
miscarriage. 
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Введение. Привычная потеря беременности – са-
мопроизвольное прерывание двух и более беремен-
ностей (по данным ВОЗ трех и более) – полиэтиоло-
гическое состояние, пусковым механизмом которого 
являются нарушения в репродуктивной  системе [6, 7, 
9, 14]. Этиология привычного невынашивания бере-
менности различна [2, 6]. Среди причин преобладают 
материнские, такие как пороки развития матки (16%), 
генетические аномалии эмбриона (15%), перенесен-
ные инфекционные заболевания матери во время 
беременности, аутоиммунные состояния, гормональ-
ные нарушения, хронический эндометрит [1, 2, 5]. В 
последние годы пристальное внимание уделяется им-
мунным аспектам данного осложнения [6, 11]. Любая 
успешная беременность является результатом слож-
ной координации взаимодействия между иммунными 
клетками, которое опосредовано продуцируемыми 
ими цитокинами [3, 4, 11]. Изменения в этой слож-
ной регуляторной сети во многом определяют разви-
тие той или иной акушерской патологии. Существует 
мнение, что дисбаланс цитокинов может играть клю-
чевую роль в патогенезе привычного невынашивания 
беременности [12, 13].

Цель данной работы – изучить клинические осо-
бенности, а также установить  изменения содержания 
цитокинов в периферической крови, определяющих 
дифференцировку клеток иммунной системы и их 
функциональную активность, у беременных женщин 
с угрозой прерывания в ранние сроки и привычным 
невынашиванием.

Материал и  методы. Для достижения постав-
ленной цели на базе Ивановского НИИ материнства и 
детства им. В.Н.Городкова было проведено обследо-
вание 38 женщин в сроке гестации 5-12 нед: 17 из них 
имели установленный диагноз привычное невынаши-
вание и угрожающий выкидыш на момент обследо-
вания (основная группа) и 21 женщина имела неос-
ложненное течение беременности и неотягощенный 
акушерский  анамнез (группа контроля). Основным 
критерием  отбора  в  программу  исследования  яв-
лялись пациентки с диагнозом привычный выкидыш 
(имеющие в анамнезе 2 и более ранние потери бере-
менности), прогрессирующая одноплодная маточная 
беременность в сроке 5 – 12 нед, наступившая в есте-
ственном цикле, информированное согласие пациент-
ки на участие в исследовании. Критерии исключения: 

самопроизвольный выкидыш в ходу, беременность, 
наступившая в результате вспомогательных репро-
дуктивных технологий,  анэмбриония или другие до-
стоверные признаки нежизнеспособной маточной бе-
ременности, многоплодная беременность, аномалии 
развития половой системы пациентки, соматические 
заболевания в стадии декомпенсации, структурные 
перестройки кариотипов супругов, установленные 
на предгравидарном этапе, тромбофилия, женщины 
с активной инфекцией и проявлением выраженных 
аллергических реакций на момент обследования. 
Материалом исследования являлась венозная пери-
ферическая кровь. Сывороточный уровень комплек-
са цитокинов IL-1β, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10, 
IL-12p70, IL-13, IL-17A, IL-18, IL-21, IL-22, IL-23, 
IL-27, IFNγ, TNFα, GM-CSF определялся на мульти-
плексном флуоресцентном анализаторе Luminex 200 
(Luminex Corporation, США). Полученные результаты 
обрабатывались традиционными методами статисти-
ческого анализа в пакете прикладных лицензионных 
программ «Microsoft Office 2010» и «Statistica 13.0». 
Различия между группами определены при помощи 
критериев t Стьюдента и Манна-Уитни, между отно-
сительными показателями по критерию Хи-квадрат. 
Различия считались достоверными при р<0,05. С 
учетом нормальности распределения данные оцени-
вались или в виде медианы с указанием 25-го и 75-
го перцентилей (Ме (Q25%–Q75%)), или как среднее 
арифметическое и стандартная ошибка среднего 
(M±m).

Результаты. Статистический анализ показал, 
что количество беременностей в анамнезе достовер-
но выше в группе с привычным невынашиванием по 
сравнению с группой контроля: 3,91±0,32 и 2,0±0,25 
(р<0,05). Количество выкидышей в анамнезе в основ-
ной группе также достоверно выше по сравнению с 
беременными группы контроля, и составляет 2,3±0,2 
и 0,08±0,1 соответственно (р<0,001). Достоверно 
чаще выявлено количество неразвивающихся бере-
менностей в анамнезе в основной группе 1,29±0,2, 
тогда как в контрольной группе данные осложнения 
не встречались (р<0,001). Женщины основной груп-
пы достоверно чаще указывали на бактериальную и 
вирусную инфекцию в анамнезе (р<0,004), по пово-
ду которой проводилось этиологическое и противо-
воспалительное лечение. Также в основной  группе  
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женщин  достоверно чаще выявлялся хронический 
эндометрит (р<0,02). Среди пациенток с привычным  
невынашиванием достоверно чаще  отмечались  вну-
триматочные  вмешательства – выскабливание по-
лости матки (р<0,001). При обследовании женщин 
основной группы достоверно чаще выявлялся риск 
тромбофилии – в 67% случаев, в отличие от женщин 
контрольной группы, где данная патология не встре-
чалась (р<0,001). 

При оценке сывороточного уровня цитокинов бы-
ло выявлено, что достаточно высокие значения кон-
центрации IL-27 (15‒130 пкг/ мл) отмечались в 25% 

случаев в группе с привычным невынашиванием бе-
ременности (p<0,002), в то время как в контрольной 
группе данный цитокин не определялся. Наиболее 
значимые различия отмечались в частоте выявления 
IL-1β, IL-22 и IL-23, уровень которых достоверно по-
вышался в группе с привычным невынашиванием по 
сравнению с группой здоровых беременных (p=0,044, 
p=0,018 и p=0,002, соответственно). Содержание IL-
21 в сыворотке крови в группе женщин с привычным 
невынашиванием в 2,3 раза был выше, чем в кон-
трольной группе (32% и 14%, соответственно), од-
нако достоверные различия по данному показателю 

Сывороточный уровень цитокинов в сравниваемых группах. а – сывороточный уровень IL-1beta в группе с привычным невы-
нашиванием и группе контроля (р=0,044); б –  сывороточный уровень IL-23 в группе с привычным невынашиванием и группе 
контроля (р=0,002); в – сывороточный уровень IL-27 в группе с привычным невынашиванием и группе контроля (р<0,002); 
г – сывороточный уровень IL-10 в группе с привычным невынашиванием и группе контроля (р<0,05).

а в

б г
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в группах отсутствовали (p>0,05). В основной груп-
пе в 18% случаев в незначительных концентрациях 
(1‒14 пкг/ мл) выявлялся TNFα (p>0,05), тогда как в 
контрольной группе он не регистрировался. Также, в 
группе с привычным невынашиванием в сыворотке 
крови уровень IL-10 достоверно превышал показате-
ли в контрольной группе (p<0,05) (см. рисунок). 

В основной группе имелась тенденция к повы-
шению уровня IL-13 (p>0,05). При оценке сыворо-
точного содержания цитокинов было выявлено, что 
уровень IL-5, IL-6, IL-17A и GM-CSF был ниже детек-
тируемых значений у женщин с неосложненным те-
чением беременности и, лишь в единичных случаях, 
регистрировался у женщин основной группы (p>0,05 
во всех случаях). Достоверных различий в сыворо-
точном содержании IL-2, IL-4, IL-9, IL-12p70, IL-18 и 
IFNγ в сравниваемых группах не отмечалось (p>0,05). 

Обсуждение. Установлено, что для женщин с 
привычным невынашиванием в отличие от паци-
енток с неосложненным течением беременности 
наиболее характерно наличие в анамнезе внутрима-
точных вмешательств, хронического эндометрита, 
бактериальной и вирусной инфекции генитального 
тракта, риска тромбофилии. Полученные результа-
ты свидетельствуют о том, что при привычном не-
вынашивании беременности на системном уровне 
невозможно четко определить доминирующее вли-
яние Th1 или Th2 клеток. Высокий сывороточный 
уровень IL-1β, наряду с тенденцией к повышению 
содержания TNFα при привычным невынашиванием 
беременности создают условия для дифференциров-
ки клеток макрофагального ряда в сторону М1 под-
типа и выработки ими провоспалительных цитоки-
нов, в том числе IL-23. Выявленное нами повышение 
сывороточного уровня IL-21 позволяет предполо-
жить участие В-лимфоцитов в данном процессе при 
привычном невынашивании беременности. IL-21, 
активируя фолликулярные Tfh, поддерживает диф-
ференцировку В-клеток в плазмобласты и в долго-
живущие В-клетки памяти. IL-27 играет двойствен-
ную роль. С одной стороны, высокие концентрации 
IL-27 активируют цитотоксические Т-лимфоциты и 
натуральные киллеры, что способствует развитию 
воспалительной реакции. С другой стороны, IL-27 
подавляет продукцию провоспалительных цитоки-
нов макрофагами, и индуцирует продукцию IL-10 
инвариантными регуляторными Т-лимфоцитами. 
IL-10  создает условия для дифференцировки клеток 
макрофагального ряда в сторону М2 подтипа, что 
включает протективные механизмы.

    Заключение. Одновременное повышение сыво-
роточного уровня про- и противовоспалительных ци-
токинов можно объяснить как усилением иммунного 
ответа, так и запуском механизмов фетопротекции. 
Неадекватная цитокиновая регуляция может являться 
предпосылкой для возникновения условий развития 
угрозы прерывания настоящей беременности у жен-
щин с привычным невынашиванием.    
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Метаболический синдром (МС) считается возраст-ассоциированной патологией, часто сочетающийся с артериальной 
гипертензией (АГ) и имеет высокую распространенность в пожилом возрасте. Однако сравнительное исследование 
широкого спектра провоспалительных и противовоспалительных интерлейкинов с оценкой их информативности у по-
жилых больных МС с АГ не проводилось. Цель исследования – совершенствование диагностики МС с АГ у больных по-
жилого возраста на основе анализа информативности сывороточных интерлейкинов. Содержание интерлейкинов в 
сыворотке крови изучено у 86 больных МС с АГ в возрасте 60-75 лет и 35 лиц без МС и АГ, сопоставимых по возрасту и 
полу. Установлено, что для диагностики МС в сочетании с АГ в качестве ведущих лабораторных маркеров системного 
иммунитета необходимо использовать высокоинформативные ИЛ – 8, ИЛ – 1B, ИЛ – 4 и ИЛ – 10. Другие сывороточные 
интерлейкины (ИЛ – 6, ИЛ – 2, TNF – α, интерферон – ɣ, интерферон – α и ИЛ – 18) могут рассматриваться как допол-
нительные маркеры при диагностике МС с АГ в пожилом возрасте.
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Metabolic syndrome (MS) is considered an age-associated pathology, often combined with hypertension (AH) and has a high 
prevalence in the elderly. However, a comparative study of the broad spectrum of proinflammatory and anti-inflammatory 
interleukins with an assessment of their informative value in elderly patients WITH MS with AH was not carried out. The aim of 
the study was to improve the diagnosis of MS with hypertension in elderly patients based on the analysis of the informativity of 
serum interleukins.. The content of interleukins in serum was studied in 86 patients with MS and AH aged 60-75 years and 35 
persons without MS and AH, comparable in age and sex. It was found that for the diagnosis of MS in combination with AH as the 
leading laboratory markers of systemic immunity it is necessary to use highly informative IL-8, IL-1B, IL-4 and IL-10. Other serum 
interleukins (Il-6, IL-2, TNF-α, interferon-ɣ, interferon-α and IL-18) can be considered as additional markers in the diagnosis of 
MS with hypertension in the elderly.
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 В выполненных эпидемиологических исследо-
ваниях последних лет показано, что распространен-
ность метаболического синдрома (МС) во взрослой 
популяции составляет до 24% и прослеживается тен-
денция увеличения частоты МС  с увеличением воз-
раста [11].

В настоящее время МС рассматривается как за-
болевание, ассоциированное с возрастом [9]. Одна-
ко при изучении МС проводится чрезвычайно мало 
исследований по анализу возрастных особенностей 
данной патологии, в том числе у лиц пожилого и стар-
ческого возраста [4,8]. 

Современная демографическая ситуация характе-
ризуется стремительным ростом популяции пожилых 
людей в мире, в том числе и в России. В настоящее 
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время примерно 12-15% населения планеты состав-
ляют люди старше 65 лет, причем к 2030 г. их числен-
ность  возрастёт по меньшей мере в 2 раза [9], а к 2050 
г., по прогнозам экспертов ВОЗ, достигнет 25% [2,3]. 
Среди пожилого населения МС встречается значи-
тельно чаще (30-40%), чем у лиц молодого и среднего 
возраста [10]. У больных пожилого и старческого воз-
раста МС протекает тяжелее, с более выраженными 
нарушениями углеводного обмена и поражениями 
сердечно-сосудистой системы [12].

В развитии и прогрессировании сердечно-сосу-
дистых осложнений и МС в последнее время важ-
ное значение придается дисбалансу сывороточных 
провоспалительных  и противовоспалительных  ин-
терлейкинов [13, 15]. Однако данные о связи между 
концентрацией интерлейкинов на системном уров-
не и развитием МС в сочетании с артериальной ги-
пертензией (АГ) единичны и противоречивы [7, 14]. 
Публикаций, посвященных изучению системного ин-
терлейкинового статуса у больных МС в сочетании 
с АГ в пожилом возрасте, не обнаружено. Поэтому 
выявление новых лабораторных предикторов МС,  
которыми  могут являться интерлейкины сыворотки 
крови, в том числе у пожилых пациентов, представля-
ет научно-практический интерес. Однако спектр та-
ких лабораторных параметров среди интерлейкинов 
достаточно широк, что требует выделения наиболее 
диагностически значимых.

Цель исследования – совершенствование диагно-
стики МС с АГ у больных пожилого возраста на ос-
нове анализа информативности сывороточных интер-
лейкинов.

Материал и методы. Обследовано в клинических 
условиях 86 больных МС и АГ в возрасте 60-75 лет 
(основная группа). Критериями включения являлись: 
возраст 60-75 лет, наличие МС, первичная АГ – II-III 
степени, отсутствие острого инфаркта миокарда, зло-
качественных новообразований, нарушений мозго-
вого кровообращения, почечной недостаточности за 
последние 6 месяцев. Диагностика МС и АГ прово-
дились в соответствии с Рекомендациями экспертов 
Всероссийского научного общества кардиологов по 
диагностике и лечению МС [10].

Контролем служили 35 лиц без МС и АГ, сопоста-
вимых по возрасту и полу.

Уровень интерлейкинов в сыворотке крови опре-
деляли иммуноферментным методом с помощью на-
бора «Протеиновый контур» (г. Санкт-Петербург).

Для выделения диагностически значимых сыво-
роточных интерлейкинов рассчитывали отношение 
шансов (ОШ) по формуле: 

ОШ= (a*d)/(b*c), 
где a – наличие данного показателя в основной 

группе, b – отсутствие данного показателя в основ-
ной группе, с – наличие этого показателя в контроль-
ной группе, d – отсутствие данного показателя в кон-
трольной группе [6].

Вычисляли также доверительный интервал ОШ 
для изучаемых интерлейкинов крови и их достовер-
ность. Недостоверные ОШ исключались из анализа, а 
достоверные интерлейкины крови рассматривались в 
качестве информативных лабораторных показателей 
диагностики МС с АГ.

Статистическая обработка данных выполнена с 
использованием программы “Statistica 6.0” и непара-
метрического критерия Вилкоксона.

Результаты и обсуждение. Анализ содержания 
сывороточных интерлейкинов у представителей срав-
ниваемых групп выявил достоверные различия по 
всем изученным интерлейкинам (табл. 1). В наиболь-
шей степени у больных с МС и АГ. пожилого возрас-
та произошло повышение уровня ИЛ-8 в сыворотке 
крови. Значительное увеличение у пациентов основ-
ной группы характерно для содержания на системном 
уровне ИЛ-1β. Существенные изменения установле-
ны также в содержании сывороточных интерлейки-
нов ИЛ-2 и ИЛ-6, уровень которых как и рассмотрен-
ных выше репрезентативно возрос по отношению к 
контрольной группе. Менее значительно в сравнении 
с рассмотренными интерлейкинами повысилось со-
держание в сыворотке TNF-α и интерферона-ɣ, при-
чем их увеличение практически эквивалентное, но с 
достоверной разницей против контрольной группы.

Содержание ИЛ-4, интерферона-α, ИЛ-10 и ИЛ-18 
в сыворотке крови больных МС с АГ, напротив, досто-
верно снизилось. Максимальное уменьшение сыворо-
точных интерлейкинов у пациентов основной группы 
выявлено для ИЛ-4. Незначительно ниже в сравнении 
с ИЛ-4 наблюдается понижение сывороточного ИЛ-
10. Следует обратить внимание также на то, что при 
сочетании МС с АГ у пациентов в пожилом возрасте 
происходит значительное репрезентативное сниже-
ние ИЛ-18. В меньшей степени понизился уровень в 
сыворотке крови интерферона-α.

В единичных исследованиях [7, 13] изучены лишь 
отдельные сывороточные интерлейкины  (ИЛ-6, 
ИЛ-10, ИЛ-18) у больных с МС. Показано, что уро-
вень ИЛ-6 в сыворотке больных АГ с МС составляет 
158,4±5,2 пг/мл, что достоверно выше, чем у пациен-
тов с АГ (122,4±1,2 пг/мл) и здоровых лиц (13,6±1,2 
пг/мл). Аналогичное соотношение установлено и для 
сывороточного ИЛ-10 – 24,6±1,7 пг/мл, 18,2±1,6 пг/мл 
и 13,1±3,2 пг/мл соответственно с достоверным разли-
чием лишь для больных АГ и МС и АГ. Авторы ут-
верждают об активации у больных АГ с МС провоспа-
лительных и противовоспалительных интерлейкинов, 

Т а б л и ц а  1
Содержание интерлейкинов в сыворотке крови в основной и 

контрольной группах ( М±m)

Интерлейкины, 
пг/мл

Больные с МС  
и АГ, 60-75 лет

Лица без МС и АГ, 
60-75 лет

р

ИЛ-1β 
ИЛ-6
ИЛ-2
ИЛ-8
TNF-α
Интерферон-ɣ
Интерферон-α
ИЛ-4
ИЛ-10
ИЛ-18

72,4 ±2,8
64,7±2,4
204,5±3,6
49,6±3,1
14,8±1,3
28,2+-1,5
17,5±1,2
1,1±0,1
5,2±0,3
76,7±4,2

10,3 ±1,2
15,8±1,9
63,7±3,3
5,0±1,6
6,8±1,7
13,4±1,1
26,9±1,2
4,4±0,3
19,5±1,2
215,6±6,3

<0,001
<0,001
<0,001
<0,001
<0,001
<0,001
<0,001
<0,001
<0,001
<0,001
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что, по их мнению, вероятно, имеет компенсаторный 
характер при изучаемой патологии [13].

