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 ХАРАКТЕРИСТИКА БИОМАРКЕРОВ КРОВИ ПРИ ПРОСПЕКТИВНОМ НАБЛЮДЕНИИ 
ПАЦИЕНТОВ С СЕРДЕЧНО-СОСУДИСТОЙ ПАТОЛОГИЕЙ В СОЧЕТАНИИ С САХАРНЫМ 
ДИАБЕТОМ ТИПА 2, ПЕРЕНЕСШИХ COVID-19 АССОЦИИРОВАННУЮ ПНЕВМОНИЮ 

Тюменский кардиологический научный центр, Томский национальный исследовательский медицинский центр РАН, 
Томск, Россия

Исследование особенностей и динамики лабораторных биомаркеров у пациентов с сердечно-сосудистыми заболевани-
ями (ССЗ) при наличии сахарного диабета типа 2, перенесших COVID-19-ассоциированную пневмонию, имеет большое 
клиническое значение для предупреждения риска нежелательных событий. В исследование включено 65 пациентов. Вы-
делены 2 группы: 1-я группа пациенты с ССЗ (АГ в сочетании с ИБС) без сахарного диабета типа 2 (СД 2 (n=45)), 2-я – 
пациенты с ССЗ и СД 2 (n=20). Обследование пациентов проводилось на исходной точке в инфекционном моногоспитале 
и в точке 3 месяца после выписки из стационара. Оценивали: параметры общего анализа крови; биохимические и неспец-
ифические воспалительные параметры крови; эластические свойства сосудистой стенки. Во 2-ой группе пациентов с 
СД2 было зарегистрировано превышение уровня лейкоцитарных показателей и изменение их индексных коэффициентов 
– повышение отношения NLR (нейтрофилы/лимфоциты) и снижение соотношения LYM/СРБ (лимфоциты/С реактив-
ный белок); из биохимических показателей – превышение исходных концентраций АСТ, АЛТ, ЛДГ, ферритина; из воспали-
тельных неспецифических параметров – превышение уровня max СРБ, высокочувствительного-СБР (вч-СРБ), интерлей-
кина 1β (ИЛ1β), фактора некроза опухоли – ФНОα и уровня NT-proBNP, что свидетельствует о наличии в данной группе 
пациентов более выраженного сосудистого воспалительного потенциала для развития сердечно-сосудистых событий в 
постковидном периоде. Методом множественной регрессии показано, что СД2 является независимым фактором риска 
повышения жесткости сосудистой стенки. Таким образом, динамический контроль лабораторных параметров имеет 
прогностическую ценность в оценке характера течения COVID-19 ассоциированной пневмонии у пациентов с ССЗ с на-
личием или отсутствием СД2 и может быть использован для разработки алгоритма мониторинга пациентов с целью 
своевременного предупреждения отсроченных сердечно-сосудистых событий.
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CHARACTERISTICS OF BLOOD BIOMARKERS IN THE PROSPECTIVE FOLLOW-UP OF PATIENTS WITH 
CARDIOVASCULAR PATHOLOGY IN COMBINATION WITH TYPE 2 DIABETES MELLITUS AFTER 
COVID-19 ASSOCIATED PNEUMONIA
Tyumen Cardiology Research Center, Tomsk National Research Medical Center of the Russian Academy of Sciences, Tomsk, 
Russia, 625026.
The study of the characteristics and dynamics of laboratory biomarkers in patients with cardiovascular diseases (CVD) with type 
2 diabetes mellitus who underwent COVID-19-associated pneumonia is of great clinical importance for preventing the risk of ad-
verse events. IN the study we used data from 65 patients in the present work. Patients were divided into 2 groups: group 1 included 
patients with CVD: arterial hypertension (AH) in combination with coronary artery disease (CAD) without DM2 (n=45), group 2 
included patients with CVD and DM2 (n=20). Patients were examined at baseline in the infectious disease hospital and 3 months 
after discharge. During laboratory examination of blood biosamples we evaluated parameters of general blood test; biochemi-
cal and immunologicai parameters; elastic properties of the vascular wall. The analyzed leukocyte parameters and their index 
coefficients – increase in NLR ratio (neutrophils/lymphocytes) and decrease in LYM/CRP ratio (lymphocytes/CRP) were more 
significantly changed in DM2 group. Patients in both groups had a significant excess of baseline max CRP concentrations with 
decrease in parameters after 3 months, but with persistent excess values in group 2. Three months after discharge patients with 
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DM2 had levels of hs-CRP, IL-1β and TNFa and NT-proBNP, that exceeded both the reference values and those in group 1, which 
reflected the presence of more pronounced vascular inflammatory potential for possible adverse events in this group of patients in 
post-COVID period. The method of multiple regression showed that DM2 is an independent risk factor for increased stiffness of 
the vascular wall. Thus, dynamic control of laboratory parameters has prognostic value in assessing the nature of the course of 
COVID-19 associated pneumonia in patients with CVD and DM2 developing an algorithm for personalized monitoring of patients 
in the post-COVID period with the aim of timely prevention of unwanted vascular complications.
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Введение. Получив статус пандемии, новая ко-
ронавирусная инфекция показала, как SARS-CoV-2 
может влиять на пациентов, вовлеченных в другие 
неинфекционные эпидемии, уже многие годы наби-
рающие темп [1,2].

Известно, что уязвимыми категориями людей, 
подверженных COVID-19, являются пациенты с тя-
желыми хроническими заболеваниями, такими, как 
болезнь сердца и сосудов (ишемическая болезнь серд-
ца (ИБС), артериальная гипертензия (АГ), цереброва-
скулярные заболевания), обструктивные заболевания 
легких, хроническая болезнь почек, и конечно же, 
сахарный диабет. По данным ряда литературных ис-
точников известно, что риски заболеть COVID-19 у 
больных с СД не превышают таковые риски в общей 
популяции, однако, если человек с СД уже инфици-
рован, то болезнь у него течет гораздо тяжелее, чем у 
пациентов, не имеющих СД, и частота смертельных 
исходов у пациентов с СД значимо выше [3,4]. Отя-
гощение течения COVID-19 при ССЗ и СД неодно-
кратно анализировалось в научных статьях [1-6]. В 
опубликованном метаанализе Wang и соавт., включав-
шим 1558 больных с COVID-19, было показано, что 
сопутствующие заболевания существенно повышают 
риски тяжелого течения вирусного заболевания: на-
личие АГ повышало риски в 2,29 раза, ХОБЛ – в 5,97 
раза, сердечно-сосудистой патологии – в 2,93 раза 
(p<0,001). Однако необходимо отметить и то, что на 
фоне развившейся инфекции было зарегистрировано 
утяжеление течения самих соматических заболева-
ний, в том числе как АГ и ИБС, так и СД2. 

Целью нашей работы стало проведение проспек-
тивного исследования биомаркеров крови у пациен-
тов с сердечно-сосудистыми заболеваниями, пере-
несших COVID-19 – ассоциированную пневмонию, в 
группах с наличием и отсутствием сахарного диабета 
типа 2 и выявление индикаторов развития неблаго-
приятных сердечно-сосудистых событий в постко-
видном периоде.

Материал и методы. Исследование представ-
ляет собой промежуточный этап «Проспективного 
наблюдения пациентов, перенесших COVID-19-
ассоциированную пневмонию», соответствует стан-
дартам клинической практики (Good Clinical Practice) 
и положениям Хельсинской Декларации. Протокол 
одобрен локальным комитетом по биомедицинской 
этике при Тюменском кардиологическом научной 
центре Томского национального исследовательско-
го медицинского центра РАН (протокол № 159 от 
23.07.2020 г.). Исследование зарегистрировано в меж-
дународном реестре клинических исследований На-
ционального института здоровья США (ClinicalTrials.
gov Identifier: NCT04501822). Пациенты идентифици-
ровались по данным медицинской информационной 
системы 1С моноинфекционного госпиталя в период 
с апреля 2020 г. по июль 2021 г. Перед включением в 
исследование у каждого из участников исследования 
было получено письменное информированное согла-
сие об использовании результатов обследования в на-
учных целях.

В данное исследование были включены 65 из 380 
пациентов, перенесших SARS-CoV-2 ассоциирован-
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ную пневмонию. Нами были выделены две группы 
пациентов. В 1-ю группу вошли пациенты с ССЗ (АГ 
в сочетании с ИБС) без СД2 (n= 45), средний возраст 
60,89± 6,56 лет. Во 2-ю группу – пациенты с ССЗ и 
СД2 (n=20), средний возраст 62,45±4,84 лет. 

Работа с клинико-анамнестической базой данных 
позволила выделить пациентов двух групп, сопоста-
вимых по возрасту, длительности заболевания АГ и 
ИБС, степени выраженности АГ и функциональному 
классу стенокардии напряжения (ФКII-III), индек-
су массы тела (ИМТ), наличию чрескожных вмеша-
тельств (ЧКВ), аорто-коронарного шунтирования 
(АКШ) и инфаркта миокарда (ИМ) в анамнезе, фак-
ту курения. Группы отличались только по параметру 
стенокардии напряжения ФК I, так как таких пациен-
тов не было в группе с СД2 и количеству пациентов 
с хронической сердечной недостаточностью (ХСН) 
3 ст. во 2-й группе (p<0,03). В табл. 1 представлены 

клинико-анамнестические данные пациентов на ис-
ходной точке обследования.

 Диагнозы АГ, ИБС, СД типа 2 поставлены на ос-
новании данных анамнеза, данных медицинской ин-
формационной системы 1С моноинфекционного го-
спиталя, представленных медицинских документов, 
имеющихся на момент госпитализации и выданных 
при выписке из моногоспиталя, а также данных па-
циентов через 3 мес после выписки на основании ре-
зультатов проведенного в ТКНЦ комплексного обсле-
дования, представленного ниже. 

Проводимая терапия в группах была сопостави-
ма по приему основных групп препаратов: ИАПФ 
(72,22% и 65,00%), бета-блокаторы (59,48% и 
50,00%), статины (75,68% и 75,00%), дезагреганты 
(86,49% ии 80,00%), диуретики (91,8% и 80,20%). В 
группе с СД2 проводилась дополнительно сахарос-
нижающая терапия. 

Т а б л и ц а  1
Клинико-анамнестические данные пациентов с ССЗ, перенесших COVID-19 ассоциированную пневмонию

Показатели Пациенты с ССЗ без СД2
(n=45)

Пациенты с ССЗ и СД2
(n=20) p

Возраст, годы 60,89±6,56 62,45±4,84 0,335

Пол: муж. 22(57,89%) 13(59,09%) 0,928

жен. 16(42,11%) 9(40,91%)

АГ- длительность заболевания, годы 11,80±8,57 11,00±7,14 0,757

ИБС- длительность заболевания, годы 8,53±6,93 9,44±8,20 0,773

ИМ в анамнезе  5(13,2%)  8(36,4%) 0,052

АКШ в анамнезе  2(5,3%)  1(4,5%)  1,000

Чрескожные вмешательства в анамнезе  6(15,8%)  6(27,3%)  0,327

Курение на настоящий момент  1(2,6%)  1(4,5%)  0,577

Курил ранее  19(50,0%)  8(36,4%) 0,577

ИМТ кг/м2. 30,55±5,61 32,93±5,05 0,107

АГ мм рт.ст. 1ст. 3(8,11%) 1(4,55%) 0,376

2ст. 12(32,43%) 4(18,18%) 0,304

3ст. 22(59,46%) 17(77,27) 0,304

ИБС: 1ФК 5(35,71%) 0(0,0%) 0,041

2ФК 8(57,14%) 12(92,31%) 0,077

3ФК 1(7,14%) 1(7,69%) 1,000

ХСН: 0 ст. 6 (15,8%) 0(0,0%) 0,077

1ст. 16(42,1%) 6(27,3%) 0,251

2ст. 16(42,1%) 7(31,8%) 0,649

3ст. 6(15,8%) 9(40,9%) 0,030

САД офисный исх., мм рт.ст. 139,74 ± 15,23 139,36 ± 16,3 0,929

ДАД офисный исх., мм рт.ст. 83,33 ± 8,66 78,00 ± 9,80 0,287

КТ легких исходно, % поражения  1ст. 4(10,8%) 2(9,1%) 0,304

2ст. 10(27,0%) 4(18,2%) 0,304

3ст. 18(48,6%) 13(59,1%) 0,304

4ст. 5(13,5%) 3(13,6%) 0,304

П р и м е ч а н и я .  p – достоверность различий между группами. САД- систолической артериальное давление, ДАД-диастолическое артери-
альное давление. Жирным шрифтом выделена значимая достоверность различий в показателях между группами.
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46,10[20,50;47,60] мм/ч, в 1-й и во 2-й группах, соот-
ветственно). Показатели эритроцитов, гемоглобина, 
гематокрита, среднего объема эритроцитов, стандарт-
ного отклонения ширины распределения эритроци-
тов значимо повысились к точке наблюдения – 3 мес 
после выписки из стационара (р<0,001 для всех па-
раметров). Уровень СОЭ значимо снизился в обеих 
группах, достигнув показателей референсных значе-
ний (14,50 [10,00; 23,00] и 13,50 [10,00; 20,00] мм/ч, 
соответственно).

Таким образом, в точке 3 мес после выписки из 
стационара у пациентов обеих групп, в целом, отме-
чена нормализация эритроцитарных показателей, при 
сохранении умеренной тенденции к превышению 
нормативного уровня эритроцитов, гемоглобина и 
гематокрита (5,0х1012/л, 143 г/л и 46%) во 2-й груп-
пе пациентов, которые могут являться индикаторами 
долгосрочного характера нарушений параметров эри-
троцитарного звена после перенесенной новой коро-
навирусной инфекции в группе пациентов с ССЗ и 
СД2. Наши данные согласуются с результатами ряда 
исследований [9, 10]. 

Анализ показателей лейкоцитарного звена в груп-
пах пациентов показал, что на исходном этапе наблю-
дения зарегистрировано значимое превышение пока-
зателя отношения NLR (нейтрофилы/лимфоциты) и 
снижение соотношения LYM/СРБ (лимфоциты/СРБ) 
в обеих группах пациентов. В точке 3 мес после вы-
писки отмечено значимое снижение показателей от-
ношения NLR (p<0,001) и повышение LYM/СРБ в 
обеих группах пациентов (р<0,001) (рис. 1).

Выявленные закономерности в повышении пока-
зателя NLR и снижении LYM/СРБ отражают особен-
ности течения новой коронавирусной инфекции и вы-
полняют роль прогностических индикаторов исхода 
заболевания. Полученные нами данные согласуются 
с данными многих научных работ [11, 12].

На рис. 2 отражена динамика количества нейтро-
филов и эозинофилов в исследуемых группах пациен-
тов, отмечено равнозначное снижение нейтрофилов и 
повышение эозинофилов к контрольной точке 3 меся-
ца. Подобная динамика лейкоцитарных параметров, 
свидетельствует о выраженном защитном эффекте 
клеток крови в смягчении тяжести воспалительного 
заболевания и может быть полезным инструментом в 
принятии решения по тактике терапии.

Для параметров тромбоцитарного звена в обеих 
группах пациентов характерно повышение показате-
ля MPV (средний объем тромбоцита) и процента P-
LCC (крупных тромбоцитов), который, являясь инди-
катором воспалительного потенциала, нормализуется 
к точке 3 мес после выписки.

По данным научных публикаций, количество 
тромбоцитов может напрямую различать пациентов 
с COVID-19 по тяжести заболевания.  Тромбоци-
топения связана с трехкратным повышением риска 
тяжелой формы COVID-19, что может предполагать 
развитие внутрисосудистой коагулопатии, часто пе-
реходящей в диссеминированное внутрисосудистое 
свертывание (ДВС).  Взаимодействие между эндоте-
лиальными клетками, тромбоцитами и лейкоцитами 

Обследование пациентов проводилось на исходной 
точке в моногоспитале и в точке 3 мес после выпи-
ски из стационара. При лабораторном исследовании 
биообразцов крови оценивали: параметры общего 
анализа крови импедансным методом с технологиями 
проточной цитометрии на аппарате 5Diff анализатор 
«Mindrey BC 5800» (Китай); биохимические параме-
тры – креатинин, печеночные ферменты, параметры 
липидного профиля, глюкозу натощак, креатинин-
фосфокиназу, С-реактивный белок (СРБ) в сыворотке 
крови на автоматическом анализаторе Cobas Integra 
400 plus (Швейцария) с помощью аналитических на-
боров «Roche Diagnostics Gmb» (Германия); концен-
трацию высокочувствительного С-реактивного белка 
(вч-CРБ), интерлейкинов (ИЛ-1,6,8) – иммунотурби-
диметрическим методом на полуавтоматическом ана-
лизаторе открытого типа «Clima MC-15» (Испания) 
и гомоцистеин на анализаторе «IMMULITE 2000» 
(Siemens Diagnostics, США); параметры коагулограм-
мы на анализаторе «Destiny Plus» (Ирландия); пока-
затель гликированного гемоглобина хроматографиче-
ским методом с помощью анализатора Bio-Rad D10 
(США).

В обеих исследуемых группах проводилось су-
точное мониторирование артериального давления 
(СМАД), осуществляемое на аппарате BPLaB (произ-
водитель ООО «Петр Телегин») по стандартному про-
токолу; исследование эластических свойств сосуди-
стой стенки методом сфигмографии на аппарате Vasera 
VS-1000 Series (Fukuda Denishi, Япония), с оценкой 
показателей: PWV-R PWV-L – скорость распростране-
ния пульсовой волны по артериям эластического типа 
справа и слева; AVI-R/L-лодыжечно-плечевой индекс; 
компьютерная томография легких (КТ).

 Статистическая обработка данных. Статисти-
ческий анализ проводился с помощью пакета при-
кладных программ IBM SPSS Statistics 21. В зависи-
мости от распределения при сравнении показателей 
в 2-х независимых группах использовали t-критерий 
Стьюдента или U-критерий Манна-Уитни. При нор-
мальном распределении данные представляли как 
среднее M и стандартное отклонение (SD), при рас-
пределении отличном от нормального, данные пред-
ставлены в виде медианы (Me) и интерквартильного 
размаха [25%;75%]. Парным критерием Стьюдента 
или критерием Вилкоксона рассчитывали динамику 
между связанными группами. Результаты оценива-
лись как статистически значимые при двухстороннем 
уровне p<0,05.

Результаты и обсуждение. На первом этапе ра-
боты мы сравнили показатели общего анализа крови 
в группах больных ССЗ с отсутствием и наличием 
СД 2 типа, перенесших COVID-19 ассоциированную 
пневмонию, на исходном этапе и через 3 мес после 
выписки из стационара.

Результаты общего анализа крови показали, что 
эритроцитарные параметры в 1-й и во 2-й группах 
пациентов на госпитальном этапе не имели значи-
мых различий, при наличии явного превышения 
показателя СОЭ в обеих группах по сравнению с 
нормативными значениями (50,00[48,00;52,40] и 
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играют решающую роль в прокоагулянтном эффекте 
вирусных инфекций, особенно у пациентов с СД2, яв-
ляясь причиной тяжелых исходов [13].

Интерес к отношению PLR (тромбоциты/лимфо-
циты) состоит в том, что он, отражая как агрегацию, 
так и воспалительные механизмы в период инфекци-
онного процесса, может быть ценным параметром 
прогнозирования осложнений заболевания. Значе-
ние PLR на пике тромбоцитов во время лечения – это 
независимый фактор отражения динамики тяжести 
процесса. По данным Y. Zhang и соавт. [14,15], PLR 
пациентов отражает степень выраженности цитоки-
нового шторма, что может являться новым показате-
лем в мониторинге пациентов с COVID-19. В нашем 
исследовании исходно показатели были повышены 
больше во 2-й группе пациентов (178,44 ± 119,23 и 
250,11 ± 200,27, соответственно 1-й и 2-й группе), но 

без значимой разницы между группами. В точке 3 мес 
после выписки показатели значимо снизились в обеих 
группах пациентов (p=0,024 и p=0,031, соответствен-
но группам). 

Из параметров гемостаза обратила на себя вни-
мание только тенденция к превышению показателя 
D-димера в группе пациентов с СД2 0,79±0,68 мг/
мл по сравнению с 1-й группой пациентов 0,42±0,50 
(p=0,073), характеризуя вероятность наличия потен-
циальной коагулопатии в обеих группах пациентов. 

Исходные параметры и динамика биохимических 
показателей отражена в табл. 2. 

 Сравнительная характеристика размаха биохими-
ческих параметров у пациентов в обеих группах по-
казала на исходном этапе превышение референсных 
значений аспаратаминотрансферазы (АСТ), аланина-
минотрасферазы (АЛТ), лактатдегидрогеназы (ЛДГ) 

Рис. 1. Индексы соотношения нейтрофилов к лимфоцитам и лимфоцитов к СРБ в группах обследуемых пациентов.

Рис. 2. Характеристика динамики уровня нейтрофилов и эозинофилов в группах обследуемых пациентов.
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Т а б л и ц а  2
Сравнительная характеристика биохимических показателей в группах пациентов с ССЗ при наличии и отсутствии СД 2 типа, 

перенесших COVID-19 ассоциированную пневмонию 

Показатели  
(N – нормативные значения) Период обследования Пациенты с ССЗ без СД2

(n=45)
Пациенты с ССЗ и СД2

(n=20) p

АСТ,
ед/л
N муж. 0-35
жен. 0-31

Исходно 32,50 [20,00; 44,90] 24,10 [20,00; 47,50] 0,306

Через 3 мес 20,70 [17,70; 26,20] 20,00 [17,00; 23,60] 0,318

p <0,001 0,007

АЛТ,
ед/л
N муж. 0-45
жен. 0-34

Исходно 32,10 [22,50; 63,80] 25,30 [17,70; 31,40] 0,059

Через 3 мес 23,70 [18,10; 32,00] 20,00 [16,50; 27,30] 0,268

p 0,006 0,171

ОХС, ммоль/л
N 0-5

Исходно 4,5±1,6 3,7±1,3 0,109

Через 3 мес 5,2±1,7 4,9±1,3 0,514

p 0,001 <0,001

ХСЛПН, ммоль/л
N 0-3

Исходно - -

Через 3 мес 2,86 [2,09; 3,90] 2,96[2,45; 3,23] 0,628

Лактатдегидрогеназа, ед/л
N 0-248

Исходно 358,00 [268,00; 483,00] 386,00 [222,00; 657,00] 0,727

Через 3 мес 188,00 [167,50; 210,10] 197,60 [169,50; 213,50] 0,834

p <0,001 0,004

Креатининфосфокиназа, ед/л
N муж. 0-171
 жен. 0-145

Исходно 89,00 [53,00; 150,00] 112,60[59,00; 165,00] 0,677

Через 3 мес 110,70 [81,00; 149,50] 78,10[69,20; 111,00] 0,019

Tриглицериды, ммоль/л
N 0-1,7

Исходно - -

Через 3 мес 1,55±0,71 2,16±0,82 0,004

maxСРБ, мг/л
N 0-5

Исходно 51,80 [18,00; 104,40] 86,10 [46,30; 147,60] 0,047

Через 3 мес 3,00 [1,40; 5,00] 5,60 [1,90; 9,80] 0,011

p <0,001 <0,001

Ферритин, мг/мл
Nмуж. 30-400
 жен. 15-150

Исходно 955,8±1030,8 708,0±285,9 0,552

Через 3 мес 100,2±79,4 108,6±76,8 0,812

p <0,001 <0,001

Глюкоза натощак, ммоль/л
N 3,3-6,1

Исходно 8,05±2,02 12,62±5,61 <0,001

Через 3 мес 5,41±0,70 7,86±2,11 <0,001

p <0,001 0,003

HbA1c, %
N 4,5-6,0

Исходно - -

Через 3 мес 6,0±0,6 7,5±1,1 0,010

Креатинин, мкмоль/л
N муж. 70-115
жен. 44-80

Исходно 84,9±25,1 94,4±20,2 0,206

Через 3 мес 76,6±13,1 78,8±14,1 0,550

p 0,020 0,002

П р и м е ч а н и е .  HbA1c – гликированный гемоглобин; р - критерий достоверности различий между группами 1 и 2 по горизонтали; внутри 
группы исходно и через 3 мес после выписки в динамике – по вертикали. Жирным шрифтом выделена значимая достоверность различий 
показателей в группах и между группами.

без значимой разницы между группами. При этом по 
всем параметрам отмечено значимое снижение пара-
метров через 3 мес, с достижением нормативных зна-
чений. Уровень ОХС к периоду второй контрольной 
точки наблюдения достоверно повысился (p<0,001) 
в обеих группах, кроме этого, на точке 3 мес зареги-
стрированы повышенные параметры ХСЛПНП в обе-
их группах. Уровень обоих параметров в группах был 
выше рекомендуемых для пациентов с очень высоким 
риском развития сосудистых осложнений, что может 

являться провоцирующим фактором прогрессирова-
ния атеросклеротического процесса. 

