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КОЛЛЕКТИВ АВТОРОВ, 2021

Бородулина Е.А.1, Яковлева Е.В. 1, Поваляева Л.В. 1,2, Вдоушкина Е.С. 1, Суханова А.Е. 1

СРАВНИТЕЛЬНОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ ГЕПСИДИНА СЫВОРОТКИ КРОВИ ПАЦИЕНТОВ С 
ПОРАЖЕНИЕМ ЛЕГКИХ ПРИ COVID-19 И ПНЕВМОЦИСТНОЙ ПНЕВМОНИИ

1ФГБОУ ВО «Самарский государственный медицинский университет» Минздрава РФ, 443099, Самара, Россия; 
2ГБУЗ СО «Самарская городская больница №4», 443056, Самара, Россия

В условиях пандемии, вызванной вирусом SARS-CoV-2, для пациента с респираторными симптомами и двусторонним пора-
жением легких первым заболеванием в дифференциально-диагностическом поиске становится COVID-19. Поражение легких 
при COVID-19 имеет много схожих характеристик с пневмоцистной пневмонией. Одним из возможных маркеров тяжелого 
течения COVID-19 является гепсидин – пептидный гормон, отрицательный регулятор обмена железа. Данные о значении 
гепсидина в условиях воспаления, ассоциированного с Pneumocystis jirovecii, к настоящему времени в опубликованной научной 
литературе отсутствуют. Цель исследования – провести сравнительный анализ гепсидина сыворотки крови пациентов с 
поражением легких при COVID-19 и пневмоцистной пневмонии для уточнения их патогенетических особенностей. Проведено 
обсервационное исследование по типу случай-контроль, включающее 68 пациентов с поражением легких при COVID-19 и 44 
пациента с ВИЧ-инфекцией и пневмоцистной пневмонией (ПП/ВИЧ). Определение гепсидина проводили методом ИФА набо-
ром «ELISA Kit for Hepcidin». Статистическая обработка данных проводилась в программе MedCalc 19.2.6. Сравнительный 
анализ гепсидина в сыворотке крови изучаемых групп показал, что гепсидин статистически значимо выше при ПП/ВИЧ, чем 
при COVID-19 – медианное значение выше в 22 раза (р<0,0001). При исследовании кривой ROC для гепсидина установлено, 
что данный биомаркер обладает высоким диагностическим потенциалом и указывает на большую вероятность COVID-19, 
чем ПП/ВИЧ при значениях ≤768,044 пг/мл. В условиях пандемии COVID-19 необходимо помнить о других заболеваниях, прояв-
ляющихся схожей клинико-рентгенологической картиной. COVID-19 и ПП/ВИЧ имеют много общих черт; пептидный гормон 
гепсидин показал себя в качестве потенциального дифференциально-диагностического маркера между ними, в связи с чем 
оправдана необходимость проведения дальнейших исследований гепсидина с учетом тяжести течения COVID-19, наличия 
сопутствующей патологии и в сравнительном аспекте с патологиями, «мимикрирующими» под COVID-19.
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Borodulina E.A.1, Yakovleva E.V.1, Povalyaeva L.V.1,2, Vdоushkina E.S.1, Sukhanova A.E.1

COMPARATIVE STUDY OF THE SERUM HEPCIDIN LEVEL OF PATIENTS WITH PNEUMONIA IN COVID-19 
AND PNEUMOCYSTIS PNEUMONIA
1«Samara State Medical University» of the Ministry of Health of the Russian Federation, 443099, Samara, Russia; 
2«Samara City Hospital No. 4», 443056, Samara, Russia
In the context of a pandemic caused by the SARS-CoV-2 virus, for a patient with respiratory symptoms and bilateral lung damage, 
COVID-19 becomes the first disease in the differential diagnostic search. Pneumonia in COVID-19 shares many characteristics 
with Pneumocystis pneumonia. One of the possible markers of the severe course of COVID-19 is hepcidin, a peptide hormone 
that negatively regulates iron metabolism. There are no data on the value of hepcidin in Pneumocystis pneumonia in the published 
scientific literature. The purpose of this study is to conduct a comparative analysis of hepcidin in the blood serum of patients with 
pneumonia in COVID-19 and Pneumocystis pneumonia to clarify their pathogenetic features. A case-control observational study was 
conducted, including 68 patients with pneumonia in COVID-19 and 44 patients with HIV infection and Pneumocystis pneumonia 
(PCP/HIV). Determination of hepcidin was carried out by ELISA using the ELISA Kit for Hepcidin. Statistical data processing was 
carried out using the MedCalc 19.2.6 software. Results. Comparative analysis of serum hepcidin levels in the study groups showed 
that hepcidin is statistically significantly higher in PCP/HIV than in COVID-19 – the median value is 22 times higher (p <0.0001). 
When examining the ROC curve for hepcidin, it was found that this biomarker has a high diagnostic potential and indicates a higher 
probability of COVID-19 than PCP/HIV at values ≤768.044 pg / ml. In the context of the COVID-19 pandemic, it is necessary to 
remember about other diseases that manifest themselves with a similar clinical and radiological picture. COVID-19 and PCP/HIV 
share many similarities; the peptide hormone hepcidin has shown itself as a potential differential diagnostic marker between them, 
and therefore the need for further studies of hepcidin is justified, taking into account the severity of the course of COVID-19, the 
presence of comorbidities and in a comparative aspect with pathologies that «mimic» under COVID-19.

K e y  w o r d s :  COVID-19; HIV; pneumocystis pneumonia; diagnostics; hepcidin.
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В условиях пандемии, вызванной вирусом SARS-
CoV-2, для пациента с респираторными симптомами и 
двусторонним поражением легких первым заболевани-
ем в дифференциально-диагностическом поиске ста-
новится COVID-19. Пандемия продолжает распростра-
няться и концентрирует на себе внимание медицинского 
сообщества, COVID-19 становится эндемичным заболе-
ванием для многих регионов, в связи с чем существует 
риск пропустить другие заболевания, имеющие сходные 
проявления.

В литературе появляются публикации клинических 
случаев инфекционных и неинфекционных заболева-
ний, «мимикрирующих» под COVID-19 и изначально 
принятых за него: аденокарцинома легких [1], карци-
номатоз [2], отек легких как осложнение инфаркта ми-
окарда с подъемом сегмента ST [2] и пневмоцистная 
пневмония (ПП) у пациентов ВИЧ-инфекцией, впервые 
выявленной в настоящую госпитализацию на поздних 
стадиях [2-8]. Также описаны случаи коинфекции ПП у 
лиц с ВИЧ и COVID-19 [9, 10].

COVID-19 и ПП, поражение легких, вызываемое ус-
ловно-патогенным возбудителем Pneumocystis jirovecii, 
имеют много схожих характеристик: жалоб, рентгено-
логических особенностей и лабораторных данных. Оба 
заболевания проявляются одышкой, лихорадкой, утом-
ляемостью, слабостью, кашлем сухим или с небольшим 
количеством светлой мокроты [11–13]. По данным ком-
пьютерной томографии двусторонние затемнения по ти-
пу «матового стекла» часто выявляются как при ПП, так 
и при COVID-19 [14–16]. При этом для COVID-19 более 
характерно поражение периферических отделов легких 
[17, 18], тогда как ПП обычно затрагивает периферию 
в меньшей степени [19]. Также в литературе отмече-
но, что КТ-картина пневмонии, вызванной COVID-19, 
требует проведения дифференциальной диагностики с 
целым рядом инфекционных (вызванных другими ви-
русами или Mycoplasma pneumoniae) и неинфекцион-
ных (легочная эмболия, жировая эмболия, криптогенная 
пневмония, неспецифическая интерстициальная пнев-
мония. десквамативная интерстициальная пневмония, 
острая и хроническая эозинофильная пневмония) пора-
жений [20]. Наиболее часто ПП развивается при сниже-
нии CD4-лимфоцитов менее 200 кл/мкл [12, 21], соот-
ветственно, в общем анализе крови ожидаема лимфопе-
ния. У пациентов с COVID-19 в общем анализе крови 
нередко выявляется лейкопения, хотя также сообщается 

о лейкоцитозе и лимфопении [22]. В биохимическом 
анализе крови при обоих заболеваниях выявляется по-
вышенный уровень ЛДГ, являющийся в обоих случаях 
маркером худшего прогноза [21, 23, 24].

Одним из возможных маркеров тяжелого течения 
COVID-19 в зарубежной литературе называют гепси-
дин – пептидный гормон, главный отрицательный ре-
гулятор обмена железа [25–29]. Действие гепсидина 
основано на блокаде ферропортина, клеточного экс-
портера железа [30]. Еще один путь активации геп-
сидина осуществляется при воспалении посредством 
воздействия провоспалительных цитокинов, в первую 
очередь, интерлейкина-6. Опосредованное воспалени-
ем повышение гепсидина рассматривается как врож-
денная защитная иммунная реакция, направленная на 
ограничение доступности циркулирующего пула желе-
за для патогенов [31]. Данные о значении гепсидина в 
условиях воспаления, ассоциированного с Pneumocystis 
jirovecii, к настоящему времени в доступной научной 
литературе отсутствуют.

Цель исследования – провести сравнительный ана-
лиз гепсидина сыворотки крови пациентов с поражени-
ем легких при COVID-19 и пневмоцистной пневмонии 
для уточнения их патогенетических особенностей.

Материал и методы. Проведено обсервационное ис-
следование по типу случай-контроль на базе городского 
пульмонологического центра г. Самара, включающее 68 
пациентов (случаи, группа 1) с поражением легких при 
новой коронавирусной инфекции (60,3%, n=41 – КТ-1; 
33,8%, n=23 – КТ-2; 5,9%, n=4 – КТ-3), подтвержденное 
положительным результатом ПЦР-теста, и 44 пациента 
( группа 2, контрольная) с ВИЧ-инфекцией и ПП (ПП/
ВИЧ). Пациентам 2-й группы ПП диагностирована по 
клинико-рентгенологическим и анамнестическим дан-
ным и по выраженному положительному эффекту от 
назначенной эмпирически специфической терапии (три-
метоприм-сульфаметоксазол). ВИЧ-инфекция на стадии 
4В у 72,7% (n=32) и 5 – у 27,3% (n=12). Длительность 
анамнеза по ВИЧ: медиана 8,5 (7,5; 11) лет, при этом 
9% пациентов (n=4) впервые узнали о наличии ВИЧ-
инфекции в настоящую госпитализацию.

Для исследования сывороточного гепсидина про-
изводилось взятие крови на 1-3 сутки госпитализации. 
Определение гепсидина проводили методом ИФА на-
бором «ELISA Kit for Hepcidin (Hepc)» (Китай) на авто-
матическом иммуноферментном анализаторе «Лазурит» 
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производства «Вектор-Бест» (Россия). Референсные зна-
чения по инструкции производителя 600-23300 пг/мл.

Статистическая обработка данных проводилась в про-
грамме MedCalc 19.2.6. statistical software. Нормальность 
распределения признаков оценена при помощи критерия 
Шапиро-Уилки. Признаки с нормальным распределени-
ем представлены в виде среднего арифметического и 
среднего квадратичного отклонения M±σ. Признаки с 
распределением, отличным от нормального, в виде ме-
дианы и квартилей Ме (Q1; Q3). Оценка статистической 
значимости различий в группах проводилась при помо-
щи t-критерия Стьюдента или U-критерия Манна-Уитни 
для количественных показателей и хи-квадрата Пирсона 
– качественных. Статистически значимыми считали раз-
личия между группами при вероятности случайного раз-
личия р<0,05. Для графического отображения значения 
показателей были построены ROC-кривые и рассчитаны 
площади под кривыми (area under the curve, AUC) для 
количественной интерпретации кривых; далее в скобках 
указаны 95%-ые доверительные интервалы, т.е. диапа-
зоны значений, внутри которых с вероятностью 95% на-
ходится истинное значение показателя.

Результаты. В 1-ю группу вошли 16,2% (n=11) муж-
чин и 83,8% (n=57) женщин, во вторую – 63,6% (n=28) 
мужчин и 36,3% (n=16) женщин, р=0,0042. Медиана воз-
раста в 1-й группе 58 (49; 66,5) лет, во 2-й группе – 40 
(39; 41) лет, р<0,0001. 

Ведущими жалобами, предъявляемыми при посту-
плении пациентами обеих групп, была слабость, одыш-
ка, кашель, выделение мокроты, повышение темпера-
туры тела (табл. 1). Выделение мокроты статистически 
значимо чаще встречается при ПП, чем при COVID-19.

Помимо вышеуказанных жалоб, 23,5% (n=16) паци-
ентов 1-й группы предъявляли жалобу на потерю обо-
няния, что не наблюдалось ни у кого из пациентов 2-й 
группы, р=0,001. При этом пациенты 2-й группы нередко 
предъявляли жалобу на чувство жжения и дискомфорта 

в ротовой полости, появление белого налета на языке и 
щеках – у 72,7% (n=32) из них был диагностирован оро-
фарингеальный кандидоз. Среди пациентов 1-й группы 
орофарингеальный кандидоз не наблюдался, р=0,0026.

В общем анализе крови, выполненном пациентам 
обеих групп в первые сутки госпитализации, выявлены 
отличия по показателям красной крови: медианные зна-
чения эритроцитов и гемоглобина в 1,3 раза больше при 
COVID-19, чем при ПП, р<0,0001 (табл. 2).

В сыворотке крови пациентов обеих групп определен 
уровень гепсидина: медиана 474,8 (381,7; 565,1) пг/мл  
при COVID-19 и 10442,5 (7505,0; 14175,0) при ПП, 
р<0,0001. Построена ROC-кривая для гепсидина, в каче-
стве классификационной переменной принят COVID-19 
(см. рисунок).

Обсуждение. При обследовании пациентов с подо-
зрением на COVID-19 встречаются случаи, требующие 
проведения дифференциальной диагностики с ПП, что 
подчеркивается многими авторами [2-10]. В клиниче-
ском течении COVID-19 и ПП выявляется много общих 
черт: жалоб, данных физического обследования, рент-
генологических проявлений. Дифференциация между 
этими двумя заболеваниями трудна, особенно в услови-
ях высокой распространенности ВИЧ, когда ПП часто 
диагностируется по клинико-анамнестическим данным 
из-за ограниченных возможностей проведения бронхо-
скопии и лабораторной диагностики пневмоцист. Кроме 
того, диагностическое тестирование может дать лож-
ноотрицательные результаты при обоих заболеваниях 
[9]. Ситуация также осложняется тем, что некоторые 
пациенты с ПП узнают о своем ВИЧ-статусе только на 
поздних стадиях ВИЧ. В нашем исследовании каждый 
десятый пациент с ПП узнал о наличии ВИЧ впервые 
в настоящей госпитализации по поводу ПП. Важность 
тестирования на ВИЧ при госпитализации по поводу 
COVID-19 отмечена Британской ассоциацией по борьбе 
с ВИЧ [5]. На наш взгляд, проводить исследование на 

Т а б л и ц а  1
Основные жалобы пациентов при поступлении.

Жалобы
Группа 1 Группа 2

р*
n % n %

Одышка 60 88,2 38 90,5 0,512
Слабость 65 95,6 40 95,2 0,827
Кашель 52 76,5 37 88,1 0,203
Выделение мокроты 12 17,6 35 83,3 0,024
Лихорадка 68 100 41 97,6 0,84
Всего 68 44 -

П р и м е ч а н и е .   n – число больных; * – уровень значимости α=0,05. Расчет р произведен по методу хи-квадрат. Здесь и в табл. 2: жирным 
шрифтом выделены значения р<0,05, указывающие на статистическую значимость различий.

Т а б л и ц а  2
Показатели общего анализа крови в группах

Показатели Группа 1 Группа 2 р*

Эритроциты, х1012/л 4,49 (4,1; 4,87) 3,34 (3,0; 3,89) <0,0001
Гемоглобин, г/л 137,5 (122,5; 147,5) 109 (89; 177) <0,0001
Лейкоциты, х109/л 6,7 (4,9; 8,4) 6,8 (4,65; 9,1) 0,756
Тромбоциты, х109/л 199 (156,5; 239,5) 221,5 (180; 242) 0,064
СОЭ, мм/ч 27 (18; 39) 28 (23,5; 41) 0,190

П р и м е ч а н и е . * – уровень значимости α=0,05. Значение р определено согласно U-критерию Манна-Уитни.
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ВИЧ необходимо всем пациентам с поражением легких 
и подозрением на COVID-19.

В обследованных нами группах основными жалоба-
ми и при COVID-19, и при ПП были одышка, слабость, 
кашель, лихорадка. При этом выделение мокроты чаще 
встречалось при ПП (р=0,024). Наиболее важными от-
личиями стала возможная потеря обоняния при COV-
ID-19 и отсутствие данной жалобы при ПП (р=0,001), а 
также частое выявление орофарингеального кандидоза 
при ПП, что не встречалось при COVID-19 (р=0,0026). 
Данное отличие также было отмечено в работе других 
авторов [4].

Медиана гепсидина при COVID-19 в нашем иссле-
довании составила 474,8 (381,7; 565,1) пг/мл, что не яв-
ляется повышенным значением данного показателя. В 
литературе представлены высокие значения гепсидина 
при COVID-19. Так, в исследовании С. Zhou и соавт. 
[25] методом логистической регрессии установлена 
высокая вероятность тяжелого течения COVID-19 при 
гепсидине в сыворотке крови более 32,7 нг/мл. В ис-
следовании А. Nai и соавт. [27] повышенный уровень 
гепсидина у пациентов с COVID-19, нуждающихся в 
интенсивной терапии (средний уровень гепсидина 
361,9 нг/мл), рассматривается как предиктор летально-
го исхода. Мы предполагаем, что выявленные отличия 
могут быть связаны с тяжестью состояния обследован-
ных пациентов и с методикой определения гепсидина. 
В работах С. Zhou и А. Nai [25, 27] внимание уделено 
прогнозированию тяжелого течения и летального исхо-
да, в то время как в нашем исследовании участвовали 
пациенты, не нуждавшиеся в лечении в условиях ОА-
РИТ и имевшие поражение легких не более 50% (КТ 
1-2 у 94,1%, n=64). Отсутствие повышения гепсидина в 
сыворотке крови при коронавирусной инфекции также 
показано в работе S. Yagci и соавт. [26]: 603,26±244.37 

пг/мл при тяжелом течении COVID-19. Авторы объ-
ясняют полученный результат двумя причинами. Во-
первых, между фрагментами SARS-CoV-2 и белка геп-
сидина имеются структурные сходства, что ранее было 
указано S. Ehsani [26], следовательно, вирус SARS-
CoV-2 может имитировать действие гепсидина и пода-
влять его синтез в печени. Во-вторых, синтез гепсиди-
на подавляется при гипоксии [29].

Сравнительный анализ гепсидина в сыворотке крови 
в изучаемых нами группах показал, что гепсидин ста-
тистически значимо выше при ПП/ВИЧ, чем при COV-
ID-19 – медианное значение выше в 22 раза (р<0,0001). 
При исследовании кривой ROC для гепсидина установ-
лено, что данный биомаркер обладает высоким диа-
гностическим потенциалом и указывает на большую 
вероятность COVID-19, чем ПП/ВИЧ при значениях 
≤768,044 пг/мл.

Заключение. В условиях пандемии COVID-19 необ-
ходимо помнить о других заболеваниях, проявляющих-
ся схожей клинико-рентгенологической картиной. CO-
VID-19 и ПП/ВИЧ имеют много общих черт; пептидный 
гормон гепсидин показал себя в качестве потенциально-
го дифференциально-диагностического маркера между 
ними, в связи с чем оправдана необходимость прове-
дения дальнейших исследований гепсидина с учетом 
тяжести течения COVID-19, наличия сопутствующей 
патологии и в сравнительном аспекте с патологиями, 
«мимикрирующими» под COVID-19.
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ПРОГНОСТИЧЕСКОЕ ЗНАЧЕНИЕ КОМПОНЕНТОВ СИГНАЛЬНОЙ СИСТЕМЫ VEGF 
И МАТРИКСНЫХ МЕТАЛЛОПРОТЕИНАЗ В СЫВОРОТКЕ КРОВИ БОЛЬНЫХ РАКОМ 
ЖЕЛУДКА

ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии имени Н.Н. Блохина» Минздрава РФ, 115522, 
Москва, Россия

Представлен анализ отдаленных результатов лечения 77 первичных больного раком желудка I-IV стадии, прослеженных 
на протяжении от 1 до 41 месяца (медиана – 6,4 мес) от начала специфического лечения, с учетом исходных уровней 
VEGF, растворимых форм его рецепторов (sVEGFR1, sVEGFR2) и матриксных металлопротеиназ (ММП-2, 7, 9) в сы-
воротке крови. В качестве критерия прогноза использовали показатель общей выживаемости, оцененный методом Ка-
плана-Майера, а также многофакторный анализ на основе регрессионной модели Кокса. Установлено, что при высоких 
уровнях VEGF (≥ 420 пг/мл) в сыворотке крови общая выживаемость больных раком желудка статистически значимо 
ниже, чем при более низких уровнях маркера (р=0,011): 3-летняя выживаемость при высоких и низких показателях VEGF 
составила соответственно 46,3±12,5% и 88,2±7,8%. Медиана выживаемости больных с высоким уровнем маркера со-
ставила 21,7 месяца, с низким – не достигнута за весь период наблюдения. Уровни sVEGFR1, sVEGFR2, ММР-2, 7 и 9 в 
сыворотке крови не были значимо связаны с общей выживаемостью пациентов, включенных в данное исследование. По 
данным многофакторного анализа, значимым независимым фактором прогноза длительности жизни больных раком 
желудка является только индекс М и уровень VEGF в сыворотке крови (р=0,036). Таким образом, показано, что сиг-
нальный путь VEGF играет важную роль при раке желудка, а его компоненты,  в первую очередь, VEGF А,  являются 
значимыми факторами прогноза заболевания, а также могут быть полезны для мониторинга эффективности прово-
димого лечения.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  рак желудка; VEGF; sVEGFR1; sVEGFR2; матриксные металлопротеиназы; сыворотка крови; 
прогноз.
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Gershtein E.S., Korotkova E.A., Petrosyan A.P., Suleymanov E.A., Stilidi I.S., Kushlinskii N.E.
PROGNOSTIC SIGNIFICANCE OF VEGF SIGNALING SYSTEM COMPONENTS AND MATRIX 
METALLOPROTEINASES IN BLOOD SERUM OF GASTRIC CANCER PATIENTS 
N.N. Blokhin National Medical Research Center of Oncology Ministry of Health of the Russian Federation, 115522, Moscow, 
Russia
Analysis of long-term treatment results of 77 primary gastric cancer patients at stage I-IV of the tumor process followed during 
1 – 41 months (median – 6.4 months) from the onset of specific treatment are presented depending on the basal levels of VEGF, 
soluble forms of its receptors (sVEGFR1, sVEGFR2) and matrix metalloproteinases (MMP-2, 7, 9) in blood serum. Overall sur-
vival assessed by Kaplan-Meyer analysis and with the help of Cox multiparametric regression model was applied as the criterion 
of prognostic value. It was found that at high (≥ 420 pg/ml) serum VEGF, the overall survival of patients with gastric cancer was 
statistically significantly lower than at the marker’s levels below 420 pg/ml (p<0.011): 3-year’s survival comprised 46,3±12,5% 
and 88,2±7,8% respectively. Median survival of patients with high VEGF level comprised 21.7 months, of those with low VEGF 
was not achieved during the whole follow-up period. Serum sVEGFR1, sVEGFR2, MMP-2, 7 and 9 levels were not significantly 
associated with the overall survival of patients included in this study. Only index M of TNM system and serum VEGF level dem-
onstrated an independent prognostic value in multiparametric model (р=0.036). Thus, it was confirmed that VEGF signaling 
pathway plays an important role in gastric cancer, and its components – in the first place, VEGF A – are substantial factors of 
disease prognosis, and can also be useful for monitoring of treatment efficiency.
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Введение. Широкая распространенность, неуклон-
ный рост показателей заболеваемости (в основном за-
пущенных форм) и смертности от рака желудка – одна 
из важнейших проблем современной клинической он-
кологии. Радикальное хирургическое удаление опухоли 
по-прежнему остается главной гарантией успешного 
лечения и длительного безрецидивного периода у этих 
пациентов. По данным ведущих специалистов России, 
крайне неудовлетворительные результаты лечения рака 
желудка связаны с его поздней диагностикой, как пра-
вило – в III-IV стадиях опухолевого процесса [1]. К ос-
новным сложностям, мешающим внедрению в повсед-
невную клиническую практику массовых профилакти-
ческих мероприятий и скрининга рака желудка, следует 
отнести отсутствие простых и доступных методов об-
следования, а также специфических маркеров [2].

Несмотря на некоторые успехи комбинированных 
методов лечения рака желудка, именно хирургический 
метод остается стандартом, позволяющим добиться 
излечения на ранних стадиях заболевания. Прогноз на 
поздних стадиях заболевания неутешительный и со-
ставляет менее года для неоперабельных больных даже 
при соответствующей терапии [3]. Одним из ключевых 
подходов к повышению эффективности лечения рака 
желудка, наряду с ранней диагностикой, совершенство-
ванием хирургических технологий и рациональным 
использованием комбинированных и комплексных ме-
тодов, включая классическую химиотерапию, является 
использование препаратов, направленно воздейству-
ющих на молекулы, участвующие в осуществлении и 
регуляции основных биологических свойств опухоли, и 
блокирующих регулируемые ими процессы.

C целью определения риска раннего метастазиро-
вания и прогноза рака желудка используют ряд кли-
нико-морфологических признаков первичной опухоли 
(глубина опухолевой инвазии в стенку желудка, гисто-
логический вариант и степень дифференцировки но-
вообразования, стадия заболевания по системе TNM и 
др.). Однако степень агрессивности опухоли не всегда 
определяется этими критериями, поэтому в настоящее 
время проводится активный поиск дополнительных мо-
лекулярно-генетических и биохимических маркеров, 
характеризующих агрессивный потенциал новообразо-
ваний и предсказывающих высокий риск опухолевой 
прогрессии. Правильная оценка биологических факто-
ров, коррелирующих с метастатическим и инвазивным 
потенциалом опухоли, прогнозом заболевания и продол-
жительностью жизни пациентов, особенно важна при 
ранних локализованных формах рака желудка.

Одним из наиболее перспективных направлений мо-
лекулярно-направленного лечения различных онкологи-

ческих заболеваний считается антиангиогенная терапия, 
подавляющая процесс образования новой капиллярной 
сосудистой сети, снабжающей опухоль кислородом и 
питательными веществами. Большинство используемых 
в настоящее время антиангиогенных препаратов на-
правлено на ингибирование активности сигнального пу-
ти ключевого стимулятора ангиогенеза – фактора роста 
эндотелия сосудов (VEGF – vascular endothelial growth 
factor). Помимо самого VEGF, эта система включает 
также 3 трансмембранных тирозинкиназных рецептора, 
из которых наиболее значимыми для регуляции роста 
кровеносных сосудов являются рецепторы 1 и 2 типа 
(VEGFR1 и VEGFR2) [4]. Антиангиогенная терапия 
успешно применяется при таких заболеваниях как рак 
почки, рак толстой кишки, гепатоцеллюлярный рак и др. 
[5-7]. В последнее время предпринимаются также раз-
личные более или менее удачные попытки применения 
антиангиогенных препаратов при раке желудка [8-10]. 
При этом одной из важнейших проблем при использова-
нии анти-VEGF/VEGFR препаратов до сих пор остается 
отсутствие четкой взаимосвязи между экспрессией тар-
гетных молекул и эффективностью соответствующего 
лечения [11].