У больных АГ 2 степени и сахарным диабетом по 
сравнению с пациентами с АГ без сахарного диабета 
наблюдается  достоверное повышние сывороточного 
ИЛ-6 и ИЛ-18 [7]. В других же известных публика-
циях представлены результаты изменения сыворо-
точных ИЛ-1, ИЛ-6, ИЛ-4 и ИЛ-10 у больных АГ в 
сравнении со здоровыми лицами [1,2], в которых 
установлено повышение ИЛ-1, ИЛ-6 и, наоборот, 
снижение – ИЛ-4 и ИЛ-10 у пациентов с АГ. Эти дан-
ные не противоречат полученным нами результатам 
при обследовании больных МС с АГ. У студентов с 
АГ выявлено достоверное повышение в сыворотке 
крови ИЛ-1β, ИЛ-6 и ИЛ-8 [5]. Однако информация о 
других сывороточных интерлейкинах у больных АГ с 
МС и без МС в научной литературе не представлена, 
равно как и отсутствуют данные об информативности 
какого-либо интерлейкина, что затрудняет отбор диа-
гностически значимых интерлейкинов.

Впервые выполненная нами оценка информатив-
ности сывороточных интерлейкинов для совершен-
ствования лабораторной диагностики МС с АГ у по-
жилых показывает, что наибольшей диагностической 
значимостью по величине ОШ обладает ИЛ – 8 (табл. 
2), которая существенно превосходит показатели ОШ, 
установленные для других интерлейкинов крови. Вы-
сокой информативностью для диагностики МС с АГ 
в пожилом возрасте среди изученных сывороточных 
интерлейкинов обладают ИЛ1β и ИЛ-4. Последний, 
как известно, относится к группе противовоспали-
тельных интерлейкинов и, наряду с другим противо-
воспалительным интерлейкином – ИЛ-10, может рас-
сматриваться в качестве ведущего маркера МС, соче-
танного с АГ.

Для указанных выше сывороточных интерлейки-
нов ОШ являются достоверными, что позволяет их 
рекомендовать для диагностики МС с АГ в пожилом 
возрасте.

Остальные сывороточные интерлейкины харак-
теризуются меньшей информативностью, величина 
ОШ которых варьирует от 1,603 для интерферона – ɣ  
до 2,754 – для ИЛ – 2. Данные интерлейкины сыво-

ротки крови следует отнести к дополнительным ла-
бораторным маркерам для диагностики обсуждаемой 
патологии. В эту группу сывороточных интерлейки-
нов, имеющих статистически достоверную значи-
мость, включены ИЛ-2, ИЛ-6, TNF-α, интерферон-ɣ, 
интерферон-α, ИЛ-18.

Заключение. Выполненный впервые анализ ши-
рокого спектра сывороточных интерлейкинов у по-
жилых больных МС в сочетании с АГ выявил дисба-
ланс провоспалительных и противовоспалительных 
интерлейкинов, проявляющихся в первую очередь 
значительным повышением ИЛ – 8, ИЛ – 1β, ИЛ-2 и 
угнетением синтеза противовоспалительных интер-
лейкинов – ИЛ – 4 и ИЛ – 10. На основе расчета от-
ношения шансов впервые установлена информатив-
ность интерлейкинов крови, среди которых ведущи-
ми для лабораторной диагностики МС и АГ являются 
ИЛ-8, Ил-1β, ИЛ-4 и ИЛ-10.

Содержание в сыворотке крови у больных по-
жилого возраста ИЛ-6, ИЛ-2, TNF-α, интерферон-α, 
интерферон-ɣ, ИЛ-18 следует рассматривать в каче-
стве дополнительных маркеров верификации МС с 
АГ.
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Бактерии рода Salmonella - одни из ведущих бактериальных возбудителей острых кишечных инфекций, в том числе воз-
никающих в виде групповых заболеваний с пищевым фактором передачи. Сальмонеллёзная инфекция может протекать 
как гастроэнтерит с развитием осложнений и генерализацией инфекции, нередко регистрируются внекишечные формы, 
требующие назначения антибактериальной терапии. В настоящее время эффективность многих групп антибиотиков 
снижена из-за развития резистентности у возбудителя. Национальные системы надзора следят за устойчивостью 
штаммов Salmonella к антибиотикам «критически важным для медицины» (цефалоспоринам расширенного спектра, 
фторхинолонам), за множественной устойчивостью. Штаммы Salmonella, устойчивые к хинолонам, отнесены Всемир-
ной Организацией Здравоохранения к группе возбудителей с высоким уровнем приоритетности. В статье охарактеризо-
вана текущая ситуация по сальмонеллёзам в мире. Обобщены зарубежные и отечественные данные о ведущих сероварах 
возбудителя, циркулирующих в последние годы в различных регионах мира, показана частота выявления клинически зна-
чимой устойчивости в зависимости от серовара Salmonella в странах, где мониторинг проводится на государствен-
ном уровне. Описаны молекулярные механизмы резистентности (хромосомные и плазмидные), выявленные у штаммов 
Salmonella, показана их распространённость у штаммов различных сероваров. Представлена информация об успешных 
международных полирезистентных клонах Salmonella, имеющих характерные фенотипы и генотипы резистентности, 
описаны молекулярные методы изучения механизмов резистентности, показана необходимость и значимость микро-
биологического мониторинга чувствительности к антибиотикам в эпидемиологическом надзоре за сальмонеллёзами.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  Salmonella; чувствительность; резистентность; антимикробные препараты; хинолоны; цефа-
лоспорины расширенного спектра; gyrA; БЛРС.

Для цитирования: Егорова С. А., Кафтырева Л. А., Помазанов В.В.  Современные тенденции развития устойчивости 
бактерий рода Salmonella к клинически значимым антибиотикам (обзор литературы). Клиническая лабораторная диа-
гностика. 2020; 65 (5): 308-315. DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2020-65-5-308-315
Egorova S. A.1, Kaftyreva L. A.1,2, Pomazanov V.V.3

CURRENT TRENDS IN THE DEVELOPMENT OF RESISTANCE TO CLINICALLY  SIGNIFICANT 
ANTIBIOTICS IN  SALMONELLA (REVIEW OF LITERATURE)
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Salmonella is one of the leading bacterial pathogens of acute diarrhea as well as foodborne outbreaks. Salmonellosis can occur 
as gastroenteritis with the development of complications and generalization of infection, also the extra intestinal diseases that 
require antibiotic therapy are often registered. Currently, the effectiveness of many antibiotics is reduced due to the development 
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Бактерии рода Salmonella занимают второе место 
после Campylobacter в «рейтинге» возбудителей ин-
фекций общих для человека и животных, ежегодно в 
странах Евросоюза (ЕС) регистрируют около 100 тыс. 
случаев сальмонеллёзной инфекции [1]. Salmonella 
лидируют как возбудители групповых заболеваний 
(вспышек), вызванных употреблением контаминиро-
ванных пищевых продуктов, которые нередко приобре-
тают масштаб международных. В 2018 г. в странах ЕС 
около 35,0% этиологически расшифрованных вспы-
шек (более 1500) вызваны бактериями рода Salmonella, 
охватывая максимальное число пострадавших, госпи-
тализированных и умерших лиц [2]. Проблема забо-
леваемости сальмонеллёзами остается актуальной для 
Российской Федерации несмотря на снижение уровня 
заболеваемости (с 35,2 на 100 тыс. населения в 2009 
г. до 22,9 в 2018 г.). Сальмонеллёзы занимают третье 
место (после рота- и норавирусной инфекций) в струк-
туре очагов групповой заболеваемости с фекально-
оральным механизмом передачи: в 2018 г. зарегистри-
ровано 83 очага с вовлечением более 2000 человек, из 
которых около 70% составляли дети [3,4].

Несмотря на широкий спектр выделяемых серова-
ров, во всех странах ведущим возбудителем сальмо-
неллёзов являются штаммы S. enteritidis, частота выде-
ления других сероваров зависит от региона. Перечень 
сероваров Salmonella, выделяемых от людей согласно 
данным национальных систем надзора за сальмонел-
лёзами представлен в табл. 1. В странах ЕС штаммы 
S. enteritidis вызывают до 50% случаев сальмонеллё-
зов. В перечень часто выделяемых входят серовар S. 
typhimurium и его «монофазный» вариант Salmonella 
1,4,[5],12:i:– (13,4 и 8%, соответственно), S. infantis 
(2,3%) [5]. В Канаде к серовару S. enteritidis относится 
каждый четвёртый выделенный штамм, второе-третье 
место почти с одинаковой частотой делят серовары S. 
heidelberg и S. typhimurium (13 и 12% соответственно), 
четвёртое-пятое – S. newport и Salmonella 1,4,[5],12:i:- 
(6 и 5% соответственно) [6]. В США доля серовара S. 
enteritidis значительно ниже (16,8%), около 10% штам-
мов относятся к сероварам S. newport и S. typhimurium, 
около 5%  -  к S. javiana и Salmonella 1,4,[5],12:i:- [7]. 
Нередко увеличение доли того или иного серовара 
связано с возникновением вспышек сальмонеллёза. В 
2017 г. рост заболеваемости сальмонеллёзом S. newport 
в странах ЕС обусловлен вспышкой в Великобритании 

[1], S. agona - вспышкой у детей раннего возраста, свя-
занной с употреблением детской молочной смеси [8]. 
В РФ в этиологической структуре сальмонеллёзов в 
течение многих лет доминирует серовар S. enteritidis, 
доля которого достигает 70 - 80%. В перечень наиболее 
часто выделяемых входят серовары S. typhimurium и  
S. infantis (2-7% и 5-9%, соответственно), доли штам-
мов других сероваров редко превышают 1% [3,9].

У штаммов Salmonella необходимо определять 
чувствительность к антимикробным препаратам 
(АМП) с целью коррекции проводимой терапии, для 
мониторинга устойчивости в рамках эпидемиологи-
ческого надзора за сальмонеллёзами. Национальные 
системы надзора следят за устойчивостью штаммов 
Salmonella прежде всего к АМП, «критически важ-
ным для медицины» (цефалоспоринам расширенного 
спектра (ЦРС), фторхинолонам), за множественной 
устойчивостью к трём и более группам АМП (multi 
drug resistance, MDR). Данные о клинически значи-
мой устойчивости, выявленной у штаммов Salmonella 
разных сероваров в странах, где мониторинг прово-
дится на государственном уровне, представлены в 
табл. 2. Данные, полученные для штаммов, выделен-
ных в РФ, приведены в табл. 3. Уровни клинически 
значимой резистентности варьируют в зависимости 
от региона и сероваров.

Цефалоспорины расширенного спектра (цефотак-
сим, цефтриаксон, цефиксим, цефепим) рекомендова-
ны для лечения сальмонеллёзной инфекции у детей и 
пациентов с тяжёлыми сопутствующими заболевани-
ями [10]. Несмотря на то, что в целом частота выделе-
ния штаммов Salmonella, устойчивых к ЦРС, невысо-
ка (менее 2% в странах ЕС, около 4% в США, до 8% 
в Канаде), тем не менее, для некоторых сероваров она 
значительно превышает средние показатели. В стра-
нах ЕС устойчивость к ЦРС наиболее часто выявля-
ют у серовара S. kentucky (17,1% штаммов), в США –  
S. dublin (71,4%), S. infantis (16,7%), S. saintpaul 
(11,1%), в Канаде – S. heidelberg (31%) [6,11-13]. 
Устойчивость штаммов Salmonella к этому классу 
АМП обусловлена плазмидным механизмом: про-
дукцией b-лактамаз расширенного спектра (БЛРС) и 
цефалоспориназ молекулярного класса С (AmpC). В 
США у подавляющего числа устойчивых штаммов 
выявлена продукция цефалоспориназы AmpC CMY-2 
[13], в странах Европы и Азии преобладали БЛРС ге-
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нетического семейства СТХ-М [14-17]. В Корее выде-
лены штаммы, продуцирующие СТХ-М79, СТХ-М15, 
CMY-2, при этом с 2010 по 2017 г. доля штаммов, 
устойчивых к ЦРС, выросла с 0 до 25% [14,15]. В 
Швейцарии и Иране в 2010-2015 гг. выявлен клон 
S. infantis ST32, штаммы которого продуцировали 

CTX-M65 [16,17]. Штаммы Salmonella, продуцирую-
щие b-лактамазы различных генетических семейств, 
выделяют практически во всех странах от людей, из 
пищевых продуктов, от сельскохозяйственных живот-
ных [18,19]. У единичных штаммов Salmonella обна-
ружены карбапенемазы клинически значимых гене-

Т а б л и ц а  1
Ведущие серовары Salmonella, выделяемые от людей, по данным национальных систем надзора за сальмонеллёзами (%)

Страны Евросоюза [5] США [7] Канада [6] Российская Федерация [3,9]
Серовары % Серовары % Серовары % Серовары %

S. enteritidis 49,1 S. enteritidis 16,8 S. enteritidis 24,0 S. enteritidis 74,0-84,0
S. typhimurium 13,4 S. newport  10,1 S. heidelberg 13,0 S. typhimurium 2,0-11,7
S. 1,4,[5],12:i:– 8,0 S. typhimurium 9,8 S. typhimurium 12,0 S. infantis 1,3-9,0
S. infantis 2,3 S. javiana 5,8 S. newport    6,0 Другие  

серовары 
7,0-16,0

S. newport  1,2 S. 1,4,[5],12:i:–  4,7 S. 1,4,[5],12:i:–  5,0
S. agona, S. derby
S. kentucky

0,8 S. infantis 2,7 Другие серовары 40,0

S. stenley, S. java,   
S. coeln
S. virchow,  S. chester,
S. bareilly, S. naples,
S. brandenburg, S. hadar,
S. saintpaul, S. kottbus
S. bovismorbificans

0,3-0,7 S. muenchen, S. montevideo, 
S. braenderup

2,6-2,1

S. tompson, S. saintpaul ,  
S. heidelberg,  

S. oranienburg,  S. mississippi

1,7-1,1

S. bareilly, S. berta, S. agona, 
S. paratyphi B (tartrate+), S. anatum 

0,9-0,6

Другие серовары 18,0 Другие серовары 30,8

Т а б л и ц а  2
Серовары Salmonella, для которых характерна устойчивость к клинически значимым антимикробным препаратам  

(доля устойчивых штаммов, %)

Страны Евросоюза [11] США [12,13] Канада [6]
Цефалоспорины расширенного спектра
Всего 1,9 Всего 3,4 Всего 7,8
S. kentucky 17,1 S. dublin 71,4 S. heidelberg 30,1
S. dublin 3,4 S. infantis 16,7 S. newport 7,0
S. infantis 2,6 S. saintpaul 11,1 S. 1,4,[5],12:i:– 6,0
S. typhimurium 2,6 S. newport 5,6 S. typhimurium 2,0
S. 1,4,[5],12:i:– 2,2 S. typhimurium 5,5 S. enteritidis 0,4
S. enteritidis 0,3 S. heidelberg 2,9

S. 1,4,[5],12:i:– 1,7
S. enteritidis 0,5

Фторхинолоны
Всего 13,0 Всего 6,6 Всего 11,7
S. kentucky 92,6 S. dublin 21,4 S. enteritidis 12,0
S. infantis 23,4 S. enteritidis 21,1 S. typhimurium 2,0
S. enteritidis 12,3 S. infantis 20,6 S. heidelberg 1,0
S. typhimurium 8,0 S. 1,4,[5],12:i:– 7,4 S. 1,4,[5],12:i:– 2,0
S. 1,4,[5],12:i:– 6,0 S. hadar 5,3 S. newport 2,0

S. typhimurium 2,6
S. newport 1,6

Множественная устойчивость к антимикробным препаратам  (3 и более классов)
Всего 28,6 Всего 12,4 Всего 14,4
S. kentucky 76,3 S. dublin 58,3 S. 1,4,[5],12:i:– 50,0
S. typhimurium 39,7 S. 1,4,[5],12:i:– 67,8 S. typhimurium 29,7
S. 1,4,[5],12:i:– 81,4 S. typhimurium 18,3
S. infantis 39,4 S. infantis 15,3
S. enteritidis 1,6 S. newport 5,6

S. enteritidis 4,2
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тических  семейств: KPC-2 (S. cubana, S. typhimurium, 
S. schwarzengrund), OXA-48 (S. typhimurium, S. saint-
paul, S. kentucky, S. paratyphi B), металло-бета-лак-
тамазы IMP-4 (S. waycross, S. typhimurium), VIM-1 
и VIM -2 (S. infantis, S. kentucky ST198), NDM-1 (S. 
senftenberg, S. westhampton, S. stanley, S. agona, S. in-
diana, S. corvallis), NDM-5 (Salmonella 1,4,[5],12:i:-) 
[20]. Появление устойчивости к карбапенемам у Sal-
monella вероятно связано с диссеминацией детерми-
нант резистентности от госпитальных штаммов K. 
pneumoniae и E. сoli, которые выделяют не только в 
стационарах от госпитализированных пациентов, но 
и во внебольничных условиях.

В РФ по данным разных исследователей устойчи-
вость к ЦРС выявлена у 0-45,3% штаммов Salmonella 
[21-30]. Первые сообщения о выделении штаммов, 
продуцирующих БЛРС, появились в конце 1990-х го-
дов и относились к серовару S. typhimurium клональ-
ной линии ST328, штаммы которого циркулировали в 
РФ, Беларуси, Казахстане [31]. В дальнейшем описа-
ны штаммы других сероваров (S. virchow, S. newport, 
S. enteritidis, S. coeln), продуцирующие БЛРС генети-
ческих групп CTX-M1,-2,-9 и цефалоспориназу CMY-
2 [22,30].