Превышение глюкозы натощак выявлено в обеих 
группах пациентов, при этом значимое превышение 
параметров глюкозы и HbA1c во 2-й группе пациен-
тов, как исходно, так и через 3 мес является законо-
мерным проявлением гликемии у пациентов с СД2. 
У пациентов в 1-й группе повышенный уровень 
глюкозы не обусловлен наличием у них СД. Возмож-
ными причинами развития гипергликемии в дан-
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ном случае могут являться: цитокиновый «шторм», 
стресс, гипоксия, нарушение микроциркуляции, 
усиление выработки глюкозы в печени, нарушение 
периферического усвоения глюкозы, нарушение 
функции островков Лангерганса, последствия фар-
макотерапии, что в итоге может привести к дисфунк-
ции β-клеток поджелудочной железы и нарушению 
синтеза инсулина [16, 17].

Зарегистрированное значимое превышение нор-
мативных значений уровня ферритина может рас-
сматриваться в качестве индикатора острого воспали-
тельного процесса у пациентов на исходном этапе в 
обеих группах, с нормализацией параметров через 3 
месяца (p<0,001). 

Необходимо также отметить, что в контрольной 
точке 3 мес у пациентов с ССЗ и СД2 были зареги-
стрированы превышающие, как референсные зна-
чения, так и показатели в 1-й группе, уровни СРБ 
(p<0,001), высокочувствительного-СБР (вч-СРБ), 
ИЛ1β и ФНОα (5,23±4,4 и 7,43±5,7 мг/л), (2,16±1,0 и 
2,71±1,1 пг/мл), (5,65±2,4 и 7,1±3,0, пг/мл), которые 
отражают наличие у пациентов с СД2 в постковид-
ном периоде более выраженного сосудистого воспа-
лительного потенциала для развития возможных не-
желательных событий. Размах значений NT-proBNP 
(96,53 [20,11;234,90] и 140,11 [27,11;258,22] пк/мл) 
был выше референсных значений в обеих группах 
пациентов, без значимой разницы между ними. Это 
может определять данный параметр как индикатор 
воспалительного процесса, способствующего про-
грессированию или возможной декомпенсации сер-
дечной недостаточности у всех пациентов с ИБС, 
перенесших новую COVID-19 инфекцию, ассоции-
рованную с пневмонией. 

В настоящее время хорошо известно, что отдель-
ные биохимические маркеры, обладающие провос-
палительными свойствами, способны играть реша-
ющую роль в процессе ремоделирования сосудистой 
стенки за счет изменения эластично-вязких свойств 
крови и повышения жесткости артерий – интеграль-
ного фактора, определяющего сердечно-сосудистые 
риски. Существенную роль в изменении эластиче-
ских свойств сосудистой стенки играет эндотели-
альная дисфункция, лежащая в основе патогенеза 
макро- и микрососудистых осложнений сахарного 
диабета [18].

Оценка эластических свойств сосудистой стенки 
в обследуемых группах пациентов представлена в 
табл. 3.

Полученные результаты исследования указывают 
на превышение нормативных параметров PWV-R/L 
в обеих группах больных, со значимым превосход-
ством во 2-й группе пациентов, что свидетельствует 
о более выраженном снижении эластических свойств 
сосудистой стенки у пациентов при наличии СД2. 

Для изучения характера ассоциации представлен-
ных в работе исследуемых параметров, был проведен 
корреляционный анализ, по результатам которого у 
пациентов с гипергликемией были зарегистрирова-
ны множественные взаимосвязи глюкозы со сред-
ним объемом гемоглобина в эритроцитах (r=-0,402, 
р=0,037), концентрацией СРБ (r=0,707, р=0,050), 
уровнем креатинина (r=-0,670, р=0,024) на исходном 
этапе наблюдения и взаимосвязь глюкозы с объемом 
тромбоцитов (r=-0,474, р=0,030), количеством лим-
фоцитов (r=0,434, р=0,049), уровнем АСТ (r=-0,355, 
р=0,029) и концентрацией вчСРБ (r=0,563, р=0,001) 
через 3 мес после выписки их моногоспиталя. Кроме 
этого, на второй точке обследования в группе с СД2 
выявлена положительная взаимосвязь уровня средне-
суточного АД с уровнем вчСРБ (r=0,687, р=0,001), 
ИЛ-6 (r=0,636, р=0,004), а показателя PWV-L с 
уровнем ФНОα (r=0,739, р=0,034) и фибриногеном 
(r=0,561, р=0,037). Использованный параллельно ме-
тод множественной логистической регрессии позво-
лил показать, что СД2 у пациентов АГ с ИБС является 
независимым фактором риска повышения жесткости 
сосудистой стенки (PWV-R,L – (ОШ 1,61 95% ДИ 
1,04-2,49, р=0,031). 

Полученные в работе данные позволяют под-
твердить ассоциацию гипергликемии с уровнем 
других биомаркеров и состоянием эластических 
свойств сосудистой стенки в исследуемых группах 
пациентов, как на исходном, так и в отдаленном пе-
риоде COVID-19, что еще раз позволяет акценти-
ровать внимание на необходимости осуществления 
динамического наблюдения за пациентами с гипер-
гликемией как в острый период инфекции, так и в 
постковидном периоде.

Обсуждение. За время пандемии COVID-19 уста-
новлено, что СД2 занимает второе место среди сопут-
ствующих патологий после артериальной гипертонии 

Т а б л и ц а  3
Данные эластических свойств сосудистой стенки у пациентов с ССЗ, перенесших COVID-19 ассоциированную  

пневмонию, включенных в исследование

Показатели Пациенты с ССЗ без СД2
(n=45)

Пациенты с ССЗ и СД2
(n=20)

p

PWV-R , м/с (N 10,0 м/с) 14,50 ± 2,05 15,78 ± 2,42 0,054

PWV-L, м/с 14,60 ± 1,93 16,18 ± 2,67 0,019

AVI-R (N> 0,9 <1,3) 1,08 ± 0,10 1,06 ± 0,08 0,486

AVI-L 1,10 ± 0,08 1,06 ± 0,11 0,155

П р и м е ч а н и е .  PWV-R, L- скорость пульсовой волны, АVI-L,R – плече-лодыжечный индекс; p- достоверность различий параметров меж-
ду группами. Жирным шрифтом выделена значимая достоверность различий между группами. 
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и является предиктором тяжести течения и фактором 
неблагоприятного исхода заболевания [16].

На сегодняшний день полученные научные резуль-
таты однозначно констатируют, что при COVID-19 на 
фоне СД2 с самого начала заболевания имеет место 
развитие общебиологической реакции активного си-
стемного воспалительного ответа, проявляющегося 
цитокиновым и тромботическим штормом, определя-
ющим степень тяжести состояния пациентов. Резкая 
активация гемостаза, внутрисосудистого свертывания 
и тромбообразования, как в крупных, так и в сосудах 
мелкого калибра жизненно важных органов, может 
определять исход заболевания [17,19]. 

Увеличение уровня глюкозы может сопровождаться 
значительным выбросом провоспалительных медиато-
ров и увеличивать экспрессию АПФ, усиливая гликози-
лирование и способствуя, тем самым, проникновению 
в клетки вируса SARS-CoV-2. Гипергликемия, вне за-
висимости от наличия или отсутствия у пациента СД, 
может ухудшать прогноз заболевания, повышая риск 
развития неблагоприятного исхода СOVID-19. Прини-
мая во внимание возможность потенциального диабе-
тогенного эффекта COVID-19, необходимо учитывать 
вероятность развития СД как одного из долгосрочных 
осложнений COVID-19. В нашем исследовании был 
зарегистрирован 1 новый случай впервые выявленного 
СД в группе пациентов с АГ, имеющем на исходном 
этапе гипергликемию натощак. Таким образом, законо-
мерен вывод, что пациенты с исходно выявленной ги-
пергликемией нуждаются в проведении динамическо-
го наблюдения после перенесенного COVID-19 [19].

Выявленные нами изменения параметров внутри-
клеточных печеночных ферментов, вероятнее все-
го, обусловлены высоким тропизмом вируса SARS-
CoV-2 к гепатоцитам, определяя таким образом нару-
шение функции печени, как одного из самых важных 
метаболических органов. По результатам исследова-
ния видно, что функция печени страдает одинаково на 
исходном этапе в обеих группах, что может быть об-
условлено разными факторами, в том числе, иммун-
ным дисбалансом, гипоксией, нарушением микро-
циркуляции, микротромбозами, гепатотоксичностью 
принимаемых препаратов и др. Положительный мо-
мент в том, что показатели функции печени постепен-
но возвращаются к норме уже к периоду контрольной 
точки 3 мес в обеих группах пациентов. 

Изменение уровня биомаркеров, таких, как NLR, 
LYM/СРБ, СРБ, вчСРБ, гомоцистеин и ФНОα, отра-
жающих закономерный воспалительный процесс, и 
сохраняющийся повышенный уровень отдельных па-
раметров в постковидном периоде, свидетельствуют 
о наличии персистирующего воспалительного про-
цесса, требующего динамического наблюдения, осо-
бенно в группе с СД2, для выявления случаев нежела-
тельных сердечно-сосудистых осложнений. 

Заключение. Таким образом, на основании прове-
денных исследований мы отметили, что факт наличия 
СД2 четко ассоциирован как с изменением отдельных 
гематологических и биохимических параметров кро-
ви на исходном и в постковидном периоде, так и c со-
стоянием эластических свойств сосудистой стенки у 

пациентов с АГ и ИБС. Динамический контроль ла-
бораторных параметров имеет прогностическую цен-
ность в оценке характера течения COVID-19 и может 
быть использован для разработки алгоритма монито-
ринга пациентов с целью своевременного предупреж-
дения отсроченных сердечно-сосудистых событий.
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Любимова Н.В., Тимофеев Ю.С., Абаев В.М., Вотякова О.М., Османов Е.А., Кушлинский Н.Е.

БИОХИМИЧЕСКИЙ ПРОФИЛЬ МНОЖЕСТВЕННОЙ МИЕЛОМЫ БЕНС-ДЖОНСА

ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр им. Н.Н. Блохина» Минздрава РФ, 115552, Москва, 
Россия

Множественная миелома (ММ) представляет собой злокачественную опухоль, возникающую из патологических плаз-
матических клеток, продуцирующих моноклональный иммуноглоублин – парапротеин. Отличительной особенностью 
миеломы Бенс-Джонса является экскреция с суточной мочой монклональных свободных легких цепей иммуноглобулинов, 
при отсутствии секреции моноклональных интактных иммуноглобулинов. 
Цель исследования - комплексный анализ биохимических показателей в сыворотке крови и суточной моче у больных ММ 
Бенс-Джонса с использованием электрофоретических и иммунотурбидиметрических методов для оценки их чувстви-
тельности в качестве биомаркеров.
Обследованы 50 пациентов с морфологически подтвержденным диагнозом ММ иммунохимического типа Бенс-Джонса. 
В качестве контроля обследованы 28 человек без онкологических заболеваний. Выявление моноклональной секреции в 
сыворотке крови и суточной моче проводили методом иммунофиксационного электрофореза на электрофоретической 
системе Hydrasys 2 (Sebia). Определение свободных легких цепей иммуноглобулинов (СЛЦ) выполняли иммунотурбиди-
метрическим методом (Binding Site) на анализаторе Advia 1800 (Siemens). Исследование иммунолобулинов IgG, IgA, IgM, 
а также β2-микроглобулина и С-реактивного белка проводилось на анализаторе Cobas 6000 (Roche). У обследованных 
больных ММ медиана экскреции в суточной моче белка Бенс-Джонса составила 0,49 г/сут (0,06-2,45 г/сут). В сыворотке 
крови в 86% случаев выявлено наличие парапротеинемии, представленной легкими цепями иммуноглоублинов типа κ и λ. 
При этом частота выявления моноклональной секреции в сыворотке крови при миеломе Бенс-Джонса типа λ составля-
ла 95,7%, что было статистически значимо выше, чем частота выявление моноклональной секреции типа κ – 77,8%. 
У больных с выявленной парапротеинемией экскреция белка Бенс-Джонса с суточной мочой (медиана 0,82 г/сут) была 
статистически значимо выше, чем у больных без выявленного в сыворотке крови моноклонального компонента (медиа-
на 0,04 г/сут). Полученные методом иммунотурбидиметрии уровни СЛЦ в сыворотке крови при миеломе Бенс-Джонса 
соответствующего типа превышали референсные уровни в 100% случаев. Медиана уровня κ-СЛЦ достигала 4358 мг/л, 
λ-СЛЦ – 2225 мг/л, что статистически значимо превышало уровни контроля. Медианы концентрации IgG, IgA и IgM у 
пациентов с миеломой Бенс-Джонса были статистически значимо ниже, чем в контрольной группе, тогда как медианы 
β2-микроглобулина и С-реактивного белка были достоверно выше, чем в контроле.
Проведенный анализ показал высокую диагностическую эффективность электрофоретического и иммунотурбидиме-
трического анализа моноклональной секреции у больных с ММ Бенс-Джонса, при этом анализ СЛЦ продемонстировал 
максимальную чувствительность. При ММ Бенс-Джонса выявлены биохимические признаки вторичного иммунодефици-
та и общевоспалительного синдрома.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  множественная миелома; моноклональная секреция; парапротеины; белок Бенс-Джонса; сво-
бодные легкие цепи иммуноглобулинов.

Для цитирования: Любимова Н.В., Тимофеев Ю.С., Абаев В.М., Вотякова О.М., Османов Е.А., Кушлинский Н.Е. Био-
химический профиль множественной миеломы Бенс-Джонса. Клиническая лабораторная диагностика. 2022; 67 (10): 
570-574. DOI: https://doi.org/10.51620/0869-2084-2022-67-10-570-574
Для корреспонденции: Любимова Нина Васильевна, д-р биол. наук, проф., вед. науч. сотр. лаб. клин. биохимии;  е-mail: 
biochimia@yandex.ru
Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсутствии конфликта интересов.
Финансирование. Исследование не имело спонсорской поддержки.
Поступила 01.07.2022
Принята к печати 28.07.2022
Опубликовано 14.10.2022

Lyubimova N.V., Timofeev Yu.S., Abaev V.M., Votyakova O.M., Osmanov E.A., Kushlinskii N.E.
BIOCHEMICAL PROFILE OF BENCE-JONES TYPE MULTIPLE MYELOMA
N.N. Blokhin National Medical Research Center of Oncology Ministry of Health of the Russian Federation, 115552, Moscow, 
Russia
Multiple myeloma (MM) is a malignant tumor occurring from plasma cells that produce an abnormal monoclonal 
immunoglobulin – a paraprotein. A distinctive feature of Bence-Jones myeloma is the excretion of monoclonal free light chains of 
immunoglobulins with 24h urine, and the absence of monoclonal intact immunoglobulins secretion. Comprehensive analysis of 
biochemical parameters in blood serum and 24h urine in patients with Bence-Jones multiple myeloma using electrophoretic and 
immunoturbidimetric methods to assess their sensitivity as biomarkers. 50 patients with a morphologically confirmed diagnosis of 
MM of the Bence-Jones immunochemical type were examined. 28 people without oncological diseases were examinedas a control. 
Detection of monoclonal secretion in blood serum and daily urine was performed by immunofixation electrophoresis on the 
Hydrasys 2 electrophoretic system (Sebia). The determination of free light chains of immunoglobulins (FLC) was performed by the 
immunoturbidimetric method (Binding Site) on an Advia 1800 analyzer (Siemens). Analysis of IgG, IgA, IgM, β2-microglobulin and 
C-reactive protein was performed on Cobas 6000 analyzer (Roche). The median excretion of Bence-Jones protein in 24h urine of 
MM patients was 0.49 g/24h (0.06-2.45 g/24h). In the blood serum, in 86% of cases, the presence of paraproteinemia, represented 
by κ and λ type light chains of immunogloublins was detected. At the same time, the frequency of detection of monoclonal secretion 
in blood serum in Bence-Jones type λ myeloma was 95.7%, which was statistically significantly higher than the frequency of 
detection of monoclonal secretion of type κ – 77.8%. In patients with identified paraproteinemia, Bence-Jones protein excretion in 



571

КЛИНИЧЕСКАЯ  ЛАБОРАТОРНАЯ  ДИАГНОСТИКА.  2022 67(10)
https://doi.org/10.51620/0869-2084-2022-67-10-570-574

БИОХИМИЯ

daily urine (median 0.82 g/day) was statistically significantly higher than in patients without a monoclonal component detected 
in blood serum (median 0.04 g/24h). The levels of FLC in blood serum obtained by immunoturbidimetry in Bence-Jones myeloma 
of the corresponding type were higher than the reference levels in 100% of cases. The median level of κ-FLC reached 4358 mg/l, 
λ-FLC – 2225 mg/l, which was statistically significantly higher than the control levels. The median concentrations of IgG, IgA and 
IgM in patients with Bence-Jones myeloma were statistically significantly lower than in the control group, while the medians of 
β2-microglobulin and C-reactive protein were significantly higher than in the control.
Our investigation showed high diagnostic efficiency of electrophoretic and immunoturbidimetric analysis of monoclonal secretion 
in patients with Bence-Jones MM, while FLC analysis demonstrated maximum sensitivity. Bence-Jones MM revealed biochemical 
signs of secondary immunodeficiency and general inflammatory syndrome.
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Введение. Множественная миелома (ММ) пред-
ставляет собой злокачественную опухоль, возника-
ющую из патологических плазматических клеток, 
продуцирующих моноклональный иммуноглобулин –  
парапротеин [1].

В диагностике ММ применяются диагностические 
критерии, предложенные Международной рабочей 
группой по изучению ММ, куда помимо выявления 
морфологического субстрата – клональных плазмати-
ческих клеток, входит биохимическое выявление мо-
ноклональной секреции в сыворотке крови и суточ-
ной моче. Парапротеины отражают патологическую 
пролиферацию клеток множественной миеломы, что 
является основанием для их использования в качестве 
биохимического маркера [2, 3].

По своей биохимической природе парапротеины 
представляют собой моноклональные иммуноглобу-
лины (интактные или их фрагменты), которые про-
дуцируются одним патологическим клоном клеток. 
Парапротеины могут быть представлены в виде не-
скольких вариантов: интактных иммуноглобулинов, 
их свободных легких цепей (СЛЦ) или же сочетания 
интактных иммуноглоблуинов и СЛЦ. Выделяют 
пять типов тяжелых цепей иммуноглобулинов – G, M, 
A, D, E и два типа легких цепей – κ- и λ. Для обозначе-
ния выявляемых в сыворотке крови и моче монокло-
нальных свободных легких цепей иммуноглобулинов 
часто используется термин белок Бенс-Джонса [2].

Выявление и идентификация моноклональной 
секреции методом иммуноэлектрофореза в течение 
длительного времени остается одним из основных 
методов диагностики и мониторинга терапии множе-
ственной миеломы [4, 5]. Определение конкретного 
типа парапротеинемии осуществляется методом им-

мунофиксации со специфическими антисыворотками 
к конкретным типам тяжелых и легких цепей имму-
ноглобулинов [6].

Дополнительные диагностические возможности 
обеспечивает появление метода иммунотурбиди-
метрического определения СЛЦ иммуноглобулина, 
который позволяет с высокой точностью в автомати-
зированном формате определить концентрации κ- и 
λ-СЛЦ [7, 8, 9, 10, 11].

Существует ряд иммунохимических вариантов 
множественно миеломы, включающую миелому с 
секрецией интактных иммуноглобулинов различных 
классов (G,A,M,D,E), миелому Бенс-Джонса и несе-
кретирующую миелому [4, 12].

Отличительной особенностью миеломы Бенс-
Джонса является экскреция с суточной мочой моно-
клональных свободных легких цепей иммуноглобу-
линов типа κ- или λ, при отсутствии секреции моно-
клональны интактных иммуноглобулинов [4, 13, 14].

Для ММ Бенс-Джонса часто характерно тяжелое 
течение, связанное с развитием протеинурии пере-
полнения и почечной недостаточностью. При этом 
диагностика миеломы Бенс-Джонса может представ-
лять некоторые сложности, в сравнении с другими 
иммунохимическими вариантами миеломы, при ко-
торых имеется выраженный моноклональный пик в 
сыворотке крови [4, 12, 14]. Поэтому исследование 
биохимического профиля при миеломе Бенс-Джонса 
является важной задачей для оценки особенностей 
патогенеза и течения данного иммунохимического 
варианта.

Цель исследования – комплексный анализ биохими-
ческих показателей в сыворотке крови и суточной моче 
у больных ММ Бенс-Джонса с использованием электро-
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форетических и иммунотурбидиметрических методов 
для оценки их чувствительности в качестве маркеров.

Материал и методы. Обследовали 50 пациентов с 
морфологически-подтвержденным диагнозом ММ до 
проведения специфического лечения. Все обследован-
ные пациенты имели иммунохимический тип миеломы 
Бенс-Джонса. В группе больных было 19 женщин и 31 
мужчина, медиана возраста составила 62,5 года (интерк-
вартильный интервал 55,6-69,1). В качестве контроль-
ной группы обследовали 28 человек без онкологических 
заболеваний, медиана возраста 58,3 года (51,2-68,2).

Комплексное иммунохимическое и биохимическое 
исследование включало современные электрофорети-
ческие и иммунотурбидиметрические методы. Выяв-
ление моноклональной секреции в сыворотке крови и 
экскреции белка Бенс-Джонса в суточной моче прово-
дили методом иммунофиксационного электрофореза в 
геле с применением тест-систем Hydragel 2/4 IF, Hydra-
gel 2/4 Bence Jones на полуавтоматической электрофо-
ретической системе Hydrasys 2 (Sebia). Определение 
сывороточных концентраций СЛЦ иммуноглобулинов 
κ- и λ-типа проводили иммунотурбидиметрическим 
методом с использованием высокочувствительных 
методов «Freelite Human Lambda» и «Freelite Human 
Kappa» (Binding Site) на автоматическом биохимиче-
ском анализаторе Advia 1800 (Siemens).

Анализ биохимических показателей, включая им-
муноглобулины класса G, A, M, β2-микроглобулин (β2-
МГ) и С-реактивного белка выполняли на автоматиче-
ском биохимическом анализаторе Cobas 6000 (Roche).

Статистический анализ проводился с использо-
ванием программы Statistica 10 (Statsoft) с примене-
нием непараметрических методов анализа (критерий 

Манн-Уитни, критерий Фишера). Результаты опреде-
ления анализируемых показателей приведены в виде 
медианы с квартилями. Различия считали статистиче-
ски значимыми при p<0,05.

Результаты и обсуждение. Проведено комплекс-
ное иммунохимическое обследование больных с мие-
ломой Бенс-Джонса, результаты которого приведены 
в таблице.

Согласно данным электрофоретического исследова-
ния суточной мочи у 50 больных множественной мие-
ломой медиана экскреции белка Бенс-Джонса состави-
ла 0,49 г/сут (0,06-2,45 г/сут), а максимальная экскреция 
белка Бенс-Джонса достигала 15,1 г/сут. У 27 из обсле-
дованных больных выявлялся белок Бенс-Джонса типа 
κ и у 23 – типа λ. Стоит отметить, что медиана суточной 
экскреции белка Бенс-Джонса типа λ – 0,98 г/сут была 
несколько выше, чем в группе с экскрецией белка Бенс-
Джонса типа κ – 0,25 г/сут, однако различия не носили 
статистически значимого характера.

При этом экскреция общего белка в суточной моче 
больных была статистически значимо выше (p=0,02) у 
больных с миеломой Бенс-Джонса типа λ (медиана 4,03 
г/сут), по сравнению с типом κ (медиана 1,32 г/сут). По-
добная закономерность может быть связана с биохими-
ческими особенностями легких цепей иммуноглоубли-
нов типа λ, которые образуют димеры, более негативно 
действующие на проницаемость гематоренального ба-
рьера, что приводит к усилению протеинурии.