Помимо общего для большинства рецепторных ки-
наз митоген-активируемого протеинкиназного каскада, 
регулирующего экспрессию генов, связанных с про-
лиферацией, к числу важнейших генов, регулируемых 
VEGF в эндотелиальных клетках, относится протоон-
коген c-ets-1, кодирующий транскрипционный фактор 
Ets-1, который способствует проявлению ангиогенного 
фенотипа этих клеток через активацию транскрипции 
генов и последующего синтеза белков важнейших про-
теаз, расщепляющих внеклеточный матрикс (ВКМ) [12, 
13]. Активация протеаз имеет три важных для стиму-
ляции ангиогенеза последствия: облегчает дезинтегра-
цию эндотелиальных клеток и их инвазию в базальный 
слой сосудов, генерирует продукты деградации ВКМ, 
способствующие хемотаксису эндотелиальных клеток, 
а также активирует и мобилизует находящиеся в ВКМ 
факторы роста. К важнейшим регуляторам деграда-
ции ВКМ относится мультигенное семейство матрикс-
ных металлопротеиназ (ММП), состоящее из более 20 
секретируемых и связанных с поверхностью клетки 
цинк-зависимых эндопептидаз, вовлеченных во все 
этапы опухолевого процесса, в первую очередь, в про-
цессы инвазии и метастазирования [14, 15]. Ключевы-
ми для опухолевой прогрессии являются желатиназы А 
и В (ММП-2 и ММП-9 соответственно) и матрилизин 
(ММП-7).

Экспрессия VEGF, его рецепторов и различных 
ММП в опухолевой ткани и их растворимые формы, 
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циркулирующие в периферической крови, активно из-
учаются также в качестве факторов прогноза онкологи-
ческих заболеваний, в том числе рака желудка [16-19], 
независимо от наличия или отсутствия антиангиогенно-
го компонента в схеме лечения.

Ранее, на основании результатов обследования 104 пер-
вичных больных раком желудка и 65 здоровых доноров, 
мы установили, что содержание VEGF, sVEGFR1 и ММП-
7 в сыворотке крови пациентов статистически значимо по-
вышено, а уровни sVEGFR2 и ММП-2 снижены по срав-
нению с контрольной группой [20, 21]. Однако значимых 
ассоциаций со стадией заболевания, глубиной инвазии 
первичной опухоли, гистологическим типом, степенью 
дифференцировки и локализацией опухоли обнаружено 
не было. При исследовании плазмы крови больных раком 
желудка было установлено, что высокий уровень ММП-7 
является независимым фактором неблагоприятного про-
гноза общей выживаемости по данным однофакторного 
и многофакторного анализа, а низкий уровень ММП-2 – 
только по результатам однофакторного анализа [22].

Цель данного исследования – анализ прогностиче-
ской значимости VEGF, растворимых форм его рецеп-
торов (sVEGFR1, sVEGFR2), а также ММП-2, 7 и 9 в 
сыворотке крови больных раком желудка.

Материал и методы. Проанализированы отдален-
ные результаты лечения 77 пациентов с впервые выяв-
ленным раком желудка в возрасте от 25 до 80 лет (42 
мужчины, 35 женщин), обследованных и получавших 
лечение в ФГБУ «Национальный медицинский исследо-
вательский центр онкологии им. Н.Н. Блохина» Минз-
драва России. Клинико-рентгенологический диагноз у 
всех больных подтвержден данными морфологического 
исследования опухоли и регионарных лимфоузлов со-
гласно Международной гистологической классифика-
ции опухолей пищеварительной системы (ВОЗ, 2019). I 
стадия диагностирована у 14, II – у 13, III – у 32, IV – у 
18 пациентов. У 46% пациентов опухоль локализовалась 
в теле, у 20% – в проксимальном и у 19% в дистальном 
отделе желудка; тотальное поражение желудка выявле-
но у 19%, кардиоэзофагеальный рак – у 3% больных.

Больным выполнены различные варианты операций: 
проксимальная резекция желудка – 4, дистальная резек-
ция желудка – 24, гастрэктомия – 42, ревизионная лапаро-
скопия – 7. Неоадъювантую полихимиотерапию получали 
5 пациентов, адъювантную полихимиотерапию – 32; схе-
мы полихимиотерапии: DCF – 1 (3,1%), FLOT – 3 (9,4%), 
FOLFOX – 3 (9,4%), XELOX – 24 (75%), капецитабин (в 
монорежиме) – 1 (3,1%) больной. Пациенты прослежены 
на протяжении от 1 до 41 месяца (медиана – 6,4 мес). В 
качестве критерия оценки прогностической значимости 
использовали показатель общей выживаемости.

Содержание исследуемых белков в сыворотке крови, 
полученной по стандартной методике до начала специ-
фического лечения, определяли с помощью наборов для 
прямого иммуноферментного анализа: «Human VEGF 
Immunoassay», «Human VEGFR1 Immunoassay», «Hu-
man VEGFR2 Immunoassay», «Human/Mouse/Rat MMP-2 
(total)», «Human MMP-7 (total)», «Human MMP-9 (total)» 
(QuantikineÒ, R&D Systems, США) в соответствии с ин-
струкциями производителя. Измерения проводили на 
автоматическом иммуноферментном анализаторе BEP 
2000 Advance (Siemens Healthcare Diagnostics, Герма-
ния). Содержание VEGF и sVEGFR1 выражали в пико-
граммах (пг); sVEGFR2, ММП-2, 7, 9 – в нанограммах 
(нг) – на 1 мл сыворотки крови.

Статистический анализ клинико-лабораторных дан-
ных проводили на персональном компьютере с помо-
щью математических пакетов Statistica 10.0 (StatSoft, 
Inc.) и SPSS 20. В однофакторном анализе общую вы-
живаемость рассчитывали методом Каплана-Мейера с 
оценкой достоверности различий с помощью log-rank 
теста; многофакторный анализ проводили с использо-
ванием регрессионной модели Кокса. Различия считали 
достоверными при p<0,05.

Результаты и обсуждение. Пациенты прослежены 
на протяжении от 1 до 41 месяца (медиана – 6,4 мес). За 
весь период наблюдения от основного заболевания умер-
ли 20 пациентов, что составило 26% от общего числа об-
следованных. Продолжительность жизни умерших боль-
ных составила от 1 до 31 месяца (медиана – 14,1 мес).

Выбор пороговых значений для оценки влияния 
уровней VEGF, sVEGFR1, sVEGFR2, ММП-2, 7 и 9 на 
общую выживаемость проводили на основании данных 
о содержании этих белков в сыворотке крови больных 
раком желудка, опубликованных нами ранее [20, 21]. На 
первом этапе анализа в качестве таковых рассматривали 
показатели медианы, верхнего и нижнего квартилей в 
общей группе пациентов.

Статистически значимые различия в однофакторном 
анализе были получены только для VEGF при порого-
вом значении 420 пг/мл, соответствующем медиане (см.
табл. 1, рисунок).

В группе пациентов с уровнями VEGF в сыворотке 
крови менее 420 пг/мл медиана срока жизни не была 
достигнута, 3-летняя общая выживаемость составила 
88,2±7,8% и была почти в 2 раза выше, чем при более 
высоких концентрациях маркера – 46,3±12,5% с медиа-
ной срока жизни 21,7 мес (рис. 1; p=0,011).

Значимых различий в отдаленных результатах лече-
ния больных раком желудка в группах с различной кон-
центрацией sVEGFR1 в сыворотке крови выявлено не 
было, однако наихудшая общая  выживаемость в сроки 

Т а б л и ц а  1
Общая выживаемость больных раком желудка в зависимости от концентрации VEGF в сыворотке крови

VEGF, пг/мл n Медиана срока жизни, 
мес

Общая выживаемость, %
1 год 2 года 3 года

≤290 15 Не достигнута 83,3±15,2 83,3±15,2 83,3±15,2
291-420 20 Не достигнута 90,9±8,7 90,9±8,7 90,9±8,7
421-600 20 16,5 63,0±17,7 42,0±20,8 42,0±20,8
>600 22 22,0 80,0±12,6 50,0±15,8 50,0±15,8
p 0,06

П р и м е ч а н и е . Здесь и в табл. 2, 3: n – число больных.
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от 2-х до 3-х лет (49,5±15,4%; медиана 21,2 мес) обнару-
жена в группе пациентов с уровнями sVEGFR1 ≤4 пг/мл 
(нижний квартиль; табл. 2).

Не отмечено значимых различий в отдаленных ре-
зультатах лечения больных раком желудка с различной 
концентрацией sVEGFR2 в сыворотке крови, однако от-
мечено незначительное ухудшение результатов лечения 
при уровне маркера 9,0 и более нг/мл (табл. 3).

Таким образом, все изученные компоненты системы 
VEGF в растворимой форме в той или иной степени об-
ладали прогностическими свойствами. Многофактор-
ный анализ связи 3-х показателей (VEGF, sVEGFR1, 
sVEGFR2), а также критериев системы TNM с общей 
выживаемостью больных раком желудка выявил, что 
значимым независимым фактором прогноза длитель-
ности жизни больных раком желудка является только 
индекс М (наличие отдаленных метастазов) (р=0,009) и 

уровень VEGF в сыворотке крови (р=0,036) (табл. 4).
В отличие от полученных нами ранее данных о 

прогностическом значении уровней ММП-7 и ММП-
2 в плазме крови больных раком желудка [22], уровни 
ММР-2, 7 и 9 в сыворотке крови не были значимо связа-
ны с общей выживаемостью пациентов, включенных в 
данное исследование. 

Таким образом, продемонстрировано, что сигналь-
ный путь ключевого регулятора ангиогенеза VEGF 
играет важную роль при раке желудка, как и при многих 
других онкологических заболеваниях. Компоненты это-
го сигнального пути – в первую очередь, VEGF А – яв-
ляются значимыми факторами прогноза заболевания, а 
также могут быть полезны для мониторинга эффектив-
ности проводимого лечения. Особое значение исследо-
вание маркеров ангиогенеза приобретает в настоящее 
время, когда активно развиваются различные методы ан-

Т а б л и ц а  2
Общая выживаемость больных раком желудка в зависимости от концентрации sVEGFR1 в сыворотке крови

sVEGFR1, пг/мл n Медиана срока жизни, 
мес

Общая выживаемость, %
1 год 2 года 3 года

≤94 24 21,2 77,4±11,5 49,5±15,4 49,5±15,4
95-116 25 Не достигнута 76,2±14,8 76,2±14,8 76,2±14,8
117-363 21 Не достигнута 90,9±8,7 79,5±13,1 79,5±13,1
>363 7 Не достигнута 100 66,7±27,2 66,7±27,2
р 0,45

Общая выживаемость больных раком желудка с учетом концентрации VEGF в сыворотке крови.

Т а б л и ц а  3
Общая выживаемость больных раком желудка в зависимости от концентраций sVEGFR2 в сыворотке крови

sVEGFR2, нг/мл n Медиана срока жизни, 
мес

Общая выживаемость, %
1 год 2 года 3 года

<9,0 43 Не достигнута 91,5±5,7 76,8±9,3 76,8±9,3
≥9,0 34 19,8 57,3±14,8 45,8±15,6 45,8±15,6
p 0,08
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тиангиогенной терапии, некоторые из которых уже по-
казали определенную эффективность при раке желудка. 
Полученные результаты соответствуют относительно 
немногочисленным публикациям по данному вопросу 
[23-25], в которых подчеркивается значение компонен-
тов системы VEGF, циркулирующих в периферической 
крови для независимого прогноза, предсказания и мони-
торинга эффективности лечения рака желудка.
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Т а б л и ц а  4
Результаты анализа с помощью многофакторной регрессионной модели Cox

Признак Beta t-value Wald р
T 0,01647±0,017524 1,44607 2,0911 0,148
N 0,014281±0,007567 1,57662 2,485738 0,20
M 1,637691±0,777904 2,50059 6,252929 0,009
VEGF 1,89113±1,000932 2,17952 4,750311 0,036
sVEGFR1 -0,0030±0,0036 -0,830155 0,689157 0,406
sVEGFR2 -1,12401±0,113517 -1,44387 2,084773 0,26
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В настоящем литературном обзоре приводится анализ достоинств и ограничений объектов биохимического контроля 
функционального состояния атлетов, а также перспективы использования альтернативных объектов для спортивной 
медицины. Традиционно инвазивные процедуры отбора биоматериала (венозная кровь, мышечная биопсия) являются 
золотым стандартом для исследования широкого спектра биомаркеров, которые могут использоваться в качестве эф-
фективных диагностических инструментов контроля протекания адаптационных процессов, мониторинга работоспо-
собности, перетренированности и общего состояния здоровья организма спортсменов, но эти методы болезненные, 
времязатратные и предъявляют ряд требований к хранению и транспортировке. В этой связи, актуальным является во-
прос поиска альтернативных объектов для биохимического исследования, не имеющих вышеперечисленных недостатков. 
Не менее информативными и перспективными объектами биохимического мониторинга состояния спортсменов могут 
являться слюна и сухие пятна крови (СПК). Неинвазивный характер сбора слюны позволяет ускорить процесс пробо-
отбора, снизить уровень гормона стресса и риск возможного инфицирования, при ее отборе не требуется специальное 
оборудование и квалифицированный медицинский персонал, что особенно актуально при нахождении спортсменов на 
учебно-тренировочных мероприятиях. Техника СПК успешно зарекомендовала себя с целью неонатального скрининга и 
изучения фармакокинетики лекарственных средств. Основными ее преимуществами являются простота отбора, ма-
лый объем биоматериала, высокая стабильность адсорбированных маркеров на поверхности карточек, отсутствие 
специальных требований к хранению и транспортировке, сокращение расходов на доставку образцов в лабораторию. 
В совокупности перечисленные преимущества позволят повысить частоту отбора биоматериала для точечного от-
слеживания влияния нагрузок на различные системы организма спортсменов. Сочетание СПК с иммунохимическим и 
масс-спектрометрическим методами может служить эффективным инструментом для исследования роли различных 
биомаркеров в рамках мониторинга функционального состояния спортсменов. Поиск научных материалов осуществля-
ли в базе данных MedLine по ключевым словам «dry blood spots», «saliva», «sports medicine», «sample collection», «sports 
biochemistry».
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ALTERNATIVE AND PROMISING TARGETS OF BIOCHEMICAL ANALYSIS IN SPORT ( 
REVIEW OF LITERATURE)
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Current literature review provides an evaluation of advantages and limitations of biochemical control objects representing functional 
state of athletes as well as the outlook for using alternative targets regarding sports medicine. Traditionally, invasive procedures 
(venous blood collection, muscle biopsy) have been known as the gold standard for analyzing a wide range of biomarkers which 
could be employed as effective diagnostic tools to control the course of adaptation processes, monitor performance, overtraining 
and physical well-being of athletes, but these techniques are painful, time-consuming and place demands on storage and shipment. 
In this behalf finding an alternative objects for biochemical research that does not have disadvantages given above is the question 
of present interest. Saliva and dry blood spots (DBS) could serve as equally informative and promising targets for monitoring 
athletes’ condition. The non-invasive nature of saliva collection allows to shorten sample collection time, reduce stress hormones 
levels and possible infection contamination. Moreover, collecting saliva process does not require special equipment and trained 
medical staff which is particularly important when athletes are at training camps. The DBS method has successfully proven 
itself with regard to neonatal screening and pharmacokinetics studies. Its key benefits are simplicity, small volume of bioliquid, 
enhanced stability of adsorbed biomarkers on the card surface, lack of special storage and transportation requirements and 
low costs for samples shipment to the laboratory. Taken together outlined advantages will provide the opportunity to increase 
the frequency of biomaterial collection to perform selective observation of training loads effects on various systems of athletes’ 
body. The combination of DBS with immunochemical and mass-spectrometric approaches could serve as an efficient instrument 
to investigate the role of various biomarkers in monitoring the functional state of athletes. We searched for articles in MedLine 
database with the key words «dry blood spots», «saliva», «sports medicine», «sample collection», «sports biochemistry».
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Для оценки динамики функционального состояния 
организма спортсмена во время тренировочного про-
цесса наряду с педагогическими, используются и меди-
ко-биологические методы контроля, в частности, био-
химический. Основной принцип, который должен быть 
положен в основу системы использования биохимиче-
ских показателей в качестве средств контроля за опера-
тивным, текущим и этапным состоянием спортсменов 
с учетом специализации спортсмена, предлагаемых на-
грузок, этапа годичного цикла и текущих тренировоч-
ных задач, – это непрерывный мониторинг динамики 
биохимических показателей на всем протяжении годич-
ного цикла подготовки. Целью динамического контроля 
за варьированием биохимических показателей является 
выявление индивидуальных коридоров их изменчиво-
сти под влиянием тренировочных нагрузок на различ-
ных периодах и этапах подготовки.

Для определения широкого спектра биомаркеров 
с целью мониторинга работоспособности, перетрени-
рованности и функционального состояния организма 
спортсменов чаще всего используют инвазивные про-
цедуры получения биоматериала, в результате которых 
происходит микротравматизация мягких тканей [1]. Рас-
пространенными инвазивными процедурами примени-
тельно к спортивной медицине относятся отбор крови 
(сыворотки и/или плазмы) и мышечная биопсия. При 
использовании неинвазивного способа и отбора биома-
териала не нарушается целостность кожного покрова и 
отсутствует контакт инородного предмета со слизисты-
ми оболочками или внутренней полостью тела, напри-
мер, отбор мочи, слюны, пота и методы визуализации 
(электрокардиограмма, компьютерная и магнитно-резо-
нансная томографии).

Несмотря на то, что различные инвазивные и неинва-
зивные процедуры отбора биоматериала обладают теми 
или иными преимуществами относительно друг друга, 
систематический пробоотбор как у любителей, так и у 
спортсменов высокой квалификации, требует практич-
ного подхода, который не только не должен нарушать 
тренировочный процесс, но и быть удобным для тре-
нерского штаба. Принимая во внимание большое коли-
чество исследований, посвященных изучению влияния 
физических нагрузок на организм спортсменов, можно 
заключить, что общий консенсус научных работ осно-
вывается на инвазивном подходе, вероятно, в результате 
большого количества потенциальных биомаркеров, до-
ступных в сыворотке и плазме, а также многочисленных 

литературных данных и, следовательно, возможности 
сравнения полученных результатов.

При проведении биохимических исследований, на-
правленных на мониторинг функционального состояния 
спортсмена, в ходе текущего биохимического контроля 
тренировочного процесса анализ крови необходимо 
проводить многократно в зависимости от задач, напри-
мер, до и после нагрузки, на следующий день, в динами-
ке нагрузки. В связи с этим, многократная инвазивная 
процедура забора крови исключена. Кроме того, много-
кратный отбор венозной крови не находит одобрения 
со стороны антидопинговых служб. Пробоотбор крови 
из периферической вены является болезненной, тру-
доемкой и времязатратной процедурой. Особенно это 
касается командных видов спорта, где принимает уча-
стие большое количество спортсменов, а также в дет-
ско-юношеском спорте. Инвазивные процедуры также 
вызывают значительный стресс у спортсмена, это мо-
жет повлиять на секрецию некоторых гормонов стресса, 
таких как кортизол [2, 3]. Эти факторы становятся осо-
бенно важными при изучении количественной оценки 
стресса после физической нагрузки, которые могут при-
вести к получению ложноположительных результатов и 
переоценке стресса, вызванного нагрузкой.

Внедрение практики, включающей использование 
неинвазивных методов, позволяющих точно оценивать 
вызванные нагрузками физиологический и психологи-
ческий стрессы, важно для длительного непрерывного 
мониторинга динамики состояния спортсмена. Допол-
нительным преимуществом использования слюны по 
сравнению с отбором крови является простота устройств 
для сбора материала [4].

Слюна. Слюна – бесцветная жидкость, состоящая на 
98 % из воды, плотностью 1002–1012 г/л и рН ~6.64 [5, 
6], содержащая гормоны, пептиды, электролиты, муцин, 
антибактериальные соединения и различные ферменты 
[7]. Концентрации большинства этих соединений в слю-
не гораздо ниже, по сравнению с плазмой или сыворот-
кой, тем не менее, они надежно отражают концентрации 
биомаркеров в крови [8, 9].

Секреция слюны в значительной степени управ-
ляется нейронным контролем вегетативной нервной 
системы, которая в свою очередь косвенно регулирует 
скорость выделения слюны. Последняя зависит от типа 
активируемого вегетативного рецептора, что влияет на 
состав биоматериала. Парасимпатическая холинерги-
ческая нервная стимуляция вызывает вазодилатацию 
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капилляров, снабжающих слюнные железы, тем самым 
усиливая кровоток. Следовательно, повышенный при-
ток крови к железам связан с более высокой скоростью 
секреции слюны [10]. Несмотря на то, что парасимпати-
ческая холинергическая стимуляция значительно влияет 
на нейронный контроль секреции слюны, стимуляция 
симпатической адренергической нервной системы так-
же участвует в секреции биожидкости. Так, слюна, вы-
деляемая подъязычной и малыми слизистыми железами, 
регулируется стимуляцией симпатических нервов, в то 
время как секреция из околоушной и подчелюстной же-
лез – стимуляцией парасимпатической иннервации [11]. 
Нормальная секреция слюны складывается из совмест-
ного действия парасимпатической и симпатической ин-
нерваций, причем основным стимулом к увеличению 
секреции является стимуляция парасимпатического воз-
буждения [12]. Секреция слюны, индуцированная пара-
симпатической стимуляцией, характеризуется водяни-
стым потоком слюны, содержащим незначительные кон-
центрации органических и неорганических соединений 
[7]. Симпатическая стимуляция, напротив, приводит к 
выработке низкого объема биоматериала, который богат 
содержанием органических соединений (α-амилазы) и 
неорганических солей (Ca2+, K+ и HCO3

–) [13]. Следова-
тельно, повышенный уровень α-амилазы в слюне может 
служить потенциальным индикатором повышенной ак-
тивности симпатической нервной системы [14]. В со-
стоянии покоя у здоровых людей нестимулированная 
слюна выделяется со скоростью 0.30–0.65 мл/мин, тогда 
как стимуляция слюноотделения увеличивает скорость 
до 6.0 мл/мин [15,16]. Физические упражнения вызыва-
ют усиление симпатической активации, как следствие, 
интенсивные нагрузки могут привести к снижению ско-
рости выделения слюны и изменить ее состав. Так, на-
пример, при длительных нагрузках, превышающих лак-
татный порог, скорость слюноотделения снижается [17]. 
Факторы, связанные с низкой секрецией слюны при вы-
сокоинтенсивных тренировках (> 60 % максимального 
потребления кислорода), включают активацию симпати-
ческих нервов, обезвоживание и гипервентиляцию, при-
водящие к потере жидкости за счет ее испарения. Тем 
не менее, парасимпатическая абстиненция более важна, 
чем симпатическая активация, поскольку она снижает 
скорость слюноотделения во время нагрузок [14].

Концентрации маркеров в слюне выражаются в 4-х 
различных единицах измерения:

1. абсолютная (мкг/мл, нмоль/л);
2. относительно скорости секреции (мкг/мин), при-

меняемая к биомаркерам, концентрация которых зави-
сит от скорости слюноотделения [18,19];

3. относительно массы белка (мкг/мг белка);
4. относительно осмоляльности слюны (мг/мосм), 

применяющейся в случае низкой скорости потока био-
жидкости [20].

В литературе наиболее часто встречаются два мето-
да отбора слюны: с использованием ватных тампонов 
и пассивное слюноотделение в контейнер [21]. Пре-
имущества сбора на ватные тампоны заключаются в 
минимизации риска кровотечения из десен и комфор-
те процедуры отбора биожидкости. Однако отбор био-
материала вторым методом является более надежным, 
поскольку материалы на основе хлопка или полиэсте-
ра имеют тенденцию повышать кислотность образца 
[1] и приводить к искажению количественного состава 
слюны [22], поскольку перемещение ватного тампона в 

ротовой полости может стимулировать разные железы, 
тем самым влияя на ее состав [14]. Очевидным преиму-
ществом метода пассивного слюноотделения является 
возможность определения скорости образования слюны 
путем фиксации времени отбора в предварительно взве-
шенный контейнер. Однако преимущества и недостатки 
описанных методов подвергаются сомнению, посколь-
ку стимуляция слюноотделения влияет далеко не на все 
компоненты биоматериала. Например, изменение ско-
рости слюны не влияет на концентрацию стероидных 
гормонов, так как они переносятся из крови методом 
пассивной диффузии, и, наоборот, скорость слюноотде-
ления влияет на концентрацию IgA: при увеличении или 
уменьшении скорости абсолютное содержание IgA или 
уменьшается за счет разбавления, или увеличивается за 
счет концентрирования, соответственно [23].

Таким образом, альтернативным объектом биохими-
ческого исследования является слюна – биологическая 
жидкость с уникальным исследовательским потенци-
алом, получаемая неинвазивным способом, не имею-
щая ограничений по частоте отбора и объему образца, 
не требующая условий стерильности и не связанная с 
этическими ограничениями. Состав слюны практиче-
ски полностью идентичен таковому в фракциях цельной 
крови и тесно связан с гомеостазом, а ее компоненты 
могут выступать в качестве количественных маркеров 
протекающих в организме процессов обмена веществ.

Сухие пятна крови. Традиционно, образцы цельной 
крови отбирают методом венепункции в вакуумные про-
бирки, содержащие антикоагулянт, а для последующего 
хранения и транспортировки охлаждают. В зависимости 
от распределения определяемого биомаркера в различ-
ных компонентах крови биожидкость могут дополни-
тельно разделять на фракции, например, плазму, эритро-
циты и мононуклеарные клетки периферической крови. 
С практической точки зрения плазма или сыворотка 
предпочтительнее цельной крови, ввиду возможного 
разрушения эритроцитов, затрудняющего дальнейшие 
стадии работы с биоматериалом. Однако для всех этих 
образцов хранение и транспортировка накладывают ряд 
неотъемлемых требований к логистике, а именно нали-
чие холодильника, морозильника или сухого льда, что 
приводит к значительным расходам.

Об использовании сухих пятен крови (dried blood 
spots, СПК) в качестве альтернативной методики отбора 
биологических образцов для целей педиатрии R.Guthrie 
и соавт. [24] сообщили более 50 лет назад. Принцип 
СПК заключается в нанесении нескольких капель ка-
пиллярной крови, полученных в результате прокола ко-
жи на пятке или пальце руки, на фильтровальную бума-
гу в форме карты (также известной как «карта Гутри») 
и последующей сушке без какой-либо дополнительной 
обработки. С химической точки зрения, определяемые 
соединения адсорбируются с компонентами крови на 
твердой матрице.

Образцы крови наносятся на специальные карточ-
ки, обладающие рядом весомых практических пре-
имуществ: низкая стоимость; относительная простота 
изготовления и печати (маркировка и отслеживание 
образцов); предварительная химическая пропитка (в за-
висимости от целей применения); хорошие адсорбци-
онные свойства [25]. На текущий момент коммерчески 
доступные бумажные карточки на основе целлюлозы 
для СПК производятся несколькими производителями, 
которые можно разделить на две группы: необработан-
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ные и химически подготовленные. Необработанные кар-
точки – 100% чистая хлопковая целлюлоза («Whatman 
903», GE Healthcare Life Sciences, США; «Ahlstrom 226», 
PerkinElmer Health Sciences, США) – наиболее часто ис-
пользуют в программе скрининга новорожденных. Дан-
ные марки карточек зарегистрированы Управлением по 
надзору за пищевыми продуктами и лекарственными 
средствами (FDA) и Европейским союзом (ЕС) как ме-
дицинские изделия для in vitro диагностики класса II.

Вторая группа карточек изготавливается из целлю-
лозы, обработанной различными химическими веще-
ствами, например, додецилсульфатом натрия (< 5 %), 
трис-(гидроксиметил)аминометаном (< 5 %), гуанидин-
тиоционатом (30–50 %). Карточки этой группы не за-
регистрированы как медицинские изделия. Изначально 
они разработаны для анализа нуклеиновых кислот, а до-
бавление химических веществ предназначено для лизи-
са клеток, инактивации патогенных микроорганизмов, 
денатурации ферментов и других белков.

