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Жлоба А.А., Субботина Т.Ф.

МЕТИОНИН И ОБЩИЙ ГОМОЦИСТЕИН КРОВИ У ПАЦИЕНТОВ С АРТЕРИАЛЬНОЙ 
ГИПЕРТЕНЗИЕЙ В УСЛОВИЯХ ЭКСКРЕТОРНОЙ ДИСФУНКЦИИ ПОЧЕК

ФГБОУ ВО «Первый Санкт-Петербургский государственный медицинский университет им. акад. И.П. Павлова» 
Минздрава РФ, 197022, Санкт-Петербург, Россия

Роль почек в метаболизме и гомеостазе серосодержащих аминокислот велика, поэтому показатели метионина (Мет), 
общего гомоцистеина (оГци) и их соотношения могут иметь диагностическое значение при хронических заболеваниях 
почек, в том числе, в условиях артериальной гипертензии (АГ). Цель исследования – изучение соотношения Мет/оГци у 
пациентов с АГ в сочетании с хронической болезнью почек (ХБП). Использовали плазму крови 76 пациентов возрастом 
40-75 лет с АГ и дисфункцией экскреторной функции почек, подгрупп: 1- с протеинурией (n=37); 2- без протеинурии со 
скоростью клубочковой фильтрации (СКФ) < 90 мл/мин/1,73 м2 (n=39) и группу сравнения 3 – пациенты с АГ без экскре-
торной дисфункции почек (n=28). Значительно пониженный уровень Мет был в подгруппе 1. Уровни оГци были выше в 
подгруппах 1 и 2, чем в группе 3. Отношение Мет/оГци выявило различия подгрупп 1 – 2 с группой 3. Различий в уровнях 
Арг и Лиз не обнаружено. Выявлены положительные корреляции соотношения Мет/оГци с количеством эритроцитов, 
но не с уровнем гемоглобина. При ROC-анализе точки отсечения для соотношения Мет/оГци в сопоставлении с группой 
3 составили для подгруппы 1 – 3,08, а 2 – 3,36. При прогрессировании ХБП наблюдается повышение уровней оГци в крови 
и снижение содержания Мет. Снижение СКФ, в особенности при протеинурии, сопровождается понижением уровня 
Мет. Соотношение Мет/оГци выше 3,36 можно рассматривать в качестве минимально необходимого баланса между 
этими серосодержащими аминокислотами крови при ХБП и АГ.
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The role of the kidneys in the metabolism and homeostasis of sulfur-containing amino acids is great, so the levels of methionine 
(Met), total homocysteine   (tHcy) and their ratios can be of diagnostic value in chronic kidney disease (CKD), in a course of the 
arterial hypertension (AH). The aim of the study was to evaluate the Met/tHcy ratio in hypertensive patients with CKD.
We used blood plasma of 76 patients aged 40-75 years with AH and the excretory dysfunction of the kidneys; subgroups: 1 – with 
proteinuria (n=37); 2 – without proteinuria with glomerular filtration rate (GFR) < 90 ml/min/1.73 m2 (n=39) and comparison 
group 3 – patients with AH without renal excretory dysfunction (n=28). Significantly lower Met levels were in subgroup 1. THcy 
levels were higher in subgroups 1 and 2 than in group 3. The Met/tHcy ratio revealed differences in subgroups 1and 2 vs group 
3. No differences were found in Arg and Lys levels. Positive correlations of the Met/tHcy ratio with the number of erythrocytes, 
but not with the level of hemoglobin, were revealed. In the ROC analysis, the cut-off points for the Met/tHcy ratio compared to 
group 3 were 3.08 for subgroup 1 and 3.36 for subgroup 2. With the progression of CKD, there is an increase in the levels of tHcy 
in the blood, and a decrease in the content of Met. A decrease in GFR, especially in a case with proteinuria, is accompanied by a 
decrease in the level of Met. The Met/tHcy ratio above 3.36 can be considered as the minimum of the balance between these sulfur-
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Введение. При хронической болезни почек (ХБП) 
большое диагностическое значение имеют лабора-
торные технологии определения отклонений в экс-
креторной, эндокринной и метаболической функци-
ях почек [1-4]. Поскольку роль почек в метаболизме 
серосодержащих аминокислот велика, то при нару-
шении их метаболических и экскреторных функций, 
как правило, возникает гипергомоцистеинемия [5]. 
Для гомеостаза серосодержащих аминокислот боль-
шое значение имеют пути утилизации гомоцистеина 
(Гци), возникающего из аминокислоты метионина 
(Мет) в результате реакций трансметилирования в 
различных тканях. Так как большая часть Гци пре-
имущественно в печени подвергается реметилирова-
нию, остающиеся количества Гци доступны фермен-
тативному превращению в другие серосодержащие 
метаболиты в цистатиониновом пути, локализован-
ном преимущественно в тканях почек, печени, мозга 
и поджелудочной железы [6-7]. Оценка общего гомо-
цистеина (оГци) при ХБП даёт некоторое представ-
ление о нарушении метаболической функции почек 
[8]. В связи с тем, что Гци возникает из Мет и уровень 
оГци зависит от метаболизма Мет, возникает вопрос 
о диагностическом значении определения уровня 
Мет в крови. Средний уровень Мет в норме превы-
шает уровень оГци в плазме крови примерно в 5-6 
раз  [9]. Как показали модельные опыты на клеточ-
ных культурах при концентрациях Мет менее 25 мкМ  
клетки начинают переходить к апоптозу [10]. При 
пониженном содержании Мет в среде наблюдается 
гипометилирование жизненно важных метаболитов, 
вкючая нуклеиновые кислоты и гистоны. Помимо 
участия в этих эпигенетических реакциях, Мет ис-
пользуется при синтезе креатина, фосфатидилхоли-
на, нейромедиаторов и других метаболитов и гормо-
нов [9, 11-12]. 

В лабораторной практике определение уровня 
Мет проводят крайне редко, несмотря на очевидную 
роль этой аминокислоты в метаболизме и в регуля-
ции эпигенетических процессов. Снижение скорости 
метилирования в тканях зависит не только от ингиби-
рующего влияния возрастания уровня оГци, но и от 
понижения уровня Мет ниже 25 мкМ во внеклеточ-
ной среде [10, 13]. В отдельных исследованиях пока-
зано, что у пациентов в период острой стадии инсуль-
та уровень Мет возрастает [14-15], в период же вос-
становления функционального состояния возникает 
значительное понижение уровня Мет в крови из-за 
его интенсивного использования в реакциях синтеза 
азотистых оснований, фосфолипидов при построе-
нии клеточных мембран, а также в эпигенетических 

реакциях. [16]. Синтез фосфатидилхолина из фос-
фоэтаноламина, вероятно, является самым мощным 
потребителем метильных групп Мет у взрослых мле-
копитающих и, следовательно, крупнейшим источни-
ком S-аденозилгомоцистеина – сильного ингибитора 
метилтрансфераз. Опасным результатом торможения 
активности метилтрансфераз является нарастание де-
миелинизации в нервной системе, усиливающейся в 
условиях нарастания уровня оГци, соответственно. 
Роль метаболической функции почек в поддержании 
оптимального соотношения Мет и оГци и диагности-
ческие параметры лабораторных показателей этих 
аминокислот до настоящего времени недостаточно 
изучены. 

Цель исследования: оценка соотношения Мет/оГ-
ци у пациентов с ХБП, выявление диагностического 
значения и целесообразности одновременного опре-
деления Мет и оГци.

Материал и методы. Сбор клинического ма-
териала осуществляли на базе клиник ФГБОУ ВО 
ПСПбГМУ им. И.П. Павлова Минздрава России. В 
исследование включены образцы крови от 76 паци-
ентов в возрасте 40-75 лет с артериальной гипертен-
зией (АГ), находившихся на стационарном лечении 
в клиниках терапевтического профиля. Критерием 
включения в исследование было наличие АГ (МКБ 10 
I10/ I11/ I12/ I13/ I15). Критериями исключения были: 
наличие заболеваний печени, онкогематологических 
и других онкопролиферативных заболеваний, острых 
нарушений кровообращения и воспалительных про-
цессов, а также состояние беременности. Пациенты 
были разделены на две подгруппы. Подгруппа 1 – 37 
пациентов с протеинурией свыше 150 мг/сут; подгруп-
па 2 – 39 пациентов, у которых протеинурия не была 
выявлена, а расчетная скорость клубочковой фильтра-
ции (рСКФ) была незначительно снижена и состав-
ляла 60-89 мл/мин/1,73 м2. Группу сравнения соста-
вили 28 пациентов такого же возраста с АГ без при-
знаков поражения почек (рСКФ > 90 мл/мин/1,73 м2,  
отсутствие протеинурии). Дополнительными крите-
риями исключения для группы сравнения были са-
харный диабет (нарушение толерантности к глюкозе 
допускалось) и дефицит фолиевой кислоты в плазме 
(менее 7 нМ). Демографические данные, факторы ри-
ска и основные общелабораторные показатели пред-
ставлены в табл. 1.

Материал исследования – плазма крови, взятой 
утром натощак из кубитальной вены в вакутейнеры 
с гепарином. Отделение форменных элементов крови 
путем центрифугирования (580 g, 15 мин) проводили 
в течение 1 ч после взятия крови. Образцы плазмы до 
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анализа хранили при температуре –80 ºС. Протокол 
исследования в соответствии с принципами Хель-
синкской декларации был одобрен Этическим коми-
тетом ПСПбГМУ им. И.П. Павлова.

Основные биохимические показатели определяли 
в клинико-диагностической лаборатории ПСПбГМУ 
им. И.П. Павлова с помощью стандартных наборов 
фирмы Roche для биохимического анализатора Cobas 
Integra 400 Plus (Германия). Расчет СКФ проводили 
по уровню креатинина крови с использованием фор-
мулы CKD-EPI, а суточную протеинурию оценивали 
фотометрическим методом. Определение концентра-
ции общего холестерина проводили с использованием 
наборов реактивов фирмы «Abbott Clinical Chemistry» 
(США). Концентрацию фолиевой кислоты определя-
ли методом конкурентного иммунохемилюминес-
центного анализа с использованием наборов реаген-
тов, согласно инструкции производителя (Beckman 
Coulter Inc., США) и иммуноанализатора Access 2 
Immunoassay System той же фирмы.

Концентрацию оГци в плазме осуществляли мето-
дом высокоэффективной жидкостной хроматографии 
(ВЭЖХ), как описано нами ранее [17,18]. Концентра-
цию аминокислот Мет, Арг и Лиз определяли мето-
дом ВЭЖХ [19].

Статистический анализ выполняли с использова-
нием пакета программ Statistica 10. Соответствие рас-
пределения данных нормальному закону оценивали 
с помощью критериев Шапиро-Уилка и Колмогоро-
ва-Смирнова. Распределение большинства перемен-
ных отличалось от нормального, поэтому данные в 
таблицах и в тексте представлены в виде медианы и 
межквартильного размаха (Me(Q1-Q3)). Для оценки 
межгрупповых различий в трех независимых выбор-
ках (подгруппы пациентов 1 и 2 и группа сравнения 
3) использован непараметрический критерий Краске-
ла-Уоллиса (количественные данные) и точный кри-
терий Фишера (категориальные данные). При необхо-
димости попарного сравнения использован тест Ман-
на-Уитни с поправкой Бонферрони при оценке уровня 
значимости. Оценка корреляционной связи между 
показателями проводилась с применением рангового 
коэффициента Спирмена. Критический уровень до-
стоверности нулевой статистической гипотезы при-
нимали равным 0,05.

Результаты. Данные табл. 1 показывают отсут-
ствие значимых различий между обследуемыми груп-
пами по возрасту, гендерному составу, частоте куре-
ния и уровню артериального давления. В подгруппе 
1 значительно чаще встречается сахарный диабет, 

Т а б л и ц а   1
Клинико-лабораторная характеристика обследованных пациентов 

Показатель (референсный интервал) Группа пациентов  
в целом (n=76) Подгруппа 1 (n=37) Подгруппа 2 (n=39) Группа сравнения   

(n=28) р*

Возраст, годы 56 (48-66) 56 (45-65) 56 (52-68) 60 (52-64) 0,37

Мужчины / Женщины 29 /47 14 /23 15 / 24 17 /11 0,065

Курение: да / нет 27 / 49 16 / 21 11 / 28 16 /12 0,054

САД, мм рт. ст. 140 (130-150) 138 (130-143) 140 (130-150) 130 (120-140) 0,20

ДАД, мм рт. ст. 80 (80-90) 85 (80-90) 80 (80-90) 80 (80-90) 0,35

Сахарный диабет или НТГ, n 28 20 8 5 0,0019

Глюкоза, мМ (3,9 – 6,1) 5,3 (4,9-6,0) 5,3 (4,9-6,1) 5,3 (4,9-5,7) 5,2 (5,0-5,6) 0,87

Общий холестерин, мМ (3,1 – 5,2) 5,1 (4,2-5,8) 4,8 (3,9-5,6) 5,4 (4,5-5,9) 4,6 (3,9-5,4) 0,11

Гемоглобин, г/л (132-164) 127 (111-138) 114 (102-130) 133 (125-148) 134 (120-141) 0,000047

Эритроциты, *10^12/л  (4,1–5,1) 4,4 (3,9-4,8) 4,1 (3,7-4,4) 4,6 (4,3-5,0) 4,4 (4,2-4,9) 0,00076

Среднее содержание гемоглобина в 
эритроците, пг (24–33) 29,7 (26,7-31,0) 28,7 (26,2-30,9) 30,1 (28,5-31,0) 29,5 (27,7-30,9) 0,19

Креатинин, мкМ (53–115) 82 (71-100) 93 (65-120) 80 (72-93) 67 (61-73) 0,00014

рСКФ, мл/мин/1,73 м2 (>90) 75,3 (68,6-86,4) 72,8 (48,8-89,4) 76,7 (71,8-86,3) 97 (91-104) < 0,000001

Мочевина, мМ (2,5 – 7,3) 5,7 (4,4-8,5) 7,1 (4,6-10,2) 5,1 (4,1-5,9) 3,5 (3,2-4,5) 0,0037

Суточная протеинурия, г/сут 0,32 (0,13-2,08) 0,32 (0,13-2,08) Нет Нет -

Общий белок, г/л (65-85) 71,0 (66,5-74,0) 69,0 (64,0-73,0) 72,0 (68,0-77,5) 72,0 (67,5-73,8) 0,046

Общий билирубин, мкМ (3,4-20,5) 11,7 (8,1-15,5) 9,8 (7,5-13,1) 13,9 (9,2-17,6) 12,2 (7,8-13,7) 0,065

АСТ, Е/л (10-40) 18 (15-22) 18 (14-21) 18 (16-22) 18 (15-24) 0,82

АЛТ, Е/л (10-42) 15 (12-19) 15 (12-21) 15 (12-17) 16 (12-24) 0,77

П р и м е ч а н и е .  * – Данные представлены в виде медианы и квартилей. Достоверность различий между подгруппами пациентов и группой 
сравнения оценивали с помощью теста Краскела-Уоллиса (количественные данные) и точного критерия Фишера (категориальные данные).  
Результаты попарного сравнения (тест Манна-Уитни с поправкой Бонферрони) отражены в тексте. НТГ – нарушение толерантности к глю-
козе; САД – систолическое артериальное давление; ДАД – диастолическое артериальное давление; ИМТ – индекс массы тела; рСКФ – рас-
четная скорость клубочковой фильтрации; АСТ – аспартатаминотрансфераза; АЛТ – аланинаминотрансфераза.
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обратить внимание на то, что корреляция рСКФ с со-
отношением Мет/оГци выражена более значимо, чем 
с этими аминокислотами по отдельности. В отличие 
от серосодержащих аминокислот, уровни Лиз и Арг в 
подгруппе 1 не коррелировали с показателями функ-
ции почек.

Из данных табл. 1 следует, что более чем у 50% 
пациентов подгруппы 1 отмечались признаки нор-
мохромной анемии. Уровень гемоглобина и ко-
личество эритроцитов в этой подгруппе были до-
стоверно ниже, чем в подгруппах 2 и 3, тогда как 
показатель насыщения эритроцита гемоглобином 
не различался между подгруппами и укладывался 
в референсный диапазон. При рассмотрении связей 
уровней Мет и оГци с показателями состояния ге-
мопоэза обращает на себя внимание их достовер-
ные корреляции с количеством эритроцитов, но не 
с уровнем гемоглобина. Следует отметить, что наи-
более достоверную ранговую корреляцию показало 
именно соотношение Мет/оГци и только в подгруп-
пе 1 (рис. 3). 

Таким образом, показатели экскреторной функции 
почек и количества эритроцитов могут коррелировать 
как отдельно с Мет и оГци, так и с их соотношени-
ем. Известно, что в норме соотношение Мет/оГци со-
ставляет у здоровых лиц около 5 – 6 [9]. Для группы 
сравнения с рСКФ > 90 мл/мин/1,73 м2 соотношение 
Мет/оГци составило 3,47 (2,82-5,94), а в подгруппе 

однако он у большинства пациентов носит компенси-
рованный характер, поскольку различий между груп-
пами по уровню тощаковой глюкозы не выявлено. 
Обнаруживаются ожидаемые различия по показате-
лям, характеризующим функцию почек, тогда как раз-
личия по показателям функции печени отсутствуют.

В табл. 2 представлены результаты определения 
аминокислот плазмы в исследуемых группах лиц. 
В значительном числе случаев (около 50% пациен-
тов и 25% лиц сравнительной группы) уровень Мет 
был ниже 25 мкМ, что, согласно современным дан-
ным, может приводить к существенному торможению 
трансметилирования, включая эпигенетические реак-
ции. Отмечен достоверно пониженный уровень Мет 
в подгруппе 1 (пациенты ХБП с протеинурией) отно-
сительно группы сравнения 3 (р=0,0063). Уровни оГ-
ци были выше в обеих подгруппах пациентов, чем в 
группе сравнения (см. табл. 2). Отношение Мет/оГци 
выявило достоверные различия между подгруппами 
пациентов и группой сравнения (р=0,0040 и р=0,0083 
для подгрупп 1 и 2, соответственно). Межгрупповых 
различий в уровнях аргинина (Арг) и лизина (Лиз) не 
обнаружено. 

Выявлены связи уровней аминокислот с важней-
шими характеристиками функции почек – рСКФ 
(рис. 1) и уровнем суточной протеинурии (рис. 2). 
Эти связи оказались достоверными только у паци-
ентов с ХБП и протеинурией (подгруппа 1). Следует 

Рис. 1. Корреляции рСКФ и уровней Мет (а), RS = 0,39; р=0,015; оГци (б), RS = -0,49; р= 0,0021 и их соотношения Мет/оГци (в), 
RS = 0,56; р=0,00026 в подгруппе 1.

Рис. 2. Корреляции log-преобразованного уровня суточной протеинурии с уровнями Мет (а), RS = -0,40; р=0,013; оГци (б),  
RS = 0,17; р=0,30 и их соотношения Мет/оГци (в), RS = -0,36; р=0,028 в подгруппе 1.
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триваемого соотношения Мет/оГци равное 3,08 (чув-
ствительность 68%, специфичность 60%) (рис. 4).

Все значения соотношения Мет/оГци ниже 3,08 на 
основании полученных данных следует рассматри-
вать с точки зрения патологических изменений мета-
болизма этих аминокислот. Использование уровней 
Мет и оГци по отдельности не позволяют построить 
достоверную диагностическую модель. Модель же 
с использованием подгруппы пациентов 2 вместо 
подгруппы 1 является достоверной (AUC = 0,716; 
p=0,003) и дает значение точки отсечения Мет/оГци 
равное 3,36 (чувствительность 61%, специфичность 
77%).

Обсуждение. Общепризнанным являются значи-
тельные нарушения обмена серососдержащих ами-
нокислот при ХБП. Они проявляются повышением 
уровня оГци, который весьма токсичен в отношении 
эндотелиоцитов и других клеток [7]. Незаменимая 
аминокислота Мет также оказывает значительное 
воздействие на состояние тканей. В одном из про-
спективных исследований 4156 пациентов обнару-
жено, что пониженные уровни Мет в плазме связаны 
с риском развития инфаркта миокарда [20]. Это со-
гласуется с результатами исследований на клеточных 
моделях, в которых показано, что клетки в культуре 
тканей переходят к апоптозу, если содержание Мет во 
внеклеточной среде падает ниже 25 мкМ [10]. В этом 
случае возникает эффект гипометилирования, веду-

Рис. 4. ROC-кривая диагностической способности показате-
ля Мет/оГци в модели «здоровый (группа 3) – больной ХБП 
(подгруппа 1)». Отмеченная на графике точка J определяет 
значение “Cut off” Мет/оГци, соответствующее 3,08.

Рис. 3. Корреляции количества эритроцитов и уровней Мет (а), RS = 0,40; р=0,014; оГци (б), RS = -0,35; р= 0,032 и их соотноше-
ния Мет/оГци (в), RS = 0,43; р=0,0075 в подгруппе 1.

Т а б л и ц а  2
Уровни аминокислот в плазме обследованных пациентов 

Показатель (референсный интервал)
Группа пациентов 

в целом
(n=76)

Подгруппа 1 
(n=37)

Подгруппа 2 
(n=39)

Группа сравнения 
(3)  (n=28) р*

Общий гомоцистеин, мкМ (<10,9) 10,3 (7,0-14,9) 10,5 (7,0-15,2) 10,2 (6,9-14,3) 8,0 (5,4-10,8) 0,059

Метионин, мкМ (6-40) 24,9 (21,1-28,0) 23,2 (19,9-26,6) 25,6 (22,1-28,1) 27,9 (25,0-33,1) 0,013

Мет /оГци 2,62 (1,60-3,54) 2,60 (1,35-3,67) 2,82 (1,87-3,31) 3,47 (2,82-5,94) 0,0081

Аргинин, мкМ (32-138) 67,0 (58,0-81,5) 66,6 (58,1-78,1) 67,3 (58,8-82,2) 78,0 (60,7-93,0) 0,44

Лизин, мкМ (83-255) 208 (167-234) 193 (161-217) 219 (182-248) 182 (147-227) 0,048

П р и м е ч а н и е . * – Данные представлены в виде медианы и квартилей. Достоверность различий между подгруппами пациентов и группой 
сравнения оценивали с помощью теста Краскела-Уоллиса. Результаты попарного сравнения (тест Манна-Уитни с поправкой Бонферрони) 
отражены в тексте.

1 с протеинурией оно оказалось достоверно ниже – 
2,60 (1,35-3,67; р=0,040) (табл. 2). При ROC-анализе 
определено значение точки отсечения для рассма-
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щий к дестабилизации генома. Содержание Мет в 
плазме или сыворотке крови по данным ведущих ру-
ководств по клинической лабораторной диагностике 
может колебаться в очень широких пределах от 6 до 
40 мкМ [21]. При рассмотрении же однородных групп 
пациентов или динамики Мет у отдельных пациентов 
уровень этого показателя в плазме крови, взятой нато-
щак, группируется в узком диапазоне концентраций 
[22-25]. В свете современных данных, в случае со-
держания Мет во внеклеточных средах ниже 25 мкМ, 
следует ожидать неблагоприятные условия для про-
явления активности трансметилаз. 