У всех пациентов проводили электрофоретическое 
исследование с иммунофиксацией в сыворотке крови. 
Проведенный анализ в 86% случаев выявил наличие 
парапротеинемии, представленной легкими цепями 
иммуноглоублинов. При этом частота выявления моно-

Результаты биохимических исследований в сыворотке крови и суточной моче больных миеломой Бенс-Джонса различных типов

Показатель
Множественная миелома Бенс-Джонса Контроль

(n=28)
Референсные  

интервалыВсе пациенты (n=50) κ-тип (n=27) λ-тип (n=23)

Парапротеинурия Бенс-Джонса, г/сут 0,49
(0,06-2,45)

0,25
(0,04-1,4)

0,98
(0,2-3,8) Не выявлено -

Парапротеинемия, г/л 2,1
(1,5-3,3)

2,2
(1,2-3,8)

2,08
(1,7-2,6) Не выявлено -

Парапротеинемия, частота 86% 77,8% 95,7% 0% -

κ-СЛЦ, мг/л - 4358*
(946-7282) - 14,2

(11,1-16,2) 3-21,5

λ-СЛЦ, мг/л - - 2225*
(690-5308)

10,5
(9,4-12,9) 5-27

IgG, г/л 6,2*
(5,3-8,0)

6,9*
(5,3-8,6)

5,8*
(5,0-7,6)

10,5
(9,6-12,5) 7-16

IgA, г/л 0,75*
(0,3-1,4)

0,93*
(0,5-1,3)

0,4*
(0,1-1,5)

2,08
(1,3-3,1) 0,7-4

IgM, г/л 0,23*
(0,15-0,4)

0,31*
(0,19-0,5)

0,18*
(0,12-0,3)

1,05
(0,7-1,3) 0,4-2,3

β2-микроглобулин, мг/л 4,5*
(2,6-10,5)

4,3*
(2,5-9,6)

4,6*
(3,2-11,4)

1,5
(1,4-1,9) 0,8-2,4

С-реактивный белок, мг/л 5,25*
(1,1-14,4)

5,4*
(1,5-12,0)

4,7*
(1,0-15,1)

0,6
(0,4-1,6) <6,0

П р и м е ч а н и е . * – Отличия от контрольной группы статистически значимые (p<0,001).
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клональной секреции в сыворотке крови при миеломе 
Бенс-Джонса типа λ составляла 95,7%, что было выше, 
чем частота выявление моноклональной секреции типа 
κ – 77,8%, различия носили характер статистической 
тенденции (ChiSquare = 0,07). У 14% больных монокло-
нальный компонент в сыворотке крови не был выявлен, 
что может наблюдаться при миеломе Бенс-Джонса.

Далее провели более детальный анализ с учетом 
наличия парапротеинемии. Так, у больных с выявлен-
ной парапротеинемией экскреция белка Бенс-Джонса 
с суточной мочой (медиана 0,82 г/сут) была статисти-
чески-значимо выше (p=0,01), чем у больных без вы-
явленного в сыворотке крови моноклонального ком-
понента (медиана 0,04 г/сут). Таким образом, наличие 
парапротеина Бенс-Джонса в сыворотке крови ассо-
циировано с его более высокой экскрецией с суточной 
мочой, что может в целом отражать более высокую 
иммунохимическую активность опухоли и, как след-
ствие, более тяжелое течение заболевания.

Помимо электрофореза с иммунофиксацией прово-
дили иммунотурбидиметрическое определение СЛЦ в 
сыворотке крови. Оценка секреции κ- и λ-СЛЦ прово-
дили у пациентов с соответствующими моноклональ-
ными СЛЦ, тип которых был верифицирован по дан-
ным иммунофиксационого электрофореза сыворотки 
крови и суточной мочи. У больных миеломой Бенс-
Джонса типа κ медиана уровня κ-СЛЦ достигала 4358 
мг/л, что статистически значимо (p=0,000001) превы-
шало концентрации в сыворотке крови практически 
здоровых доноров (медиана 14,2 мг/л). Максимальная 
концентрация κ-СЛЦ в сыворотке крови составила 
39480 мг/л, что более чем в 1800 раз превышало верх-
нюю границу нормы (21,5 мг/л). Аналогичная картина 
получена при исследовании λ-СЛЦ, медиана которых 
– 2225 мг/л также была статистически значимо выше 
(p=0,000007), чем в контрольной группе (медиана 10,6 
мг/л). Максимальный уровень λ-СЛЦ достигал 20375 
мг/л, что более чем в 750 раз превышало референсное 
значение (27 мг/л). Важно отметить, что полученные 
методом иммунотурбидиметрии уровни СЛЦ в сыво-
ротке крови при миеломе Бенс-Джонса соответству-
ющего типа превышали референсные уровни в 100% 
случаев, тогда как парапротеинемию выявляли мето-
дом иммунофиксации у 86% больных.

В таблице представлены результаты определе-
ния иммуноглобулинов классов G, A, M, а также β2-
микроглобулина и С-реактивного белка в сыворотке 
крови больных ММ и в контрольной группе. Так, ме-
дианные концентрации IgG – 6,2 г/л, IgA – 0,75 г/л и 
IgM – 0,23 г/л у пациентов с миеломой Бенс-Джонса 
были статистически значимо ниже (p<0,000001), чем 
в контрольной группе (IgG – 10,5 г/л, IgA – 2,08 г/л, 
IgM – 1,05 г/л). Это может быть связано с избыточной 
секрецией патологическим клоном моноклональных 
СЛЦ, что приводит к нарушению физиологической 
продукции интактных иммуноглобулинов, снижению 
их концентрации в кровеносном русле и как след-
ствие к развитию иммунодефицитных состояний.

Концентрации белков острой фазы: β2-
микроглобулина (медиана 4,5 мг/л) и С-реактивного 
белка (медиана 5,25 мг/л) у больных с миеломой 

Бенс-Джонса были статистически значимо выше 
(p<0,000001), чем в контрольной группе (1,51 и 0,6 
мг/л, соответственно), что может быть обусловлено 
неспецифическим системным воспалительным от-
ветом. При этом в группе ММ Бенс-Джонса частота 
повышения β-микроглобулина достигала 80,8%, тог-
да как частота повышения С-реактивного белка со-
ставила 43,7%.

Для большей наглядности особенностей диагности-
ки миеломы Бенс-Джонса и места биохимических мар-
керов в обследовании этой сложной категории больных 
нами представляется клиническое наблюдение.

Клиническое наблюдение. Больной М.И., 45 лет, 
диагноз: множественная миелома с секрецией бел-
ка Бенс-Джонса κ типа, распространенным остеоде-
структивным процессом, III В стадия.

При иммунохимическом обследовании больного 
нами выявлена парапротеинемия Бенс-Джонса ти-
па κ (1,3 г/л) и крайне выраженная гиперсекреция 
κ-СЛЦ – 9940 мг/л. При этом у пациента был снижен 
общий белок сыворотки крови (60 г/л), а также отме-
чен иммунодефицит по IgG (6,53 г/л), IgA (0,12 г/л) и 
IgM (0,16 г/л). Уровень β2-микроглобулина был по-
вышен до 6,37 мг/л. Общий белок в суточной моче 
пациента достигал 12,9 г/сут, главным образом за 
счет белка Бенс-Джонса типа κ в количестве 10 г/сут, 
который выявлен при иммунофиксации. Электрофо-
реграмма и результаты иммунофиксации представ-
лены на рисунке.

Выявленные при биохимическом обследовании 
пациента гипопротеинемия с парапротеинемией, ги-
перпротеинурия с парапротеинурией Бенс-Джонса, а 
также снижение всех классов интактных иммуногло-
булинов подтверждают тяжелое течение опухолевого 
процесса.

Пациенту назначали различные схемы химиоте-
рапии, однако имела место резистентность к прово-
димому лечению. На этом фоне пациенту проводили 
гемодиафильтрацию (ГДФ) с использованием вы-
сокоселективных фильтров EMIC2 для элиминации 
СЛЦ, однако устойчивого снижения κ-СЛЦ после 
сеансов ГДФ так и не было достигнуто. В то же вре-
мя уровни κ-СЛЦ снизились до 35-50 мг/л на фоне  
3 курсов по схеме VMD (Bortezomib/Velcade, 1,3 мг/м2  
на 1, 8, 22, 29 день; Melphalan, 9 мг/м2 на 1-4 дни; 
Dexamethasone, 20 мг на 1, 2, 8, 9, 22, 23, 29, 30 день; 
каждые 6 недель), и последующих 3 курсов химио-
терапии (Doxorubicin 60 мг/м2 и Cyclophosphamide 
600 мг/м2 в 1-й день, каждый 21 день), однако уровни 
κ-СЛЦ никогда не достигали нормы. Их циркуляция 
в избыточной концентрации способствовала дальней-
шему поражению фильтрационной функции почек. 
При этом общее состояние пациента ухудшалось и 
через год наступила смерть от почечно-печеночной 
недостаточности. Стоит отметить, что парапротеи-
немия и протеинурия Бенс-Джонса, исследованные 
методом электрофореза с иммунофиксаций, практи-
чески не изменялись в ходе лечения, отражая рези-
стентный характер течения заболевания.

Таким образом, полученные нами результаты о вы-
сокой чувствительности иммунофиксационного элек-
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трофореза суточной мочи и анализа СЛЦ в сыворотке 
крови при миеломе Бенс-Джонса согласуются с данны-
ми ряда других авторов [2, 6, 11, 15]. При этом нами 
получены результаты, свидетельствующие о наличии 
биохимических признаков иммуносупрессии за счет 
снижения концентраций интактных имуноглобулинов 
в результате гиперсекреции моноклональных СЛЦ, ко-
торые не принимают участие в их синтезе. Другой био-
химической особенностью ММ Бенс-Джонса является 
формирование неспецифического воспалительного от-
вета, заключавшегося в гиперсекерции С-реактивного 
белка и β2-микроглобулина, что ранее широко не ос-
вещалось в литературе на достаточных выборках с ис-
пользованием современных биохимических методов.

Заключение. Проведенный нами комплексный 
анализ сыворотки крови и суточной мочи больных 
с ММ Бенс-Джонса показал высокую диагностиче-
скую эффективность выявления моноклональной 
секреции методом электрофореза белковых фракций 
с иммунофиксацией. Наиболее чувствительным ме-
тодом диагностики моноклональной секреции при 
миеломе Бенс-Джонса в сыворотке крови является 
иммунотурбидиметрическое определение СЛЦ им-
муноглобулинов с использованием автоматического 
биохимического анализатора. При ММ Бенс-Джонса 
выявлены биохимические признаки вторичного им-
мунодефицита (снижение иммуноглобулинов класса 
G, A, М) а также общевоспалительного синдрома (по-
вышение С-реактивного белка и β2-микроглобулина). 
Таким образом, биохимический анализ при ММ Бенс-
Джонса позволяет верифицировать тип моноклональ-
ной секреции и оценить тяжесть течения заболева-
ния, как на этапе первичного обследования, так и в 
процессе динамического наблюдения.
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Одной из наиболее частых причин развития асептической нестабильности имплантируемых конструкций у пациентов 
с терминальными стадиями остеоартроза является нарушение иммунорегуляторных процессов ремоделирования кост-
ной ткани на фоне хронического воспалительного ответа, формирующегося под влиянием компонентов износа эндопро-
теза. Изучены особенности системного иммунного ответа у больных с воспалительными осложнениями, возникающими 
в позднем послеоперационном периоде после тотального протезирования крупных суставов. Проведение факторного 
анализа позволило определить наиболее значимые иммунологические механизмы, сопряженные с развитием асептиче-
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Введение. Ежегодно в России растет количество 
пациентов с патологией крупных суставов (остео-
артрозом), нуждающихся в проведении операции 
по тотальному эндоротезированию [1]. Увеличение 
числа инвазивных вмешательств по имплантации ис-
кусственного сустава влечет рост ревизионных опе-
раций. Асептическая нестабильность компонентов 
протезированного сустава относится к наиболее ча-
сто встречающимся осложнениям, основным патоге-
нетическим механизмом развития которой считается 
поддержание хронического воспаления, вызванного 
реакцией иммунной системы организма на частицы 
износа имплантата [2]. Наряду с этим, основной при-
чиной септического воспаления является наличие 
инфекционного процесса в области имплантации [3]. 
Трудности диагностики имплантат-ассоциированной 
инфекции обусловлены способностью возбудите-
лей формировать микробную биопленку. Выделение 
микроорганизмов при этом становится затруднитель-
ным, что влечет неправильную постановку диагно-
за и, как следствие, приводит к выбору ошибочной 
тактики оперативного лечения [4, 5]. В связи с этим, 
в настоящее время актуальным направлением иссле-
довательской работы является изучение механизмов 
развития асептического воспаления с целью опреде-
ления патогенетически важных показателей, имею-
щих диагностическое значение.

Основной причиной возникновения асептической 
нестабильности протезированного сустава является 
развитие в околопротезной ткани клеточной реакции 
на продукты износа компонентов эндопротеза, про-
текающей по IV типу гиперчувствительности [6]. 
Такого рода изменения затрагивают непосредственно 
очаг воспаления, материал из которого может быть 
использован для иммунологического исследования, 
позволяющего определить характер патологического 
процесса. Однако, получение образцов для исследо-
вания возможно только с использованием инвазив-
ных методов в условиях хирургического стационара, 
что не всегда может быть реализовано при проведе-
нии рутинных диагностических мероприятий [7]. На-
ряду с этим в ряде работ охарактеризованы иммуно-
логические изменения, носящие системный характер 
у пациентов с хроническим воспалительным процес-
сом, ассоциированным с развившейся асептической 
нестабильностью протезированного сустава. В част-
ности показано, что провоспалительные цитокины 
(IL-8, IL-1β, TNF-α), локализованные в основном в 
области их активации, могут достигать системного 

кровообращения через капиллярный кровоток, а по-
вышение их концентрации в сыворотке крови [8], 
может косвенно свидетельствовать об активации про-
цессов резорбции кости.

Цель исследования – оценить особенности си-
стемного иммунного ответа и определить патогене-
тически значимые предикторы, отражающие особен-
ности иммунных реакций у больных с асептической 
нестабильностью компонентов протезированного ко-
ленного сустава. 

Материал и методы. В исследование были вклю-
чены 20 больных с асептической нестабильностью 
компонентов протезированных суставов (16 мужчин 
и 4 женщины), проходивших лечение в НИИТОН 
СГМУ в период с 2019 по 2020 г. Средний возраст 
больных составил 66,2±10,3 года. Диагноз «асепти-
ческая нестабильность эндопротеза сустава» был 
подтвержден клинически: жалобы пациентов на боль 
в области хирургического вмешательства, появляю-
щуюся как при физических нагрузках, так и в покое, 
результатами рентгенологического, общеклиниче-
ского, бактериологического обследования, а также 
итогами оперативного вмешательства по удалению 
компонентов протезированного устройства. Критери-
ями исключения пациентов из исследуемой группы 
являлось наличие ревматоидного артрита, проведе-
ние внутрисуставных инъекций кортикостероидов не 
менее чем за 3 нед до проводимого исследования. В 
контрольную группу были включены 20 практически 
здоровых добровольцев (13 мужчин и 7 женщин) той 
же возрастной группы (69.8±13,3 года) без патологий 
опорно-двигательного аппарата, аллергических, ауто-
иммунных, инфекционно-воспалительных заболева-
ний, которые не являлись носителями вирусов гепа-
тита В и С, ВИЧ. 

Взятие крови для проведения иммунологического 
исследования осуществляли до проведения оператив-
ного вмешательства. Определение абсолютного ко-
личества T-, B-, и NK-клеток периферической крови 
проводили с помощью набора моноклональных анти-
тел «BD Multitest 6-Color TBNK Reagent» (BD, США) 
на цитометре «BD FACS Canto II» (BD, США). Коли-
чественную оценку содержания иммуноглобулинов 
в сыворотке крови осуществляли иммунотурбоди-
метрическим методом на автоматическом биохими-
ческом анализаторе открытого типа «Sapphire-400» 
(Hirose Electronic Sistem Co., Япония) с помощью 
набора реагентов «Immunoglobulin A, М, G (FS)» 
(DiaSys Diagnostic Systems GmbH, Германия). Уро-
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вень цитокинов в сыворотке крови определяли мето-
дом ИФА с применением набора реагентов «Альфа-
ФНО-ИФА-БЕСТ», «Интерлейкин-6-ИФА-БЕСТ», 
«Интерлейкин-4-ИФА-БЕСТ» «Интерлейкин-10-
ИФА-БЕСТ» (ЗАО «Вектор-Бест», Россия) на прибо-
ре «Epoch» (BioTechUSA, США). 

Проведение исследования одобрено протоколом 
Комитета по этике ФГБУ ВО Саратовского государ-
ственного медицинского университета им. В.И. Раз-
умовского № 7 от 02.02.21 г. При выполнении работы 
руководствовались этическими стандартами, изложен-
ными в Хельсинкской декларации Всемирной меди-
цинской ассоциации «Этические принципы проведе-
ния научных медицинских исследований с участием 
человека» с поправками 2013 г. От пациентов было 
получено информированное согласие на публикацию 
результатов обследования без раскрытия их личности.

Обработка полученных данных проводилась с 
помощью методов непараметрической статистики с 
применением пакета программ MicrosoftExcel 2016 
и Statistica 10.0. Проверку нормальности распреде-
ления количественных показателей выполняли с ис-
пользованием критерия Шапиро-Уилка. Анализ па-
раметров с распределением, отличным от нормаль-
ного, проводился непараметрическими методами. 
Показатели представлены в форме Ме (Q0,25-Q0,75), 
где Ме – медиана, Q0,25 и Q0,75 – 25 % и 75 % кварти-
ли. Для оценки достоверности различий применяли 

U-критерий Манна-Уитни. Факторный анализ мето-
дом главных компонент проводили с помощью про-
граммного комплекса SPSS (11-2018). Пригодность 
данных к факторному анализу и значимость получен-
ной факторной модели проверяли с помощью кри-
териев Кайзера-Майера-Олкина (значения должны 
входить в диапазон от 0,5 до 1) и критерия Бартлетта 
(модель пригодна для анализа при р<0,05). Для вы-
деления факторов использовался метод главных ком-
понент, для выявления наилучшего состава факторов 
применялся метод вращения варимакс с нормализа-
цией Кайзера. 

Результаты. Результаты оценки иммунограмм 
больных асептической нестабильностью компонентов 
протезированных суставов представлены в табл. 1. 

Установлено достоверное снижение абсолютно-
го количества Т-лимфоцитов (CD3+CD19-) пери-
ферической крови больных с асептической неста-
бильностью компонентов имплантированных суста-
вов по сравнению с группой практически здоровых 
добровольцев (p=0.0006), как за счет Т-хелперов 
(CD3+CD4+) (р=0,0001), так и за счет цитотокси-
ческих Т-лимфоцитов (CD3+CD8+) (р=0,0019), что 
свидетельствует о недостаточности клеточного имму-
нитета связанного с развитием воспалительного про-
цесса. Показатель абсолютного количества В-клеток 
(CD3-CD19+) периферической крови у контрольной 
группы пациентов также оказался выше (p=0,00001). 

Т а б л и ц а  1
Показатели иммунной системы больных асептической нестабильностью компонентов протезированных суставов, Ме (Q0,25-Q0,75)

Показатели Контрольная группа (n=20) Группа пациентов с асепти-ческой нестабильностью 
компонентов протезирован-ных суставов (n=20)

CD3+CD19-, (109 /л) 1,78 (1,43;1,81) 1,4 (1,34; 1,44)
p=0,0006

CD3+СD4+, (109 /л) 0,96 (0,95; 1,12) 0,77 (0,71; 0,84)
p=0,0001

CD3+CD8+, (109 /л) 0,66 (0,39;0,75) 0,47 (0,44; 0,53)
p=0,0019

CD3-CD16+CD56+, (109 /л) 0,17 (0,15; 0,29) 0,29 (0,11; 0,49)

CD3-CD19+, (109 /л) 0,32 (0,27; 0,34) 0,15 (0,14; 0,16)
p=0,00001

IgA (мг/дл) 101,00 (93,00; 115,50) 138,5 (114,50; 165.00)
p=0,0154

IgM (мг/дл) 153,7 (131,00; 181,30) 129,1 (113,50; 137,00)
р=0,0005

IgG (мг/дл) 1667,30 
(1496,80; 1800,30)

1401,90
(1244,00; 1525,00)

р=0,0133

ФНОα (пг/мл) 4,71 (4,01; 5,93) 10,1 (7,8; 12,5)
р=0,0001

ИЛ-4 (пг/мл) 0,19 (0,07; 0,26) 0,2 (0,1; 0,3)

ИЛ-10 (пг/мл) 15,38 (11,96; 20,51) 10,60 (9,09; 12,90)
р=0,0001

ИЛ-6 (пг/мл) 6,98 (4,93; 8,53) 20,30 (17,30; 25,50)
р=0,0001

П р и м е ч а н и е .  n – число обследованных; Ме – медиана; Q0,25-Q0,75 – 25 % и 75% квартили; p – достоверность различий показателей к 
контрольной группе пациентов.
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Достоверного различия абсолютного содержания NK-
клеток (CD3-CD16+CD56+) между группами не уста-
новлено, однако обнаружена тенденция к повышению 
этого показателя у больных асептической нестабиль-
ностью компонентов протезированных суставов. 

Асептическая нестабильность компонентов про-
тезированных суставов сопровождалась увеличени-
ем содержания сывороточного иммуноглобулина A 
(p=0,0154), а также снижением иммуноглобулинов 
классов M (р=0,0005) и G (р=0,0133). 

У пациентов с нестабильностью эндопротеза, по 
сравнению с группой практически здоровых добро-
вольцев, отмечалось увеличение в сыворотке кро-
ви цитокинов ИЛ-6 (р=0,0001) и ФНОα (р=0,0001). 
Кроме того, обращает на себя внимание снижение со-
держания противовоспалительного цитокина ИЛ-10 
(р=0,0001) наряду с увеличением количества провос-
палительных цитокинов. Статистически значимых 
различий в концентрации ИЛ-4 в сыворотке крови 
больных с асептической нестабильностью компонен-
тов протезированных суставов и группой практиче-
ски здоровых добровольцев не установлено. 

Проведен факторный анализ данных иммуноло-
гического обследования пациентов с асептической 
нестабильностью компонентов протезированных су-
ставов. Применение данного метода статистического 
исследования дает возможность выделить главный 
компонент, состоящий из совокупности патогенети-
ческих факторов, оказывающих наиболее выражен-
ное влияние друг на друга, что позволяет объяснить 
наблюдаемые связи между переменными и выявить 
скрытые закономерности, указывающие на особен-
ности формирования иммунного ответа больных с 
асептической нестабильностью компонентов проте-
зированного сустава. 

Построена повернутая матрица компонентов 
(табл. 2). В результате проведенного анализа выде-
лено два фактора (КМО=0,510 и критерии Бартлет-
та=0,047<0,050), объясняющих 77,600 % всех откло-
нений в совокупности показателей. Контраст между 
факторами составил 14 %, что свидетельствует о на-
личии различий выделенных компонентов.

Обсуждение. Первый наиболее значимый компо-
нент матрицы с факторной нагрузкой 1,98 показыва-

ет сильную положительную корреляцию концентра-
ции сывороточного ФНОα (+0,879) с абсолютным 
количеством NK-клеток (+0,762) и отрицательная – с 
абсолютным содержанием Т-лимфоцитов перифери-
ческой крови (-0,731). Значения первого компонен-
та указывают на наиболее выраженные изменения, 
связанные с формированием клеточного иммунного 
ответа.

Известно, что ФНОα секретируется тканевыми 
макрофагами и обеспечивает экспрессию адгезивных 
молекул, тем самым опосредуя миграцию эффектор-
ных клеток через сосудистую стенку и инфильтрацию 
ими тканей [9]. B.J. Hercus [10] и M.C. Couto и соавт. 
[11] выявили присутствие Т-лимфоцитов в псевдо-
капсулярной ткани больных с нестабильными эндо-
протезами. Миграция этих клеток в очаг воспаления 
происходит из местных кровеносных сосудов. В ря-
де исследований показана экспрессия Р-селектина, 
Е-селектина (ECAM-1), ICAM-1, VCAM-1, CD 44 
эндотелиальными клетками сосудов псевдокапсу-
лярной ткани больных асептической нестабильно-
стью протезированных суставов [10, 12]. Экспрессия 
E-селектина указывает на миграцию Т-клеток в очаг 
воспаления из кровеносных сосудов [13], что объяс-
няет их присутствие в параимплантарном простран-
стве у больных ассептической нестабильностью су-
ставов и снижение абсолютного количества клеток 
в системном кровотоке. Повышение уровня ФНОα в 
системном кровотоке связано с гиперпродукцией ци-
токина в очаге воспаления.

Известно, что ФНОα, наряду с ИЛ-6, является клю-
чевым провоспалительным цитокином участвующим 
в развитии реакции организма на имплантированное 
устройство, способствует клеточной пролиферации, 
стимулирует образование остеокластов и увеличива-
ет резорбцию кости вокруг протезов. ФНОα участву-
ет в регуляции резорбции костной ткани по гормон 
независимому провоспалительному пути и стимули-
рует остеобласты для выработки остеорезорбтивных 
факторов, таких как ИЛ-6 и простагландин E2 (PGE2) 
[14-16]. Высокие концентрации ФНОα были установ-
лены в образцах перепротезной ткани, имеющей зоны 
остеолиза, взятых у пациентов с нестабильностью эн-
допротеза крупных суставов [17]. 