Институтом клинических и лабораторных стандар-
тов (CLSI) разработано руководство по отбору образцов 
крови на данные адсорбционные материалы, поскольку 
способ отбора может привести к расхождению результа-
тов [26]. Для стимуляции местного кровотока перед про-
колом разрешается сделать массаж или нагреть места 
отбора. После чего оно обрабатывается 70 % раствором 
изопропанола и прокалывается одноразовым стериль-
ным ланцетом. Во избежание вытекания межклеточной 
жидкости первая капля крови удаляется, последующие 
наносятся на бумагу. Круги, напечатанные на бумаге 
(диаметр 12 мм), должны быть заполнены полностью 
и однородно. Образцам дают высохнуть при комнатной 
температуре в горизонтальном положении карточки (3–
4 ч), после чего отправляют в лабораторию.

Адсорбция и твердая поверхность матрицы для по-
лучения СПК по большей части снижают реакционную 
способность анализируемых соединений по сравнению 
с жидкой кровью. Одним из ключевых преимуществ 
СПК является то, что при соблюдении нескольких про-
стых мер предосторожности (упаковка карт в герметич-
ные пакеты с осушителем) биомаркеры демонстрируют 
превосходную стабильность при температуре окружаю-
щей среды: от нескольких дней, а в ряде случаев и до 
нескольких месяцев. Кроме того, некоторые соединения 
нестабильны ex vivo в биологических жидкостях (напри-
мер, в цельной крови и плазме) и требуют адаптирован-
ных процедур для предотвращения деградации [27, 28]. 
В таких случаях выбор техники СПК позволяет улуч-
шить стабильность соединений без необходимости вы-
полнения вышеупомянутых процедур. Использование 
СПК значительно упрощает пробоподготовку и кратко-
временное хранение, позволяя избежать необходимости 
в специальном лабораторном оборудовании (центри-
фуги, гомогенизаторы, холодильники, морозильники). 
Кроме того, анализ СПК снижает или устраняет риски 
биологической опасности. Доставка СПК до лаборато-
рий осуществляется обычными почтовыми конвертами 
или курьерским транспортом, тогда как образцы плаз-
мы должны транспортироваться на сухом льду. Транс-
портировка биоматериала с использованием сухого льда 
попадает под действие специальных правил Междуна-
родной ассоциации воздушного транспорта и относится 
к грузам 9 класса опасности. van Amsterdam и соавторы 
[29] заявили, что 30 % посылок с сухим льдом имели 
проблемы с отправлением из-за неправильной упаковки 

или неверно заполненной транспортной документации. 
Транспортировка СПК по сравнению с образцами цель-
ной крови или ее фракций требует облегченных логи-
стических процедур и представляет собой предпочти-
тельный формат доставки биоматериала, особенно если 
исследования должны проводиться в удаленных местах 
или регионах с ограниченными ресурсами.

Помимо логистических требований преимущества 
СПК заключаются в простоте отбора биологического 
материала – необходимо сделать один прокол, с этой 
нетрудной операцией может справиться любой человек 
[30 – 32], тогда как для отбора венозной крови требует-
ся квалифицированный медицинский специалист (фле-
ботомист). Несмотря на то, что процесс прокалывания 
остается в определенной степени инвазивным, показа-
но, что он более «удобен для пациента», лучше перено-
сится и менее болезнен, чем венепункция [31, 33, 34]. 
С другой стороны, объем крови для нанесения на филь-
тровальную бумагу довольно мал (обычно несколько де-
сятков микролитров), тогда как для стандартного отбора 
проб венозной крови в пробирки требуется от 0.1 мл до 
нескольких миллилитров биожидкости. СПК представ-
ляют особенный интерес в случае тестирования спор-
тсменов детско-юношеских школ.

Небольшое количество биоматериала и многокомпо-
нентность матрицы приводят к аналитическим трудно-
стям с точки зрения чувствительности и селективности 
определения информативных биомаркеров, что в сово-
купности может снизить интерес к использованию СПК. 
В рамках скрининга новорожденных, учитывая большое 
количество анализируемых образцов, пропускная спо-
собность и стоимость являются определяющими факто-
рами в пользу выбора того или иного метода пробоотбо-
ра. С исторической точки зрения, с момента появления 
СПК в начале 1960-х гг. для целей неонатального скри-
нинга предложены два ключевых методологических на-
правления, позволивших нивелировать вышеуказанные 
аспекты. Первый из них – иммунохимический анализ 
(ИХА), для широкого применения которого в 1970-х гг. 
было развернуто производство моноклональных анти-
тел, что впоследствии привело к разработке коммерче-
ски доступных диагностических наборов для большого 
количества биомаркеров. Безусловно, ИХА биологиче-
ских субстанций сыграл важную роль в клиническом 
анализе и до сих пор используется в рамках программы 
неонатального скрининга. Однако из-за перекрестной 
реактивности с мешающими компонентами матрицы 
иммунохимические методики недостаточно селектив-
ны, разработка новых методик является времязатратным 
процессом, связанным с производством новых монокло-
нальных антител, диагностические наборы имеют высо-
кую стоимость.

Вторым ключевым методом анализа биомаркеров в 
СПК является масс-спектрометрия (МС), первое приме-
нение которого упоминается в работе J.Mee и соавт. [35]. 
Технический прогресс и расширение знаний в области 
МС привели к разработке технологии тандемной МС, 
которая оказалась одним из самых значительных дости-
жений в области клинической диагностики и послужила 
толчком к сдвигу устоявшейся парадигмы «один анализ 
– одно заболевание» к модели «один анализ – множество 
болезней», когда в одном анализе стало возможным бы-
стро детектировать несколько маркеров [36].

В последние годы многие фармацевтические компа-
нии проводят количественный анализ лекарственных 
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средств и их метаболитов в СПК. Такой интерес вы-
зван несколькими причинами: (1) сокращение затрат 
на транспортировку и логистику в многоцентровых ис-
следованиях, (2) более удобная техника сбора образцов 
крови и (3) сокращение количества лабораторных жи-
вотных на стадии доклинических испытаний.

В течение последнего десятилетия активно иссле-
дуется возможность использования СПК в качестве 
дополнительной матрицы в области допинг-контроля, 
поскольку при тестировании на наличие/отсутствие за-
прещенных субстанций первостепенное значение имеет 
надежный, недорогой и простой способ пробоотбора 
[37]. СПК, как дополнительная матрица, дает возмож-
ность увеличить количество точек антидопингового 
контроля спортсменов и, следовательно, расширить и 
улучшить стандартные программы тестирования во 
внесоревновательный период. С помощью техники СПК 
могут быть сужены аналитические ограничения, связан-
ные с короткими временными окнами обнаружения ряда 
метаболитов допинговых субстанций. Техника СПК мо-
жет успешно применяться для тестирования и в сорев-
новательный период, поскольку факт приема запрещен-
ных веществ, повышающих результативность высту-
пления, неоспоримо доказывается фармакологически 
значимым изменением их концентраций в крови. Это 
имеет решающее значение в отношении субстанций, за-
прещенных только в соревновательный период, а также 
для пороговых соединений [38]. Таким образом, опре-
деление текущей концентрации запрещенного вещества 
в кровотоке спортсмена имеет преимущества для обеих 
сторон: тестирующие органы получают информацию о 
концентрации активной формы соединения и, следова-
тельно, могут более точно оценить ее значимость, тогда 
как у спортсмена есть возможность доставить образец 
СПК для подтверждения отсутствия запрещенной суб-
станции в случае, если в образце его мочи обнаружен 
(неактивный) метаболит, косвенно указывающий на на-
рушение антидопинговых правил. В обоих случаях ре-
зультаты анализа СПК, несомненно, повлияют на после-
дующие санкции в отношении спортсмена [39].

Еще одним важным преимуществом СПК в области 
борьбы с допингом является возможность длитель-
ного хранения большого количества карточек (экви-
валентных допинг-пробам), отобранных на крупных 
спортивных мероприятиях, для последующего ретро-
спективного анализа с использованием более чувстви-
тельных методов анализа. На данный момент учеными 
в области антидопингового контроля разработаны МС 
методики количественного определения ряда стимуля-
торов (кокаин, амфетамин, псевдоэфедрин), JWH-018 
и сальбутамола [38], анаболических андрогенных сте-
роидов (станозолол, дегидрохлорметилтестостерон) 
[39], а также 46 пептидных и непептидных агонистов 
рецепторов грелина, гонадорелина, гормона роста и ва-
зопрессина [40].

Выводы. На основании проведенного анализа лите-
ратурных данных можно сделать вывод о том, что слю-
на, рассматриваемая нами как альтернативный объект 
биохимического контроля в спорте, может предоставить 
количественную нейрофизиологическую оценку дина-
мики состояния организма спортсмена с использовани-
ем неинвазивной процедуры. Простота техники отбора 
и широкая панель информативных биомаркеров значи-
тельно расширят возможности мониторинга оператив-
ного, текущего и этапного состояний спортсмена.

Техника СПК, успешно зарекомендовавшая себя в 
педиатрии и фармакологии, а также активно развиваю-
щаяся в области антидопингового контроля, представ-
ляется нам перспективным объектом биохимического 
мониторинга. Обладая такими уникальными преимуще-
ствами, как малый объем образца, высокая стабильность 
биомаркеров, отсутствие специальных требований к 
хранению и транспортировке и низкие сопутствующие 
расходы, она в сочетании с современными высокотехно-
логичными методами анализа способна придать новый 
импульс к развитию и совершенствованию программ те-
стирования спортсменов всех возрастных групп.
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Введение. Исследования последних лет свидетель-
ствует о том, что группы крови АВ0 и резус связаны с 
некоторыми патологическими состояниями [1–4]. Лица 
с группой крови А(II) чаще встречаются среди больных 
гриппом и другими респираторными вирусными инфек-
циями [2, 3]. Группа крови А превалирует у больных 
раком желудка и молочной железы [4]. Лица с группой 
крови A, как и резус-отрицательные лица, чаще выра-
батывают антиэритроцитарные, антилимфоцитарные и 
антистафилококковые антитела [5, 6]. 

В связи с пандемией острой респираторной вирус-
ной инфекции (ОРВИ) COVID-19, вызванной корона-
вирусом SARS-CoV-2, возникла необходимость уста-
новления факторов риска развития данного заболева-
ния. В частности показано, что лица, имеющие группу 
крови А, в большей степени подвержены риску ОРВИ 
COVID-19 [7–9]. Вместе с тем лица, имеющие группу 
крови 0 и резус-отрицательный фенотип, реже встреча-
ются среди инфицированных [10]. Отмечена связь ОР-
ВИ COVID-19 с генными комплексами, кодирующими 
групповые антигены АВ0, Lewis и Lutheran, а также ак-
тиваторы антивирусных рестрикционных ферментов и 
интерферона [11]. Некоторые исследователи не обнару-
жили достоверных корреляций между группой крови и 
риском инфицирования SARS-CoV-2 [12, 13]. В связи с 
отсутствием подобных работ в Российской Федерации 
мы сочли целесообразным восполнить этот пробел.

Цель исследования – установить связь ОРВИ  
COVID-19 с групповой- и резус-принадлежностью в 
восточно-европейской популяции (Российская Федера-
ция и Республика Беларусь). 

Материал и методы. Материалом исследования 
служили образцы крови больных COVID-19 и пере-
несших это заболевание доноров антиковидной плазмы 

(АКП) жителей городов Москвы, Смоленска и Якутска 
(Российская Федерация),  Минска и Гомеля (Республика 
Беларусь). 

Анализировали распределение групп крови среди 
10 878 больных COVID-19 и 3589 доноров АКП (Мо-
сква), 426 больных COVID-19 и 1528 доноров АКП 
(Смоленск), 313 больных COVID-19 и 63 доноров АКП 
(Якутск), 503 больных COVID-19 беременных женщин 
(Минск, Гомель). 

Контролем служила частота групп крови среди здо-
ровых лиц: 92 651 донора (Москва), 3160 доноров (Смо-
ленск), 19 509 доноров (Якутск), 3481 интактного паци-
ента лечебных учреждений (Минск, Гомель).

COVID-19 диагностировали на основании выявле-
ния у обследуемых РНК SARS-CoV-2 с помощью по-
лимеразной цепной реакции. Группу крови определяли 
общепринятыми серологическими методами. 

Статистические методы. Статистический ана-
лиз проводили по программе медицинская статистика 
(http://medstatistic.ru/calculators/calcsize). Различия в 
группах сравнения считали достоверными при p<0,05. 

Результаты и обсуждение. Среди больных ОРВИ 
COVID-19 в г. Москве группа крови А встречалась чаще 
– 39,11 % при норме 35,95 % (p<0,001). Группа крови 
0, напротив, встречалась реже – 31,47 %, по сравнению 
с контролем – 34,66 % (p<0,001). Различий в частоте 
групп крови В и АВ в сравниваемых когортах не вы-
явили: 20,72 и 8,68 % (p=0,858) против 20,63 и 8,73 % 
(p=0,876) соответственно (см. таблицу).

В г. Москве среди доноров АКП отмечено статистиче-
ски значимое снижение частоты группы крови 0 (30,89 %),  
по сравнению с контролем (34,66 %), р<0,001. Частота 
группы крови А при этом оказалась незначительно вы-
ше: у доноров АКП – 36,69 %, у интактных доноров – 
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35,95 % (р=0,537). Отмечалась тенденция к повышению 
частоты группы крови АВ – 9,61 % (в контроле 8,73 %), 
р=0,097. Следует отметить более высокую частоту лиц 
с группой крови В среди доноров АКП – 22,79 % (в кон-
троле 20,63 %, р=0,013).

Так же, как и в г. Москве, среди больных COVID-19 
в г. Смоленске отмечено снижение частоты группы кро-
ви 0 (27,69 %), по сравнению с контролем (36,71 %), 
p=0,010. Группа крови A встречалась достоверно чаще – 
41,54 % против 34,39 % (р=0,049). Частота группы A бы-
ла наиболее высока среди пациентов, погибших от CO-
VID-19, – 45,51 % против 34,39 % (147 человек из 323, 
р=0,008). Вместе с тем в данной когорте частота группы 
0 была существенно ниже – 26,31 % против 36,71 % (85 
из 323, р=0,009). Статистически значимых различий в 
соотношении групп крови B и AB у больных ОРВИ CO-
VID -19 и здоровых в г. Смоленске не выявили. 

Для оценки связи групповой принадлежности крови 
с ОРВИ COVID-19 использовали совокупную частоту 
групп крови А+АВ и 0+В с тем, чтобы подчеркнуть, что 
этот феномен связан не с группой крови как таковой, а с 
группоспецифическим полисахаридом А, присутствую-
щим у лиц, имеющих группу крови A и АВ и отсутству-
ющим у лиц, имеющих группу крови 0 и В. Как прави-

ло, во всех популяциях совокупная частота групп крови 
0+В выше, чем А+АВ. Однако среди больных ОРВИ  
COVID-19 этот показатель, наоборот, смещался в сторо-
ну увеличения доли А+АВ. Так, в г. Москве совокупная 
частота А+АВ составила 47,79 %, а в контроле 44,69 % 
(р<0,001). Одновременно уменьшилась доля 0+В – 52,20 %  
про тив 55,3 % (р<0,001).

Cовокупная частота А+АВ у больных ОРВИ  
COVID-19 в г. Смоленске составила 52,11 % (р=0,056). 
Достоверно выше данный показатель оказался среди 
больных, погибших от COVID-19, – 55,72 % (р=0,017), по 
сравнению с его частотой в контрольной группе 43,98 %. 

Среди доноров АКП г. Смоленска отмечалось стати-
стически значимое снижение частоты группы крови 0 по 
сравнению с контролем – 31,28 против 36,70 % (р=0,011). 
Существенных различий между частотой группы А(II) 
у доноров АКП и у интактных доноров не выявили – 
34,64 и 34,39 % соответственно (р=0,296), но при этом 
имелась тенденция повышения совокупной частоты лиц 
А+АВ – 47,10 против 43,98 % (р=0,206) и снижения ча-
стоты лиц 0+В – 52,80 против 56,01 % (р=0,264).

В Республике Беларусь при отсутствии статистиче-
ской значимости различий в сравниваемых когортах про-
явилась тенденция к увеличению частоты групп крови A 

Распределение групп крови АВ0 у больных COVID-19, доноров АКП и здоровых доноров в России и Республике Беларусь (2020–2021 гг.)

Город Контингент обследованных Показатели
Количество лиц, имеющих группу крови

0 А В АВ всего

Москва

Больные
n 3424 4254 2255 945 10878
% 31,47 39,11 20,72 8,68 99,97
p <0,001 <0,001 =0,858 =0,876

Здоровые
n 32120 33315 19122 8094 92651
% 34,66 35,95 20,63 8,73

Доноры АКП
n 1109 1317 818 345 3589
% 30,89 36,69 22,79 9,61 99,98
p <0,001 =0,537 =0,013 =0,097

Смоленск

Больные
n 118 177 86 45 426
% 27,69 41,54 20,18 10,56 99,95
p =0,010 =0,050 =0,723 =0,565

Здоровые
n 1160 1087 610 303 3160
% 36,71 34,39 19,30 9,58 99,97

Доноры АКП
n 478 560 329 161 1528
% 31,28 34,64 21,53 10,53 99,98
p =0,011 =0,296 =0,146 =0,357

Якутск

Больные
n 98 103 76 36 313
% 29,31 32,53 25,7 12,44 99,98
p =0,232 =0,130 =0,461 =0,324

Здоровые
n 7020 5397 5209 1883 19509
% 35,98 27,66 26,70 9,65 99,99

Доноры АКП
n 18 22 19 4 63
% 28,57 34,92 30,15 6,34 99,98
p =0,388 =0,347 =0,643 = 0,414

Гомель, Минск
Больные

n 167 201 92 43 503
% 33,2 39,96 18,29 8,54 99,99
p =0,547 =0,658 =0,767 =0,431

Здоровые
n 1224 1337 660 260 3481
% 35,16 38,41 18,96 7,46 99,98

П р и м е ч а н и е . Жирным шрифтом выделены статистически значимые различия в группах сравнения.
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и АВ среди инфицированных беременных женщин по 
сравнению с неинфицированными: частота группы кро-
ви A у больных составила 39,96 %, в контроле 38,41 %  
(р=0,658); частота группы крови АВ у больных состави-
ла 8,54 %, в контроле 7,46 % (р=0,431). Лиц с группой 
крови 0 среди инфицированных беременных в Респу-
блике Беларусь выявили меньше, чем среди интактных 
лиц – 33,20 % против 35,16 %, однако эти различия не 
были статистически значимыми (p=0,547). Частота име-
ющих полисахарид А в когорте инфицированных SARS-
CoV-2 в Беларуси оказалась незначительно выше, чем в 
контроле: среди больных – 48,50 % (244 из 503), среди 
здоровых – 45,87 % (1597 из 4381), р=0,505.

Среди больных COVID-19 в г. Якутске совокуп-
ная частота лиц, имеющих антиген А (А+АВ), имела 
тенденцию к повышению: 44,40 % (139 из 313) про-
тив 37,31 % (7280 из 19 509), p=0,091. Совокупная ча-
стота не имеющих антигена А (0+В) среди больных г. 
Якутска незначительно отличалась от таковой в кон-
трольной группе: среди больных частота 0+В составила 
55,59 % (98+76=174 из 313), а среди здоровых – 64,00 % 
(7020+5209=12 229 из 19 509), (p=0,208). Частота груп-
пы 0 была несколько ниже среди больных – 29,31 % по 
сравнению со здоровыми – 35,98 % (p=0,232).

Что касается резус-фактора, в г. Якутске достовер-
но реже встречались резус-отрицательные лица среди 
больных – 2,23 %, а также среди доноров АКП – 6,34 % 
против 8,30 % в контрольной группе (p<0,001). 

Тенденция к уменьшению доли резус-отрицательных 
доноров АКП наблюдалась в г. Смоленске – 18,71 %, в 
контроле – 19,93 % (p=0,417). У больных г. Смоленска, 
напротив, резус-отрицательный фенотип выявляли не-
сколько чаще: 22,06 % (94 из 426) при контрольном зна-
чении 19,93  % (630 из 3160), p=0,406. В Республике Бе-
ларусь имела место тенденция к снижению количества 
резус-отрицательных лиц среди больных (13,70 %), по 
сравнению со здоровыми (16,80 %), (p=0,135).  

Следует учитывать, что выборка доноров АКП может 
не отражать истинного соотношения групп крови среди 
инфицированных SARS-CoV-2, поскольку в когорту до-
норов АКП не включают лиц, отведенных от донорства 
в связи с тяжестью заболевания или последствиями 
перенесенной инфекции, а также умерших в результате 
этой инфекции.

В целом полученные данные позволяют полагать, 
что люди, имеющие группы крови A и AB, в большей 
мере подвержены инфицированию вирусом SARS-CoV-2 
по сравнению с людьми, имеющими группы крови 0 
и В. Одной из причин такой неодинаковой устойчиво-
сти к инфекции могут служить особенности структуры 
группоспецифических полисахаридов. Полисахариды 
А более полиморфны, чем 0 и В, в силу чего являются, 
по-видимому, более комплементарными лигандами для 
вируса SARS-CoV-2 по сравнению с группоспецифиче-
скими полисахаридами 0 и В. В связи с этим тропность 
вируса SARS-CoV-2 к эпителию легочных альвеол у но-
сителей определенных разновидностей антигена А мо-
жет оказаться выше, чем у носителей антигенов 0 и В. 
Следует также учитывать, что лица, имеющие группу 
крови А, являются слабыми продуцентами интерферона 
[15].

Во всех исследованных когортах больных отмечалось 
увеличение частоты группы AB. Однако по сравнению 
с частотой группы крови A, имеющей высокую степень 
корреляции с ОРВИ COVID-19, корреляция частоты 

группы крови AB с ОРВИ COVID-19 не выражена, по-
скольку сглаживается в результате взаимовлияния двух 
противоположных признаков: полисахарид А связан с 
фактором риска инфекции, а полисахарид В, наоборот, – 
с протекторным фактором в отношении этой инфекции. 

Не исключено, что гомозиготы (А/А) имеют больший 
риск заражения вирусом SARS-CoV-2, чем гетерозиготы 
(А/0), поскольку групповой полисахарид 0 связан с боль-
шей устойчивостью к инфекции.

При изучении ассоциации резус-принадлежности с 
ОРВИ COVID-19 нам не удалось получить однозначных 
результатов, что могло быть обусловлено особенностя-
ми выборок. В частности, пул больных в г. Смоленске 
был представлен пациентами, у которых наблюдалось 
тяжелое течение заболевания, нередко с летальным ис-
ходом. В Республике Беларусь когорта инфицированных 
вирусом SARS-CoV-2 была представлена беременными 
женщинами. Следует отметить, что беременность ини-
циирует состояние особой иммунологической толерант-
ности, которая распространяется не только на аллоан-
тигены плода, но и на антигенные детерминанты иного 
происхождения [16].

Статус D–, по-видимому, снижает риск заражения 
вирусом SARS-CoV-2, что подтверждается последними 
работами зарубежных авторов [10, 14].

Выводы. Связь группоспецифического полисахарида 
А с развитием ОРВИ COVID-19 очевидна, статистически 
значима. Частота лиц, имеющих группоспецифический 
полисахарид А, среди заболевших ОРВИ COVID-19 в 
среднем не превышает 10 % от нормального распределе-
ния. Однако, не будучи столь значительным, этот количе-
ственный показатель мотивирует поиск дополнительных 
мер профилактики ОРВИ COVID-19 сверх установлен-
ных и заслуживает углубленного изучения. Отмечено до-
стоверное снижение частоты лиц D– в некоторых выбор-
ках ифицированных вирусом SARS-CoV-2. 
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Преснякова М.В., Загреков В.И., Костина О.В., Пушкин А.С., Кузнецова В. Л., Арефьев И.Ю.

ВЛИЯНИЕ ГИПЕРОКСИИ НА ГЕМОСТАЗИОЛОГИЧЕСКИЙ СТАТУС 
ТЯЖЕЛООБОЖЖЕННЫХ

ФГБОУ ВО «Приволжский исследовательский медицинский университет» Минздрава России, 603950, Нижний 
Новгород, Россия

Нарушения системы гемостаза имеют существенное значение в патогенезе ожоговой болезни, во многом обуслoвливая 
ее течение и исход. Цель исследования: изучить влияние ГБО терапии на состояние системы гемостаза у пациентов с 
тяжелой ожоговой травмой. Состояние системы гемостаза изучено у 9 пациентов средней возрастной группы (44±9,94 
года), получивших термическую травму на площади более 32% (49,4±18,3) поверхности тела, сопровождающуюся раз-
витием ожогового шока. Стандартную терапию ожоговой травмы дополняли проведением сеансов ГБО. Лечение ги-
пербарическим кислородом проводилось в барокамерах БЛКС-307, БЛКС-307/1. Состояние коагуляционного, антикоа-
гулянтного и фибринолитического звеньев системы гемостаза, а также вязко-эластические свойства крови оценивали 
непосредственно до сеанса ГБО и сразу же после его проведения. Общее количество пар сравнения составило 45. Под 
воздействием ГБО терапии отмечалось повышение активности антитромбина III (ATIII), протеина С (ПрС) и сниже-
ние вязко-эластических свойств крови (р<0.05). Были выявлены позитивные отклонения значений ATIII, Пр С , фактора 
Виллебранда, АЧТВ, протромбинового и тромбинового времени, фибриногена, XIII фактора, XIIa-зависимого фибриноли-
за, Д-димеров и показателей тромбоэластографии (ТЭГ). Максимальная частота их встречаемости зарегистрирована 
для АТIII (95%), минимальная - для Д-димера (62%). После процедур ГБО были отмечены и нежелательные отклонения 
показателей системы гемостаза. Они носили хаотичный характер, были компенсированы повышением активности фи-
зиологических антикоагулянтов и не сопровождались осложнениями тромбогенного характера. 
Таким образом, проведение сеансов ГБО терапии в острый период ожоговой болезни способствует повышению активно-
сти физиологических антикоагулянтов и стабилизации вязко-эластических свойств крови. Отмечается высокая частота 
встречаемости позитивных эффектов гипероксии на компоненты системы гемостаза. Выявление ее нежелательных эф-
фектов свидетельствует о необходимости мониторинга состояния системы гемостаза при проведении процедур ГБО.
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Presnyakova M.V., Zagrekov V.I., Kostina O.V. Pushkin A.S., Kuznetsova V.L., Arefyev I.Yu.
THE EFFECT OF HYPEROXIA ON THE HEMOSTASIOLOGICAL STATUS OF SEVERELY BURNED PATIENTS
Federal State Budgetary Educational Institution of Higher Education «Privolzhsky Research Medical University» of the 
Ministry of Health of the Russian Federation
Disorders of the hemostatic system are essential in the pathogenesis of burn disease, largely determining its course and outcome. 
Objective: to study the effect of HBO therapy on the state of the hemostasis system in patients with severe burn injury.
The state of the hemostasis system was studied in 9 patients of the middle age group (44 ± 9.94 years) who received thermal trauma 
on an area of   more than 32% (49.4 ± 18.3) of the body surface, accompanied by the development of burn shock. The standard 
therapy for burn injury was supplemented with HBO sessions. Treatment with hyperbaric oxygen was carried out in pressure 
chambers BLKS-307, BLKS-307/1. The state of the coagulation, anticoagulant and fibrinolytic links of the hemostasis system, as 
well as the viscoelastic properties of the blood, were assessed immediately before the HBO session and immediately after it. The 
total number of comparison pairs was 45. Under the influence of HBO therapy, there was an increase in the activity of antithrombin 
III (ATIII), protein C (PrS) and a decrease in the viscoelastic properties of blood (p <0.05). Positive deviations in the values   of 
ATIII, Pr C, von Willebrand factor, APTT, prothrombin and thrombin time, fibrinogen, factor XIII, XIIa-dependent fibrinolysis, 
D-dimers and thromboelastography parameters were revealed. The maximum frequency of their occurrence was recorded for 
ATIII (95%), the minimum - for the D-dimer (62%). After HBO procedures, undesirable deviations of the hemostatic system 
parameters were also noted. They were chaotic, were compensated by an increase in the activity of physiological anticoagulants 
and were not accompanied by complications of a thrombogenic nature.
Thus, conducting HBO therapy sessions in the acute period of burn disease increases the activity of physiological anticoagulants 
and stabilizes the viscoelastic properties of blood. There is a high frequency of occurrence of positive effects of hyperoxia on the 
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components of the hemostasis system. The identification of its undesirable effects indicates the need to monitor the state of the 
hemostasis system during HBO procedures.
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Введение. Тяжелая ожоговая травма вызывает раз-
витие специфического симптомокомплекса (ожоговой 
болезни) и сопровождается повреждением всех само-
регулирующих систем. Одним из ключевых звеньев 
патогенеза ожоговой болезни являются нарушения си-
стемы гемостаза, которые четко соотносятся с основ-
ными принципами тромбообразования. Предложенные 
немецким патологом Рудольфом Вирховым в середине 
XIX века и известные в литературе как триада Вирхова, 
они включают повреждение сосудистой стенки, замед-
ление кровотока и ускорение свертывания крови. Тяже-
лая ожоговая травма вызывает выраженную паралити-
ческую дилатацию капилляров и венул, капилляростаз 
и сладж эритроцитов, перикапиллярный отек, ишемию 
сосудистой стенки и повышение ее проницаемости, что 
в совокупности с дисбалансом основных звеньев систе-
мы гемостаза, возрастанием прокоагулянтной активно-
сти, плазмопотери и гемоконцентрации создает высокий 
риск тромботических осложнений [1-4] .