Ткани почек оказывают значительное влияние на 
уровень оГци в плазме крови, так как путь утилиза-
ции этого метаболита путем транссульфирования в 
организме ограничен тканями почек, печени, мозга 
и поджелудочной железы [26]. Этот метаболический 
путь, по-видимому, нарушается параллельно сни-
жению СКФ, в особенности, если наблюдается про-
теинурия (см. табл. 2, рис. 1). Следует отметить, что 
возрастание уровня оГци при ХБП, не может быть 
компенсировано в достаточной мере за счет ремети-
лирования Гци в Мет в реакциях, катализируемых 
метилентетрагидрофолатредуктазой (МТГФР) [27], 
что наблюдается при прогрессировании ХБП [28]. 
Отчасти это можно объяснить тем, что при ХБП нару-
шается образование почечного фактора стимуляции 
реабсорбции и всасывания фолиевой кислоты в ки-
шечнике [29]. Реметилирование Гци с образованием 
Мет представлено, прежде всего, в ткани печени. Как 
показывают многочисленные исследования, несмо-
тря на сохранение метаболической функции печени, 
при нарушении функций почек реакций реметилиро-
вания часто недостаточно для нормализации уровня 
оГци. В нашем исследовании показано, что при ХБП 
наблюдается коррелирующее с СКФ понижение уров-
ня Мет в системном кровотоке. За счет этого у лиц с 
одновременным повышением уровня оГци и сниже-
нием содержания Мет может наблюдаться системное 
полиорганное торможение реакций метилирования. 
Данное исследование показало, что у пациентов с 
АГ и рСКФ > 90 мл/мин/1,73 м2 соотношение Мет/
оГци составило 3,47 (2,82-5,94), а уровень Мет у них 
колебался в пределах 27,9 (25,0-33,1) мкМ, тогда как 
у пациентов в подгруппе 1 с ХБП и протеинурией 
уровни Мет были достоверно ниже, а соотношение 
Мет/оГци составило в среднем 2,62 (1,60-3,54). Со-
гласно ROC-анализу, у пациентов с ХБП и протеину-
рией наблюдается уровень Мет/оГци ниже 3,08 (рис. 
4), а в группе пациентов без протеинурии, но с СКФ 
< 90 мл/мин/1,73 м2 наблюдается соотношение Мет/
оГци менее 3,36. Таким образом, при прогрессирова-
нии ХБП наблюдается не только повышение уровней 
оГци в крови, но и снижение содержания Мет. Эти 
лабораторные показатели характеризуют роль почек 
в обеспечении условий гомеостаза серосодержащих 
аминокислот. 

Развитие нарушений метаболических функций по-
чек с понижением соотношения Мет/оГци в конечном 
итоге вызовет торможение метилирования различных 
субстратов. Мы показали, что снижение СКФ, в осо-

бенности при протеинурии сопровождается пониже-
нием уровня Мет, при этом соотношение Мет/оГци 
снижается с очень высокой статистической значимо-
стью. Наибольшее влияние снижение указанного со-
отношения может оказать на ткани нервной системы, 
в которых использование метильных групп особенно 
велико. В частности, метилирование является кри-
тическим этапом при биосинтезе миелина [14]. Из-
вестно, что не только гипометилирование вследствие 
снижения уровня Мет и повышения уровня Гци, но 
и гиперметилирование приводят к патогенетическим 
последствиям при сердечно-сосудистых заболеваниях 
вследствие нарушений эпигенетических реакций ме-
тилирования ДНК и белков [9, 20, 30, 31]. 

Одновременное определение уровней Мет и оГци 
не часто используют в лабораторной медицине. Не-
смотря на очевидную метаболическую взаимосвязь 
этих серосодержащих аминокислот, их совместное 
определение и анализ связей с другими метаболиче-
скими изменениями проводятся редко. В данной ра-
боте показана связь этих показателей с функциональ-
ным состоянием тканей почек. Данные литературы 
свидетельствуют о том, что, в отличие от серосодер-
жащих аминокислот, нарушение гомеостаза других 
аминокислот при прогрессировании АГ с развитием 
экскреторной дисфункции почек, связано, как прави-
ло, с ухудшением трансмембранного переноса, а не 
внутриклеточного метаболизма [13, 32, 33]. В данном 
исследовании показано, что сдвиг в содержаниии Мет 
и оГци в крови выражен в большей мере, чем – Арг 
или Лиз. На уровень серосодержащих аминокислот 
наряду с трансмембранным транспортом оказывает 
влияние также и метаболическая функция почек. Как 
показано в настоящей работе, по мере снижения СКФ 
и прогрессирования протеинурии поддержание ба-
ланса Мет/оГци в крови выше 3,08 затрудняется. Для 
практического определения нарушения метаболиче-
ской функции почек можно использовать показатель 
Мет/оГци, отражающий состояние метаболических 
путей метилирования и реметилирования в организ-
ме. Диагностическое значение Мет и оГци и их соот-
ношения в крови при патологических состояниях, со-
провождающихся гиперметилированием, ещё пред-
стоит изучить. Так как коррекцию заторможенного 
пути реметилирования Гци в Мет проводят, дозируя 
приём фолиевой кислоты и бетаинов, лабораторный 
критерий достижения соотношения Мет/оГци выше 
3,36 при содержании метионина выше 25 мкМ можно 
считать целевой характеристикой для ведения паци-
ентов с нарушением баланса серосодержащих амино-
кислот. Таким образом, в настоящей работе приведе-
ны количественные характеристики метаболической 
функции почек в отношении Мет и оГци при ХБП. 

Выводы. При прогрессировании ХБП наблюдается 
как повышение уровня оГци, так и снижение уровня 
Мет. Снижение соотношения Мет/оГци ниже 3,08 ха-
рактерно для пациентов с ХБП и протеинурией, а для 
пациентов со снижением СКФ ниже 90 мл/мин/1,73 м2  
это соотношение в большинстве случаев ожидается 
ниже 3,36. Одновременное повышение оГци и сниже-
ние уровня Мет в крови выражено в большей степе-
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ни у пациентов с протеинурией и коррелирует с ней. 
Нарушение метаболической функции почек при ХБП 
сопровождается значительным влиянием на соотно-
шение Мет/оГци, что предопределяет нарушение ус-
ловий трансметилирования в различных тканях. 
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Цель исследования – разработка метода ранней диагностики внутриутробной инфекции (ВУИ). Проведено одномомент-
ное исследование маркёров воспаления в венозной крови 60 пациенток с последующей ретроспективной оценкой исходов 
беременностей и родов. Из них: 33 пациентки со сроком гестации более 37 нед (доношенная беременность) и 27 паци-
енток, у которых  исследование проведено в сроке менее 37 нед с угрозой преждевременных родов (ПР), представляю-
щих основную опасность развития ВУИ. У 27 пациенток диагностирован преждевременный разрыв плодных оболочек 
(ПРПО). Из них 15 – с угрозой ПР. У 8 из них диагностирована ВУИ. У всех пациенток с ПРПО, в том числе с ВУИ, кон-
центрация нитрита и нетиолатных нитрозосоединений (NO2

- + RNO) в плазме крови матери составила 2,3±1,2 мкМ, в 
то время как в норме она не превышает 0,1 мкМ вне зависимости от срока беременности (р<0,001). Применение анти-
биотиков при ПРПО способствовало нормализации концентрации (NO2

-+RNO). Можно предположить, что повышение 
этого показателя связано с бактериальной инфекцией. Показания других маркёров воспаления: количество лейкоцитов в 
венозной крови и в мазке влагалищного содержимого, уровень C-РБ достоверно не изменялись как при ПРПО, так и при 
ВУИ (p>0,1). Поскольку показатель концентрации (NO2

-+RNO) повышался практически во всех случаях ПРПО, в отличие 
от всех других, используемых в современной медицине клинических и биохимических показателей, есть очевидный смысл 
его применения для текущего контроля состояния беременных, особенно при угрозе ПР. О возможности контроля со-
стояния плода по концентрации (NO2

-+RNO) в крови матери, пока однозначно утверждать нельзя.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  оксид азота; нитрит; нетиолатные нитрозосоединения, преждевременные роды; преждевре-
менный разрыв плодных оболочек; внутриутробная инфекция.
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THE POSSIBILITY OF DIAGNOSING INTRAUTERINE INFECTION BY THE CONTENT OF NITRITE AND 
NON-THIOLATE NITROSO COMPOUNDS IN MATERNAL BLOOD PLASMA
1Department of general and medical biophysics of Russian National Research Medical University n.a. N.I.Pirogov, 117997, 
Moscow, Russian Federation;  
2Department of obstetrics and gynecology of Russian National Research Medical University n.a. N.I.Pirogov, 117997, Moscow, 
Russian Federation
The aim of the study is to develop a method for early diagnosis of intrauterine infection (IUI). A study of markers of inflammation 
in the venous blood of 60 pregnant women was conducted. The study was followed by a retrospective assessment of the outcomes 
of pregnancies and childbirth. Of these, 33 patients with a gestation period of more than 37 weeks (full-term pregnancy) and, 
accordingly, 27 patients from whom the blood  sample was taken at a period of less than 37 weeks – patients with the threat of 
premature birth (PB). PB is the main factor contributing to the development of IUI. 27 patients were diagnosed with premature 
rupture of the membranes (PROM). Of these, 15 are with the threat of PB. 8 of them had a diagnosed IUI. In all cases of diagnosed 
PROM, including those with IUI, the concentration of nitrite and nontiolate nitroso compounds (NO2

-+RNO) in the mother’s blood 
plasma was 2.3±1.2 µM, while normally it does not exceed 0.1 µM (p<0.001). Regardless of the duration of pregnancy. The use 
of antibiotics in the case of PROM contributed to the normalization of the concentration (NO2

-+RNO). Therefore, increasing of 
this indicator is result of bacterial infection. Indications of other markers of inflammation: the number of leukocytes in venous 
blood and in a smear of vaginal contents, the level of C-RB did not significantly change in both PROM and IUI (p>0.1). Since 
the concentration index (NO2

-+RNO) increased in almost all cases of PREM, unlike all other clinical and biochemical indicators 
used in modern medicine, there is an obvious sense of its use for the current monitoring of the health of pregnant women. But it 
is still impossible to say unequivocally about the possibility of monitoring the fetal health by concentration (NO2

-+RNO) in the 
mother’s blood.

K e y  w o r d s :  nitric oxide; nitrite; nontiolate nitroso compounds; premature birth; premature rupture of fetal membranes; 
intrauterine infection.
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Введение. В структуре перинатальной заболеваемо-
сти и смертности внутриутробная инфекция (ВУИ) за-
нимает ведущее место [1-4]. Одним из основных фак-
торов риска развития ВУИ является преждевременный 
разрыв плодных оболочек (ПРПО), произошедший до 
37 недели гестации [5-7]. Антенатальная диагностика 
ВУИ затруднена тем, что этот процесс у матери может 
проходить бессимптомно [8]. УЗИ способно зафикси-
ровать изменения, развившиеся вследствие уже начав-
шегося процесса [8]. Методы, обладающие высокой 
чувствительностью и специфичностью, требуют инва-
зивного вмешательства (амниоцентез, кордоцентез). Их 
применение оправдано при наличии клинических сим-
птомов [9]. Необходим неинвазивный метод, обладаю-
щий высокой чувствительностью и специфичностью, с 
возможностью массового и систематического контроля.

Предложен метод ранней диагностики воспали-
тельных процессов, основанный на регистрации со-
держания нитрита и нетиолатных нитрозосоединений  
(NO2

-+RNO) в плазме крови при помощи запатентован-
ного ферментного сенсора, основанного на обратимом 
ингибировании фермента каталазы нитритом и нитрозо-
соединениями и утрате ими способности ингибировать 
под действием ряда веществ, специфичных для каждой 
группы этих соединений [10-12]. Впоследствии сенсо-
ры, основанные на этом принципе, предложены рядом 
исследователей [13-16]. Нитрит и нетиолатные нитро-
зосоединения  являются продуктами взаимодействия 
супероксидного аниона, продуцируемого активирован-
ными лейкоцитами, с соединениями – депо оксида азота 
[17-19]. У этих соединений в плазме нет эффективных 
конкурентов за супероксид. В норме NO2

-+RNO нахо-
дятся в концентрации менее 0,1 мкМ, поскольку неак-
тивированные лейкоциты не продуцируют супероксид. 
Содержание в плазме NO2

-+RNO в концентрации свыше 
0,15 мкМ свидетельствует о наличии в организме вос-
палительного процесса [20]. Определение NO2

-+RNO 
может быть высокочувствительным и высокоспецифич-
ным методом ранней диагностики воспаления, значения 
которого не зависят от индивидуальных особенностей.

У беременных с диагностированным ПРПО кон-
центрация NO2

-+RNO в крови увеличивается до 
1 мкМ и выше [21].

Цель исследования – определить возможность ис-
пользования показателей концентрации NO2

-+RNO в 
плазме крови матери для диагностики ВУИ.

Материал и методы. Проведено одномоментное 
исследование маркёров воспаления в венозной крови 
60 беременной пациентки с последующей ретроспек-
тивной оценкой исходов беременностей и родов.

Группы разделены в зависимости от срока ге-
стации и наличия ПРПО: Ia группа (группа контро-
ля) – пациентки со сроком гестации ≥37 недель с 
целым плодным пузырём (n=21), Ib – пациентки со 
сроком гестации ≥37 недель и ПРПО (n=12), IIa –  
пациентки с угрозой ПР с целым плодным пузы-
рём (n=12), IIb – пациентки с угрозой ПР (<37 не-
дели) и ПРПО (без ВУИ новорожденного) (n=7), 
IIc – пациентки с угрозой ПР (<37 недель), ПРПО 
и наличием ВУИ (n=8).

Критерии включения: информированное согласие 
на участие в исследовании, одноплодная беремен-
ность, для групп Ia и Ib – срок гестации ≥37 недель, 
для групп IIa, b, c – срок гестации ≥22 и <37 недель.

Критерии исключения: антенатальная гибель и 
врождённые пороки развития у плода, антибактери-
альная терапия накануне госпитализации (7 дней и 
менее), воспалительные заболевания матери в стадии 
обострения.

Диагностика преждевременного разрыва плодных 
оболочек (ПРПО) осуществлялась с помощью теста 
на подтекание околоплодных вод – AmniSure ROM 
Test, основанного на выявлении во влагалищном со-
держимом плацентарного ά-микроглобулина ά-1 
(PAMG-1), продуцируемого клетками децидуальной 
оболочки, присутствующего в норме только в около-
плодных водах [22].

Для контроля воспалительных процессов опре-
деляли С-реактивный белок, используя иммунофер-
ментный метод для количественного определения in 
vitro С-реактивного белка (СРБ) в сыворотке крови 
человека, обозначаемый как метод «С-реактивный 
белок высокочувствительный» (или hsCRP ELISA). 
Данный тест основан на принципе твёрдофазного не-
прямого ИФА. Использован также показатель числа 
лейкоцитов.
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Определение содержания нитрита и нетиолат-
ных нитрозосоединений в плазме. В экспериментах ис-
пользованы реактивы: Na-фосфат однозамещённый, 
натрия хлорид, перекись водорода, FeSO4•7H2O, ни-
трит калия, нитрат натрия, ЭДТА, глютатион (Sigma, 
США). Содержание NO2

-+RNO определяли с помо-
щью ферментного сенсора, принцип работы которого 
основан на свойстве нитрита (NO2

-), S-нитрозотиолов 
(RSNO), динитрозильных комплексов железа (ДНКЖ) 
и нетиолатных нитрозосоединений, не содержащих 
железо (RNO), ингибировать фермент каталазу в при-
сутствии галоид-ионов с примерно равной эффектив-
ностью. ДНКЖ утрачивают ингибирующий эффект 
в среде, содержащей хелатор железа, разрушающий 
комплекс (ЭДТА), и ловушку NO (оксигемоглобин). 
RSNO трансформируются в ДНКЖ под воздействием 
закисного железа и тиолов и приобретают их свой-
ства. Нитрит и RNO не трансформируются в ДНЖК 
в нейтральной среде, следовательно, не разрушаются 
хелаторами железа и сохраняют ингибирующую спо-
собность в среде, содержащей хелатор железа и ло-
вушку NO. Других эффективных ингибиторов ката-
лазы плазма не содержит. Чувствительность метода –  
50 нМ [10, 17, 20].

Для определения содержания NO2
-+RNO у больных 

отбиралась кровь в количестве 2 мл. Для предотвраще-
ния свертывания крови использован раствор гепарина –  
0,1 мл 1% раствора на 10 мл крови. Плазму получали 
путём центрифугирования образцов на центрифуге 
ЦУМ-1 при скорости 3000 об/мин в течение 10 ми-
нут. Супернатант отделяли от эритроцитов и исполь-
зовали для определения содержания NO2

-+RNO [10, 
17, 20].

Определение активности каталазы осуществля-
лось калориметрическим методом, основанным на 
контроле кинетики теплопродукции, сопровождаю-
щей разложение перекиси водорода [17].

Диагноз угрозы преждевременных родов (ПР) 
устанавливался на основании жалоб на нерегулярные 
спастические боли в животе и поясничной области, 
подтекание околоплодных вод, по данным объектив-
ного исследования: повышенный тонус матки, укоро-
чение шейки матки.

Диагностика ВУИ. Диагностика осуществлялась 
согласно клиническим рекомендациям по внутри-
утробной пневмонии, утверждённым российской 
ассоциацией специалистов перинатальной меди-
цины и российским обществом неонатологов [23]. 
Диагностика осуществлялась в первые 72 часа жиз-
ни ребёнка по клинико-лабораторным признакам, 
включающим температуру тела, проявления сердеч-
но-сосудистой недостаточности, респираторные на-
рушения и ряд других проявлений. Лабораторные 
признаки ВУИ включали лейкоцитарную формулу, 
СРБ, анализ мочи, рентгенограмма грудной клетки. 
О течении у ребёнка инфекционного процесса свиде-
тельствует наличие как минимум двух клинических 
и одного лабораторного признака. Основной крите-
рий диагностики врождённой пневмонии – наличие 
инфильтративных теней на рентгенограмме лёгких  
(в первые 3-е суток жизни) [23].

Статистическая обработка данных. Для стати-
стического анализа и построения графиков исполь-
зован пакет статистических программ IBM SPSS 
Statistics 26.0 (IBM, США) и StatTech v. 2.8.4 (ООО 
«Статтех», Россия). Количественные показатели 
оценивались на предмет соответствия нормальному 
распределению с помощью критерия Шапиро-Уилка 
(число исследуемых в группах менее 50). С учётом 
соответствия нормальному распределению количе-
ственные показатели описывались с помощью сред-
них арифметических величин (M) и стандартных от-
клонений (SD). Категориальные данные описывались 
с указанием абсолютных значений и процентных до-
лей. Сравнение двух независимых групп по количе-
ственному показателю, имеющему нормальное рас-
пределение, при условии равенства дисперсий выпол-
нялось с помощью t-критерия Стьюдента. Сравнение 
трёх и более групп по количественному показателю, 
имеющему нормальное распределение, выполнено с 
помощью однофакторного дисперсионного анализа, 
апостериорные сравнения проведены с помощью, 
критерия Тьюки (при условии равенства дисперсий). 
Критерием статистической значимости полученных 
результатов считали общепринятую в медицинской 
статистике величину p<0,05.

Т а б л и ц а  1
Характеристика групп по возрасту, ИМТ, сроку гестации на момент взятия пробы, паритету беременностей и родов

Показатели

Своевременные роды
(n=33)

Угроза преждевременных родов
(n=27)

pIa
ПРПО «-»
(M±SD),

n=21

Ib
ПРПО «+»
(M±SD),

n=12

IIa
ПРПО «-»
(M±SD),

n=12

IIb
ПРПО «+» без 
ВУИ (M±SD),

n=7

IIc
ПРПО «+» с 

ВУИ (M±SD), 
n=8

Возраст, годы 29,9±6,0 32,9±6,0 34,3±5,5 27,4±5,5 34,3±4,2 0,080

ИМТ, кг/м2 23,7±4,0 23,7±3,9 24,5±4,0 22,6±2,9 25,5±6,1 0,790

Срок гестации, нед 40,1±1,0 39,4±1,1 33,9±2,4 34,9±0,9 33,1±2,3 <0,001*

Паритет беременностей 2±2 2±1 3±1 2±1 4±2 0,097

Паритет родов 2±1 2±1 2±1 2±1 2±1 0,346

П р и м е ч а н и е . * – Различия показателей статистически значимы (p<0,05).
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Результаты. Общая характеристика групп и пе-
ринатальные исходы беременностей и родов. Общая 
характеристика групп по возрасту, ИМТ, сроку ге-
стации на момент взятия пробы, паритету беремен-
ностей и родов представлена в табл. 1. Состав групп 
статистически значимо не отличался по возрасту, 
ИМТ и паритету беременностей и родов (p>0,05). 
Статистически значимые различия в сроке гестации 
соответствуют критериям разделения когорт.

Перинатальные исходы новорожденных пред-
ставлены в табл. 2. В группе своевременных родов 
большая часть детей родилась здоровой, без перина-
тальных осложнений: 75,0% и 76,2% при наличии и 
отсутствии ПРПО, соответственно. Остальные дети 
родились без признаков ВУИ, осложнения связаны 
с хронической гипоксией, дистресс-синдромом, не-
зрелостью или переношенностью, аспирацией около-
плодных вод, диабетической фетопатией.

В группе с угрозой ПР и наличием ПРПО роды 
произошли в сроке 33,5±2,2 нед. Только у одной из 
12 пациенток с ПРПО родились здоровые дети, не 
нуждавшиеся в дополнительной респираторной под-
держке и дальнейшем переводе на второй этап выха-
живания. У 8 новорожденных диагностирована ВУИ 
после рождения. У остальных 6 – недоношенные с 
различными перинатальными осложнениями: син-
дром дыхательных расстройств у новорожденных, 
церебральная депрессия, преходящая ишемия мио-
карда. В группе преждевременных родов без ПРПО 
все дети родились без признаков ВУИ, все осложне-
ния связаны с недоношенностью.

Соотношение концентрации (NO2
-+RNO) в ве-

нозной крови матери с диагностированными ПРПО 
и ВУИ. Данные по некоторым клиническим и биохи-
мическим показателям крови, образцы которой взя-
ты у пациенток с угрозой преждевременных родов и 
госпитализированных в сроке доношенной беремен-
ности, с наличием и отсутствием ПРПО приведены 
в табл. 3. У всех пациенток с ПРПО как при своев-
ременных, так и при преждевременных родах имело 
место повышение концентрации NO2

-+RNO в плазме 
крови матери до 1,3-5,5 мкМ. В среднем, у пациенток, 
у которых в последующем родился ребёнок с ВУИ, 
среднее значение показателя концентрации NO2

-

+RNO – 2,3±1,1 мкМ.
При оценке значений концентрации (NO2

-+RNO) по-
лучены следующие результаты: 2,4±0,8 и 2,4±1,0 мкМ,  
у пациенток с ПРПО при своевременных и преждев-
ременных родах, соответственно. У пациенток без 
ПРПО: 0,4±0,3 и 0,8±0,5 мкМ при своевременных и 

преждевременных родах, соответственно. Установле-
ны статистически значимые различия между показа-
телями пациенток с ПРПО и без (p<0,001). Это сред-
ние значения. В отсутствие ПРПО при доношенной 
беременности в 85,7% случаев, а при недоношенной 
в 50% концентрация (NO2

-+RNO) менее 0,1 мкМ/л, 
что, согласно нашим данным характерно для нормы 
– отсутствия какого-либо воспаления [10, 17, 20, 21]. 
Показания других маркёров воспаления: количество 
лейкоцитов (WBC), уровень CРБ в венозной крови, 
лейкоциты в мазке влагалищного содержимого не ин-
формативны (p>0,1).

У 9 пациенток выявлена повышенная  концентра-
ция NO2

-+RNO в крови (от 0,6 до 2,8 мкМ), но не диа-
гностировано ПРПО. 3 пациентки с доношенной бе-
ременностью, 6 – с угрозой ПР (табл. 3).

При доношенной беременности повышение на-
блюдалось при гестационном пиелонефрите в стадии 
ремиссии (1) и вагините (1), у одной пациентки воспа-
лительных процессов в организме матери не наблю-
далось. Все пациентки с угрозой преждевременных 
родов (6) выписаны из стационара беременными c по-
ложительным эффектом от проводимой терапии: 5 – 
поступили повторно с доношенным сроком гестации, 
1 – родила преждевременно. У 3-x пациенток – хро-
нический цистит, у 1 – вагинит при поступлении, 1 –  
гестационный пиелонефрит в стадии ремиссии, 1 –  
перенесла коронавирусную инфекцию в начале III 
триместра беременности. Из тех, кто родил своевре-
менно: 1 ребёнок родился с признаками крайней не-
зрелости (несмотря на доношенный срок), 1 – с ВПР 
сердечно-сосудистой системы (в связи с чем исклю-
чен из дальнейшего анализа), 3 – здоровы.

По патогистологическому исследованию последа 
признаков восходящей амниотической инфекции не 
обнаружено, все дети без признаков инфицирования.