Т а б л и ц а  2
Факторный анализ показателей иммунной системы больных асептической нестабильностью компонентов протезированных суставов 

Показатели
Компонент

1 2

Фактор некроза опухолей (ФНОα) 0,879 -

Абсолютное количество NK-клеток (CD3-СD16+CD56+) 0,762 -

Абсолютное количество Т-лимфоцитов (CD3+СD19-) -0,731 -

Иммуноглобулин М - 0,750

Интерлейкин-4 (ИЛ- 4) - 0,669

Собственные значения 1,980 1,255

% объясненной дисперсии 39,593 25,109
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Прямая корреляция ФНОα с содержанием NK-
клеток показывает роль этого класса лимфоцитов 
в развитии асептической нестабильности протези-
рованного сустава. Известно, что NK-клетки вызы-
вают лизис чужеродных клеток и собственных из-
менённых клеток организма в отсутствии молекул 
главного комплекса гистосовместимости класса I на 
поверхности, вне зависимости от содержания анти-
тел и системы комплемента. В проведенном нами 
исследовании не наблюдалось статистически значи-
мых различий абсолютного содержания NK-клеток 
в периферической крови больных асептической не-
стабильностью компонентов протезированных су-
ставов и практически здоровых добровольцев. Од-
нако прослеживалась тенденция к повышению этого 
показателя у пациентов с нестабильным эндопроте-
зом. Аналогичные данные были получены C. Case и 
соавт. [18] при обследовании больных, перенесших 
ревизионное эндопротезирование.

Второй компонент матрицы объединил 25,109 % 
дисперсии, и показал сильную корреляцию между 
показателями концентрации иммуноглобулинов М 
(+0,750) и содержанием интерлейкина-4 (0,669) сыво-
ротки крови. Значения второго компонента отражают 
наиболее выраженные изменения гуморального звена 
иммунной системы больных с асептической неста-
бильностью компонентов протезированного сустава.

Известно, что В-лимфоциты являются главными 
клетками иммунной системы, обеспечивающими реа-
лизацию гуморального иммунного ответа за счет син-
теза иммуноглобулинов различных классов. Это про-
цесс регулируется Th2-лимфоцитами и опосредуется 
вырабатываемыми лимфоцитами цитокинами: ИЛ-4, 
ИЛ-5 и ИЛ-13. У больных с асептической нестабиль-
ностью протезированного сустава отмечалось сни-
жением содержания В-лимфоцитов периферической 
крови, а также сывороточных иммуноглобулинов 
класса М и G на фоне нормального содержания цито-
кина ИЛ-4. Данный факт может указывать на истоще-
ние гуморального иммунного ответа, что возможно, 
связано с сенсибилизацией организма продуктами из-
носа имплантируемой конструкции, которые, по мне-
нию ряда авторов, попадают и в системный кровоток 
[13, 19]. Данный факт подтверждается отсутствием 
В-лимфоцитов, в том числе и плазматических клеток, 
в очаге воспаления, вызванном асептической неста-
бильностью протезированных суставов [13]. Вместе с 
тем следует отметить, что уровень иммуноглобулина 
А у больных с асептической нестабильностью суста-
вов оказался выше, чем в контрольной группе, что, по 
мнению некоторых авторов, может в совокупности с 
другими факторами указывать на усиление процессов 
резорбции костной ткани [20]. 

Заключение. Таким образом, проведенное нами 
исследование продемонстрировало наличие суще-
ственных различий в показателях клеточного, гумо-
рального иммунитета и цитокинового профиля пери-
ферической крови пациентов с асептической неста-
бильностью протезированных суставов по сравнению 
с группой практически здоровых добровольцев. По-
лученные в результате проведенного исследования 

данные открывают перспективу для разработки но-
вых интегральных методов, позволяющих провести 
своевременную диагностику и определиться с так-
тикой оперативного лечения пациентов с нестабиль-
ностью протезированного сустава. В качестве диа-
гностических критериев для разработки алгоритма 
диагностики могут быть использованы следующие 
показатели: абсолютное количество Т-лимфоцитов и 
В-лимфоцитов периферической крови, а также уро-
вень ФНОα сыворотки крови. 
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Внегоспитальные инфекции кровотока (ВГИК) возникают во внебольничной обстановке (44%) и увеличивают число слу-
чаев общей летальности при инфекции кровотока (ИК) на 7,2% в год. Развитие ВГИК зависит как от коморбидных и 
полиморбидных заболеваний, так и от возраста пациентов. Источниками ВГИК являются респираторный, гепатобили-
арный, желудочно-кишечный, урогенитальный тракты, стоматологические вмешательства в полости рта. Этиология 
ВГИК характеризуется выделением коагулазонегативных стафилококков (КНС) (32%), E. coli (27%). Цель исследования: 
изучить ВГИК у терапевтических пациентов. В исследование включены внегоспитальные пациенты (n=382). Внутривенно 
отбирали 4,5 мл крови в закрытую вакуумную систему для получения лейкоцитарного слоя крови, из которого готовили 
мазки для микроскопии и сеяли на чашки Петри с кровяным агаром для культивирования в аэробных и анаэробных услови-
ях. Клинические изоляты идентифицировали методом масс-спектрометрии. Для экспресс-диагностики ИК использована 
микроскопия мазка крови. ИК диагностирована у 183 (48,0%) из 382 внегоспитальных пациентов. Этиология ВГИК из-
учена на 297 клинических изолятах микроорганизмов. ВГИК чаще осложняла основное заболевание у женщин и лиц мо-
лодого возраста. Спектр возбудителей ВГИК включал аэробные и анаэробные бактерии и грибы. Среди бактерий чаще 
выделяли грамположительные кокки с преобладанием S. epidermidis (25,7%). В анаэробных условиях дали рост 70% всех 
выделенных возбудителей. ВГИК характеризовалась ассоциацией (33,5%) от двух до четырёх видов микроорганизмов в 
одной гемокультуре. При микроскопии мазков крови микроорганизмы обнаружены в 97,1% случаев, включая ассоциации 
бактерий и грибов (66,9%). ВГИК развивалась после контурной пластики, при заболеваниях органов дыхания, мочеполо-
вой системы, полости рта, кожи и подкожной клетчатки. Микробиологическое исследование лейкоцитарного слоя крови 
является альтернативным методом клинической лабораторной диагностики ВГИК, включающим микроскопию мазка 
крови и посев крови, обладающим высокой диагностической эффективностью (97,1% и 48%, соответственно), который 
может служить вариантом замещения импортных гемокультуральных автоматизированных систем.
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Community-acquired bloodstream infections (CBSIs) occur in the out-of-hospital setting (44%) and increase the overall mortality 
from bloodstream infections (BSIs) by 7.2% per year. The development of CBSIs depends on both comorbid and polymorbid 
diseases and the patients’ age. The causes of CBSIs are: respiratory, hepatobiliary gastrointestinal and urogenital tracts and 
dental interventions. The etiology of CBSIs is characterized by the isolation of coagulase-negative staphylococci (CNS) (32%), E. 
coli (27%).  To investigate community-acquired bloodstream infection in therapeutic patients. The study included out-of-hospital 
patients (n=382). 4.5 ml of blood were taken intravenously into a closed vacuum system in order to obtain a buffy coat of blood, 
which was put on glasses for microscopy and Petri dishes with blood agar for cultivating under aerobic and anaerobic conditions. 
Microorganisms were identified by mass spectrometry. Microscopy of blood smears was used for rapid diagnosis of infection in 
the bloodstream. BSI was diagnosed in 183 (48.0%) out of 382 out-of-hospital patients. The etiology of CBSIs was studied on 
297 isolated strains of microorganisms. CBSIs rather often complicated the underlying disease in women and young people. 
The spectrum of CBSI pathogens included aerobic and anaerobic bacteria and fungi. Gram-positive cocci with the leadership of 
S.epidermidis (25.7%) were more often isolated among bacteria. 70% of all isolated pathogens grew under anaerobic conditions. 
CBSIs were characterized by polymicrobiality (33.5%) of two to four different microorganisms in one blood culture; the species 
of associates of polymicrobial blood cultures are shown. Microscopic examination of blood smears revealed microorganisms in 
97.1% of cases, including associations of bacteria with fungi (66.9%). CBSIs occurred after contour plastic, in diseases of the 
respiratory system, genitourinary system, oral cavity, skin and subcutaneous tissue. Microbiological examination of the buffy coat 
is an alternative microbiological method of CBSIs diagnosis, which includes microscopy and blood cultivating and has a high 
diagnostic efficiency (97.1% and 48% respectively). It can become an option for replacing imported blood culture automated 
systems.
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Введение. Внегоспитальные инфекции кровотока 
(ВГИК) развиваются во внебольничной обстановке за 
48 час до поступления пациента в стационар [1]. За 
счёт ВГИК увеличивается число случаев общей ле-
тальности при инфекции кровотока (ИК) на 7,2% в 
год [2]. Наблюдается рост количества эпизодов ВГИК 
(44%) и уровень летальности: при диализе (16%), ин-
вазивных микозах у онкогематологических больных 
(20%), иммунодефицитных состояниях (57%), пнев-
монии (63,2%), целлюлите (37%) [2–8].

В развитии ВГИК играют роль коморбидные и по-
лиморбидные заболевания при: ревматизме, остеоми-
елите, инфекции кожи и мягких тканей, пневмонии, 
сердечно-сосудистых заболеваниях, диабете [9, 10]. 
Возраст является фактором риска развития ВГИК: с 
19 до 64 лет (43%) и с 65 до 79 лет (28%), и связан с 
показателями инвалидности и смертности, больше 
страдают мужчины, чем женщины, из-за курения и 
употребления алкоголя [1, 2, 11, 12]. У больных до 60 
лет отмечено преобладание грамположительной бак-
териемии (Б) (54,3%) над грамотрицательной (47,6%) 
с летальностью до 35,3% случаев, у больных старше 
60 лет – грамотрицательной бактериемии (52,4%) над 

грамположительной (45,7%) с более высокой леталь-
ностью (44,9%). В случае Staphylococcus aureus бак-
териемии летальность больных до 60 лет составляла 
41,9%, старше 60 лет – 60,6% случаев. По данным 
ВОЗ внебольничная пневмония представляет серьёз-
ную проблему из-за стёртого характера клинических 
симптомов, инвалидности и летальности [13]. К про-
гностическим факторам ВГИК относят сопутствую-
щую патологию (30%), опухоли, онкогематологические 
заболевания (24,2%), иммунокомпрометированных па-
циентов (31%) [1, 12].

Источником Б при ВГИК являются: респиратор-
ный (20%), гепатобилиарный (8%), желудочно-ки-
шечный (13%), мочеполовой тракты (58,%), кишеч-
ник (30,5%), полость рта [14, 15]. Одонтогенная Б 
развивается вслед за чисткой зубов обычной зубной 
щёткой спустя 5 мин (61%), через 15-30 мин или спу-
стя 5-8 час после любой манипуляции в полости рта: 
удаление зуба (60%), зубных камней (88%) [15].

Классификация ИК включает: 1) истинную ВГИК 
(36%); 2) инфекцию у пациента, недавно выписанного 
из стационара (11%); 3) инфекцию, ассоциированную с 
инвазивными процедурами, выполненными до или во 
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время госпитализации (4%); 4) инфекцию у больных, 
поступивших из дома престарелых (7%); 5) госпиталь-
ную инфекцию кровотока (ГИК) (41%). ВГИК разде-
ляют на 4 группы (A, B, C, D) и дополнительно группу 
«С», включающую 5 подгрупп (C1, C2, C3, C4, C5) [2].

Ведущими возбудителями ВГИК являются коагула-
зонегативные стафилококки (КНС) (32%), Escherichia 
coli (27%), Staphylococcus aureus (21,3%), Klebsiella 
pneumoniae (8,2%) Pseudomonas aeruginosa (5,3%), En-
terococcus faecalis (5,2%), грибы [2, 16 -18]. В развиваю-
щихся странах Юга и Юго-Восточной Азии в этиологии 
ВГИК преобладают (70,7%) грамотрицательные палоч-
ки: E. coli, K. pneumoniae, P aeruginosa [1, 2, 19 – 21]. 
В развитых странах возбудителем ВГИК является Strep-
tococcus pneumoniae на фоне хронических заболеваний 
лёгких (31%) и сердечной недостаточности (15,6%) [2, 
22]. K. pneumoniaе – частый возбудитель ВГИК, ассо-
циированый с коморбидными состояниями и инвазив-
ными процедурами (90%) [2, 22]. Rhodococcus equi и 
Sarcina ventriculi, постоянно циркулирующие в крови у 
населения Финляндии, отнесены к редкому рецессивно-
му наследственному заболеванию в Финляндии [23].

В России микробиологическое исследование кро-
ви до 2020 г. проводили согласно Приказу Минздра-
ва СССР № 535 от 1985 г.1. Отечественные техники 
получения гемокультуры не показали оптимального 
решения проблемы, что требовало кардинально из-
менить методологию диагностики ИК. С этой целью 
использованы принципы оптимизации гемокульти-
вирования при диагностике ВГИК [24-26]. Для экс-
пресс-диагностики ИК используют микроскопию 
мазка крови, которая начала применяться более века 
назад [27-29]. Разработана техника приготовления 
мазка крови из лейкоцитарного слоя пробы цельной 
крови, поскольку лейкоцитарный слой – концентрат 
микроорганизмов, находящихся в данной пробе кро-
ви. В мазках крови обнаруживают бактерии, дрож-
жевые клетки и псевдогифы грибов рода Candida, 
наблюдают явление фагоцитоза. По результатам ми-
кроскопии мазка крови диагностируют заболевания 
и назначают эмпирическую антимикробную терапию 
до получения результатов посева крови при бабезио-
зе, Mycobacterium avium complex диссеминированной 
инфекции, СПИДе, токсоплазмозе, системном канди-
дозе, пневмококковой бактериемии, гистоплазмозе, 
лейшманиозе, малярии, лепре [30, 31]. Гемокультура 
подтверждает результаты микроскопического иссле-
дования крови. Разработанная техника микроскопии 
диагностирует бактериозы, микозы, паразитозы [27].

Цель исследования – оптимизация лабораторной 
диагностики инфекции кровотока у внегоспитальных 
пациентов терапевтического профиля.

Материал и методы. В исследование включе-
ны внегоспитальные пациенты (n=382), проходившие 
микробиологическое исследование крови в СПБ ГБУЗ 
«Городская поликлиника № 75» специализированной 

централизованной бактериологической лаборатории 
и клинико-диагностическом центре ФБУН МНИИЭМ 
им. Г. Н. Габричевского Роспотребнадзора в период 
2000-2019 гг. с заболеваниями различных систем ор-
ганизма: органов дыхания, кожи и подкожной клет-
чатки, органов пищеварения, мочеполовой, полости 
рта, осложнениями после пластической хирургии, 
лихорадкой неясного происхождения по направлени-
ям клиницистов из лечебно-профилактических органи-
заций по подозрению ИК. Для сбора информации ис-
пользована разработанная карта, включающая: анам-
нез, клинические и клинико-лабораторные данные.

Посев и микроскопию лейкоцитарного слоя пери-
ферической крови проводили согласно МР2. Внутри-
венно отбирали 4,5 мл крови в закрытую вакуумную 
систему для крови с цитратом натрия. После центри-
фугирования лейкоцитарный слой наносили на пред-
метные стекла для окраски по Граму с последующей 
микроскопией и сеяли на чашки Петри с кровяным 
агаром для культивирования в аэробных и анаэроб-
ных условиях [26]. Посевы инкубировали при 37º С. 
Колонии микроорганизмов, выросшие на плотной 
питательной среде, изучали с использованием стере-
оскопических микроскопов МСП-1 (ЛОМО, Россия), 
SteREO Discovery V12 (Carl Zeiss, Германия), объектив 
PlanApo S 1,0×FWD 60 мм и окуляр PI 10×23 Br foc. 
Культуральные свойства выросших микроорганизмов 
изучали по характеру выросших колоний, наличию ге-
молиза. Морфологические и тинкториальные свойства 
изучали микроскопией мазков, окрашенных по Граму. 
Биохимические свойства определяли по выявлению 
ферментативной активности с помощью коммерче-
ских биохимических тест-систем и на бактериологи-
ческом анализаторе AutoSCAN-4 (Siemens Healthcare 
Diagnostics MicroScan, Германия). Клинические изо-
ляты идентифицировали методом MALDI-ToF масс-
спектрометрии при помощи VITEK® MS (bioMerieux, 
Франция) и анализатора микробиологического «Bac-
toSCREEN» («Литех», Россия), включающий MALDI 
масс-спектрометр и программное обеспечение для 
управления анализом и идентификации микроорганиз-
мов «BactoSCREEN-ID». Для микроскопии использо-
вали микроскоп МИКРОМЕД-1, иммерсионный объ-
ектив МИ 90-1,25 и окуляр К 7* (ЛОМО, Россия), Axio 
Scope A1 (объектив EC Plan-NEOFLUAR 100 x 1,3; 
окуляр PI 10 x 23 Br foc, Carl Zeiss, Германия).

Для статистической обработки данных использо-
ван пакет программ статистического анализа Statis-
tica 10. При сравнении использован критерий χ2 (хи-
квадрат) или критерий Фишера.

Результаты. ИК анализировали у внегоспи-
тальных терапевтических пациентов по результатам 
микроскопического и культурального исследования 
проб крови 382 пациентов. ИК верифицирована вы-
делением гемокультуры у 183 (48,0%) больных и об-
наружением микроорганизмов в 329 (97,1%) мазках из 

1Приказ Минздрава СССР № 535 от 22.04.1985 г. «Об унификации 
микробиологических  (бактериологических) методов исследования, 
применяемых в клинико-диагностических лабораториях лечебно-
профилактических учреждений».

2Методические рекомендации «Микробиологические методы диа-
гностики инфекции кровотока» Комитета по здравоохранению 
Санкт-Петербурга; 2010 г. 
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339 мазков крови внегоспитальных пациентов. Этио-
логия ВГИК изучена на 297 клинических изолятах и 
329 мазках крови с положительными результатами.

Из клинических симптомов у внегоспитальных 
больных отмечали повышенную температуру тела 
(61,7%) и озноб (81,4%). Гендерные и возрастные 
особенности внегоспитальных больных с подтверж-
дённой ВГИК представлены в табл. 1.

ВГИК чаще осложняла основное заболевание у жен-
щин (65,6%), чем у мужчин (34,4) (р<0,001), и у лиц мо-
лодого возраста (74,9%). Микроорганизмы, выделенные 
из крови больных при ВГИК, представлены в табл. 2.

Спектр возбудителей ВГИК включал аэробные и 
анаэробные бактерии (73,4% и 24,2%, соответственно) 
и грибы (2,4%). Чаще выделялись грамположительные 
кокки (51,4%) с преобладанием S.epidermidis (25,7%), 
реже – S. aureus (4,4%). Зарегистрирован рост грамотри-

цательных палочек (9,6%), включая E. coli (0,3%). Гри-
бы рода Candida высевались чаще плесневых грибов.

Эффективность применения анаэробных условий 
при бактериологическом исследовании крови пред-
ставлена на рисунке.

Из 297 клинических изолятов 225 штаммов фа-
культативно-анаэробных микроорганизмов дали рост 
в аэробных (26,2%), анаэробных (60,0%) и в аэробно-
анаэробных (13,8%) условиях культивирования. До-
полнительно получено 72 штамма облигатных анаэро-
бов. Анаэробная атмосфера дополнительно обеспечи-
ла рост 207 штаммам (70%) факультативных и строгих 
анаэробов, как потенциальных возбудителей ИК.

ВГИК характеризовалась смешанными гемокуль-
турами (33,5%). Число ассоциантов в одной пробе 
крови составляло от двух до четырёх видов. Видовой 
спектр смешанных гемокультур представлен в табл. 3.

Т а б л и ц а  1
Внегоспитальные больные с ВГИК

Показатели
Внегоспитальные больные с ИК (n=183)

Пол Возраст, годы
мужчины женщины (10-44 лет) (45-60 лет) (61-75 лет)

Абс. 63 120 137 36 10
% 34,4 65,6 74,9 19,7 5,5
95% ДИ 27,9-41,6 58,4-72,1 68,1-80,6 14,6-26,0 3,0-9,8

Т а б л и ц а  2
Микроорганизмы, выделенные из крови внегоспитальных больных

Показатели
Характеристика штаммов микроорганизмов (n=297)

Аэробные Анаэробные Грибы
абс. % 95% ДИ абс. % 95% ДИ абс. % 95% ДИ

Всего (n=297) 218 73,4 68,1-78,1 72 24,2 19,7-29,4 7 2,4 1,1-4,8
Индекс встречаемости 
С, % (n=206) 105,8 35,0 3,4

Показатели
Бактерии (n=290) Грибы (n=7)

Грам+ кокки Грам+ палочки Грам-короткие 
палочки

Грам-

палочки Дрожжи
Плесени

Количество 149 107 6 28 4 3
% 51,4 36,9 2,1 9,6 4/7 3/7
95% ДИ 45,6-57,1 31,5-42,6 1,0-4,4 6,8-13,6 - -

Выделение микроорганизмов при разных газовых условиях культивирования
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Т а б л и ц а  3
Видовой спектр смешанных гемокультур у больных с ВГИК

Вид микроорганизмов
Количество штаммов (n=159) Индекс встречаемости 

С, % (n=69)абс. %
Аэробные микроорганизмы 116 73,0 168,1
Грамположительные кокки 69 43,4 100,0
Staphylococcus aureus 7 4,4 10,1
Staphylococcus epidermidis 36 22,6 52,2
Staphylococcus haemolyticus 3 1,9 4,3
Staphylococcus hominis 2 1,3 2,9
Staphylococcus saprophyticus 3 1,9 4,3
Staphylococcus auricularis 1 0,6 1,4
Micrococcus luteus 1 0,6 1,4
Streptococcus mitis 8 5,0 11,6
Streptococcus mutans 1 0,6 1,4
Streptococcus salivarius 2 1,3 2,9
Enterococcus faecalis 3 1,9 4,3
Enterococcus faecium 2 1,3 2,9
Грамположительные палочки, в том числе: 20 12,6 29,0
Corynebacterium ulcerans 1 0,6 1,4
Corynebacterium bovis 4 2,5 5,8
Corynebacterium minutissimum 2 1,3 2,9
Corynebacterium pseudotuberculosis 1 0,6 1,4
Corynebacterium pseudodiphtheriticum 1 0,6 1,4
Corynebacterium xerosis 1 0,6 1,4
Corynebacterium spp. 6 3,8 8,7
Tsukamurella paurometabola**** 1 0,6 1,4
Грамположительные аэробы, в том числе: 1 0,6 1,4
Nocardia spp. 1 0,6 1,4
Actinomyces spp. 1 0,6 1,4
Грамположительные споровые палочки: 2 1,3 2,9
Bacillus cereus 1 0,6 1,4
Bacillus subtilis 1 0,6 1,4
Грамотрицательные кокки и кокко-бактерии: 5 3,1 7,2
Neisseria flavescens 1 0,6 1,4
Branhamella catarrhalis** 1 0,6 1,4
Acinetobacter lwoffii 3 1,9 4,3
Грамотрицательные палочки, в том числе: 20 12,6 29,0
Escherichia coli 1 0,6 1,4
Serratia marcescens 1 0,6 1,4
Serratia liquefaciens 4 2,5 5,8
Serratia marinorubra* 2 1,3 2,9
Enterobacter cloacae 2 1,3 2,9
Pseudomonas aeruginosa 4 2,5 5,8
Pseudomonas putida 1 0,6 1,4
Burkholderia cepacia*** 4 2,5 5,8
Alcaligenes faecalis 1 0,6 1,4
Анаэробные микроорганизмы 38 23,9 55,1
Грамположительные кокки 4 2,5 5,8
Peptococcus spp. 4 2,5 5,8
Грамположительные палочки 33 20,8 47,8
Bifidobacterium spp. 2 1,3 2,9
Cutibacterium acnes***** 31 19,5 44,9
Грамотрицательные палочки 1 0,6 1,4
Fusobacterium spp. 1 0,6 1,4
Грибы 5 3,1 7,2
Candida albicans 1 0,6 1,4
Rhodotorula spp. 1 0,6 1,4
Aspergillus niger 3 1,9 4,3

П р и м е ч а н и е . * – Serratia marinorubra (до 1980 г. S.rubidaea); ** – Branhamella catarrhalis (до 1980 г. Moraxella catarrhalis); *** – Burk-
holderia cepatia (до 1993 г. Pseudomonas cepatia; **** – Tsukamurella paurometabola (до 1988 г. Corynebacterium paurometabolum); ***** – Cu-
tibacterium acnes (до 2016 г. Propionibacterium acnes).
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микроскопического и культурального методов микро-
биологической диагностики, сокращение времени 
получения результата, повышение диагностическо-
го потенциала ИК. Сочетание микроскопического и 
культурального методов диагностики ИК является ва-
риантом замещения импортных гемокультуральных 
автоматизированных систем закрытого типа и фла-
конов к ним при микробиологическом исследовании 
крови [35].
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Среди ассоциантов смешанных гемокультур 
преобладали аэробные грамположительные кокки 
(43,4%). Индекс встречаемости (ИВ), используемый 
в медицине, подтвердил их лидерство (100,0%). Ве-
дущими ассоциантами по ИВ являлись S. epidermidis 
(52,2%) и S. aureus (10,1%). Ассоциантами смешан-
ных гемокультур также являлись анаэробные бакте-
рии (23,9%) и грибы (3,1%). 