Фторхинолоны (ципрофлоксацин, левофлоксацин 
и др.) рекомендованы как препараты первого выбора 
при лечении сальмонеллёзной инфекции у взрослых 
[10]. По суммарным данным устойчивостью к фтор-
хинолонам характеризуются от 7% (США) до 13% 
(страны ЕС) штаммов Salmonella. В США в серова-
рах S. dublin, S. enteritidis, S. infantis доля устойчивых 
штаммов в три раза превышала средние показатели 
[12,13], в странах ЕС практически все штаммы S. ken-
tucky (92,6%) устойчивы к фторхинолонам, доля та-
ких штаммов S. infantis превышала 20% [11].

Основным механизмом устойчивости к этой груп-
пе АМП у штаммов Salmonella является модификация 
мишени (ферментов ДНК-гиразы и топоизомеразы IV) 
вследствие приобретения мутаций в хромосомных ге-
нах, главным образом gyrA и parC. У штаммов Salmo-
nella с устойчивостью низкого уровня (МПК ципроф-
локсацина 0,12-0,5 мг/л) описаны единичные одно-
нуклеотидные замены Ser83Phe, Ser83Tyr, Asp87Asn 
в гене gyrA. Высокоустойчивые штаммы (МПК ци-
профлоксацина 1,0 мг/л и выше) имеют, как правило, 
три однонуклеотидные замены: в гене gyrA (Ser83Phe 
+ Asp87Asn) и parC (Ser80Ile) [13, 32, 33]. Другие ме-
ханизмы резистентности, как хромосомные (снижение 
экспрессии поринов внешней мембраны, повышение 
экспресии эффлюксных систем), так и плазмидные (ге-
ны qnr, aac(6’)-Ib-cr, oqxAB), выявлены у Salmonella 
значительно реже и не имеют самостоятельного значе-
ния, повышая устойчивость у штаммов с уже имею-
щимися мутациями в гене gyrA [13, 33-35]. Описанные 
гены входят в состав трансферабельных элементов на 
плазмидах и нередко локализованы рядом с генами, 
обусловливающими устойчивость к другим классам 
АМП (blaCTX-M, blaCMY-2, blaКРС, cat, dfrA и др.).

Исследования, проводимые в РФ, свидетельствуют 
об актуальности устойчивости Salmonella к хиноло-
нам в нашей стране. Многолетний мониторинг в РФ 
осложнён неоднократными изменениями критериев 
интерпретации и методических подходов к тестиро-
ванию этого класса АМП. Для объективного сравне-
ния показателей устойчивости в разные годы следу-
ет опираться на данные тестирования налидиксовой 
кислоты, как индикаторного препарата для детекции 
ведущего хромосомного механизма устойчивости. В 
различные годы на территориях РФ устойчивость к 
хинолонам выявляли у 0-63,3% штаммов [21-30,36].

Т а б л и ц а  3
Устойчивость к клинически значимым антимикробным препаратам штаммов Salmonella,  

выделенных от людей в Российской Федерации 

Серовар (число исследуемых 
штаммов) Территория Годы

выделения

Доля устойчивых штаммов, %
СсылкаЦефалоспорины  

расширенного спектра
Налидиксовая 

кислота
Ципроф-
локсацин

Salmonella spp. (66) Екатеринбург 1999 1,5 но 0 21
Salmonella spp. (562) Санкт-Петербург

2003–2005
0,2 6,3 0

22
S. enteritidis (450) 0 5,8 0
S. enteritidis (64)

2010-2014
18,8 0 0

23
S. typhimurium (22) 45,3 0 0
Salmonella spp. (746) 2014-2018 1,6 63,3 63,3 30
S. enteritidis (433) Москва 2005–2008 8,3–14,4 46,9 0,5 24
Salmonella spp. (63) Пермский край 1987-2009 1,6 но 0 25
S. enteritidis (85) Дальневосточный

и Сибирский ФО
1989-2000 но но 0

36
S. enteritidis (528) 2003-2008 но но 53,6
S. enteritidis (77) 2011-2016 0-0,4 42,5-59,2 0 26
Salmonella spp. (158) Казань 2007-2009 0,85 но 0 27
Salmonella spp.  Красноярский край 2015 2,2 но 11,1 28
S. enteritidis, 
S. typhimurium (456)

Смоленск 2012-2017 6-7,0 но 6,3 29
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Штаммы Salmonella с множественной устойчи-
востью к АМП чаще выделяли в странах ЕС (28,6% 
штаммов), чем в США (12,4%) и Канаде (7,8%). 
MDR-фенотип характерен для штаммов «монофаз-
ного» варианта S. typhimurium (50-80%), S. kentucky 
(около 80%), S. heidelberg, S. typhimurium, S. infantis 
(около 40%) [6,11-13].  В США несмотря на то, что 
доля серовара S. dublin не превышает 1%, большая 
часть штаммов, выделяемых в последние годы, обла-
дает множественной устойчивостью к АМП (от 60 до 
90%), в том числе к ЦРС (66,7%). Ситуация ослож-
няется тем, что сальмонеллёз, вызванный S. dublin, 
более чем у половины пациентов протекает как гене-
рализованная инфекция и требует обязательной анти-
микробной терапии [13,37].

Обращает на себя внимание появление штаммов 
Salmonella, устойчивых к азитромицину, препарату 
из класса макролидов, который относительно недав-
но стали использовать для лечения сальмонеллёзов 
(2,5% штаммов в странах ЕС, 1,1% в США), к пре-
паратам резерва, используемым для лечения тяжёлых 
нозокомиальных инфекций - колистину (4,7%) и тиге-
циклину (0,8%) [11,12].

Устойчивость Salmonella к АМП во многом обу-
словлена распространением так называемых «успеш-
ных» полирезистентных клонов (генетических ли-
ний), характеризующихся определённым фенотипом 
резистентности и набором генетических детерми-
нант, обеспечивающих этот фенотип. С 1970-х по 
2010-е годы в Европе циркулировали полирезистент-
ные штаммы S. typhimurium фаготипа 104 (DT104), в 
конце 2000-х  годов зарегистрированы международ-
ные вспышки, вызванные «монофазным» вариантом 
S. typhimurium с антигенной формулой 1,4,[5],12:i:– 
[38,39]. В начале XXI века этот вариант во многих 
странах вошёл в список сероваров, наиболее часто 
выделяемых от людей, сельскохозяйственных живот-
ных, домашней птицы, кормов и пищевых продуктов 
[6,11-13].

Большая часть штаммов серовара S. kentucky, 
циркулирующих в мире, являются результатом кло-
нальной экспансии одной генетической линии - сик-
венс-типа ST198, возникшей около 30 лет назад в 
Египте путём приобретения хромосомного островка 
патогенности с генами резистентности к ампицил-
лину, стрептомицину, гентамицину, сульфаметокса-
золу, тетрациклину, и многочисленных хромосом-
ных мутаций, обусловливающих устойчивость к 
хинолонам [40]. В процессе дальнейшей эволюции 
отдельные линии этого клона приобрели плазмид-
ные детерминанты резистентности к современным 
АМП: гены БЛРС CTX-M-15 и цефалоспориназы 
CMY-2, карбапенемаз ОXA-48 и VIM. Около 80% 
штаммов S. kentucky имеют множественную устой-
чивость к АМП [11].

Среди штаммов S. newport (в последние годы вто-
рой-третий по частоте выделения в США серовар) 
встречаются штаммы с характерным фенотипом мно-
жественной устойчивости, продуцирующие цефало-
спориназу CMY-2, устойчивые к семи классам АМП 
- так называемый клон S. newport MDR-AmpC. В на-

чале 2000-х годов в США такие штаммы составляли 
до 85% резистентных к ЦРС Salmonella [13,41].

В Иране и Швейцарии в последние годы от людей 
и из мяса кур выделяют штаммы S. infantis генетиче-
ской линии ST32, которая включает как чувствитель-
ные штаммы, так и с множественной устойчивостью 
к АМП, приобретшие различные детерминанты рези-
стентности: хромосомные (мутация Asp87Gly в гене 
gyrA) и плазмидные (гены blaСТХ-М-65 и mcr-1) [17,42]. C 
начала 2000-х г. г. в странах ЕС от людей, кур, из пище-
вых продуктов выделяют штаммы S. mbandaka ST413 
с плазмидоопосредованной резистентностью к хиноло-
нам и ЦРС (продуцирующие цефалоспориназу CMY-2) 
[43]. В РФ некоторыми исследователями выявлены еди-
ничные штаммы международных полирезистентных 
клонов S. newport MDR-AmpC и S. kentucky ST198 [30].

Для выявления штаммов «успешных» клонов Sal-
monella в рамках эпидемиологического надзора за 
сальмонеллёзами необходимо изучение молекулярных 
механизмов устойчивости. Наиболее доступными ме-
тодами являются мультиплексные ПЦР, позволяющие 
выявить гены, кодирующие b-лактамазы различных 
генетических семейств (ТЕМ, SHV, OXA, PSE, CMY, 
KPC, VIM, IMP, NDM, GES и др.) и устойчивость 
к хинолонам. В РФ разработаны тест-системы для 
ПЦР с гибридизационно-флуоресцентной детекцией 
«АмплиСенс®MDR MBL-FL» и «АмплиСенс®MDR 
KPC/OXA-48-FL» (ФБУН ЦНИИ эпидемиологии Ро-
спотребнадзора) для детекции генов распространён-
ных карбапенемаз у штаммов или в пробах клиниче-
ского материала. Возможно проведение гибридиза-
ции с флуоресцентно-меченными зондами в формате 
Luminex или ДНК-чипов. Учитывая разнообразие ге-
нов резистентности, возможность сочетания различ-
ных механизмов у одного штамма, наиболее полную 
информацию позволяет получить полногеномное сек-
венирование (whole genome sequencing, WGS). В сво-
бодном доступе представлены биоинформационные 
платформы для анализа данных WGS, позволяющие 
выявить известные детерминанты резистентности 
в полностью или частично собранных геномах: на-
пример, Comprehensive Antibiotic Research Database 
(http://arpcard.mcmaster.ca) и ResFinder (https://cge.
cbs.dtu.dk/services/ResFinder).

Мониторинг, проводимый в разных странах, свиде-
тельствует о том, что в популяции Salmonella сформи-
ровалась устойчивость к АМП, рекомендованным для 
лечения сальмонеллёзов. В 2017 г. ВОЗ представила 
перечень «приоритетных возбудителей», устойчивость 
которых к определённым классам АМП представляет 
угрозу для здоровья человека. В этом перечне штаммы 
Salmonella, устойчивые к фторхинолонам, отнесены к 
группе возбудителей с высоким уровнем приоритет-
ности [44]. На всех континентах отмечена циркуля-
ция «успешных» клонов Salmonella, штаммы которых 
устойчивы к этой группе препаратов. В РФ доля устой-
чивых штаммов среди выделенных от людей, живот-
ных, из пищевых продуктов достигает  50-60%.

Широкое использование b-лактамов и хинолонов 
в сельском хозяйстве способствует диссеминации 
генов резистентности в штаммах возбудителей об-
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щих для человека и животных, к которым относят-
ся Salmonella. Локализация генов резистентности 
к различным классам АМП на одном мобильном 
элементе делает возможной ко-селекцию штаммов, 
устойчивых даже к тем препаратам, которые не ис-
пользуются активно в медицине и сельском хозяй-
стве. Такая «перекрестная» селективная адаптация и 
горизонтальный перенос генов от штаммов E. coli и 
K. pneumoniae вносят свой вклад в появление и рас-
пространение устойчивых к АМП штаммов Salmo-
nella. Многие АМП выводятся неизменёнными из 
организма человека и животных, попадают в объ-
екты окружающей среды (вода открытых водоёмов, 
почва, сточные воды), где служат селективным фак-
тором, способствующим сохранению резистентных 
микроорганизмов и обмену генетической информа-
цией между бактериями разных видов. Учитывая 
многокомпонентность проблемы резистентности, 
которая включает медицинский, ветеринарный, сель-
скохозяйственный, экологический аспекты, надзор 
за сальмонеллёзами должен носить интегративный 
характер и опираться на мониторинг биологических 
свойств штаммов Salmonella (включая серотиповую 
характеристику, чувствительность, механизмы рези-
стентности к АМП), выделенных из различных ис-
точников и экологических ниш.

Конфликт интересов. Авторы заявляют об от-
сутствии конфликта интересов.
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Появляется всё больше публикаций, посвящённых повышению распространённости нетуберкулёзных микобакте-
рий (НТМ), в частности, представителей M. chelonae/Mycobacterium abscessus complex (MABSc). В работе при-
ведена современная классификация M. chelonae/Mycobacterium abscessus complex и его основных представителей. 
Представлены данные о возможных источниках и путях инфицирования MABSc пациентов, находящихся на ста-
ционарном лечении. Указаны особенности культивирования и идентификации с помощью современных методов. 
Описаны факторы риска развития микобактериозов у пациентов и возможная клиническая картина. Проведена 
оценка распространённости представителей MABSc в структуре нетуберкулёзных микобактерий, выделенных из 
клинического материала от 483 пациентов из Самарской области при обследовании на туберкулёз и оценка рас-
пространённости от 933 пациентов с муковисцидозом (МВ) из 55 регионов Российской Федерации в период с 2016 
по 2019 годы. В первой группе пациентов выделено и идентифицировано 316 штаммов НТМ (65,4%). M. abscessus 
выделено и идентифицировано 10 штаммов и 5 штаммов – M. chelonae, что составило 3,2% и 1,6% соответствен-
но от всех НТМ. Представители MABSc выделены у 3,1% обследованных пациентов. В результате скринингового 
исследования пациентов с МВ выделено и идентифицировано 14194 штаммов микроорганизмов от 933 пациентов. 
M. abscessus изолированы от 14 пациентов разных возрастов. Распространённость MABSc среди обследованных 
пациентов с МВ в РФ составила 1,5%.
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MYCOBACTERIUM ABSCESSUS COMPLEX REPRESENTATIVES IN PATIENTS  
WITH BRONCHOPULMONARY PATHOLOGY: PREVALENCE, PECULIARITIES  
OF CULTIVATION AND IDENTIFICATION
Samara State Medical University, 43099, Samara, Russia
More and more publications appear in the modern literature on the increase in the prevalence of non-tuberculous mycobacteria 
(NTMs), in particular, representatives of M. chelonae / Mycobacterium abscessus complex (MABSc). The paper presents data on 
the current classification of M. chelonae / Mycobacterium abscessus complex and its main representatives. The main data on the 
possible sources and ways of infection of MABSc patients in hospital are presented. The main features of cultivation on various 
nutrient media and their possible identification using modern methods are also indicated. The main risk factors for the development 
of mycobacteriosis in patients and the possible clinical picture are described. The prevalence of MABSc representatives in the 
structure of non-tuberculous mycobacteria isolated from clinical material from 483 patients from the Samara region was assessed 
for examination for tuberculosis, and the prevalence from 933 patients with cystic fibrosis (CF) from 55 regions of the Russian 
Federation from 2016 to 2019 was estimated. In total, as a result of the study, 316 NTM strains (65.4%) were isolated and 
identified in the first group of patients. M.abscessus was isolated and identified 10 strains and 5 strains - M.chelonae, which 
amounted to 3.2% and 1.6%, respectively, of all NTMs. In general, MABSc representatives were isolated in 3.1% of the examined 
patients. As a result of a screening study of patients with CF, 14194 microorganism strains from 933 patients were isolated and 
identified. Altogether M. abscessus was isolated and confirmed from 14 patients of different ages. Thus, the prevalence of MABSc 
among the examined patients with CF in the Russian Federation was 1.5%.
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Введение. Mycobacterium abscessus относится к са-
профитным нетуберкулёзным микобактериям, посто-
янно находящимся в окружающей среде, преимуще-
ственно, в почве и воде. Первое упоминание о ней, в 
качестве патогена человека, представлено в 1953 г. при 
исследовании травматически поражённого коленного 
сустава и близлежащих тканей, откуда и получила свое 
название за способность вызывать подкожные абсцессы. 
M. abscessus считалась крайне редким возбудителем и 
лишь изредка упоминалась в публикациях того време-
ни [1]. Через сорок лет появились публикации о роли 
быстрорастущих микобактерий в заболеваниях лёгких, 
одно из ключевых мест среди них заняла M. abscessus 
[2]. До 1992 г. M. abscessus была объединена в один вид 
с Mycobacterium chelonae  - возбудителем, поражающим 
различные ткани рыб, из-за наличия у этих НТМ одина-
ковых биохимических свойств, в дальнейшем, с исполь-
зованием генетических исследований принято решение 
об их разделении на отдельные виды [3, 4].

По современной классификации M. abscessus и M. 
chelonae образуют комплекс быстрорастущих мико-
бактерий MABSc, включающий M. immunogenum, M. 
salmoniphilum. Вид M. abscessus после проведения ге-
нетических исследований разделён на три подвида: M. 
abscessus subsp. abscessus, M. abscessus subsp. massil-
iense, M. abscessus subsp. bolletii. Особенно важно диф-
ференцировать подвиды M. abscessus subsp. abscessus, 
M. abscessus subsp. massiliense, имеющие различия в 
генетических паттернах erm (41) и являющихся ответ-
ственным за устойчивость к некоторым препаратам из 
группы макролидов, которые часто применяют для лече-
ния микобактериальных инфекций, что во многом опре-
деляет тактику антимикробной химиотерапии [5]. Пред-
ставители MABSc обладают широкой резистентностью 
к противомикробным препаратам. По этой причине не-
обходимо проведение видовой идентификации предста-
вителей, входящих в комплекс MABSc.

Несмотря на широкое распространение в медицин-
ской микробиологии классификации НТМ по скорости 
роста и пигментообразованию, в 2018 г. предложена для 
обсуждения классификация микобактерий, с разделе-
нием их по кладам. В соответствии с ней микобактерии 
MABSc выделены в отдельную группу Abscessus-Che-
lonae Clade, в состав которой вошли M. franklini и M. 
saopautense [6].

Комплекс MABS включает в себя группу быстрора-
стущих НТМ, имеющих высокий патогенетический по-
тенциал и участвующих во многих заболеваниях с пора-
жением респираторного тракта, инфекций центральной 
нервной системы, инфекций кожи и мягких тканей, опи-
саны случаи офтальмологических инфекций и развития 
бактериемии [7, 8].