Влияние антибактериальной терапии при ПРПО 
на значение показателя NO2

-+RNO. При угрозе пре-
ждевременных родов с наличием ПРПО в соответ-
ствии с клиническими рекомендациями Минздрава 
РФ от 2020 [24] проводилась антибактериальная те-
рапия. Применение антибиотиков приводило к сни-
жению содержания NO2

-+RNO до нормы (табл. 4), 
что свидетельствует о наличии бактериального ком-
понента в развитии патологического процесса, при-
водящего к активации фагоцитов, показателем чего 
является повышение концентрации NO2

-+RNO [17, 
20]. Беременные, у которых произошла нормализация 
показателя в результате антибактериальной терапии, 
родили детей без признаков ВУИ. Послеродовый пе-

Т а б л и ц а  2
Перинатальные исходы новорожденных в зависимости от срока гестации, наличия ПРПО и ВУИ

Параметры
После 37 недель ( n=33) До 37 недель (угроза ПР) ( n=27)

ПРПО«+»,
n=12

ПРПО«-»,
n=21

ПРПО«+»,
n=15

ПРПО«-»,
n=12

Здоровые дети 9 (75%) 16 (76%) 1 (7%) 0 (0%)
ВУИ 0 (0%) 0 (0%) 8 (53%) 0 (0%)
Осложнения, не связанные 
с воспалением 3 (25%) 5 (24%) 6 (40%) 12 (100%)
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риод протекал без особенностей. Беременная, у кото-
рой показатель остался повышенным, родила ребёнка 
с установленным диагнозом ВУИ; по заключению 
патогистологического исследования последа отме-
чено, что плацента с признаками восходящей амни-
отической инфекции, представленной мембранитом, 
субхориальным интервиллузитом, хориоамнионитом, 
васкулитом сосудов пуповины.

Повышение (свыше 0,1 мкМ) концентрации  
NO2

-+RNO отмечено у всех пациенток с ПРПО. Обра-
щает на себя внимание наличие нормальных значений 
лейкоцитов в венозной крови и СРБ у большинства па-
циенток (табл. 3).

Возникает вопрос, какими процессами обуслов-
лены повышения концентрации (NO2

-+RNO) при 
ПРПО в венозной крови: происходящими в организ-
ме матери, в плодных оболочках или в тканях плода. 
NO2

-+RNO в последнем случае из крови плода долж-
ны попасть в кровь матери. Для этого целесообразно 
проведение одновременного исследования состава 
нитрозосоединений в крови из пуповины и венозной 
крови матери.

Соотношение концентраций (NO2
-+RNO) в веноз-

ной крови матери и в крови из пуповины. Исследова-
ние показало, что у всех пациенток с ПРПО  при со-
держании в крови матери (NO2

-+RNO) повышенной 
концентрации (более 0,1 мкМ), увеличение показа-
теля регистрировалось и в крови пуповины, причём 
в несколько большей концентрации (табл. 5 (1-6)).  
В двух случаях при концентрации (NO2

-+RNO) в крови 
матери менее 0,1 мкМ, в крови плода из пуповины выяв-

лено значительное повышение (1,3±0,2 и 2,6±0,3 мкМ,  
соответственно) концентрации этих соединений. При 
этом роды своевременные, через естественные родо-
вые пути, дети родились здоровыми, оцененные 8/9 
по шкале Апгар. Все представленные в табл. 5 образ-
цы материнской крови, содержащие более 0,1 мкМ 
NO2

-+RNO, принадлежали пациенткам с диагности-
рованным ПРПО. При нормальном  течении беремен-
ности концентрация (NO2

-+RNO) вплоть до родов ме-
нее 0,1 мкМ.

Обсуждение. Задача ранней диагностики ВУИ 
включает раннее выявление инфицирования и кон-
троль за эффективностью лечения.

Наши данные показали, что при ПРПО у всех 
пациенток происходило увеличение концентрации 
NO2

-+RNO, являющееся индикатором активации фа-
гоцитов (табл. 3, 4). По-видимому, ПРПО сопряжён 
с активацией фагоцитов, принимающих участие как 
в реакциях воспаления, так и в изменении структуры 
плодных оболочек. Согласно современным представ-
лениям, как при инфекционном, так и при неинфекци-
онном воспалительном процессе происходит актива-
ция toll-like рецепторов, расположенных на иммуно-
компетентных и эндотелиальных клетках на границе 
соприкосновения клеток матери и плода [25-27]. За-
пущенные иммунные механизмы ведут к активации 
фагоцитов, что, в свою очередь, может привести к 
активации эндогенных матричных металлопротеиназ 
с запуском процессов коллагенолиза, деградации, раз-
рыва внеклеточного матрикса [28, 29]. Активация фа-
гоцитов способствует развитию оксидативного стрес-

Т а б л и ц а  3
Частота встречаемости значений концентрации NO2

-+RNO, СРБ, лейкоцитов в венозной крови беременных  
и в мазке влагалищного содержимого у пациенток в зависимости от срока гестации, наличия ПРПО и ВУИ

Показатели

Своевременные роды (n=33)
n (%)

Угроза преждевременных родов (n=27)
n (%)

Ia
ПРПО «-»,

n=21

Ib
ПРПО «+»,

n=12

IIa
ПРПО «-»,

n=12

IIb
ПРПО «+» без ВУИ,

n=7

IIc
ПРПО «+» с ВУИ,

n=8

NO2
-+RNO, мкМ/л

˂0,1 18 (85%) 0 (0%) 6 (50%) 0 (0%) 0 (0%)

0,1-1,0 1 (5%) 0 (0%) 1 (8%) 0 (0%) 0 (0%)

1,0-2,0 0 (0%) 2 (17%) 3 (25%) 5 (71%) 5 (63%)

≥2,0 2 (10%) 10 (83%) 2 (17%) 2 (29%) 3 (37%)

СРБ, мг/л (норма: до 6,0 мг/л)

˂1 6 (28%) 2 (17%) 1 (8%) 2 (29%) 0 (0%)

1,0-6,0 14 (67%) 9 (75%) 9 (75%) 5 (71%) 5 (63%)

≥6 1 (5%) 1 (8%) 2 (17%) 0 (0%) 3 (37%)

Лейкоциты, 109/л  (норма: (4-9) x 109 /л)

≤9 8 (38%) 2 (17%) 6 (50%) 3 (43%) 3 (37%)

˃9 13 (62%) 10 (83%) 6 (50%) 4 (57%) 5 (63%)

Число лейкоцитов в мазке, шт. в поле зрения (норма:<10 шт. в поле зрения)

≤10 11 (52%) 7 (58%) 4 (33%) 5 (71%) 7 (87%)

>10 10 (48%) 5 (42%) 8 (67%) 2 (29%) 1 (13%)
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са с повышением плацентарной митохондриальной 
активности и выработкой активных форм кислорода, 
мишенью для которых может являться коллаген плод-
ных оболочек [29]. Концентрация NO2

-+RNO норма-
лизуется в течение нескольких суток при антибакте-
риальной терапии (табл. 4). Разрыв плодных оболочек 
сопряжён с инфицированием, приводящем к актива-
ции фагоцитов.

Факт ПРПО и сопутствующего инфицирования с 
высокой (близкой к 100%) вероятностью возможно 
выявить по концентрации NO2

-+RNO в крови матери.
Но каково состояние плода? Возникает другой во-

прос – где происходит процесс, ведущий к образова-
нию (NO2

-+RNO): в крови матери или в крови плода? В 
какой мере содержание (NO2

-+RNO) в крови матери от-
ражает их содержание в крови и тканях плода, если эти 
соединения мы рассматриваем как высокочувствитель-
ные маркёры активации фагоцитов [17, 20]. Сравнение 
данных содержания (NO2

-+RNO) в венозной крови ма-
тери и в крови из пуповины показывает, что линейная 
корреляция между ними отсутствует. Наличие (NO2

-

+RNO) в крови из пуповины при отсутствии в крови 
матери (см. табл. 4) можно объяснить кратковремен-
ным снижением кислородной насыщаемости крови во 
время родов. Кратковременная гипоксия способствует 

продукции супероксида и активации лейкоцитов [30-
32]. Кровь из пуповины можно исследовать только по-
сле родов (или с помощью инвазивных методик во вре-
мя беременности), в то время как интерес представляет 
диагностика в антенатальном периоде.

Согласно современным представлениям, ПРПО 
представляет собой патологию плодных оболо-
чек, при которой ось воспаление – окислительный 
стресс играет главную роль в создании путей, кото-
рые могут привести к ослаблению мембран клеток 
посредством различных процессов [29, 30]. ПРПО 
не просто включает воспаление плодных оболо-
чек, но последнее является его возможной причи-
ной. Наши данные об увеличении концентрации  
(NO2

-+RNO) в крови у всех пациенток с ПРПО –  
факт, подтверждающий такие представления. Эффект 
антибиотиков, зафиксированный в этой работе (см. 
табл. 4) и в предыдущей, свидетельствует о вкладе бак-
терий в этот процесс. В случае нормальных родов при 
своевременном излитии вод увеличения концентра-
ции (NO2

-+RNO) в крови не происходило (см. табл. 5),  
т. е., в этих ситуациях каких-либо воспалительных 
процессов в плодных оболочках не происходит. По-
скольку показатель концентрации (NO2

-+RNO) повы-
шался, практически, у всех пациенток с ПРПО, в от-
личие от всех других, используемых в современной 
медицине клинических и биохимических показате-
лей, имеется очевидное показание его применения 
для текущего контроля состояния беременных, осо-
бенно при угрозе ПР. Но вопрос: можно ли по концен-
трации (NO2

-+RNO) в крови матери контролировать 
состояние плода пока остается открытым.
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Т а б л и ц а  5
Содержание NO2

-+RNO (мкМ/л) в венозной крови матери и в 
крови из пуповины при родах*

№ пациентки* Венозная кровь матери Кровь  
из пуповины

1 2,1±0,2 5,8±0,3

2 2,0±0,3 3,1±0,3

3 3,8±0,3 5,3±0,4

4 1,9±0,2 3,6±0,3

5 4,9±0,3 5,4±0,4

6 2,1±0,2 2,7±0,2

7 <0,1 <0,1

8 <0,1 <0,1

9 <0,1 1,3±0,2

10 <0,1 2,6±0,3

П р и м е ч а н и е . * –  С 1 по 6 – пациентки с диагностированным 
ПРПО, 5 – новорожденный с ВУИ, 1-4 – срок гестации ≥37 нед, 5-6 –  
срок гестации <37 недель. Представлены значения в виде M±SD, 
число измерений показателя у одной пациентки n=4.

Т а б л и ц а  4
Содержание NO2

- +RNO в плазме крови у беременных с ПРПО на фоне антибактериальной терапии*

№ пациентки Срок гестации, нед NO2
-+RNO (мкМ/л)  

до начала АБТ

Продолжительность  
АБТ (сут) и применяемый 

препарат

NO2
-+RNO (мкМ/л)  

после проведения АБТ

1 33-34 5,1±0,5 7 сут, цефтриаксон <0,1
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П р и м е ч а н и е . * –  представлены значения в виде M±SD, число измерений показателя у одной пациентки n=4. 
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ДООПЕРАЦИОННЫЕ БИОМАРКЕРЫ В КРОВИ ПАЦИЕНТОВ С III СТАДИЕЙ 
АДЕНОКАРЦИНОМЫ ЛЕГКОГО ДЛЯ ПРОГНОЗИРОВАНИЯ БЕЗРЕЦИДИВНОЙ 
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Изучали возможность использования дооперационного уровня 42 показателей, характеризующих клеточный состав и 
метаболизм в крови пациентов с III стадией аденокарциномы легкого (АК), для прогнозирования их безрецидивной вы-
живаемости. 
Обследованы 451 пациент с впервые диагностированной АК III стадии и проведенным хирургическим лечением (объ-
ем резекции – R0). Анализировалась длительность безрецидивного периода, клеточный состав крови, концентрация 
С-реактивного белка (СРБ), альбумина, антигенов Cyfra 21-1, SCC, TPA, хемокинов CXCL5, CXCL8, изофермента пиру-
ваткиназы TuM2 PK, HIF-1α и гиалуроновой кислоты в сыворотке крови; измеряли долю клеток крови лейкоцитарного 
ряда, снабженных рецепторами CXCR1 и CXCR2, CD44 (вариантная форма 6) в сыворотке крови. Для выяснения за-
висимости длительности безрецидивного периода после проведенного лечения от времени наблюдения строили графики 
Каплана-Майера. О взаимосвязи определяемых показателей с выживаемостью судили с помощью одно- и многофактор-
ной моделей пропорциональных рисков Кокса. Сравнение групп с различным риском рецидива АК проводили, используя Log 
Rank тест и χ2 (хи-квадрат). Оценку прогностической информативности лабораторных тес тов про водили с помощью 
ROC-анализа. 
Показано, что абсолютные показатели концентрации моноцитов, эозинофильных лейкоцитов, относительное количе-
ство лимфоцитов с рецептором CXCR1 в крови и уровень Cyfra 21-1 в сыворотке крови до оперативного лечения имеют 
связь с длительностью безрецидивного периода у пациентов с АК III стадии после резекции опухоли. Составлено регрес-
сионное уравнение, включающее уровень Cyfra 21-1, CXCR1 лимфоциты и величину отношения эозинофилы / моноциты. 
На основе полученного порогового значения Y=0,597 построен график Каплана-Майера выживаемости пациентов, ре-
зультаты которого соответствуют TNM-стратификации этих же пациентов. 
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PREOPERATIVE BLOOD MARKERS FOR PREDICTION OF RECURRENCE-FREE SURVIVAL AFTER 
SURGICAL TREATMENT OF PATIENTS WITH STAGE III LUNG ADENOCARCINOMA 
1 Belarusian State Medical University, Minsk, Belarus; 
2 National Centre of oncology and medical radiology, Minsk region, Lesnoy, Belarus
The possibility of the preoperative level of 42 indicators characterizing the cellular composition and metabolism in blood of 
patients with stage III lung adenocarcinoma (AC) to predict their relapse-free survival was studied.
Blood samples of 451 patients with newly diagnosed AK stage III after their surgical treatment (resection volume – R0) have 
been investigated. The duration of the relapse-free period (period of observation – 1 year), cellular composition of the blood, 
concentration of C-RP, albumin, Cyfra 21-1 antigens, SCC, TPA, chemokines CXCL5, CXCL8, pyruvate kinase TuM2 PK 
isoenzyme, HIF-1α and hyaluronic acid in blood serum so as the proportion of blood cells with CXCR1 and CXCR2, CD44V6 
receptors in blood serum were measured. To determine the dependence of the duration of the relapse-free period after the treatment 
on the observation time, Kaplan-Meier graphs were built. The relationship between the determined parameters and survival was 
judged using single- and multi-factor Cox proportional hazard models. Comparison of groups with different risk of AK recurrence 
was performed using the Log Rank test and χ2. The assessment of the predictive information content of laboratory tests was 
carried out using ROC analysis. It was shown that the concentration of monocytes, eosinophilic leukocytes, the relative quantity 
of lymphocytes with CXCR1 receptor, the level of Cyfra 21-1 before surgical treatment were associated with the duration of the 
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relapse-free period. A regression equation was compiled, which included the level of Cyfra 21-1, relative content of lymphocytes 
with CXCR1, and the eosinophilic leukocytes / monocytes ratio. Based on the threshold value Y=0,597, a Kaplan-Meier plot of 
patient survival was built and the results of it correspond to the TNM stratification. The prognostic sensitivity of the results of the 
equation – 85,7%, the specificity – 94,7%.
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Введение. Рак легкого занимает одну из лидирующих 
позиций в структуре онкологических заболеваний. Еже-
годная смертность от него составляет 1,3 млн человек 
[1]. Более 85% всех случаев рака легкого приходится на 
немелкоклеточный рак (НМРЛ) [2]. Наиболее частыми 
гистологическими подтипами его являются аденокарци-
нома (АК) и плоскоклеточный рак (ПКРЛ), (50% и 30% 
случаев НМРЛ соответственно) [3]. 

Приблизительно у 20-25% пациентов с АК диагно-
стируют III стадию, которая характеризуется низкой 
выживаемостью [3]. Даже после полной резекции и 
послеоперационной консолидирующей (адъювантной) 
химиотерапии у 20–40% пациентов сохраняется риск 
рецидива опухоли [4]. Основными препятствиями в их 
лечении являются развитие регионарных или отдален-
ных метастазов и резистентность к химиотерапии [5]. 
Поэтому имеется необходимость поиска прогностиче-
ских факторов или биомаркеров, которые могли быть 
использованы для предсказания безрецидивной выжи-
ваемости пациентов и ответа на лечение. 

Независимыми маркерами прогноза при НМРЛ явля-
ются фрагмент 19 цитокератина (CYFRA 21-1), антиген 
плоскоклеточного рака (SCC), тканевой полипептидный 
антиген, присутствующий в протеолитических фраг-
ментах цитокератинов 8, 18 и 19 в качестве компонента 
цитоскелета неплоского эпителия (ТРА). Агрессивная, 
быстро растущая опухоль с множественными метаста-
зами продуцирует и секретирует много онкомаркера в 
сыворотку крови, что указывает на плохой прогноз [6–
8]. Общим недостатком этих маркеров является невы-
сокая диагностическая эффективность их определения, 
обусловленная или низкой специфичностью (чаще), или 
невысокой чувствительностью [9,10].

Есть сведения, что выраженность системного вос-
паления, о котором судят на основании отношения кон-
центрации нейтрофилов к уровню лимфоцитов, тромбо-
цитов к лимфоцитам, прогностического нутриционного 
индекса, имеет корреляционную связь с неблагопри-

ятным прогнозом при НМРЛ [11]. Сообщается, что у 
пациентов с гепатоцеллюлярной карциномой после хи-
рургического лечения независимым прогностическим 
значением обладает системный иммуновоспалительный 
индекс (SII) [12], а высокий уровень С-реактивного бел-
ка (СРБ) может быть связан с плохим прогнозом на ран-
них стадиях НМРЛ [13]. 

В процессе трансформации клетки эпителиально-
го или мезенхимного происхождения начинают экс-
прессировать рецепторы хемокинов, используя их для 
миграции и выживания в сайтах, удаленных от пер-
вичной опухоли. В частности, активация сигнального 
пути посредством взаимодействия хемокинов CXCL5 
или CXCL8 с рецепторами CXCR1/2 в микроокружении 
опухоли разных видов рака усиливает ее прогрессирова-
ние и коррелирует с ухудшением выживаемости паци-
ентов [14].

Повышенная экспрессия компонентов оси гиалуро-
новая кислота/рецептор CD44 (вариантная форма 6)/
индуцируемый гипоксией фактор-1 альфа (HIF-1α) бы-
ла связана со степенью дифференцировки и гистологи-
ческим типом НМРЛ [15]. Положительной экспрессии 
HIF-1α в опухолевых тканях пациентов с НМРЛ и мел-
коклеточным раком легкого сопутствовала более низкая 
общая выживаемость [16]. 

Несмотря на актуальность и мотивированность ис-
следователей, маркеры рака легкого до сих пор остают-
ся спорными. Прогностический эффект их, как выясни-
лось, зависит от гистологического типа опухоли, стадии, 
проведенного лечения [17-19]. Следовательно, чтобы 
получить более точные результаты оценки прогности-
ческого значения онкомаркеров, необходимо проведе-
ние когортных исследований пациентов с относительно 
однородными характеристиками и отдельными гистоло-
гическими подтипами НМРЛ.

Поэтому в настоящем исследовании изучалась воз-
можность использования дооперационного уровня ря-
да вышеперечисленных показателей, характеризующих 
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клеточный состав и метаболизм в крови пациентов с III 
стадией аденокарциномы легкого, для прогнозирования 
их безрецидивной выживаемости и принятия решения 
о терапевтической стратегии. Необходимым условием 
отбора таких показателей было сопоставление прогно-
стической ценности их определения с известными мар-
керами Cyfra 21-1, SCC, TPA. 

Материал и методы. В исследовании участвова-
ли 451 пациент (табл. 1) с впервые диагностированной 
аденокарциномой легкого III стадии при поступлении в 
стационар ГУ «РНПЦ онкологии и медицинской радио-
логии им. Н.Н. Александрова» в период с 01.01.2015 г. 
по 31.12.2021 г. Средний возраст пациентов составил 
59±26 лет. После проведенного им хирургического лече-
ния (объем резекции соответствовал R0), анализировали 
длительность безрецидивного периода по результатам 
наблюдения в течение одного года.

Все обследованные дали письменное добровольное 
согласие на участие в исследовании, проведение кото-
рого было одобрено решением Комитета по биомеди-
цинской этике учреждения образования «Белорусский 
государственный медицинский университет». 

Образцы крови собирали в вакутайнер с ЭДТА-К2 
в качестве антикоагулянта из локтевой вены натощак. 
Для получения сыворотки кровь собирали в пробирку с 
тромбином и разделительным гелем. В образцах крови 
определяли концентрацию клеток на гематологическом 
анализаторе Sysmex XE-5000 (Sysmex Group, Япония), 
уровень альбуминов и С-реактивного белка – на биохими-
ческом анализаторе AU680 (Beckman Coulter, США) с ис-
пользованием оригинальных наборов реагентов. Рассчи-
тывали cистемный индекс воспалительного ответа (SII) 
([ТЦ]×[НФ]/[ЛФ], где [ТЦ] – абсолютный показатель кон-
центрации тромбоцитов, [НФ] – абсолютный показатель 
концентрации нейтрофильных лейкоцитов, [ЛФ] – абсо-
лютный показатель концентрации лимфоцитов), воспа-
лительный прогностический индекс (IPI) ([С-РБ]×[НФ)]/
([ЛФ]×[альбумин]) [20,21] и системный воспалительный 
индекс ответа (SIRI) ([НФ]×[МЦ]/[ЛФ], где [MЦ] – абсо-
лютный показатель концентрации моноцитов) [22]. 

У 40 пациентов в образцах сыворотки крови опре-
деляли концентрацию CYFRA 21-1, SCC, TPA на авто-
матическом анализаторе Cobas e411 (Rosche Diagnostics 
GmbH, Германия), использующем принцип электрохе-
милюминесценции. Измерение концентрации CXCL5, 
CXCL8, TuM2 PK, HIF-1α и гиалуроновой кислоты 
проводили с помощью ИФА-наборов FineTest (КНР) на 

автоматическом ИФА-анализаторе Brio (Seac, Италия). 
Оптическую плотность оценивали при длине волны 450 
нм и референсной длине волны 620 нм на планшетном 
фотометре Sirio (Seac, Италия). 

Долю клеток крови, снабженных CXCR1 и CXCR2, 
CD44v6 и плотность этих рецепторов на их поверхно-
сти определяли, используя проточный цитофлуориметр 
Navios (Beckman Coulter, США). Для этого в пробирку 
помещали 100 мкл крови и раствор, содержащий смесь 
антител с флуоресцентными метками: CD181(CXCR1)-
PE-Сy5 (BioLegend, США), CD182(CXCR2)-PE 
(BioLegend, США) и CD45-Pacific Orange (Exbio, Че-
хия), CD44v6-FITC (Invitrogen, США). Через 15 мин 
инкубации в темноте с антителами к смеси добавляли 1 
мл лизирующего раствора VersaLyse (Beckman Coulter, 
Франция). Фиксацию антител на поверхности клеток 
проводили с помощью раствора IQTest 3 (Beckman 
Coulter, Франция).

Для выяснения зависимости длительности безреци-
дивного периода после проведенного лечения от вре-
мени наблюдения строили графики Каплана-Майера. 
Оценку взаимосвязи определяемых показателей с вы-
живаемостью осуществляли с помощью одно- и много-
факторной моделей пропорциональных рисков Кокса. 
Сравнение групп с различным риском рецидива АК про-
водили, используя Log Rank тест и χ2 (хи-квадрат). Для 
всех имеющихся выборок данных проверяли гипотезу 
нормальности распределения по критериям Колмого-
рова-Смирнова, а также путем построения гистограмм 
распределения. Поскольку количественные значения 
показателей не подчинялись нормальному распределе-
нию, анализ проводили методами непараметрической 
статистики с использованием программы статистиче-
ского анализа данных MedCalc («MedCalc Software», 
Бельгия). Рассчитывались медиана и интерквартиль-
ный размах (25%-75%). Для оценки различий между 
двумя независимыми группами применяли U-критерий 
Манна-Уитни. Оценку интегральной прогностической 
информативности лабораторных тес тов про водили с 
помощью метода построения характеристических ROC-
кривых с последующим вычислением площади под 
ROC-кривой (AUC). О прогностической ценности ана-
лизируемых показателей судили на основании расчета 
чувствительности, специфичности, предсказательной 
ценности положительного и отрицательного результа-
тов и диагностической эффективности теста. Пороговое 
значение определяли, как величину оптимального соче-

Т а б л и ц а  1
Обследованные пациенты c III стадией АК

TNM Число
пациентов Мужчины Женщины Grade 1 Grade 2 Grade 3

T1N2M0 50 41 9 17 20 13
T2N2M0 72 61 11 28 27 17
T3N1M0 72 47 25 24 34 14
T4N0M0 53 38 15 20 20 13
T4N1M0 55 35 20 23 21 11
T3N2M0 84 58 26 33 36 15
T4N2M0 65 49 16 23 26 16
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тания чувствительности и специфичности теста при по-
строении кривых зависимости чувствительности от ве-
роятности ложноположительных результатов. При всех 
видах статистического анализа критическое значение 
уровня значимости принимали как равное 5%.