Для оценки диагностической эффективности 
микроскопического метода проанализированы ре-
зультаты микроскопии 339 мазков лейкоцитарного 
слоя крови внегоспитальных пациентов. Микроор-
ганизмы обнаружены в 329 мазках крови (97,1%) 
в разных соотношениях: бактерии (31,0%), грибы 
(2,1%), ассоциации бактерий с грибами (66,9%). Ас-
социация бактерий с грибами приобретает важное 
патогенетическое значение [32]. Микроскопическая 
техника исследования крови позволила обнаружить 
элементы диморфных грибов рода Candida в виде 
дрожжевых клеток и гиф (69,0%), не дающих рост в 
гемокультурах.

Обсуждение. В России гемокультивирование при 
диагностике ИК проводилось до 2020 г. согласно При-
казу Минздрава СССР № 585, на ручных и автомати-
зированных импортных гемокультуральных системах 
и показывало низкую диагностическую эффектив-
ность, что послужило толчком к разработке альтерна-
тивного метода диагностики ИК. В крови циркулиру-
ет малое количество микроорганизмов, поэтому необ-
ходимо использовать концентрат микроорганизмов, 
которым является лейкоцитарный слой пробы крови. 
Анаэробная техника при гемокультивировании пока-
зана, как основополагающий приём, для выделения 
факультативно-анаэробных и облигатно-анаэробных 
микроорганизмов [33, 34].

ВГИК диагностирована у 48% пациентов, чаще у 
женщин и у лиц молодого возраста. Этиология ВГИК 
характеризуется выделением аэробных и анаэроб-
ных бактерий и грибов. Среди аэробов преобладает 
S. epidermidis. Полимикробность гемокультур (33,5%) 
при ВГИК внегоспитальных терапевтических паци-
ентов определяется числом ассоциантов от двух до 
четырёх в одной пробе крови. Анаэробные условия 
гемокультивирования способствуют выделению 70% 
потенциальных возбудителей ВГИК и повышению 
эффективности выделения возбудителей из крови на 
40%. Экспрессный результат микроскопического ме-
тода при диагностике ВГКИ имеет важное клиниче-
ское значение в обнаружении бактерий, дрожжевых 
клеток, нитей псевдомицелия грибов, ассоциаций 
бактерий с грибами на фоне отсутствия выделения их 
из крови.

Заключение. Сочетание микроскопического и 
культурального методов для диагностики ВГИК у те-
рапевтических пациентов можно отнести к альтерна-
тивным методам клинической лабораторной диагно-
стики ИК. Применение лейкоцитарного слоя крови 
имеет ряд преимуществ: минимальный объём взятия 
крови (4,5 мл), удобная доставка материала (пробир-
ка), временной резерв от момента взятия крови до ис-
следования (4 часа), одномоментное использование 
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Широкое использование традиционного съёмного протезирования объясняется относительной простотой технологи-
ческих этапов изготовления и обусловливает его доступность. Развитию протезного стоматита полости рта способ-
ствуют неудовлетворительная фиксация и стабилизация съёмных ортопедических конструкций. Биоплёнки микробио-
ма, сформированные на поверхности стоматологических ортопедических конструкций могут способствовать сокраще-
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протезировании в процессе ортопедической реабилитации. Цель исследования: оценить уровень адаптации пациентов 
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The widespread use of traditional removable prosthetics is explained by the relative simplicity of the technological stages of manu-
facture and determines its availability. The development of prosthetic stomatitis of the oral cavity is facilitated by poor fixation 
and stabilization of removable orthopedic structures. Microbiome biofilms formed on the surface of dental orthopedic structures 
can help reduce their service life and cause an inflammatory process of the oral cavity of microbial etiology during dental pros-
thetics in the process of orthopedic rehabilitation. The purpose of the study: to assess the level of adaptation of patients during 
orthopedic rehabilitation based on the study of the microbiome and the assessment of the degree of fixation of removable lamel-
lar dentures. Qualitative and quantitative characteristics of the microbiome of prostheses at the stages of orthopedic pealitation 
were assessed; facultative anaerobic species belonging to the genera Staphylococcus, Micrococcus, Enterococcus, Streptococcus, 
Klebsiella prevailed;noted the elimination of microorganisms of the genera Bifidobacterium and Lactobacterium, yeast-like fungi 
of the species Candida albicans were isolated. An analysis of the index of fixation of prostheses showed an increase depending on 
the duration of use; a good level of fixation of prostheses was established in groups of patients.
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Широкое использование традиционного съёмного 
протезирования объясняется относительной просто-
той технологических этапов изготовления и обуслов-
ливает его доступность [1-4]. В пожилом возрасте 
процесс адаптации пациентов к съёмным протезам 
на этапах ортопедической реабилитации становится 
более длительным [5, 6]. Актуально изучение адапта-
ции пациентов на этапах проведения ортопедической 
реабилитации при оценке степени фиксации полных 
съёмных пластиночных протезов в пожилом возрасте.

Съёмные протезы нуждаются в профессиональ-
ном гигиеническом уходе [7, 8]. Неудовлетворитель-
ное гигиеническое состояние полости рта может быть 
обусловлено плохим уходом за ортопедическими 
конструкциями и вести к долговременной ретенции 
пищевых частиц, являющихся субстратом для жизне-
деятельности микроорганизмов, в межпроксималь-
ных зонах, в придесневой области, на спинке язы-
ка, на элементах протеза [9, 10]. Сдвиг микробного 
равновесия полости рта в сторону патогенных видов 
микробиоты способствует развитию воспалительно-
го процесса слизистой оболочки, что усугубляется 
травматизацией её при имеющейся недостаточной 
некачественной фиксации съёмного протеза [11, 12]. 
Значительная часть условно-патогенных микроорга-
низмов (УПМ) полости рта, присутствующих в био-
топе в составе биоплёнок, обладает определённым 
потенциалом патогенности (адгезивной активностью, 
колонизационным фактором, персистенцией, анти-
биотикорезистентностью) и защищена от действия 
неблагоприятных факторов среды существования [13, 
14]. При применении полных съёмных пластиночных  
протезов пациентами, вероятность развития протез-
ных стоматитов на слизистой оболочке протезного 
ложа может колебаться от 15 до 70% [15].

Основными факторами развития воспалительных 
процессов в полости рта являются неудовлетвори-
тельные фиксация и стабилизация съёмных ортопе-
дических конструкций, плохой гигиенический уход 
за протезом, длительное  использование съёмной ор-
топедической конструкции, массивная микробная об-
семенённость полости рта и протеза.

Нарушение фиксации и стабилизации протеза воз-
никают при неблагоприятных анатомических усло-

виях, несоответствии поверхности протезного ложа 
челюсти с прилегающим базисом протеза [16, 17].

Дисбаланс микробиома, обусловленный выражен-
ными сдвигами видового и количественного содер-
жания УПМ, появлением патогенных видов микро-
организмов, сопровождающихся увеличением кон-
центрации УПМ микробиоты, может обусловливать 
возникновение воспалительного процесса после про-
тезирования и в дальнейшем приводить к формиро-
ванию и поддержанию хронической инфекции в по-
лости рта [18].

Особую актуальность представляет изучение 
микробиологической характеристики протеза на по-
верхности которого происходит колонизация микро-
биома полости рта на определённых стадиях ортопе-
дической реабилитации.

Цель исследования: оценка уровня адаптации па-
циентов при ортопедической реабилитации на осно-
ве изучения микробиома и оценки степени фиксации 
съёмных пластиночных протезов.

Материал и методы. Обследованы 82 пациента 
с диагнозом «полное отсутствие зубов» по МКБ-10 
К00.01, возраст от 60 до 70 лет. Пациенты подразделе-
ны на 2 группы по продолжительности ношения пол-
ных съёмных зубных протезов. В 1-ю группу вошли  
41 пациент со сроком ношения протеза до одного года, 
во 2-ю группу – 41 пациент со сроком эксплуатации 
протеза от 1 до 2-х лет. Критерии включения пациен-
тов в группы исследования: возраст от 60 до 70 лет;  
полное отсутствие зубов на обеих челюстях; инфор-
мированное согласие пациентов на участие в иссле-
довании. Критерии исключения пациентов из ис-
следования: частичное отсутствие зубов (частичная 
вторичная адентия) на одной или обеих челюстях; на-
личие стоматологической ортопедической конструк-
ции: несъёмной (коронки, мостовидные протезы)  
и/или съёмной (бюгельные, пластиночные протезы 
с кламмерной системой фиксации); возраст моложе 
60 и старше 70 лет; хронический генерализованный 
пародонтит тяжёлой степени; некачественно изготов-
ленные съёмные протезы; наличие заболеваний, со-
провождающихся ухудшением мануальных навыков; 
тяжёлые заболевания в стадии декомпенсации; неже-
лание участвовать в исследовании. Пациенты групп 
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ганизмы рода Micrococcus в 24,39% случаев в кон-
центрации 1,0±0,28KOE/мл, персентиль (P) 10,00 (Р 
10,00)-0,00, персентиль 90,00 (Р 90,00)--4,00 KOE/мл 
(рис. 1).

Staphylococcus epidermidis идентифициро-
ван в 36,59% случаев при среднем содержании 
1,52±0,33KOE/мл, Р 10,00-0,00, Р 90,00-5,00 KOE/мл,  
Staphylococcus saprophyticus в 19,51% случаев при 
содержании 0,9±0,3KOE/мл, Р 10,00-0,00, Р 90,00-
4,00 KOE/мл. Staphylococcus haemolyticus выявляли 
в 12,19% в концентрации 0,56±0,24KOE/мл, Р 10,00-
0,00, Р 90,00-3,00 KOE/мл.

Staphylococcus aureus найден в биоматериале в 
12,19% случаев при среднем значении концентрации 
0,44±0,19 KOE/мл, Р 10,00-0,00, Р 90,00-3,00 KOE/мл.

Род Streptococcus представлен видами Streptococ-
cus salivarius, Streptococcus viridans в 19,51% и 24,4% 
случаев, соответственно, в концентрации 0,95 ±0,31 и 
1,07±0,32 KOE/мл, Р 10,00-0,00, Р 90,00-5,00 KOE/мл.

Бактерии рода Enterococcus идентифицированы 
до вида E. faecalis в 17,07% случаев в концентрации 
0,73±0,25KOE/мл, Р 10,00-0,00, Р 90,00-4,00 KOE/мл. 
Выявлены бактерии рода Klebsiella, относящиеся к 
виду K. рneumoniaе, в 14,63% исследованного биома-
териала в содержании 0,75±0,29KOE/мл, Р 10,00-0,00, 
Р 90,00-5,00 KOE/мл. Corynebacterium spp. выявлены 
в 58,54% случаев в концентрации 0,85±0,28KOE/мл,  
Р 10,00-0,00, Р 90,00-4,00 KOE/мл.

Микологические исследования показали присут-
ствие грибов рода Candida, относящихся к виду Can-
dida albicans в 12,19% случаев при среднем содер-
жании 0,58±0,23 KOE/мл, Р 10,00-0,00, Р 90,00-4,00 
KOE/мл.

При обследовании пациентов 2-й группы наиболее 
часто на поверхности протезов идентифицировали 
УПМ рода Staphylococcus виды S. epidermidis в 31,7%, 
S. saprophyticus, S. haemolyticus в 17,07% случаев и 
9,76%случаев, соответственно. S. aureus выявлены в 
7,32% случаев, Micrococcus spp. выявлены в иссле-
дуемом биоматериале в 26,83% случаев. В микро-
биоме идентифицированы S. viridans в 19,51% и K. 
рneumoniaе в 14,63% случаев, отмечена элиминация 
бактерий родов Bifidobacterium и Lactobacterium.

Определение количества выявляемых микроорга-
низмов позволило установить, что ряд членов изучае-
мого микробиома выделялись в высоком содержании, 
преобладали по концентрации S. epidermidis 1,49±0,34 
KOE/мл, Р 10,00-0,00, Р 90,00-5,00 KOE/мл, Micrococ-
cus spp. в концентрации 1,07±0,28 KOE/мл, Р 10,00-
0,00, Р 90,00-4,00 KOE/мл (рис. 2).

S. viridans выявлен в количестве 1,37±0,38 KOE/
мл, Р 10,00-0,00, Р 90,00-6,00 KOE/мл, K. рneumoniaе –  
в количестве 0,80±0,3 KOE/мл, Р 10,00-0,00, Р 90,00-
5,00 KOE/мл.

S. aureus выявлен в количестве 0,27±0,15 KOE/мл,  
Р 10,00-0,00, Р 90,00-3,00 KOE/мл, S. saprophyticus 
– в количестве 0,78±0,28 KOE/мл, Р 10,00-0,00, Р 
90,00-4,00 KOE/мл. S. haemolyticus при содержа-
нии 0,41±0,2, Р 10,00-0,00, Р 90,00-3,00 KOE/мл.,  
S. salivarius в 21,95% случаев в количестве 
1,20±0,35KOE/мл, Р 10,00-0,00, Р 90,00-6,00 KOE/мл.  

исследования не имели различий по сравниваемым 
параметрам: возрасту, гендерной структуре, наличию 
тех или иных сопутствующих заболеваний, типу про-
теза, удельному весу комплаентных (правильно экс-
плуатирующих протез и соблюдающих гигиену) па-
циентов.

Для микpo6иoлoгичecкoгo исследования прово-
дили взятие 6иoмaтepиaлa с поверхности съёмных 
зyбныx протезов при помощи стерильного тупфера, 
который помещали в транспортную среду. В бактери-
ологической лаборатории готовили двукратные разве-
дения исходного материала 10-3-10-12 для посева на со-
ответствующие питательные среды. Видовую иденти-
фикацию выделенных чистых культур осуществляли 
на основании изучения морфологических, тинктори-
альных, культуральных, биохимических, антигенных 
свойств в соответствии с определителем Берджи. Ко-
личественное содержание микроорганизмов выража-
ли через десятичный логарифм величины выросших 
колоний (Lg KOE/мл). Микологическое исследование 
на выявление гpибов рода Candida осуществляли по-
севом биоматериала на плотную питательную cреду 
Ca6ypo, для селективной изоляции использована сре-
да Candiselect 4 (Biorad, Франция). Для идентифика-
ции гpибoв рода Candida использован колориметри-
ческий тест Auxacolor 2 (BioRad, Франция).

Стоматологические методы применяли на стома-
тологическом приёме на базе БУЗОО ГКСП № 4 г. 
Омска. После получения от пациентов информиро-
ванного добровольного согласия на исследование осу-
ществляли сбор анамнеза, заполняли форму Ф.043/У 
(медицинскую карту стоматологического больного), 
устанавливали тип и продолжительность использова-
ния имеющихся протезов, сроки адаптации, степень 
фиксации, наличие дискомфорта, количество коррек-
ций. Определяли индекс фиксации съёмного протеза 
по С.Б. Улитовскому – А.А. Леонтьеву [8] по оценоч-
ным критериям (плохая фиксация – при показателе 
индекса 81-100%, неудовлетворительная – 61-80%; 
удовлетворительная – 41-60%; хорошая – 21-40%, 
очень хорошая фиксация – 20% и менее).

Биометрический анализ осуществляли с использо-
ванием пакетов Statistica 6.0, БИOCTATИCTИKA. Во 
всех процедурах статистического анализа критиче-
ский уровень значимости p принимался равным 0,05. 
При этом значения р могли ранжироваться по 3 уров-
ням достигнутых статистически значимых различий: 
р<0,05; р<0,01; р<0,001.

Результаты. Микробиологическое исследование 
биoмaтeриaлa поверхности зубных протезов на этапах 
ортопедической реабилитации установило видовой и 
количественный спектр микробиоты. Идентифициро-
ваны микроорганизмы, являющиеся представителями 
различных родов и семейств. В микробиоме преобла-
дали фaкyльтaтивнo-aнaэробные виды, относящиеся 
к родам Staphylococcus, Micrococcus, Enterococcus, 
Streptococcus, Klebsiella.

Бактериологическое исследование биоматериала 
поверхности зубных протезов в 1-й группе пациен-
тов установило элиминацию микроорганизмов родов 
Bifidobacterium и Lactobacterium, выявило микроор-
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Рис. 1. Спектр уровня содержания структуры микробиома поверхности протезов пациентов 1-й группы при ортопедической 
реабилитации. По оси абсцисс – виды микроорганизмов; пo ocи ординат – концентрация выявленных микроорганизмов, 
дecятичный лoгapифм вeличины выpocшиx кoлoний (lg KOE/мл)..
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Рис. 2. Спектр уровня содержания структуры микробиома поверхности протезов пациентов 2-й группы при ортопедической 
реабилитации. По оси абсцисс – виды микроорганизмов; пo ocи ординат – концентрация выявленных микроорганизмов, 
дecятичный лoгapифм вeличины выpocшиxкoлoний(lgKOE/мл).
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Enterococcus spp. идентифицированы до вида E. 
faecalis в 21,95% случаев в количестве 1,32±0,35 
KOE/мл, Р 10,00-0,00, Р 90,00-6,00 KOE/мл. Пред-
ставители рода Corynebacterium spp. выделены в 
24,39% случаев в количестве 1,27±0,35 KOE/мл, Р 
10,00-0,00, Р 90,00-5,00 KOE/мл.

Установлены статистически значимые различия 
содержания микроорганизмов в биоматериале групп 
пациентов при различной продолжительности ноше-
ния съёмных протезов. Во 2-й группе зарегистриро-
вано повышение количества S. viridans (U=15,500, 
Z=1,169; р=0,00008), E. faecalis (U=32,000, Z=-
3,527; р=0,00042), S. salivarius (U=1,000, Z=-2,296; 
р=0,00037), снижение количества S. aureus (U=32,000, 
Z=-3,527; р=0,021), S. saprophyticus (U=3,000, Z=2,140; 
р=0,032).

Присутствие грибов рода Candida, относящихся к 
виду Candida albicans, определено в 14,63% случаев 
при среднем содержании 0,65±0,28 KOE/мл, Р 10,00-
0,00, Р 90,00-4,00 KOE/мл. Различия в концентра-
ции выявленных грибов C. albicans в биоматериале 
обеих групп обследованных пациентов отсутствует 
(U=45,00, Z=0,47; р=0,635).

Анализ суммы количественных оценок фикса-
ции протезов в группах обследованных пациентов 
показал значимое повышение показателя в группах. 
В группе пациентов при ношении протезов до 1 го-
да среднее значение данного показателя составило 
24,59±0,37, медиана – 23,0, Р 10,0-23,0, Р 90,0-27,0. 

У пациентов с длительностью ношения протезов 
от 1 года до 2 лет среднее значение показателя со-
ставило 26,31±0,4, медиана – 27,0, Р 10,0-23,0, Р 
90,0-29,0. Уровень показателя суммы количествен-
ных оценок критериев фиксации протезов в груп-
пах обследования пациентов с длительностью но-
шения до 1 года и от 1-2 лет различается (Т=0,00, 
Z=2,8460; р=0,0044).

Соответствующий характер изменений установ-
лен в отношении показателя индекса фиксации про-
тезов С. Б. Улитовского-А. А. Леонтьева в  группах 
обследования (Т=0,00, Z=2,8460; р=0,0044) (рис. 3).

В группе пациентов с длительностью ношения 
протезов до 1 года среднее значение индекса фикса-
ции составило 35,34±0,5, медиана – 33,0, Р 10,0-33,0, 
Р 90,0-39,0. В группе обследования с длительностью 
ношения протезов от 1 до 2-х лет, среднее значение 
индекса фиксации соответствовало 37,69±0,6, медиа-
на – 39,0, Р 10,0-33,0, Р 90,0-41,0.

Обсуждение. Культуральное исследование био-
материала поверхности зубных протезов показало 
более частое выявление и увеличение концентра-
ции представителей изучаемого микробиома во 2-й 
группе пациентов со сроком ношения протеза от  1 
до 2-х  лет. Особенности видового спектра реги-
стрировали на фоне низкой содержания бактерий 
рода Corynebacterium, элиминации бактерий родов 
Bifidobacterium и Lactobacterium. Установлены осо-
бенности микробной колонизации поверхности пол-
ных съёмных зубных протезов в наблюдаемых груп-
пах пациентов с различной продолжительностью 
ношения. При возрастании срока эксплуатации про-
теза происходит угнетение жизнедеятельности пред-
ставителей нормальной микрофлоры полости рта с 
нарушением равновесия между ней и организмом с 
последующим развитием дисбактериоза. Проведение 
оценки фиксации протезов позволило установить хо-
роший уровень её фиксации в группах обследован-
ных пациентов. Установлено повышение показателей 
суммы количественных оценок критериев фиксации 
и индекса фиксации в зависимости от продолжитель-
ности использования протезов.

Заключение. Установлен видовой спектр микро-
биома поверхности съёмных зубных протезов паци-
ентов на этапах проведения ортопедической реабили-
тации.

Отмечено отсутствие различий в концентрации 
выявленных грибов C. albicans в биоматериале обеих 
групп обследованных пациентов.

Изучение индекса фиксации протезов С. Б. Ули-
товского – А. А. Леонтьева в группах обследованных 
пациентов с различной длительностью ношения про-
теза  позволило установить хороший уровень фикса-
ции и повышение уровня показателя во 2-й группе об-
следования с длительностью ношения от 1 до 2-х лет.