Эпидемиология. Практически все изученные НТМ 
являются обитателями окружающей среды (воды, по-
чва), склонны к образованию биоплёнок. За счёт данно-

го факта и особенностей строения клеточной стенки, со-
держащей большое количество липидов, микобактерии 
могут длительно персистировать на объектах внешней 
среды, в помещениях, связанных с водоснабжением: 
ванные комнаты, душевые, бассейны [9,10]. В связи с 
устойчивостью MABSc к некоторым хлорсодержащим 
дезинфектантам существует определённый риск рас-
пространения данной группы микроорганизмов сре-
ди госпитализированных и амбулаторных пациентов, 
а широкое распространение их в природе значительно 
затрудняет проведение эпидемиологических расследо-
ваний [11]. В зарубежных публикациях приводятся по-
пытки констатации того факта, что MABSc инфицируют 
пациентов только при наличии их в окружающей среде, 
однако появляются работы, в которых исследователи 
указывают на возможную передачу микобактерий от па-
циента к пациенту. Отдельной группой риска в данном 
случае являются пациенты, перенесшие транспланта-
цию органов [12, 13].

В РФ отсутствуют официальные данные по распро-
странённости MABSc среди пациентов. Увеличение 
количества пациентов с факторами риска по развитию 
микобактериозов, в том числе у взрослых пациентов с 
МВ, широкое внедрение высокотехнологичных методов 
микробиологической диагностики способствуют увели-
чению числа случаев выделения MABSc из различных 
видов клинического материала в качестве этиологиче-
ского агента инфекций и в форме колонизации слизи-
стых оболочек человека.

Клиническое значение. MABSс являются наибо-
лее распространёнными микроорганизмами из группы 
быстрорастущих НТМ, вызывающих патологические 
состояния различной локализации. Высокому риску 
инфицирования подвержены пациенты с первичными 
и вторичными иммуносупрессиями различной этиоло-
гии; пациенты, получающие глюкокортикостероидную 
терапию, после трансплантации органов [14, 15]. Сре-
ди хронических заболеваний лёгких предрасполагаю-
щим факторам к развитию микобактериозов, вызванных 
MABSc относятся бронхоэктазы, хроническая обструк-
тивная болезнь лёгких, первичная цилиарная дискине-
зия, аллергический бронхолёгочный аспергиллёз, дефи-
цит a-1-антитрипсина, пневмокониоз, интерстициальная 
болезнь лёгких, лёгочный альвеолярный протеиноз, МВ, 
пациенты с нозологиями, требующими частых хирурги-
ческих вмешательств [16,17]. Клиническая картина при 
этом схожа с инфекциями лёгких, вызванных другими 
микобактериями, симптомы неспецифичны и скрывают-
ся под маской хронических инфекций другой этиологии, 
в том числе туберкулёза [18].

Особенности выделения и идентификации. M. absces-
sus грамположительный неспророобразующий, кислото-
устойчивый факультативный анаэроб. Один из распро-
странённых представителей группы быстрорастущих 
НТМ. Среди MABSc M. abscessus является распростра-
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нённым видом, имеющим доказанное клиническое зна-
чение. При посеве на искусственные питательные среды 
рост появляется в течение 7 сут после инокуляции. Оп-
тимальная температура роста 28-37° C. Для культиви-
рования чаще всего используются среды для селектив-
ного выделения микобактерий: Левенштейн-Йенсена, 
Финна-II. Для быстрого выявления роста используют-
ся жидкие питательные среды, чаще всего Миддлбрук 
7H11 [19]. В связи с особенностями культивирования M. 
abscessus часто ассоциирована с другими быстрорасту-
щими микроорганизмами. Это актуально для пациентов 
с МВ в связи с тем, что наиболее часто у данных пациен-
тов выделяются Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus 
aureus, Аchromobacter xylosoxidans и др. бактерии, плес-
невые грибы, которые могут существенно влиять на 
рост и размножение НТМ на плотных элективных сре-
дах [20]. Помимо использования селективных сред для 
повышения частоты выделения M. abscessus могут быть 
использованы методы деконтаминации клинического 
материала N-ацетил-L-цистеином, гидроксидом натрия 
или щавелевой кислотой. Имеются данные о возмож-
ном негативном влиянии деконтаминации на ростовые 
свойства и жизнеспособность быстрорастущих НТМ, по 
этой причине всё чаще обсуждаются вопросы о необхо-
димости разработки методов выделения быстрорасту-
щих микобактерий из клинического материала без его 
предварительной обработки [21].

При выделении быстрорастущих микобактерий всё 
чаще используются среды для селективного выделения 
представителей Burkholderia cepacia complex проблем-
ного c эпидемиологической точки зрения микроорганиз-
ма для пациентов с МВ. На рынке представлен широкий 
спектр сред коммерческого производства, таких как се-
лективный агар Burkholderia cepacia (BCSA) и селек-
тивный агар Cepacia компании BioMérieux (Basingstoke, 
Великобритания, или Nürtingen, Германия). Среда BD 
Cepacia и среда BD OFPBL (окисление/ферментация-по-
лимиксин-бацитрацин-лактоза), в которых бацитрацин 
и полимиксин B служат ингибиторами сопутствующих 
бактерий Oxoid Ltd. (Basingstoke, United Kingdom).

На плотных средах M. abscessus растут в виде глад-
ких (S-smooth), либо шероховатых (R-rough) колоний 
[22]. Колонии, характеризующиеся образованием гли-
копептидолипида, участвуют в образовании биоплёнок 
и растут в S-форме. Наличие корд-фактора позволяет 
расти в R-форме колоний. Многие исследования ука-
зывают на наименьшую патогенность S-форм колоний 
НТМ при развитии инфекции у людей, в то время как 
R-формы колоний обладают большей вирулентностью 
[23, 24]. Возможно выделение микроорганизмов и в му-
коидной форме, данный факт в отношении НТМ недо-
статочно изучен.

Из методов идентификации MABSc чаще всего ис-
пользуются ДНК-гибридизация и MALDI-ToF масс-
спектрометрия, которая позволяет идентифицировать 
большее количество видов. Доступных методов для 
идентификации подвидов M. abscessus в рутинной прак-
тике врачей-бактериологов нет.

Цель исследования – оценка распространённости 
представителей MABSc среди пациентов с бронхолёгоч-
ной патологией, возможности выделения их из клини-
ческого материала и идентификации с использованием 
MALDI-ToF масс-спектрометрии.

Материал и методы. Проведена оценка распростра-
нённости представителей MABSc в структуре НТМ, вы-

деленных из клинического материала от 483 пациентов 
из Самарской области при обследовании на туберкулёз 
(1-я группа) и от 933 пациентов из 55 регионов Россий-
ской Федерации с МВ (2-я группа) в период с 2016 по 
2019 гг. Исследуемый материал при обследовании на 
туберкулёз представлен мокротой; от пациентов с МВ – 
мокротой, мазками с задней стенки глотки, зева и носа.

Выделение микобактерий от пациентов при обследо-
вании на туберкулёз проводилось на средах Левенштей-
на-Йенсена, Финн II, MGIT. Идентификация выделен-
ных культур проводилась методом ДНК-гибридизации 
на базе бактериологической лаборатории ГБУЗ «Самар-
ский областной клинический противотуберкулёзный 
диспансер им. Н. В. Постникова». Посевы инкубиро-
вали в соответствии с требованиями приказа Минз-
драва РФ № 109 «О совершенствовании противоту-
беркулёзных мероприятий в Российской Федерации». 
Реидентификация всех выделенных штаммов микро-
организмов проводилась с использованием MALDI-ToF 
масс-спектрометрии на приборе Microflex LT (Bruker™, 
Германия). Идентификацию культур проводили методом 
прямого нанесения и с помощью метода экстракции му-
равьиной кислотой.

Для выявления MABSc из клинического материала 
от пациентов с МВ использована селективная среда для 
выделения Burkholderia cepacia с добавкой OFBPL. Вре-
мя культивирования посевов для выделения MABSc со-
ставило 21 день. Первые 7 сут посевы инкубировались 
при температуре 37° С, с последующим инкубировани-
ем в течение 14 сут при температуре 28°С с ежедневным 
контролем роста микроорганизмов. Все микроорганиз-
мы, выделенные от пациентов с МВ, идентифицирова-
ны с использованием MALDI-ToF масс-спектрометра 
(Bruker™, Германия).

Результаты. В первой группе пациентов выде-
лено и идентифицировано 316 штаммов НТМ от 483 
пациентов (65,4%). У остальных пациентов из кли-
нического материала выделены другие виды кислото-
устойчивых представителей порядка Actinomycetales 
и другие микроорганизмы. Всего выделено и иденти-
фицировано 10 штаммов M. abscessus и 5 штаммов M. 
chelonae, что составило 3,2% и 1,6% соответственно от 
всех НТМ. Представители MABSc выделены от 3,1% 
обследованных пациентов. Все штаммы выделены в 
монокультуре.

1 штамм M. abscessus и 3 штамма M. chelonae да-
ли рост на плотных и жидких питательных средах, ис-
пользуемых для выделения микобактерий в течение 24-
48 часов. Все штаммы, рост которых наблюдался в 1-е 
сутки культивирования, дали нехарактерные для НТМ 
мукоидные колонии, окрашенные в жёлто-коричневый 
цвет. Быстрорастущие штаммы идентифицированы как 
представители MABSс методом ДНК-гибридизации, 
что подтверждено MALDI-ToF масс-спектрометрией.

Из штаммов, которые дали характерные для НТМ 
колонии и рост которых отмечен на 5-7 сут, для 3 куль-
тур не удалось получить результаты видовой идентифи-
кации с использованием ДНК-гибридизации. При этом 
получен результат идентификации – микроорганизмы 
с высоким содержанием G+C (High GC GR+). При ре-
идентификации данных культур методом MALDI-ToF 
масс-спектрометрии все 3 штамма идентифицированы 
как M. abscessus. Оба штамма M. chelonae с типичными 
культуральными свойствами идентифицированы до ви-
да с использованием обоих методов исследования.
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Продемонстрирована возможность использования 
«обычных» сред для первичного выделения классиче-
ских микроорганизмов. Использование селективных 
сред для выделения Burkholderia cepacia complex по-
зволяет выделять быстрорастущие НТМ, с получени-
ем приемлемых результатов идентификации методом 
MALDI-ToF масс-спектрометрии.

Заключение. В проведённом исследовании не учи-
тывались факторы риска развития микобактериозов у 
пациентов, в клиническом материале от которых вы-
делены НТМ. Выявленное значительное разнообразие 
штаммов принципиально важно с точки зрения разра-
ботки методов выделения и идентификации представи-
телей MABSc из клинического материала, что важно, 
из-за роста распространённости НТМ среди пациентов 
с бронхолёгочной патологией. Причины такой тенден-
ции связаны с увеличением пациентов с коморбидны-
ми состояниями различной этиологии и совершенство-
ванием методов идентификации.
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При скрининговом исследования пациентов с МВ 
выделено и идентифицировано 14 194 штаммов микро-
организмов от 933 пациентов. Из MABSc выделено  
44 штамма M. abscessus от 14 пациентов из следующих 
регионов России: Московская, Ростовская, Пермская, 
Воронежская, Липецкая, Тюменская, Самарская, Сверд-
ловская области, Республика Татарстан, Республика 
Марий-Эл, Крым. Распространённость MABSc среди 
обследованных пациентов с МВ в РФ составила 1,5%. 
Однократный высев выявлен у 9 пациентов, у одного – 
трёхкратно, у трёх – пятикратно, одного – семикратно, 
у одного пациента выделено 10 штаммов M. abscessus. 
Возраст пациентов составил от 1 до 34 лет.

M. abscessus выделялась в ассоциации с другими ми-
кроорганизмами. В 25 случаях с Staphylococcus aureus, в 
8 случаях в ассоциации с Stenotrophomonas maltophilia, в 
10 случаях с Pseudomonas aeruginosa, в 2 случаях с Bur-
kholderia cepacia group, в 1 случае с Aspergillus fumigatu. 
В остальных случаях рост получен совместно с нор-
мальной микрофлорой дыхательных путей.

Рост M. abscessus на средах регистрировался до 
7 сут культивирования у 22 штаммов, от 8 до 14 сут у 
11 штаммов, от 15 до 21 у 7 штаммов, от 22 до 30 сут 
изолировано 4 штамма. Большая часть штаммов дала 
рост при культивировании более 14 сут на селективных 
средах для Burkholderia cepacia complex. Данный факт 
необходимо учитывать при работе с материалом от па-
циентов с МВ. На средах для выделения Burkholderia 
cepacia штаммы M. abscessus росли в форме белых па-
стообразных мелких колоний. В качестве дополнитель-
ных сред для культивирования использовались хромо-
генные среды. При пересеве M. abscessus образовывали 
R- и S-формы колоний голубого, зелёного, сине-белого 
цвета на хромогенной среде UriSelect4.

Обсуждение. Распространённость представителей 
MABSc демонстрируют не высокие значения. При об-
следовании пациентов с бронхолёгочной патологией вы-
делены два вида изучаемого комплекса, общая распро-
странённость которых среди пациентов составила около 
3%. При анализе культуральных свойств и результатов 
идентификации выявлена значительная неоднородность 
выделенных штаммов. Важно выявление штаммов с 
атипично быстрым ростом и выделение мукоидных 
штаммов представителей MABSc. Стандартизирован-
ные схемы при обследовании на туберкулёз практически 
исключают возможность выделения таких изолятов. В 
случае выделения штаммов M. abscessus с типичными 
культуральными свойствами ДНК-гибридизация не по-
зволила получить 100% результат видовой идентифика-
ции, что следует учитывать при исследовании клиниче-
ского материала от пациентов.

При анализе данных по распространённости MAB-
Sc среди пациентов с МВ частота выделения оказалась 
меньше в два раза, чем среди пациентов с микобакте-
риозами. В отличие от штаммов, выделенных от па-
циентов 1-й группы, среди пациентов с МВ выделена 
только M. abscessus. Все выделенные штаммы, иден-
тифицированы с использованием MALDI ToF масс-
спектрометрии. Культуральные свойства выделенных 
штаммов отличались значительным разнообразием, 
особенно по скорости роста, что необходимо учи-
тывать при работе с материалом от пациентов с МВ. 
Представители MABSc относятся к быстрорастущим 
НТМ, но значительная часть изолятов выделена позже 
7 суток культивирования.
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Установлено, что доля генов микроРНК, инактивируемых за счет метилирования регуляторных CpG-островков в не-
сколько раз выше, чем генов, кодирующих белки, что повышает их привлекательность как перспективных маркеров 
онкологических заболеваний. Цель данной работы определить роль клиническую значимость метилирования 13 опухоль-
ассоциированных генов микроРНК (MIR-124a-2, MIR-124a-3, MIR-125-B1, MIR-127, MIR-129-2, MIR-132, MIR-137, MIR-
203a, MIR-34b/с, MIR-375, MIR-9-1, MIR-9-3, MIR-339) у 26 больных раком яичников. Уровень метилирования оценивали 
методом метил-специфичной ПЦР в реальном времени. Данные, полученные в первичных опухолях (26), в гистологически 
неизмененных тканях яичников (15) и в перитонеальных метастазах (19) сопоставляли c применением ряда статисти-
ческих программ. Для всех 13 генов выявлено нарастание уровня метилирования при переходе от неизмененной ткани к 
первичным опухолям и далее от первичных опухолей к перитонеальным метастазам, причем у генов MIR-203а, MIR-375 
и MIR-339 уровень метилирования в метастазах возрастал наиболее существенно (в 2 и более раза). Впервые отмечена 
корреляция, показывающая согласованность между повышением уровня метилирования в некоторых парах микроРНК, 
например, MIR-129-2 / MIR-132 (rs >0,7; p<0,0001), как в первичных опухолях, так и в метастазах. Анализ метилирова-
ния генов микроРНК в клинических образцах рака яичников показал связь наблюдаемых молекулярных изменений как с 
начальными стадиями опухолеобразования, так и с прогрессией и диссеминацией рака яичников, с наличием метастазов 
в большом сальнике и с появлением асцита. Выявленные зависимости углубляют понимание механизма перитонеального 
метастазирования и могут быть использованы для отбора новых диагностических и прогностических маркеров рака 
яичников.
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CLINICAL SIGNIFICANCE OF METHYLATION OF A GROUP OF MIRNA GENES IN OVARIAN CANCER 
PATIENTS
1N.N. Blokhin National Medical Research Center of Oncology, Moscow, 115478, Russian Federation;
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Federation, Moscow, 125315, Russian Federation;
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It was found that the proportion of microRNA genes inactivated by methylation of regulatory CpG islands is several times higher 
than the genes encoding proteins, which increases their attractiveness as promising markers of cancer. The aim of this work is 
to evaluate the clinical significance of methylation of 13 tumor-associated microRNA genes (MIR-124a-2, MIR-124a-3, MIR-
125-B1, MIR-127, MIR-129-2, MIR-132, MIR-137, MIR-203a, MIR-34b/c, MIR-375, MIR-9-1, MIR-9-3, MIR-339) in 26 patients 
with ovarian cancer. Methylation level was evaluated by the method of methylation-specific PCR in real time. The data obtained 
in primary tumors (26), histologically unchanged ovarian tissues (15) and peritoneal metastases (19) were compared using a 
number of statistical programs. For all 13 genes, an increase in the level of methylation was revealed during the transition from 
unchanged tissue to primary tumors and further from primary tumors to peritoneal metastases; moreover, in the genes MIR-203a, 
MIR-375 and MIR-339, the level of methylation in metastases increased most significantly (in 2 and more times). A correlation 
was observed for the first time, showing a consistency between the increase in methylation level in some miRNA pairs, for 
example, MIR-129-2/MIR-132 (rs> 0,7; p <0,0001), both in primary tumors and in metastases. An analysis of microRNA gene 
methylation in clinical samples of ovarian cancer showed a correlation between the observed molecular changes both with the 
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initial stages of tumor formation and with the progression and dissemination of ovarian cancer, with the presence of metastases in 
a large omentum and with the appearance of ascites. The revealed dependencies deepen the understanding of the mechanism of 
peritoneal metastasis and can be used to select new diagnostic and prognostic markers of ovarian cancer.
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Введение. Метилирование ДНК – эпигенетическая 
модификация генома, связанная с регуляцией многочис-
ленных процессов в клетке посредством инактивации 
генов без затрагивания последовательности ДНК. В опу-
холях наблюдается специфичное гиперметилирование 
CpG-островков промоторных районов генов-супрессоров 
опухолевого роста [1]. Метилирование CpG-островков, 
перекрывающихся с промоторными районами, вовлече-
но также в подавление экспрессии генов регуляторных 
микроРНК (MIR). Отмечено, что доля генов микроРНК, 
подверженных метилированию, во много раз больше, чем 
генов, кодирующих белки [2, 3]. Эта особенность генов 
микроРНК повышает их привлекательность как перспек-
тивных маркеров онкологических заболеваний.