Результаты и обсуждение. Результаты графиче-
ского анализа Каплана-Майера демонстрируют зави-
симость безрецидивной выживаемости пациентов с III 
стадией АК от размера опухоли (T) по результатам на-
блюдения в течение 1 года после оперативного лечения. 
При Т4 она составила 54%. Меньшему размеру опухоли 
(Т1-3) соответствовала более высокая безрецидивная 
выживаемость пациентов (78%-83%). 

У пациентов с III стадией АК и отсутствием регио-
нарных метастазов (N0) полученные данные демонстри-
руют более высокую безрецидивную выживаемость, 
чем у пациентов с регионарными метастазами (N1-2). К 
концу первого года разница в выживаемости достигает 
11%. Однако величина χ2 составила 2,98 и характеризу-
ет разницу между N1 и N3 как статистически недосто-
верную (р = 0,062).

Стадия III АК неоднородна и разделяется на IIIA, 
IIIB и IIIC стадии [1]. Каждая из них включает не-
сколько сочетаний дескрипторов, различающихся раз-
мером опухоли и степенью распространенности реги-
онарных метастазов (табл. 2). Поскольку пациенты с 
поражением лимфоузлов в контралатеральном легком 
(N3) не подвергаются хирургическому лечению (все 
они относятся к IIIC стадии и частично к IIIB), для 
оценки влияния на выживаемость использовались 
данные пациентов с IIIA и IIIB стадиями АК. Соглас-
но графику Каплана-Майера, начиная с 1 месяца и до 
года после оперативного лечения прослеживаются два 
типа безрецидивной выживаемости: высокая – для 
IIIА стадии и низкая – для IIIВ стадии. Разница между 
ними составляет 19%. Она существенна и статисти-
чески достоверна, о чем свидетельствуют результаты 
Log Rank теста (χ2 = 5,11; p = 0,042). 

Различной дифференцированности клеток опухоли 
(G1-3) соответствовала разная безрецидивная выживае-
мость. Наиболее высокой она была при G1. У 90% паци-
ентов к концу первого года после оперативного лечения 
рецидива не было. Соответственно при G2 эта величина 
составила 85% и при G3 – 73%. Однако различия в вы-
живаемости, судя по величине χ2, были несущественны.

Grade характеризует степень злокачественности опу-
холи. Чем менее она дифференцирована, тем более зло-
качественна. Поэтому логично было предполагать раз-
ную безрецидивную выживаемость пациентов, опухоль 
легкого у которых характеризуется разным Grade. Дей-
ствительно, исследование 531 пациента с НМРЛ приве-

ло к заключению о том, что степень дифференцировки 
опухолевых клеток может служить в качестве критерия 
оценки риска рецидива заболевания после хирургиче-
ского лечения, но, главным образом, на I-II стадиях [23]. 
В проведенном нами ранее исследовании мы также на-
блюдали разницу безрецидивной выживаемости пациен-
тов с I-II стадиями аденокарциномы и плоскоклеточного 
рака легкого [24]. Особенностью III стадии является то 
обстоятельство, что заболевание уже имеет выраженный 
характер. Можно допустить, что на этом этапе Grade те-
ряет влияние на вероятность рецидива. Поэтому мы не 
наблюдали существенной разницы в безрецидивной вы-
живаемости пациентов с III стадией АК в зависимости от 
дифференцированности клеток опухоли. 

У пациентов с T4N1M0 (IIIА стадия АК), безреци-
дивная выживаемость после проведенного лечения 
меньше, чем у пациентов с другими вариантами T и N 
стадии IIIA (табл. 2). А у пациентов с T3N2M0 (IIIB ста-
дия) рецидив заболевания развивается медленнее, чем 
при других TN-комбинациях этой же стадии. Соответ-
ственно построенному графику Каплана-Майера (рис. 
1, а), пациенты через год после проведенного лечения 
разделяются на две группы. Одна характеризуется срав-
нительно высокой выживаемостью и включает пациен-
тов с T1N2M0, T3N1M0, T2N2M0, T4N0M0, T3N2M0. В 
другую группу входят пациенты с более коротким безре-
цидивным периодом. Она включает T4N1M0 и T4N2M0. 
Разница выживаемости между этими группами весьма 
значительна, если судить по результатам Log Rank теста 
(χ2 – 8,35, р=0,039). 

Полученные данные служили основанием для объ-
единения пациентов с вышеперечисленными характери-
стиками в группы медленного и быстрого риска рециди-
ва заболевания после проведенного лечения. Результаты 
построения графика Каплана-Майера (рис. 1, б) в объ-
единенных группах демонстрируют различие, которое 
значительно превышает приведенные выше разницу 
выживаемости в зависимости только от размера опухо-
ли T или от наличия регионарных метастазов N, или от 
степени дифференцировки G, или от стадии A-В. Осо-
бенно отчетливо оно проявляется через 3 месяца после 
проведенного лечения, все время нарастая. Величина χ2, 
характеризующая различия кривых безрецидивной вы-
живаемости для этих групп пациентов с III стадией АК, 
самая большая и составила 10,31 (р=0,025). 

В группе высокого риска рецидива опухоли из 42 ла-
бораторных показателей только абсолютные показатели 
концентрации моноцитов, эозинофильных лейкоцитов 
([ЭФ]), отношение [ЭФ]/[МЦ], доля лимфоцитов с ре-
цептором CXCR1 и уровень Cyfra 21-1 были существен-
но выше, чем в группе низкого риска. (табл. 3). Осталь-
ные показатели (индексы SII, IPI, SIRI, уровень HIF-1α, 
CXCL5, CXCL8, TuM2 PK, CXCR1 и др.) были неин-
формативными.

Поэтому только эти параметры использованы в моде-
лях пропорциональных рисков Кокса, которые показыва-
ют одинаковую значимость их для выживаемости паци-
ентов (табл. 4). Одновременно, результаты многофактор-
ного анализа подтверждают результаты однофакторного 
анализа о наличии связи, на сей раз, совокупности этих 
же параметров с безрецидивной выживаемостью.

Т а б л и ц а  2 
Деление III стадии рака легкого в зависимости от размера  

опухоли (T) и распространенности регионарных метастазов (N)

Стадия Комбинация T и N

IIIA T1N2M0, T2N2M0, T3N1M0, T4N0M0, T4N1M0
IIIB T1N3M0, T2N3M0, T3N2M0, T4N2M0
IIIC T3N3M0, T4N3M0
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Согласно результатам ROC-анализа самая высокая 
специфичность (82,4%) характерна для определения 
относительного количества лимфоцитов, снабженных  
CXCR1, в то время как диагностическая чувствитель-
ность значений этого показателя не превышает 66,7% 
(табл. 5). Значения других отобранных показателей име-
ли соизмеримые цифры этих параметров в диапазоне 
63,2%-76,2%. Как результат, диагностическая эффектив-
ность их использования для прогнозирования безреци-
дивной выживаемости самой низкой была у концентра-
ции моноцитов – 65%, а самой высокой у лимфоцитов, 
снабженных CXCR1 – 75%.

Три показателя: Cyfra 21-1, CXCR1 лимфоциты и 
Э/М были вовлечены в регрессионный анализ для со-
ставления уравнения. Ожидалось, что результаты урав-
нения могут иметь более высокие чувствительность и 
специфичность в стратификации пациентов с АК III по 
длительности безрецидивной выживаемости. Вовлече-
ние комбинации показателей или маркеров – общепри-
нятый прием именно с такой целью [25-30]. Удобство 

же регрессионного уравнения заключается в том, что 
в результате использования для его расчета нескольких 
маркеров получается одно числовое значение, которое 
удобно анализировать с диагностической или прогно-
стической целью. Приводим уравнение логистической 
регрессии для предсказания развития опухолевой про-
грессии у пациентов с III стадией АК.

exp(−14,022+0,539*X1+1,294*X2+12,035*X3)Y= –––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––
1+exp(−14,022+0,539*X1+1,294*X2+12,035*X3),

где: Х1 – результат определения концентрации (нг/мл)  
антигена Cyfra 21-1 в сыворотке крови; Х2 – относитель-
ное количество (%) рецептора CXCR1 в лимфоцитах;  
X3 – отношение эозинофильных лейкоцитов к моно-
цитам; Y – результат регрессионного уравнения; числа 
перед значениями Х1-Х3 – коэффициенты логистиче-
ской регрессии; exp (≈ 2,718) – основание натурально-
го логарифма; «– 14,022» – константа логистического 
уравнения. 

Рис. 1. Безрецидивная выживаемость пациентов с III стадией АК в зависимости от: а – размера опухоли и наличия регионар-
ных метастазов, б –  группы риска.

Т а б л и ц а  3
Уровень рецепторов, клеток и белков крови, статистически достоверно отличающийся у пациентов с III стадией АК и различной 

длительностью безрецидивного периода после проведенного лечения

Показатель Низкий риск Высокий риск р
[МЦ], х109/л 0,61 [0,51 – 0,72] 0,92 [0,68 – 1,19] 0,031
[ЭФ], х109/л 0,12 [0,060 – 0,21] 0,34 [0,30 – 0,45] 0,006
[ЭФ]/[МЦ] 0,157 [0,088 – 0,287] 0,469 [0,288 – 0,682] 0,021
Доля лимфоцитов с CXCR1, % 1,60 [0,70 – 2,30] 3,50 [3,40 – 4,80] 0,016
[CYFRA 21-1], нг/мл 2,98 [2,22 – 4,24] 5,35 [3,60 – 12,31] 0,031

Т а б л и ц а  4 
Значимые изменения концентрации клеток и белков в крови для безрецидивной выживаемости пациентов с III стадией АК  

по результатам анализа модели пропорциональных рисков Кокса

Показатель
Одновариантная модель Многовариантная модель

ОР (95% ДИ) р ОР (95% ДИ) р
Доля лимфоцитов с CXCR1, % 1,137 (1,005 – 1,269) 0,013 1,112 (1,003 – 1,221); 0,019
[CYFRA 21-1], нг/мл 1,211 (1,009 – 1,413) 0,016 1,185 (1,007 – 1,413); 0,018
[МЦ], х109/л 1,189 (1,093 – 1,285) 0,023 1,162 (1,074 – 1,250); 0,027
[ЭФ], х109/л 11,357 (1,205 – 14,241) 0,027 10,121 (1,181 – 13,322); 0,034
[ЭФ]/[МЦ] 12,152 (1,511-22,793) 0,019 11,373 (1,409-21,337); 0,023

П р и м е ч а н и е . ОР – отношение рисков; 95% ДИ – 95% – доверительный интервал; р – показатель уровня статистической достоверности 
отношения рисков. 



645

RUSSIAN CLINICAL LABORATORY DIAGNOSTICS. 2022; 67(11)
https://doi.org/10.51620/0869-2084-2022-67-11-640-646

HEMATOLOGY

Анализ качества уравнения логистической регрес-
сии (см. формулу) показывает, что все отобранные по-
казатели вносят существенный вклад в его результат. 
Это следует из того обстоятельства, что их включение 
в уравнение приводит к значительному снижению от-
рицательного удвоенного значения логарифма функ-
ции правдоподобия (Δ=35,1, р<0,05) и соответствует 
хорошему качеству предложенной модели. Об этом же 
свидетельствует рассчитанный критерий согласия Хос-
мера-Лемешева, равный 12,1 (p=0,158). То есть, уровень 
статистической значимости превышает значение 0,05, 
что подтверждает согласованность данных регрессион-
ного уравнения при отнесении пациентов к низкому или 
высокому рискам прогрессирования опухоли при АК.

О надежности регрессионного уравнения, кото-
рое использует комбинацию из значений уровня вы-
шеназванных маркеров для прогнозирования риска 
опухолевой прогрессии, свидетельствуют и результа-
ты ROC-анализа. Площадь под ROC-кривой, согласно 
экспертной шкале AUC, соответствует «очень хороше-
му» качеству прогностической модели (0,842) (рис. 2).  
Оптимальное пороговое значение для разделения групп 
низкого и высокого риска развития опухолевой прогрес-
сии составляет 0,597 (табл. 5). То есть, если значение 
Y>0,597, то в 90% случаев у пациента действительно 
высокая вероятность рецидива опухоли, в то время как 
при значении Y≤0,597 у 85% пациентов будет правильно 
предсказана низкая вероятность.

Диагностическая эффективность определения веро-
ятности низкого или высокого риска развития рецидива 
опухоли в случае использования результатов логистиче-
ского уравнения значительно выросла – до 87,5% (чув-
ствительность – 85,7%, специфичность – 94,7%). Как 
видно, все эти показатели оказались гораздо выше, чем 
при использовании каждого из них с аналогичной про-
гностической целью в отдельности (табл. 5). 

Работоспособность предложенной регрессионной мо-
дели на основе полученного порогового значения Y=0,597 
демонстрирует график Каплана-Майера выживаемости 
пациентов с III стадией АК до прогрессирования (рис. 3). 
Распределение безрецидивной выживаемости на относи-
тельно высокую и низкую, по данным однолетнего наблю-
дения, соответствует результатам TNM-стратификации 
(рис. 1б). Выживаемость к концу первого года для пациен-
тов с низким риском развития опухолевой прогрессии со-
ставляет 79% – для TNM-стратификации и 77% – при во-
влечении отобранных параметров крови в регрессионное 
уравнение. Для пациентов с высоким риском опухолевой 
прогрессии выживаемость к концу первого года после про-
веденного лечения составляет 49% и 48%, соответственно. 
Медианное значение длительности периода безрецидив-
ной выживаемости для группы высокого риска составляет 
11,3 месяца для TNM-стратификации и 11,4 месяцев – при 
оценке выживаемости по лабораторным показателям. Об-
ращает внимание еще одно обстоятельство: отчетливая 
разница между графиками высокой и низкой выживаемо-
сти имеет место уже на первом месяце после проведенного 

Т а б л и ц а  5 
Диагностическая значимость определения уровня параметров в крови пациентов с низким и высоким риском рецидива

Показатель ПЗ ДЧ ДС ПЦПР ПЦОР AUC ДЭ 
Доля лимфоцитов с CXCR1, % >2,55 66,7 84,2 82,4 69,6 0,713 75,0
[CYFRA 21-1], нг/мл >4,16 71,4 73,7 74,8 69,9 0,703 72,5
[МЦ], х109/л >0,77 66,7 63,2 66,7 63,2 0,631 65,0
[ЭФ], х109/л >0,24 61,9 73,7 72,2 63,6 0,653 67,5
[ЭФ]/[МЦ] >0,313 76,2 63,2 69,6 70,6 0,672 70,0
Y >0,597 85,7 94,7 90,0 85,0 0,842 87,5

П р и м е ч а н и е . ПЗ – пороговое значение, ДЧ – диагностическая чувствительность, ДС – диагностическая специфичность, ПЦПР – про-
гностическая ценность положительного результата, ПЦОР – прогностическая ценность отрицательного результата, AUC- площадь под ROC-
кривой, ДЭ – диагностическая эффективность, Y – результат регрессионного уравнения.

Рис. 2. ROC-кривая модели прогнозирования безрецидивной 
выживаемости у пациентов с АК III стадии после оператив-
ной резекции опухоли. 

Рис. 3. Безрецидивная выживаемость пациентов с III стадией 
АК в зависимости от результата регрессионного уравнения Y.
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лечения и в дальнейшем она увеличивается. Различия же 
кривых высокой и низкой безрецидивной выживаемости, 
построенных на основе TNM, появляется только спустя 
два месяца после проведенного лечения.

Таким образом, проведение графического анализа 
Каплана-Майера и последующий отбор критериев, по-
зволивших разделить пациентов с III стадией АК на 
группы высокого и низкого риска рецидива заболева-
ния, анализ лабораторных показателей – кандидатов в 
биомаркеры, обосновывают связь абсолютных показате-
лей концентрации моноцитов, эозинофильных лейкоци-
тов, доли лимфоцитов с рецептором CXCR1 в крови и 
уровня Cyfra 21-1 в сыворотке крови с длительностью 
безрецидивного периода у пациентов с АК III стадии. 
Составленное регрессионное уравнение, включающее 
результаты их определения, будет полезно для использо-
вания их в предсказании безрецидивной выживаемости 
пациентов с III стадией АК.
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ЦИТОКИНЫ И НЕЙРОТРОФИЧЕСКИЕ ФАКТОРЫ В ОЦЕНКЕ СТЕПЕНИ ТЯЖЕСТИ 
АУТИЗМА У ДЕТЕЙ

ФГБОУ ВО «Челябинский государственный университет», 454001, Челябинск, Россия

В связи с неуклонным ростом числа детей с аутизмом и высокой гетерогенностью клинических групп, диагностика 
данных расстройств и их тяжести является актуальной проблемой современной медицины. В ходе работы обследо-
ваны 126 детей от 3 до 13 лет  с типичным нейроразвитием и детей с тяжелой и легкой степенью расстройств 
аутистического спектра (РАС). Степень тяжести определена согласно рейтинговой шкале детского аутизма (CARS). 
В плазме крови проведена оценка уровня некоторых про-/противовоспалительных цитокинов и нейротрофических фак-
торов (фактора роста нервов бета и нейротрофического фактора мозга) методом иммуноферментного анализа. Связи 
между показателями в каждой группе обследованных оценены с помощью критерия Спирмена и визуализированы в виде 
тепловой карты корреляций. Статистическая обработка данных проведена в программно-статистической среде R. 
Выявлены значимо высокие уровни IL-4 в плазме крови и уменьшение числа значимых корреляций внутри/между систе-
мами у детей с легкой степенью тяжести аутизма по сравнению с нейротипичными детьми. Такие данные, вероятно, 
могут выступать отражением теории о том, что для части детей с РАС характерно замедленное развитие мозга, как 
вариант эволюционной нормы. Напротив, у детей с тяжелой степенью РАС, показаны высокие системные уровни IL-6 
и IFNg на фоне низких значений IL-10, IL-1β, TNFα и NGFβ, поддержанных практически полным отсутствием внутри/ 
и межсистемных взаимодействий. Это может служить показателем дезадаптации иммунной и нервной систем при 
тяжелом аутизме, отражающимся на патогенезе заболевания. Таким образом, комплекс показателей: высоких уровней 
ключевых провоспалительных цитокинов – IL-6 и IFNg, низких значений IL-10, NGFβ и дезинтеграция цитокиновой и 
нервной систем на периферии, могут быть предложены в качестве подхода для индикации степени тяжести состояния 
у детей с РАС.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  цитокины; мозг-выделенный нейротрофический фактор; фактор роста нервов бета; рас-
стройства аутистического спектра; дети; диагностика.
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Filippova Yu.Yu., Devyatova E.V., Alekseeva A.S., Burmistrova A.L.
CYTOKINES AND NEUROTROPHIC FACTORS IN THE SEVERITY ASSESSMENT OF CHILDREN AUTISM 
Chelyabinsk state university, Chelyabinsk, Russia 
Due to the steady increase in the number of children with autism and the high heterogeneity of clinical groups, the diagnosis of 
these disorders and their severity is an urgent problem in modern medicine. In the course of the work, 126 children from 3 to 13 
years old with typical neurodevelopment and with severe and mild autism spectrum disorders (ASD) were examined. Disease se-
verity was determined according to the Childhood Autism Rating Scale (CARS). The levels of pro-/anti-inflammatory cytokines and 
neurotrophic factors (nerve growth factor beta and brain-derived neurotrophic factor) in blood plasma were assessed by enzyme 
immunoassay. Associations between indicators in each group of patients were assessed using the Spearman test and visualized as 
a heatmap of correlations. Statistical data processing was carried out in the R software. Significantly high levels of IL-4 in blood 
plasma and a decrease in the number of significant correlations within/between systems were revealed in children with mild autism 
compared with children with typical neurodevelopment. Such data can probably reflect the theory that some children with ASD are 
characterized by slow brain development, as a variant of the evolutionary norm. On the contrary, in children with severe ASD, high 
systemic levels of IL-6 and IFNg are shown against the background of low values of IL-10, IL-1β, TNFα and NGFβ, supported by 
the almost complete absence of intra/ and intersystem interactions. This may act as an indicator of maladaptation of the immune 
and nervous systems in severe autism, which contributes to the pathogenesis of the disease. Thus, a set of indicators: high levels of 
key pro-inflammatory cytokines – IL-6 and IFNg, low levels of IL-10, NGFβ and disintegration of the cytokine and nervous systems 
in the periphery can be proposed as an approach to indicate the severity of the condition in children with ASD. 

K e y  w o r d s :  cytokines; brain-derived neurotrophic factor; nerve growth factor beta; autism spectrum disorders; children; 
diagnosis.
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Введение. Расстройства аутистического спектра 
(РАС) – это группа расстройств нейробиологического 
происхождения, характеризующихся проблемами в об-
щении и социальных навыках, а также повторяющимся 
поведением [1]. РАС отличаются высокой гетероген-
ностью и вариабельностью тяжести клинических сим-
птомов, что затрудняет понимание патогенеза, который, 
скорее всего, является полиэтиологическим, и поиск ин-
формативных биомаркеров аутизма и тяжести течения 
данной патологии [2]. В 2018 г. K. Ohja с соавт. [3] пред-
ложена гипотеза, что формирование фенотипов РАС мо-
жет быть связано с дисрегуляцией взаимодействия им-
мунной системы, синаптогенных факторов роста (таких, 
как фактор роста нервов бета – NGFβ, и нейротрофи-
ческий фактора мозга – BDNF) и их сигнальных путей. 
Эта концепция основывается, прежде всего, на данных 
многочисленных исследований о наличии нейровоспа-
ления при РАС [4-6]. Важно, что оно поддерживается и/
или находит отражение в изменении уровней цитокинов 
в периферической системе [7]. Авторами показано, что 
нейровоспаление может оказывать влияние на функцию 
мозга с помощью различных механизмов, в том числе: 
1) через непосредственную индукцию синтеза NGF в 
месте воспаления, в том числе нейрональными и гли-
альными клетками мозга [8]; 2) через модуляцию BDNF, 
посредством стимуляции выработки глюкокортикоидов 
и нейротрансмиттеров, таких, как глутамат и гамма-
аминомасляная кислота [9, 10].

NGF и BDNF в норме обеспечивают пре- и пост-
натальное развитие мозга, модулируя рост и диффе-
ренцировку нейронов, а также воздействуя на синап-
тическую и структурную пластичность [2, 8. 11]. Они 
являются ключевыми молекулами в сложной сети дву-
направленных сигналов между нервной и иммунной 
системами [8, 12, 13]. Дисбаланс их продукции может 
способствовать развитию и поддержанию хроническо-
го воспаления [12, 13]. 

Системное воспаление, высокие уровни NGF и 
BDNF были показаны рядом авторов у лиц с аутизмом 
[14, 15]. Однако, до сих пор не известно, лежит ли дис-
баланс цитокинов и нейротрофических факторов в ос-
нове патобиологии РАС, его отдельных клинических 
фенотипов, или они являются только маркерами генети-
ческих, эпигенетических и экологических факторов, и 
какова значимость данных маркеров [16].

Цель данной работы – изучение плазменных уровней 
некоторых цитокинов и нейротрофинов, а также корре-
ляционных связей между ними, для оценки степени тя-
жести расстройств аутистического спектра у детей. 