В настоящее время для лечения ряда опасных для жиз-
ни состояний, таких как отравление угарным газом, де-
компрессионная болезнь, газовая эмболия, а также острая 
ожоговая травма используется терапия гипербарическим 
кислородом (ГБО) [5]. Гипербарическая терапия спо-
собствует восстановлению клеточного и гуморального 
иммунитета, обладает противомикробной активностью, 
снижает вероятность септических осложнений, стимули-
рует ангиогенез, способствует цитопротекции, уменьша-
ет гиперкоагуляцию и способствует заживлению ран [6]. 

Основу ГБО составляет прерывистое вдыхание 100% 
кислорода в камере под давлением от 1,5 до 3,0 Ата, что 
приводит к увеличению скорости и расстояния диффу-
зии кислорода, повышению растворения кислорода в 
плазме крови, достижению большего насыщения кисло-
родом гемоглобина эритроцитов и улучшению доставки 
кислорода [7, 8]. 

Раннее использование гипербарической терапии, 
особенно при обширных и критических ожогах, препят-
ствует углублению ожогов, уменьшает отечность тканей 
вследствие вазоконстрикции и улучшает кровоток в по-
граничных областях, способствует заживлению ожого-
вых ран и, возможно, приводит к снижению смертности, 

сроков госпитализации и потребности в хирургических 
вмешательствах по восстановлению целостности кожно-
го покрова [9]. 

Основные побочные эффекты ГБО ограничиваются 
легочной и неврологической (например, нарушение зре-
ния, шум в ушах, тошнота, лицевые спазмы, головокру-
жение и дезориентация) системами. Легочная токсич-
ность обычно проявляется раздражением трахеобронхи-
ального тракта [10].

Общепризнано, что дыхание более 1 Ата О2 увели-
чивает выработку активных форм кислорода (АФК), ко-
торые могут оказывать влияние на системы свертывания 
и фибринолиза, регуляцию эффекторных клеток, таких 
как тромбоциты, эндотелиальные клетки, эритроциты, 
нейтрофилы, тучные клетки, моноциты и фибробласты 
[11]. АФК стимулируют коагуляцию путем увеличения 
экспрессии тканевого фактора (ТФ) в эндотелиальных 
клетках [12], моноцитах и гладкомышечных клетках 
сосудов [13]. Активация протеазоактивируемых рецеп-
торов (PARs) может привести к индукции эндотелиаль-
ного ТФ через митохондриальную АФК-сигнализацию. 
Коагуляционная система также сама может активиро-
вать генерацию АФК посредством тромбина [14]. 

АФК могут оказывать протромботическое действие, 
инактивируя ингибитор пути тканевого фактора, проте-
ин С и его агонист тромбомодулин [15], окисляя фибри-
ноген, который затем более легко превращается в фи-
брин [16], уменьшая взаимодействие между тромбином 
и антикоагулянтами [17]. 

АФК могут снижать регуляцию ингибитора актива-
тора плазминогена-1 (ПАИ-1), тем самым оказывая сти-
мулирующее действие на систему фибринолиза [18]. 

Учитывая столь многофакторное взаимодействие 
АФК с системами свертывания и противосвертывания 
крови, а также роль гемостазиологических изменений в 
патогенезе ожоговой болезни, значимость изучения со-
стояния гемостазиологического статуса у пациентов с 
тяжелой ожоговой травмой в условиях гипероксии ста-
новится очевидной.

Цель исследования: изучить влияние ГБО терапии 
на состояние системы гемостаза у пациентов с тяжелой 
ожоговой травмой.
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Материал и методы. Состояние системы гемостаза 
изучено у 9 пациентов (2-х женщин, 7 мужчин), средней 
возрастной группы (44±9,94 года), получивших термиче-
скую травму на площади более 32% (49,4±18,3) поверх-
ности тела, сопровождающуюся развитием ожогового 
шока. Пациенты находились на лечении в Университет-
ской клинике Приволжского исследовательского меди-
цинского университета. Стандартная терапия ожоговой 
травмы дополнялась проведением сеансов ГБО. Лечение 
гипербарическим кислородом проводилось в барокаме-
рах повышенной комфортности БЛКС-307, БЛКС-307/1 
производства государственного космического научно-
производственного центра им. М.В.Хруничева. При вы-
боре режима лечения в барокамере учитывали характер 
термической травмы, локализацию и площадь ожоговой 
поверхности, возраст пациента, наличие сопутству-
ющих заболеваний, тяжесть ожогового шока, течение 
ожоговой болезни. При проведении сеанса ГБО исполь-
зовался режим «малых доз» с изопрессией 1,3 Ата, об-
щая продолжительность сеанса – 50-60 мин. Количество 
сеансов варьировало от 4 до 6. Определение показате-
лей системы гемостаза проводились непосредственно 
до сеанса ГБО и сразу же после его проведения. Общее 
количество пар сравнения составило 45. Исследование 
проведено в соответствии с Хельсинкской деклараци-
ей (2013) и одобрено локальным этическим комитетом 
Приволжского исследовательского медицинского уни-
верситета. От каждого пациента получено информиро-
ванное согласие на участие в исследовании. 

Забор крови, ее стабилизация и получение плазмы 
для исследований осуществлялись согласно общепри-
нятым требованиями для гемостазиологических иссле-
дований. Медиана гематокрита в группе тяжелообож-
женных составила 35,8 [32,9;41,9].

Показатели системы гемостаза: (активированное 
частичное тромбопластиновое время (АЧТВ), протром-
биновое время (ПВ), концентрация фибриногена (Фг), 
Д-димера (Д-д), активность антитромбина III (ATIII), 
протеина С (ПрС), плазминогена (Пг), α2-антиплазмина 
(α2-АП), фактора фон Виллебранда (ФВ), антиген фак-
тора XIII (XIIIф) были определены на анализаторе ге-
мокоагуляции ACL ТОР 500 (Instrumentation Laboratory 
Company, США) с использованием стандартных на-
боров. Состояние вязко-эластических свойств кровя-
ного сгустка было изучено согласно стандартной ме-
тодике на тромбоэластографе ТЭГ 5000 («Haemoscope 
Corporation», США) [6]. Измерение тромбоэластографи-
ческих параметров выполнялось на цитратных образцах 
крови с добавлением активатора коалина (режим ТЭГ– 
citrated kaolin). Были получены все показатели кинетики 
свертывания, выдаваемые этой программой, статисти-
ческому анализу подверглись показатели ТЭГ: R, K, a, 
MA, G. Для определения активности XIIa-зависимого 
фибринолиза (XIIa-ЗФ) использовались наборы реаген-
тов фирмы «Технология-Стандарт» (Россия).

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

Для проверки статистических гипотез использовали: 
U-критерий Манна-Уитни, критерий Вилкоксона. Кри-
тическая величина уровня значимости принята равной 
0,05. Количественные данные представлены в виде: 
медианы и первого; третьего квартиля Ме (Q1; Q3). Ча-
стоты наблюдения приведены в процентах, в скобках 
указаны абсолютные значения. За отклонение значений 

показателей было принято различие между определени-
ями до и после ГБО сеанса, превышающее 5%, что соот-
ветствует ошибке методов для ACL TOP 500 и ТЭГ 5000. 

Результаты. Анализ полученных результатов пока-
зал, что до проведения сеансов ГБО у всех пациентов 
регистрировались характерные для ожоговой болезни 
изменения системы гемостаза. Выявленный дисбаланс 
между прокоагулянтными и противосвертывающими 
механизмами имел выраженную протромботическую 
направленность. 

Значительное повышение активности ФВ, превы-
шающее усредненные значения в контрольной группе 
более чем в 4 раза, регистрировалось на фоне гиперфи-
бриногенемии, уровень которой отличался от физиоло-
гической нормы более чем в 3 раза (табл. 1).

Для пациентов было характерно снижение антигена 
фибрин-стабилизирующего фактора (XIIIф) практиче-
ски в 2 раза (см. табл. 1).

Противосвертывающие механизмы характеризова-
лись незначительным снижением активности физио-
логических антикоагулянтов (АТIII и ПрС) и глубоким 
угнетением фибринолиза, о чем свидетельствовало уд-
линение практически в 15 раз времени лизиса сгустка 
крови по данным XIIa-ЗФ, а также повышением актив-
ности ингибитора фибринолиза α2-АП. Изменений ак-
тивности Пг выявлено не было. 

Медиана концентрации Д-димеров была повышена 
по сравнению с контрольной группой в 6 раз. 

Несмотря на то, что медиана значений хронометри-
ческих тестов ПВ, АЧТВ и ТВ достоверно отличалась от 
таковой в контрольной группе, ее изменения были диа-
гностически малозначимыми (см. табл. 1). 

Исследования состояния вязко-эластических свойств 
крови подтверждали данные о повышенном риске тром-
бообразования у пациентов с тяжелой термической 
травмой в острый период ожоговой болезни, на что ука-
зывали отклонения показателей ТЭГ: укорочение k и 
увеличение angl, МА и G (см. табл. 1).

Сравнительный анализ показателей системы гемостаза 
у тяжелообожженных до и после проведения ГБО выявил 
положительные эффекты гипероксии на систему гемо-
стаза, которые были связаны с возрастанием активности 
физиологических антикоагулянтов АТIII (р=0,003), ПрС 
(р=0,04), а также удлинением ТВ (р=0,03) и снижением си-
лы кровяного сгустка (G) (р=0,025) (табл. 2). Повышение 
активности Пг (р=0,09) и снижение МА имели тенденцию 
к достоверности (р=0,09; р=0,058, соответственно). Меди-
аны показателей, характеризующих коагуляционный ста-
тус, практически не изменялись после ГБО терапии.

Более детальный анализ полученных результатов, 
основанный на оценке частоты встречаемости отклоне-
ний значений гемостазиологических показателей после 
сеанса ГБО, показал, что в преобладающем числе слу-
чаев гипероксия способствует стабилизации системы 
гемостаза. Однако в ряде случаев было выявлено и ак-
тивирующее действиее гипербарического кислорода на 
систему гемостаза у тяжелообожженных.

Положительный эффект ГБО терапии был выявлен для 
естественных антикоагулянтов (АТIII и ПрС), компонен-
тов фибринолитической системы (Пг и α2-АП), маркера 
эндотелиальной дисфункции ФВ и показателя тромбоэла-
стографии G, а также хронометрических тестов. Его часто-
та встречаемости для данных тестов превышала 80% .

Под влиянием ГБО у большинства обследованных 
пациентов отмечались изменения значений показателей 
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системы гемостаза, имеющие наиболее выраженные 
отклонения по сравнению физиологической нормой и 
определяющие прокоагулянтную направленность нару-
шений гемостазиологического статуса после ожога. По-
сле воздействия гипербарического кислорода не отмеча-
лось повышения концентрации Фг, Д-д, антигена ФXIII 
и угнетения активности XIIa-ЗФ в более 60% случае. 
После некоторых процедур были выявлены нежелатель-
ные отклонения значений тестов, свидетельствующие 
об отсутствии нормализующего эффекта ГБО терапии 
на систему гемостаза, частота их встречаемости нахо-
дилась в диапазоне от 27 до 38%. Следует отметить, что 

отклонения были выявлены после 3 и 4 процедур ГБО 
у тяжелообожженного пациента, имеющего такие со-
путствующие заболевания как сахарный диабет, артери-
альную гипертензию, астму и метаболический синдром. 
Изменения показателей не сопровождались снижением 
активности физиологических антикоагулянтов, не вы-
звали увеличения плотности сгустка крови по данным 
ТЭГ и развитие тромботических осложнений. У осталь-
ных пациентов встречаемость изменений подобного 
характера была единичной и, как правило, не сопрово-
ждалась снижением активности противосвертывающих 
механизмов. 

Т а б л и ц а  1
Влияние ГБО терапии на показатели системы гемостаза у тяжелообожженных (Me (Q1;Q3))

Показатели Контроль До ГБО После ГБО 
Фактор Виллебранда, % 89,4[86,4;95,9] 453[388;548],* 464[389;525]*
Фибриноген, г/л 2,92 [2,79; 3,03] 8,07[6,87;9,35]* 8,67[7,55;9,35]*
XIII фактор, % 100[85.2;110.0] 46.7[34,0;58.1]* 46.8[32,1;58,7]*
Антитромбин III, % 99,1 [97,7;102] 90,0[78,5;98,5]* 92[80,5;98,5]* **
Протеин С, % 121 [118;133] 97,1[88,8;108,6]* 103,9[91,2;118,6]* **
Плазминоген, % 94,0 [89,4; 95,6] 87,0[76,0;105,0] 90,5[77,0;108,5]
XIIa-ЗФ, мин 4,00 [4,12; 4,54] 60,0[40,0;100,0]* 60,0[50,0;95,0]*
α2-антиплазмин, % 101[98,9;102,8] 116[107;127]* 117[109;125]*
Д-Димер, мг/мл 0,095[0,093;0,099] 0,575[0,370;0.93]* 0,570[0,36;1,03]*
Протромбиновое время, с 13,0 [13,0;13,3] 12,1[11,1;12,8]* 12,1[11,2;12,8]*
Тромбиновое время, с 13,9[13,8; 12,0] 12,8[12,1;13,2]* 13,1[12,3;13,8]* **
АЧТВ, с 26,5 [26,0; 27,5] 29,1[27,4;30,9]* 29,9[28,5;31,5]*
R, мин 7,6 [7,2;8,2] 7,80[6,7;9,2] 7.80[6,80;9.40]
K, мин 1.9 [1,7;2,2] 1,7[1,50;2,00]* 1,80[1,60;2,10]
Angl, град 63,9 [61,4;66,5] 67,4[61,6;69.4]* 65,3[61,2;68,9]
MA, мм 67,6 [65,5;69,4] 72,1[66,4;75,1]* 70,0[64,3;73,6]
G, дина/с 10,4 [9,5;11,3] 12,8[9,6;14,9]* 11,4[9,0;13,9]**

П р и м е ч а н и е . * - Различия статистически значимы по анализируемым параметрам между контрольной группой и группами 1 и 2; **- раз-
личия статистически значимы по анализируемым параметрам между группами 1 и 2.

Т а б л и ц а  2
Частота встречаемости отклонений значений гемостазиологических показателей после сеанса ГБО (%, в скобках указаны абсолют-

ные значения)

Показатели Положительный эффект Нежелательный эффект 
Антитромбин III , % 95 (41/43)* 5 (2/43)
Плазминоген, %) 92(33/36)* 8(3/36)
Тромбиновое время, с 91(29/32)* 9(3/32)
Протеин С, % 89(32/36)* 11(4/36)
АЧТВ, с 88(29/33)* 12(4/33)
α2-антиплазмин, % 86(31/36)* 14(5/36)
G, дина/с 85(35/39)* 15(6/39)
MA, мм 85(35/39)* 15(6/39)
Протромбиновое время, с 84(38/45)* 16(7/45) 
Фактор Виллебранда, % 81(29/36)* 19(7/36)
K, мин 74(19/39)* 26(10/39)
Angl, град 74(19/39)* 26(10/39)
XIIa-ЗФ, мин 73(32/44)* 27(12/44)
XIII фактор, % 66(21/32)* 34(11/32)
Фибриноген, г/л 64(29/44)* 36(16/44)
R, мин 63(22/35)* 37(13/35)
Д-Димер, мг/мл 62(26/42)* 38(16/42)

П р и м е ч а н и е . * – Достоверность различия между частотой встречаемости отклонений показателей после ГБО терапии.
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Обсуждение. Полученные нами результаты свиде-
тельствуют о влиянии гипероксии на гемостазиологи-
ческий статус тяжелообожженных, что наглядно под-
тверждается биологическими маркерами активации 
и ингибирования системы гемостаза, которые играют 
важную роль в регуляции как самой системы гемостаза, 
так и гомеостаза организма в целом.

Под действием гипероксии повышается активность 
одного из основных физиологических антикоагулянтов 
антитромбина III. Возрастание активности АТIII свиде-
тельствует об усилении антикоагулянтного потенциала 
системы гемостаза и противовоспалительного ответа. 
АТIII нейтрализует многие ферменты свертывания крови, 
включая тромбин, плазмин и факторы IXa, Xa, XIa, XIIa 
[19], а также блокирует воспалительные пути, вызванные 
тромбином. ATIII предотвращает индуцированную фак-
тором Ха и комплексом TF / VIIa продукцию интерлей-
кина ИЛ-6, ИЛ-8 и Е-селектина. ATIII обладает мощными 
противовоспалительными свойствами, которые не зави-
сят от его антикоагулянтной активности [20]. Этот белок 
препятствует адгезии нейтрофилов к стенке кровеносных 
сосудов и снижает продукцию различных цитокинов и 
хемокинов эндотелиальными клетками [21].

Гипероксия способствует повышению активности про-
теина С. Белок ПрС играет важную роль в регуляции ге-
мостаза у человека, ингибируя выработку тромбина путем 
инактивации факторов Vа и VIIIа. В дополнение к своей 
антикоагулянтной функции ПрС проявляет мощные цито-
протекторные и противовоспалительные свойства [22].

Гипербарический кислород оказывает влияние на 
прокоагулянтный профиль у тяжелообожженных. В ос-
новной массе исследований не было отмечено повыше-
ния концентрации фибриногена в ответ на гипероксию, 
в то же время у части больных после сеанса ГБО кон-
центрация этого острофазного белка возрастала.

Фибриноген - это крупный внеклеточный белок, син-
тезируемый печенью [23]. Фг является белком острой 
фазы [24]. Повышенный уровень Фг при ожоговой бо-
лезни предопределяется основным заболеванием воспа-
лительной природы, при котором потребление фибрино-
гена при формировании микротромбов компенсируется 
усилением биосинтеза этого белка под действием про-
дуктов его распада, а с другой стороны  нарушением его 
катаболизма в легких [25].

Фг взаимодействует с такими компонентами плазмы, 
как тромбоциты, эндотелиальные клетки, эритроциты 
и внеклеточные белки. Гиперфибриногенемия способ-
ствует эндотелиальной дисфункции, пролиферации и 
ангиогенезу. Фг влияет на вязкость плазмы и уровень 
СОЭ, способствует повышенной реверсивной агрегации 
эритроцитов, что в значительной степени способствует 
окклюзии сосудов [26-28]. 

Проведенные нами исследования показали, что тяже-
лая ожоговая травма вызывает возрастание активности 
фактора Виллебранда, которое обнаруживается практи-
чески у всех пациентов. Под воздействием гипероксии не 
отмечалось ее повышение в более чем 80% исследований.

В настоящее время ФВ является общепризнанным 
маркером эндотелиальной дисфункции, ему принадлежит 
центральная роль в процессе контролирования гемостаза 
и тромбоза. Этот гликопротеин опосредует активацию 
тромбоцитов, прикрепление их к субэндотелиальному 
коллагену и индукцию системы гемостаза через фактор 
VIII. Благодаря своей важной роли в воспалении VWF 
идентифицируется как белок острой фазы [29]. В ответ 

на повреждение сосудов или воспалительные стимулы 
высвобождение VWF могут вызывать вазоактивные гор-
моны, такие как адреналин и вазопрессин, а также белки 
плазмы крови тромбин, гистамин и многие другие медиа-
торы воспаления и / или тромбоза [30]. Тромбогенериру-
ющая активность повышенных концентраций ФВ явля-
ется одним из основных причинных факторов ишемиче-
ской болезни сердца [31]. ФВ служит сайтом связывания 
лиганда для таких бактерий как Staphylococcus aureus и 
Streptococcus pneumoniae, вызывающих опасные для жиз-
ни инфекционные заболевания [32].

Еще одной особенностью нарушений системы гемо-
стаза у тяжелообожженых является снижение антигена 
фактора XIII. В основной массе исследований гиперба-
рический кислород не оказывает негативного влияния 
на антиген XIIIф. Определение XIIIф является крайне 
актуальным у пациентов с ожоговой травмой, т.к. его не-
достаточность является одной из причин развития желу-
дочно-кишечных кровотечений [33]. 

XIIIф - фибрин-стабилизирующий фактор, называе-
мый также фибринолигазой и трансглутаминазой – про-
фермент, являющийся одим из основных участников об-
разования сгустков на последних стадиях свертывания и 
требующий для активации ионы кальция и тромбин [34]. 
XIIIф является уникальным среди белков свертывания 
крови не только по природе своей ферментативной ак-
тивности, которая сшивает, а не протеолизирует белки, 
но и по способности напрямую влиять на устойчивость 
фибрина к фибринолизу, механическую стабильность 
фибрина, сокращение и состав сгустка [35-37].

Активный XIIIф образует не только ковалентные связи 
между α - и γ-цепями фибрина, но и сшивает внутри са-
мого фибринового сгустка такие антифибринолитические 
белки как α2-AP и ПАИ-1. В частности, сшитый α2-AP, 
необходимый для ингибирования фибринолиза, оста-
ется полностью активным и защищает образовавшийся 
сгусток от спонтанного фибринолиза [38].

Функция XIIIф не ограничивается участием в гемо-
стазе, он играет важную роль в заживлении ран, восста-
новлении тканей, отложении внеклеточного матрикса и 
дифференцировке остеобластов, участвует в регуляции 
иммунных реакций как на клеточном, так и на гумо-
ральном уровнях, усиливает пролиферацию и миграцию 
моноцитов [39].

Приобретенный дефицит XIIIф может возникать из-
за снижения его синтеза или увеличения потребления, 
а также из-за продукции аутоантител против субъеди-
ниц XIIIф. Инактивацию XIIIф связывают с обратимым 
окислением, протеолизом тромбином и ферментами, 
высвобождаемыми гранулоцитами [40].

Следует отметить, что снижение фактора XIIIф яв-
ляется не только фактором риска развития геморраги-
ческих осложнений. В условиях воспаления он может 
способствовать повышению риска тромбообразования. 
Степень его снижения коррелирует с выраженностью 
острофазного ответа и активацией системы свертыва-
ния. Отрицательная динамика активности XIIIф сопря-
жена с уровнем маркеров тромбинемии и степенью сни-
жения физиологических антикоагулянтов [41,42].

Д-димер является еще одним биологически значимым 
маркером, концентрация которого может изменяться под 
действие гипербарического кислорода. Повышенная кон-
центрация Д-д стимулирует синтез и высвобождение из 
моноцитов (макрофагов) интерлейкинов, вызывающих 
дисфункцию эндотелия, а также ПАИ-1, подавляющего 
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фибринолиз, что в целом способствует прогрессирова-
нию микротромбообразования. Выраженный дисбаланс 
между про- и противовоспалительными цитокинами [43], 
гипоксия [44], развитие таких опасных для жизни паци-
ентов осложнений ожоговой болезни как сепсис, пневмо-
ния и синдром ДВС [45], длительный постельный режим 
и инвазивное лечение [46] могут способствовать повыше-
нию этого деривата фибриногена у тяжелообожженных.

Гипероксия оказывает влияние на активность XIIa-ЗФ. 
Глубокое угнетение XIIa-ЗФ является характерной осо-
бенностью тяжелой ожоговой травмы. XIIa-ЗФ относит-
ся к интегральным тестам системы гемостаза, который 
отражает изменения фибринолитической системы и по-
казывает изменения в системе комплемента и каллекре-
ин-кининовой системы, которые активизируются через 
XII фактор свертывания [47]. Причинами, вызывающими 
угнетение XIIa-ЗФ, могут быть снижение концентрации 
плазминогена, увеличение содержания ПАИ-1, фибрино-
гена и деградация белков контактной системы (факторов 
XII, XIIa, прекалликреина, калликреина, высокомолеку-
лярного кининогена) под действием протеиназ, освобож-
даемых клетками крови при патологических состояниях. 
Первенство того или иного фактора, способствующего 
снижению активности XIIa-ЗФ, будет определяется так-
же и особенностями патологического процесса [26].

Эффект ГБО терапии отражается на состоянии на 
вязко-эластических свойства крови. Под действием 
гипербарического кислорода отмечается уменьшение 
плотности сгустка крови (G). Плотность сгустка являет-
ся наилучшим показателем гемостатической способно-
сти и представляет собой взаимодействие между тром-
боцитами и фибриногеном, которые являются детерми-
нантами стабильного образования сгустка [48].

Следует отметить, что тесты, характеризующие 
вязко-эластические свойства крови, считаются более 
надежными, чем обычные хронометрические тесты, 
обеспечивая более точную и быструю оценку состоя-
ния системы гемостаза [49]. В раннем после ожоговом 
периоде рутинные тесты недостаточно чувствительны 
для обнаружения тонких изменений коагуляции, часто 
становясь аномальными только после развития тяжелых 
коагулопатий [50].  По мнению П.А. Воробьева и соавт. 
[51] нормальные хронометрические показатели сверты-
вания крови при исследовании АЧТВ и ПВ отчасти мо-
гут быть связаны с действием растворимых комплексов 
фибрин-мономеров, которые в избытке образуются при 
гиперфибриногенемии и являются патологическими 
антикоагулянтами. 

Заключение. Таким образом, тяжелая термическая 
травма вызывает глубокие нарушения системы гемоста-
за, проявляющиеся дисфункцией эндотелия, гиперфи-
бриногенемией, снижением фибрин-стабилизирующего 
фактора, угнетением противосвертывающих механиз-
мов, нарушением вязко-эластических свойств крови. 