Известно много работ по роли микроРНК и их генов-
мишеней в патогенезе и прогрессии рака яичников (РЯ) 
(см. например, обзоры: 4-6). Однако данные по метили-
рованию генов микроРНК при РЯ ограничены единич-
ными экспериментальными исследованиями [7, 8]; об-
зорных работ нет.

Материал и методы. Обследовали 26 первичных 
больных РЯ в возрасте от 27 до 76 лет. У всех пациенток 
клинический диагноз подтвержден данными гистологи-
ческого исследования опухоли яичников в соответствии 
с TNM-классификацией Международного противорако-
вого союза и гистологически верифицирован на основа-
нии критериев классификации ВОЗ [9]. У всех больных 
выявлена серозная аденокарцинома яичников. У 17 па-
циенток выявлена IIIc стадия РЯ, у 5 – Iа, Ib, Ic, у 1 – IIb, 
у 2 – IIa, у 1 – IIIа стадия.

Молекулярно-генетические исследования проведены 
в образцах первичных опухолей у 26 больных РЯ, а так-
же в 15 образцах гистологически неизмененных тканей 
яичников и в 19 образцах перитонеальных метастазов. 
При этом, для отбора образцов с высоким содержанием 
опухолевых клеток (не менее 70-80%) проводили допол-
нительный гистологический анализ микросрезов (3-5 
мкм), окрашенных гематоксилином-эозином.

Выделение тотальной ДНК. Тотальную ДНК выде-
ляли из образцов ткани яичников по стандартной мето-
дике фенол-хлороформной очистки. ДНК хранили при 
-20°С. Качество и концентрацию ДНК проверяли с по-
мощью спектрофотометра NanoDrop ND-1000 (Thermo 
Scientific, США).

Анализ метилирования генов микроРНК методом 
МС-ПЦР с детекцией в реальном времени. Бисульфит-
ную конверсию ДНК проводили, как описано ранее [10], 
с использованием 0,5-2 мкг ДНК. Модифицированную 
бисульфитом ДНК хранили при -20°С и использовали 
в качестве матрицы при проведении количественной 
МС-ПЦР в реальном времени с использованием набора 
реактивов «qPCRmix-HS SYBR» и по протоколу фир-
мы Евроген. Последовательности олигонуклеотидных 
праймеров и условия проведения ПЦР генов микроРНК 
взяты из работ [11-13]. Амплификацию проводили в си-
стеме Bio-Rad CFX96 Real-Time PCR Detection System 
(США) в соответствии с прилагаемым к прибору про-
токолом. Для каждой пары праймеров проверяли от-
сутствие продукта ПЦР на не конвертированной ДНК. 
В качестве контролей для неметилированных аллелей 
использовали коммерческий препарат ДНК #G1471 
(Promega, США). В качестве позитивного контроля 
100%-го метилирования использовали коммерческий 
препарат ДНК #SD1131 (Thermo Scientific, США).

Статистический анализ клинико-лабораторных 
данных. В качестве параметра уровня метилирования 
использовали показатель индекса метилирования (ИМ), 
который рассчитывался по формуле ИМ = 100 × (число 
метилированых копий гена (М)/(число метилированых 
копий гена (M) + число неметилированных копий гена 
(U)). ИМ представляет собой непрерывное значение 
от 0 до 1 и может быть интерпретирован как процент 
метилирования, при этом ИМ=0 представляет полное 
отсутствие метилирования и ИМ=1 означает полное 
метилирование гена [14]. Для каждого парного образ-
ца был получен индекс метилирования. Достоверность 
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в метастазах также была заметно выше таковой, чем в 
опухоли (27% против 17%; р=0,08 сильная тенденция к 
различию), так и по сравнению с образцами неизменен-
ной ткани яичников (27% против 11,6%; p=0,1). Выяв-
лено, что медиана уровня метилирования гена MIR-339 
также была заметно выше в метастазах по сравнению с 
первичными опухолями яичников (27,8% против 11,8%; 
р=0,15).

При сравнении первичных опухолей с неизмененной 
тканью яичников, наибольшие различия уровня мети-
лирования отмечены для генов MIR-125b-1 (р=0,0008) и 
MIR-34b/с (р=0,0008). У большинства больных РЯ выяв-
лено многократное превышение уровня метилирования 
гена MIR-125b-1 в опухоли по сравнению с неизменен-
ной тканью яичников. В то же время, метилирование 
этой микроРНК в перитонеальных метастазах РЯ могло 
быть как выше, так и ниже, по сравнению с первичными 
опухолями яичников. Следует отметить, что среди боль-
ных РЯ в 73% (19 из 26) наблюдений были выявлены 
метастазы, что позволяет предполагать ассоциацию ге-
на MIR-125b-1 с вовлечением первичной опухоли в про-
цесс диссеминации.

Таким образом, у больных РЯ установлено выражен-
ное повышение уровня метилирования практически у 
всех 13 исследованных генов микроРНК, как в первич-
ной опухоли, так и в метастазах. В метастазах наблюда-
ли дальнейшее повышение метилирования в сравнении 
с образцами первичных опухолей в 12 из 13 генов (кроме 
MIR-124а-2), причем у генов MIR-203а, MIR-375 и MIR-
339 уровень метилирования в метастазах возрастал в 2 
или более раза. Эти данные указывают на связь метили-
рования генов MIR-203а, MIR-375 и MIR-339 не столько 
с развитием первичных опухолей, сколько с процессами 
диссеминации РЯ, включая эпителиально-мезенхималь-
ный переход, передвижение метастатических клеток и 
образование вторичного опухолевого очага.

Ко-метилирование, взаимное влияние метилиро-
вания одних микроРНК на другие. Проведен анализ 
корреляционных зависимостей между уровнями мети-
лирования генов микроРНК в опухоли больных РЯ. В 
табл. 2 представлены только значимые зависимости.

Так, установлена статистически высоко значимая 
прямая корреляционная зависимость между уровнями 
метилирования MIR-129-2 и MIR-132 (rs=0,72; p<0,0001). 
Она означает, что у большей части больных РЯ высо-
ким значениям уровня метилирования одной из выше 
указанных микроРНК чаще соответствовали высокие 
значения другой микроРНК и наоборот. Также довольно 
тесная статистически высоко значимая линейная зави-
симость в опухоли больных РЯ выявлена между уровня-
ми метилирования генов MIR-124а-2 и MIR-127 (rs=0,71; 
p<0,0001).

В ткани метастазов опухоли больных РЯ выявлены 
тесные прямые зависимости между MIR-9-1 и MIR-34b/с 
(rs=0,88; p<0,0001), а также (как и в первичных опухо-
лях яичников) между MIR-129а и MIR-132 (rs=0,81; 
p<0,0001).

Не установлено значимой связи между возрастом 
больных РЯ и уровнями метилирования всех 13 генов 
микроРНК, определенных в неизмененной ткани яични-
ков, опухоли, а также в тканях метастазов.

Связь метилирования генов микроРНК в тканях 
больных РЯ с клиническими параметрами заболева-
ния. При анализе результатов исследования уровней 
метилирования генов микроРНК с учетом стадии РЯ па-

полученных различий оценивали в программной среде 
R с применением непараметрических тестов (U-тест 
Манна-Уитни, критерий типа Колмогорова-Смирнова). 
U-тест Манна-Уитни используют для оценки различий 
между двумя независимыми выборками по уровню ко-
личественного признака, что позволяет выявлять раз-
личия в значении параметра между малыми выборками. 
Критерий Колмогорова-Смирнова позволяет проверить 
гипотезу о том, что данные в двух выборках являются 
частью одного распределения, и также может приме-
няться для оценки достоверности различий между дву-
мя независимыми выборками, однако, обладает мень-
шей статистической мощностью, чем U-тест Манна-
Уитни. Для всех статистических тестов значения р <0,05 
считали статистически значимыми. Расчеты проводили 
в системе для статистического анализа данных SPSS 20.

Выбор основных характеристик и статистических 
критериев при их сравнении осуществляли после изуче-
ния распределения признака и его сравнения с распреде-
лением Гаусса по критерию Колмогорова-Смирнова. Для 
признаков с распределением, значимо отличающимся от 
нормального, рассчитывали медиану, квартили и при-
меняли непараметрические методы сравнения. Для не-
связанных признаков при количестве групп более двух, 
р рассчитывали с применением непараметрического ва-
рианта дисперсионного анализа Kruskal-Wallis ANOVA 
& Median test и Mann-Whitney U test при сопоставлении 
двух групп. Сравнения cвязанных значений выполняли 
с применением непараметрических методов анализа 
Wilcoxon matched pairs test и Kendall’s concordance. Для 
расчета пороговых значений вычисляли 95% довери-
тельные интервалы показателей. Различия считали ста-
тистически значимыми при р<0,05.

При сравнении частот строили таблицы сопряжен-
ности признаков. Для расчета р использовали точный 
критерий Фишера (при небольших объемах групп) и не-
параметрический критерий ci-2.

Проводили корреляционный анализ Spearman для не-
параметрических данных с расчетом коэффициента кор-
реляции и уровня его значимости.

Все вычисления проводили на персональном компью-
тере с помощью математических пакетов «STATISTICA» 
и SPSS.

Результаты и обсуждение. Повышение уровня ме-
тилирования группы генов микроРНК у больных РЯ в 
первичных опухолях и перитонеальных метастазах. 
В табл. 1 представлены статистические характеристики 
метилирования генов микроРНК в опухоли, неизменен-
ной ткани яичников и в перитонеальных метастазах РЯ.

Как следует из данных, приведенных в табл. 1, ме-
дианы уровня метилирования большинства генов ми-
кроРНК в неизмененной ткани яичников были значимо 
ниже, чем в первичной опухоли больных РЯ (за исклю-
чением MIR-132, MIR-203а и MIR-375; p>0,05), и чем в 
ткани метастаза (за исключением MIR-124а-3, MIR-132, 
MIR-203a, MIR-375; p>0,05). Однако медианы уровня 
метилирования указанных в скобках генов микроРНК 
в неизмененной ткани яичников также были минималь-
ными, а в метастазах – наибольшими.

Проведено сравнение уровней метилирования ге-
нов микроРНК в тканях перитонеальных метастазов 
и первичных опухолей. Показано, что медиана уровня 
метилирования гена MIR-203а в ткани метастазов была 
значимо выше таковой, чем в опухолях (23,3% против 
6,8%; р=0,027). Медиана метилирования гена MIR-375 
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Т а б л и ц а  1
Уровни метилирования (%) генов микроРНК в опухоли, неизмененной ткани яичников и в перитонеальных метастазах больных РЯ

Микро
РНК (MIR-)

p N-T; p N-mts

Ткань опухоли яичников (n=26) Неизмененная ткань яичников (n=16) Ткань метастазов (n=19)

Медиана; квартили Пределы; 
95%ДИ

Медиана; квар-
тили Пределы; 95%ДИ Медиана; квар-

тили
Пределы; 
95%ДИ

MIR-124a-2
р=0,002;
р=0,01;

45,2;
29,0-94,4

0,2-98,1;
2,0-97,5

6,1;
1,1-10,9 0,2-30,0 44,3;

20,4-84,8 11,7-98,8

MIR-124a-3
р=0,01;
р>0,05

17,9;
12,8-32,7

3,8-68,2;
8,5-56,8

4,9;
2,7-13,0 1,9-39,1 21,9;

9,4-37,2 1,7-89,1

MIR-125b-1
р=0,001;
р=0,008;

38,6;
12,2-81,1

4,0-99,3;
4,8-96,4

4,6;
1,2-13,2 0,1-23,4 44,4;

13,0-67,5 8,0-91,3

MIR-127
р=0,004;
р=0,01;

36,9;
20,3-64,8

0,4-93,3;
1,9-88,4

6,1;
1,2-9,1 1,0-28,2 47,3;

26,7-73,4 8,0-92,4

MIR-129-2
р=0,005;
р=0,03;

27,0;
15,2-51,2

2,1-80,6;
3,1-62,7

2,9;
1,3-7,8 1,1-19,0 31,4;

21,5-56,1 2,3-83,8

MIR-132
р>0,05;
р>0,05

22,0;
4,9-49,3

0,6-98,5;
0,8-91,5

5,7;
2,4-14,9 0,2-92,8 30,0;

4,6-69,1 0,3-99,8

MIR-137
р=0,005;
р=0,015;

17,6;
10,7-32,3

1,0-91,0;
1,3-64,4

3,9;
1,5-10,2 0,3-19,9 23,6;

15,2-47,8 0,4-96,8

MIR-203a
р>0,05;
р>0,05

6,8;
1,9-17,6

0,7-67,4;
0,8-37,6

3,8;
2,3-6,6 0,4-21,4 23,3;

1,6-65,7 0,1-96,1

MIR-34b/с
р=0,002;
р=0,008;

12,5;
2,0-18,5

0,1-85,3;
0,2-50,2

1,1;
0,1-2,1 0-28,9 15,3;

11,1-54,0 0,1-93,1

MIR-375
р>0,05;
р=0,11

15,9;
10,3-23,3

1,0-43,3;
1,8-35,9

2,8;
0,3-20,7 0,1-97,4 27,0;

8,6-45,1 0,4-69,3

MIR-9-1
р=0,0019;
р=0,008;

9,2;
7,6-20,8

0,1-90,8;
0,5-75,6

1,5;
0,3-3,1 0-15,1 11,9;

8,9-44,9 1,4-69,3

MIR-9-3
р=0,0008;
р=0,008;

20,6;
8,6-45,1

0,4-90,7;
2,3-59,6

4,0;
2,5-5,6 0,1-13,4 25,8;

9,3-33,4 1,8-91,0

MIR-339
р=0,0008;
р=0,008;

11,8;
7,5-32,8

3,8-94,4;
3,9-78,3

3,3;
0,9-5,2 0,5-11,8 27,8;

12,8-51,0 5,8-95,6

Т а б л и ц а  2
Корреляционные зависимости между метилированием 

микроРНК в ткани первичной опухоли больных РЯ

микроРНК rs p
MIR-124a-2 – MIR-127 0,71 <0,0001
MIR-124a-2 - MIR-129a-2 0,52 0,007
MIR-124a-2 – MIR-34b/c 0,62 0,0007
MIR-124a-2 – MIR-9-1 0,52 0,006
MIR-124a-3 – MIR-137 0,51 0,008
MIR-125b-1 – MIR-9-3 0,55 0,004
MIR-125b-1 – MIR-339 0,64 0,0004
MIR-127 – MIR-129-2 0,57 0,002
MIR-127 – MIR-339 0,58 0,002
MIR-129-2 – MIR-132 0,72 <0,0001
MIR-137 – MIR-203а 0,51 0,008
MIR-34b/c – MIR-9-1 0,64 0,0004
MIR-375 – MIR-9-1 0,5 0,009
MIR-9-1 – MIR-339 0,59 0,0016

П р и м е ч а н и е . rs – коэффициент корреляции Спирмена.

циенток объединили в 3 группы: 1-я группа – Iа, Ib, Ic 
стадии (n=5); 2-я группа – IIa, IIb, IIIa стадии (n=4); 3-я 
группа – IIIc стадия (n=17).

Провели анализ корреляционных зависимостей меж-
ду уровнями метилирования 13 генов микроРНК в опу-
холи и стадией РЯ (табл. 3).

Как следует из данных табл. 3, уровень метилиро-
вания 8 генов микроРНК в первичной опухоли (MIR-
124а-2, MIR-125b-1, MIR-129-2, MIR-34b/c, MIR-375, 
MIR-9-1, MIR-9-3, MIR-339) статистически значимо был 
связан со стадией РЯ прямой корреляционной зависимо-
стью.

Рассчитали статистические характеристики уровня 
метилирования 13 генов микроРНК у больных РЯ в от-
ношении стадии процесса также методом дисперсион-
ного анализа (табл. 4).

Как следует из данных табл. 4, дисперсионным ана-
лизом подтверждено статистически значимое повыше-
ние метилирования генов 9 микроРНК в опухоли боль-
ных РЯ при увеличении стадии заболевания. При этом 
можно отметить, что медианы MIR-127 и MIR-9-1 были 
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наибольшими при II и IIIa стадиях и меньше при IIIc 
стадии.

Проведен анализ данных исследования уровней ме-
тилирования генов микроРНК в группах больных РЯ с 
отсутствием и наличием метастазов в большом сальни-
ке (у большинства пациенток (94,4%) размеры метаста-
зов в большом сальнике были размером более 2 см).

Следует отметить, что медианы метилирования боль-
шинства изученных генов микроРНК в первичной опу-
холи больных РЯ были выше у пациенток с метастазами 
в большом сальнике (за исключением MIR-203а). Из них 
6 микроРНК (MIR-124а-2, MIR-129-2, MIR-375, MIR-9-1, 
MIR-9-3, MIR-339) статистически значимо отражали на-
личие метастазов в большом сальнике, еще 2 микроРНК 
показали сильную тенденцию к различию медиан (MIR-
125b-1, MIR-34b/c) (см. рисунок).

Ранее было указано, что у 7 больных РЯ метастазы 
по брюшине не выявлены, а у 19 пациенток обнаруже-
ны метастазы по брюшине размерами <1 см (n=10) и ≥1 
см (n=9). Рассчитали статистические характеристики 
метилирования генов микроРНК в первичной опухоли 
больных РЯ в группах с отсутствием и наличием мета-
стазов по брюшине и их размерами. При этом, только 
MIR-132, исследованный в первичной опухоли больных 
РЯ, статистически значимо отражал наличие и размеры 
метастазов опухоли по брюшине.

Следует также отметить сильную тенденцию к 
различию медиан метилирования генов MIR-124а-2 и 
MIR-129-2. Аномальны данные для MIR-125b-1 и MIR-
9-3 с высоким уровнем метилирования в опухолях без 
метастазов. Все эти особенности требуют подтвержде-
ния на расширенных выборках образцов. Такой резуль-
тат может означать, что в период роста вторичной опу-
холи от 1 до 2 см уровень метилирования большинства 
генов микроРНК прекращает нарастать и даже снижа-
ется. Иными словами молекулярные характеристики 
генов микроРНК в период роста вторичной опухоли 
теряют однонаправленный характер изменений, свя-
занный с процессами метастазирования, – образовани-
ем метастатических клеток и их миграцией, вплоть до 
образования и роста вторичного очага.