Результаты изучения микробиома и индекса фик-
сации съёмных пластиночных протезов у пациентов 
с различной длительностью ношения демонстриру-
ют значимость проведения микробиологического 
мониторинга при оценке ортопедической реабили-
тации пациентов в пожилом возрасте и позволяют 
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Рис. 3. Уровень показателя индекса фиксации протезов  
С.Б. Улитовского–А.А. Леонтьева в группах обследования. 
По оси абсцисс – группы пациентов, где: 1 – с продолжи-
тельностью ношения протезов до 1 года; 2 – с продолжи-
тельностью ношения протезов 1-2 года; по оси ординат –  
среднее значение критерия индекса фиксации протезов  
С.Б. Улитовского-А.А. Леонтьева (в %).
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использовать результаты в клинической практике 
при комплексном изучении эффективности ортопе-
дического лечения.
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ВЛИЯНИЕ ß-ЛАКТАМНЫХ АНТИБИОТИКОВ НА АКТИВНОСТЬ БИОПЛЕНОЧНЫХ 
ФОРМ БАКТЕРИЙ K. PNEUMONIAE, ВЫДЕЛЕННЫХ ИЗ РАН ПАЦИЕНТОВ  
С ХРОНИЧЕСКИМ ОСТЕОМИЕЛИТОМ

ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр травматологии и ортопедии имени академика  
Г.А. Илизарова» Минздрава РФ, 640014, Курган, Россия

Одной из причин появления высокорезистентных штаммов связывают со способностью бактерий формировать био-
пленки на различных поверхностях. Образование возбудителями биопленки приводит к снижению активности антибио-
тика, увеличению времени для выработки бактериями генов стрессового ответа, и, как следствие, повышению анти-
микробной толерантности. 
Цель работы: исследовать влияние имипенема и цефепима на активность биопленочных форм бактерий K. pneu-
moniae, выделенных из ран пациентов с хроническим остеомиелитом. Объект исследования – клинические штаммы 
K. pneumoniae, выделенные из ран пациентов хроническим остеомиелитом. В контрольной серии оценивали уровень 
биопленкообразования штаммов K. pneumoniae через 48 ч культивирования на покровных стеклах и 96-луночных поли-
стироловых планшетах. Во второй и третьей сериях на биоплёночную форму бактерий K. pneumoniae воздействовали 
имипенемом и цефепимом и через 24 ч оценивали активность биопленкообразования согласно разработанным ранее 
критериям. Структура формирующейся биопленки на поверхности покровного стекла во всех сериях эксперимента была 
представлена одиночными адгезированными клетками и микроколониями различного размера. Культивирование с анти-
биотиками  приводило к уменьшению количества микроколоний размером от 10 до 10 000 мкм2 во второй и третьей 
сериях, однако значимые различия с показателями контрольной серии были установлены только при воздействии цефе-
пима. Интенсивность пленкообразования K. pneumoniae в контрольной серии планшетным способом составляла 0,350 
(0,334; 0,368) ед. опт. пл. При культивировании биопленок совместно с антибактериальными препаратами, биопленкоо-
бразующая активность через 24 ч эксперимента была значимо ниже показателей контрольной группы во всех опытных 
сериях. Бактерии K. pneumoniae, выделенные у пациентов хроническим остеомиелитом, при культивировании на по-
листироловых планшетах и на поверхности покровных стекол активно формируют биопленку, проявляя высокоадгезив-
ные свойства. Показано, что исследуемые антибиотики оказывают бактериостатическое действие на биопленочные 
формы бактерий K. pneumoniae. Бактерицидного действия имипенема и цефепима на биопленочные формы не выявлено.
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Shipitsyna I.V., Osipova E.V.
INFLUENCE OF ß-LACTAM ANTIBIOTICS ON THE ACTIVITY OF K. PNEUMONIAE BACTERIA BIOFILM 
FORMS ISOLATED FROM WOUNDS OF PATIENTS WITH CHRONIC OSTEMYELITIS
Federal State Budgetary Institution Russian Ilizarov Scientific Centre «Restorative Traumatology and Orthopaedics»  
of the RF Ministry of Health, 640014, Kurgan, Russian Federation
One of the reasons for the emergence of highly resistant strains is associated with the ability of bacteria to form biofilms on various 
surfaces. The formation of a biofilm by pathogens leads to a decrease in the activity of the antibiotic, an increase in the time for 
the production of stress response genes by bacteria, and, as a result, an increase in antimicrobial tolerance. 
To investigate the effect of imipenem and cefepime on the activity of biofilm forms of K. pneumoniae bacteria isolated from the 
wounds of patients with chronic osteomyelitis. 
The object of the study is clinical strains of K. pneumoniae isolated from the wounds of patients with chronic osteomyelitis. 
In the control series, the level of biofilm formation of K. pneumoniae strains was assessed after 48 hours of cultivation on 
coverslips and 96-well polystyrene plates. In the second and third series, the biofilm form of K. pneumoniae bacteria was 
exposed to imipenem and cefepime, and after 24 hours the activity of biofilm formation was assessed according to previously 
developed criteria. 
The structure of the emerging biofilm on the surface of the coverslip in all series of the experiment was represented by single 
adherent cells and microcolonies of various sizes. Cultivation with antibiotics led to a decrease in the number of microcolonies 
ranging in size from 10 to 10,000 µm2 in the second and third series, however, significant differences from the control series 
were found only when exposed to cefepime. The intensity of film formation of K. pneumoniae in the control series by the 
tablet method was 0.350 (0.334; 0.368) units opt.pl. When cultivating biofilms together with antibacterial drugs, the biofilm-
forming activity after 24 hours of the experiment was significantly lower than in the control group in all experimental series. 
K. pneumoniae bacteria isolated from patients with chronic osteomyelitis, when cultivated on polystyrene plates and on the 
surface of coverslips, actively form a biofilm, exhibiting highly adhesive properties. The studied antibiotics were shown to have 
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a bacteriostatic effect on biofilm forms of K. pneumoniae bacteria. The bactericidal effect of imipenem and cefepime on biofilm 
forms was not revealed.
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Введение. Остеомиелит – воспалительное деструк-
тивное заболевание кости, вызываемое бактериями, ми-
кобактериями или грибами, возникающее, в большин-
стве случаев, в результате контактного распространения 
инфекции из прилежащей инфицированной ткани, ге-
матогенного распространения, или обусловленное на-
личием открытых ран [1-4]. Для лечения остеомиелита 
большое значение имеет посев гнойного отделяемого 
на наличие микрофлоры с последующим определением 
чувствительности возбудителей к антибактериальным 
препаратам [3-5]. Недостаточное проникновение анти-
биотика в очаг воспаления; ослабление защитных меха-
низмов пациента, применение лекарственных веществ, 
снижающих эффект препарата, возрастные особенно-
сти  и другие причины могут приводить к несовпаде-
нию результатов терапии с данными антибиотикограмм, 
полученными для выделенных микроорганизмов [4-6]. 
Активность антибиотиков, в отличие от других лекар-
ственных средств, величина непостоянная, зачастую 
снижается в связи с формированием у возбудителей 
приобретенной устойчивости [6]. Одной из распростра-
ненных причин резистентности инфекционных аген-
тов к антимикробным препаратам и одним из факторов 
формирования хронических инфекционных процессов 
является биопленка, которая служит резервуаром для 
патогенных микроорганизмов, обеспечивает им физио-
логическую и функциональную стабильность [7-10]. 
Доказано, что биопленка является предпочтительной 
формой существования бактерий [8-11]. Поэтому выбор 
антибактериального препарата должен основываться 
не только на результатах антибиотикочувствительности 
возбудителей, находящихся в планктонном состоянии, 
но и на эффективности данных препаратов в отношении 
биопленочных форм бактерий. 

Цель работы: исследовать влияние имипенема и 
цефепима на активность биопленочных форм бакте-
рий K. pneumoniae, выделенных из ран пациентов с 
хроническим остемиелитом.

Материал и методы. Исследованы клинические 
штаммы Klebsiella pneumoniae (n=32). Бактерии выде-
лены из ран 24 пациентов с хроническим остеомиели-
том, находившихся на лечении в гнойном центре ФГБУ 
«НМИЦ ТО» им. акад. Г.А. Илизарова в 2021-2022 гг. 

Видовую идентификацию и определение чув-
ствительности к антимикробным препаратам: цефе-
пим (Cpm), имипенем (Im), проводили на автомати-
ческом бактериологическом анализаторе MicroScan 
WalkAway Plus System («Siemens», США) с исполь-
зованием грамотрицательных 96-луночных панелей с 
субстратами для идентификации и антибиотиками –  
Neg Breakpoint Combo 44 (NBC 44). В качестве кон-
троля использован референсный штамм Klebsiella 
pneumoniae АТСС 700603.

Было проведено три серии эксперимента. В первой 
(контрольной) серии оценивали уровень биопленко-
образования клинических штаммов K. pneumoniae 
через 48 ч культивирования на покровных стеклах и 
96-луночных полистироловых планшетах. Во второй 
и третьей (опытных) сериях на формирующуюся (24 –  
часовую) биопленочную форму бактерий K. pneu-
moniae воздействовали антибактериальными препа-
ратами: имипенемом и цефепимом в концентрации 10 
мкг/мл и 30 мкг/мл соответственно и через 24 ч оце-
нивали активность биопленкообразования согласно 
разработанным ранее критериям [11,12].

Показатели описательной статистики, в том чис-
ле медианы (Ме) и квартилей (Q25 — Q75), и критерия  
Вилкоксона, используемого для определения статисти-
ческой значимости различий между группами, опреде-
ляли с помощью программы Gnumeric 1.12.17. Различия 
между группами считали существенными при p<0,05.

Клиническое исследование проводилось в соот-
ветствии с этическими стандартами, изложенными в 
Хельсинской декларации, с разрешения комитета по 
этике ФГБУ «Национальный медицинский исследо-
вательский центр травматологии и ортопедии имени 
академика Г.А. Илизарова».

Результаты. При анализе антибиотикограмм 
бактерий K. pneumoniae 25% изолятов были рези-
стентны к имипенему, 85% – к цефепиму. Среди 
чувствительных к имипенему штаммов 42% (n=25) 
изолятов обладали высокой биопленкообразующей 
способностью, 46% – средней, 12% – низкой. Чув-
ствительные к цефепиму штаммы (n=5) характе-
ризовались только средней биопленкообразующей 
способностью. 
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Рис. 1. Формирование биопленки штаммами K.pneumoniae на поверхности покровного стекла (1 серия).
а – через 24 ч эксперимента; б – через 48 ч эксперимента. Световая микроскопия. 
Ув. х400. Окраска генциановым фиолетовым.

а б

Рис. 2. Соотношение долей ОАК и МК в сериях эксперимента через 48 часов.

Среди резистентных к имипенему штаммов  
49,1% (n=8) изолятов обладали высокой бипленко-
образующей способностью, 46,8% – средней, 4,1% 
изолятов – низкой. Среди резистентных к цефепи-
му штаммов (n=27) высокая активность к биоплен-
кообразованию была выявлена у 46% исследуемых 
штаммов, средняя активность у 44%, низкая – у 10% 
штаммов.

В течение 48 ч все выделенные клинические изо-
ляты K. pneumoniae формировали биопленку на по-
верхности полистироловых планшетах и покровных 
стеклах (рис. 1, а, б). 

Структура формирующейся биопленки на поверх-
ности покровного стекла во всех сериях эксперимен-
та была представлена одиночными адгезированными 
клетками (ОАК) и микроколониями (МК) различного 

размера. Суммарная доля ОАК и МК в контрольной 
серии и в серии с имипенемом на биопленку не от-
личались (р=0,29) (рис. 2). 

После добавления цефепима к формирующейся 
биопленке наблюдали значимое снижение показа-
теля (р=0,000006), изменение которого происходило 
за счет уменьшения доли МК (р=0,00002) (рис. 3). В 
этой же серии наблюдали минимальные значения до-
ли ОАК в площади поля зрения, однако существен-
ных различий с другими сериями не установлено. 

В структуре формирующейся биопленки во всех 
сериях преобладали МК размером от 10 до 100 мкм2. 
Добавление антибиотиков приводило к уменьше-
нию количества микроколоний размером от 10 до  
10000 мкм2 во второй и третьей сериях, однако зна-
чимые различия с показателями контрольной серии 
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были установлены только после воздействия на био-
пленку цефепима (рис. 4).

Средняя интенсивность пленкообразования бак-
терий K. pneumoniae в контрольной серии планшет-

ным способом составляла 0,350 (0,334; 0,368) ед. 
опт. пл. При культивировании биопленок совместно 
с антибактериальными препаратами, интенсивность 
пленкообразования была значимо ниже показателей 

Рис. 3. Соотношение количества МК в сериях эксперимента через 48 часов.

Рис. 4. Соотношение МК различного размера в сериях эксперимента через 48 часов.
* – р<0,01; ** – р<0,001 по сравнению с 1-й серией.

Рис. 5. Интенсивность биопленкообразования штаммами K. pneumoniae через 48 часов. 
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контрольной группы (рис. 5). Имипенем и цефепим 
не оказывали бактерицидного действия на биопле-
ночные формы бактерий, о чем свидетельствуют зна-
чения оптической плотности: 0,245 (0,221; 0,311) ед. 
опт. пл. (р=0,000019) и 0,250 (0,219; 0,290) ед.опт. пл. 
(р=0,000021) соответственно.

Обсуждение. Бактерии K. pneumoniae относят в 
группу клинически значимых патогенов с высоким 
уровнем антибактериальной устойчивости (ESKAPE) 
[13, 14]. По данным разных авторов за последние годы 
наблюдается активный рост антибиотикорезистентных 
штаммов К. pneumoniae к защищенным пеницилли-
нам, цефалоспоринам III – IV поколений, карбапене-
мам [13-15]. Это связано, в первую очередь,  с главным 
механизмом резистентности, распространением  ESBL  
СТХ-М-типа, гидролизующих цефепим; ОХА-48, ги-
дролизующих цефалоспорины III и IV поколений, азтре-
онам, карбапенемы; металло-ß-лактамаз NDM-1, VIM 
и IMP типа, эффективно гидролизующих множество 
ß-лактамов [13, 15]. Резистентность К. pneumoniae к 
антибактериальным препаратам может реализовывать-
ся и по средствам формирования биопленки [7, 12, 16].  
Биопленка – это барьер, препятствующий диффузии 
антибактериальных веществ в её матрикс [7, 9-10]. До-
казано, что β-лактамные антибиотики деактивируются 
уже в поверхностных слоях биопленки, сформирован-
ных β-лактамазопозитивными K. pneumoniae [13-15]. 
Экзополисахаридный матрикс биопленок обеспечивает 
защиту бактериальных клеток от  проникновения глико-
пептидов и аминогликозидов [13]. Формирование возбу-
дителями биопленки приводит к  снижению активности 
антибиотика, увеличению времени для выработки бак-
териями генов стрессового ответа, и, как следствие, по-
вышению антимикробной толерантности. 

Заключение. Согласно проведенному нами иссле-
дованию, бактерии K. pneumoniae, выделенные у паци-
ентов хроническим остеомиелитом, при культивирова-
нии на полистироловых планшетах и на поверхности 
покровных стекол активно формируют биопленку, 
проявляя высокоадгезивные свойствами. Среди штам-
мов, резистентных к имипенему и цефепиму, выявле-
ны, преимущественно, высоко- и среднеадгезивные 
изоляты. Показано, что исследуемые антибиотики ока-
зывают угнетающее действие на биопленочные фор-
мы бактерий K. pneumoniae. Бактерицидного действия 
имипенема и цефепима на биопленочные формы бак-
терий K. pneumoniae не выявлено.
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Исследована взаимосвязь рассеянного склероза (РС) и состояния микробиома человека, а именно: изменение представ-
ленности филотипов микробиоты, доли кокковой микрофлоры, доли анаэробной, грамотрицательной, протеолитически 
активной микрофлоры, концентрации маркёров бактериального плазмалогена и эндотоксина в крови. Микробиом ис-
следован методом газовой хроматографии-масс-спектрометрии (ГХ-МС) микробных маркёров (ММ) в крови. При РС 
определено статистически значимое увеличение в крови концентраций общего уровня ММ бактериальных плазмало-
гена и эндотоксина, что может быть связано с увеличением проницаемости стенки кишечника. При РС увеличива-
ется доля кокков, грамотрицательной, анаэробной микрофлоры с протеолитическим типом метаболической актив-
ности. Изменяются корреляционные связи представленности филотипов микробиоты, за счёт переключения прямой 
связи Proteobacteria-Bacteroidetes на Proteobacteria-Firmicutes. При РС увеличивается количество Actinobacteria и 
Proteobacteria, снижается количество Firmicutes. Заболевание РС может быть связано с патологическими изменениями 
структуры микробиома и наростанием эндотоксемии, что может являться одним из факторов патогенеза заболева-
ния. Предложены новые лабораторные маркёры для диагностики и прогнозирования течения РС.
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EVALUATION OF THE STRUCTURE OF THE HUMAN MICROBIOME IN MULTIPLE SCLEROSIS IN BLOOD 
MICROBIAL MARKER CONCENTRATIONS
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The relationship between multiple sclerosis and the state of the human microbiome was studied, namely, the change in the representation 
of microbiota phylotypes, the proportion of coccal flora, the proportion of anaerobic, gram-negative, proteolytically active microflora, as 
well as the concentration of markers of bacterial plasmalogen and endotoxin in the blood. Microbiome studies were carried out by gas 
chromatography – mass spectrometry of microbial markers in the blood. A statistically significant increase in blood concentrations of the 
total level of microbial markers of bacterial plasmalogen and endotoxin was determined in multiple sclerosis, which may be associated 
with an increase in the permeability of the intestinal wall. In multiple sclerosis, the proportion of coccal, gram-negative, anaerobic 
microflora with a proteolytic type of metabolic activity increases. The correlations of the representation of microbiota phylotypes 
change due to the switching of the direct relationship Proteobacteria-Bacteroides to Proteobacteria-Firmicutes. In multiple sclerosis, 
Actinobacteria and Proteobacteria increase and Firmicutes decrease. Conclusion. The multiple sclerosis disease may be associated 
with pathological changes in the structure of the microbiome and the growth of endotoxemia, which may be one of the factors in the 
pathogenesis of the disease. New laboratory markers for diagnosing and predicting the course of MS have been proposed.

K e y  w o r d s :  microbiota; multiple sclerosis; GC-MS; blood; endotoxemia; microbial markers; bacterial endotoxin and plas-
malogen.
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Введение. Рассеянный склероз (РС) – хроническое 
иммунноопосредованное воспалительное заболевание 
ЦНС, являющееся одной из самых частых неврологи-
ческих причин инвалидизации среди лиц молодого и 
среднего возраста [1]. Наблюдается тенденция к уве-
личению распространённости РС, в 2016 г. в мире за-
регистрировано более 2 млн случаев РС, что на 10% 
больше, чем в 1990 г. [2]. Этиология и патогенез РС во 
многом остаются неясными. Принципиальной задачей 
становится поиск новых лабораторных маркёров для 
диагностики и прогнозирования течения РС.

Одним из перспективных подходов в изучении 
этиологии и патогенеза РС является изучение микро-
экологических нарушений в организме человека – 
анализ специфических маркёров микробиоты (ММ), 
составляющих широкий спектр жирных кислот с не-
чётным числом углеродных атомов, разветвлёнными 
цепями и гидроксильными группами. Известно более 
250 таких маркёров (в организме человека их всего 
около 25). Они могут распределяться по всему орга-
низму и быть обнаружены даже в низких концентра-
циях при помощи метода газовой хроматографии с 
масс-селективным детектированием ионов (ГХ-МС) 
[3-5, 7]. Исследование микробиома человека при РС 
становится актуальной задачей современной медици-
ны и практического здравоохранения.

Цель исследования – изучить структуру и состоя-
ние микробиома человека при РС по концентрациям 
ММ в крови.

Материал и методы. Проведено обсервационное 
исследование образцов крови у 53 пациентов амбу-
латорного наблюдения консультативно-диагностиче-
ского центра при Московском НИИ эпидемиологии и 
микробиологии им. Г. Н. Габричевского Роспотреб-
надзора. Возраст пациентов составил 48±17 лет. В 
основную группу включены пациенты с диагнозом 
РС, установленным на основании клинико-инстру-
ментальных данных (диагноз подтверждён данными 
магнитно-резонансной томографии по критериям 
McDonald 2017 г., наличием характерных олигокло-
нальных полос в цереброспинальной жидкости). В 
группу сравнения включены пациенты, не имеющие 

в анамнезе диагноза РС (Н). Группы сопоставимы по 
возрасту. Гендерные различия не учитывались. Рабо-
та проводилась в соответствии с Хельсинской декла-
рацией Всемирной медицинской ассоциации «Эти-
ческие принципы проведения научных медицинских 
исследований с участием человека» с поправками 
2000 г., «Правилами клинической практики в Россий-
ской Федерации», утверждённой приказом Минздрава 
РФ № 226 от 19.06.2003 г. Пациенты дали информиро-
ванное добровольное согласие на медицинское вмеша-
тельство и публикацию полученных результатов.

Для определения концентрации химических со-
единений в венозной крови, относящихся к ММ, ис-
пользован метод ГХ-МС. Из цельной венозной крови 
с помощью реакции кислого метанолиза и экстракции 
гексаном выделены жирнокислотные соединения. Раз-
деление, идентификацию, расчёт концентрации прово-
дили на хроматографе МАЭСТРО 7820А, совмещённым 
с квадрупольным селективным масс-спектрометром 
(Agilent Technologies, США) с диапазоном масс 2-1000 
аем, имеющем разрешающую способность 0,5 аем во 
всём рабочем диапазоне. Чувствительность прибора 
50 пг (пикограмм) по метил-стеарату в режиме непре-
рывного сканирования и 1 пг в режиме селективных ио-
нов, на капиллярной колонке с метилсиликоновой при-
витой фазой Ультра-1 Хьюлетт-Паккард длиной 25 м и 
внутренним диаметром 0,20 мм. Режим анализа – про-
граммированный, скорость нагрева термостата колонки 
– 5 град/мин в диапазоне 130-320° С. Масс-спектрометр 
квадрупольный, с ионизацией электронами (70 эв) ра-
ботает в режиме масс-фрагментографии (МФ) селек-
тивных ионов (multiple ions monitoring – МІМ), при 
периодическом детектировании до 30 ионов в пяти 
интервалах времени. Газ носитель – гелий. Расчёт кон-
центраций проведён по методу внутреннего стандарта с 
использованием программы, поставляемой производи-
телем хроматографа [6, 8].

Рассчитанные концентрации группировали исходя 
из свойств ассоциированного с ними микроорганизма 
по следующим параметрам.

Распределение проводилось по 4-м основным фи-
лотипам: Actinobacteria, Bacteroidetes, Proteobacteria, 



602

RUSSIAN CLINICAL LABORATORY DIAGNOSTICS. 2022; 67(10)
https://doi.org/10.51620/0869-2084-2022-67-10-600-606

MICROBIOLOGY

Firmicutes. Определены группы, относящиеся к кок-
кам и бациллам. Отдельно выделено царство Fungi. 
В соответствии с типом дыхания определены группы 
ММ анаэробных и аэробных микроорганизмов, гра-
мотрицательных и грамположительных, имеющих 
выраженную протеолитическую и сахаролитическую 
катаболическую активность. Чтобы снизить диспер-
сию значений, концентрацию рассчитывали как пред-
ставленность определённой группы в общем пуле 
концентраций ММ в %. Для интегральных характе-
ристик использованы соотношения: Bacteroidetes к 
Firmicutes (B/F) – характеристика структуры микро-
биома [9]; сумма концентраций ММ кокков к бацил-
лам (C/B); Анаэробный индекс – анаэробы к аэробам 
(АИ); Соотношение концентраций ММ грамотрица-
тельной микрофлоры к грамположительной (Грам-/
Грам+); Протеолитический индекс (ПИ). Концентра-
ция бактериального плазмалогена оценена по кон-
центрации октадеценового альдегида (18:1а), входя-
щего в состав клеточной стенки микроорганизмов 
индигенной нормобиоты, родов Bifidobacterium spp. 
и Eubacterium spp. Симбионтная микробиота явля-
ется резервуаром плазмалогена, который входит в 
состав мембран анаэробных бактерий. Для оценки 
концентрации эндотоксина в крови методом ГХ-МС 
суммируются концентрации компонентов липида А –  
гидроксикислот: 3h12, 2h12, hi13, 3h13, 3h14, 2h14, 
2hi15, 3hi15, h16, 3hi17, h18, h15, ЛПС клеточной 
стенки грамотрицательных бактерий: Acinetobacter, 
Pseudomonas aeruginosa, Stenotrophomonas maltophilia, 
Bacteroides hypermegas, Fusobacterium, Haemophylus, 
Sphingomonas. Flavobacterium, Porphyromonas, 
Prevotella, Bacteroides fragilis, Helicobacter pylori [10].

Статистические методы, использованные в рабо-
те, относятся к методам простой описательной ста-

тистики. Для характеристики выборок генеральной 
совокупности использовано среднее – медианное зна-
чение и интерквартильный разброс. Для оценки ста-
тистической значимости средних значений сравнива-
емых групп использован U-критерий Манна-Уитни. 
Взаимосвязь показателей оценена с помощью корре-
ляционного анализа Пирсона [11].

Результаты. Для оценки общего уровня концен-
траций ММ сравнена сумма концентраций всех опре-
деляемых ММ в крови в группе РС и группе норма 
(Н). Сравнена концентрация ММ бактериального 
плазмалогена и эндотоксина (рис. 1, а-в).

В группе РС статистически значимо увеличены 
концентрации в крови для общего уровня ММ (ОУ), 
концентрации ММ бактериального плазмалогена (Пл) 
и эндотоксина (Эн). Увеличение концентраций может 
быть связано с увеличением проницаемости стенки 
кишечника и развитием эндотоксемии. Рассмотрены 
взаимные корреляции этих показателей и критерия 
структуры микробиома (B/F). Результат представлен 
на рис. 2, а,б в виде схемы, указывающей силу и на-
правленность корреляционных связей.

Тонкой чёрной линией обозначена статистически 
не значимая корреляционная связь, толстой чёрной 
линией – прямая корреляционная связь, пунктирной 
линией обозначена обратная корреляционная связь.

При РС изменятся корреляционные связи между 
исследуемыми критериями. В группе Н уровень плаз-
малогена связан с общим уровнем ММ в крови, уро-
вень эндотоксина связан со структурой микробиома. 
Между общим уровнем ММ в крови и структурой 
микробиома отмечается обратная корреляционная 
связь, то есть увеличение общего уровня связано со 
снижением доли бактероидов в микробиоме. При РС 
эта корреляция не отмечена, наблюдается прямая кор-

Рис. 1. Концентрации общего уровня ММ, ММ бактериальных плазмалогена и эндотоксина в крови у пациентов с РС и в груп-
пе сравнения. а – общий уровень; б – плазмалоген; в – эндотоксин.
Здесь и на рис.3: *  –  статистически значимые отличия от группы сравнения (p<0,05), ** – статистически значимые отличия от группы сравнения 
(p<0,01).
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снижение представленности Proteobacteria и рост Fir-
micutes и Actinobacteria, сопровождающийся обратны-
ми корреляциями представленности этих филотипов.

Для характеристики микробиома рассмотрено со-
отношение кокков и палочковидной микрофлоры. 
При РС отмечается рост представленности кокков и 
снижение представленности бацилл в микробиоме.

Соотношение кокков и палочковидной микрофло-
ры не связаны с другими показателями структуры ми-
кробиома корреляционной связью. Смещение соотно-
шения C/B в область высоких значений происходит 
вне зависимости от изменения структуры микробио-
ма. При РС увеличивается представленность грампо-
ложительной микрофлоры и снижается представлен-
ность грамотрицательной. Для выявления взаимос-
вязи с другими показателями структуры микробиома 
проведён корреляционный анализ (табл. 1).