Под воздействием ГБО терапии отмечается повы-
шение активности естественных антикоагулянтов. В 
условиях гипероксии в большинстве случаев отмечался 
стабилизирующий эффект на изменения показателей, 
характеризующих прокоагулянтную направленность 
нарушений системы гемостаза. Выявления активации 
системы гемостаза в ответ на ГБО терапию свидетель-
ствует о необходимости мониторинга гемостазиологи-
ческих показателей. Для усиления доказательной базы 
полученных результатов требуются дополнительные ис-
следования.
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ЭТИОЛОГИЧЕСКАЯ ЗНАЧИМОСТЬ ШТАММОВ CORYNEBACTERIUM SPP. В РАЗВИТИИ 
ЗАБОЛЕВАНИЙ РЕСПИРАТОРНОГО ТРАКТА
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Corynebacterium spp. связывают с воспалительными заболеваниями респираторного тракта (трахеит, фарингит, рино-
синусит, бронхит, пневмония и др.). С. pseudodiphtheriticum может явиться возбудителем бактериальной коинфекции 
у больных с новой коронавирусной инфекцией (COVID-19). Цель – определение патогенных свойств и резистентности 
к антимикробным препаратам (АМП) штаммов Corynebacterium spp. для установления их этиологической значимости 
в развитии воспалительных заболеваний респираторного тракта. Штаммы Corynebacterium spp. выделены от боль-
ных с воспалительными заболеваниями респираторного тракта (n=43) и практически здоровых лиц (n=29). Изоляты 
идентифицировали масс-спектрометрическим методом (MALDI-ToF MS), определяли их цитопатическое действие в 
культуре клеток СНО-К1, гемолитическую, уреазную активность, резистентность к АМП. Штаммы Corynebacterium 
spp. выделяли от больных в количестве 105 КОЕ/мл и более, практически здоровых -104КОЕ/мл и менее. Изоляты Cory-
nebacterium spp. от больных оказывали более выраженное цитопатическое действие (83,7±11,1%) и чаще обладали ре-
зистентностью к АМП, чем выделенные от практически здоровых. Для установления этиологической значимости изо-
лятов Corynebacterium spp. в развитии воспалительных заболеваний респираторного тракта целесообразным является 
определение их количества в биологическом материале (105 КОЕ/мл и более), цитопатического эффекта на культуре 
клеток СНО-К1, наличия множественной резистентности к АМП. Различия в характеристиках изолятов Corynebac-
terium spp. от больных с патологией респираторного тракта и практически здоровых лиц связаны со штаммовой, а не 
видовой принадлежностью коринебактерий.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  Сorynebaterium spp.; воспалительные заболевания респираторного тракта; цитопатическое 
действие; резистентность к антимикробным препаратам.
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Kharseeva G. G.1, Mangutov E. O.1, Alutina E. L.1, But O. M.2, Pakhomova A. E.1

ETIOLOGICAL SIGNIFICANCE OF CORYNEBACTERIUM SPP. IN THE DEVELOPMENT OF DISEASES OF 
THE RESPIRATORY TRACT
1Federal State Educational Institution of Higher Education «Rostov State Medical University» Ministry of Health of Russia, 
344022, Rostov-on-Don, Russia; 
2Municipal budgetary health care institution, «Сity hospital № 20 of Rostov-on-Don», 344091, Rostov-on-Don, Russia
Corynebacterium spp. It is associated with inflammatory diseases of the respiratory tract (tracheitis, pharyngitis, rhinosinusitis, 
bronchitis, pneumonia, etc.). C. pseudodiphtheriticum can be the causative agent of bacterial coinfection in patients with a new 
coronavirus infection (COVID-19). The aim is to determine the pathogenic properties and resistance to antimicrobial drugs 
of Corynebacterium spp. strains to establish their etiological significance in the development of inflammatory diseases of the 
respiratory tract. Strains of Corynebacterium spp. isolated from patients with inflammatory diseases of the respiratory tract (43 
pcs.) and practically healthy individuals (29 pcs.). Isolates were identified by mass spectrometric method (MALDI-TOF MS), 
their cytopathic effect in CHO-K1 cell culture, hemolytic, urease activity, antimicrobial drug resistance were determined. Strains 
of Corynebacterium spp. isolated from patients in the amount of 105 CFU/ml or more, practically healthy – 104 CFU/ml or less. 
Isolates of Corynebacterium spp. patients had a more pronounced cytopathic effect (83.7±11.1%) and were more often resistant to 
antimicrobial drugs than those isolated from practically healthy. To establish the etiological significance of Corynebacterium spp. 
isolates. in the development of inflammatory diseases of the respiratory tract, it is advisable to determine their amount in biological 
material (105 CFU/ml or more), the cytopathic effect on CHO-K1 cell culture, as well as the presence of multiple resistance to 
antimicrobial drugs. Differences in the characteristics of Corynebacterium spp. isolates. from patients with respiratory tract 
pathology and practically healthy individuals are associated with the strain, not the species, of corynebacteria.
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Введение. Сorynebaсterium spp. входят в состав нор-
мальной микрофлоры человека, в связи с чем микро-
биологической диагностике инфекций, вызываемых 
этими микроорганизмами, не уделяется должного 
внимания. Накапливается всё больше данных о роли 
Сorynebaсterium spp. в патологии как у иммунокомпро-
метированных, так и иммунокомпетентных пациентов, 
чему способствует недостаточность врождённого имму-
нитета, хронические заболевания, социальные и другие 
условия. C. pseudodiphtheriticum, близкородственный 
ему вид C. propinquum, C. striatum, C. amycolatum, C. 
accolens, С. argentoratense, C. tuberculostearicum и др. 
связывают с воспалительными заболеваниями респира-
торного тракта (трахеит, фарингит, риносинусит, брон-
хит, пневмония, обострение бронхоэктатической болез-
ни и хронической обструктивной болезни лёгких и др.) 
[1-3]. С. pseudodiphtheriticum может быть возбудителем 
бактериальной коинфекции у больных с новой корона-
вирусной инфекцией (COVID-19), находящихся на ис-
кусственной вентиляции лёгких [4]. Это указывает на 
необходимость установления их этиологической роли в 
патологии. Для установления клинической значимости 
изолятов Сorynebacterium spp. в развитии воспалитель-
ных заболеваний респираторного тракта большое значе-
ние имеет определение их количества в правильно со-
бранном клиническом материале (мокрота, промывные 
воды бронхов) [5, 6]. Выделение Сorynebacterium spp. 
как преобладающих микроорганизмов в биологическом 
материале из дыхательных путей может быть связано с 
активным инфекционным процессом и не должно игно-
рироваться при проведении культурального исследова-
ния [5]. Сorynebacterium spp., выделяемые от больных 
с воспалительными заболеваниями респираторного 
тракта, не продуцируют токсины (дифтерийный и PLD-
экзотоксин), что свидетельствует о значении в развитии 
инфекционного процесса иных факторов патогенности. 
Патогенные свойства недифтерийных коринебактерий 
связывают с адгезивностью, инвазивностью, цитоток-
сичностью, наличием у некоторых видов ферментов уре-
азы и гемолизина [7-9]. Важное значение имеет и уста-
новление чувствительности изолятов Сorynebaсterium 
spp. к антимикробным препаратам (АМП), которая об-
условлена штаммовыми различиями, а не видовой при-
надлежностью [10-13]. Целесообразным является выяв-
ление изолятов с множественной лекарственной устой-
чивостью (МЛУ), расцениваемых в настоящее время как 

высоко патогенные. Имеются указания на то, что пред-
шествующее лечение пациентов АМП, по-видимому, 
даже способствует колонизации C. pseudodiphtheriticum 
их организма [3, 14-16]. Инфекции, вызываемые Coryne-
bacterium spp., не контролируются средствами массовой 
вакцинации, проводимой препаратами дифтерийного 
анатоксина, поэтому к ним следует относиться с насто-
роженностью.

Цель исследования – определение патогенных 
свойств и резистентности к АМП штаммов Corynebac-
terium spp. для установления их этиологической значи-
мости в развитии воспалительных заболеваний респира-
торного тракта.

Материал и методы. Исследованы штаммы Cory-
nebacterium spp. (С. pseudodiphtheriticum, C. accolens, 
C. afermentans, C. amycolatum, C. argentoratense, С. pro-
pinquum, C. tuberculostearicum, С.simulans, C. falsenii, С. 
coyleae, C. aurimucosum, C. freneyi, C. durum, C. xerosis), 
выделенные из верхних дыхательных путей (зев, нос) 
больных с хроническим тонзиллитом, назофарингитом, 
бронхитом, пневмонией, ангиной (43 штамма); штам-
мы  С. pseudodiphtheriticum, C. accolens, C. afermentans, 
C. amycolatum, С. propinquum, C. durum, C. xerosis, вы-
деленные от практически здоровых лиц, проходивших 
профилактическое обследование (29 штаммов). Все ис-
следованные штаммы Corynebacterium spp. получены за 
период с октября 2018 г. по июнь 2021 г. из бактериоло-
гической лаборатории МБУЗ «Городская больница № 20 
г. Ростова-на-Дону».

Идентификацию выделенных штаммов Corynebac-
terium spp. проводили методом масс-спектрометрии 
(MALDI-ToF MS) [17]. Для проведения MALDI-ToF 
MS из подозрительных на коринебактерии колоний, вы-
ращенных на кровяно-теллуритовом и кровяном агаре, 
вылеляли чистые культуры, которые наносили на ми-
шень масс-спектрометра (MSP-чип). Полученные куль-
туры смешивали в чашке Петри в объёме 2 мкл матри-
цы, представляющей собой α-циано-гидроксикоричную 
кислоту (HGGA, Bruker Daltonics) в 50% ацетонитрила и 
2,5% трифторуксусной кислоты. Смесь готовили путём 
добавления 1 мкл органического растворителя к 10 мг 
HGGA, смешивали на вортексе в течение 30 мин. до пол-
ного растворения кристаллов гидроксикоричной кисло-
ты. Раствор использовали в качестве матрицы для кри-
сталлизации белков. В качестве стандарта калибровки 
использован коммерческий препарат DH5-alpha E. coli 
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(Bruker bacteria teststandart). Определяли коэффициент 
совпадения (Score Value). Результаты идентификации со 
значением коэффициента Score˃2,0 считали достовер-
ными. Учёт результатов проводили с помощью прибора 
Bruker Daltonics Biotyper (Германия) с использованием 
программного обеспечения Flex-control для идентифи-
кации штаммов рода Corynebacterium и сравнением со 
спектрами из базы данных.

Для определения цитопатического действия (ЦПД) 
исследовали фильтраты культур штаммов Corynebacteri-
um spp., выращенных на 20%-ном сывороточном бульоне, 
и полученные с помощью мембранных фильтров фирмы 
«Millipore» (США) с размером пор 0,45 мкм. Фильтраты 
титровали в 96-луночном планшете в среде RPMI-1640 
без добавления сыворотки и вносили в лунки с клетка-
ми СНО-К1 по 0,05 мл, предварительно удалив питатель-
ную среду. Каждый образец фильтрата культур штаммов 
Corynebacterium spp. исследовали в 7-8 повторах. План-
шет инкубировали в СО2-инкубаторе в течение 72 ч при 
температуре +37° С, влажности 90%, концентрации СО2 
– 5%. Учёт производили через 72 ч. Характер ЦПД штам-
мов коринебактерий на культуре клеток СНО-К1 [18, 19] 
учитывали под инвертированным микроскопом. Опре-
деляли количество жизнеспособных и изменённых кле-
ток по морфологическим и деструктивным изменениям 
в виде истончения, удлинения, округления, образования 
симпластов. Регистрацию результатов проводили с ис-
пользованием цифрового фотоаппарата и инвертирован-
ного микроскопа. Лунки с интактной культурой клеток 
СНО-К1 (контроль) и лунки с клетками, подвергшимися 
воздействию фильтратов исследованных культур кори-
небактерий (опыт) фиксировали на предметном столике. 
Клетки фотографировали через прозрачное дно панели с 
общим увеличением на фотоснимке в 100 раз без допол-
нительного окрашивания.

Гемолитическую активность штаммов исследовали 
по методу Грейга [20]. Уреазную активность определя-
ли в соответствии с методическими указаниями «Лабо-
раторная диагностика дифтерийной инфекции» (МУК 
4.2.3065-13. Методы контроля. Биологические и микро-
биологические факторы. Лабораторная диагностика диф-
терийной инфекции: методические указания. М.; 2013).

Резистентность изолятов Corynebacterium spp. к 
АМП (бензилпенициллину, ципрофлоксацину, моксиф-
локсацину, гентамицину, ванкомицину, эритромицину, 
клиндамицину, тетрациклину, линезолиду, рифампици-
ну) определяли диско-диффузионным методом (Клини-
ческие рекомендации «Определение чувствительности 
микроорганизмов к антимикробным препаратам», 2020. 
Доступно на: http://antibiotics.ru/iacmac/ru/docs/eucast/
eucast-clinical-breakpoints-bacteria-10.0-rus.pdf).

Статистический анализ результатов исследования 
проводили с помощью программы STATISTICA 12.0 
(StatSoftInc, США) и MedCalc (версия 9.3.5.0).

Результаты. Исследованы изоляты Corynebacte-
rium spp., выделенные от больных с воспалительными 
заболеваниями респираторного тракта в количестве 105 
КОЕ/мл и более и от практически здоровых лиц – в ко-
личестве 104 КОЕ/мл и менее. По результатам MALDI-
TоF MS у всех исследованных штаммов недифтерий-
ных коринебактерий индекс Score составлил ˃2,0 что 
расценено как безусловный положительный результат. 
Спектр изолированных Corynebacterium spp. от боль-
ных с воспалительными заболеваниями респиратор-
ного тракта  включал 12 видов коринебактерий, среди 

которых чаще обнаруживали C. pseudodiphtheriticum 
(23,3±6,5,0%), C. accolens (16,3±5,6%), C. afermentans 
(11,6±4,9%) (табл.1). Из респираторного тракта практи-
чески здоровых лиц изолированы 7 видов Corynebacteri-
um spp., которые представлены, в основном, C. accolens 
(37,9±9,2%) и C. propinquum (34,5±8,9%).

При исследовании патогенных свойств штаммов Co-
rynebacterium spp. установлено (табл. 2), что количество 
погибших клеток СНО-К1 под воздействием фильтра-
тов культур, выделенных от больных с воспалительны-
ми заболеваниями респираторного тракта, значительно 
выше (83,7±11,1%), чем от практически здоровых лиц 
(29,2±18,6%). Характер ЦПД проявлялся, в основном, 
округлением клеток СНО-К1 (более 80% случаев).

Гемолитическая активность чаще регистрировалась 
у штаммов Corynebacterium spp., выделенных от боль-
ных с воспалительными заболеваниями респираторно-
го тракта (37,2±3,9%), чем от практически здоровых лиц 
(13,8±3,5%). При определении уреазной активности штам-
мов C. pseudodiphtheriticum и C. propinquum, выделенных 
от больных с патологией респираторного тракта и практи-
чески здоровых лиц, никаких отличий не обнаружено.

При обследовании больных с воспалительными за-
болеваниями респираторного тракта выделены штам-
мы Corynebacterium spp., резистентные к бензилпени-
циллину, ципрофлоксацину, моксифлоксацину, гента-
мицину, эритромицину, клиндамицину, тетрациклину, 
линезолиду (табл. 3). Наиболее часто выделяли штам-
мы недифтерийных коринебактерий, резистентные к 
клиндамицину (46,0±6,9%), эритромицину (33,0±6,5%), 
ципрофлоксацину (27,09±6,2%), бензилпенициллину 
(21,0±5,6%). Выделено 6 штаммов Corynebacterium spp., 
обладающих МЛУ, из которых 2 устойчивы к трём, 3 – к 
четырём, 1 – к семи АМП. Все исследованные штаммы 
чувствительны к ванкомицину и рифампицину.

При обследовании практически здоровых лиц штам-
мы, резистентные к АМП, выделяли реже: к бензилпе-

Т а б л и ц а  1
Частота выделения Corynebacterium spp. из респираторного 

тракта (абс./%±m)

Вид

Больные с вос-
палительными 
заболеваниями 
респираторного 

тракта

Практически 
здоровые лица

абс. %±m абс. %±m
С. pseudodiphtheriticum 10 23,3±6,5% 3 10,4±5,8%
C. accolens 7 16,3±5,6% 11 37,9±9,2%
С. afermentans 5 11,6±4,9% 1 3,5±3,5%
C. amycolatum 4 9,3±4,4% 1 3,5±3,5%
C. argentoratense 4 9,3±4,4% - -
С. propinquum 4 9,3±4,4% 10 34,5±8,9%
C. tuberculostearicum 2 4,6±3,2% - -
С.simulans 2 4,6±3,2% - -
C. falsenii 2 4,6±3,2% - -
C. coyleae 1 2,3±2,3% - -
С. aurimucosum 1 2,3±2,3% - -
C. freneyi 1 2,3±2,3% - -
C. durum - - 2 6,9±4,8%
С. xerosis - - 1 3,5±3,5%
Всего: 43 100% 29 100%



676

RUSSIAN CLINICAL LABORATORY DIAGNOSTICS. 2021; 66(111)
https://dx.doi.org/10.51620/0869-2084-2021-66-11-673-677

MICROBIOLOGY

Определение факторов патогенности Corynebac-
terium spp. проводили по уровню их цитопатического 
эффекта на культуре клеток СНО-К1, гемолитической 
и уреазной активности. При исследовании ЦПД обна-
ружено, что штаммы Corynebacterium spp., выделенные 
от больных с воспалительными заболеваниями респи-
раторного тракта, обладают более выраженным цитопа-
тическим эффектом, чем клинические изоляты от прак-
тически здоровых лиц (83,7±11,1% и 29,2±18,6% погиб-
ших клеток СНО-К1 соответственно). ЦПД проявлялось 
у всех клинических изолятов от больных и практически 
здоровых лиц, одинаково, в основном, округлением кле-
ток СНО-К1 (более 80% случаев). Такие морфологиче-
ские изменения клеток СНО-К1 могли быть связаны с 
действием поверхностных структур коринебактерий, 
ферментов, продуктов их жизнедеятельности. Это сви-
детельствовало о возможности определения патогенных 
свойств штаммов Corynebacterium spp. путём оценки их 
ЦПД на культуре клеток СНО-К1.

Гемолитическую активность, как и цитопатический 
эффект, чаще обнаруживали у штаммов Corynebacte-
rium spp., выделенных от больных с воспалительными 
заболеваниями респираторного тракта, чем от практи-
чески здоровых лиц. Частота её обнаружения низкая 
(37,2±3,9% и 13,8±3,5% случаев соответственно), что 
указывает на недостаточную информативность этого те-
ста для характеристики патогенных свойств коринебак-
терий. При определении факторов патогенности ряда 
видов Corynebacterium spp., например, C. riegellii, выде-
ленных от больных с патологией урогенитального трак-
та, высокая уреазная активность может расцениваться 
как фактор патогенности [24]. Представляло интерес 
оценить способность к продукции уреазы у продуциру-
ющих её изолятов C. pseudodiphtheriticum и C. propin-
quum. При сравнении показателей уреазной активности 
этих видов коринебактерий, выделенных от больных и 
практически здоровых лиц, никакие отличия не обна-
ружены. Следовательно, определение уреазы не явля-
ется целесообразным для характеристики патогенных 
свойств штаммов Corynebacterium spp., выделенных от 
больных с воспалительными заболеваниями респира-
торного тракта.

Имеются указания на то, что штаммы микроорганиз-
мов, обладающие МЛУ, следует расценивать как пато-
генные (СП 3.3686-21 «Санитарно-эпидемиологические 
требования по профилактике инфекционных болезней, а 
также к организации и проведению санитарно-противо-
эпидемических (профилактических) мероприятий». М.; 
2021). Проведено определение резистентности к АМП 
штаммов Corynebacterium spp., выделенных от больных 
с хроническим тонзиллитом, назофарингитом, брон-
хитом, пневмонией, ангиной и практически здоровых 
лиц. Показано, что от больных с воспалительными за-

нициллину (7,0±4,8%), ципрофлоксацину (7,0±4,8%), 
эритромицину (3,0±3,2%), тетрациклину (14,0±6,6%). 
Количество резистентных к клиндамицину штаммов, 
как и среди больных с патологией респираторного трак-
та, высокое (59,0±9,3%). Выделен 1 штамм (C. propin-
quum) с МЛУ к четырём АМП.

Обсуждение. Учитывая многочисленные указания 
на роль Corynebacterium spp. в патологии человека [2-4, 
21-23], при обследовании больных с воспалительными 
заболеваниями респираторного тракта целесообразным 
является проведение культурального исследования, 
направленного, на выделение и идентификацию этих 
микроорганизмов. По нашим данным, видовой спектр 
Corynebacterium spp. представлен значительно шире у 
лиц с патологией респираторного тракта (хронический 
тонзиллит, назофарингит, бронхит, пневмония, ангина), 
чем у практически здоровых (выделено 12 и 7 видов 
коринебактерий соответственно). От больных в диа-
гностически значимом титре (105 КОЕ/мл и более) ча-
ще выделялись C. pseudodiphtheriticum (23,3±6,5,0%), 
C. accolens (16,3±5,6%), C. afermentans (11,6±4,9%). У 
практически здоровых лиц чаще обнаруживались те 
же виды коринебактерий: C. accolens (37,9±9,2%) и C. 
propinquum (34,5±8,9%), близкородственный виду C. 
pseudodiphtheriticum. Количество выделяемых штаммов 
недифтерийных коринебактерий (104 КОЕ/мл и менее) 
в биологическом материале не соответствовало диа-
гностически значимой величине. Это свидетельствует в 
пользу того, что при оценке роли Corynebacterium spp. в 
развитии патологического процесса следует определять 
их количество в биоматериале.

Т а б л и ц а  2
Цитопатические свойства изолятов Corynebacterium spp. из респираторного тракта

Группы обследованных
Количество погибших 

клеток CHO-K1
(%±m)

Характер ЦПД (%±m)

округление истончение, 
удлинение

образование 
симпластов отслоение

Больные с воспалительными заболевани-
ями респираторного тракта, n=43 83,7±11,1 83,5±11,2 7,3±7,8 5,0±6,6 4,2±6,1

Практические здоровые лица, n=29 29,2±18,6 83,3±15,2 15,2±14,7 1,1±4,3 0,4±2,6
П р и м е ч а н и е . Здесь и в табл. 3: n – число обследованных.

Т а б л и ц а  3
Резистентные к АМП штаммы Corynebacterium spp.,  

выделенные из респираторного тракта

АМП

Контингент обследованных
Больные с воспалитель-

ными заболеваниями 
респираторного тракта 

(n=43)

Практически 
здоровые лица

(n=29)

абс. %±m абс. %±m
Бензилпенициллин 11 21,0±5,6 2 7,0±4,8
Ципрофлоксацин 14 27,0±6,2 2 7,0±4,8
Моксифлоксацин 3 6,0±3,3 - -
Гентамицин 3 6,0±3,3 - -
Ванкомицин - - - -
Эритромицин 17 33,0±6,5 1 3,0±3,2
Клиндамицин 24 46,0±6,9 17 59,0±9,3
Тетрациклин 3 6,0±3,3 4 14,0±6,6
Линезолид 1 2,0±1,9 - -
Рифампицин - - - -
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болеваниями респираторного тракта выделено шесть 
штаммов Corynebacterium spp. с МЛУ, из которых 2  
(С. pseudodiphtheriticum, C. afermentans) устойчивы к 
трём, 3 (С. propinquum, С. coyleae, C. falsenii) – к четы-
рём, 1 (C. аmycolatum) – к семи АМП. От практически 
здоровых лиц выделен 1 штамм (C. propinquum), обла-
давший резистентностью к четырем АМП.

Заключение. Для установления этиологической роли 
штаммов Corynebacterium spp. в развитии воспалитель-
ных заболеваний респираторного тракта целесообразно 
определение их количества в биологическом материале 
(105 КОЕ/мл и более), ЦПД на культуре клеток СНО-К1, 
наличия резистентности к АМП, особенно МЛУ. Раз-
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лятов Corynebacterium spp. от больных с хроническим 
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ангиной и практически здоровых лиц связаны со штам-
мовой, а не видовой принадлежностью коринебактерий, 
что необходимо учитывать при проведении микробио-
логической диагностики.
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Место высокотехнологичных методов молекулярной биологии в клинической лабораторной диагностике и разработке 
системы биомаркеров, как важной составляющей диагностических исследований, в настоящее время привлекает самое 
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ации заболеваний пародонта с системной патологией, в частности, с сахарным диабетом типа 2. Цель исследования 
– определение таксономических и метаболических особенностей микробиома пародонтальных тканей при заболеваниях 
пародонта, ассоциированных с сахарным диабетом типа 2, как модели соотношения локальных и системных эффектов 
пародонтопатогенных бактерий. Исследование включало проведение 16S секвенирования методом дробовика генома 
рибосомальной РНК бактерий в составе биологического материала из пародонтальных карманов/зубодесневой борозды 
46 человек, в том числе 15 пациентов с хроническим пародонтитом, ассоциированным с сахарным диабетом типа 2, 15 
пациентов с хроническим пародонтитом вне связи с системной патологией, а также 16 здоровых людей контрольной 
группы, с последующей биоинформационной обработкой полученных данных. Результаты исследования позволили 
установить  таксономические особенности микробиома пародонта при ассоциации хронического пародонтита с 
сахарным диабетом типа 2, которые включали преобладание в его составе представителей семейств Prevotellaceae и 
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метаболизма пиримидина, метана, сфинголипидов, синтеза жирных кислот, которые имеют диагностическое значение 
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The place of high-tech methods of molecular biology in clinical laboratory diagnostics of various diseases and the development 
of a system of biomarkers as an important component of diagnostic research is currently attracting the closest attention of the 
scientific community. In this paper, an attempt is made to use high-tech metagenomic analysis to solve problems that arise due to 
the high frequency of association of periodontal diseases with systemic pathology, in particular, with type 2 diabetes mellitus. The 
aim of the study was to determine the taxonomic and metabolic features of the microbiome of periodontal tissues in periodontal 
diseases associated with type 2 diabetes mellitus, as a model of the ratio of local and systemic effects of periodontal pathogenic 
bacteria. The study included 16S shotgun sequencing of bacterial DNA as part of biological material from periodontal pockets/
dentoalveolar furrows of 46 people – 15 patients with chronic periodontitis associated with type 2 diabetes mellitus, 15 patients with 
chronic periodontitis unrelated to systemic pathology, as well as 16 healthy people in the control group, followed by bioinformatic 
processing of the data obtained. The obtained data allowed us to establish the taxonomic features of the periodontal microbiome 
in the association of chronic periodontitis with type 2 diabetes mellitus, which included the predominance of representatives of the 
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families Prevotellaceae and Spirochaetaceae in its composition. The features of metabolic processes in periodontal tissues with 
the participation of the microbiome were also revealed, which consisted in an increase in the exchange of cysteine and methionine 
against the background of a decrease in the metabolism of pyrimidine, methane, sphingolipids, and the synthesis of fatty acids, 
which are of diagnostic value in assessing the condition of patients with type 2 diabetes mellitus.
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Введение. Место высокотехнологичных методов 
молекулярной биологии в клинической лабораторной 
диагностике и разработке системы биомаркеров, как 
важной составляющей диагностических исследова-
ний, в настоящее время привлекает самое пристальное 
внимание научного сообщества. Появление и развитие 
технологий метагеномного анализа определило суще-
ственный прорыв в изучении микробиома человека. В 
руках исследователей оказался инструмент детального 
изучения таксономического состава и функциональных 
характеристик очень важного компонента здоровья че-
ловека, как и триггерных механизмов самых разноо-
бразных патологических процессов [1, 2]. Однако, как 
и при использовании любых сложных технологий, дан-
ные, полученные в результате метагеномного анализа, 
ставят новые задачи и порождают новые научные вопро-
сы, которые все еще ждут ответа. 

Одним из важнейших биотопов формирования микро-
биома человека является полость рта, а наиболее обитае-
мой частью полости рта служит зубодесневая борозда, на 
долю которой приходится от 400 до 500 видов бактерий из 
примерно 700 зарегистрированных в этой экологической 
нише. Изменения таксономической структуры и несосто-
ятельность биологических функций микробиома данной 
локализации приводят к состоянию дисбиоза, которое 
связано с началом и прогрессированием заболеваний па-
родонта и других патологических состояний, имеющих 
не только локальный, но и системный характер [3–5].