Не установлено статистически значимой свя-
зи метилирования генов микроРНК в первичной 
опухоли больных РЯ с наличием асцита. Однако 
у больных РЯ с обнаружением асцита наибольшее 
увеличение медианы метилирования отмечено для 
гена MIR-124а-2. Так, если в группе из 10 боль-
ных без асцита медиана метилирования гена MIR-
124а-2 равнялась 29,5; 10,9-93,2%, то в группе из 
16 пациенток с асцитом была почти в 2 раза выше 
и составила 56,0; 35,4-94,4% (р=0,16).

Таким образом, большинство микроРНК в опу-
холи больных РЯ значимо отражали стадию забо-
левания: MIR-124а-2, MIR-125b-1, MIR-127, MIR-
129-2, MIR-34b/с, MIR-375, MIR-9-1, MIR-9-3, MIR-
339. Наличие диссеминации опухолевого процесса 
у больных РЯ отражали следующие микроРНК: 
MIR-124а-2, MIR-129-2, MIR-375, MIR-9-1, MIR-9-
3, MIR-339 (опухолевая ткань яичников). Диссеми-
нацию РЯ по брюшине отражал MIR-132 (опухоле-
вая ткань яичников).

Изучили связь уровней метилирования генов 
микроРНК со степенью дифференцировки опухо-
ли – критерий G (табл. 5). В первичных опухолях 
яичников чаще выявляли высокие уровни метили-

рования генов микроРНК при низкой степени диффе-
ренцировки РЯ – G3, однако только MIR-375 показал 
статистически значимо различающиеся медианы при 
умеренной (10,9%) и низкой (21%) степени дифферен-
цировки РЯ. Уровни метилирования генов MIR-9-1 и 
MIR-9-3 также показали тенденцию к различию медиан 
при учете степени дифференцировки опухоли.

В ткани метастазов, напротив, при G3 степени диф-
ференцировки опухоли чаще выявляли низкие уровни 
метилирования генов микроРНК. При этом медианы 
MIR-124а-3 и MIR-339 статистически значимо различа-
лись, а MIR-132 показал тенденцию к меньшей медиане.

Заключение. В представленном исследовании из-
учено метилирование 13 генов микроРНК (MIR-124а-2, 
MIR-124a-3, MIR-125b-1, MIR-127, MIR-129-2, MIR-
132, MIR-137, MIR-203а, MIR-34b/с, MIR-375, MIR-9-1, 

Т а б л и ц а  3
Корреляционные зависимости между уровнем метилирования 

генов микроРНК в опухоли и стадией РЯ

МикроРНК & Стадия Опухолевая ткань яичников
MIR-124a-2 rs=0,5; p=0,009
MIR-124a-3 rs=-0,05
MIR-125b-1 rs=0,44; p=0,026
MIR-127 rs=0,23
MIR-129-2 rs=0,45; p=0,022
MIR-132 rs=0,09
MIR-137 rs=0,23
MIR-203а rs=-0,18
MIR-34b/c rs=0,48; p=0,013
MIR-375 rs=0,43; p=0,027
MIR-9-1 rs=0,49; p=0,01
MIR-9-3 rs=0,5; p=0,009
MIR-339 rs=0,44; p=0,025

П р и м е ч а н и е . rs – коэффициент корреляции Спирмена.

Т а б л и ц а  4
Уровни метилирования генов микроРНК в опухоли больных РЯ разных 

стадий

МикроРНК
Ткань опу-

холи

Обследованные группы

р

Iа, Ib, Ic
(n=5)

IIa, IIb, IIIa
(n=4)

IIIc
(n=17)

Метилирование генов микроРНК (%)
Медиана;
квартили

Медиана;
квартили

Медиана;
квартили

MIR-124a-2 5,0; 2,0-5,2 38,7; 29,5-95,6 56,4; 36,6-94,4 0,004
MIR-124a-3 13,1; 7,2-17,9 27,3; 29,5-31,0 20,2; 12,8-32,7 0,22
MIR-125b-1 8,8; 4,9-11,4 37,7; 23,3-38,6 50,2; 23,1-84,0 0,02
MIR-127 4,8; 3,8-7,9 67,3; 36,4-80,2 37,0; 29,1-61,9 0,014
MIR-129-2 5,6; 3,1-5.7 26,7; 20,3-31,0 36,0; 21,4-51,5 0,036
MIR-132 13,6; 6,3-30,4 16,6; 6,5-36,3 26,9; 3,7-50,0 0,6
MIR-137 7,7; 2,7-9,4 15,7; 14,3-43,6 20,9; 13,5-31,9 0,15
MIR-203а 6,7; 4,0-7,3 20,5; 5,0-35,3 3,3; 1,6-16,6 0,16
MIR-34b/c 0,2; 0,1-1,5 7,7; 0,7-18,1 13,3; 11,3-19,5 0,032
MIR-375 1,8; 1,0-10,9 12,0; 11,0-17,0 18,6; 11,8-26,0 0,06
MIR-9-1 0,6; 0,5-5,6 20,7; 0,6-20,8 13,0; 9,1-21,4 0,007
MIR-9-3 8,6; 2,3-8,7 7,2; 2,7-7,6 38,8; 18,7-50,4 0,045
MIR-339 3,9; 3,8-3,9 21,5; 12,5-26,5 22,5; 7,9-43,8 0,009
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MIR-9-3, MIR-339), содержащих CpG-островки, в 26 
первичных опухолях больных РЯ, в 15 образцах гисто-
логически неизмененных тканей яичников и в 19 образ-
цах перитонеальных метастазов. Для всех 13 генов вы-
явлено нарастание уровня метилирования при переходе 
от неизмененной ткани к первичным опухолям и далее 
от первичных опухолей к перитонеальным метастазам, 
причем у генов MIR-203а, MIR-375 и MIR-339 уровень 
метилирования в метастазах возрастал наиболее суще-
ственно – в 2 или более раза. Можно предположить, что 
метилирование генов MIR-203a, MIR-375 и MIR-339 свя-
зано не столько с развитием первичных новообразова-
ний, сколько с процессами диссеминации РЯ, включая 
эпителиально-мезенхимальный переход, передвижение 
опухолевых клеток и образование вторичного метаста-
тического опухолевого очага. Впервые отмечена кор-
реляция, показывающая согласованность между повы-

шением уровня метилирования для нескольких пар ми-
кроРНК. Наиболее значимая согласованность выявлена 
для двух пар генов: MIR-124-2 / MIR-127 и MIR-129-2 / 
MIR-132 (rs >0,7; p<0,0001) в первичных опухолях и еще 
для ряда пар в метастазах. Ранее участие 13 исследован-
ных микроРНК в патогенезе РЯ было показано, главным 
образом, в функциональных исследованиях на клеточ-
ных культурах [см. например, 15-20]. Однако, анализ 
метилирования генов микроРНК в клинических образ-
цах РЯ, показывает связь этих молекулярных изменений 
как с начальными стадиями опухолеобразования, так и 
с прогрессией и диссеминацией РЯ, с наличием мета-
стазов в большом сальнике и с появлением асцита. По-
лученные нами результаты углубляют наше понимание 
механизма перитонеального метастазирования и могут 
быть использованы для отбора новых диагностических 
и прогностических маркеров.

Т а б л и ц а  5
Уровни метилирования генов микроРНК в опухоли и метастазах с учетом степени дифференцировки РЯ

МикроРНК

Метилирование генов микроРНК, %
Медиана; квартили

Опухолевая ткань яичников Ткань метастазов
G2 (n=11) G3 (n=13) р G2 (n=7) G3 (n=12) p

MIR-124a-2 38,7; 5,2-96,4 47,5; 35,8-63,3 >0,05 50,8; 40,2-90,4 33,9; 19,9-66,6 >0,05
MIR-124a-3 20,2; 13,1-40 15,6; 12,8-30,3 >0,05 36,9; 18,5-68,9 13,6; 7,7-32,6 0,045
MIR-125b-1 37,7; 8,8-81,1 49,9; 23,1-82,7 >0,05 44,0; 13,0-85,7 44,4; 11,8-66,3 >0,05
MIR-127 50,4; 4,8-76,4 36,9; 24-51,1 >0,05 46,9; 24,7-74,9 47,3; 26,7-68,6 >0,05
MIR-129-2 27,0; 5,7-51,5 27,0; 18,5-50,2 >0,05 54,8; 28,7-82,9 27,1; 17,8-34,9 >0,05
MIR-132 16,6; 6,5-37,7 36,3; 1,9-50,0 >0,05 63,7; 30,0-71,6 9,1; 1,7-30,2 0,14
MIR-137 14,3; 2,9-43,6 20,9; 16,2-24,9 >0,05 19,3; 8,7-53,9 23,6; 15,2-39,3 >0,05
MIR-203а 6,8; 3,3-20,5 3,3; 1,6-16,6 >0,05 56,3; 2,7-76,3 4,6; 0,5-27,3 >0,05
MIR-34b/c 7,7; 0,7-23,5 12,8; 11,3-16,3 >0,05 20,1; 3,4-54,0 12,9; 11,1-50,3 >0,05
MIR-375 10,9; 3,3-17,0 21,0; 15,9-27,1 0,004 26,9; 4,7-43,2 27,0; 8,8-45,1 >0,05
MIR-9-1 9,1; 0,6-20,7 20,0; 9,1-21,4 0,16 20,1; 8,9-44,9 11,1; 5,6-24,9 >0,05
MIR-9-3 8,7; 17,2-39,7 38,8; 18,4-52,5 0,11 13,5; 9,2-34,4 25,8; 9,3-28,6 >0,05
MIR-339 11,8; 3,9-26,5 22,5; 7,9-32,8 >0,05 45,6; 29,5-56,1 16,7; 8,8-22,8 0,036

П р и м е ч а н и е . Статистически значимые достоверности выделены жирным шрифтом.

Медианы метилирования генов микроРНК в первичной опухоли больных РЯ в зависимости от наличия метаста-
зов в большом сальнике.
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ЭТИОЛОГИЯ ГНОЙНО-ВОСПАЛИТЕЛЬНЫХ ПРОЦЕССОВ В ГЕНИТАЛЬНОМ ТРАКТЕ: 
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Несмотря на многолетнюю историю изучения, лабораторная диагностика гонококковой инфекции остается сложной 
задачей, не имеющей чётко регламентированного эффективного решения. Цель исследования – оценка видового раз-
нообразия микробиоты генитального тракта мужчин и женщин с подозрениями на острую генитальную гонококковую 
инфекцию (ОГГИ) с использованием тест-систем отечественных производителей. Проведено исследование образцов 
содержимого уретры 69 мужчин и отделяемого заднего свода влагалища 33 женщин репродуктивного возраста с харак-
терными клиническими проявлениями и предположительным диагнозом ОГГИ. Культуральное исследование осущест-
вляли с использованием элективных питательных сред с последующей идентификацией культур по биохимическим свой-
ствам. Обнаружение ДНК Neisseria gonorrhoeae, Staphylococcus spp., Streptococcus spp., Enterobacteriaceae, Gardnerella 
vaginalis, Atopobium vaginae, Lactobacillus spp. выполняли методом ПЦР с помощью наборов Вектор-Бест и ИнтерЛаб 
Сервис (Россия). Пациенты разделены на группы согласно результатам бактериологического метода и ПЦР. Метаге-
номное исследование 16S рибосомальной РНК образцов осуществлено на платформе Illumina MiSeq, с использованием на-
бора MiSeq Reagent Kits v3 (600-Cycle Kit). Статистический анализ данных проводили с помощью критерия х2. В резуль-
тате лабораторного исследования предположительный клинический диагноз «ОГГИ» нашёл своё бактериологическое 
подтверждение лишь в 35,3% случаев, среди которых фрагменты генома N. gonorrhoeae детектированы лишь в 63,9% 
образцов. При этом в метагеномном анализе установлено широкое разнообразие микроорганизмов в генитальном трак-
те, как мужчин, так и женщин. Данная методика не позволяет оценить жизнеспособность обнаруженных бактерий, 
спектр микрофлоры избыточно широк, высокий уровень генетического полиморфизма разных штаммов N. gonorrhoeae 
затрудняют интерпретацию полученных результатов. Расшифровать состав микробиоты позволяет использование 
тест-систем ИнтерЛаб Сервис. Расшифровку этиологии гнойно-воспалительных процессов в генитальном тракте, 
представляющую серьёзные трудности, в значительной степени облегчает применение отечественных тест-систем 
для молекулярно-генетического анализа, позволяющих получить необходимую и достаточную для практики информацию.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  острая генитальная гонококковая инфекция; Neisseria gonorrhoeae; микроорганизмы «двой-
ники»; методы амплификации нуклеиновых кислот; генетические маркеры; гнойный уретрит.

Для цитирования: Оборин Д.А., Николаева Н.В., Годовалов А.П., Карпунина Т.И. Этиология гнойно-воспалительных 
процессов в генитальном тракте: подозрения клиницистов и проблемы лабораторного подтверждения. Клиническая 
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ETHIOLOGY OF PURULENT INFLAMMATORY PROCESSES IN THE GENITAL TRACT: SUSPICIONS  
OF CLINICISTS AND PROBLEMS OF LABORATORY CONFIRMATION
1Perm Regional Center for the Prevention and Control of AIDS and Infectious Diseases, 614088, Perm, Russian Federation; 
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Despite the long history of the study, laboratory diagnosis of gonococcal infection remains a complex task that does not have a 
clearly regulated effective solution. Aim of investigation was to assess the species diversity of the microbiota of the genital tract 
of men and women with suspected acute genital gonococcal infection (AGGI) using test systems of Russian manufacturers. A 
study of samples of the contents of the urethra of 69 men and posterior vaginal fornix fluids of 33 women of reproductive age with 
characteristic clinical manifestations and a presumptive diagnosis of AGGI was made. Cultivation was carried out using elective 
culture media with subsequent identification of strains by biochemical properties. Detection of DNA of Neisseria gonorrhoeae, 
Staphylococcus spp., Streptococcus spp., Enterobacteriaceae, Gardnerella vaginalis, Atopobium vaginae, Lactobacillus spp. 
performed by PCR using Vektor-Best and InterLab Service kits (Russia). All patients were divided into groups according to 
the results of the bacteriological method and PCR. A metagenomic study of 16S ribosomal RNA samples was performed on the 
Illumina MiSeq platform using the MiSeq Reagent Kits v3 kit (600-Cycle Kit). Statistical analysis of the data was performed using 
criterion x2. As a result of a laboratory study, the presumptive clinical diagnosis of «AGGI» found its bacteriological confirmation 
in 35.3% of cases only, among which fragments of the N. gonorrhoeae genome were detected in 63.9% of the samples only. 
Moreover, a wide variety of microorganisms in the genital tract of both men and women was found in metagenomic analysis. 
However, this technique does not allow us to assess the viability of the detected bacteria, and the microflora spectrum is excessively 
wide. In addition, the high level of genetic polymorphism of different strains of N. gonorrhoeae complicates the interpretation 
of the results. Deciphering the composition of microbiota allows the use of InterLab Service kits. The decoding of the etiology of 
purulent-inflammatory processes in the genital tract, which presents serious difficulties, is greatly facilitated by the use of Russian 
kits for molecular genetic analysis, which, in our opinion, provide the necessary and sufficient information for practice.

K e y w o r d s :  acute genital gonococcal infection; Neisseria gonorrhoeae; «duplicate» microorganisms; nucleic acid amplifica-
tion methods; genetic markers; purulent urethritis.
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Введение. Заболеваемость инфекциями, передающи-
мися половым путём (ИППП) представляет значимую 
медико-социальную проблему. Устойчивую тенденцию 
последних лет к снижению частоты встречаемости в их 
структуре острой генитальной гонококковой инфекции 
(ОГГИ) многие исследователи связывают не только с 
фактическими позитивными изменениями в её эпидеми-
ологии. Авторы обращают внимание на несовершенство 
требований к микробиологической диагностике ОГГИ, 
сложность культивирования гонококков, наличие целого 
рядя микроорганизмов-«двойников», характеризующих-
ся практически идентичными фенотипическими свой-
ствами [1-3]. Модификации биологических свойств и 
функциональной активности многих микроорганизмов, в 
частности, гонококков, обусловленные влиянием различ-
ных факторов, в том числе антисептиков, антибиотиков, 
консервантов, ксенобиотиков и других физико-химиче-
ских параметров, изменением характера межмикробных 
отношений и иммунной реактивности организма челове-
ка [4, 5], затрудняют диагностику ИППП. Всё чаще реги-
стрируются бессимптомные формы и случаи осложнён-
ного течения таких заболеваний, что ведёт к нарушению 
репродуктивной функции женщин и мужчин [3]. Декла-
рируемое сегодня малосимптомное течение гонококковой 
инфекции в значительной степени обусловлено некоррек-
тно установленной этиологией (негонококковая природа 
возбудителей), недоучётом складывающихся в микробио-
те гениталий межмикробных связей. Это порождает неа-
декватную антибиотикотерапию и рост антибиотикорези-
стентности Neisseria gonorrhoeae, бактерий-«двойников» 
– неспецифических возбудителей воспалительных про-
цессов, симбиотических компонентов микрофлоры гени-
тального тракта [2, 6].

Альтернативой традиционной диагностики стано-
вятся молекулярно-генетические методы, подтверж-
дающие этиологическую роль N. gonorrhoeae лишь в 
50-70% случаев положительного бактериологического 
анализа [7, 8]. Попытки оценить микробное разнообра-
зие при подозрении на ОГГИ с использованием генети-
ческих методов весьма немногочисленны [9], хотя на 
отечественном рынке представлен достаточный ассор-
тимент средств для реализации такого подхода.

Цель исследования – оценка видового разнообразия 
микробиоты генитального тракта мужчин и женщин с 
подозрениями на острую генитальную гонококковую 
инфекцию с использованием тест-систем отечествен-
ных производителей.

Материал и методы. Обследованы 102 пациента 
(69 мужчин и 33 женщины) репродуктивного возраста 
с характерными клиническими проявлениями и предпо-
ложительным диагнозом «острая генитальная гонокок-

ковая инфекция». Для исследования получали образцы 
содержимого уретры и отделяемого заднего свода вла-
галища. Культуральное исследование осуществляли с 
использованием элективных питательных сред с после-
дующей идентификацией культур по биохимическим 
свойствам, в том числе с использованием наборов EN-
COCCUStest, STREPTOtest 16 (Lachema, Чехия). Обна-
ружение ДНК N. gonorrhoeae выполняли методом ПЦР с 
наборами «Реал-бест ДНК Neisseria gonorrhoeae» (Рос-
сия). Для изучения состава микробиоты использовали 
тест-системы «АмплиПрайм Флороценоз – Аэробы», 
«АмплиПрайм – Бактериальный вагиноз» (ИнтерЛаб 
Сервис, Россия), согласно инструкциям производите-
лей.