Увеличение представленности грамположительных 
микроорганизмов в микробиоме при РС связано с увели-
чением представленности Bacteroidetes и Proteobacteria. 
В группе сравнения снижение представленности грам-
положительных микроорганизмов связано с увеличени-

реляция общего уровня и концентрации эндотоксина, 
уровень эндотоксина коррелирует с уровнем плазма-
логена. Повышение суммарной концентрации ММ в 
крови, маркёров бактериального плазмалогена и эн-
дотоксина с учётом их взаимной корреляции с общим 
уровнем концентрации ММ в крови может указывать 
на увеличенную проницаемость кишечника.

Для оценки структуры микробиома исследована 
представленность основных филотипов (рис. 3, а-г).

При РС статистически значимо повышается пред-
ставленность Actinobacteria и Firmicutes, представ-
ленность Proteobacteria статистически значимо сни-
жается относительно группы Н. Показатель Bacte-
roidetes в исследуемых группах не изменяется.

При РС прямая корреляционная связь Proteobacte-
ria-Bacteroidetes меняется на прямую корреляционную 
связь Proteobacteria-Firmicutes и филотип Bacteroidetes 
оказывается не связан корреляцией с другими фило-
типами. При нарушении структуры микробиома ха-
рактерно снижение представленности Bacteroidetes в 
микробиоме, но при РС, как следует из рис. 3, статисти-
чески значимого снижения не наблюдается. Происходит 

Рис. 2. Схема взаимных корреляций общего уровня, концентраций ММ бактериального плазмалогена и эндотоксина в крови, 
показателя B/F у пациентов с РС и в группе сравнения.
а – группа сравнения; б – рассеянный склероз.

Рис. 3. Представленность ММ филотипов микробиома у пациентов с РС и группы сравнения. 
а – Actinobacteria; б – Bacteroidetes; в – Proteobacteria; г – Firmicutes.

а

а б в г

б
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ем общего уровня ММ в крови и бактериального плаз-
малогена и снижением концентрации бактериального 
эндотоксина. В группе сравнения отмечается обратная 
корреляционная связь представленности анаэробной и 
грамположительной микрофлоры.

Для оценки структуры микробиома относительно 
функции дыхания микроорганизмов определено со-
отношение анаэробных (факультативные анаэробы) 
и аэробных микроорганизмов. При РС увеличивает-
ся представленность анаэробных микроорганизмов и 
снижается представленность аэробных. Увеличивает-
ся анаэробный индекс, представляющий соотноше-
ние концентраций ММ анаэробных и аэробных ми-
кроорганизмов. Для оценки взаимосвязи анаэробного 
индекса с другими показателями структуры микро-

биома проведён корреляционный анализ, результаты 
которого представлены в табл. 2.

Соотношение анаэробной и аэробной микрофлоры 
не связаны с другими показателями структуры микро-
биома корреляционной связью. Смещение соотношения 
анаэробного индекса в область высоких значений проис-
ходит вне зависимости от изменения структуры микро-
биома. В группе сравнения анаэробный индекс связан с 
общим уровнем ММ и концентрацией плазмалогена в 
крови прямой корреляционной связью, с концентрацией 
ММ эндотоксина – обратной. Прямая корреляционная 
связь отмечается для анаэробного индекса и представ-
ленности Actinobacteria и обратные корреляционные 
связи с другими филотипами и царством Fungi. Прямая 
корреляционная связь отмечается для анаэробного ин-

Т а б л и ц а  1
Корреляционный анализ соотношения грамположительных и грамотрицательных микроорганизмов в микробиоме человека при 

РС и в группе сравнения

Показатели структуры микробиома Группа сравнения РС

Общий уровень микробных маркёров -0,363 0,109

ММ бактериального плазмалогена -0,356 0,121

ММ бактериального эндотоксина 0,616 0,655

Представленность Actinobacteria -0,252 -0,696

Представленность Bacteroidetes 0,960 0,727

Представленность Firmicutes 0,198 0,684

Представленность Proteobacteria 0,959 0,945

Соотношение структуры микробиома B/F 0,929 0,265

Представленность Fungi -0,109 0,251

Соотношение C/B 0,062 0,504

Анаэробный индекс -0,364 -0,590

Протеолитический индекс -0,289 -0,509

Примечание. Здесь и в табл. 2,3: полужирным курсивом отмечены статистически значимые коэффициенты корреляции (p<0,05).

Т а б л и ц а  2
Корреляционный анализ соотношения анаэробных и аэробных микроорганизмов  

в микробиоме человека при РС и в группе сравнения

Показатели структуры микробиома Группа сравнения РС

Общий уровень ММ 0,313 0,446

ММ бактериального плазмалогена 0,552 0,140

ММ бактериального эндотоксина -0,301 -0,009

Представленность Actinobacteria 0,542 0,511

Представленность Bacteroidetes -0,369 -0,190

Представленность Firmicutes -0,528 -0,505

Представленность Proteobacteria -0,352 -0,688

Соотношение структуры микробиома B/F -0,268 0,145

Представленность Fungi -0,407 -0,264

Соотношение C/B 0,132 0,121

Протеолитический индекс 0,516 0,566

Соотношение Грам-/Грам+ -0,364 -0,590
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Т а б л и ц а  3
Корреляционный анализ соотношения протеолитически активных и сахаролитически активных микроорганизмов  

в микробиоме человека при РС и в группе сравнения

Показатели структуры микробиома Группа сравнения РС

Общий уровень ММ 0,173 0,417

ММ бактериального плазмалогена 0,583 0,407

ММ бактериального эндотоксина -0,204 0,172

Представленность Actinobacteria 0,748 0,856

Представленность Bacteroidetes -0,231 -0,123

Представленность Firmicutes -0,741 -0,858

Представленность Proteobacteria -0,332 -0,537

Соотношение структуры микробиома B/F -0,095 0,420

Представленность Fungi 0,091 0,454

Соотношение C/B -0,216 0,134

Соотношение Грам-/Грам+ -0,289 -0,509

Анаэробный индекс 0,516 0,566

декса и протеолитического индекса и обратная корреля-
ционная связь для соотношения Грам-/Грам+.

Для оценки протеолитической активности микро-
биоты рассмотрена представленность микроорганиз-
мов проявляющих в большинстве случаев протеоли-
тическую активность и микроорганизмов, с бродиль-
ным метаболизмом.

При РС увеличивается представленность протео-
литически активных микроорганизмов и снижается 
представленность сахаролитических. Увеличивается 
протеолитический индекс, представляющий соотно-
шение концентраций ММ протеолитически активных 
и сахаролитически активных микроорганизмов. Для 
оценки взаимосвязи протеолитического индекса с 
другими показателями структуры микробиома прове-
дён корреляционный анализ (табл. 3).

При РС протеолитический индекс имеет пря-
мую корреляционную связь с представленностью 
Actinobacteria и обратную с Firmicutes. В группе Н, 
кроме вышеописанной корреляционной связи отме-
чается прямая корреляционная связь протеолитиче-
ского индекса с концентрациями ММ бактериального 
плазмалогена и анаэробного индекса. При РС проис-
ходит увеличение корреляции, следовательно, увели-
чение протеолитической активности Actinobacteria и 
усиление сахаролитической активности Firmicutes.

Обсуждение. РС – иммуноопосредованное забо-
левание ЦНС, сопровождающееся повреждением ак-
сона [11] и дисбиозом кишечника [12]. Уровень всех 
измеряемых ГХ-МС ММ, ММ бактериальных плаз-
малогена и эндотоксина превышают значения показа-
телей группы Н (см. рис. 1). Взаимные корреляции об-
щего уровня плазмалогена и эндотоксина становятся 
статистически значимыми, и разрывается корреляция 
общего уровня с показателем структуры микробиома 
(см. рис. 2), что может свидетельствовать о таком со-
стоянии слизистой оболочки, когда количество ММ 
уже не зависит от состава микробного сообщества.

Изменения структуры микробного сообщества 
сопровождаются увеличением представленности 
Actinobacteria и Firmicutes за счёт снижения представ-
ленности Proteobacteria (см. рис. 3). Микроорганизмы 
филотипа Actinobacteria связаны с протеолитической 
активностью микробиома, Firmicutes с сахаролитиче-
ской (см. табл. 3). При РС прогрессирует протеолити-
чески активная, агрессивная микрофлора при домини-
ровании Actinobacteria. Снижение численности Bacte-
roidetes не происходит, но разрывается корреляционная 
связь с Proteobacteria. Филотипы Bacteroidetes и Pro-
teobacteria связаны прямой корреляцией с представ-
ленностью грамположительных микроорганизмов. 
При РС корреляционная связь Bacteroidetes и предста-
вительность грамположительных микроорганизмов 
ослабевает, но остается статистически значимой. При 
сохранении представленности филотипа Bacteroidetes 
в микробиоме зависимость изменения численности не 
связана с изменением количества микроорганизмов 
других филотипов, то есть филотип исключается из 
«социальной» структуры сообщества. Дезорганиза-
ция микробного сообщества сопровождается увели-
чением представленности кокков, доля представлен-
ности которых в группе Н в 3 раза ниже, чем при РС 
(см. рис. 1). Отсутствие корреляционной связи кокков 
с количеством основных филотипов микробиома че-
ловека, указывает на критическое снижение колониза-
ционной резистентности микробиома и как следствие 
замещение эндогенной микрофлоры просветной, пре-
имущественно анаэробной.

Заключение. Исследование состояния микробио-
ма человека по концентрациям ММ в крови позволяет 
охарактеризовать структуру микробного сообщества 
как экстракорпорального органа организма челове-
ка. Изменения, регистрируемые по соотношениям 
концентраций ММ не менее информативны, чем мо-
лекулярно-генетические методы, несмотря на более 
ограниченный набор базовых микроорганизмов. Из-



606

RUSSIAN CLINICAL LABORATORY DIAGNOSTICS. 2022; 67(10)
https://doi.org/10.51620/0869-2084-2022-67-10-600-606

MICROBIOLOGY

мерение концентраций ММ в крови позволяет оха-
рактеризовать не столько структуру микробиома, но и 
оценить взаимосвязь микробиоты и организма, охарак-
теризовать барьерную функцию слизистых оболочек.

Показана важная роль барьерной функции слизи-
стой оболочки ЖКТ в развитии эндотоксемии и за-
кономерности изменения структуры микробиома. РС 
сопровождается 1,5-кратным увеличением концен-
траций ММ в крови, ММ бактериального плазмало-
гена и эндотоксина. Обратная корреляционная связь 
суммарной концентрации ММ и структуры микроб-
ного сообщества разрывается. Структура микробно-
го сообщества при РС изменяется и характеризуется 
ростом Actinobacteria, протеолитической, анаэроб-
ной грамположительной микрофлоры. Трёхкратное 
увеличение представленности кокков, не имеющих 
корреляции с другими показателями структурности 
микробного сообщества указывает на развитие дис-
биоза, то есть неуправляемого роста просветной 
микрофлоры при снижении колонизационной рези-
стентности эндогенной микрофлоры, что подтверж-
дается снижением корреляции «индикаторного» фи-
лотипа Bacteroidetes.

Можно заключить, что РС может быть связан с па-
тологическими изменениями структуры микробиома 
и ростом эндотоксемии, что может являться одним из 
факторов патогенеза заболевания. Предложены но-
вые лабораторные маркёры для диагностики и про-
гнозирования течения РС.
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Несмотря на обилие исследований в области микозов стоп (tinea pedis), всегда открытым является вопрос о степени 
распространённости дерматофитных грибов в современной человеческой популяции, о наличии взаимосвязи между их 
встречаемостью и возрастом носителя. Группа обследованных включала 99 добровольцев от 14 до 73 лет. Чешуйки ко-
жи собирали с пяточной области стопы, степень неблагополучия данного локуса выражали в баллах от 0 до 3. В отличие 
от обычного лабораторного микроскопа с увеличением x900 использован x1750, что позволило оценить не только грибы, 
но и бактерии. Среднее обилие морфотипов микробов выражали в баллах. Установлено, что степень неблагополучия 
локуса увеличивалась с возрастом (коэффициент Пирсона r=0.954). Палочковидные формы бактерий присутствовали 
у всех обследованных, но их обилие с возрастом увеличивалось (0,821). Кокки более характерны и обильно встречались в 
образцах кожных чешуй от молодых людей (-0.620). Встречаемость дерматофитных грибов увеличивалась с возрастом 
(0.891), при этом относительно высокие величины имели место у молодых людей (10.5% имели мицелиальные формы, 
73.7% – споровые) и в группе без каких-либо симптомов неблагополучия (7.7% и 76.9%), что позволяет рассматривать 
эти грибы в качестве нормальной микробиоты кожи стоп.
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Despite of great number of investigations in the area of tinea pedis, question is opened: to what extent dermatophyte fungi are 
spread among modern population and does their occurrence interrelated with host age? Investigated group included 99 volunteers 
from 14 to 73 years old. Skin scales were collected from heel area of foot, and signs of heel skin trouble were expressed in points. 
In contrast to usual laboratory microscope magnification x900 we worked at x1750, what allowed to estimate not only fungal, 
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but bacterial forms too. Average abundances of microbial morphotypes were expressed in points. Heel skin trouble increased in 
the process of aging (Pirsons` coefficient r=0.954). Bacilli occurred in all persons independently from age, but their abundance 
increased with aging (0.821). On the contrary cocci were more common and abundant in young person`s feet (-0.620). Occurrence 
of dermatophytes increased with age (0.891), at that relatively high values took place in young persons (10.5% with mycelium 
and 73.7% with spores) and in group without any heel skin trouble symptoms (7.7% and 76.9%), what allow to refer these fungi 
to normal habitats of foot skin.
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Введение. Микробиота стоп человека в норме опи-
сана давно и довольно подробно [1-6, 19], причём как 
бактерии – кокки и палочки, так и грибы – дрожжи 
и дерматофиты. Микробиоту стоп делят на нормаль-
ную и сопутствующую инфекционному процессу, 
однако, основываясь на экспериментальных данных, 
указывают, что «дерматофиты могут являться члена-
ми «остаточной» микрофлоры стопы, действуя в ка-
честве резервуара инфекции в случае изменения ус-
ловий со стороны носителя или внешней среды» [1]. 
Указаны пределы носительства – от 3-9% обследован-
ных здоровых взрослых людей выделены культуры 
этих микроорганизмов. Другие авторы более катего-
ричны в характеристике дерматофитов: «дерматофи-
ты представляют собой группу патогенных грибов, 
вызывающих в основном поверхностные заболевания 
человека и других млекопитающих» [7, 19]. В отече-
ственных исследованиях отмечено, что свыше 20% 
всего населения может являться носителями дерма-
тофитных грибов, причём этот показатель неуклонно 
растёт [8,19]. Остается открытым вопрос, насколько 
распространены дерматофиты в современной попу-
ляции в целом и связано ли их наличие с возрастом 
носителя? Цель исследования – оценка возрастных 
изменений состава грибной микробиоты кожи стопы 
с помощью метода микроскопии в сравнении со сте-
пенью неблагополучия данного локуса.

Материал и методы. В исследование включены 
99 добровольцев (45 женщин и 54 мужчины) в воз-
расте от 14 до 73 лет, не обращавшихся к дерматоло-
гу по поводу микозов стоп и не имевших каких-либо 
жалоб, не принимавших участия в систематических 
занятиях спортом.

Исследован материал кожных чешуй с пяточной 
области стопы. Внешние признаки неблагополучия 
данного локуса выражали в баллах в соответствии со 
следующей шкалой: 0 – чистая, гладкая пятка; 1 – чи-
стая, но с белым налётом или небольшим шелушени-
ем; 2 – с налётом, шелушением и утолщением; 3 – с 
налётом, шелушением, утолщением, трещинами.

Сбор кожных чешуй с пяточной области кожи сто-
пы производили путём соскоба. Полученный мате-
риал (20 мг) помещали в пробирку Эппендорф и за-
ливали 50 мкл 17% раствором едкого калия (КОН) с 
диметилсульфоксидом, после чего оставляли на ночь 
при комнатной температуре [9]. Полученный препа-
рат микроскопировали при суммарном увеличении 
в 1750 раз (рис. 1). Обилие обнаруженных морфоти-
пов грибов и бактерий в 10 полях зрения выражали в 
баллах: 0 – означало отсутствие; 1 балл – наличие в 
среднем 1-2 клеток в поле зрения; 2 балла – от 3 до 5; 
3 балла – 6 и выше.

Для статистической обработки данных всю выбор-
ку добровольцев разделяли на 6 групп в соответствии 
с возрастом: 14-19 лет, 20-29 лет, 30-39 лет, 40-49 лет, 
50-59 лет, старше 60 лет (см. таблицу); либо на 4 груп-
пы в соответствии со степенью неблагополучия ло-
куса. Расчёт коэффициентов корреляции Пирсона (r) 
проводили с помощью программы Microsoft Excell. 
Расчёт коэффициентов Манна-Уитни, свидетельству-
ющих о наличии/отсутствии значимости различий 
между показателями, проводили с помощью автома-
тической программы [10].

Результаты. Первой задачей исследования яви-
лась оценка наличия взаимосвязи между возрастом 
добровольцев и степенью неблагополучия кожи стоп 
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чём в обратной корреляции по отношению к возрасту 
(r=–0,793). Встречаемость дрожжевого мицелия на-
ходилась в пределах от 0% до 14,3%, корреляции с 
возрастом не отмечено (r=0,510). Встречаемость спор 
дрожжей варьировала от 37,5% до 50% при невысо-
кой положительной корреляции с возрастом (r=0,662) 
и незначимой разнице между первой и последней воз-
растными группами по обсеменённости (р≥0,05).

Сравнение возраста добровольцев с обсеменённо-
стью пяток разными морфотипами микроорганизмов 
показало следующее (см. таблицу): положительная 

(см. таблицу). Судя по наличию положительной кор-
реляции высокой силы и наличием достоверных раз-
личий между младшей и старшей возрастными груп-
пами по критерию Манна-Уитни, эти показатели дей-
ствительно взаимосвязаны, т. е., чем старше человек, 
тем более вероятны такие изменения кожи стопы, как 
налёт, шелушение, трещины.

Палочковидные бактерии, по размерам и форме 
близкие к пропионовым, встречались в 100% случаев 
во всех возрастных группах, тогда как встречаемость 
кокков варьировала в пределах от 50% до 84,2%, при-

Рис. 1. Морфотипы дерматофитных грибов в чешуйках кожи стоп.  
а–г – споры дерматофитов; д–з – дерматофитный мицелий. Суммарное увеличение микроскопа x1750. Одно деление на шкале соответствует 1 мкм.  

Взаимосвязь между возрастом добровольцев, степенью неблагополучия кожи стоп  
и обсемененностью различными  морфотипами микроорганизмов

Возрастная группа, годы

Средний 
возраст 

в группе, 
M±m, лет

Число 
обследо-
ванных

Степень не-
благополу-
чия локуса, 

баллы, 
M±m 

Обилие микроорганизмов, баллы, M±m

Бактерии (формы) Дрожжевые грибы Дерматофитные грибы

кокки палочки мицелий споры мицелий споры

14-19 18,3±0,9 19 1,2±0,6 1,2±0,5 2,1±0,4 0,1±0,2 0,7±0,8 0,1±0,2 1,6±1,1

20-29 22,9±2,7 24 1,2±0,6 1,2±0,7 2,3±0,5 0,0±0,0 0,7±0,8 0,3±0,4 1,7±1,2

30-39 33,2±1,8 14 1,4±0,8 1,2±0,7 2,5±0,5 0,0±0,0 0,4±0,5 0,1±0,2 2,1±0,7

40-49 44,0±2,4 18 1,9±0,4 1,4±0,8 2,5±0,6 0,1±0,1 1,0±1,1 0,2±0,3 2,1±0,9

50-59 54,1±2,2 14 1,9±0,8 1,0±0,7 2,4±0,5 0,1±0,2 0,9±0,9 0,4±0,6 2,1±1,1

> 60 62,9±2,5 10 2,4±0,5 0,7±0,7 2,6±0,6 0,1±0,2 0,7±0,7 0,3±0,4 2,4±0,8

Корреляция  
показателя  
с возрастом

- - 0,954 -0,620 0,821 0,519 0,309 0,635 0,891

Корреляция показателя 
со степенью неблаго-
получия локуса

0,954 - - -0,560 0,768 0,519 0,415 0,476 0,843

Достоверность разли-
чий между младшей и 
старшей возрастными 
группами по критерию 
Манна-Уитни

р ≤ 0,01 р ≥ 0,05 0,01≤ р ≤ 0,05 р ≥ 0,05 р ≥ 0,05 р ≥ 0,05 р ≥ 0,05

а

д е ж з

б в г
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корреляция высокой силы имела место между воз-
растом и обилием палочковидных бактерий, спор и 
мицелия дерматофитов. Значимых достоверных раз-
личий между младшей и старшей возрастными груп-
пами по критерию Манна-Уитни между указанными 
показателями не отмечено (р≥0,05). Сопоставление 
частоты встречаемости дерматофитных спор/мице-
лия с возрастом добровольцев показало наличие по-
ложительной корреляции высокой силы (рис. 2): r со-
ставили 0,819 и 0,749 соответственно. Обращает на 
себя внимание тот факт, что частота встречаемости 
дерматофитного мицелия в самой младшей возраст-
ной группе составила 10,5%, спор дерматофитов – 
73,7%. Различия между частотой встречаемости спор 
и частотой встречаемости мицелия достоверны как 
среди мужчин, так и среди женщин – р<0,01.

Сравнение между собой обилия кокков, пало-
чек и грибов показало, что более или менее зна-
чимые корреляционные взаимосвязи имеют место 
лишь между обилием палочек и спор дерматофитов 
(r=0,950), между обилием кокков и спор дермато-
фитов (r=-0,538).

Распределение добровольцев по 4-м группам в соот-
ветствии со степенью неблагополучия локуса (рис. 3)  
показало следующее: частоты встречаемости спор и 
мицелия дерматофитов коррелируют со степенью не-
благополучия локуса – r составили 0,924 и 0,938 со-
ответственно, между собой ((r=0,771). Достоверность 
различий в обилии спор дерматофитов между группа-
ми с 0 и 3 степенью неблагополучия находится в зоне 
неопределённости (0,01≤р≤0,05), мицелия – в зоне 
незначимости (р≥0,05). Группа с 0 степенью включа-
ла людей в возрасте от 14 до 56 лет, причём обраща-
ет на себя внимание высокая частота встречаемости 
спор и мицелия дерматофитных грибов (см. рис. 3).

Гендерные различия в степени неблагополучия 
локуса, частоте встречаемости спор/мицелия дерма-
тофитов в разных возрастных группах, оцененные по 
критерию Манна-Уитни, достоверно не значимы – во 
всех указанных группах сравнения р≥0,05.

Обсуждение. Многие виды микроорганизмов, 
в норме колонизирующие различные локусы орга-
низма человека, по мере снижения местного имму-
нитета могут действовать как условные патогены. 
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Рис. 2. Сравнение частоты встречаемости дерматофитных спор и мицелия в разных возрастных группах. 

Рис. 3. Частота встречаемости дерматофитных спор и мицелия при разной степени неблагополучия локуса. 
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Примером могут служить дрожжи Malassezia spp. 
и бактерии Propionibacterium spp., которые явля-
ются нормальным компонентом микробиоты кожи 
и выделяют антагонистические противомикробные 
субстанции [11, 12], однако, при снижении защит-
ных функций кожи они участвуют в таких патоло-
гических процессах, как акне, фолликулит и др. [2, 
13]. Помимо антагонистических веществ микробной 
природы к факторам защиты неповреждённой кожи 
относится собственно эпидермис, антимикробные 
пептиды, секретируемые кератиноцитами и пото-
выми железами [14]. Внешнее неблагополучие кожи 
стопы выражается в виде налёта, шелушения, тре-
щин. Есть мнение, что эксфолиация – один из спосо-
бов защиты организма от нежелательных микробов 
путём отмирания и удаления поражённых кожных 
чешуй. Из полученных данных следует, что с возрас-
том выраженность симптомов неблагополучия стоп 
нарастает (см. таблицу), наряду с увеличением обсе-
менённости палочковидными бактериями и дермато-
фитами. Обилие и частота детекции кокков по мере 
взросления снижается, при этом имеет место обрат-
ная взаимосвязь между кокками и дерматофитами. 
Если принять за норму исходные уровни этих пока-
зателей (т. е. первую возрастную группу), то вполне 
вероятно, что причиной повышения обсеменённости 
палочками и дерматофитами является именно сни-
жение обилия кокков. Причин таких изменений мо-
жет быть несколько. Во-первых, изменение баланса 
веществ, которые являются питательными субстра-
тами для микроорганизмов, например, снижение 
легкодоступных субстратов типа аминокислот по-
та, являющихся предпочтительными для кокков. На 
этом фоне остаются менее доступные соединения, 
типа липидов, которые предпочитают пропионовые 
бактерии, или кератина, на котором хорошо растут 
дерматофитные грибы. Во-вторых, нельзя исклю-
чать микробный антагонизм посредством выработки 
микроорганизмами разных видов антимикробных 
субстанций. Ранее показан антимикотический эф-
фект пропионовых бактерий в отношении клеток 
дрожжей Candida albicans [12], разных видов дрож-
жей друг против друга [15]. В-третьих, с возрастом 
может меняться скорость секреции, концентрация 
и набор антимикробных пептидов, по-разному ин-
гибирующих рост микроорганизмов разных видов. 
Установлено, что фракция сывороточных антими-
кробных пептидов имеет высокую антимикробную 
активность по отношению к клеткам Candida albi-
cans, но относительно низкую против клеток Tricho-
sporon cutaneum  и Geotrichum candidum [16].