Одной их наиболее часто регистрируемых ассоциаций 
заболеваний пародонта с системной патологией является 

сочетание хронического пародонтита с сахарным диа-
бетом типа 2 [6 – 8], основным проявлением которого, в 
соответствии с публикациями последних лет, служит из-
менение таксономического состава микробиома полости 
рта и его влияния на метаболизм тканей пародонта [9, 10].

Целью работы послужило определение на базе 16S 
секвенирования таксономических и метаболических 
особенностей микробиома пародонтальных тканей при 
заболеваниях пародонта, ассоциированных с сахарным 
диабетом типа 2, как комплексного диагностического 
приёма оценки состояния пациентов с сочетанной 
патологией.

Материал и методы. В исследование были вклю-
чены 46 человек, из числа которых были сформированы 
3 группы исследования. 1-я (основная) группа вклю-
чала 15 пациентов с хроническим пародонтитом, ассо-
циированным с сахарным диабетом типа 2; 2-я группа  
характеризовалась как группа сравнения, в ее состав 
входили 15 человек, у которых хронический пародон-
тит не сочетался с клинически значимой соматической 
патологией; 3-я группа служила контролем и содержала 
16 условно здоровых людей, не страдающих ни хрони-
ческим пародонтитом, ни сахарным диабетом типа 2. 
Учитывая возрастной состав, для включения в группу 
контроля допускалось наличие явлений гингивита (6 че-
ловек). Пациенты основной группы и группы сравнения 
наблюдались сотрудниками кафедры пропедевтики сто-
матологических заболеваний ФГБОУ ВО «Московский 
медико-стоматологический университет им. А.И. Ев-
докимова» Минздрава России. Больные с ассоциацией 
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сахарного диабета типа 2 и хроническим пародонтитом 
проходили лечение на базе кафедры эндокринологии и 
диабетологии того же университета. Контрольная груп-
па здоровых лиц формировалась из контингента, обра-
щавшегося к стоматологам по поводу санации полости 
рта и обследованных впоследствии на кафедре эндокри-
нологии и диабетологии того же университета для под-
тверждения отсутствия системной патологии. Состав 
исследуемых групп и план их обследования утвержде-
ны межвузовским этическим комитетом, все участники 
исследования подписали информированное согласие на 
обработку их персональных данных.

Принцип включения пациентов в исследование заклю-
чался в формировании максимально однородных групп, 
биологические образцы которых могли быть пулированы 
для метагеномного анализа. Группы исследования со-
держали примерно равное число некурящих мужчин и 
женщин в возрасте 45-65 лет. Стоматологический статус 
больных хроническим пародонтитом оценивался в соот-
ветствии с Международной классификацией заболеваний 
пародонта 2018 г. [11], все они имели среднетяжелое тече-
ние заболевания при генерализованном характере пора-
жения, глубине пародонтальных карманов 4-6 мм, потере 
костной ткани вокруг зубов не более 1/3 длины корней, 
практическом отсутствии потери зубов, связанной с па-
родонтитом. Все пациенты, у которых диагностировался 
сахарный диабет типа 2, имели продолжительность забо-
левания от 3-х до 7 лет при его компенсированном тече-
нии, уровне глюкозы в крови ниже 7,8 ммоль/л и уровне 
гликированного гемоглобина ниже 7,5% [12]. 

Взятие биологического материала проводили утром 
натощак до использования зубной щетки и других 
средств гигиены. Материал из пародонтальных карма-
нов/ зубодесневой борозды забирался из 4-х сайтов на 
уровне вторых моляров с помощью стерильных бумаж-
ных эндодонтических зондов N 25, помещался затем в 
0,2 мл физиологического раствора и хранился при –20о в 
лаборатории молекулярно-биологических исследований 
НИМСИ МГМСУ им. А.И. Евдокимова.

Тотальную ДНК из образцов зубного налета выделяли 
с использованием QIAamp DNA Investigator Kit (Qiagen) 
согласно инструкциям производителя. Библиотеку ампли-
конов для 16S метагеномного секвенирования методом 
дробовика готовили согласно протоколу 16S Metagenomic 
Sequencing Library Preparation. Секвенирование библио-
тек и анализ полученных данных осуществляли с исполь-
зованием генетического анализатора MiSeq (Illumina) и 
MiSeq Reagent Kit v2 согласно инструкциям производи-
теля. Визуализацию результатов проводили с использова-
нием программы MEGAN5 [13]. 

Для проведения таксономического анализа резуль-
татов секвенирования вариабельных участков гена 16S 
рРНК была применена биоинформационная платформа 
микробиома QIIME2 (Quantitative Insights into Microbial 
Ecology) [14] и база данных SILVA [15]. Выявление раз-
личий на уровне таксономических композиций проводи-
лось путем дисперсионного анализа данных на основе 
теста PERMANOVA для микробных сообществ [16] из 
функционала QIIME2. Для выявления биоинформаци-
онных различий между группами  на уровне предсказан-
ных метаболических путей применяли статистический 
анализ метаболических профилей STAMP [17]. Графи-
ческая визуализация данных метагеномного анализа 
проводилась с использованием программного обеспече-
ния GNU/R [18] и «vegan» пакета [19].

Результаты. Для клинико-лабораторной оценки 
изменения таксономического состава микробиоты в 
группах исследования при работе с полученной базой 
данных проводили поэтапный биоинформационный 
анализ, результаты которого показаны на рис. 1. При 
этом при построении модели таксономических разли-
чий между группами исследования использовались так 
называемые балансы дендрограммы (CoDa dendrogram) 
[20]. Эта модель позволяет описать интенсивность так-
сономических изменений при перемещении профилей 
метагеномов от здорового состояния (контроль) к пато-
логии, в нашем случае – к хроническому пародонтиту и 
далее к хроническому пародонтиту, ассоциированному с 
сахарным диабетом типа 2.

Как следует из представленной дендрограммы, из 
всего многообразия семейств бактерий, обитающих в 
полости рта и входящих в состав биопленки пародон-
тальных карманов/зубодесневой борозды, наибольшее 
представительство приходится на 10 семейств, которые 
регистрировались во всех случаях, но с разной частотой 
встречаемости в группах. Баланс В1 позволяет довольно 
четко разграничивать состав микробиомов группы здо-
ровых людей и больных хроническим пародонтитом, ас-
социированным с сахарным диабетом типа 2.

Эта группа была связана с относительным ростом 
представительства пяти бактериальных семейств, 
таких как Campylobacteraceae, Fusobacteriaceae, 
Porphyromonadaceae, Prevotellaceae, Spirochaetaceae, 
а относительное содержание бактерий семейств 
Streptococcaceae, Pasteurellaceae, Neisseriaceae, 
Flavobacteriaceae, Leptotrichiaceae уменьшалось. Здо-
ровое состояние тканей пародонта (контрольная группа) 
характеризовалось прямо противоположным образом. 
Группа хронического пародонтита без сопутствующей 
системной патологии занимала пограничное положение 
между двумя другими группами.

Кроме того, балансы В2 и В3 показывают, что се-
мейства, включающие пародонтопатогенные бактерии 
Prevotellaceae и Spirochaetaceae, больше связаны с груп-
пой хронического пародонтита, ассоциированного с са-
харным диабетом типа 2, чем с группой только хрони-
ческого пародонтита, а семейства Porphyromonadaceae, 
Fusobacteriaceae, Campylobacteraceae с большей часто-
той отмечены при хроническом пародонтите без сопут-
ствующей патологии. 

Полученные данные согласуются с известными поло-
жениями о значимой роли пародонтопатогенных видов 
бактерий Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, 
Prevotella nigrescens, Fusobacterium periodonticum, 
Campylobacter (Wolinella) rectus, являющихся предста-
вителями указанных семейств, определённых в нашей 
работе как зона повышенного риска [23, 24, 27, 30, 31].

При использовании 16S секвенирования появляется 
также возможность охарактеризовать роль микробио-
ма в метаболизме пародонтальных тканей. Таксономи-
ческие различия в метагеномах разных групп исследо-
вания ассоциированы с различиями в функциональном 
потенциале микробных сообществ (рис. 2).  Оценка 
результатов, полученных в результате определения со-
стояния метаболических реакций в пародонте с участи-
ем микробиома, проводилась в сравнительном аспекте: 
путем сопоставления групп «хронический пародонтит 
– контроль», «хронический пародонтит + сахарный диа-
бет типа 2 – контроль», « хронический пародонтит + са-
харный диабет типа 2 – хронический пародонтит».
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Рис. 1. Балансы дендрограммы преимущественного таксоно-
мического состава микробиоты в группах исследования (ХП 
– хронический пародонтит, СД2 – сахарный диабет типа 2).

Рис. 2. Межгрупповые различия в метаболическом профиле микробиома 
пародонтальных карманов/зубодесневой борозды: A – график межгрупповых различий; Б – природа метаболических реакций; 
В – условные обозначения.

При сравнении групп «хронический пародонтит – 
контроль» основные различия касались обмена амино-
кислот и энергетического обмена. В группе хроническо-
го пародонтита был снижен уровень обмена таких ами-
нокислот как цистеин, метионин (ko00270), гистидин 
(ko00340), а также наблюдалось относительное сниже-
ние роли метаболических путей серы (ko00920) и глице-
ролипидов (ko00561). 

Группа хронического пародонтита в сочетании с 
сахарным диабетом типа 2 и контрольная группа раз-
личались по гораздо большему числу метаболических 
признаков, причем совершенно иных, чем те, кото-
рые были выявлены при предыдущем сопоставлении. 
Единственный признак, который отличал от контроля 
наличие хронического пародонтита вне зависимости 
от сопутствующей патологии – это снижение метабо-
лизма глицеролипидов. Этот результат показывает, что 
метаболизм микробиома при хроническом пародонтите, 
ассоциированном с сахарным диабетом типа 2, принци-
пиально отличается от метаболизма микробиома в от-
сутствие сопутствующей патологии.

Наиболее отчетливо эти особенности регистрирова-
лись при сравнении двух групп хронического пародон-
тита между собой. Были выявлены 5 метаболических 
путей, по которым отмечалось подобное различие. Груп-
па «хронический пародонтит + сахарный диабет типа 2» 
характеризовалась повышенным метаболизмом цисте-
ина и метионина (ko00270), снижением метаболизма 
пиримидина (ko00240), метаболизма метана (ko00680), 
биосинтеза жирных кислот (ko00061) и метаболизма 
сфинголипидов (ko00600). Снижение метаболизма, при-
сущего стафилококковой инфекции, в данном случае не 
рассматривалось, как не связанное с этиологией хрони-
ческого пародонтита.

Обсуждение. В настоящее время накоплено доста-
точно примеров использования метагеномного анализа 
для выявления особенностей микробиома при сочета-
нии заболеваний пародонта и сахарного диабета типа 2 
у человека. Осуществлена попытка выявить особенности 
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щих прокариот [26]. Их роль при заболеваниях пародонта 
связана со способностью к симбиозу с пародонтопатогена-
ми, например, c Prevotella intermedia, транспортирующего 
археям водород, необходимый для синтеза метана [27]. 
Снижение метаболизма метана при наличии сопутству-
ющего сахарного диабета тип 2 может оказаться важным 
признаком качественных изменений энергетического об-
мена микробиома при данной патологии в виде снижения 
в нем роли метанообразующих археев, несмотря на отме-
ченное нами возрастание в составе биопленки представи-
тельства  бактерий семейства Prevotellaceae.

Что касается установленного нами снижения способ-
ности микробиома к синтезу жирных кислот, то другими 
авторами было показано, что липидный профиль тканей 
пародонта в виде свободных жирных кислот определяет 
уровень местных воспалительных реакций при инфекци-
онно-воспалительных заболеваниях пародонта. Экспери-
ментально установлено, что насыщенные жирные кисло-
ты, продуцируемые пародонтопатогенами, в отличие от 
ненасыщенных жирных кислот, индуцируют воспалитель-
ные реакции путем стимуляции секреции провоспалитель-
ных цитокинов фибробластами десны, а также усилива-
ют резорбцию альвеолярной кости, то есть способствуют 
развитию явлений пародонтита [28]. Эти данные входят 
в противоречие с нашими результатами по зарегистриро-
ванному снижению синтеза жирных кислот микробиомом 
пародонта на фоне роста доли пародонтопатогенных бак-
терий в составе микробиома при ассоциации хронического 
пародонтита и сахарного диабета типа 2.

Вызывает интерес нарушение обмена сфинголипи-
дов. Особенностью этой группы липидов является их 
участие в формировании клеточных рецепторов, опреде-
ляющих чувствительность к инсулину [29]. Что касается 
возможной роли бактерий в продукции сфинголипидов, 
то у пародонтопатогенов (Porphyromonas gingivalis, 
Tannerella forsythia, Prevotella intermedia) отмечена вы-
раженная способность продуцировать cфинголипиды и 
их разновидность церамиды [30]. Учитывая эти свой-
ства пародонтопатогенов, особых комментариев заслу-
живает  зарегистрированный нами феномен достоверно-
го снижения метаболизма сфинголипидов у бактерий в 
группе хронического пародонтита в ассоциации с сахар-
ным диабетом при том, что количество пародонтопато-
генов в случае такой ассоциации явно возрастает. 

В качестве объяснения установленным феноменам, ас-
социированным с липидным обменом, можно предложить 
гипотезу о снижении роли ключевых пародонтопатогенов 
в этом метаболическом процессе вследствие их своеобраз-
ного «экранирования», связаного с их интернализацией 
внутрь клеток пораженного пародонта, которая предпо-
ложительно усиливается при сопутствующей системной 
патологии, в том числе и при сахарном диабете типа 2. 

Способность P. gingivalis к внутриклеточной перси-
стенции следует рассматривать в контексте эпидемиоло-
гической и патогенетической связи между пародонтитом 
и системными заболеваниями, а присутствие жизнеспо-
собного P. gingivalis внутри макрофагов может быть доста-
точным для того, чтобы позволить этому микроорганизму 
использовать миграционный потенциал макрофагов для 
перемещения в другие органы и ткани [31]. При этом ме-
няются свойства самих макрофагов: усиливаются процес-
сы перекисного окисления липидов, появляется способ-
ность вместо продукции провоспалительных цитокинов 
осуществлять секрецию цитокинов иммуносупрессорного 
действия [32 – 34]. Дополнительным основанием для раз-

микробиома пожилых людей, позволяющие установить 
его взаимосвязь с развитием сахарного диабета. Результа-
ты тестирования слюны оказались довольно скромными 
с практической точки зрения и были ограничены конста-
тацией наличия такой взаимосвязи [21]. Еще одна работа 
практической направленности была посвящена изучению 
влияния ожирения  на состав и разнообразие микробио-
ты полости рта у пациентов с сахарным диабетом 2 типа. 
На примере бактерий, принадлежащих различным типам, 
была показана высокая вероятность такого влияния вне 
зависимости от гликемического контроля [22].

Описан ряд интересных наблюдений [9]. Авторы 
подчеркивают зависимость изменений в составе иден-
тифицированных типов бактерий от гликемического 
статуса и стадии заболевания пародонта, хотя вопрос о 
том, какой из этих факторов послужил основной причи-
ной изменений, так и остался неразрешенным. В другой 
работе, используя метагеномное секвенирование мето-
дом дробовика, исследователи дали оценку изменениям 
поддесневого микробиома, связанным с пародонтитом 
при сахарном диабете типа 2, таким как дисбиоз, потен-
циально обусловленный нарушением метаболической и 
иммунной регуляции со стороны хозяина [10].

Проведённый нами анализ таксономического соста-
ва показал, что при ассоциации хронического пародон-
тита с сахарным диабетом типа 2 наблюдается отчетли-
вое преобладание прокариот, относящихся к семействам 
Prevotellaceae и Spirochaetaceae, хотя интепретировать 
преобладание отдельных таксонов именно этих се-
мейств пока довольно сложно.

Полученные данные по особенностям метаболизма 
микробиома пародонтальных карманов у больных хро-
ническим пародонтитом, ассоциированным с сахарным 
диабетом типа 2, свидетельствуют о значительной роли 
сдвигов со стороны обмена аминокислот, нуклеотидов, 
энергетического обмена, метаболизма липидов. 

Установленный рост обмена цистеина может быть 
связан со способностью ключевого пародонтопатогена 
Porphyromonas gingivalis продуцировать такой патогене-
тический фактор как цистеиновые протеазы – гингипаи-
ны [23]. К настоящему времени экспериментально дока-
зана способность гингипаинов при их распространении в 
составе наружных мембранных везикул как к местному 
воздействию, так и системному влиянию на тканевой ме-
таболизм, ведущему к изменению метаболизма глюкозы 
в печени и прогрессированию сахарного диабета [24].  

Cнижение метаболизма пиримидина с участием ми-
кробиоты полости рта, по нашим данным, является до-
вольно характерным признаком особенностей хрониче-
ского пародонтита, ассоциированного с сахарным диа-
бетом типа 2. Пиримидин является агонистом рецептора 
GR119, связанного с гипогликемическим воздействием 
и протекторным эффектом в отношении β-клеток под-
желудочной железы, что позволяет даже рекомендовать 
производные пиримидина в качестве лечебных средств 
при сахарном диабете типа 2 [25]. Снижение метаболиз-
ма пиримидина у микробиома тканей пародонта может 
служить маркером связи пародонтита с сахарным диа-
бетом, а возможно, и одним из многочисленных элемен-
тов патогенеза сахарного диабета типа 2, особенно, если 
предположить распространение пародонтопатогенов и 
их патогенетических факторов за пределы пародонта. 

В составе микробиоты полости рта человека, в том чис-
ле и при хроническом пародонтите, значительное место 
занимают представители группы археев – метанообразую-
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вития этой точки зрения послужили и данные наших пре-
дыдущих исследований цитокинового профиля слюны при 
ассоциации хронического пародонтита и сахарного диабе-
та типа 2 [35].

Заключение. В результате проведенных исследова-
ний установлено, что таксономический состав микро-
биома зубодесневой борозды, определенный с помощью 
16S секвенирования и его биоинформационного сопро-
вождения, довольно четко позволяет провести грань 
между состоянием здоровья полости рта и хроническим 
пародонтитом, ассоциированным с сахарным диабетом 
типа 2, что имеет существенное клинико-лабораторное 
и дифференциально-диагностическое значение. Ассо-
циация заболеваний пародонта с системной патологией, 
в частности, с сахарным диабетом типа 2, существенно 
влияет не только на таксономию микробного пейзажа, 
но и на его метаболизм, что важно в прогностическом 
аспекте. Полученные данные открывают возможности 
по формированию на основе таксономических и метабо-
лических характеристик микробиома субгингивальных 
тканей системы биомаркеров, которая позволит решать 
вопросы о первичной или вторичной роли изменений 
микробиоты при различных патологических состояниях 
и намечать стратегии их лечения и предупреждения.
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Одной из важнейших проблем современной медицины является распространение резистентности к антибиотикам сре-
ди актуальных бактериальных возбудителей патологии человека. Диагностические технологии, направленные на опре-
деление спектра устойчивости каждого бактериального изолята, лежат в основе оптимизации лечебного процесса и 
мероприятий по борьбе с распространением резистентности. Совершенствование методов оценки резистентности 
становится приоритетной задачей лабораторной медицины.
Обзор посвящён важнейшей проблеме современной медицины, связанной с распространением антибиотикорезистент-
ности – анализу возможностей биоинформатических инструментов обработки данных полногеномного секвенирования 
бактериальных возбудителей. Поиск источников для анализа проблемы выполнялся по базам данных PubMed, Российской 
научной электронной библиотеке eLIBRARY, поисковым системам Всемирной организации здравоохранения, Европейско-
го общества микробиологии и инфекционных болезней (ESCMID).
Описаны существующие технологические платформы полногеномного секвенирования для определения генетических де-
терминант резистентности у бактерий. В основе систем обнаружения детерминант антибиотикорезистентности 
лежат базы данных известных белковых или нуклеотидных последовательностей. К числу наиболее часто используемых 
баз данных принадлежат Resfinder, CARD, Bacterial Antimicrobial Resistance Reference Gene Database.
Классическим этапом поиска генов резистентности является сверка новых последовательностей с базой данных с учётом 
разных порогов сходства. Предварительная сборка бактериального генома изучаемого изолята делает результаты поиска ге-
нов резистентности более корректными (по сравнению с поиском генов в контигах, не собранных в геном). Рассматриваются 
новые биоинформатические подходы к поиску генов резистентности, включая использование нейросетей и машинного обуче-
ния. Критический обзор достоинств и недостатков существующих баз данных антибиотикорезистентности позволил пред-
ложить протокол предсказания антибиотикорезистентности на основе массивов полногеномного секвенирования.  Предла-
гаемый протокол может быть использован в качестве основы для создания стандартизированного алгоритма качественной 
и количественной оценки чувствительности микроорганизмов к АМП на основе данных полногеномного секвенирования.
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IDENTIFICATION OF BACTERIAL ANTIBIOTIC RESISTANCE GENES IN NEXT-GENERATION SEQUENCING 
DATA (REVIEW OF LITERATURE)
Pirogov Russian National Research Medical University, 119571, Moscow, Russia
The spread of antibiotic-resistant human bacterial pathogens is a serious threat to modern medicine. Antibiotic susceptibility 
testing is essential for treatment regimens optimization and preventing dissemination of antibiotic resistance. Therefore, 
development of antibiotic susceptibility testing methods is a priority challenge of laboratory medicine. The aim of this review is to 
analyze the capabilities of the bioinformatics tools for bacterial whole genome sequence data processing. The PubMed database, 
Russian scientific electronic library eLIBRARY, information networks of World health organization and European Society of 
Clinical Microbiology and Infectious Diseases (ESCMID) were used during the analysis. In this review, the platforms for whole 
genome sequencing, which are suitable for detection of bacterial genetic resistance determinants, are described. The classic 
step of genetic resistance determinants searching is an alignment between the query nucleotide/protein sequence and the subject 
(database) nucleotide/protein sequence, which is performed using the nucleotide and protein sequence databases. The most 
commonly used databases are Resfinder, CARD, Bacterial Antimicrobial Resistance Reference Gene Database. The results of the 
resistance determinants searching in genome assemblies is more correct in comparison to results of the searching in contigs. The 
new resistance genes searching bioinformatics tools, such as neural networks and machine learning, are discussed in the review. 
After critical appraisal of the current antibiotic resistance databases we designed a protocol for predicting antibiotic resistance 
using whole genome sequence data. The designed protocol can be used as a basis of the algorithm for qualitative and quantitative 
antimicrobial susceptibility testing based on whole genome sequence data.

K e y  w o r d s :  antibiotics; resistance, bacteria; sequencing; bioinformatics; review.
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Борьба с заболеваниями, в основе которых лежит ин-
фекционный процесс, осложняется распространением 
резистентности возбудителей к антибиотикам. Анти-
биотикорезистентность получила глобальное распро-
странение и расценивается специалистами в качестве 
одной из угроз для человечества [1]. Только в США от 
проблем, связанных с резистентными микробами, еже-
годно погибает около 35000 пациентов [2]. Важной зада-
чей медицины является совершенствование технологий 
оценки антибиотикорезистентности каждого возбудите-
ля. Фенотипические методы выявления резистентности, 
широко применяемые в микробиологической практике, 
часто не позволяют расшифровать механизмы её воз-
никновения. Развитие и удешевление молекулярно-ге-
нетических методов и, прежде всего, полногеномного 
секвенирования (ПГС) в начале ХХI века позволяет 
рассматривать ПГС в качестве альтернативы фенотипи-
ческой диагностике. Европейский центр профилактики 
и контроля заболеваний рассматривает ПГС в качестве 
основной технологии будущего в изучении молекуляр-
ной эпидемиологии инфекционных заболеваний и анти-
биотикорезистентности бактерий [3]. Внедрение ПГС 
задерживается из-за отсутствия доступных и универ-
сальных инструментов биоинформатической обработки 
полученных данных. Стандартные пакеты биоинформа-
тического обеспечения, находящиеся на серверах ком-
паний, предоставляющих услуги по обработке данных 
ПГС (Illumina BaseSpace Sequence Hub, Thermo Fisher 
Cloud Connect), не позволяют находить генетические де-
терминанты антибиотикорезистентности.

Цель обзора – проанализировать возможности био-
информатических инструментов анализа данных бакте-
риальных сиквенсов и предложить протокол выявления 
генов резистентности в массивах данных ПГС.

Платформы для полногеномного секвенирования. 
К технологиям коротких прочтений относят методы 
второго поколения, основанные на детекции сигнала от 
множества случайно фрагментированных молекул ДНК 
длиной от 80 до 800 пар оснований и генерировании 
больших объёмов выходных данных [4].

Большую часть рынка ПГС-платформ коротких про-
чтений занимают системы Illumina. В основе их работы 
лежит технология SBS (от англ. – sequencing by synthesis), 
при которой считываются сигналы флуоресцентно ме-
ченных дезоксирибонуклеотидов с обратимыми тер-
минаторами на 3’-конце, используемых для постройки 
комплементарной молекулы ДНК, при их присоединении 
ДНК-полимеразой. Секвенаторы MiniSeq и MiSeq отно-

сятся к бюджетной линейке и обладают низкой произво-
дительностью и понятным рабочим процессом, подходят 
для небольших лабораторий. Более дорогие HiSeq and 
NovaSeq обеспечивают высокую производительность 
при снижении себестоимости образца, но требуют до-
полнительной автоматизации процесса подготовки би-
блиотек для регулярной загрузки приборов. Платформа 
IonTorrent от Thermo Fisher Scientific основана на полу-
проводниковом секвенировании, где детектируется из-
менение pH в ходе синтеза комплементарной цепи ДНК 
на прочитываемой матрице [5]. Модель этой платформы 
S5 сравнима с MiSeq по производительности, но превос-
ходит его по длительности секвенирования в 2-3 раза. 
Пробоподготовка запуска может автоматизироваться при 
помощи системы IonChef. Недостатком является высокая 
частота ошибок в гомополимерных регионах.

Технологии длинных прочтений относятся к третье-
му поколению и основаны на детекции сигнала от еди-
ничной молекулы ДНК. При этом отсутствие этапа кло-
нальной амплификации библиотеки снижает количество 
ошибок в процессе подготовки ДНК, однако повышает 
требования к технологической части секвенаторов из-за 
высокого шума при детекции. Несмотря на преимуще-
ства для de novo сборки, III поколение все ещё исполь-
зуется реже, чем технологии коротких прочтений [6, 7]. 
Вероятно, это происходит из-за того, что технологии 
длинных прочтений нуждаются в собственных алгорит-
мах первичного и вторичного анализа, исправляющих 
ошибки, которых на 11-15% больше, чем у платформ 
коротких прочтений [8, 9]. Платформы PacBio от Pacific 
Biosciences используют секвенирование синтезом оди-
ночных молекул ДНК и прочитывают фрагменты ДНК 
до 175 тыс. пар оснований в течение нескольких часов. 
Приборы Sequel и Sequel II характеризуются средней 
производительностью, но высокой скоростью секвени-
рования [10]. Платформа Oxford Nanopore Technologies 
MinION использует метод «протаскивания» ДНК через 
нанопоры, в ходе которого каждый тип азотистых осно-
ваний специфически изменяет ионный ток на мембране, 
длина прочтения достигает даже миллионов пар основа-
ний [11]. Базовая модель MinION рассчитана на прямое 
подключение к компьютеру, обеспечивает высокую про-
изводительность при низкой скорости секвенирования: 
30 Гб данных за 48 час. Из недостатков стоит отметить: 
трудности с прочтением GC-богатых регионов и невы-
сокую точность секвенирования, которая составляет от 
65% до 88% [12], ошибки при секвенировании гомопо-
лимерных участков [13].
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Главным недостатком ПГС являются необходимость 
в квалифицированном персонале на каждом этапе вы-
полнения методики, включая подготовку библиотеки, 
обогащение целевыми фрагментами, секвенирование, 
последующую обработку и интерпретацию данных. 
Другой недостаток связан с тем, что ПГС в России на-
ходится в «серой» правовой зоне: для большинства ре-
активов, приборов, технологий и биоинформатических 
решений нет регистрационных удостоверений, допуска-
ющих к использованию в клинической практике.