При анализе полученных данных пациенты разделе-
ны на три группы: в 1-ю включены те, у кого ОГГИ под-
тверждена в лабораторном исследовании, в том числе в 
ПЦР, во 2-ю – с положительным бактериологическим 
анализом (результат ПЦР отрицательный), в 3-ю – у ко-
го предположительный диагноз не нашёл лабораторного 
подтверждения.

Метагеномное исследование 16S рибосомальной 
РНК образцов осуществлено на платформе Illumina 
MiSeq, с использованием набора MiSeq Reagent Kits v3 
(600-Cycle Kit), согласно рекомендациям производи-
теля. Библиотеки для секвенирования участков V3-V4 
гена 16S рибосомной РНК приготовлены согласно 16S 
Metagenomic Sequencing Library Preparation Illumina. 
При биоинформационной оценке применено программ-
ное обеспечение для метагеномного анализа - Kraken 
Metagenomics version 2.0.0 (классификатор ридов – ко-
ротких нуклеотидных последовательностей), используя 
стандартную базу данных.

Статистический анализ данных проводили с помо-
щью критерия х2.

Результаты и обсуждение. В результате лаборатор-
ного исследования предположительный клинический 
диагноз «ОГГИ» нашёл бактериологическое подтверж-
дение лишь в 35,3% случаев. Использование набора 
«Реал-бест ДНК Neisseria gonorrhoeae» позволило вы-
явить генетические маркёры возбудителя лишь в 63,9% 
положительных по бактериологическому методу образ-
цов. Причём «женские» пробы нашли подтверждение 
результата в ПЦР в половине случаев, «мужские» - в 
69,2%. Такая ситуация, очевидно, обусловлена тем, что 
у мужчин клинические проявления чаще более выра-
женны. У женщин симптоматика как правило, стертая, а 
сходная клиника зачастую обусловлена разными микро-
организмами. В целом у обследованных пациентов N. 
gonorrhoeae детектированы лишь у 22,5% обследован-
ных (см. таблицу). Сложившаяся ситуация требует рас-
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воспалительный процесс, обусловленный и другими 
бактериями (см. таблицу).

Всё чаще на первое место выходят ассоциации бак-
терий, а участие в них патогенов изучено относительно 
недостаточно. Рядом авторов показано, что при микст-
инфекциях наблюдается более тяжёлое течение заболе-
вания, так как патогенность каждого возбудителя уси-
ливается [2]. В значительной степени расшифровать 
состав микробных ассоциаций облегчают тест-системы 
«АмплиПрайм Флороценоз – Аэробы». На основе их 
применения в настоящем исследовании ассоциации 
грамположительных кокков и грамотрицательных эн-
теробактерий чаще обнаруживали при ОГГИ. Такие 
ассоциации выявлены в первой и второй группах более 
чем в половине случаев, в третьей – у 26% пациентов 
(р<0,05). У женщин первой и второй групп в 10 раз чаще 
встречались ассоциация G. vaginalis и A. vaginae (80% 
против 8% в третьей группе; р<0,05). Можно предпо-
ложить, что микробы-ассоцианты являются необходи-
мым условием для успешной колонизации слизистой  
N. gonorrhoeae, поскольку могут снижать резистент-
ность во входных воротах и повышать персистентные 
свойства друг друга за счёт деградации бактериоци-
нов индигенной микрофлоры и иммунных факторов 
слизистых оболочек. Присутствие в ассоциации с  
N. gonorrhoeae грамположительных кокков способству-
ет удлинению инкубационного периода, изменению 
клинической картины, затруднению клинической и ла-
бораторной диагностики [1, 11].

Микроскопический и бактериологический методы 
дают много сомнительных результатов. Микроскопи-
ческий метод имеет низкую чувствительность и спец-
ифичность (менее 30-40%) при исследовании клиниче-
ских материалов, полученных от женщин. Выявление N. 
gonorrhoeae регламентировано и в большинстве случаев 
основано именно на данных бактериоскопического ме-
тода, являющегося более дешёвым, чем бактериологи-
ческий. Но даже те немногие лаборатории, которые ис-
пользуют для выделения N. gonorrhoeae культуральный 
метод, работают с российскими неселективными среда-
ми и часто некорректно проводят видовую идентифика-
цию. На ранних стадиях инфекции, в случае её бессим-
птомного течения чувствительность и специфичность 

шифровки этиологии в остальных случаях, что проще и 
удобней осуществить с помощью методов амплифика-
ции нуклеиновых кислот (МАНК). Предложены разные 
варианты МАНК. В исследовательской работе всё боль-
шее внимание привлекают метагеномные исследования 
16S рибосомальной РНК в образцах патологического 
материала. При использовании этого метода установ-
лено широкое разнообразие микроорганизмов в гени-
тальном тракте как мужчин, так и женщин (рисунок, 
см.обложку). Данная методика не позволяет оценить 
жизнеспособность обнаруженных бактерий, спектр ми-
крофлоры избыточно широк. При культуральном иссле-
довании более чем в половине случаев микроорганизмы 
обнаруживали в монокультуре, реже в виде ассоциации 
двух видов и достаточно редко – трёх видов. В парал-
лельном метагеномном исследовании тех же проб детек-
тированы генетические маркёры существенного коли-
чества видов, при этом для большинства из них трудно 
установить значение в патогенезе инфекционного про-
цесса. На современном этапе развития технологий ме-
тагеномного анализа, рекомендовать в диагностическую 
практику такой подход преждевременно.

В развитии воспалительных заболеваний гениталь-
ного тракта приобретают актуальность нетипичные, 
нередко трудно культивируемые, формирующие много-
компонентные ассоциации и, возможно, обусловлива-
ющие микст-инфекции, оппортунистические патогены 
[2]. Учитывая специфику заболевания (путь передачи), 
происходит взаимное обогащение такими микроорга-
низмами половых партнеров. Возрастает роль класси-
ческих возбудителей бактериального вагиноза (БВ) в 
этиологии гнойного уретрита у мужчин [10]. При бак-
териологическом исследовании таких признанных ассо-
циантов микробиоты женщин при БВ, как Gardnerella 
vaginalis и Atopobium vaginae, практически никогда не 
детектируют в эякуляте мужчин. В нашем исследовании 
они обнаружены при использовании тест-систем «Ам-
плиПрайм – Бактериальный вагиноз», причём более ча-
сто – у мужчин третьей группы (см.таблицу), что может 
указывать на возможную роль преимущественно «жен-
ских» микроорганизмов в развитии уретрита у мужчин, 
схожего по клиническим симптомам с таковым при ОГ-
ГИ. Маскироваться под ОГГИ может неспецифический 

Результаты молекулярно-генетических исследований отделяемого генитального тракта  
у пациентов с предположительным диагнозом ОГГИ

Микроорганизмы, детектированные при 
помощи ПЦР-наборов

Предположительный диагноз «ОГГИ»,  
подтвержденный в профильной  

бактериологической лаборатории

Предположительный диагноз «ОГГИ»,  
не подтвержденный ни в профильной  

бактериологической лаборатории, ни в ПЦР
Мужчины (n=26) Женщины (n=10) Мужчины (n=43) Женщины (n=23)

N. gonorrhoeae + – + – – –
Enterobacteriaceae 18 8 4 5 40 17
Staphylococcus spp. 12 6 2 3 19 18
Streptococcus spp. 2 5 0 3 11 15
Lactobacillus spp. <1000 16 5 1 1 15 0
Lactobacillus spp. >1000 2 3 4 4 28 23
Gardnerella vaginalis 2 2 4 4 18 23
Atopobium vaginae 1 1 5 4 0 2
Enterobacteriaceae + Staphylococcus spp. 10 3 2 1 11 3
Enteroacteriaceae + Staphylococcus spp.+
Streptococcus spp.

2 3 0 2 5 12

Enteroacteriaceae + Streptococcus spp. 0 2 0 1 3 1
G. vaginalis + A. vaginae 0 1 4 4 0 2
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чаемых результатов, особенно в отсутствии конкретного 
патогена, весьма затруднительна в силу широкого ми-
кробного разнообразия, детектируемого такими метода-
ми. Опыт использования отечественных тест-системы 
для ПЦР свидетельствует о перспективности их исполь-
зования как при детекции ДНК N. gonorrhoeae, так и для 
оценки состава сопутствующей микрофлоры, либо ана-
лиза симбионтных микроорганизмов в отсутствии спец-
ифического патогена.
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этих методов может ещё более снижаться, что обуслов-
лено широким спектром микроорганизмов, имеющих 
схожие фенотипические свойства, особенно при куль-
тивировании в микроаэрофильных условиях с избы-
точным содержанием СО2. N. gonorrhoeae и E. faecalis 
формируют идентичные мелкие колонии. Энтерококки 
могут быть грамвариабельными и в ряде случаев давать 
положительный оксидазный тест как и N. gonorrhoeae. 
При проведении микроскопического исследования ла-
боратория выдаёт заключение о том, что в клиническом 
материале обнаружены (или не обнаружены) грамотри-
цательные диплококки, а не N. gonorrhoeae.

Современный метод – метагеномное секвенирование 
– показывает картину в целом и даёт всеобъемлющую 
количественную характеристику, в том числе и количе-
ство генетического материала человека, что, возможно, 
отражает остроту процесса и связано с особенностями 
течения заболевания (см. рисунок на обложке). Такой 
подход не позволяет установить жизнеспособность 
и функциональную активность большей части пред-
ставителей генитальной микробиоты. В силу высокой 
сложности интерпретации результатов, значительной 
стоимости таких технологий, требующих высоко ква-
лифицированного персонала в области молекулярно-
генетического анализа, их применение в широкой диа-
гностической практике на данном этапе не реализуемо. 
Применение наборов отечественного производства для 
ПЦР-РВ с целью расшифровки этиологии гнойно-вос-
палительных процессов в репродуктивном тракте и 
мужчин, и женщин представляется оправданным, в том 
числе и с экономической точки зрения, поскольку менее 
затратно как в реактивах, так и по времени процедуры, 
чем бактериологическое исследование.

Заключение. Расшифровка этиологии гнойно-вос-
палительных процессов в генитальном тракте предс- 
тавляет серьёзные трудности. В значительной степени 
это обусловлено тем, что для его микробиоты в норме 
характерно значительное видовое разнообразие, в том 
числе условно-патогенных бактерий. Во многих стра-
нах золотым стандартом диагностики ИППП, в том 
числе гонококковой инфекции, остается культуральный 
метод, который характеризуется высокой специфично-
стью. Его чувствительность отличает многофакторная 
зависимость как от долабораторного этапа (качества 
взятия образца, сроков и способов транспортировки 
проб), так и качества, оптимального спектра используе-
мых питательных сред, условий культивирования и т.п. 
Современные методы, основанные на амплификации 
нуклеиновых кислот (МАНК), имеют целый ряд пре-
имуществ, таких как более высокая чувствительность, 
возможность использования образцов, полученных не-
инвазивным путём, быстрота, основанная на автомати-
зации процесса. Секвенирование нуклеиновых кислот 
позволяет получать независимую от культивирования 
характеристику микробиоты. МАНК, используемые 
для диагностики ИППП, имеют существенные огра-
ничения, например, более высокую стоимость, риски 
контаминации образцов и ингибирования процесса. 
При диагностике гонореи высокая степень гомологии 
нуклеотидных последовательностей и частый генетиче-
ский обмен между гонококками и другими видами рода 
Neisseria, высокий уровень генетического полиморфиз-
ма разных штаммов N. gonorrhoeae являются причиной 
неоптимальной специфичности этих технологий. Если 
пренебречь этими соображениями, интерпретация полу-
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ПЦР-ИССЛЕДОВАНИЕ КАК ВСПОМОГАТЕЛЬНЫЙ МЕТОД ДИАГНОСТИКИ 
ПЕРИПРОТЕЗНОЙ ИНФЕКЦИИ ПОСЛЕ ЭНДОПРОТЕЗИРОВАНИЯ СУСТАВОВ 
(КЛИНИЧЕСКИЙ СЛУЧАЙ)

ФГБУ «Федеральный центр травматологии, ортопедии и эндопротезирования» Минздрава РФ, 428020, г. Чебоксары,  
Россия

Перипротезная инфекция (ППИ) после эндопротезирования крупных суставов является третьей (среди главных причин 
неудовлетворительных результатов оперативного лечения) серьёзной угрозой здоровью пациентов. «Золотым стандар-
том» диагностики ППИ является культуральное исследование образцов перипротезных тканей и синовиальной жидко-
сти. В 10-30% случаев выделить микроорганизмы невозможно, что объясняется трудностью культивирования и при-
ёмом антибиотиков до взятия проб. Цель работы – демонстрация диагностической ценности ПЦР-диагностики для 
выявления генетического материала возбудителя культуроотрицательной перипротезной инфекции. Описан клиниче-
ский случай культуроотрицательной перипротезной инфекции, послужившей причиной повторной двухэтапной ревизии 
эндопротеза тазобедренного сустава. При первом эпизоде ППИ, возникшем через 3 года после эндопротезирования та-
зобедренного сустава, бактериологическое исследование пунктата вертельной зоны оперированного сустава выявило 
метициллин-резистентный Staphylococcus epidermidis (MRSE). Проведено двухэтапное ревизионное эндопротезирование 
сустава. Через 5 лет после ревизии пациентка госпитализирована с клинико-рентгенологическими признаками ППИ, при 
исследовании пунктата сустава выявлен характерный для ППИ цитоз. Культуральное исследование пунктата и интра-
операционного аспирата на I этапе повторного двухэтапного ревизионного эндопротезирования не выявило аэробных и 
анаэробных микроорганизмов. В смывах с удалённых компонентов эндопротеза при ПЦР-исследовании обнаружена ДНК 
метициллин-чувствительного Staphylococcus aureus (MSSA), маркёр устойчивости (ген mecA) не обнаружен. Учитывая 
сопутствующее онкологическое заболевание, данный результат определил назначение патогенетической антибиоти-
котерапии, эффективность которой подтвердилась через 8 нед на II этапе реревизии. Проведённое ПЦР-исследование 
пунктатов сустава и вертельной зоны (до операции), смыва с удалённых компонентов спейсера (после УЗ-обработки) 
и интраоперационного аспирата из сустава не выявило ДНК Staphylococcus aureus и маркёра устойчивости (ген mecA). 
Метод ПЦР сделал возможным  определить детекцию возбудителя и назначение адекватной антибиотикотерапии при 
культуроотрицательной перипротезной инфекции.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  эндопротезирование суставов; перипротезная инфекция; ревизионное эндопротезирование; 
антибиотикорезистентность; микробные биоплёнки; полимеразная цепная реакция; ПЦР-
диагностика.
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PCR RESEARCH AS AN AUXILIARY METHOD FOR DIAGNOSTICS OF PERIPHRESITICAL INFECTION 
AFTER ENDOSTREDITISION OF JOINTS (CLINICAL CASE)
Federal State Budgetary Institution Federal Center of Traumatology, Orthopedics and endoprosthesis replacement  
of Ministry of Health of the Russian Federation,  428020,Cheboksary, Chuvash Republic,  Russia
Periprosthetic infection (PPI) after arthroplasty of large joints is the third (among the main causes of unsatisfactory results of 
surgical treatment) a serious threat to the health of patients. The «gold standard» for the diagnosis of PPI is the bacteriological 
examination of samples of periprosthetic tissues and synovial fluid. In 10-30% of cases, it is impossible to isolate microorganisms, 
which is explained by the difficulty of cultivation and taking antibiotics before sampling. The purpose of study is to demonstrate 
the diagnostic value of PCR diagnostics for identifying the genetic material of an infectious pathogen of a culture-negative 
periprosthetic infection. Material of the study is a description of a clinical case of a culture-negative periprosthetic infection 
that caused a second two-stage revision of the hip joint prosthesis  In the first episode of PPI that occurred 3 years after hip 
replacement, a microbiological examination of the puncture of the trochanteric zone of the operated joint revealed a massive 
increase in methicillin-resistant Staphylococcus epidermidis (MRSE). A two-stage revision joint replacement was performed. 5 
years after the revision, the patient was hospitalized with clinical and radiological signs of PPI, while examining the puncture 
of the joint revealed characteristic PPI cytosis. Microbiological examination of punctate and intraoperative aspirate at the first 
stage of the repeated two-stage revision endoprosthesis replacement did not reveal aerobic and anaerobic microorganisms. 
In PCR studies, the DNA of methicillin-sensitive Staphylococcus aureus (MSSA) was detected in washouts from the removed 
components of the endoprosthesis; no resistance marker (mecA gene) was found. Given the concomitant oncological disease, 
this result determined the appointment of pathogenetic antibiotic therapy, the effectiveness of which was confirmed after 8 weeks 
at the II stage of revision. The PCR study of joint and trochanteric punctures (before surgery), flushing from the removed spacer 
components (after ultrasound treatment) and intraoperative aspirate from the joint did not reveal Staphylococcus aureus DNA and 
resistance marker (mecA gene). In some cases of periprosthetic infection, traumatologists and orthopedists deal with culturally 
negative results of a microbiological study of the patient’s biomaterial and swabs from the components of endoprostheses in the 
presence of clinical manifestations of PPI, confirmed by laboratory diagnostics and X-ray examination. According to the literature, 
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such clinical situations are observed in 10-30% of cases and are caused by previous antibiotic therapy in the early stages of an 
infectious complication. After surgical treatment of PPI for the selection of adequate antibiotic therapy, such patients need to at 
least indirectly determine the type of infection pathogen, which is achieved by the use of additional diagnostic methods, such as 
a PRC study. In the case described by us, after a course of antibiotic therapy, prescribed according to the results of the first PCR 
study, the patient’s body does not contain DNA traces of the desired infectious agent. Thus, the repeated PCR not only confirmed 
the accuracy of the initial diagnosis of the source of infection, but also further illustrated the success of the rehabilitation of the 
periprosthetic infection using a correctly selected antibacterial drug at the previous stage of the study. The use of the PCR method 
made it possible to diagnose the pathogen and prescribe adequate antibiotic therapy for culture-negative periprosthetic infection.