Основным критерием дерматофитии считается на-
личие мицелия, обнаруживаемого при микроскопии 
образцов биоматериала. По-видимому, это связано с 
более простым распознаванием мицелиальных форм 
по сравнению со споровыми [17]. У диморфных гри-
бов споры и мицелий являются лишь различными 
стадиями размножения [18,19]. Мы определяли обе 
эти формы, и оказалось, что их встречаемость кор-
релирует, причём споры обнаруживаются в 3-10 раз 
чаще, чем мицелий. Частота обнаружения дермато-

фитных форм у молодых людей и лиц с отсутствием 
симптомов неблагополучия стопы подтверждает воз-
можность отнесения этих микроорганизмов к нормо-
биоте с оговоркой о состоянии иммунитета носителя 
[1], но идёт вразрез с определением их как облигат-
ных патогенов [7].

Заключение. Внешнее неблагополучие кожи сто-
пы достоверно увеличивается по мере взросления. 
Палочковидные бактерии встречаются у всех обсле-
дованных независимо от возраста, их обилие с возрас-
том нарастает. Кокки встречаются чаще и в большей 
концентрации у относительно молодых людей. Встре-
чаемость и обилие дерматофитных грибов нарастает 
с возрастом, однако, величины этих показателей у 
молодых людей и в  подгруппе без симптомов небла-
гополучия позволяют отнести эти микроорганизмы к 
нормобиоте человека. Гендерные различия в степени 
неблагополучия локуса, частоте встречаемости спор/
мицелия дерматофитов в разных возрастных группах 
отсутствуют.
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ИССЛЕДОВАНИЕ МРНК ГЕНОВ WT1, BAALC, EVI1, PRAME И HMGA2 В ОБРАЗЦАХ 
ВЕНОЗНОЙ КРОВИ ПРИ ОСТРЫХ ЛЕЙКОЗАХ 

1Красноярский филиал ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр гематологии» Минздрава РФ, 
660036, Красноярск, Россия; 
2ФГБНУ Федеральный исследовательский центр «Красноярский научный Центр Сибирского отделения РАН», 660036, 
Красноярск, Россия; 
3КГБУЗ Краевая клиническая больница, 660022, Красноярск, Россия; 
4ФГБОУ ВО Красноярский государственный медицинский университет им. проф. В.Ф. Войно-Ясенецкого Минздрава 
РФ, 660022, Красноярск, Россия;  
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Известно, что повышенная экспрессия генов WT1, BAALC, EVI1, PRAME и HMGA2 вовлечена в патогенез онкогематологиче-
ских заболеваний. Высказано предположение, что одновременное количественное определение комплекса мРНК в циркулирую-
щих в крови клетках может отражать специфику патологических пролиферативных процессов, а соотношение экспрессии 
отдельных мРНК может стать полезным диагностическим маркером. Транскриптомный профиль клеток острого лейкоза 
как правило оценивается с использованием дорогостоящих технологий NGS и микрочипирования после предварительной про-
цедуры выделения мононуклеаров. Однако до сих пор не публиковались результаты использования мультиплексной реакции 
ПЦР одновременного определения всех указанных выше мРНК в образцов цельной крови. Цель: определение уровня мРНК генов 
WT1, BAALC, EVI1, PRAME и HMGA2 в пробах венозной крови методом мультиплексной ОТ-ПЦР. 
В работу включено 127 образцов крови пациентов, обследованных при первичном обращении с последующим подтверж-
денным диагнозом острого лейкоза.  В качестве групп сравнения были выбраны 87 проб пациентов не имеющих онко-
гематологического диагноза, в том числе 31 образец (К1) с нормальной формулой клеток крови и 56 образцов (К2) с 
нарушением клеточного состава – анемией, лейкоцитозом и тромбоцитопенией.  Выделение РНК из проб цельной крови, 
и обратную транскрипцию выполняли с использованием наборов «Рибо-золь-D» и «Реверта-L» (ФБУН ЦНИИЭ, Россия). 
Определение уровня экспрессии мРНК генов WT1, BAALC, EVI1, PRAME и HMGA2 методом мультиплексной ПЦР-РВ 
выполняли с использованием разработанного in house метода мультиплексной ПЦР. Уровень мРНК исследуемых генов, 
характеризовался высокой межиндивидуальной вариацией и не коррелировал с количеством циркулирующих лейкоцитов 
или бластных клеток крови. Экспрессия мРНК WT1 определялась в цельной крови только у одного пациента из группы 
сравнения и в 112 (88%) пробах пациентов с лейкозом и сочеталась со снижением уровня экспрессии мРНК HMGA2 и 
высокими значениями мРНК BAALC. В отличии от групп сравнения у пациентов с лейкемией наблюдались более высокие 
уровни мРНК BAALC при ОМЛ и ОЛЛ, повышенные значения мРНК PRAME при ОМЛ и ОПЛ, но более низкие уровни 
НMGA2 при ОПЛ. Впервые в мультиплексном формате ПЦР одновременно определены уровни пяти мРНК WT1, BAALC, 
EVI1, PRAME и HMGA2 в образцах цельной крови у пациентов с острыми лейкозами. С учетом наиболее выраженного 
преобладания вклада одной из мРНК в их суммарном уровне экспрессии, предложено выделять отдельные типы пре-
имущественной экспрессии (BЕPH-критерий), отличающиеся в разных нозологических вариантах лейкемии. Полученные 
данные поддерживают гипотезу патогенетической роли дисбаланса РНК и формировании различных транскриптомных 
субпопуляций лейкемических клеток. 
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Введение. Результаты последних 30 лет исследо-
ваний молекулярного патогенеза острого лейкоза вы-
явили высокогетерогенную генетическую природу 
заболевания, включающую в себя различные хромо-

сомные аберрации, ряд соматических точечных мута-
ций, выраженные сдвиги экспрессии как матричных, 
так и некодирующих РНК [1, 2]. Выявление цитогене-
тических поломок и анализ химерных транскриптов в 
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лейкозных клетках включены в клинические рекомен-
дации в качестве важных диагностических маркеров 
[3, 4]. Поскольку цитогенетические нарушения при 
острых лейкозах выявляются примерно в половине 
случаев, перспективы дальнейшего поиска новых ди-
агностических маркеров во многом связаны с резуль-
татами исследования специфического профиля РНК 
(транскриптома). Использование транскриптомного 
анализа позволяет оценить активность различных 
генов в онкотрансформированных клетках. Вместе с 
тем, его широкое применение в клинической практи-
ке сдерживается низкой доступностью, дороговизной 
и трудоемкостью использования аналитических плат-
форм на основе микрочипирования и секвенирования 
РНК. Очевидно, что решение этой проблемы может 
быть реализовано выбором ограниченного числа наи-
более информативных РНК-маркеров и внедрением 
методик для рутинного ПЦР-тестирования. 

Уже достаточно давно [1–12] при онкологических, 
в том числе и онкогематологических заболеваниях 
исследуется экспрессия таких генов как WT1, BAALC, 
EVI1, PRAME, HMGA. Эти гены участвуют в регуля-
ции пролиферации и дифференцировки клеток, актив-
но экспрессируются в CD34+ кроветворных клетках, 
но уровни их мРНК быстро снижаются в процессе 
созревания форменных элементов крови.  Исследова-
ния роли указанных генов в развитии острых лейко-
зов доказывают, что их избыточная экспрессия спо-
собствует прогрессии заболевания, а определение 
уровня соответствующих мРНК было предложено в 
качестве прогностических маркеров. Недавно опу-
бликован результат метаанализа [15] данных прогно-
стического значения оценки мРНК трех генов WT1, 
BAALC и EVI1, а также результаты исследования, в 
котором с помощью ПЦР-РВ в пробах костного мозга 
оценивалось прогностическое значение экспрессии 
параллельно двух генов WT1, BAALC у 14 пациентов 
с гиперэкспрессией EVI1 в ответе на химиотерапию 
и трансплантацию гемопоэтических стволовых кле-
ток при ОМЛ [9]. Авторы пришли к выводу, что такой 
«подход представляется перспективным для иссле-
дования патогенетических механизмов и может быть 
весьма важным для клинической практики».

Учитывая наличие дополнительной диагностиче-
ской значимости экспрессии генов PRAME и HMGA2, 
представляется актуальным возможность одновре-
менного выполнения тестирования всех пяти выбран-
ных мРНК-маркеров в образцах цельной крови мето-
дом мультиплексной ПЦР. 

Цель работы: определение уровня мРНК генов 
WT1, BAALC, EVI1, PRAME и HMGA2 в пробах веноз-
ной крови методом мультиплексной ПЦР-РВ. 

Материал и методы. В исследование включены 
аликвоты крови из оставшегося объема проб после 
выполнения рутинного гематологического анализа. 
В данной работе использовалась лишь ограниченная 
информация о возрасте, половой принадлежности 
пациентов и результатах гематологического анализа 
без учета иных персональных данных, особенностей 
клинической картины заболевания или результатов 
других исследований.  

Из поступивших в лабораторию 147 образцов 
крови мультиплексный тест ПЦР-РВ был полностью 
выполнен для 127 образцов крови пациентов, обсле-
дованных при первичном обращении, в том  числе, 
пациентов с последующим подтверждением  диагно-
за: ОМЛ  (n=95), с ОПЛ (n=7), с ОЛЛ (n=19),  с ОЛ 
смешанного фенотипа (n=1) и 5 пациентов с неуточ-
ненным диагнозом  острого лейкоза на момент вы-
полнения исследования. В качестве групп сравнения 
были выбраны пробы пациентов, не имеющих онко-
гематологического диагноза, в том числе 31 образец 
(К1) с нормальной формулой клеток крови и 56 образ-
цов (К2) с нарушением клеточного состава – анемией, 
лейкоцитозом и тромбоцитопенией. Выделение РНК 
из проб цельной крови, и обратную транскрипцию 
выполняли с использованием наборов «Рибо-золь-D» 
и «Реверта-L» (ФБУН ЦНИИЭ, Россия). Определение 
уровня экспрессии мРНК генов WT1, BAALC, EVI1, 
PRAME и HMGA2 выполняли с использованием раз-
работанного метода мультиплексной ПЦР-РВ. Ис-
пользовали следующую программу амплификации: 
предварительный прогрев при 95°C – 5 мин, далее 50 
циклов: 95°C – 15 с, 60°C – 60 с, детекция флуорес-
центного сигнала проводилась по каналам FAM, ROX 
и HEX в ходе ПЦР-РВ. Для нормализации получае-
мых данных в качестве гена «домашнего хозяйства» 
использовали ген ABL1. Уровень экспрессии иссле-
дуемых мРНК выражали в количестве молекул на 10 
000 молекул ABL1. Статистическую обработку полу-
ченных данных выполняли с использованием про-
грамм пакета R. Проверка нормальности распреде-
ления количественных признаков с использованием 
критерия Колмогорова-Смирнова с поправкой Лилли-
ефорса и критерия Шапиро-Уилка показала, что полу-
ченные данные не подчиняются закону нормального 
распределения, поэтому для дальнейшего анализа ис-
пользовали непараметрические методы статистики. 
Значимость отличий в несвязанных выборках оцени-
вали с помощью непараметрического критерия Ман-
на-Уитни и с помощью критерия Краскелла-Уолисса 
при сравнении более двух групп, различия оценивали 
как статистически значимые при p<0,05. Корреляци-
онный анализ проводили с использованием метода 
Спирмена.

Результаты. Уровень мРНК исследуемых генов 
характеризовался высокой межиндивидуальной вари-
ацией (рис.1, а–д) и их значения не коррелировали с 
количеством циркулирующих лейкоцитов или бласт-
ных клеток крови. В отличии от групп сравнения у 
пациентов с лейкемией наблюдались более высокие 
уровни мРНК BAALC при ОМЛ и ОЛЛ, повышенные 
значения мРНК PRAME при ОМЛ и ОПЛ, но более 
низкие уровни НMGA2 при ОПЛ.

Медиана значений экспрессии мРНК EVI1 была 
более высокой в выборке пациентов с нарушенной 
формулой крови в сравнении с выборкой здоровых 
доноров. Экспрессия мРНК WT1 определялась в 
цельной крови только у одного пациента из группы 
сравнения и в 112 (88%) пробах первичных пациен-
тов. Пробы крови с повышенной экспрессией WT1 
преимущественно принадлежали пациентам с ОМЛ 
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и сочетались со статистически значимым снижением 
уровня экспрессии мРНК HMGA2 и более высокими 
значениями мРНК BAALC (см. таблицу).

В ряде проб крови у пациентов с лейкозами об-
наружено выраженное преобладание уровня одной 
из исследуемых нами мРНК. Учитывая высокую 
степень вариации абсолютных значений экспрессии 
мРНК для дальнейшего анализа мы разделили всю 
выборку образцов в зависимости от вклада каждой из 

мРНК в их суммарный уровень, обозначая эти груп-
пы по первой букве названия соответствующего гена 
типа Н-тип экспрессии (мРНК HMGA2  вклад >30%),   
Е- (мРНК EVI1 >30%), P- (мРНК PRAME >30%) и  
B- тип (мРНК BAALC >90%). Особенность выбо-
ра такого уровня вклада BAALC была обусловлена 
значительно более частой встречаемостью высоких 
значений вклада мРНК этого гена по сравнению с 
другими и поэтому была принята величина больше, 

Рис. 1.  Уровень мРНК в образцах крови при острых 
лейкозах и в группах сравнения. 
а – мРНК WT1; б – мРНК EVI1; в – мРНК HMGA2; г – мРНК 
BAALC; д – мРНК PRAME.



617

КЛИНИЧЕСКАЯ  ЛАБОРАТОРНАЯ  ДИАГНОСТИКА.  2022; 67(10)
https://doi.org/10.51620/0869-2084-2022-67-10-613-620

КЛИНИЧЕСКИЕ МОЛЕКУЛЯРНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

чем Me+C75. Результаты распределения обозначенных 
выше типов экспрессии среди пациентов с разными 
вариантами острого лейкоза представлены на рис. 2.

Преимущественный В-тип определяется у единич-
ных пациентов из контрольных групп группы, но при 
этом был выражен у 24% пациентов с ОМЛ и у 47% 
при ОЛЛ. 

Е-тип экспрессии обнаруживался у 7 пациентов 
группы сравнения К2 (12%), и только у одного из 
группы К1 (3%), а также выявлялся в сочетании с 
WT1 у 15% у пациентов с ОМЛ, но не при ОПЛ или 
ОЛЛ. Пробы с Е-пиком характеризовались макси-
мально высокими значениями мРНК WT1 и HMGA2. 

Р-тип экспрессии наблюдался всего в 3 (5%) об-
разцах крови пациентов из группы сравнения К2, но 
у 25% пациентов с ОМЛ и у 15% пациентов с ОЛЛ, а 

также у большинства (58%) пациентов с ОПЛ. В про-
бах с Р-типом экспрессии наблюдались близкие к ну-
лю значения экспрессии мРНК HMGA2 и сниженные 
уровни мРНК BAALC.  

Преобладающий Н-тип определялся примерно 
одинаково (7–12%) среди пациентов контрольных 
групп и пациентов с первичным ОЛ. Примеры инди-
видуальных особенностей соотношения уровней ис-
следуемых мРНК представлены на рис. 3, а–г.

Обсуждение. Трудоемкость и длительность вы-
полнения цитогенетического анализа, дороговизна и 
низкая доступность метода FISH являются побуди-
тельным стимулом поиска маркеров, определяемых 
распространенными в клинико-диагностических ла-
бораториях методами ПЦР.  С этой целью проводят 
анализ выявления и количественной оценки уровня 

Сравнение уровня мРНК и бластных клеток в зависимости от сопутствующей экспрессии мРНК WT1, Ме (C25-C75)

Показатели WT1<0,01 WT1>0,01 P-уровень

Всего 16 111

-Из них с ОЛЛ 4 14

WT1 0 1,51 (0,39-5,36)

HMGA2 0,45 (0-2,95) 0,17 (0-3,39) 0,04

PRAME 0,37 (0,06-5,22) 1,63 (0,07-26,3) н.д.

EVI1 0,16 (0-4,75) 0,15 (0,003-3,6) н.д.

BAALC 6,53 (0,34-16,77) 31,17 (4,36-186,7) 0,01

Бласты в крови 39,0 (14,0-88,7) 56,0 (18,0-85,0) н.д.

Бласты в костном мозге 79,0 (30,0-84,5) 77,3 (54,0-87,0) н.д.

П р и м е ч а н и е . н.д. – нет статистически значимых отличий. 

Рис. 2. «BEPH-типы» экспрессии в контроле и при острых лейкозах: В-В-тип экспрессии, Е-Е-тип экспрессии, Р-Р-тип экс-
прессии, Н-Н-тип экспрессии, 0-без преимущественного типа экспрессии.
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специфических химерных транскриптов, однако низ-
кая их выявляемость при острых лейкозах ограничи-
вает целесообразность использования данных тестов 
на первом этапе диагностики лейкоза. Поэтому более 
часто встречающиеся, но менее специфические мар-
керы экспрессии отдельных онкогенов, могут запол-
нить диагностическую нишу ПЦР-тестов, особенно 
для случаев заболевания с нормальным кариотипом 
лейкозных клеток. Неоднократно описано прогно-
стическое значение при острых лейкозах мРНК WT1 
[5, 7, 9, 15], BAALC [6, 9, 10, 15], EVI1 [6, 9, 10, 15], 
PRAME [11] и HMGA2 [12, 14]. При этом показано, 
что гиперэкспрессия только одного гена WT1 не под-
ходит для использования в качестве прогностическо-
го маркера, поскольку его высокая экспрессия может 
оказывать и положительное влияние на выживание, 
когда исключены влияния неблагоприятных мутаций 
и других маркеров экспрессии генов [15]. 

При первичном тестировании гиперэкспрессия ге-
нов BAALC либо EVI1 выявляет пациентов с низкой 
частотой полной ремиссии и более короткой выжива-
емостью [15–17], а уровни экспрессии BAALC связаны 
с мутационным статусом FLT3-ITD, NPM1, KMT2A-
PTD и CEBPA [18]. Известно, что высокая экспрессия 

EVI1 при ОМЛ с цитогенетическими аномалиями хро-
мосомы 3q, моносомией хромосомы 7 и аберрациями 
хромосомы 11q23 [19, 20], коррелирует с неблагопри-
ятным исходом. При использовании маркера мРНК 
HMGA2 недавно продемонстрирована возможность в 
18% (~ 7% всех обследованных пациентов с ОМЛ) пе-
реквалификации степени риска ОМЛ, определенного 
по критериям ELN [16]. Авторы пришли к выводу, что 
гиперэкспрессия HMGA2 объединяет отрицательное 
прогностическое значение, обусловленное комплекс-
ным кариотипом и несколькими мутациями с низким 
риском, что может упростить прогностическую оценку 
положительных случаев. Таким образом, анализ экс-
прессии этих генов является дополнительным инфор-
мативным критерием прогноза.

Вместе с тем, отсутствие доступных коммерче-
ских наборов реактивов, стандартов и контрольных 
материалов ограничивают внедрение данных тестов 
в клиническую практику.

В настоящей работе была впервые осуществле-
на попытка одновременного определения комплек-
са мРНК из пяти генов методом мультиплексной 
ПЦР-РВ в цельной крови. Действительно, отдельно 
каждый из этих маркеров нельзя признать высоко-

Рис. 3. Примеры индивидуальных соотношений уровня мРНК: а – Н-тип у пациента с ОМЛ (М4); б – В-тип у пациента  
с В-ОЛЛ; в – Е-тип у пациента с ОМЛ (М4); г – Р-тип у пациента с ОПЛ.
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специфичным, так как экспрессию указанных мРНК 
можно наблюдать в клетках крови не только при он-
когематологических заболеваниях. Очевидно, источ-
ником мРНК в данном случае могут быть незрелые 
клеточные элементы, сохраняющие РНК ретикулоци-
ты, ранние гранулоциты, а также пролиферирующие 
лимфоцитарные клетки. Определенный вклад, веро-
ятно, могут вносить также агрегированные с лейко-
цитами тромбоциты и микровизикулы. Очевидно, 
этим и объясняется отсутствие в наших данных кор-
реляции уровней мРНК и бластных клеток.

Полученные результаты подтверждают уже опи-
санные факты обратной зависимости между экспрес-
сией WT1 и HMGA, связанной со способноcтью WT1 
увеличивать экспрессию микроРНК let-7, которая и 
уменьшает уровень мРНК HMGA2 [17]. Вовлечени-
ем данной микроРНК также можно объяснить более 
высокий уровень экспрессии WT1 и близкие к нулю 
уровни экспрессии HMGA2, поскольку PML-RARα-
позитивные бласты от пациентов с ОПЛ демонстри-
руют более низкие уровни let-7c, чем в обычных про-
миелоцитах [18].

Однако выявленная в наших исследования ассо-
циация Е-типа с высоким уровнем мРНК HMGA2 и 
выраженный антагонизм экспрессии гена PRAME c 
всеми другими исследуемыми генами пока не нахо-
дят однозначного объяснения. 

Использованный нами подход, основанный на 
анализе относительного вклада отдельных мРНК в 
значения их суммарной активности, ранее не приме-
нялся, хотя он позволяет с меньшей погрешностью 
оценить соотношение активности разных генов по 
сравнению с оценкой соотношений широко вари-
абельных абсолютных значений. Важно отметить, 
что выделенные нами типы экспрессии мРНК лишь 
частично ассоциированы с тем или иным морфоло-
гическим вариантом острого лейкоза (см. рис. 2). 
Предполагается, что особенности соотношений ак-
тивности выбранных нами генов в кроветворных 
клетках могут свидетельствовать о формировании 
онкогенного характера регуляции их метаболиз-
ма, определяющего высокий риск злокачественной 
трансформации. При этом субпопуляции клональ-
ных клеток с отдельными вариантами транскриптом-
ного профиля, очевидно, формируют определенные 
метаболические особенности лейкемических кле-
ток в разной степени способствующие дальнейшей 
опухолевой эволюции. С данной точки зрения, вы-
явление «BEPН-типов» экспрессии может оказаться 
полезным в качестве дополнительных прогностиче-
ских маркеров лейкоза, а также потенциальных тера-
певтических мишеней. 

Ограничения данного исследования связаны с 
его анонимным (слепым) характером и недостаточ-
ной информацией для анализа связей экспрессии 
исследованных мРНК с результатами морфологи-
ческих, иммунофенотипических и цитогенетиче-
ских исследований, а также данными об особенно-
стях течения заболевания и эффективности исполь-
зуемой терапии. Также небольшой объем выборки 
не позволил оценить особенности экспрессии ком-

плекса выбранных мРНК в привязке к более узким 
нозологическим вариантам заболевания. Вместе с 
тем, результаты данного пилотного исследования 
позволили продемонстрировать перспективность 
дальнейшего изучения транскриптомного профиля 
и возможность использования разработанных нами 
диагностических наборов. Возражениям, которые 
могут относиться к адекватности выбора для ана-
лиза образцов цельной крови, а не моноцитарной 
фракции или изолированных лейкозных клеток  как 
объекта  исследования, на наш взгляд, можно про-
тивопоставить следующее: во-первых, заведомую 
неоднозначность  вывода, что суммарные значения 
экспрессии, получаемые от всех РНК-позитивных 
клеток, имеют меньшую диагностическую эффек-
тивность; во-вторых, предложенный способ, без-
условно, упрощает выполнение преаналитического 
этапа и последующее внедрение данного теста в 
практику клинических лабораторий.

Заключение. Впервые в мультиплексном формате 
ПЦР одновременно определены уровни пяти мРНК 
WT1, BAALC, EVI1, PRAME и HMGA2 в образцах 
цельной крови у пациентов с острыми лейкозами. 
Выявленные типы преимущественной экспрессии от-
дельных мРНК (BЕPH-критерий) представлены в раз-
личных соотношениях при разных нозологических 
вариантах лейкемии. Это поддерживает гипотезу 
первичной патогенетической роли дисбаланса РНК, 
формирующего отдельные транскриптомные субпо-
пуляции лейкемических клеток. 
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