Биоинформатическая обработка данных полно-
геномного секвенирования с целью выявления генов 
антибиотикорезистентности.  В основе систем об-
наружения детерминант антибиотикорезистентности 
лежат базы данных известных белковых или нуклеотид-
ных последовательностей. Среди самых популярных баз 
данных, которые курируются вручную и регулярно об-
новляются следует отметить базы Resfinder [14], CARD 
[15], Bacterial Antimicrobial Resistance Reference Gene 
Database [16].

Стандартным этапом поиска детерминант резистент-
ности является сверка просеквенированных последо-
вательностей изучаемого бактериального изолята с по-
следовательностями детерминант резистентности, пред-
ставленными в используемой базе данных. Эта задача 
может быть сравнительно простой для случая активно 
изучаемых условно-патогенных или патогенных микро-
организмов – зачастую детерминанты резистентности 
будут на 100% соответствовать представленным в базах 
данных. Бывают и другие случаи. В настоящее время ак-
тивно изучаются резистомы – совокупности всех генов 
антибиотикорезистентности, представленных в бакте-
риальных сообществах, населяющих определённые эко-
логические ниши (например, кишечник человека) [17]. 
Поиск детерминант резистентности в метагеномах для 
оценки состава резистомов может представлять значи-
тельные сложности – такие детерминанты мало пред-
ставлены в существующих базах данных, преимуще-
ственно сформированных на основании изучения легко 
культивируемых микроорганизмов, вследствие чего по-
является задача поиска далёких гомологов [18].

Изначально для сверки новых последовательностей 
с базой данных использовался просто поиск гомоло-
гов, обладающих определённым процентом сходства 
последовательности с помощью алгоритмов BLAST 
или DIAMOND. Данный вариант используется в про-
граммах Resfinder [14], использующей одноимённую 
базу данных, и ABRicate (https://github.com/tseemann/
abricate), способной осуществлять поиск во множестве 
баз данных. Развитием данного подхода можно считать 
установление разных порогов сходства для разных де-
терминант резистентности, как сделано в программном 
обеспечении RGI, использующем базу данных CARD 
[15]. Недавно предложен более сложный вариант, вопло-
щённый в алгоритме DeepARG, при котором результаты 
поиска гомологов по сходству передаются в глубокую 
нейросеть, что может обеспечить более точное распоз-
навание генов резистентности, далёких от референсных 
[19].

Перспективная альтернатива перечисленных спо-
собов связана с подходом на основе использования 
скрытых моделей Маркова (СММ), которые позволя-
ют по-разному оценивать несовпадения и инсерции/
делеции в разных позициях белковой последователь-
ности, что даёт возможность различать консерватив-

ные и вариабельные участки белка [20]. С помощью 
СММ возможно выявление генов резистентности, ко-
торые являются эволюционно отдалёнными от ранее 
известных генетических детерминант [16, 20]. За счёт 
этого подход с использованием СММ оказался более 
чувствительным в выявлении генов резистентности 
в метагеномах почв и кишечника человека, чем по-
иск с помощью BLAST по базе данных CARD [20]. 
Комбинированная схема, в которой применяются как 
BLAST, так и СММ, используется в программном 
обеспечении AMRFinderPlus, осуществляющем поиск 
с использованием Bacterial Antimicrobial Resistance 
Reference Gene Database [16].

Для поиска отдалённых гомологов генов резистент-
ности разработан и ряд других методов, пока не вопло-
щённый в виде универсального и широко используемого 
программного обеспечения. Для этой цели применяется 
анализ таких признаков, как аминокислотный состав, 
вторичная структура, физико-химические свойства бел-
ка [21, 22]. Наиболее ресурсоёмкий и вычислительно 
сложный из применённых подходов – сравнительное 
моделирование трёхмерных структур белков, которые 
являются более консервативными, чем аминокислот-
ная последовательность [18]. Возможно, такие методы 
впоследствии будут применяться для расширения суще-
ствующих баз данных, чтобы потом поиск по ним мож-
но было осуществлять более простыми средствами.

Классические подходы к предсказанию антибиотико-
резистентности по последовательности генома исполь-
зуют собранный геном (или метагеном). Используется 
сборка генома de novo, при которой прочтения объеди-
няются в длинные фрагменты непрерывной геномной 
последовательности (контиги). Фрагментированность 
такой сборки может привести к потере некоторых генов 
антибиотикорезистентности, если они будут разорваны 
границами контигов [23]. Сложность могут представ-
лять многокопийные гены (такие, как рибосомальные 
РНК), так как небольшие вариации между копиями мо-
гут быть потеряны в результате сборки. Если главной 
задачей исследования является обнаружение аллелей 
генов «домашнего хозяйства», вызывающих антибиоти-
корезистентность, альтернативой сборке de novo может 
стать сборка по референсному геному, однако приобре-
тённые гены резистентности (располагающиеся, напри-
мер, в мобильных генетических элементах) могут быть 
потеряны при таком подходе.

Использование собранных геномов позволяет тща-
тельно проверить чистоту образца, качество секвениро-
вания и качество предсказаний, однако, сборка является 
медленным процессом, требовательным к вычислитель-
ным ресурсам. Для упрощения разработан ряд подхо-
дов, которые осуществляют поиск непосредственно в 
прочтениях, получаемых в результате полногеномного 
секвенирования. Программное обеспечение ARIBA [24] 
позволяет осуществлять картирование парно-концевых 
прочтений на кластеры, составленные из генов антибио-
тикорезистентности, с последующей локальной сборкой 
прочтений и выравниванием этой сборки на гены анти-
биотикорезистентности.

Ещё одним важным аспектом является простота ис-
пользования. Большинство вариантов программного 
обеспечения рассчитано на запуск через командную 
строку в системе Linux, что требует наличия квалифи-
цированного сотрудника, осуществляющего обработ-
ку данных. Обнадеживающим исключением является 
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система Mykrobe с графическим интерфейсом, рас-
считанная на анализ прочтений, полученных в резуль-
тате полногеномного секвенирования Mycobacterium 
tuberculosis [25].

Серьёзная проблема выявления генетических детер-
минант антибиотикорезистентности проявляется в от-
сутствии общепринятого подхода к валидации резуль-
татов с использованием различных программ [26, 27]. 
Непонятно, должны ли быть представлены в тестовых 
выборках «пограничные» случаи антибиотикорези-
стентности, насколько должны тестовые выборки от-
ражать реальное генетическое разнообразие микробных 
сообществ, какое соотношение различных механизмов 
антибиотикорезистентности должно быть в них ото-
бражено [27]. Среди наиболее крупных валидационных 
работ на реальных данных необходимо отметить срав-
нительное исследование предсказательной способности 
AMRFinder и Resfinder, в котором первая программа по-
казала более высокую чувствительность [16]. Данное 
исследование проведено на 6242 изолятах, однако, они 
относились к всего четырём видам возбудителей острых 
кишечных инфекций человека.

Отсутствие общепринятой методики валидации не 
позволяет выявить, какой именно из современных под-
ходов к обнаружению детерминант резистентности ока-
жется оптимальным для решения конкретной задачи. 
К тому же, базы данных генов антибиотикорезистент-
ности постоянно расширяются, а в уже выпущенное 
программное обеспечение добавляются новые функции, 
такие как корректное предсказание инактивирующих 
мутаций в генах антибиотикорезистентности.

На основе анализа возможностей современных про-
граммных инструментов мы синтезировали протокол 
предсказания антибиотикорезистентности на основе 
данных полногеномного секвенирования генома чистой 
культуры бактерий (см. рисунок). Он может быть ис-
пользован для данных, полученных с любой платформы 
высокопроизводительного секвенирования или некото-

рых их комбинаций за счёт универсальности програм-
мы для сборки de novo SPAdes [28]. Применение полной 
сборки генома позволяет провести полноценную про-
верку качества и отсутствия контаминации в образце на 
основании уровня различий между копиями консерва-
тивных белок-кодирующих генов (что осуществляется 
программой CheckM) и 16S рРНК (что можно проверить 
с помощью веб-сервиса ContEst16S) [29, 30]. Использо-
вание AMRFinderPlus позволяет проводить не только 
корректную аннотацию генов антибиотикорезистентно-
сти, присутствующих в базе данных, но и предсказывать 
функции у сравнительно далёких гомологов [16]. Недо-
статком данного варианта анализа можно считать зна-
чительные требования к вычислительной мощности и 
объёму оперативной памяти для осуществления сборки 
de novo, многоэтапность, не позволяющая масштабиро-
вать подход для одновременной работы со множеством 
штаммов. В случае необходимости такого масштабиро-
вания можно обратиться к программам для предсказания 
генов антибиотикорезистентности на уровне исходных 
прочтений, например, ARIBA [24], которые позволяют 
добиться желаемой цели за один шаг.

Часто предсказание антибиотикорезистентности по 
полному геному обычно осуществляется на основе пра-
вила «наличие гена – наличие резистентности». Данный 
подход несёт в себе допущения: (а) за резистентность от-
вечает только один локус, а не несколько; (б) локус рези-
стентности имеет высокую пенетрантность и его эффект 
не может быть замаскирован другими участками генома 
или зависеть от условий внешней среды [23]. В некото-
рых случаях эти допущения нарушаются [31]. Это может 
приводить к значительному числу ошибок предсказа-
ния, что показано при валидации системы AMRFinder в 
случае предсказания резистентности Salmonella enterica 
к хинолонам и аминогликозидам [16].

Проведён ряд работ, в которых данная задача пред-
сказания фенотипа по генотипу решалась с помощью 
подходов машинного обучения. Для этого необходи-
мо создать большую базу результатов полногеномного 
секвенирования штаммов с известными профилями ре-
зистентности, из этой базы сформировать обучающую 
выборку для классификатора. При этом в некоторых 
работах использовались ранее полученные данные о ге-
нах антибиотикорезистентности [32], в других работах 
обучение классификатора осуществлялось с нулевого 
уровня [33]. При этом последние работы в этой области 
используют не алгоритмы обучения по типу «чёрного 
ящика» (например, нейросети), а легко интерпретируе-
мые алгоритмы, такие как деревья решений [32,33]. Это 
позволяет не просто сформировать систему предсказа-
ния, но и проследить логику её работы, что откроет воз-
можность более глубокого понимания механизмов при-
обретения резистентности.

Интересным направлением является предсказание 
резистентности не как бинарного признака «чувстви-
тельный/резистентный», а как численного показателя 
минимальной подавляющей концентрации препарата 
(МПК), что может помочь в исследовании ситуаций, 
когда данная концентрация близка к пограничному зна-
чению. Этот подход успешно применён как для случая 
предварительно заданного массива детерминант рези-
стентности, так и для обучения «с нуля» [34, 35].

Такие системы машинного обучения зачастую видо-
специфичны, поэтому развитие данного подхода огра-
ничивается количеством геномных данных для конкрет-

 Возможный протокол предсказания антибиотикорезистентно-
сти по последовательности генома чистой культуры бактерий.
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ных видов возбудителей заболеваний человека. Можно 
ожидать, что в будущем подобные системы предсказа-
ния будут внедрены в программное обеспечение, ис-
пользующееся для рядовых задач предсказания анти-
биотикорезистентности.
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КЛИНИКО-ДИАГНОСТИЧЕСКИЕ ПРОЯВЛЕНИЯ КЛЕЩЕВОЙ МИКСТ-ИНФЕКЦИИ  
В СОЧЕТАНИИ С COVID-19
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Сосуществование различных возбудителей в организме пациента – один из малоизученных и актуальных вопросов. Цель 
исследования – на примере случая хронической энцефалит-боррелиозной инфекции выявить связь показателей комплексной 
лабораторной диагностики с клиническими проявлениями микст-заболевания при последующем заражении вирусом SARS-
CoV-2. У пациентки на протяжении года собраны и исследованы семь образцов сывороток крови. Для этиологической 
верификации возбудителей КЭ, ИКБ, COVID-19 использованы методы ИФА и ПЦР диагностики. Диагноз ИКБ пациентке 
выставлен на основании выявления антител IgG к боррелиям через 5 мес от начала заболевания, так как укус клеща она 
отрицала. В клинической картине имел место суставной синдром и мигрирующая эритема. Позже, обнаружены в крови 
антитела IgG к ВКЭ. Антитела IgM к боррелиям не выявлялись. Об обострении ИКБ можно было судить по клиническим 
проявлениям этого заболевания и росту титра специфичных IgG антител. Особенностью этого случая явилось то, что 
во время обострения ИКБ произошло заражение вирусом SARS-CoV-2. Назначено лечение (умифеновир, гидроксихлорохин, 
азитромицин, цефтриаксон), которое повлияло на улучшение состояния по основному заболеванию, стали меньше боли в су-
ставах, снизился уровень IgG к боррелиям. В этот период появились серологические маркёры ВКЭ: антиген, антитела IgМ, 
стал нарастать титр антител IgG. Вероятнее всего этому способствовало переключение иммунной системы на вирус 
SARS-CoV-2, с одновременным подавлением боррелий антибиотиками и назначение гидроксихлорохина, обладающего им-
мунодепрессивным действием. Несмотря на активацию вируса клинических проявлений КЭ у больной не наблюдалось, что 
может быть связано с заражением слабовирулентным штаммом ВКЭ. Дальнейшее течение клещевых инфекций выявило 
доминирующее влияние B. burgdorferi по отношению к ВКЭ. Лабораторные исследования показали, что подавление актив-
ности боррелиозного процесса этиотропным лечением впоследствии приводило к активации персистирующего вируса КЭ.
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CLINICAL AND DIAGNOSTIC MANIFESTATIONS OF TICK-BORNE MIXED INFECTION IN COMBINATION 
WITH COVID-19
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The coexistence of various pathogens inside the patient’s body is one of the poorly studied and current issues. The aim of the study is to 
identify the relationship between the indicators of complex laboratory diagnostics and the clinical manifestations of a mixed disease 
during subsequent infection with the SARS-CoV-2 virus using the example of a case of chronic encephalitis-borreliosis infection. 
Seven blood serum samples were collected from the patient over the course of a year. For the etiological verification of the causative 
agents of TBE, Lyme disease and COVID-19, the methods of ELISA and PCR diagnostics were used. The patient was diagnosed with 
Lyme disease on the basis of the detection of IgG antibodies to Borrelia 5 months after the onset of the disease, since she denied the 
tick bite. In the clinical picture, there was an articular syndrome and erythema migrans. Later, IgG antibodies to the TBEV were found 
in the blood. Throughout the study, IgM antibodies to Borrelia were not detected. The exacerbation of Lyme disease could be judged 
by the clinical manifestations of this disease and by the growth of specific IgG antibodies. A feature of this case was that during an 
exacerbation of the Lyme disease, an infection with the SARS-CoV-2 virus occurred. Treatment (umifenovir, hydroxychloroquine, 
azithromycin, ceftriaxone) was prescribed, which improved the condition of the underlying disease, decreased joint pain, decreased 
IgG levels to borrelia. However, during this period, serological markers of TBEV appear: antigen, IgM antibodies, and the titer of 
IgG antibodies increases. Most likely, this was facilitated by the switching of the immune system to the SARS-CoV-2 virus, with the 
simultaneous suppression of borrelia with antibiotics and the appointment of hydroxychloroquine, which has an immunosuppressive 
effect. Despite the activation of the virus, clinical manifestations of TBE were not observed in the patient, which is most likely 
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associated with infection with a weakly virulent TBEV strain. The further course of tick-borne infections revealed the dominant 
influence of B. burgdorferi in relation to TBEV. Laboratory studies have shown that suppression of the activity of the borreliosis 
process by etiotropic treatment subsequently led to the activation of the persistent TBEV.
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Введение. Широкое распространение сочетанных 
природных очагов клещевых инфекций, имеющих, как 
правило, общие ареалы, часто служит причиной инфи-
цирования клещей одновременно несколькими пато-
генами. Это создаёт предпосылки к развитию микст-
инфекций у человека, пострадавшего от укуса клеща 
[1-7]. В лесных зонах на территории РФ 5-10% клещей 
I. persulcatus и I. ricinus заражены одновременно виру-
сом клещевого энцефалита (ВКЭ) и боррелиями [8]. В 
Приморском крае практически все очаги иксодового 
клещевого боррелиоза (ИКБ) и клещевого энцефалита 
(КЭ) являются сопряженными [6, 9]. На большей части 
биотопов, обследованных нами в 2019 г, в иксодовых 
клещах, присосавшихся к людям, выявлены высокие по-
казатели заражённости боррелиями (до 35%) и низкие 
– вирусом КЭ (1,8%). В общей структуре заражённых 
клещей показатели микст-инфицирования этими возбу-
дителями отмечены в 2,2% случаев [10]. При этом забо-
леваемость ИКБ и КЭ на территории Приморского края 
составила 8,0 и 1,0 на 100 тыс. населения, соответствен-
но. В структуре клинических проявлений КЭ преоблада-
ла лихорадочная форма до 50%, которая в 5,5% случаев 
вызвана микст-инфекцией (КЭ+ИКБ) [11].

Анализируя особенности течения КЭ в Приморском 
крае за последнее десятилетие, необходимо отметить, 
что наряду с крайне тяжёлыми формами заболевания всё 
чаще стали встречаться случаи с лихорадочной, стертой 
и бессимптомной формами инфекции [9,12]. Это может 
свидетельствовать о заражении людей либо субпорого-
вой дозой ВКЭ [13], либо – низковирулентными штам-
мами возбудителя [14]. Инаппарантное течение инфек-
ционного процесса затрудняет раннюю диагностику КЭ, 
что может способствовать длительной персистенции не 
верифицированного вируса в организме пациента. С 
таким течением КЭ при микст-инфекции (КЭ+ИКБ) до-
минируют клинические признаки ИКБ [15, 16], препят-
ствуя диагностике смешанной инфекции. Этим пациен-
там, как правило, ставят диагноз клещевой боррелиоз, а 
диагноз смешанной энцефалит-боррелиозной инфекции 
чаще всего упускается.

В конце 2019 г. вирус SARS-CoV-2 (Severe acute re-
spiratory syndrome-related coronavirus 2) (Nidovirales: 
Coronaviridae, Betacoronavirus, подрод Sarbecovirus) [17] 
преодолел межвидовой барьер и впервые за весь период 

изучения коронавирусов [18] проник в человеческую по-
пуляцию, подтвердив прогнозы о пандемическом потен-
циале этих вирусов [19-21]. Современная пандемия COV-
ID-19 (Coronavirus disease 2019), этиологически связанно-
го с вирусом SARS-CoV-2 [17, 22], свидетельствует о том, 
что этот вирус станет постоянным участником структуры 
ОРВИ человека в ближайшее время. Тяжёлые формы CO-
VID-19 связаны с развитием системной воспалительной 
реакции, цитокинового шторма, гиперкоагуляции, нару-
шения доставки и потребления кислорода, что приводит 
к полиорганной недостаточности [17, 23-25]. Указанные 
патологические проявления особенно значимы для боль-
ных с сопутствующими хроническими инфекционными 
заболеваниями, так как создают предпосылки к обостре-
нию и утяжелению течения этих инфекций [26, 27].

Своевременная диагностика и дальнейшее наблюде-
ние за людьми с сочетанной инфекционной патологией 
приобретает важное практическое значение, поскольку 
сосуществование различных возбудителей внутри орга-
низма пациента – один из малоизученных и актуальных 
в настоящее время вопросов.

Цель исследования – на примере случая хронической 
энцефалит-боррелиозной инфекции выявить связь пока-
зателей комплексной лабораторной диагностики с кли-
ническими проявлениями микст-заболевания при после-
дующем заражении вирусом SARS-Cov-2.

Материал и методы. У пациентки с диагнозом кле-
щевой боррелиоз, диссеминированная форма на про-
тяжении одного года собраны семь образцов сыворо-
ток крови, которые хранили при температуре -20  С. В 
последующем проведены комплексные исследования 
одновременно всех сывороток. Антиген ВКЭ определя-
ли методом ИФА с использованием набора «ВектоВКЭ-
антиген» (ЗАО «Вектор-Бест», Новосибирск) согласно 
инструкции производителя тест-системы. Присутствие в 
сыворотках крови специфических антител IgM и IgG про-
тив возбудителей КЭ, ИКБ, COVID-19 выявляли с помо-
щью наборов для ИФА – «ВектоВКЭ-IgМ», «ВектоВКЭ-
IgG», «ЛаймБест-IgM», «ЛаймБест-IgG», «SARS-Cov-
2-IgM-ИФА-Бест», «SARS-Cov-2-IgG-ИФА-Бест» (ЗАО 
«Вектор-Бест», Новосибирск). Уровень антигенемии и 
сывороточных антител оценивали по показателю Кп (от-
ношение оптической плотности исследуемой пробы к оп-
тической плотности критической пробы).
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На наличие генетических маркёров ВКЭ, Borrelia 
burgdorferi sensu lato, Anaplasma phagocytophilum, 
Ehrlichia сhaffeensis / Ehrlichia muris, Rickettsia sibirica 
/ Rickettsia heilongjiangensis, Borrelia miyamotoi матери-
ал исследовали методом полимеразной цепной реакции 
в режиме реального времени (ПЦР-РВ) с использова-
нием наборов «АмплиСенс ВКЭ, B. burgdorferi s.l., A. 
phagocytophilum, E. chaffeensis / E. muris-FL» (ЦНИИ 
эпидемиологии, Москва), «РеалБест ДНК R. Sibirica / R. 
heilongjiangensis, ДНК B. miyamotoi» (АО «Вектор-Бест», 
Новосибирск) согласно инструкции производителей. Ис-
следования проводили на амплификаторе с флуоресцент-
ной детекцией «ROTOR-GENE Q» (QIAGEN, Германия).

Результаты и обсуждение. Из анамнеза пациентки 
К., 60-ти лет, известно, что в сентябре 2019 г. она отды-
хала на даче в пригороде г. Артём Приморского края, по-
сле чего заметила появление на голени правой нижней 
конечности ярко-розового пятна с лёгким шелушением 
по окружности. Укус клеща пациентка отрицала. С этой 
симптоматикой она обратилась к врачу дерматологу, где 
ей назначено местное лечение (мазь тридерм). В тече-
ние последующего месяца у пациентки появилась боль 
в правом голеностопном суставе, что заставило её об-
ратится к инфекционисту и терапевту. Во время осмотра 
инфекционист зарегистрировал бледно-розовое про-
долговатое пятно диаметром 5 см с лёгким шелушением 
по окружности, но признаков инфекционного заболева-
ния он не отметил. В декабре 2019 г. больная посетила 
ревматолога уже с жалобами на боли в области мелких 
суставов кистей и стоп, возникающие в покое и при на-
грузке, на появление вторичных высыпаний на месте 
первичного пятна. Ревматолог по данным МРТ поста-
вил диагноз: Остеоартроз, полиостеоартроз и назначил 
лечение (витамины и хондропротекторы). Через месяц 
при повторной консультации ревматолога пациенткой 
отмечено появление болей в области правой голени в 
покое и в коленных суставах при физических нагрузках, 
сохранялись жалобы на высыпания на правой голени 
и появилось новое пятно на левом бедре. С целью до-
полнительного обследования пациентка направлена на 
анализ крови на антитела к миелопероксидазе и про-
теиназе (антитела в пределах референсных значений) и 
на допплерографию сосудов нижних конечностей (без 
патологии) для исключения васкулитного процесса, на 
консультацию к дерматологу и сосудистому хирургу.

В начале февраля 2020 г. пациентка впервые сдала 
кровь на антитела к боррелиям (ИФА), в которой об-
наружены антитела IgG. С этим результатом она об-
ратилась к инфекционисту, врач назначил анализ крови 
на наличие генетических маркёров B. burgdorferi s.l. и  
B. miyamotoi методом ПЦР (ДНК боррелий не обнаруже-
на). На основании полученных результатов исследования 
крови, наличия у больной в анамнезе суставного синдро-
ма и мигрирующей эритемы инфекционист диагности-
ровал клещевой боррелиоз, диссеминированная форма, 
подострый период и назначил этиотропное лечение (цеф-
триаксон 2,0 г внутривенно в течение двух недель). После 
курса антибиотикотерапии уровень антител IgG к борре-
лиям продолжил нарастать, сохранялись боли в суставах 
рук и ног. Больная стала отмечать появление болей в об-
ласти головы (губы, надбровная область) и правого пле-
чевого сустава. Очаговой неврологической симптоматики 
в этот период не зарегистрировано. Проведена комплекс-
ная рентгенография, которая выявила периартроз правого 
плечевого сустава, системное умеренное сужение меж-

фаланговых сочленений суставов кистей рук и признаки 
подагрического артроза на стопах. Рентгенография тазо-
бедренных суставов патологии не выявила.

В начале июля 2020 г. у пациентки повысилась тем-
пература, появился сухой кашель, чувство нехватки воз-
духа, выраженная слабость. Она обратилась в поликли-
нику. При исследовании мазка из носоглотки методом 
ПЦР обнаружена РНК SARS-CoV-2. Пациентку госпи-
тализировали с диагнозом коронавирусная инфекция, 
среднетяжёлая форма, двухсторонняя полисегментарная 
пневмония с площадью поражения 30% (данные ком-
пьютерной томографии). В клиническом анализе крови 
наблюдались нормоцитоз и увеличение СОЭ до 45 мм/
час. Лимфопении свойственной для COVID-19 не вы-
явлено. Отмечено повышение С-реактивного белка до  
4 мг/л. Назначено лечение: умифеновир (по 200 мг 4 
раза в день), гидроксихлорохин (800 мг в первые сутки, 
затем по 400 мг в сутки), азитромицин (500 мг в сутки), 
эноксипарин натрия (0,4 мг подкожно), цефтриаксон  
(2,0 г/сутки), омепразол и амброксол. После лечения 
коронавирусной инфекции пациентка отметила улуч-
шение по основному заболеванию (ИКБ), уменьшились 
боли в суставах, улучшилось общее самочувствие.

В середине октября у пациентки появилась боль и 
ограничение движения в левом плечевом суставе. В ана-
лизах крови выявлено снижение уровня антител IgG к 
боррелиям. В этот период впервые выявлено повышение 
антител IgM и IgG к ВКЭ и СОЭ до 27 мм/ч. В начале но-
ября у больной возобновились боли в суставах рук и ног, 
в анализе крови отмечено повышение показателей IgG к 
боррелиям. Инфекционист назначил амбулаторное лече-
ние (цефтриаксон в течение 3 нед). После лечения насту-
пило  незначительное улучшение общего самочувствия.

Особенностью этого случая явилось то, что во время 
ухудшения состояния больной, связанного с клещевым 
боррелиозом, произошло заражение вирусом SARS-
CoV-2, оказавшего влияние на дальнейшее течение болез-
ни. Чтобы проследить динамику изменений при тройной 
микст-инфекции проведено комплексное лабораторное ис-
следование одновременно всех сывороток крови этой па-
циентки, собранных на протяжении длительного периода 
времени (период наблюдения – более 1 года) (см. таблицу).

При ретроспективном анализе данных отмечено, что 
на протяжении всего периода наблюдения IgM к бор-
релиям у больной не обнаружены. Об обострении ИКБ 
можно судить по клиническим проявлениям этого забо-
левания (мигрирующая эритема, суставной синдром), 
по росту показателей специфичных IgG.

После того как был выставлен диагноз ИКБ (26.02-
17.03.2020) пациентка впервые получила этиотропное 
лечение (назначен цефтриаксон), в результате которого 
в сыворотке крови появились антитела IgМ к вирусу 
КЭ (Кп=1,2) на фоне высокого титра антител IgG к ВКЭ 
(Кп=7,8). Хотя симптомов характерных для КЭ в этот пе-
риод больная не отмечала. Появление антител IgМ сви-
детельствовало об активации вируса КЭ и могло быть 
связано с подавлением активности боррелий на фоне 
специфического лечения. Приём антибиотиков часто 
приводит к иммуносупрессии, что может являться триг-
гером для активации латентных вирусов.