Материал и методы. В работе представлены резуль-
таты обследования 81 ребенка с расстройствами аути-
стического спектра (РАС), проходивших немедикамен-
тозную реабилитацию в СРЦ «Здоровье» г. Челябинск. 
Соотношение по полу составило 4:1 (мальчики:девочки), 
возраст детей от 3 до 13 лет (медиана – 6,0 лет). Диагно-
стика и оценка степени тяжести состояния осуществля-
лась психотерапевтами центра с помощью рейтинговой 
шкалы детского аутизма (Childhood Autism Rating Scale, 
CARS). В зависимости от тяжести состояния, дети с 
аутизмом были разделены на 2-е группы: 51 ребёнок с 
легкой или умеренной степенью аутизма (средний балл 
CARS 32,0± 1,5) и 30 лиц с тяжелым аутизмом (средний 
балл CARS 39,0±3,4). Контрольную группу составили 
45 детей с нормотипичным нейроразвитием соответ-
ствующего пола, в возрасте 4-13 лет (медиана – 9,0 лет), 
находившиеся на обучении в дошкольных и школьных 
учреждениях пос. Первомайский Челябинской области. 
В группах сравнения не было различий по соматиче-
ским заболеваниям, в том числе, аллергопатологиям и 
заболеваниям со стороны желудочно-кишечного тракта. 
Очаги хронической инфекции отсутствовали. Законны-
ми представителями всех детей было подписано инфор-
мированное согласие на участие в исследовании. Работа 
одобрена Этическим комитетом Челябинского государ-
ственного университета (протокол № 2 от 27.08.2019 г.). 

Комплекс лабораторных обследований включал 
определение в плазме крови детей уровней некото-
рых цитокинов: IL-6, IFNg, TNFα, IL-1β, IL-10, IL-4 
(«Вектор-Бест», Новосибирск), BDNF («R&D Systems» 
США) и NGFβ («RayBiotech», США), методом твердо-
фазного гетерогенного иммуноферментного анализа. 
Учет результатов проводили на планшетном фотометре 
Multiscan EX (Финляндия).

Статистическая обработка данных выполнена в про-
граммно-статистической среде R (v. 3.6.1). В связи с 
ненормальностью распределения данных, были исполь-
зованы непараметрические методы анализа. В каждой 
группе для всех показателей рассчитывали медиану и 
интерквантильный диапазон. Сравнение групп проводи-
ли с помощью критерия Краскела-Уоллиса с попарны-
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ми сравнениями по Коноверу-Инману. Связь признаков 
оценивали определением коэффициента ранговой кор-
реляции Спирмена. Результаты визуализировали в виде 
тепловой карты корреляций. Различия и зависимости 
считали статистически значимыми при р≤0,05. 

Результаты. По результатам нашего исследования в 
группе детей с легкой степенью тяжести аутизма уровни 
иммунорегуляторного цитокина – IL-4 в плазме крови 
были значимо выше, чем в группе детей с типичным 
нейроразвитием (см. таблицу). 

Статистически значимых различий как в уровнях 
остальных цитокинов, так и в уровнях нейротрофических 
факторов: BDNF и NGFβ, не выявлено (см. таблицу). 

При оценке внутри-/межсистемных взаимодействий 
в группе детей с легким аутизмом установлены две зна-
чимые положительные связи внутри цитокиновой си-
стемы: TNFα и IL-1β (ρ=0,512, р<0,001); IL-1β и IL-4 
(ρ=0,303, р=0,029); и два положительных межсистем-
ных взаимодействия: между BDNF и IL-6 (ρ=0,270, 
р=0,049); а также между NGFβ и IL-1β (ρ=0,294, 
р=0,034) (см рисунок, а).

В группе детей с тяжелой степенью аутизма стати-
стически значимые изменения были характерны для 6 
из 8-ми показателей, включенных в работу. Так, при тя-
желом аутизме у детей содержание в плазме крови про-
воспалительных цитокинов: IL-6 и IFNg было значимо 
выше, а TNFα, IL-1β, противовоспалительного цитоки-
на – IL-10, и NGFβ – ниже, по сравнению с их концен-
трацией как у детей с типичным нейроразвитием, так и 
у детей с легкой степенью тяжести РАС (см. таблицу).  
В группе детей с тяжелым аутизмом выявлены только две 
значимые положительные внутрицитокиновые связи: 
TNFα и IL-1β (ρ=0,379, р=0,043); IFNg и IL-4 (ρ=0,366, 
р=0,049) (см. рисунок, б). Значимых корреляций между 
нейротрофинами и цитокинами не обнаружено.

В группе детей с типичным нейроразвитием было 
показано наибольшее число значимых внутри- и меж-
системных корреляций. Внутри цитокиновой системы –  
одна положительная между TNFα и IL-1β (ρ=0,791, 
р<0,001); и три отрицательные, в основе которых лежа-
ли взаимодействия IL-6: с TNFα (ρ=-0,506, р<0,001); с 
IL-1β (ρ=-0,314, р=0,036); и с IL-10 (ρ=0,415, р=0,005). 
В положительных связях между системами были задей-
ствованы BDNF и IL-1β (ρ=0,376, р=0,011); и NGFβ и 
IL-10 (ρ=0,314, р=0,036) (см. рисунок, в).

Обсуждение. В проведенном нами исследовании 
была предпринята попытка установить наличие/отсут-
ствие взаимосвязи между важными показателями ней-
роиммунных взаимодействий – цитокинами и нейротро-
финами на периферии и тяжестью течения РАС у детей. 
Установлено, что у детей с легкой формой течения РАС 
плазменные уровни всех исследуемых цитокинов и ней-
ротрофинов не отличаются от значений нейротипичных 
детей, за исключением значимо высоких уровней имму-
норегуляторного цитокина – IL-4. Хотя  P. Goines  и  P. 
Ashwood [16] было показано, что IL-4 был повышен в 
плазме крови во втором триместре беременности и ам-
ниотической жидкости у матерей детей с РАС, физио-
логически, в мозге, IL-4 в значительной степени играет 
нейропротекторную роль. Он активируется во время 
воспаления центральной нервной системы, индуцируя 
альтернативную активацию глиальных клеток и защи-
щая их от апоптоза, тем самым выполняет регуляторную 
функцию. Важно отметить, что, несмотря на наличие 
значимых внутри/межсистемных взаимодействий сред-
ней силы у детей с легкой степенью тяжести аутизма, 
у них происходит перестройка и снижение значимых 
связей (уменьшение числа связей между цитокинами). 
Такие данные, вероятно, могут выступать отражени-
ем теории «гетерохронии развития» о том, что у части 
детей РАС является не столько патологией, сколько за-
медленным развитием мозга, как результат расширения 
границ нормы при эволюции вида Homo sapiens [17, 18].

Обнаруженное нами повышение системных уровней 
некоторых провоспалительных цитокинов (IL-6 и IFNg) 
и снижение концентрации противовоспалительного ци-
токина – IL-10 у детей с тяжелой формой аутизма, может 
отражать наличие у данных детей хронического низкоу-
ровневого воспаления; а практически полное отсутствие 
значимых связей между цитокинами и нейротрофинами 
(нами установлены только 2 положительные корреля-
ции внутри цитокиновой системы) – о дезинтеграции 
двунаправленного взаимодействия нервной и иммунной 
систем.

На фоне хронического воспаления нами установле-
но значимое снижение уровней NGFβ в плазме крови 
детей с тяжелым аутизмом. Полученные данные но-
сят дискуссионный характер. Так, рядом авторов были 
описаны значительные увеличения синтеза NGF в вос-
паленных тканях у пациентов и на животных моделях 
воспалительных заболеваний (при ревматоидном артри-
те, системной красной волчанке и др.) [8], в том числе и 
в сыворотке детей с аутизмом [15] и подгруппе детей с 
РАС с регрессом [19]. С другой стороны,  D. Rodrigues  
и соавт. [22] не обнаружили значимых различий в пе-
риферических уровнях ни одного из нейротрофических 

Содержание некоторых цитокинов и нейротрофических  
факторов (пкг/мл) в плазме крови детей  

с разной степенью тяжести аутизма, Me (25%-75%)

Показатель Легкий 
аутизм

Тяжелый 
аутизм

Нормотипичное 
развитие

IL-6 1,80
(0,47-3,06)

3,95*/**
(2,39-6,22)

2,09
(0,89-3,19)

IFNγ 9,91
(8,87-11,35)

14,84*/**
(12,58-15,92)

11,13
(9,22-12,65)

TNFα 2,81
(2,37-3,78)

1,37*/**
(1,09-1,69)

2,46
(1,58-4,08)

IL-1β 3,45
(2,63-4,25)

1,89*/**
(1,66-2,09)

3,07
(2,08-4,36)

IL-10 7,46
(6,21-10,35)

5,69*/**
(3,20-8,71)

9,68
(4,06-13,53)

IL-4 2,72*
(2,37-3,11)

2,27
(2,0-2,57)

2,22
(1,87-2,55)

BDNF 11777,0
(4405,0-
24420,0)

12550,0
(9550,0-
19020,0)

12870,0
(6903,0-
21700,0)

NGFβ 9,31
(6,32-16,68)

5,92*/**
(0,72-12,10) 

7,88
(4,54-15,38)

П р и м е ч а н и е . * – значимые различия между детьми с аутизмом 
и детьми с типичным нейроразвитием (р≤0,05); **- значимые раз-
личия между детьми с легкой и тяжелой формами аутизма (р≤0,05).
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факторов между лицами с РАС и контролем [20]. Не-
смотря на то, что NGF на периферии вырабатывается 
большим числом клеток, включая иммунные, его син-
тез четко контролируется во всех областях организма, 
иннервируемых чувствительными и симпатическими 
нейронами, и строго ограничен очагом воспаления, по-
скольку изменение концентрации NGF глубоко модифи-
цирует физиологию организма [8, 21]. Важно отметить, 
что NGF обладает множеством эффектов, которые могут 
быть как провоспалительными, так и противовоспали-
тельными. Это очевидное противоречие можно объ-
яснить, рассматривая NGF как часть эндогенного ме-
ханизма, который, активируя иммунные ответы, также 

активирует пути, необходимые для подавления воспали-
тельной реакции и ограничения повреждения тканей [8]. 
G. Prencipe и соавт. [22] продемонстрировали, что NGF 
является частью регуляторной петли в моноцитах: вос-
палительные стимулы, активируя провоспалительный 
ответ через толл-подобные рецепторы (TLR), усилива-
ют экспрессию рецептора NGF – тирозинкиназы А. В 
TLR-активированных моноцитах NGF снижает продук-
цию воспалительных цитокинов (IL-1β, TNF-α, IL-6 и 
IL-8), индуцируя высвобождение противовоспалитель-
ных медиаторов (IL-10 и антагониста рецептора IL-1). 
Вероятно, обнаруженные нами низкие уровни NGFβ в 
плазме крови детей с тяжелым аутизмом на фоне высо-

Корреляционные связи между показателями цитокинов и 
нейротрофинов плазмы крови у детей с разной степенью тя-
жести аутизма. 
а  – легкий аутизм; б – тяжелый аутизм; в – типичное ней-
роразвитие. Цифрами показана сила связи (r), а также её на-
правленность – отрицательная и положительная. Темным 
цветом выделены статистически значимые корреляции.

а

в

б
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ких уровней провоспалительных цитокинов, могут кос-
венно свидетельствовать о нарушении петли обратной 
регуляции хронического воспаления на периферии.

Заключение. Таким образом, комплекс показателей: 
высокие уровни ключевых провоспалительных цито-
кинов – IL-6 и IFNg, низкие значения IL-10 и NGFβ, а 
также дезинтеграция цитокиновой и нервной систем на 
периферии, могут быть предложены в качестве подхо-
да для индикации степени тяжести состояния у детей с 
РАС.
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Дорофеев А.С., Александрова Е.Н., Новиков А.А., Салиев К.Г., Сандлер Ю.Г., Винницкая Е.В.

ДИАГНОСТИЧЕСКОЕ ЗНАЧЕНИЕ СКРИНИНГОВЫХ МЕТОДОВ ОПРЕДЕЛЕНИЯ 
АНТИНУКЛЕАРНЫХ АНТИТЕЛ С ПОМОЩЬЮ НЕПРЯМОЙ РЕАКЦИИ 
ИММУНОФЛЮОРЕСЦЕНЦИИ НА HEP-2 КЛЕТКАХ И ИММУНОФЕРМЕНТНОГО 
АНАЛИЗА ПРИ АУТОИММУННЫХ ЗАБОЛЕВАНИЯХ ПЕЧЕНИ 

ГБУЗ МКНЦ имени А.С. Логинова ДЗМ, 111123, Москва, Россия

Антинуклеарные антитела (АНА) – гетерогенная группа аутоантител, реагирующих с различными компонентами кле-
точного ядра и цитоплазмы. АНА являются основным серологическим маркером аутоиммунных заболеваний печени 
(АИЗП). 
Цель исследования – сравнить диагностическое значение двух методов скринингового определения АНА (непрямой реак-
ции иммунофлюоресценции на клетках HEp-2 (НРИФ-HЕp-2) и иммуноферментного анализа (ИФА) в сыворотках боль-
ных АИЗП. 
Исследованы сыворотки 118 больных АИЗП (51 – аутоиммунным гепатитом – АИГ, 19 – первичным билиарным холанги-
том – ПБХ, 48 – перекрестным синдромом – OVERLAP), 30 больных неалкогольной жировой болезнью печени (НАЖБП) и 
30 здоровых доноров (ЗД). Определение АНА методом НРИФ-HЕp-2 осуществлялось путем визуальной оценки образцов 
под микроскопом AXIOSKOP 40, методом ИФА – на автоматическом анализаторе Alegria. Отмечена слабая степень со-
гласованности положительных и отрицательных результатов скринингового исследования АНА при использовании НРИФ-
HEp-2 и ИФА (коэффициент каппа Коэна æ=0,4). Скрининговое определение АНА у больных АИЗП методом НРИФ-HЕp-2 
отличалось большей диагностической чувствительностью (ДЧ) (68,6%) и меньшей частотой выявления ложноотрица-
тельных результатов (31,4%) по сравнению с ИФА (35,6% и 64,4% соответственно, p<0,05). Общая диагностическая спец-
ифичность (ДС) исследования АНА в НРИФ-HEp-2 была ниже, чем при применении ИФА (66,7% и 86,7% соответственно, 
p<0,05).  Оба скрининговых метода определения АНА (НРИФ-HEp-2 и ИФА) являлись полезными для диагностирования 
АИЗП (отношение правдоподобия положительного результата исследования – ОППР: 2,1 и 2,6, соответственно). По 
уровню отношения правдоподобия отрицательного результата (ОПОР) скрининг АНА методом НРИФ-HEp-2, в отличие 
от ИФА, служил «полезным» тестом для исключения диагноза АИЗП (0,5 и 0,8 соответственно). 
Определение АНА с помощью НРИФ-HEp-2 служит наиболее чувствительным и «полезным» скрининговым тестом для 
диагностики АИЗП, а ИФА относится к категории менее «полезных» скрининговых методов из-за низкой диагностиче-
ской чувствительности и высокой частоты выявления ложноотрицательных результатов. 

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  антинуклеарные антитела; диагностическое значение; непрямая реакция иммунофлюоресцен-
ции на HEp-2 клетках; иммуноферментный анализ; аутоиммунные заболевания печени.
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Dorofeev A.S., Aleksandrova E.N., Novikov A.A., Saliev K.G., Sandler Yu.G., Vinnitskaya E.V.
DIAGNOSTIC VALUE OF SCREENING METHODS FOR THE DETERMINATION OF ANTINUCLEAR 
ANTIBODIES USING INDIRECT IMMUNOFLUORESCENCE ON HEP-2 CELLS AND ENZYME 
IMMUNOASSAY IN AUTOIMMUNE LIVER DISEASES
A.S. Loginov Moscow Clinical Research and Practical Center, Moscow Healthcare Department. Moscow, Russian Federation
Antinuclear antibodies (ANA) are a heterogeneous group of autoantibodies that react with various components of the cell nucleus 
and cytoplasm. ANA is the main serological marker for autoimmune liver disease (AILD).
The aim of the study was to compare the diagnostic value of two methods of screening for the determination of ANA (indirect 
immunofluorescence reaction on HEp-2 cells (IIF -HEp-2) and enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) in the sera of AILD 
patients.
The sera of 118 patients with AILD (51 with autoimmune hepatitis – AIH, 19 with primary biliary cholangitis – PBC, 48 with 
overlapping syndrome – OVERLAP), 30 patients with non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) and 30 healthy donors (HD) were 
studied. Determination of ANA by the IIF-HEp-2 method was carried out by visual assessment of samples under an AXIOSKOP 
40 microscope, by ELISA – on an Alegria automatic analyzer.
A weak degree of agreement between the positive and negative results of the ANA screening study using IIF-HEp-2 and ELISA 
(Cohen’s kappa coefficient æ=0.4) was noted. Screening determination of ANA in patients with AILD by the IIF-HEp-2 method was 
distinguished by greater diagnostic sensitivity (DS) (68.6%) and a lower frequency of false negative results (31.4%) compared with 
ELISA (35.6% and 64.4 % respectively, p<0.05). The overall diagnostic specificity (DS) of the ANA study in IIF-HEp-2 was lower 
than with ELISA (66.7% and 86.7%, respectively, p<0.05). Both screening methods for determining ANA (IIF-HEp-2 and ELISA) 
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were useful for diagnosing AILD (positive likelihood ratio – LR+: 2.1 and 2.6, respectively). In terms of the negative likelihood 
ratio (LR-), screening for ANA by the IIF-HEp-2 method, in contrast to ELISA, served as a “useful” test to exclude the diagnosis 
of AILD (0.5 and 0.8, respectively).
The determination of ANA using IIF-HEp-2 is the most sensitive and “useful” screening test for the diagnosis of AILD, and ELISA 
is classified as a less “useful” screening method due to low diagnostic sensitivity and a high false-negative rate.

K e y  w o r d s :  antinuclear antibodies; diagnostic value; indirect immunofluorescence reaction on HEp-2 cells; enzyme-linked 
immunosorbent assay; autoimmune liver disease.
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Аутоиммунные заболевания печени (АИЗП) – хрони-
ческие заболевания печени неясной этиологии, характе-
ризующиеся потерей иммунологической толерантности 
и развитием иммунного ответа против неизмененных 
компонентов печеночной паренхимы и эпителия желч-
ных протоков, что приводит к персистирующему им-
муноопосредованному воспалению, прогрессирующей 
деструкции ткани печени, фиброзу и циррозу [1-5]. Ос-
новными нозологическими формами АИЗП являются 
аутоиммунный гепатит (АИГ), первичный билиарный 
холангит (ПБХ) и первичный склерозирующий холангит 
(ПСХ). Отдельную группу аутоиммунных поражений пе-
чени составляют перекрестные синдромы (OVERLAP), 
имеющие наряду с клиническими, лабораторными, ин-
струментальными и гистологическими признаками АИГ 
критерии аутоиммунного холестатического заболевания 
(ПБХ, ПСХ или аутоиммунного холангита) [6-9].

 Развитие патологического процесса при АИЗП со-
провождается образованием широкого спектра ауто-
антител, реагирующих с различными антигенами-ми-
шенями в гепатоцитах, холангиоцитах и нейтрофилах 
[10-12]. В число основных серологических маркеров, 
используемых для диагностики АИЗП, входят антину-
клеарные антитела (АНА) – гетерогенная группа аутоан-
тител, реагирующих с различными компонентами кле-
точного ядра и цитоплазмы (антитела к двуспиральной 
ДНК, гистонам, нуклеосомам, рибонуклеопротеинам, 
Ro/SSA, La/SSB, центромерам, sp100, gp210, F-актину, 
митохондриям и др.) [13]. В последние годы особое 
внимание уделяется методологическим аспектам ис-
следования АНА при АИЗП [12, 14]. Существующие 
диагностические критерии АИГ включают положи-
тельные результаты скринингового определения АНА в 
сыворотке крови с помощью непрямой реакции имму-
нофлюоресценции (НРИФ) на криостатных срезах пече-
ни/почек крыс (мышей) в титрах ≥1:40 [5, 10, 15 – 19].  

В то же время, согласно отечественным и международ-
ным рекомендациям, стандартным скрининговым мето-
дом исследования АНА служит НРИФ с использовани-
ем в качестве субстрата HЕp-2 клеток – эпителиальных 
клеток рака гортани человека (АНА-НРИФ-HЕp-2) [13]. 
По сравнению с НРИФ на криостатных срезах мыши-
ной или крысиной печени (почек), применение НРИФ-
HЕp-2 для обнаружения АНА в титрах ≥1:160 позво-
ляет существенно повысить чувствительность метода 
и дифференцировать различные типы флюоресценции, 
встречающиеся не только при АИГ (гомогенное, крапча-
тое ядерное свечение), но и у больных ПБХ (паттерны, 
ассоциирующиеся с антителами к sp100, gp210, цен-
тромерам и митохондриям). В лабораторной практике 
широкое распространение получил скрининговый ме-
тод определения АНА в сыворотках больных АИЗП на 
основе иммуноферментного анализа (ИФА) [10, 20, 21].  
Данные литературы, касающиеся сравнительной оцен-
ки диагностической ценности скрининговых методов 
исследования АНА в сыворотках больных АИЗП с ис-
пользованием НРИФ-HЕp-2 и ИФА, немногочисленны и 
варьируют в зависимости от особенностей антигенов и 
реагентов в применяемых тест-системах, уровней пози-
тивности антител и подбора групп больных [14, 22, 23]. 

Цель исследования – сравнить диагностическое зна-
чение двух методов скринингового определения АНА 
(НРИФ-HЕp-2 и ИФА) в сыворотках больных АИЗП.

Материал и методы. Исследованы сыворотки  
118 больных АИЗП: 51 – АИГ (44 женщины и 7 мужчин) 
в возрасте 51,8 (25-79) года, 19 – ПБХ (18 женщин и 1 
мужчина) в возрасте 51,4 (25-72) года, 48 – OVERLAP 
(АИГ/ПБХ, АИГ/ПСХ) (44 женщины и 4 мужчины) в 
возрасте 53,6 (28-70) лет. Диагнозы АИЗП были уста-
новлены в соответствии с международными и отече-
ственными диагностическими критериями [5, 15, 16] и 
подтверждены результатами морфологического иссле-
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тифицировались различные варианты смешанных ти-
пов ядерного и цитоплазматического свечения (66,6%) 
(табл.2). Среди АНА-НРИФ-HЕp-2 – позитивных боль-
ных ПБХ, частота изолированного цитоплазматического 
митохондриального свечения (АС-21) составляла 25,0%, 
смешанных типов свечения с наличием центромерно-
го ядерного (АС-3), множественно-точечного ядерного 
(АС-6) и митохондриального цитоплазматического (АС-
21) паттернов – 43,8%, других разновидностей смешан-
ного свечения – 18,8%. В группе больных OVERLAP, 
позитивных по АНА-НРИФ-HЕp-2, также преобладали 
изолированное митохондриальное (АС-21) (22,9%) и 
смешанные типы свечения (68,6%), в том числе, с при-
сутствием паттернов АС-3, АС-6, АС-21. У АНА-НРИФ-
HЕp-2-позитивных больных НАЖБП наиболее часто от-
мечались ядерный крапчатый (АС-4, 5) (30,0%) и сме-
шанный тип свечения с отсутствием паттернов АС-3, 
АС-6, АС-21 (35%).

Сравнительная частота позитивных/негативных ре-
зультатов исследования АНА в сыворотках 178 боль-
ных АИЗП, НАЖБП и ЗД при использовании методов 
НРИФ-HEp-2 и ИФА представлена в табл. 3. Позитив-
ные/негативные результаты определения АНА в НРИФ-
HEp-2 и ИФА совпадали в 52,2% случаев (позитивные 
– у 18,5%, негативные – у 33,7% пациентов). Среди 
101 пробы, позитивной по данным НРИФ-HEp-2, у 33 
(32,7%) положительные результаты выявления АНА 
были подтверждены ИФА. Среди 77 проб с отрицатель-
ными результатами определения АНА методом НРИФ-
HEp-2, 60 (77,9%) проб имели негативные показатели 
и при использовании метода ИФА. Несовпадение по-
зитивных и негативных результатов исследования АНА 
при сравнении методов исследования НРИФ-HEp-2 и 
ИФА отмечалось у 85 (47,8%) человек. 68 (38,2%) боль-
ных АИЗП, НАЖБП и ЗД были АНА-позитивными при 
использовании НРИФ-HEp-2, но АНА-негативными по 
данным ИФА. У 17 (9,6%) проб АНА выявлялись мето-
дом ИФА и не идентифицировались с помощью НРИФ-
HEp-2. Степень согласованности позитивных/негатив-

дования биоптата печени. Больные наблюдались в ГБУЗ 
МКНЦ имени А.С. Логинова ДЗМ с 2018 по 2020 год.  
Группу сравнения составили 30 больных неалкогольной 
жировой болезнью печени (НАЖБП). В контрольную 
группу вошли 30 здоровых доноров (ЗД). Обе группы 
были сопоставимы по полу и возрасту с обследованны-
ми больными АИЗП. Все пациенты подписали добро-
вольное информированное согласие на исследование.