K e y w o r d s :  joint arthroplasty; periprosthetic infection; revision endoprosthetics; antibiotic resistance; microbial biofilms; 
polymerase chain reaction; PCR diagnostics.
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Введение. Перипротезная инфекция (ППИ) – глубо-
кая инфекция области хирургического вмешательства, 
развившаяся после имплантации эндопротеза. По дан-
ным Российского регистра эндопротезирования тазо-
бедренного сустава РНИИТО им. Р.Р. Вредена, данная 
патология занимает первое место среди причин ран-
них ревизий [1]. Несмотря на относительно невысокую 
частоту ППИ после первичного эндопротезирования 
(0,3-2,2%), в случаях повторных (ревизионных) опера-
ций риск развития ППИ возрастает в несколько раз, до-
стигая 5,9-13,6% [1-3]. Частота рецидивов при лечении 
существующей ППИ составляет 23,2-31,5% [4]. ППИ 
является третьей (среди главных причин неудовлетво-
рительных результатов оперативного лечения) серьёз-
ной угрозой здоровью пациентов и составляет значи-
тельную долю расходов учреждений здравоохранения 
[5]. Вероятность развития ППИ повышают различные 
факторы риска и сопутствующие заболевания – такие, 
как ревматоидный артрит, предшествующие операции 
на тазобедренном суставе, ожирение, нарушение свер-
тываемости крови, дооперационная анемия, сахарный 
диабет, иммуносупрессия [6,7].

Взгляды на лабораторную диагностику ППИ не-
однозначны: существуют американская и европейская 
школы [8,9]. Врачами-травматологами-ортопедами ис-
пользуются критерии диагностики ППИ, принятые на 
согласительной конференции (Консенсус) по ППИ [8]. 
При диагностике ППИ принимаются во внимание и дру-
гие критерии [9].

«Золотым стандартом» диагностики ППИ является 
культуральное исследование образцов перипротезных 
тканей и синовиальной жидкости на аэробы и анаэробы, 
подсчёт клеток с лейкоцитарной формулой. Уровень лей-
коцитов, позволяющий заподозрить инфекционный про-
цесс, при наличии протеза коленного сустава составляет 
более 1700 клеток/мкл [9,10]. Проводились исследования 
в отношении пациентов после эндопротезирования тазо-
бедренного сустава, цитоз при подтверждённых ППИ со-
ставил более 3000 клеток/мкл [8].

Ведущими возбудителями ППИ являются 
Staphylococcus aureus и S. epidermidis [11,12]. Часты-
ми возбудителями ППИ являются коагулазонегативные 
стафилококки (30-43%), S. aureus (12-23%), микробные 
ассоциации (10-20%), грамотрицательные бактерии (10-
17%), стрептококки (9-10%), энтерококки (3-7%), анаэ-
робы (2-4%), Candida spp. (1-3%) [13].

Ведущая роль S. aureus и S. epidermidis в этиологии 
ортопедической инфекции обусловлена их способно-
стью формировать микробные биоплёнки на поверхно-
сти искусственных имплантатов [14,15]. Существование 
возбудителей в составе биоплёнок затрудняет диагно-
стику ППИ и снижает эффективность антибактериаль-
ной терапии [16]. Использование эффективного метода 
ультразвуковой (УЗ) обработки удалённых компонентов 
эндопротеза позволило значительно повысить диагно-
стическую значимость культурального исследования, 
в ряде случаев, ранее идентифицируемых как асепти-
ческое расшатывание эндопротеза, диагностирована 
ППИ. Обработка УЗ удалённых компонентов эндопро-
теза ведёт к деструкции ассоциированной с импланта-
том микробной биоплёнки, обеспечивая возможность 
эффективного культурального исследования, что не 
представляется возможным при анализе аспирата или 
интраоперационных образцов тканей. Культивирование 
жидкости после УЗ обработки компонентов эндопротеза 
даёт количественную оценку микробной обсеменённо-
сти и повышает чувствительность культурального мето-
да [16,17], особенно, если пациенты получали антибио-
тики до операции. Чувствительность и специфичность 
для перипротезной ткани составляют 76% и 93% соот-
ветственно, чувствительность и специфичность жидко-
сти после УЗ обработки – 95% и 97% соответственно 
[17]. В 10-30% случаев ППИ выделить микроорганизмы 
невозможно [13], что связано с трудностью культивиро-
вания и приёмом антибиотиков до взятия проб.

ПЦР может быть использована для наблюдения за 
пациентами с подозреваемой ППИ и пациентами с исто-
рией приёма антибиотиков. ПЦР может дать ценную 
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дополнительную диагностическую возможность для об-
наружения некультивируемых микроорганизмов в куль-
туроотрицательных клинических образцах. ПЦР обеспе-
чивает детекцию микроорганизма в исследуемом биома-
териале в течение 5 час, что даёт возможность раннего 
начала антибиотикотерапии [18-21]. В случае развития 
ППИ врач ограничен во времени, и при получении куль-
туроотрицательного результата ожидает от ПЦР указа-
ния на вид микроорганизма, причастного к развитию 
процесса, для своевременного назначения этиотропной 
антибиотикотерапии во избежание возможного прогрес-
сирования инфекции. ПЦР даёт положительный резуль-
тат и в случае гибели патогена при антибиотикотерапии, 
поскольку для элиминации ДНК требуется время. ПЦР 
детектирует ДНК или РНК возбудителя, не отличая при 
этом мёртвые клетки от живых. Неспособность ПЦР раз-
личать мертвые и живые патогены налагает определён-
ные требования при использовании ПЦР для контроля 
эффективности лечения. Основное правило – дождаться 
полного выведения фрагментов инфекционного агента 
из организма. По истечении 4-8 нед после завершения 
антибиотикотерапии метод ПЦР можно использовать 
для контроля эффективности проведённого лечения.

Цель исследования – демонстрация диагностической 
ценности ПЦР-диагностики для выявления генетическо-
го материала возбудителя культуроотрицательной пери-
протезной инфекции после эндопротезирования тазобе-
дренного сустава.

Материал и методы. Представлено клиническое 
наблюдение диагностики ППИ у женщины, 66 лет, с 
эндопротезом тазобедренного сустава (ТБС). Исполь-
зовались клинические, лабораторные (лейкоциты, ге-
моглобин, СОЭ, СРБ, пресепсин, прокальцитонин, 
креатинин крови, скорость клубочковой фильтрации), 
рентгенологический методы диагностики. Для прицель-
ной навигации и корректной аспирации содержимого 
суставов использовался переносной УЗ-сканер Philips 
Spark (США) с конвексным датчиком – 2-6 МГц и ли-
нейный датчик 4-12 МГц. Биоптаты окрашивали по Гра-
му. ПЦР-исследования выполнялись на приборе Rotor-
Gene Q (QIAGEN Германия) наборами для выделения 
ДНК – «Рибо-преп» (Россия), для амплификации и де-
текции – «АмплиСенс MRSA – скрин-титр-FL» (Россия) 
по стандартной методике. Последний предназначен для 
выявления и количественного определения ДНК мети-
циллин-чувствительного и метициллин-резистентного 
S. aureus, метициллин-резистентных коагулазонегатив-
ных Staphylococcus spp. Метициллин-резистентность 
подтверждается выявлением гена mecA. Аналитическая 
чувствительность метода – 400 копий/мл.

Результаты. Пациентка впервые обратилась в Фе-
деральный центр травматологии, ортопедии и эндо-
протезирования (далее – Центр) в июле 2014 г. (через 3 
года после первичного тотального эндопротезирования 
(ТЭП) левого ТБС в другом ЛПУ по поводу чрезвертель-
ного перелома левого бедра в результате травмы в 2011 
г. и через 4 мес после экстирпации матки с жалобами на 
боли и дискомфорт в левом ТБС, периодическую лихо-
радку (до 38°С). Имеет несколько очагов хронической 
инфекции, наблюдается у онколога по поводу заболева-
ния левой почки (нефроэктомия в 2007 г.).

С целью верификации диагноза ППИ при поступле-
нии под УЗИ-навигацией выполнена пункция вертель-
ной зоны, области шейки и параартикулярной области. 
Характер пунктата, полученного из вертельной области: 

мутноватый. Посев пунктата из вертельной зоны дал 
MRSE. Из пунктата области шейки эндопротеза и пара-
артикулярной зоны левого ТБС микрофлора не выделена. 
В общем анализе крови (ОАК) отмечались лейкоцитоз, 
анемия, повышение СОЭ. Нормальный уровень пресеп-
сина и повышенный (0,071 нг/мл) – прокальцитонина 
– характерны для локальной бактериальной инфекции. 
Рентгенографически выявлены септическая нестабиль-
ность компонентов эндопротеза левого ТБС и наличие 
объёмного образования полости малого таза. По согласо-
ванию с онкологом проведен I этап двухэтапного реви-
зионного эндопротезирования с установкой цементного 
артикулирующего спейсера с добавлением антибиотика. 
При микроскопии отпечатков интраоперационных био-
птатов окрашенных по Граму: лейкоциты – до 8 в поле 
зрения (п/з). Во всех 4-х образцах интраоперационного 
биоматериала (перипротезные ткани) при культуральном 
исследовании рост MRSE.

В течение последующих 12 нед после I этапа ревизии 
амбулаторно проведён 3-кратный посев пунктата левого 
ТБС и определение чувствительности к антибиотикам 
с инкубацией до 14 сут, результаты отрицательные. Че-
рез 12 нед пациентка поступила в Центр на II этап ре-
визионного эндопротезирования с удалением лечебного 
спейсера. ОАК не выявил воспалительной реакции. На 
УЗИ левого ТБС – содержимое смешанного характера 
по латеральной поверхности верхней трети бедра. При 
микроскопии отпечатков биоптатов окрашенных по Гра-
му, полученных в ходе операции, обнаружены лейкоци-
ты – до 5 в п/з. Культуральное исследование 4-х образ-
цов интраоперационного биоматериала (перипротезные 
ткани) показало отсутствие роста во всех образцах.

Учитывая рост MRSE на I этапе ревизии, отсутствие 
роста микроорганизмов в пунктатах левого ТБС перед II 
этапом ревизии и в интраоперационном биоматериале, 
для определения гена резистентности микроорганизма в 
качестве критерия излеченности ППИ дважды проведе-
но ПЦР-исследование (пунктат левого ТБС, интраопе-
рационный биоптат), результаты отрицательны: ДНК S. 
aureus не обнаружена, ген mecA не обнаружен.

В 2018 г. (через 4 года после II этапа ревизии) па-
циентка обратилась в Центр с жалобами на боль в ле-
вом коленном суставе и опухолевидное образование в 
нижней трети левого предплечья (около 3 лет). Жалобы 
со стороны оперированного левого ТБС отсутствовали, 
при контрольном осмотре клинико-рентгенологических 
признаков рецидива ППИ не выявлено. При УЗИ – гра-
нуляционные изменения парапротезной зоны. МРТ-
исследование поясничного отдела позвоночника с ми-
елографией и КТ исследование левого лучезапястного 
сустава выявили объёмное образование малого таза с 
признаками метастатического поражения костей. Паци-
ентка направлена на консультацию и лечение к онкологу 
по месту жительства.

В 2019 г., ещё через 1 год после данного обращения (5 
лет после первой ревизии), пациентка упала на коленные 
суставы с формированием гематомы, что привело к резко-
му ухудшению состояния левого ТБС: резкая боль и отёк 
в левом бедре, повышение температуры тела до 39° С. В 
течение 4 дней перед госпитализацией в Центр принима-
ла амоксиклав. При госпитализации: повышение СРБ до 
149 мг/л, в ОАК – картина выраженного воспаления (лей-
коцитоз 13,35х109/л, анемия – гемоглобин 77 г/л, СОЭ по 
Вестергрену 119 мм/ч). Повышенные уровни пресепсина 
(2123 пг/мл) и прокальцитонина (0,192 нг/мл) послужи-
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ли основанием для поиска локального очага инфекции и 
не исключали системной воспалительной реакции. По-
вышенный уровень креатинина крови (133 мкмоль/л) и 
снижение скорости клубочковой фильтрации (42 мл/мин 
по формуле Cockroft-Gault при норме для данной паци-
ентки не менее 90 мл/мин) свидетельствовали о наруше-
нии фильтрационной функции почек. КТ-исследование 
органов брюшной полости выявило признаки объёмного 
образования малого таза с метастазами рёбер, позвонков, 
костей таза.

При УЗИ левого ТБС – наличие жидкого содержимого 
в полости эндопротеза в значительном объёме, с призна-
ками инфицирования и формирования свищевого хода. 
Рентгенологические признаки септической нестабиль-
ности компонентов эндопротеза подтвердили развитие 
реинфекции парапротезной зоны левого ТБС. Для вери-
фикации диагноза ППИ под УЗ-навигацией до операции 
выполнена пункция левого ТБС на цитоз и культуральное 
исследование. Выявлены характерные признаки ППИ – 
лейкоцитов 200 тыс. в 1 мкл, в т. ч. палочкоядерные ней-
трофилы (ПЯН) – 94%. При культуральном исследовании 
пунктата аэробные и анаэробные микроорганизмы не 
обнаружены. Выполнен I этап повторного двухэтапного 
ревизионного эндопротезирования левого ТБС (ререви-
зия) с удалением компонентов эндопротеза и установкой 
цементного артикулирующего спейсера с добавлением 
антибиотика. Исследование интраоперационного аспира-
та выявило повышенный цитоз – 240 тыс. в 1 мкл (ПЯН – 
95%). В отпечатках интраоперационных биоптатов окра-
шенных по Граму: лейкоциты – до 15, макрофаги – 1-2 в 
п/з. Рост микроорганизмов (с инкубацией до 14 сут) не 
обнаружен ни в одном из 6 образцов интраоперационно-
го биоматериала (в т. ч. смывы с удалённых компонентов 
эндопротеза после УЗ-обработки и интраоперационный 
аспират из полости левого ТБС).

Учитывая выраженные клинические, лабораторные, 
рентгенологические признаки ППИ при отсутствии ро-
ста микроорганизмов в биоматериале и смывах с ком-
понентов эндопротеза, MRSE в анамнезе (при первой 
ревизии в 2014 г.), наличие сопутствующего заболева-
ния, сопровождающегося иммуносупрессией, проведе-
но ПЦР-исследование интраоперационного аспирата и 
смывов с удалённых компонентов эндопротеза (после 
УЗ-обработки) на детекцию ДНК S. aureus и ген mecA. 
Дополнительным аргументом к проведению ПЦР-
исследования послужила необходимость назначения 
этиотропной антибиотикотерапии. Применение ванко-
мицина (в связи с подозрением на МRSE) противопока-
зано в связи с его нефротоксичностью, учитывая при-
знаки почечной недостаточности у пациентки. В смывах 
с удалённых компонентов эндопротеза обнаружена ДНК 
MSSA – 5,45х103 копии/мл. Ген mecA не обнаружен. В 
интраоперационном аспирате из полости левого ТБС 
при ПЦР-исследовании ДНК S. aureus и ген mecA не об-
наружены. Через 3 нед после I этапа реревизии пациент-
ка выписана, амбулаторно получила курс антимикроб-
ной терапии с учётом результатов ПЦР-исследования.

Через 8 нед после I этапа реревизии пациентка госпи-
тализирована для проведения II этапа реревизии левого 
ТБС. Для контроля качества санации в день госпитали-
зации под УЗ-навигацией выполнены пункции левого 
ТБС и вертельной области левого ТБС: обнаружены 
лейкоциты 1275 в 1 мкл (ПЯН – 51%) и 1500 в 1 мкл 
(ПЯН – 62%) соответственно. Результат культурально-
го исследования отрицательный. При госпитализации в 

ОАК лейкоциты в пределах нормы, анемия. Сохраняют-
ся повышенные показатели СОЭ по Вестергрену до 95 
мм/ч, пресепсина (506 пг/мл), прокальцитонина (0,056 
нг/мл) и СРБ (39,4 мг/л).

Выполнен II этап реревизии с удалением компонен-
тов спейсера и установкой постоянного эндопротеза. В 
интраоперационном аспирате из левого ТБС на цитоз – 
лейкоциты 2125 в 1 мкл (ПЯН – 50%). При микроскопии 
интраоперационных отпечатков биоптатов: лейкоциты – 
до 6 в п/з. В образцах интраоперационного биоматериала, 
в том числе  смывах с удалённых компонентов спейсера 
(после УЗ-обработки) и интраоперационном аспирате из 
левого ТБС (с инкубацией до 14 сут) рост микроорганиз-
мов не выявлен. ПЦР-исследование пунктата левого ТБС, 
пунктата вертельной зоны левого ТБС (до операции), 
смыва с удалённых компонентов спейсера (после УЗ-
обработки), интраоперационного аспирата из левого ТБС 
не выявило ДНК S. aureus и гена mecA.

Обсуждение. В ряде случаев при перипротезной ин-
фекции врачи – травматологи-ортопеды имеют дело с от-
рицательными результатами культурального исследования 
биоматериала пациента и смывов с компонентов эндопро-
тезов при наличии клинических проявлений ППИ, под-
тверждённых данными лабораторной диагностики и рент-
генобследования. Такие ситуации наблюдаются в 10-30% 
случаев и вызваны предшествующей антибиотикотерапи-
ей на ранних стадиях инфекционного осложнения [13]. 
После оперативного лечения ППИ для подбора адекватной 
антибиотикотерапии таким пациентам необходимо хотя 
бы косвенно определить вид возбудителя инфекции, что 
достигается применением дополнительных методов диа-
гностики – таких, как ПЦР [18-21]. Нами описано подоб-
ное клиническое наблюдение. После курса антибиотикоте-
рапии, назначенной по итогам первого ПЦР-исследования, 
в организме пациентки отсутствуют следы ДНК искомого 
инфекционного агента. Повторно проведенная ПЦР под-
твердила точность первичной диагностики источника ин-
фекции, но и проиллюстрировала успешность санации пе-
рипротезной инфекции подобранным антибактериальным 
препаратом на предыдущем этапе исследования.

Заключение. Показана эффективность ПЦР-
диагностики ППИ при наличии культуроотрицательной 
инфекции. Важно исследовать смывы с компонентов эн-
допротеза после предварительной обработки компонен-
тов в УЗ-мойке, обеспечивающей отделение биоплёнки 
от металлических поверхностей и дающей возможность 
обнаружения микроорганизмов в смыве при последую-
щем его исследовании.
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