Спустя месяц наступило ухудшение состояния боль-
ной, суставной болевой синдром усилился, повысился 
титр специфических антител IgG к боррелиям. Именно в 
этот период произошло заражение SARS-CoV-2, по поводу 
чего проведено лечение следующими препаратами: умифе-
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Динамика диагностических показателей клещевых инфекций и COVID-19 в сыворотках крови пациентки К.

Дата забора 
проб

Показатели ИФА, Кп ПЦР-РВ Показатели ИФА, Кп

к вирусу КЭ к боррелиям ДНК/РНК возбудителей клещевых инфекций к SARS-CoV-2
АГ IgM IgG IgM IgG КЭ ИКБ/ВКЛ МЭЧ ГАЧ КР IgM IgG

18.02.2020 н.о. н.о. 6,9 н.о. 4,2 н.о. н.о./н.о. н.о. н.о. н.о. Н.и. Н.и.
26.02-17.03.2020 г  Диагноз: Клещевой боррелиоз, диссеминированная форма, острый период. Больная получает этиотропное лечение 
(цефтриаксон) / КАК(10.03.20)Hb-129г/л, эр.-3,8х1012/л, тр.- 194х109/л, лейк.-4,1х109/л,СОЭ-20мм/ч, СРБ-н.о.
22.04.2020 н.о. н.о. 8,5 н.о. 5,3 н.о. н.о./н.и. н.о. н.о. н.о. н.и. н.и.
05.06.2020 н.о. 1,2 7,8 н.о. 6,6 н.о. н.о./н.и. н.о. н.о. н.о. н.и. н.и.
08.07-22.07.2020 г Диагноз: CОVID-19, среднетяжелая форма. Двухсторонняя полисегментарная пневмония с площадью поражения 
30%. Больная получает лечение по поводу COVID-19 (умифеновир, гидрооксихлорохин, азитромицин, цефтриаксон).
КАК(09.07.20) Hb/-130г/л, эр.-3,8х1012/л, тр.- 221х109/л, лейк.-4,7х109/л, СОЭ-45мм/ч, СРБ-4мг/л
15.10.2020 4,3 1,3 12,0 н.о. 2,5 н.о. н.о./н.и. н.о. н.о. н.о. н.о. 8,2
КАК(28.10.20) Hb-129г/л, эр.-3,88х1012/л, тр.- 189х109/л, лейк.-4,3х109/л, СОЭ-27мм/ч
03.11.2020 1,9 0,9 8,2 н.о. 3,6 н.о. н.о./н.и. н.о. н.о. н.о. н.о. 8,1
10.11-01.12.2020 г Диагноз: Хронический клещевой боррелиоз, рецидивирующее течение. Больная получает этиотропное лечение (цеф-
триаксон)
14.12.2020 2,0 н.о. 5,8 н.о. 3,4 н.и. н.о./н.и. н.и. н.и. н.и. н.о. 8,4
16.01.2021 г Диагноз: Микст-инфекция - клещевой боррелиоз, хроническая форма. Клещевой энцефалит, бессимптомная форма, хрони-
ческое течение.
14.05.2021 7,1 н.о. 9,2 н.о. 1,9 н.и. н.о./н.и. н.и. н.и. н.и. н.о. 11,0

П р и м е ч а н и е . КАК – клинический анализ крови; Кп – коэффициент позитивности в ИФА; АГ – антиген; н.и. – не исследовали; н.о. – не 
обнаружено; КЭ – клещевой энцефалит; ИКБ – иксодовый клещевой боррелиоз; МЭЧ – моноцитарный эрлихиоз человека; ГАЧ – гранулоци-
тарный анаплазмоз человека; ВКЛ – возвратная клещевая лихорадка; КР – клещевой риккетсиоз.

новир, гидроксихлорохин, азитромицин, цефтриаксон. Об-
щее состояние больной значительно улучшилось, практи-
чески купировался суставной болевой синдром, что, веро-
ятнее всего, связано с комплексной антибиотикотерапией, 
являющейся этиотропной и для лечения ИКБ [28]. Через 
3 мес после этого лечения зарегистрированы стабильные 
показатели антител IgG к SARS-CoV-2 (Кп=8,3±0,1) и зна-
чительное снижение IgG к боррелиям (с 6,6 до 2,5).

При заражении больной SARS-CoV-2 произошла 
дальнейшая реактивация вируса КЭ. Об этом свидетель-
ствовало появление антигена к вирусу КЭ и увеличе-
ние количества антител IgМ (с 1,2 до 1,3) и IgG (с 7,8 
до 12,0). Этому могло способствовать несколько факто-
ров: переключение иммунного ответа на SARS-CoV-2, с 
одновременным подавлением активности боррелий под 
действием этиотропного лечения и назначение гидрок-
сихлорохина, обладающего иммунодепрессивным дей-
ствием. Для активации латентной инфекции достаточно 
любого внешнего или внутреннего (интеркуррентные 
заболевания) воздействия, которое привело бы к дис-
балансу взаимоотношений возбудителей и иммунной 
системы. При таких условиях запускается репликация 
персистирующего вируса, который вступает во взаимо-
действие с иммунокомпетентными клетками [29]. Не-
смотря на активацию вируса клинических проявлений 
КЭ у больной не наблюдалось, что могло быть связано 
с инфицированием низковирулентным штаммом вируса 
КЭ. Такие штаммы вируса, стали доминировать в насто-
ящее время на территории Приморского края [30].

Лабораторные исследования в дальнейшем показа-
ли, что подавление активности боррелиозного процесса 
этиотропным лечением (IgG к боррелиям снизились с 
3,4 до 1,9) опять привело к активации персистирующего 
вируса КЭ (увеличение антигена к ВКЭ с 2,0 до 7,1 и 
антител  IgG с 5,8 до 9,2). Клинических проявлений КЭ 
у больной не отмечено.

На примере изучаемого случая, при проведении ком-
плексного ретроспективного анализа клинико-лаборатор-

ных данных, полученных на протяжении длительного пе-
риода времени, удалось проследить доминирующее влия-
ние B. burgdorferi по отношению к ВКЭ. Ранее подобное 
явление описано на уровне организма специфического 
переносчика – клеща I. persulcatus [31]. Показано, что 
клещи, заражённые боррелиями, либо не восприимчивы 
к вводимому парентерально высоковирулентному штам-
му вируса КЭ, либо репликация вируса в их организме 
тормозилась [32]. Этот антагонизм находит своё отраже-
ние и в клинической практике. В клещах, снятых с паци-
ентов с диагнозом ИКБ, в 72,2% обнаружен также ВКЭ 
[33]. По клиническим проявлениям случаи смешанной 
энцефалит-боррелиозной инфекции выявлены только у 
2,4% больных, с учётом серологических данных – у 4,8%. 
На основании этого предположено, что заражение ВКЭ 
происходит в 10 раз реже, чем фактически могло бы быть 
(72,2% к 7,2%). На долю боррелиозной микст-инфекции, 
ассоциированной с клещевым энцефалитом на различных 
эндемичных территориях, приходится 5-40% случаев за-
ражения [34 – 36]. Предполагают, что лиганды боррелий 
могут блокировать процесс проникновения вирионов че-
рез мембраны в клетки клещей [37]. Эта блокада, может 
осуществляться не только в кишечнике – основном месте 
обитания боррелий, но и в других тканях, в том числе – в 
гемоцитах [38]. Возможна блокада клеток слюнных же-
лез, т. к. при заражении микст-инфицированных борре-
лиями и ВКЭ клещей в 93% случаев передача вируса, не 
происходит [33]. Несмотря на описанные трудности со-
вместного существования этих возбудителей, сочетанное 
заражение людей ими все же происходит.

Подобные взаимоотношения проявляются и в сло-
жившейся в настоящее время эпидемической ситуации 
COVID-19. Сочетанная циркуляция вируса гриппа и ви-
руса SARS-CoV-2 в человеческой популяции показыва-
ет преимущество в пользу пока мало изученного нового 
вируса. Потенциал активности вируса гриппа уступает, 
случаи этой респираторной инфекции не регистрируют-
ся, что указывает на превосходство вируса SARS-CoV-2, 
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доминирующего в настоящее время в экологической 
нише респираторных инфекций. Предполагают, что в 
предстоящий эпидемический сезон совершенно иное 
значение приобретёт кампания по вакцинации против 
гриппа и значительный охват населения страны вакци-
нацией должен положительно сказаться на показателях 
заболеваемости не только гриппом, но и, возможно, на 
исходах COVID-19 [39]. По мнению ряда авторов [17,18, 
40] через несколько лет пандемический SARS-CoV-2 
может превратиться в сезонный эпидемический компо-
нент ОРВИ, подобно тому, как это произошло с панде-
мическим вариантом гриппа A (H1N1) pdm09 [41-44].

Восприимчивость организма к той или иной ин-
фекции определяется совокупностью ряда факторов: 
патогенностью инфекционных агентов, конкуренцией 
между возбудителями, состоянием иммунной системы, 
окружающей средой. Возможность репликации вируса 
КЭ, обусловливающей клинические проявления инфек-
ции, зависит от вирулентности вируса, жизнеспособ-
ности клетки-хозяина и состояния иммунной системы 
организма. Важное практическое значение имеет учёт и 
наблюдение за людьми с бессимптомной персистенцией 
ВКЭ, что позволяет в дальнейшем правильно оценивать 
эпидемиологическую обстановку, объяснять происхож-
дение естественной иммунизации лиц, длительно про-
живающих на территориях природных очагов.
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И КАРДИОЛОГОВ К ВЫПОЛНЕНИЮ РЕКОМЕНДАЦИЙ ЧЕТВЕРТОГО 
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В настоящем исследовании рассмотрены проблемы реализации четвертого универсального определения инфаркта мио-
карда в лечебных учреждениях четырех крупных городов: г. Волгограда (включая г. Волжский), г. Екатеринбурга, г. Пер-
ми, г. Уфы, а также районов Волгоградской области. Многоцентровое исследование проводилось в форме анкетирования 
специалистов кардиологической и лабораторной служб. По результатам опроса специалистов кардиологической служ-
бы установлено, что треть из них не видят преимуществ рекомендованного для диагностики инфаркта миокарда hs-
cTn теста, а также практически половина опрошенных специалистов считают, что миоглобин является необходимым 
тестом для выявления инфаркта миокарда. Вероятно, это напрямую связано с тем, что в 16 клинико-диагностических 
лабораториях из 5 вышеуказанных регионов до сих пор выполняется определение миоглобина у пациентов, поступающих 
с подозрением на инфаркт миокарда. Материально-техническая обеспеченность лечебно-диагностических учреждений 
в целом соответствует требованиям четвертого универсального определения инфаркта миокарда. Однако существует 
проблема «качественного» оснащения регионов Волгоградской области, поскольку только 3 из 31 района заявили о воз-
можности выполнения количественного определения hs-cTn , а качественный анализ проводился на платформах, кото-
рые не мониторируются IFCC. Настораживает факт, что почти половина специалистов клинико-диагностических ла-
бораторий центральных районных больниц Волгоградской области не указали производителя реагентов для определения 
тропонинов. Таким образом, в образовательные программы повышения квалификации специалистов кардиологической 
и лабораторной служб требуется включение аспектов, связанных с разъяснением аналитических характеристик, осо-
бенностей технологии выполнения тропониновых тестов и связанных с этим вариантов интерпретации результатов.
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READINESS OF CLINICAL LABORATORY DIAGNOSTICS AND CARDIOLOGISTS TO IMPLEMENT  
THE RECOMMENDATIONS OF THE FOURTH UNIVERSAL DEFINITION OF MYOCARDIAL INFARCTION
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This study describes the problems of the implementation of the fourth universal definition of myocardial infarction in the medical 
institutions of four cities: Volgograd (with Volzhsky), Yekaterinburg, Perm, Ufa, and districts of the Volgograd region. The 
multicenter study was conducted in the form of a questionnaire of specialists in cardiology and laboratory services. After a survey 
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of cardiac specialists, it was found that a third of them did not see the benefits of the hs-cTn test recommended for the diagnosis 
of myocardial infarction, and almost half of the specialists surveyed believed that myoglobin was a necessary test for detecting 
myocardial infarction. Probably, this is due to the fact that 16 clinical diagnostic laboratories from the 5 above regions still perform 
the determination of myoglobin in patients with suspected myocardial infarction. The material and technical support of medical 
and diagnostic institutions generally meets the requirements of the fourth universal definition of myocardial infarction. However, 
there is a problem of «qualitative» equipment of the regions of the Volgograd region, since only 3 out of 31 districts declared the 
possibility of carrying out a quantitative determination of hs-cTn , and qualitative analysis was carried out on platforms that 
are not monitored by the IFCC. It is worrying that almost half of the specialists of the clinical and diagnostic laboratories of the 
central district hospitals of the Volgograd region did not indicate the manufacturer of reagents for determining troponins. Thus, 
in the educational programs of advanced training of specialists in cardiology and laboratory services, it is necessary to include 
aspects related to the explanation of analytical characteristics, the characteristics of the technology for performing troponin tests 
and the related interpretation options for the results.

K e y  w o r d s :  myocardial infarction; troponin; questionnaires; diagnostics; multicenter study; cardiology service; laboratory 
service.
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Введение. Успехи диагностики острых форм ишеми-
ческой болезни сердца очевидны. В основном они до-
стигнуты в результате как непрерывного совершенство-
вания биомаркеров, так и создания новых диагностиче-
ских стратегий. Применительно к инфаркту миокарда 
таким биомаркером является высокочувствительный 
тропонин (hs-cTn ) [1]. Внедрение теста hs-cTn в кли-
ническую практику позволило разработать стратегии 
ранней диагностики инфаркта миокарда (ИМ), а также 
мониторинга повреждения миокарда при различных 
медицинских манипуляциях [2 – 5]. Однако прогресс 
от внедрения этого маркера в рутинную медицинскую 
практику тормозится по целому ряду причин, а приме-
нение теста hs-cTn в практическом здравоохранении ме-
нее эффективно, чем можно было ожидать на основании 
опубликованных клинических исследований (в основ-
ном зарубежных). 

Несмотря на то, что все методы определения концен-
трации тропонина на сегодняшний день основаны на 
одной и той же иммунохимической реакции – так назы-
ваемом сэндвич-анализе, производители тест-наборов с 
целью повышения чувствительности применяют ориги-
нальные технологические подходы, что привело к зна-
чительному разбросу абсолютных величин, получаемых 
разными тест-системами при определении тропонина 
в крови больных [6]. Более того, известно, что в крови 
циркулирует не собственно тропонин, а постоянно изме-
няющийся спектр его модифицированных фрагментов, 
а для их обнаружения используется 1–2 типа антител 
для связывания антигена (мышиные моноклональные 
антитела против определенного эпитопа, способные 

связаться лишь с некоторыми фрагментами молекулы 
тропонина) и 1–2 типа меченых каким-либо способом 
детекторных антител. 

Специальный комитет Международной федерации 
клинической химии и лабораторной медицины (IFCC) 
совместно с Американской ассоциацией клинической 
химии (AACC) приложил немало усилий для стандарти-
зации hs-cTn тестов. Однако до настоящего момента при 
практически идеальной корреляции величин, получен-
ных наилучшими тест-системами, абсолютная величина 
определяемой концентрации этого аналита при исполь-
зовании коммерчески доступных тестов может разли-
чаться в 5–10 раз. Поэтому прямое сравнение абсолют-
ных значений концентрации тропонина невозможно, а 
границы нормы должны быть определены отдельно для 
каждого вида тест-систем [7]. И хотя клинические ре-
шения с учетом соответствующих референcных диапа-
зонов в целом совпадают для всех тестов, эта ситуация 
создает очевидное неудобство и требует от врачей-кли-
ницистов и врачей клинической лабораторной диагно-
стики (КЛД) как формирования дополнительных компе-
тенций по интерпретации результатов hs-cTn тестов, так 
и нового уровня взаимодействия между собой. 

Цель работы: оценить информированность специ-
алистов лабораторной и кардиологической служб об 
особенностях аналитических технологий и диагности-
ческих алгоритмов применения теста hs-cTn и cTn, а 
также оценить обеспеченность лечебных учреждений 
средствами, позволяющими проводить исследования в 
соответствии с рекомендациями четвертого универсаль-
ного определения инфаркта миокарда.
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Материал и методы. Проведено многоцентровое 
исследование в форме анкетирования, в котором при-
няли участие лечебные учреждения четырех крупных 

городов с населением более 1 млн человек: г. Волгогра-
да (включая г. Волжский), г. Екатеринбурга, г. Перми, г. 
Уфы, а также районов Волгоградской области. В опро-

Рис. 1. Анкета для врачей кардиологов и терапевтов.
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се принимали участие 96 врачей-терапевтов и врачей-
кардиологов г. Волгограда и Волгоградской области, 
участвующих в системе непрерывного медицинского 
образования, а также 81 клинико-диагностическая лабо-
ратория (КДЛ) из 5 вышеуказанных регионов. Для вра-
чей-терапевтов и врачей-кардиологов анкета включала 
вопросы, позволяющие оценить уровень знаний врачей 
о преимуществах высокочувствительного и обычного 
теста на тропонин в диагностике ОИМ, а также уровень 
осведомленности о применении различных диагности-
ческих стратегий ОИМ (рис. 1). Для врачей КДЛ анкета 
включала вопросы, связанные с аналитическими харак-
теристиками тестов, техническими возможностями ла-
боратории и др. (рис. 2, а, б). 

Результаты и обсуждение. Уровень информиро-
ванности врачей. Результаты опроса врачей-кардиоло-
гов и терапевтов представлены на рис.3. Установлено, 
что только 70% врачей отметили преимущество исполь-
зования для диагностики и мониторинга ОИМ теста 
hs-cTn по сравнению с обычным Tn (из них кардиоло-
ги – 43%, терапевты – 29%); примерно так же распре-
делились мнения и о преимуществах количественного 
Tn-теста перед качественным: преимущества отметили 
67% (из них кардиологи – 38%, терапевты – 29%). На-
стораживает тот факт, что 48% опрошенных специали-
стов считают, что миоглобин до сих пор является не-
обходимым тестом для выявления инфаркта миокарда. 
Вопрос об использовании диагностических стратегий 
для выявления пациентов с ОИМ без подъема сегмента 
ST на ЭКГ оказался одним из наиболее трудных для вра-
чей: только 10% показали знание современных рекомен-
даций, 43% проигнорировали этот вопрос, 33% указали, 
что ни одна из стратегий не применяется. По-видимому, 
интерпретация теста выполняется в соответствии с ре-
комендациями производителя, о которых врача-клини-
циста информирует специалист, выполняющий анализ, 
а аналитические особенности теста игнорируются. 

Таким образом, многие из врачей не знают о со-
временных стратегиях диагностики ОИМ у пациентов, 
плохо информированы и не понимают рекомендаций 
актуального на сегодняшний день «четвертого универ-
сального определения ИМ» [8], не понимают специфи-
ки hs-cTn теста и не видят перспектив внедрения новых 
диагностических алгоритмов ОИМ. Более того, очевид-
но, что врачи-клиницисты не участвуют в подготовке 
технического задания и, следовательно, в выборе про-
изводителя теста, целиком полагаясь на лабораторную 
службу и на 44-ФЗ, что противоречит рекомендациям 
Российского общества кардиологов (РКО) и Европей-
ского общества кардиологов (ESC) [9].

Результаты опроса врачей КЛД представлены на рис. 
4. Как видно, практически все КДЛ городского и район-
ного уровня используют данные об аналитических ха-
рактеристиках (специфичность, чувствительность, по-
роговые значения), указанные в сопроводительной до-
кументации. Об определении коэффициента вариации 
(CV20) заявили только 7 КДЛ из 5 регионов (все лабора-
тории – из крупных городов). Главная причина отказа от 
определения вариации – высокая стоимость реагентов. 
Только в 9 КДЛ для принятия клинического решения 
при ОИМ используется внутрибольнично полученные 
величины 99-го процентиля, 7 КДЛ выдают результаты 
качественной оценки без информации о пороге опреде-
ления (LOQ), сотрудники 27 КДЛ испытывали затрудне-
ния при ответе на этот вопрос.

Использование лабораторных тестов, не рекомендо-
ванных для диагностики ОИМ (миоглобин), заявлено в 
16 КДЛ из 5 вышеуказанных регионов.

Анализ обеспеченности современными средства-
ми диагностики и их применение в регионах. В город-
ской агломерации Волгоград-Волжский о возможности 
определения кардиомаркеров заявили 23 лечебных уч-
реждения (рис. 5). Количественное определение тропо-
нинов, как и ожидалось, проводится преимущественно в 
крупных стационарах, поэтому в дальнейшем данные по 
исследованию кардиомаркеров в специализированных 
клиниках приводятся в сопоставлении с уровнем, до-
стигнутым в других городах-миллионниках. Информа-
ция о количестве и качестве исследований тропонинов в 
этих городах приведена в табл 1.

По уровню оказания услуги (анализ тропонинов, 
табл. 1) исследованные регионы примерно идентичны: 
в них проводится 15-20 анализов на 1000 населения, 
что составляет 0,1-0,2% от общего количества анализов 
в КДЛ клиник, предоставивших информацию. Однако 
качественный состав услуги существенно различается: 
если в Уфе и Перми количественные и качественные те-
сты представлены примерно одинаково, то в Волгограде 
и Волжском качественные тесты составляют всего 11% 
(табл. 1). Так как в исследование были включены толь-
ко многопрофильные больницы, мы сочли возможным 
привести данные по доле всех определений тропонинов, 
в общем количестве анализов. 

Отметим, что во всех регионах в крупных стациона-
рах количественное определение hs-cTn и cTn выполня-
ется в основном на платформах и реагентах с известны-
ми клиническими и аналитическими характеристиками, 
информация о которых постоянно актуализируется спе-
циализированным комитетом IFCC [http://www.ifcc.org/
ifcc-education-division/emd-committees/committee-on-
clinical-applications-of-cardiac-bio-markers-c-cb] (табл. 
2). Доля анализов на платформах других производите-
лей колеблется в зависимости от региона (табл. 2).

Таким образом, несмотря на ограниченную осведом-
ленность терапевтов и кардиологов о современных под-
ходах к лабораторной диагностике инфаркта миокарда, 
в крупных городах эта проблема успешно решается на 
уровне лабораторного звена – лечащие врачи получают 
от КДЛ диагностическую информацию, в основном со-
ответствующую требованиям четвертого определения 
инфаркта миокарда. 

Ситуация в районах Волгоградской области. Све-
дения о способности проводить анализ тропонинов за-
явили 32 лечебных учреждения 31 района области (вкл. 
г.Камышин); результаты представлены на рис.6. Техни-
ческая возможность количественного определения hs-
cTn заявлена только в 3 больницах (менее 10%); в 5 рай-
онах (15,2%) такая возможность на момент проведения 
анкетирования отсутствовала. Сотрудники 8 больниц 
(24,2%) затруднились указать метод, которым проводит-
ся качественный анализ.

Данные о количестве тропониновых тестов, выпол-
ненных в районных больницах Волгоградской области в 
2019 г., приведены на рис. 7. Число количественных те-
стов в пересчете на 1000 населения составило всего 0,61, 
а их доля в общем числе анализов на тропонин – всего 
18,2% (на фоне 89% в Волгограде и Волжском, табл.1). 
Качественный анализ проводился на платформах, ко-
торые не мониторируются IFCC (то есть практически 
неизвестен ни принцип определения диагностических 
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Рис. 2. Анкета для специалистов клинической лабораторной диагностики. а – лист 1, б – лист 2.
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Рис. 2. Анкета для специалистов клинической лабораторной диагностики. а – лист 1, б – лист 2.
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Рис. 3. Оценка информированности врачей о современных требованиях к диагностике инфаркта миокарда. Tn тест- тропони-
новый тест, hs-cTn – высокочувствительный тропониновый тест.

Рис. 4. Определение аналитических характеристик тропониновых тестов и выражение их результатов в регио-
нальных клинико-диагностических лабораториях. 
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порогов, ни характеристики выборки, на которой прово-
дилось изучение чувствительности и специфичности). 
Следовательно, при интерпретации результатов опре-
деляющее значение имеет достоверность информации, 
предоставляемой производителем в сопроводительной 
документации. 1099 качественных анализов (35%) и 200 
количественных (6,3%) были проведены на платформах, 
информация о которых не была предоставлена участни-
ками анкетирования, что может свидетельствовать о не-
достаточной компетентности персонала (рис. 7). 

Рис. 5. Исследование кардиомаркеров в ЛПУ г. Волгограда и г. Волжского.

Выводы: 
1. Во всех регионах, включенных в исследование, 

существуют проблемы взаимодействия лабораторной 
и кардиологической службы; требуется дополнитель-
ное обучение кардиологов, связанное с разъяснением 
особенностей технологии выполнения тропониновых 
тестов и связанных с этим вариантов интерпретации ре-
зультатов.

2. В крупных стационарах всех регионов, включен-
ных в исследование, проводится количественное опре-

Т а б л и ц а  1
Количество исследований и варианты анализа тропонинов в крупных лечебных учреждениях городов-миллионников 

Количество клиник,  
по которым имеется  

информация
Население

Общее  
количество 
анализов

Тропонины, всего исследований и 
доля в общем количестве анализов Тропонины на 1000 населения

Количественно Качественно Количественно Качественно
Агломерация Волгоград – Волжский
15 1337072 15401441 23228

0,15%
2958

0,02%
17,4 2,2 (11%)

Из них в больницах СМП* 10659 -
Уфа
6 1124226 19520059 7374

0,038%
10107,0
0,05%

6,6 9,0

Из них в больницах СМП* 1800 7629
Пермь
10 1053936 8464314 15087

0,18%
7676

0,09%
14,3 7,3

Екатеринбург
1 1483119 3011908 6127

0,20%
- 4,1 -

П р и м е ч а н и е .  *– СМП – скорая медицинская помощь.
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Рис. 6. Возможности определения тропонинов, заявленные районными ЦРБ Волгоградской области.

Т а б л и ц а  2
Доли производителей наборов для количественного определения hs-cTn и cTn, в крупных лечебных учреждениях городов-миллион-

ников

Город Волгоград + Волжский Пермь Уфа

Платформа
Количество исследований Tn в 2019 г.

абс. % абс. % абс. %
Мониторируемые IFCC
Beckman Coulter 7159 37,6 - - 1800 24,4
LSI Med. Mitsubishi PATHFAST 7313 38,5 4967 41,1 - -
Roche Diagnostics 4353 22,9 - - 5419 73,5
Tosoh CL AIA-PACK cTnI 176 0,9 - - - -
Abbott ARCHITECT (+iSTAT) - - - - 4163 36,6
Ortho VITROS - - 1463 10,8 - -
Нет данных в IFCC
Response Biomedical Corp. RAMP 17 0,1 7108 58,9 - -
Siemens IMMULITE 2000 - - 199 1,4 - -

Рис. 7. Количество исследований тропонина, проведенных на различных аналитических платформах в 2019 г. в районах Вол-
гоградской области.
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деление тропонинов, что соответствует требованиям 
четвертого универсального определения инфаркта мио-
карда. Наряду с этим, определение вариабельности ре-
зультатов теста и внутрибольничного референтного ин-
тервала, как это указано в клинических рекомендациях, 
производится далеко не всегда. 

3. Почти половина специалистов клинико-диагно-
стических лабораторий центральных районных боль-
ниц Волгоградской области не указали производителя 
реагентов для определения тропонинов, что свидетель-
ствует о недооценке важности понимания влияния ана-
литических технологий на интерпретацию результатов 
исследования. Вероятно, требуется включение этих 
аспектов в образовательные программы повышения ква-
лификации специалистов. 
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