Скрининговое исследование АНА в сыворотках 
крови осуществлялось двумя методами: НРИФ-НЕр-2 
c использованием коммерческого набора реагентов 
ImmuGlo Hep-2-Cell Anti-Nuclear Antibodi IFA Kit 
(“Immco Diagnostics”, США) путем визуальной оценки 
образцов флюоресценции под микроскопом AXIOSKOP 
40 (“Zeiss”, Германия) и ИФА на анализаторе «Alegria» 
(«ANA-screen» (смеси 8 антигенов), «Orgentec», ФРГ). 
Верхние пределы референсных интервалов (ВПРИ) при 
измерении АНА соответствовали следующим значени-
ям: ≥1:160 (НРИФ-НЕр-2), ≥1,0 ЕД/мл (ИФА).

Статистическая обработка результатов проводи-
лась с использованием пакета программ “Statistica 8.0” 
(“StatSoft”, США). Для измерения степени согласован-
ности результатов определения АНА различными ме-
тодами использовался коэффициент каппа (æ) Коэна. 
Результаты представлены в виде медианы (Ме) с ин-
терквартильным размахом 25-75 перцентиль. Корре-
ляционный анализ проводился по методу Спирмена. 
Различия считались значимыми при p<0,05. Оценка 
клинической информативности скрининговых методов 
исследования АНА осуществлялась путем расчета диа-
гностической чувствительности и специфичности (ДЧ и 
ДС), отношение правдоподобия положительного и отри-
цательного результата теста (ОППР и ОПОР). Наиболее 
«полезными» для диагностики АИЗП считались методы 
определения АНА с ОППР>5 и ОПОР<0,2; «полезны-
ми» – с ОППР>2 и ≤5, ОПОР>0,2 и ≤0,5; «не имеющими 
пользы» – с ОППР≤2 и ОПОР>0,5.

Результаты. Данные о частоте скринингового об-
наружения АНА методами НРИФ-HEp-2 и ИФА в сы-
воротках больных АИЗП, НАЖБП и ЗД представлены 
в табл.1. Как следует из таблицы, АНА-НРИФ-HЕp-2 
при АИГ (78,4%), ПБХ (84,2%) и OVERLAP (72,9%) 
выявлялись значительно чаще, чем у больных НАЖБП 
(66,0%) и ЗД (0%) (р<0,05 во всех случаях). В группе 
больных ПБХ отмечалась более высокая частота обна-
ружения АНА-НРИФ-HEp-2 по сравнению с больными 
АИГ (р=0,048).  Скрининг АНА методом ИФА показал 
увеличение частоты положительных результатов тести-
рования у больных АИГ (33,3%), ПБХ (31,6%) и OVER-
LAP (39,6%) относительно ЗД (3,3%) (р<0,05 во всех 
случаях), а при АИГ и OVERLAP – также относитель-
но НАЖБП (23,3%) (p=0,03 и p=0,006, соответственно). 
Среди больных НАЖБП, частота выявления АНА при 
использовании обоих скрининговых тестов (НРИФ-
HЕp-2 и ИФА) достоверно превышала таковую у ЗД 
(р<0,05). При АИЗП и НАЖБП метод ИФА демонстри-
ровал меньшую частоту положительных результатов 
скринингового исследования АНА в сыворотке крови 
по сравнению с НРИФ-HЕp-2 (р<0,05). 

У большинства больных АИГ с положительными 
результатами определения АНА-НРИФ-HЕp-2 иден-

Т а б л и ц а  1
Частота скринингового обнаружения АНА методами НРИФ-
HEp-2 и ИФА в сыворотках больных АИГ, ПБХ, OVERLAP, 

НАЖБП и здоровых доноров

Группы обследованных, 
n (%) НРИФ-HEp-2 ИФА

АИГ, n = 51 30 (78,4)1, 2, 5 17 (33,3)*,***

ПБХ, n =19 16 (84,2)1,4,5 6 (31,6)***

OVERLAP, n =48 35 (72,9)3,5 19 (39,6)**,***

НАЖБП, n =30 20 (66,0)2, 3, 4, 5 7 (23,3)*,**,***

ЗД, n =30 0 (0)5 1 (3,3)***

П р и м е ч а н и е . Достоверность различий в частоте обнаружения 
АНА при использовании НРИФ-HЕp-2:
– p=0,048 между больными АИГ и ПБХ; 2 – p=0,04 между больными 
АИГ и НАЖБП; 3 – р=0,004 между больными OVERLAP и НАЖБП; 
4 – p=0,0005 между больными ПБХ и НАЖБП; 5 – р<0,05 между 
больными АИЗП, НАЖБП и ЗД.
Достоверность различий в частоте обнаружения АНА при исполь-
зовании ИФА: * – p=0,03 между больными АИГ и НАЖБП; ** – 
p=0,006 между больными OVERLAP и НАЖБП; *** – р<0,05 между 
больными АИЗП, НАЖБП и ЗД.
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Т а б л и ц а  2
Частота обнаружения различных типов свечения у больных АИЗП и НАЖБП  

с положительными результатами определения АНА в НРИФ- HЕp-2

Типы свечения, n (%)
Группы обследованных

АИГ
(n=30)

ПБХ 
(n=16)

OVERLAP 
(n=35)

НАЖБП 
(n=20)

Центромерное ядерное (АС-3) 0 (0) 0 (0) 2 (5,7) 1 (5)
Крапчатое ядерное (АС-4, 5) 6 (20) 2 (12,5) 1 (2,9) 6 (30)
Митохондриальное цитоплазматическое (АС-21) 2 (6,7) 4 (25) 8 (22,9) 3 (15)
Цитоплазматическое фибриллярное линейное, дискретное точечное, мелко-крап-
чатое (АС-15, АС-18, АС-19, АС-20) 2 (6,7) 0 (0) 0 (0) 1 (5)

Смешанное с наличием центромерного ядерного (АС-3), множественно-точечного 
ядерного (АС-6) и митохондриального цитоплазматического (АС-21) паттернов 
(АС-1, АС-3, АС-4, АС-5, АС-6, АС-7, АС-9, АС-10, АС-19, АС-21)

10 (33,3) 7 (43,8) 15 (42,9) 2 (10)

Смешанное ядерное, цитоплазматическое без АС-3, АС-6 и АС-21 
(АС-1, АС-2, АС-4, АС-5, АС-10, AC-16, AC-18, АС-19, АС-20) 10 (33,3) 3 (18,8) 9 (25,7) 7 (35)

П р и м е ч а н и е . АС – кодировка типов клеточного свечения (антиклеточных “anti-cell” паттернов) согласно номенклатуре, разработанной 
Международным консенсусом по паттернам АНА (“International consensus on ANA patterns” – ICAP) [24]. 
Жирным шрифтом выделены паттерны с наличием центромерного ядерного (АС-3), множественно-точечного ядерного (АС-6) и митохондри-
ального цитоплазматического (АС-21) типа свечения, наиболее характерных для АИЗП.

ных результатов исследования АНА при интерпретации 
данных с помощью НРИФ-HEp-2 и ИФА оценивалась 
как «слабая» (æ=0,4).

У пациентов с АИГ, ПБХ, OVERLAP скрининговое 
определение АНА методом НРИФ-HEp-2 показало бо-
лее высокую ДЧ по сравнению с ИФА (72,9-84,2% vs 
31,6-39,6%, p<0,05) (табл. 4). Среди больных АИЗП, мак-
симальные показатели ДЧ исследования АНА в НРИФ-
HEp-2 и минимальные значения ДЧ в случае измере-
ния АНА с помощью ИФА наблюдались в группе ПБХ 
(84,2% и 31,6%, соответственно). При использовании 
НРИФ-HEp-2 ложноотрицательные результаты скри-
нингового определения АНА регистрировались у 31,4% 
– больных АИЗП (21,6% – АИГ, 15,8% – ПБХ, 27,1% – 
OVERLAP), ИФА – у 64,4% (66,7% – АИГ, 68,4% – ПБХ, 
60,4% – OVERLAP) (p<0,05). Общая ДС исследования 
АНА в НРИФ-HEp-2 была ниже, чем при применении 
ИФА (66,7% и 86,7% соответственно, p<0,05). Одна-
ко, относительно группы ЗД, показатели ДС скрининга 
АНА методами НРИФ-HEp-2 и ИФА достоверно не раз-
личались, составляя 100% и 96,7% (p>0,05). Оба метода 
исследования АНА (НРИФ-HEp-2 и ИФА) являлись по-
лезными тестами для диагностирования АИЗП (ОППР: 
2,1 и 2,6, соответственно). По уровню ОПОР скрининго-
вое определение АНА методом НРИФ-HEp-2, в отличие 
от ИФА, служило «полезным» тестом для исключения 
диагноза АИЗП (0,5 и 0,8, соответственно). 

Обсуждение. Полученные данные свидетельствуют 
о слабой согласованности результатов скринингового 
исследования АНА в сыворотках больных АИЗП при 
использовании НРИФ-HEp-2 и ИФА. Важным фактором 

несовпадения положительных/отрицательных резуль-
татов идентификации АНА с помощью НРИФ-HEp-2 
и ИФА является расхождение в чувствительности обо-
их методов. Как известно, НРИФ-HEp-2, позволяющая 
выявлять антитела к 100-150 ядерным и цитоплазма-
тическим антигенам путем визуального распознавания 
различных типов свечения, служит наиболее чувстви-
тельным скрининговым методом определения сово-
купности АНА в сыворотке крови [13, 25]. Технология 
ИФА, в большинстве случаев, не может заменить пер-
вичный скрининг АНА на основе НРИФ-HЕp-2, так как 
идентифицирует антитела к ограниченному количеству 
(8–10) очищенных/рекомбинантных антигенов или сме-
си антигенов (ядерному гомогенату) с измененными, ли-
бо утраченными эпитопами, что приводит к снижению 
ДЧ и увеличению числа ложноотрицательных резуль-
татов [20]. В нашей работе скрининговое определение 
АНА у больных АИЗП методом НРИФ-HЕp-2 отлича-
лось большей ДЧ (68,6%) и меньшей частотой ложно-
отрицательных результатов (31,4%) по сравнению с 
ИФА (35,6% и 64,4%, соответственно). Более высокая 
ДЧ исследования АНА-НРИФ-HЕp-2 при АИГ, ПБХ и 
OVERLAP может быть обусловлена выявлением паттер-
нов, ассоциирующихся с антителами к тем ядерными и 
цитоплазматическими аутоантигенам (sp100, митохон-
дриальным, ядрышковым антигенам, тропомиозину, 
лизосомам, неизвестным антигенам), которые отсут-
ствуют в стандартной смеси антигенов, используемых 
для тестирования АНА методом ИФА. Общая ДС скри-
нингового исследования АНА-НРИФ-HЕp-2 у больных 
АИЗП была ниже, чем при использовании ИФА (66,7% 

Т а б л и ц а  3
Сравнение частоты положительных и отрицательных результатов определения АНА в сыворотках  

178 больных АИЗП, НАЖБП и ЗД при использовании методов НРИФ-HEp-2 и ИФА

НРИФ-HEp-2
n (%)

ИФА, n (%)
Позитивный ≥ 1,0 ЕД/мл Негативный <1,0 ЕД/мл n (%)

Позитивный ≥ 1:160 33 (18,5) 68 (38,2 ) 101 (56,7)
Негативный < 1:160 17 (9,6) 60 (33,7 ) 77 (43,3)

n (%) 50 (28,1) 128 (71,9 ) 178
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vs 86,7%), из-за более высокой, по сравнению с ИФА, 
частоты обнаружения АНА в НРИФ-HЕp-2 среди паци-
ентов с НАЖБП (66,0% vs 23,3%). Отмечено, что коли-
чество положительных результатов определения АНА 
методом НРИФ-HЕp-2 при НАЖБП может возрастать 
на фоне иммуновоспалительных нарушений, инсулино-
резистентности, повышения возраста пациентов [26-30]. 
J. Galaski и соавт. [14], исследовавшие сыворотки 113 
больных АИГ и 202 лиц контрольной группы (82 паци-
ентов с НАЖБП, 99 пациентов с ПСХ и 21 ЗД), показали 
возможность использования НРИФ-HЕp-2 и ИФА в ка-
честве альтернативы скрининговому определению АНА 
с помощью рутинного метода НРИФ на криостатных 
срезах печени, почек и желудка примата/крысы. В рабо-
те получены сходные с нашими данные о ДЧ (75,4%), но 
более высокие значения ДС (73,6%) тестирования АНА-
НРИФ-HЕp-2 у больных АИГ, что может быть связано 
с различиями в подборе групп сравнения и контроля. 
Показатели диагностической ценности скринингового 
определения АНА методом ИФА варьировали в зависи-
мости от спектра ядерных/цитоплазматических антиге-
нов и уровней ВПРИ, использовавшихся фирмами-про-
изводителями различных тест-систем.  При применении 
наборов реагентов фирм “Euroimmun” (ФРГ) (8 антиге-
нов; ВПРИ≥1,0 ЕД/мл) и “Bio-Rad” (США) (8 антигенов 
и ядерный экстракт из HЕp-2 клеток; ВПРИ≥1,0 ЕД/мл) 
для ИФА, значения ДЧ АНА у больных АИГ (22,1% и 
65,5%) были достоверно ниже таковых у АНА-НРИФ-
HЕp-2 (p<0,05), а ДС (95,0% и 88,6%) – выше (p<0,05), 

что соответствует результатам наших исследований. 
ДЧ (79,6%) и ДС (78,2%) скринингового определения 
АНА методом ИФА с помощью тест-систем «Inova 
Diagnostics» (11 антигенов и ядерный экстракт из HЕp-2 
клеток; ВПРИ≥20,0) совпадали с данными показателя-
ми у АНА-НРИФ-HЕp-2. Судя по площади под харак-
теристическими (ROC) кривыми (ППК), НРИФ-HЕp-2 
(ППК: 0,82-0,91) и две технологии ИФА с использовани-
ем ядерного экстракта из HЕp-2 клеток (ППК: 0,85-0,87) 
являются эффективными диагностическими скрининго-
выми методами для диагностики АИГ. В нашей работе 
ранги ОППР (>2 и ≤5) также позволяют отнести выявле-
ние АНА с помощью НРИФ-HЕp-2 и ИФА к числу «по-
лезных» скрининговых тестов для диагностики АИЗП. 
Следует подчеркнуть, что по уровню ОПОР скрининг 
АНА в НРИФ-HЕp-2 оказался самым «полезным» те-
стом (0,2-0,5) для исключения диагноза АИГ, ПБХ или 
OVERLAP.

Выводы: 
1. Полученные данные свидетельствуют о слабой 

степени согласованности положительных и отрицатель-
ных результатов скринингового исследования АНА в 
сыворотках больных АИЗП при использовании НРИФ-
HEp-2 и ИФА (æ=0,4).

2. Определение АНА методом НРИФ-HEp-2 являет-
ся наиболее чувствительным и «полезным» первичным 
скрининговым тестом для диагностики АИЗП. 

3. ИФА антител к смеси ядерных антигенов относят-
ся к категории менее «полезных» скрининговых тестов 
для диагностики АИЗП из-за низкой чувствительности 
и более высокой частоты выявления ложноотрицатель-
ных результатов по сравнению с НРИФ-HЕp-2 (64,4% и 
31,4%, соответственно).
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DEVELOPMENT OF A PCR ASSAY FOR THE DETECTION OF HUMAN HERPES VIRUS TYPE 7
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Введение. Вирусы герпеса человека (ВГЧ), образу-
ющие достаточно многочисленное семейство и вызыва-
ющие различные заболевания, после первичного инфи-
цирования могут персистировать в латентной форме и 
реактивироваться при снижении иммунитета или вслед-
ствие других причин. Изученность их встречаемости в 
популяции, возможных взаимосвязей в ходе инфициро-
вания и персистенции, факторов риска и взаимораспре-
деления в органах и тканях инфицированных пациентов 
остается недостаточной [1]. 

Герпесвирусы человека 7 типа (ВГЧ-7) относятся 
к семейству Herpesviridae, подсемейству Betaherpes-
virinae, роду Roseolovirus [1;3]. Среди герпесвирусов 
человека ВГЧ-7 наиболее близок к вирусу герпеса че-
ловека 6 типа (ВГЧ-6), который также относится к ро-
зеоловирусам, то есть вирусам, вызывающим розеолу 
у детей [1].

Геномные структуры (колинеарность) ВГЧ-7 и ВГЧ-
6 схожи, но гомология между геномами незначительная, 
и геном ВГЧ-7 приблизительно на 10% короче. Вирусы 
обладают антигенным родством, что приводит к кросс-
реактивности в серологических реакциях [4]. В отличие 
от ВГЧ-6, у которого выявляют 2 генетических вариан-
та А и В, внутривидовая вариабельность ВГЧ-7 менее 
выражена, генетические варианты у ВГЧ-7 в настоящее 
время не выделяют.

ГВЧ 6 и 7-го типа дети заражаются в младенческом 
возрасте или в раннем детстве, после чего вирусы перси-
стируют в организме пожизненно [5]. Первичная инфек-
ция сопровождается неспецифическим лихорадочным 
заболеванием или проявляется как синдром розеолы [6]. 
После первичной инфекции ВГЧ-6 вирус остается пер-
систирующим или латентным с множественной локали-
зацией в мононуклеарных клетках периферической кро-
ви, в слюнных железах, центральной нервной системе. 
У иммунокомпрометированных лиц реактивация ВГЧ-6 
сопровождается лихорадкой, энцефалитом, сыпью, от-
торжением трансплантированных органов [7, 8].

ВГЧ 7 типа – лимфотропный вирус, генетически 
тесно связанный с ВГЧ-6 [9]. ВГЧ-7 вызывает розеолу 
у детей реже, чем ВГЧ-6. Заражение ВГЧ-7 происходит 
позднее, но клиническая картина неотличима от зара-
жения ВГЧ-6. Заражение ВГЧ-6 и ВГЧ-7 могут вести к 
тяжёлым неврологическим осложнениям, включая эн-
цефалит и синдром Гийена-Барре [10].

ВГЧ-7 обладает избирательным тропизмом только 
к CD+ Т-лимфоцитам. ВГЧ-7 выявляют в лимфоидной 
ткани, слюнных железах, миндалинах, печени, почках, 
лёгких, кожных покровах. После проникновения ВГЧ-7 
в организм через кровь или дыхательные пути, о меха-
низмах развития заболевания имеется мало сведений. 
Предполагается, что очагами латентной инфекции ВГЧ-
7 являются CD4

+ Т-лимфоциты [9].
Наибольшую опасность ВГЧ-7, как и другие розео-

ловирусы, представляет его реактивация, которая может 
вызвать серьёзные заболевания у иммунокомпромети-
рованных лиц. К этой категории лиц относятся реци-
пиенты трансплантатов гемопоэтических стволовых 
клеток, реципиенты паренхиматозных органов, а также 
пациенты с синдромом приобретенного иммунодефици-
та (СПИД) [10, 11].

Вышеперечисленное диктует необходимость разработ-
ки диагностических методов (систем) для индикации и 
идентификации розеоловирусов в клиническом материале.

Цель исследования – разработка тест-системы для 
выявления ВГЧ 7 типа методом ПЦР.

Материал и методы. Сравнительный анализ и вы-
равнивание нуклеотидных последовательностей про-
ведён с использованием сетевого сервиса Nucleotide 
BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), выбор 
участков, пригодных для подбора амплификационных 
мишеней проведён с использованием авторской про-
граммы [12], анализ специфичности праймирования 
in silico проведён c использованием сетевого сервиса 
PRIMER BLAST (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/
primer-blast/index.cgi?LINK_LOC=BlastHome).

Выделение ДНК из клинического материала про-
водили с использованием наборов Рибопреп (Интер-
лабсервис, Россия). ДНК элюировали в 100 мкл 0,1 М 
Трис-ЭДТА буфер (pH 8,3). В ПЦР брали 5 мкл. Ампли-
фикацию проводили в 30 мкл раствора, содержащего 50 
мМ Tris-HCl pH – 8,3, 22 мМ (NH4)2SO4, 3,5 мM MgCl2, 
0,05% Tween 20, 100 мкМ dNTP, 2,5 ЕД Taq-ДНК поли-
меразы. Режим амплификации: 40 циклов 95о 10 с, 60о 
20 с, 72о 10 секунд. Праймеры и искусственную матрицу 
синтезировали в ЗАО «Евроген» (Москва, Россия), зон-
ды в ООО «ДНК-синтез» (Москва, Россия). В качестве 
положительного контроля использована синтетическая 
однонитевая ДНК, воспроизводящая последователь-
ность ампликона. ПЦР проводили на приборе CFX-96 
(Bio-Rad, США).

Для получения аналитических характеристик гото-
вили линейку десятикратных разведений искусственной 
матрицы в диапазоне концентраций 108 – 10 ГЭ/мкл. В 
буфер для разведения добавляли препараты ДНК, выде-
ленной из крови человека, для максимального прибли-
жения к условиям клинических исследований.

Результаты. В данной работе исследовали присут-
ствие вирусов герпеса человека ВГЧ-6 и ВГЧ-7, кото-
рые, также как и цитомегаловирус, ВГЧ-5, относятся 
к бета-герпесвирусам, а также вируса Эпштейн-Барра 
(ВЭБ, семейство гамма-герпесвирусов) в клинических 
образцах. Для этих целей определяли наличие специфи-
ческой вирусной ДНК в предоставленных пробах слю-
ны и сыворотки пациентов при помощи ПЦР в режиме 
реального времени. 

В первом эксперименте 10 образцов слюны, ПЦР-
положительных на ДНК ВГЧ-6, были дополнительно 
проанализированы при помощи качественной ПЦР в ре-
альном времени для определения ВГЧ-7. В 4-х из деся-
ти случаев (40,0%) при тестировании была обнаружена 
ДНК ВГЧ-7, что свидетельствует о возможной перси-
стенции у значительной части пациентов обоих вирусов. 

Во втором эксперименте было использовано 20 об-
разцов слюны и 10 образцов сыворотки, положитель-
ных в исследовании на ВГЧ-6. 15 из 20 (75%) образцов 
слюны и только один из 10 образцов (10%) сыворотки 
показали присутствие ВГЧ-7, позволяя предположить 
схожий профиль выявляемости данных вирусов в слю-
не пациентов и существование возможных различий по 
их обнаружению в крови при клиническом проявлении 
инфекции.
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В третьей подборке были собраны 10 проб слюны, 
положительных на ВЭБ, которые также были проверены 
в исследовании на ВГЧ7 и показали присутствие только 
1-й (10%) положительной пробы, предполагая достаточ-
но редкую персистенцию ВГЧ-7 и ВЭБ в противополож-
ность ВГЧ-6.

Подбор последовательностей праймеров. Прай-
меры подбирали на основании анализа полногеномных 
последовательностей ВГЧ-7, имеющихся в базе нукле-
отидных последовательностей GenBank на 14.01. 2022 
г. В качестве референс последовательности выбрана 
последовательность ВГЧ-7 AF037218.1. В аннотации 
к данной последовательности указано, что фрагмент 
с координатами 1..10034 представлен в геноме как по-
вторяющаяся последовательность. После выравнивания 
этого фрагмента с использованием BLAST выяснилось, 
что копии данного фрагмента не у всех ВГЧ-7 представ-
лены полноценно. В частности, в последовательности 
U43400.1 одна из копий встречалась в усечённом виде 
– недоставало 4-х тыс. нуклеотидов. Исходя из этого, 
для дальнейшего анализа выбран фрагмент с коорди-
натами 3990-9720, который присутствовал во всех 3-х 
имеющихся в базе данных полногеномных последова-
тельностях ВГЧ-7. В результате последующего анализа 
внутривидовой вариабельности и температурных про-
филей плавления фрагмента 3990-9720 при использо-
вании собственной оригинальной программы выбрано 
2 участка, которые положены в основу разработки 2-х 
альтернативных систем праймеров: HV7IT+HV7JBr и 
HV7NA+HV7NIr.

Оценка специфичности работы праймеров. Ре-
зультаты in silico анализа специфичности подобранных 
праймеров представлены в табл. 1.

Праймеры обладают 100% гомологией и с последо-
вательностями ВГЧ-7, при отсутствии какой-либо гомо-
логии с другими вирусами и организмами.

Поскольку разрабатываемая тест-систем предназна-
чена для клинической лабораторной диагностики образ-
цов, полученных от человека, содержащих большое ко-
личество ДНК хозяина, то остается риск формирования 
неспецифических продуктов. Для оценки этого риска 
проведена эмпирическая оценка специфичности работы 
праймеров на отрицательных образцах ДНК человека. С 
каждой парой праймеров проведён анализ 4-х образцов 
ДНК человека, с доказанным отсутствием ВГЧ-7. Ре-
зультаты постановки ПЦР представлены на рис. 1, а,б.

На отрицательных образцах, т. е. в отсутствии специ-
фической матрицы, при наличии высокой концентрации 
ДНК человека возможно образование неспецифических 
продуктов на поздних циклах амплификации. При этом 
для системы праймеров HV7IT+HV7JBr пересечение 
порога амплификации Ct происходит на более поздних 
циклах (29-31), а для системы HV7NA+HV7NIr -– на бо-
лее ранних (26-30). Наименьший уровень неспецифич-
ности  показала система HV7IT+HV7JBr, для которой 
разработан Taqman-зонд. Работа системы с зондом на 
линейке разведений положительной матрицы продемон-
стрирована на рис.2.

Значения Ct, полученные на разных разведениях ма-
трицы и аналитические характеристики системы, рас-
считанные на этом основании, приведены в табл. 2 и 3.

Разработанная тест-система использована для из-
учения распространения ВГЧ-7 в слюне пациентов, 
положительных на ВГЧ-6 или вирус Эпштейн-Барра 
(ВЭБ). Проанализировано 30 образцов слюны, ПЦР-
положительных на ДНК ВГЧ-6. В 19 из 30 образцов 
слюны (63,3%) при тестировании обнаружена ДНК 
ВГЧ-7, что свидетельствует о совместной персистенции 
обоих вирусов у значительной части пациентов.

В другой независимой подборке, состоящей из 10 
проб слюны, положительных на ВЭБ, исследование на 
ВГЧ-7 выявило только 1 (10%) положительную пробу, 

Т а б л и ц а  1
Специфичность праймеров в «Primer Blast»

Номер последовательности Организм Длина продукта HV7IT HV7JBr

KF558370.1 Human herpesvirus-7 92 ....................... ........................

KF558370.1 Human herpesvirus-7 92 ....................... ........................

AF037218.1 Human herpesvirus-7 92 ....................... ........................

AF037218.1 Human herpesvirus-7 92 ....................... ........................

U43400.1 Human herpesvirus-7 92 ....................... ........................

U43400.1 Human herpesvirus-7 92 ....................... ........................

KF558370.1 Human herpesvirus-7 98 .................... .....................

KF558370.1 Human herpesvirus-7 98 .................... .....................

AF037218.1 Human herpesvirus-7 98 .................... .....................

AF037218.1 Human herpesvirus-7 98 .................... .....................

U43400.1 Human herpesvirus-7 98 .................... .....................

U43400.1 Human herpesvirus-7 98 .................... .....................

П р и м е ч а н и е . Точками обозначены гомологичные позиции.
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Т а б л и ц а  2
Значения Ct на разных разведениях матрицы

Разведение матрицы Концентрация матрицы
копий/мкл

Повторность
Ct средняя

1 2 3 4

-12 60 35,66 - 35,42 - 35,5

-11 600 32,87 - 33,03 33,27 33,1

-10 6000 29,72 29,83 29,33 29,5 29,6

-9 60000 26,22 26,48 26,14 26,43 26,3

-8 600000 23,19 23,16 23,01 23,04 23,1

Рис. 1. Кривые амплификации, полученные с использованием систем праймеров. а –  HV7IT+HV7JBr;  б –  HV7NA+HV7NIr.

Рис. 2. Работа системы HV7IT+HV7JBr+pbHV7IY на поло-
жительной матрице. Линейка разведений 10-8-10-12.

 Т а б л и ц а  3
Аналитические характеристики тест-системы 

HV7IT+HV7JBr+pbHV7IY

Показатель Значение

E (%) 103,6

М (Ct) -3,158

R 0,99

R2 0,998

LOD (Копий/реакцию) 60

П р и м е ч а н и е . E – эффективность ПЦР, M – среднее количество 
циклов необходимое для увеличения количества ПЦР продукта на 
порядок, R – коэффициент корреляции, R2 – коэффициент детерми-
нации, LOD (limit of detection) – предел чувствительности [15].

Т а б л и ц а  4
Сравнение выявляемости ВГЧ-7 и ВГЧ-6 с результатами, полученными для клинических образцов

№ Образцы слюны положительные  
ВГЧ7/ВГЧ6

Образцы сыворотки положительные 
ВГЧ7/ВГЧ6

Образцы слюны положительные  
ВГЧ7/ВЭБ

1 4/10 – 40%

2 15/20 – 75% 1/10 – 10%

3 1/10 – 10%
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что предполагает достаточно редкую совместную пер-
систенцию ВГЧ-7 и ВЭБ в противоположность ВГЧ-6.

Шесть положительных проб слюны в тестах с раз-
работанной тест-системой на ВГЧ-7,  повторно иссле-
дованы методом ПЦР в реальном времени на наличие 
вирусной ДНК с использованием альтернативной тест-
системы на выявление ВГЧ 6 и 7 типов, производства 
ООО «Нанодиагностика». Подтверждено наличие ДНК 
ВГЧ 6 и 7 типов.

На основании полученных данных можно предполо-
жить, что ВГЧ6 и ВГЧ-7, относящиеся к одной и той же 
бета-группе герпесвирусов, могут иметь сходную картину 
распределения в слюне инфицированных пациентов. Срав-
нение выявляемости ВГЧ-7 и ВГЧ-6 с результатами, полу-
ченными для образцов, содержащих ДНК ВЭБ, указывает 
на меньшую вероятность такой корреляции (табл. 4).

Полученные результаты могут свидетельствовать 
о необходимости более детального исследования рас-
пределения ВГЧ-6 и ВГЧ-7 в пробах пациентов, пред-
полагающих присутствие герпесвирусной инфекции. 
Клинические проявления при возможной реактивации 
данных герпесвирусов также требуют дополнительного 
изучения.

Заключение. Разработана отечественная ПЦР тест-
система, которая позволяет эффективно детектировать 
ДНК ВГЧ-7 в клинических образцах.
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Введение. В 2019 г. мир охватила пандемия новой 
инфекции, вызванная РНК-содержащим вирусом из се-
мейства Coronaviridae [1, 2]. Бетакоронавирус (β-CoV) 
является возбудителем тяжелого острого респираторно-
го синдрома SARS-CoV-2 [2]. Предполагается, что коро-
навирус произошел от летучих мышей [3], однако есть 
данные указывающие на то, что коронавирус β-CoV был 
создан искусственным путем в лаборатории Уханьско-
го института вирусологии (WIV) под руководством Ши 
Дженли и Ральфа С. Барика еще в 2015 году [4]. Геном 
бета-коронавирусов представлен одноцепочечной (+) 
РНК с 26-32 тысячами пар нуклеотидов. Общая струк-
тура генома β-CoV аналогична структуре генома других 
коронавирусов и включает в себя полибелок репликазы 
ORF1ab, а так же гены, кодирующие белки - S, M, E и 
N [5, 6]. Возникновение COVID-19 впервые произошло 
в Китае, в г. Ухань, инфекция быстро распространилась 
по всему миру [7]. По оценкам ВОЗ на сегодняшний 
день общее количество смертей от новой коронавирус-
ной инфекции равно 6,4 миллионам [8]. По данным Ро-
спотребнадзора в Российской Федерации общее число 
смертей от коронавирусной инфекции составляет 380 
076 человек [9] 

Спектр клинических признаков COVID-19, варьиру-
ется от бессимптомного течения заболевания до тяже-
лой дыхательной недостаточности и полиорганной дис-
функции [10]. Наиболее распространенными симптома-
ми, связанными с COVID-19, являются лихорадка, сухой 
кашель, одышка, образование мокроты, миалгия, повы-
шенная утомляемость [11]. Бессимптомное течение ин-
фекции может возникать из-за ослабления иммунных 
реакций и субклинических проявлений, а также из-за 
латентной стадии, когда вирус выжидает возможность 
для проникновения в клетку и размножения [12].

Одним из новейших методов диагностики новой ко-
ронавирусной инфекции является метод обнаружения 
SARS-CoV-2 без амплификации с помощью технологии 
CRISPR-Cas13a микроскопии с использованием каме-
ры мобильного телефона, однако золотым стандартом 
диагностики инфекции SARS-CoV-2 является полиме-
разная цепная реакция с обратной транскрипцией (ОТ-
ПЦР) [13]. ОТ-ПЦР - метод амплификации специфи-
ческого фрагмента рибонуклеиновой кислоты (РНК), в 
основе которого лежит использование праймеров, на-
правленных на гены нуклеокапсида (N), оболочки (E) 
и открытой рамки считывания 1ab - ORF1ab [13, 14]. 
Терапия новой коронавирусной инфекции включает как 
стандартные методы лечения с применением детокси-
кационной и антиоксидантной терапии [15], так и при-
менение новых препаратов, воздействующих на процесс 
прикрепления к клеточной мембране проникновения и 
эндоцитоза вируса [16, 17]. 

Цель исследования: разработать набор реагентов для 
качественного выявления РНК вируса SARS-CoV-2.

Материал и методы. Для разработки метода бы-
ли получены положительные образцы из медицинско-
го центра El`Clinic ЗАО «ЭКОлаб», г. Электрогорск. 
Взятие, транспортирование и хранение материала для 
исследования осуществлялось в соответствии с МР 
3.1.0169-20 Лабораторная диагностика COVID-19.

Внутренний контрольный образец (ВКО) в данном 
наборе представляет собой ген РНКазы P человека. Де-
текция ВКО в ходе реакции амплификации свидетель-
ствует о наличии в исследуемом образце клинического 
материала (эпителиальных клеток из верхних дыхатель-
ных путей). 

Положительный контрольный образец (ПКО) со-
держит плазмидную ДНК (рUC19) вируса SARS-CoV-2 
(ЗАО «ЭКОлаб» кат.№120-03) в 0,1 М трис буфере (CAS 
номер: 77-86-1) с с азидом натрия ( CAS номер: 26628-
22-8) - 0,1%.

При подготовке были использованы следующие реак-
тивы и материалы: пластиковые флаконы объемом 2,0 мл 
фирмы «Sarstedt» (Германия), кат. № 72.609; хлорид на-
трия, CAS номер: 7647-14-5; гуанидин тиоционат, CAS но-
мер: 593-84-0; CAS номер: 26628-22-8; азид натрия, CAS 
номер: 26628-22-8; ацетон, CAS номер: 67-64-10; ЭДТА, 
CAS номер: 60-00-4; олигонуклеотид модифицированный, 
ЗАО «ЭКОлаб» кат. №120-01; Taq ДНК-полимераза, ЗАО 
«ЭКОлаб» кат. №120-02; плазмидная ДНК, ЗАО «ЭКО-
лаб» кат. №120-03; планшет для ПЦР, фирма «Sovteсh», 
Россия, кат. № PCR-P-96-08W; пленка для ПЦР- планшета, 
фирма «Sovteсh» (Россия), кат. № Р-500. Амплификацию, 
детекцию и обработку результатов проводили с помощью 
амплификатора Bio-Rad CFX 96, ФСЗ 2008/03399, произ-
водитель ООО «Био-Рад Лаборатории» (США).

Оценка аналитической надёжности с определением 
специфичности и чувствительности проведена согласно 
ГОСТ Р 53079.1-2008 и ГОСТ Р 53022.2-2008. Для про-
верки аналитической специфичности использована РНК 
штаммов различных вирусов с концентрацией матриц 
не ниже 103 ГЭ/мл.

Результаты и обсуждение. Разработан набор ре-
агентов «КовидЭк» для выявления РНК вируса SARS-
CoV-2 в клиническом материале методом ОТ-ПЦР в 
режиме реального времени. Условия проведения ПЦР 
подобраны экспериментально. 

Метод исследования состоит из нескольких этапов: 
выделение РНК SARS-CoV-2, реакции обратной транс-
крипции РНК и ПЦР-амплификации кДНК с одновремен-
ной детекцией результата в режиме «реального времени».

На первом этапе проведена очистка суммарной РНК/
ДНК с использованием реагентов для выделения РНК, 
основанная на связывании нуклеиновых кислот с маг-
нитным сорбентом в присутствии хаотропных солей и 
их последующей элюцией в низкосолевой буфер. Метод 
исследования основан на реакции обратной транскрип-
ции РНК и ПЦР-амплификации к-ДНК с одновременной 
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детекцией продуктов ПЦР в режиме реального времени. 
РНК SARS-CoV-2 подвергается обратной транскрипции 
с помощью ревертазы. Участки полученной кДНК ам-
плифицировали при помощи специфичных к данным 
участкам праймеров и фермента Taq-полимеразы. В со-
став реакционной смеси включены флуоресцентно-ме-
ченные олигонуклеотиды (ДНК-зонды). Данные ДНК-
зонды, содержащие флуоресцентную метку и гаситель 
флуоресценции, гибридизуются с комплементарным 
участком амплифицируемой к ДНК-мишени. При об-
разовании специфичного продукта ДНК-зонд разруша-
ется, воздействие гасителя на флуоресцентную метку 
прекращается. В результате происходит нарастание ин-
тенсивности флуоресценции. Количество разрушенных 
зондов увеличивается пропорционально количеству об-
разовавшихся специфических ампликонов. 

Нарастающий уровень флуоресценции измеряется на 
каждом цикле амплификации. Это позволяет регистриро-
вать накопление специфического продукта амплифика-
ции. Детекция флуоресцентного сигнала осуществляется 
непосредственно в ходе ПЦР с помощью амплификатора 
с системой детекции флуоресцентного сигнала в режиме 
«реального времени». В состав набора реагентов входит 
положительный контрольный образец (ПКО), представ-
ляющий собой MS2 фагоподобные частицы, содержащие 
фрагмент генома коронавируса SARS-CoV-2.

В качестве мишеней выбраны следующие инсерци-
онные последовательности SARS-CoV-2: фрагменты 
ORF и N (табл. 1).

Молекулярная структура праймеров проверена с учё-
том общих требований при использовании алгоритма 
BLAST на основании анализа нуклеотидных последо-
вательностей референсных штаммов, опубликованных в 
GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

Реакционную смесь (мастер-микс) готовили путем 
смешивания в эппендорфе следующих реактивов по 
формуле:

5*(N+1) мкл ОТ-ПЦР-реагента + 15*(N+1) мкл 
праймеров, 

где: N – общее количество реакций амплификации с 
учетом контрольных образцов. 

Далее перемешивали полученный «Мастер Микс» 
путем 5-ти кратного переворачивания пробирки, осаж-

дали кратковременным центрифугированием и вносили 
по 20 мкл в микропробирки для проведения ПЦР.

Аналитическая чувствительность (предел обнаруже-
ния) набора реагентов определялась с использованием 
контрольной панели «Анти-SARS-CoV-2-ПЦР-120», по-
ложительные образцы которой (№ 1-№ 6) содержат ис-
кусственную РНК вируса SARS-CoV-2 в разных концен-
трациях аналита (от 500 ГЭ/мл и выше). Положительные 
образцы по каналу «HEX» должны иметь значения Сt 
меньше или равно 33, по каналу «FAM» –значения Сt не 
анализируется (могут быть любые или отсутствовать). 
Чувствительность определялась по стандартной панели 
образцов «Анти-SARS-CoV-2-ПЦР-120», содержащих 
искусственно синтезированную РНК SARS-CoV-2, как 
процентное содержание образцов, определенных набо-
ром как положительные, и составляет 100%. 

Специфичность определялась по стандартной пане-
ли образцов «Анти-SARS-CoV-2-ПЦР-120», не содержа-
щих искусственно синтезированную РНК SARS-CoV-2, 
как процентное содержание образцов, определенных на-
бором как отрицательные, и составляет 100%.

Для контроля повторяемости использовали образец 
КОЧ ПКО разведенный до концентрации 1,0х103 копий/
мл (5 образцов). Процедура проводилась одним опера-
тором на одном наборе. Коэффициент вариации для по-
вторяемости рассчитывался по формуле: CVp (%) = Сt 
(станд.отклон.) / Ct (ср.знач.) × 100 % для 5 проб КОЧ 
ПКО и не превышает 3 %. 

Для контроля воспроизводимости использовали об-
разец КОЧ ПКО, разведенный до концентрации 1,0х103 
копий/мл (10 образцов). Процедура проводилась двумя 
разными операторами с двумя разными наборами одной 
серии в разные дни. Коэффициент вариации для воспро-
изводимости рассчитывается по формуле: CVp (%) = Сt 
(станд.отклон.) / Ct (ср.знач.) ×100 % для 10 проб КОЧ 
ПКО и не превышает 6 %. 

Интерпретация результатов ПЦР приведена в табл. 2.
Разработанным набором реагентов проведены ис-

следования клинических образцов от 20 пациентов с 
симптомами ОРВИ и подтвержденным диагнозом CO-
VID-19. 

Результаты детекции вирусной РНК и РНКазы Р 
представлены на рисунке и в табл. 3.

Т а б л и ц а  1
Используемые праймеры – фрагменты ORFa1b и N

Мишень Ген Нуклеотидная последовательность Ориентация праймера

SARS-CoV-2 ORFа1b 5’ TTCTGCGCCTCCCCAAGCTGA 3’ Прямой

5’ CCTA ATTGAGGTTGAACCT  3’ Обратный

5’ GTTGGTCAGGCAGTGCGGCCAATC 3’ Флуоресцентный зонд

N 5’ CAATGCCCCAATCGTCTAC 3’ Прямой

5’ CCT CAT CAC CGAAAGTC GCA AC 3’ Обратный

5’ CCAAAACGGGCAACGCAGAAGGGAGC 3’ Флуоресцентный зонд

Homo sapiens РНКаза Р 5’ GGATCCATCTCACTGCAATG 3’ Прямой

5’ CCTGCTATCAAAGACTCCACA 3’ Обратный

5’ CCTCCTATTAATGTGGCGATTGACCGA 3’ Флуоресцентный зонд
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Т а б л и ц а  2
Интерпретация результатов образцов

Результат образца Значение «Сt» по каналу
FAM/Green

Значение «Сt» по каналу
HEX/Yellow

Положительный +/– ≤ 33

Сомнительный +/– 33–35

Отрицательный + > 35 или отсутствует

Не валидный – –

Т а б л и ц а  3
Данные выявления коронавируса с внутренним контролем из клинческих образцов

Номер образца
Значение Сt Интерпретация

результатав канале FAM в канале HEX

ПМ1 34,11 21,59 Положительный

ПМ2 33,25 17,11 Положительный

ПМ3 25,90 26,81 Положительный

ПМ4 30,36 22,70 Положительный

ПМ5 26,92 18,41 Положительный

ПМ6 35,12 22,74 Положительный

ПМ7 28,10 25,15 Положительный

ПМ8 26,36 20,60 Положительный

ПМ9 34,75 25,52 Положительный

ПМ10 29,23 27,36 Положительный

ПМ11 28,41 27,74 Положительный

ПМ12 26,25 20,56 Положительный

ПМ13 32,80 24,73 Положительный

ПМ14 34,63 26,80 Положительный

ПМ15 30,15 22,75 Положительный

ПМ16 27,71 18,41 Положительный

ПМ17 35,16 19,61 Положительный

ПМ18 28,20 25,75 Положительный

ПМ19 26,24 20,70 Положительный

ПМ20 34,81 25,26 Положительный

Детекция нуклеиновых кислот.
а – выявление РНК коронавируса, б – выявление РНК РНКазы Р.

а б
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Как видно из рисунка и табл. 3, разработанный на-
ми набор реагентов выявляет коронавирус SARS-CoV-2 
из клинических образцов, и может занять свое место в 
клинической лабораторной диагностике нового корона-
вируса.

Заключение. Разработанная методика диагностики 
новой коронавирусной инфекции на основе ОТ-ПЦР в ре-
жиме реального времени позволяет качественно и быстро 
выявлять РНК бета-коронавируса в клиническом матери-
але больных и здоровых лиц с подозрением на коронави-
русную инфекцию и другими симптомами ОРВИ.
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ВАЛИДАЦИЯ ПЦР В РЕЖИМЕ РЕАЛЬНОГО ВРЕМЕНИ ДЛЯ ОЦЕНКИ КОЛИЧЕСТВА 
РИККЕТСИЙ В ИССЛЕДУЕМОМ БИОЛОГИЧЕСКОМ МАТЕРИАЛЕ
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На примере клинического штамма R. sibirica «Баево 105/87» оценена возможность количественного определения риккет-
сий в клинических образцах от больных сибирским клещевым тифом методом полимеразной цепной реакции в режиме 
реального времени (ПЦР-РВ). Культивирование осуществляли в желточных мешках развивающихся куриных эмбрионов 
(РКЭ), из которых забирали кусочек желточного мешка или хориона. Исследовано 125 образцов. Для ПЦР-РВ использо-
ван набор реагентов «РеалБест ДНК Rickettsia species (комплект 1)». Полученные значения порогового цикла амплифи-
кации (Ct) сравнивали с результатами микроскопии препаратов мазков, окрашенных по методу Здродовского, значения 
которых разбивали на ранги: I ранг – единичные риккетсии в отдельных полях зрения, II ранг – единичные риккетсии в 
каждом поле зрения, III ранг – от 10 до 25 риккетсий в каждом поле зрения, IV ранг – от 25 до 50 риккетсий в каждом 
поле зрения. Медианное значение Ct для I ранга составило 17,6 (16,37; 18,58), для II – 16,0 (15,0; 16,41), для III – 15,0 (14,0; 
15,1), для IV – 15,0 (13,7; 14,64). Установлена значимая средней силы корреляционная связь между количеством риккет-
сий в препарате при микроскопии и значением порогового цикла в ПЦР РВ (r=-0, 4849542; p=9.968e-09). При построении 
ординальной логической регрессии получена модель с помощью, которой по значениям Ct можно определить количество 
риккетсий в образце. Представляло интерес обнаружение риккетсий в кровеносных сосудах хориона (РКЭ). В 10-ти об-
разцах для исследования забрали желточный мешок и хорион, и параллельно исследовали методом ПЦР-РВ. Применение 
современных более чувствительных молекулярно-биологических методов позволяет осуществлять количественный ана-
лиз ДНК в хорионе, при этом сохраняя объёмы наиболее ценного материала – желточного мешка.
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REAL-TIME PCR VALIDATION TO ESTIMATE THE NUMBER OF RICKETTSIAS IN THE BIOLOGICAL 
MATERIAL UNDER STUDY
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Using the example of the clinical strain of R. sibirica «Bayevo 105/87», the possibility of quantitative determination of rickettsias 
in clinical samples from patients with Siberian tick-borne typhus by real-time polymerase chain reaction (PCR-RT) was evaluated. 
Cultivation was carried out in the yolk sacs of developing chicken embryos, from which a piece of the yolk sac or chorion was 
taken. A total of 125 samples were examined. A set of reagents “RealBest DNA Rickettsia species (kit1)” was used for PCR-RT. 
The obtained values of the threshold amplification cycle (Ct) were compared with the results of microscopy of smear preparations 
stained by the Zdrodovsky method, the values of which were divided into ranks: the I rank – single rickettsias in individual fields 
of vision, the II rank – single rickettsias in each field of vision, the III rank – from 10 to 25 rickettsias in each field of vision, the 
IV rank – from 25 to 50 rickettsias in each field of view. The median Ct value for rank I was 17.6 (16.37; 18.58), for the II – 16.0 
(15.0; 16.41), for the III – 15.0 (14.0; 15.1) and for the IV – 15.0 (13.7; 14.64). A significant average correlation was established 
between the number of rickettsias in the preparation under microscopy and the value of the threshold cycle in PCR RT (r=-0, 
4849542; p=9.968e-09). When determining the correlation between the pathomorphological characteristic and the value of the 
threshold cycle, its absence was established. The detection of rickettsias in the blood vessels of the chorion of developing chicken 
embryos was of interest. In 10 samples, the yolk sac and chorion were taken for the study, and in parallel they were examined by 
PCR-RT. The use of modern, more sensitive molecular biological methods allows for quantitative analysis of DNA in the chorion, 
while preserving the volumes of the most valuable material – the yolk sac.
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Введение. По уровню заболеваемости клещевые рик-
кетсиозы (КР) входят в тройку наиболее распространён-
ных трансмиссивных клещевых инфекций на территории 
Российской Федерации [1-5]. Система эпидемиологиче-
ского надзора за КР включает информационный поток 
о популяции инфекционного агента. Для изучения его 
видового и генотипического разнообразия необходимо 
изолировать штаммы риккетсий, циркулирующих на раз-
личных очаговых территориях [4]. Существуют три био-
логические модели для выделения и культивирования 
штаммов риккетсий от больных КР и иксодовых клещей: 
лабораторные животные (преимущественно морские 
свинки, самцы), линии чувствительных культур клеток, 
РКЭ [3-7]. В процессе культивирования важную роль 
играет количественный контроль накопления риккетсий 
в биологических материалах (подсчёт риккетсий в образ-
це). Общеприняты методы микроскопии препаратов маз-
ков риккетсий, не позволяющие, однако, дифференциро-
вать вид риккетсий [8, 9]. В данных методах присутствует 
субъективный характер, во многом зависящий от опыта 
исследователя. Имеются молекулярно-биологические ме-
тоды, позволяющие определять наличие ДНК риккетсий 
в исследуемом биологическом материале [5, 10, 11]. По-
лимеразная цепная реакция с детекцией в электрофоре-
тическом геле – качественная реакция, не позволяющая 
оценить количество копий ДНК. В РФ зарегистрирован 
наборы реагентов ПЦР-РВ для молекулярно-биологи-
ческой диагностики КР: для детекции ДНК Rickettsia 
species – «РеалБест ДНК Rickettsia species (комплект 1)» 
и для детекции ДНК R. sibirica/ R. heilongjiangensis –  
«РеалБест ДНК Rickettsia sibirica/Rickettsia heilongjiangen-
sis (комплект 1)» (АО «Вектор-Бест», Новосибирск). Набо-
ры успешно апробированы для лабораторной диагностики 
КР [12-15]. Имеются отдельные публикации о применении 
указанных наборов для мониторинга природных очагов 
КР, которые не содержат анализа эффективности примене-
ния данных наборов для количественной оценки риккет-
сий в исследуемом биологическом материале.

Цель исследования: оценить возможность количе-
ственного определения риккетсий в клинических образцах 
от больных сибирским клещевым тифом методом ПЦР-
РВ, используя в качестве модели биологический материал, 
полученный из желточных мешков и хориона РКЭ.

Материал и методы. Использован лиофильно вы-
сушенный клинически значимый штамм R. sibirica «Ба-
ево 105/87», выделенный в 1987 г., и используемый для 
получения диагностических препаратов для выявления 

антител к R. sibirica у больных сибирским клещевым 
тифом людей. Культивирование осуществляли в желточ-
ных мешках 5-6-ти дневных РКЭ, которые вскрывали на 
5-7 день после заражения, забирали кусочек желточного 
мешка или хориона, содержащего кровеносный сосуд для 
экстракции ДНК. Исследовано 125 образцов (6-7 пассаж).

Полимеразная цепная реакция в режиме реального 
времени (ПЦР-РВ). Использован набор реагентов для 
выявления ДНК Rickettsia spp. «РеалБест ДНК Rickettsia 
species (комплект 1)» (Кат. № D-5391). Результаты ПЦР-
РВ представлены в виде значений порогового цикла 
амплификации (Ct), в образцах, где рост сигнала отсут-
ствовал, пороговое значение цикла приняли за 40.

Для исключения контаминации проверена стериль-
ность образцов. Отсутствие контаминации контролиро-
вали путём высева в сахарный бульон, который инкуби-
ровали в термостате при 37о С. Проводился ежедневный 
мониторинг роста с окончательным учётом результатов 
через 96 часов. Во всех образцах отмечено отсутствие 
роста посторонней микрофлоры.

Микроскопия препаратов мазков, окрашенных по 
методу Здродовского. Заражённые РКЭ вскрывали и го-
товили препарат-мазок из стенки желточного мешка на 
обезжиренных предметных стёклах. В полях зрения пре-
парата подсчитывали количество риккетсий, значения ко-
торых разбивали на ранги, где I ранг соответствовал еди-
ничным риккетсиям в отдельных полях зрения (табл. 1).

Описание патоморфологической характеристики 
желточного мешка РКЭ. При воспроизведении рик-
кетсиозной инфекции на РКЭ, для желточных мешков 
характерны следующие патоморфологические призна-
ки: средний или небольшой размер, выраженный сосу-
дистый рисунок.

Для описания полученных данных применены стан-
дартные приёмы описательной статистики по схеме Me 
(Q1; Q3), 

где: Me – медиана вариационного ряда, Q1 и Q3 – 
нижний и верхний квартили вариационного ряда соот-
ветственно. 

Проведена оценка корреляционных связей методом 
Пирсона. Построена ординальная логическая регрессия, 
обратная логит-трансформация выполнена по стандарт-
ной формуле:

              logit(Y)
P(Y) = ––––––––– .
            1−logit(Y)
Обработка данных выполнялась в программе R.4.0.3.
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CLINICAL MOLECULAR STUDIES

Т а б л и ц а  1
Распределение по рангам в зависимости от количества  

риккетсий в препаратах мазках окрашенных по Здродовскому

Ранг Количество риккетсий  
в препарате

Количество исследованных 
желточных мешков

I Единичные риккетсии  
в отдельных полях зрения

16

II Единичные риккетсии  
в каждом поле зрения

57

III От 10 до 25 риккетсий  
в каждом поле зрения

42

IV От 25 до 50 риккетсий  
в каждом поле зрения

10

Распределение значений порогового цикла в группах, содержащих различное количество риккетсий по данным микроскопии.

Результаты. При определении корреляционной свя-
зи между патоморфологической характеристикой и зна-
чением порогового цикла, установлено её отсутствие. В 
83% желточные мешки имели малый размер. Распределе-
ние по характеру рисунка стенки желточного мешка сле-
дующее: в 49% – умеренно выраженный сосудистый ри-
сунок, в 28% – слабовыраженный, в 23% – выраженный.

Представлял интерес обнаружение риккетсий в кро-
веносных сосудах хориона РКЭ. В 10-ти образцах для 
исследования забрали желточный мешок и хорион, и 
параллельно исследовали методом ПЦР-РВ. Медиана 
порогового цикла при исследовании желточного меш-
ка – 16,85 (15,43; 18,48), хориона – 18,50 (17,00; 19,48).  
В одном из образцов желточного мешка выявлен отрица-
тельный результат (при расчёте медианы не учитывался), 
при исследовании хориона результат положительный (Ct 
18,50). Проблема может быть связана с взятием матери-
ала, так как не всегда удаётся точно взять ту часть жел-
точного мешка, в которой находится кровеносный сосуд.

Характеристика распределений всех значений порого-
вого цикла в различных группах отображена в диаграмме 
размаха (см. рисунок). Медианное значение Ct в первой 
группе с единичными риккетсиями в отдельных полях 

зрения, составило 17,6 (16,37; 18,58). Медианное значе-
ние Ct в группе с единичными риккетсиями в каждом по-
ле зрения, составило 16,0 (15,0; 16,41). Медианное зна-
чение Ct в группе, где в каждом поле зрения от 10-ти до 
25-ти риккетсий, составило 15,0 (14,0; 15,1). Медианное 
значение Ct в группе, где в каждом поле зрения от 25-ти 
до 50-ти риккетсий, составило 15,0 (13,7; 14,64).

Установлена значимая средней силы корреляционная 
связь между количеством риккетсий в препарате при 
микроскопии и значением порогового цикла в ПЦР РВ 
(r=-0, 4849542; p=9.968e-09).

При построении ординальной логической регрессии 
получена следующая модель:

{ logit(P(Y≤1))=−10.3202+0.4963Ct;
logit(P(Y≤2))=−7.5193+0.4963Ct;
logit(P(Y≤3))=−5.1413+0.4963Ct.

Фактические результаты сопоставлены с результа-
тами, полученными при использовании полученной моде-
ли (табл. 2). Из 125 образцов, совпало 65: в I ранге совпало 
4 образца, во II – 38 образцов, в III – 23 образца, в IV ранге 
нет совпадений, что обусловлено малыми различиями по 
Ct между III и IV рангами. Точность полученной моде-
ли составляет 52,0%. Аналогичным образом рассчитаны 
верхние и нижние значения Ct для предполагаемых рангов.

Выводы:
1. Отсутствует корреляционная связь между патомор-

фологической характеристикой заражённого желточно-
го мешка и значением порогового цикла. Концентрация 
риккетсий в образце не влияют на размер и сосудистый 
рисунок желточного мешка.

2. Применение современных более чувствительных 
молекулярно-биологических методов позволяет осу-
ществлять количественный анализ ДНК в хорионе, при 
этом сохраняя объёмы наиболее ценного материала – 
желточного мешка. Уменьшение количества манипуля-
ций с материалом снижает риск контаминации.
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КЛИНИЧЕСКИЕ МОЛЕКУЛЯРНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

3. Доказана значимая средней силы корреляционная 
связь между значением порогового цикла амплифика-
ции в ПЦР-РВ и количеством риккетсий в препаратах-
мазках, окрашенных по методу Здродовского. С исполь-
зованием полученной модели для подсчёта бактерий в 
образце по значениям Ct, определены границы рангов.

4. Разработанный подход позволяет проводить коли-
чественную оценку риккетсий в клинических образцах 
от больных сибирским клещевым тифом с использова-
нием тест-системы «РеалБест ДНК Rickettsia species». 
Использование комплекса методов, основанных на мо-
лекулярной индикации и микроскопии перспективно 
для совершенствования методики изоляции от больных 
КР и иксодовых клещей и культивирования штаммов 
риккетсий на различных биологических моделях.
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Т а б л и ц а  2
Сопоставление фактического ранга образцов с предсказанным 
рангом, рассчитанным при использовании полученной модели, 

интервалы значений Ct для каждого ранга

Предсказанный ранг

Фактиче-
ский ранг

1 2 3 4

1  4* 11 1 0

2 2 38* 17 0

3 0 19 23* 0

4 0 5 5 0

Интервалы  
значений Ct

>20.54 15.00-20.53 10.78-14.99 <10.77

Примечание . * – Количество результатов, совпавших при факти-
ческом исследовании и рассчитанные при использовании получен-
ной модели.
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АНАЛИЗ ОТЕЧЕСТВЕННОГО РЫНКА НАБОРОВ ДЛЯ ДИАГНОСТИКИ COVID-19 
МЕТОДОМ ПОЛИМЕРАЗНОЙ ЦЕПНОЙ РЕАКЦИИ В РЕАЛЬНОМ ВРЕМЕНИ  
(ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ)

1ЗАО «ЭКОлаб», 142530, Электрогорск, Россия; 
2ГОУВО МО «Государственный гуманитарно-технологический университет», 142611, Орехово-Зуево, Россия

СOVID-19 — заболевание, вызываемое новым коронавирусом SARS-CoV-2. Первые сообщения о вспышках болезни появи-
лись в Китае 31 декабря 2019 г.  Ровно через месяц  ВОЗ объявила эту вспышку чрезвычайной ситуацией в области обще-
ственного здравоохранения, имеющей международное значение, а 11 марта — пандемией. В феврале инфекция начала 
быстро распространяться по разным странам,  центром была объявлена Европа. К 17 апреля 2020 г. случаи заболевания 
были подтверждены во всех субъектах Российской Федерации.  На начало сентября 2020 г. число случаев заболевания 
превысило 1 миллион, на 19 ноября – 2 млн; на 26 декабря – 3 млн. На 10 февраля 2021 г.-  4 млн; на 23 мая – 5 млн;, на 
20 июля – 6 млн, на 5 сентября –  7 млн, на 18 октября – 8 млн; на 13 ноября – 9 млн  и десять млн в на 12 декабря 2021 г. 
Быстрое распространение вируса сопровождалось значительным увеличением  числа инфицированных и смертей. 
Всего на конец первого полугодия 2022 г в России зафиксировано порядка 18,6 млн случаев заболеваний. Общее коли-
чество смертей от коронавируса в России на этот момент составило 382 313 человек (2.06% от всех заболевших). 
Количество сделанных тестов, выполненных различными методами анализа, составило более 274, 5 млн, т.е. 1,9 млн 
на 1 млн населения.
В связи с быстрым распространением  и увеличением случаев нового заражения, вызванные вирусом SARS-CoV-2, появи-
лась необходимость в использовании новых эпидемиолого-диагностических  подходов, основанных на быстрой, точной 
и надежной технологии обнаружения инфекционного агента. Одним из таких методом обнаружения вируса  является 
полимеразная цепная реакция  с обратной транскрипцией  и детекцией результатов в реальном времени. В обзоре пред-
ставлены предложения отечественного рынка по ПЦР-диагностикумам,  даются их сравнительные потребительские 
характеристики.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  обзор; COVID-19; SARS-CoV-2; полимеразная цепная реакция с обратной транскрипцией  
в реальном времени; петлевая изотермическая амплификация, наборы.
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Zhigaleva O.N.1, Ermolaev I.I.1,2, Mardanly S.G.1,2, Gashenko T.Yu. 1,2

ANALYSIS OF THE DOMESTIC MARKET FOR COVID-19 DIAGNOSTIC KITS BY REAL-TIME REVERSE-
TRANSCRIPTION POLYMERASE CHAIN REACTION
1JSC «EKOlab», 142530, Elektrogosk, Russia, 
2State educational institution of higher education of the Moscow region «State Humanitarian University of Technology» 
(GGTU), 142611, Orekhovo-Zuyevo, Russia;
COVID-19 is a disease caused by the new coronavirus SARS-CoV-2. Outbreaks were first reported in China on December 31, 
2019. Exactly one month later, the WHO declared the outbreak a public health emergency of international concern, and on March 
11, it was declared a pandemic. In February, the infection began to spread rapidly to various countries, with Europe declared the 
center. By April 17, 2020, cases had been confirmed in all subjects of the Russian Federation.  At the beginning of September 2020, 
the number of cases exceeded one million; at November 19, two million; at December 26, three million. At February 10, 2021, four 
million; at May 23, five million; at July 20, six million; at September 5, seven million; at October 18, eight million; at November 
13, nine million; and at December 12, 2021, ten million. 
The rapid spread of the virus, accompanied by a significant increase in the number of infections and deaths. A total of about 18.6 
million cases were recorded at the end of the first half of 2022. The total number of deaths from coronavirus in Russia at that time 
was 382,313 (2.06% of all cases). The number of tests performed by various analytical methods amounted to over 274, 5 million, 
i.e. 1.9 million per 1 million population.
The rapid spread and the increase in new infections caused by SARS-CoV-2 made it necessary to use new epidemiological and 
diagnostic approaches based on fast, accurate and reliable technology for detecting the infectious agent. One such virus detection 
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method is polymerase chain reaction with reverse transcription and real-time detection of the results. The review presents the 
domestic market offerings of PCR diagnostic kits and provides their comparative consumer characteristics.

K e y  w o r d s :  review, COVID-19 (SARS-CoV-2), real-time reverse transcription – polymerase chain reaction, loop-mediated 
isothermal amplification, kits.

For citation: Zhigaleva O.N., Ermolaev I.I., Mardanly S.G., Gashenko T.Yu. Analysis of the domestic market for COVID-19 diag-
nostic kits by real-time reverse-transcription polymerase chain reaction. Klinicheskaya Laboratornaya Diagnostika (Russian Clini-
cal Laboratory Diagnostics). 2022; 67 (11): 672-677 (in Russ.).  DOI: https://doi.org/10.51620/0869-2084-2022-67-11-672-677
For correspondence: Zhigaleva Ol’ga Nikolaevna, specialist of the Innovative Development Department CJSC «EKOlab»; e-
mail: jigon@mail.ru
Information about authors:
Zhigaleva O.N., https://orcid.org/0000-0002-5003-1089;
Ermolaev I.I., https://orcid.org/0000-0003-0982-3970;
Mardanly S.G., https://orcid.org/0000-0002-4556-135X;
Gashenko T.Yu., https://orcid.org/0000-0001-6768-2251.  
Conflict of interests. The authors declare the absence of conflict of interests.
Acknowledgment. The study had no sponsor support.
Received 17.08.2022
Accepted 25.08.2022
Published 14.11.2022

Введение. Быстрое распространение заболевания 
COVID-19 актуализировало  важность лабораторной 
диагностики новой инфекции. Одним из методом ла-
бораторной диагностики является тест обратной транс-
крипции в реальном времени (ОТ-ПЦР-РВ). Российский  
рынок молекулярной диагностики быстро оснастился 
относительно большим количеством ПЦР-наборов в 
различных   вариациях по исполнению теста, быстроте, 
чувствительности, специфичности, стоимости и воспро-
изводимости анализа. 

Коронавирусы представляют собой РНК-вирусы с по-
ложительной цепью. Гены вируса ORF1ab, E, N и S яв-
ляются мишенями, наиболее часто используемыми для 
обнаружения SARS-CoV-2 с помощью ОТ-ПЦР [1, 2].

Вирусную РНК можно выявить методом ПЦР из раз-
личных биологических материалов. Разнообразие био-
образцов для исследования обосновано  тропизмом ви-
руса. Исследуемый биоматериал в ПЦР-анализе: мазки 
из носоглотки, жидкость из нижних дыхательных путей, 
мокрота, кровь, слюна и т.д. При острой респираторной 
инфекции ОТ-ПЦР обычно используется для выявления 
вируса из рото/носоглоточных мазков и в выделениях 
дыхательных путей [2]. Применение ПЦР анализа раз-
личных биологических материалов во время лечения 
пациентов с диагнозом CОVID-19 является важным 
фактором оценки эффективности проводимой терапии, 
оценки клинического прогноза [3,4].

Традиционный метод проведения анализа для ОТ-
ПЦР-РВ включает в себя предварительный этап очистки 
и экстракции РНК непосредственно перед этапом ам-
плификации. В настоящее время наборы для выделения 
нуклеиновых кислот различных производителей также 
широко представлены на рынке.  

Цель исследования – изучение рынка предложений 
коммерческих доступных  диагностических наборов в 
различном формате их исполнения, используемых для 
проведения ПЦР при диагностике COVID-19, вызывае-
мой вирусом SARS-CoV-2, и приведение сравнительных 
данных выбранных наборов.

Материал и методы. В настоящее время на отече-
ственном рынке ПЦР-наборов присутствует более 20 на-

боров реагентов различных фирм и стран производите-
лей (Россия, Корея, Китай, США). Коммерчески доступ-
ные ОТ-ПЦР-РВ наборы  для выявления  SARS-CoV-2 
были идентифицированы через веб-сайт Федеральной 
службы по надзору в сфере здравоохранения [5]. Пер-
спективные коммерческие наборы были отобраны на 
основании: 

- действующей регистрации;
- доступной информации (инструкции, реклама и 

др.).
Все наборы представляют собой классический  фор-

мат изготовления наборов для ПЦР исследований и  под-
ходят под задачи проведения ускоренной и качественной 
диагностики короновирусной инфекции SARS-CoV-2. 

Результаты и обсуждение. Все медицинские изде-
лия для обнаружения SARS-CoV-2 сравнивали по следу-
ющим характеристикам: 

вариант технологии медицинского  изделия, включа-
ющий способ проведения амплификации, экстракции,  
анализируемые биологические образцы. Выделены две 
основные технологии ПЦР-наборов – ОТ-ПЦР-РВ и  
петлевая изотермическая ПЦР; два основных способы 
экстракции РНК – преципитационная и магнитная сорб-
ции. Перечень зарегистрированных МИ, выбранных на-
ми, и их характеристики (табл. 1).

Как видно из табл.1, все  медицинские изделия вы-
полнены в современном формате проведения ПЦР, ко-
торый используется как в  изотермической амплифика-
ции LAMP, так и в широко используемом методе ПЦР с 
детекцией результатов в реальном времени. Выделены 
два основных широко используемых метода экстракции 
РНК  с магнитной адсорбцией и на основе преципитата. 

Петлевая изотермическая амплификация (LAMP).  
LAMP – метод амплификации нуклеиновых кислот,  из-
вестный с 2000 г., который в настоящее время  занимает 
всё большее место в диагностике инфекционных забо-
леваний, что во многом вызвано пандемией COVID-19 
и необходимостью масштабного скрининга населения 
в максимально сжатые сроки. Этот  процесс является 
реакцией автоциклируемого синтеза ДНК, катализи-
руемой ферментом ДНК-полимеразы с высокой актив-
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Т а б л и ц а  1
Наборы реагентов различных фирм и стран производителей для диагностики SARS-CоV-2 в различном исполнении

Организация держатель 
удостоверения,  
производитель  

медицинского изделия

Наименование медицинского изделия Метод исполнения ПЦР Биоматериал

ООО «Современные ла-
бораторные технологии», 
Россия

Набор реагентов для выделения РНК ко-
ронавируса SARS-CoV-2 из клинического 
материала на магнитных частицах «SLT-

NAMg-SARS-96»

Классическая
ОТ-ПЦР

 в реальном времени 
Магнитная адсорбция

Мазок рото/носоглоточный, 
кровь, фекалии

ЗАО «ЭКОлаб»
Ручной и автоматический 
вариант, Россия

Набор реагентов «КовидЭк» для выделения и 
выявления РНК вируса SARS-CoV-2 в клини-

ческом материале методом ОТ-ПЦР- РВ 

Мазок эпителиальных клеток, 
полученных из носа,  

носоглотки и/или ротоглотки

АО «Вектор-Бест», 
Россия

Набор реагентов для выявления РНК коро-
навируса SARS-CoV-2 методом ОТ-ПЦР в 
режиме реального времени РеалБест РНК 

SARS-CoV-2

Мазок со слизистой носа  
и задней стенки
глотки, мокрота,  

бронхоальвеолярный лаваж

ЗАО «ЭКОлаб», Россия
Набор реагентов «КовидЭк Магнит» для 

выделения и выявления РНК вируса SARS-
CoV-2 в клиническом материале методом 

ОТ-ПЦР в режиме реального времени

Мазок эпителиальных клеток, 
полученных из носа,  

носоглотки и/или ротоглотки

ООО «Биолабмикс», 
Россия

Набор реагентов для выделения РНК коро-
навируса SARS-CoV-2 из мазка/соскоба эпи-
телиальных клеток на магнитных частицах 

«M-SARS-CoV-2-100» 

Мазок или соскоб эпителиаль-
ных клеток, полученных из 

носоглотки и/или ротоглотки

ООО НПФ «Литех», 
Россия

Набор реагентов для выявления РНК корона-
вируса SARS-CoV-2 методом изотермической 

амплификации с обратной транскрипцией 
IsoAmp SARS-CoV-2, Вариант исполнения: 

IsoAmp SARS-CoV-2

Петлевая  
изотермическая  
амплификация

Мазок эпителиальных клеток, 
полученных из носа,  

носоглотки и/или ротоглотки

ООО «ТестГен», Россия
Набор реагентов для выявления РНК вируса 
SARS-CoV-2 методом колориметрической 
петлевой изотермической амплификации

CoV-2-COLOR-тест

Мазок эпителиальных клеток, 
полученных из носоглотки  

и/или ротоглотки

ООО «ЭВОТЭК-МИРАЙ 
ГЕНОМИКС», Россия

Набор для выявления РНК коронавируса 
SARS-CoV-2 в биологическом материале 

методом изотермической амплификации в 
режиме реального времени в вариантах  

исполнения 

Мазок эпителиальных клеток, 
полученных из носоглотки  

и/или ротоглотки

ЗАО «ЭКОлаб», Россия
Набор реагентов «КовидЭк Экстракт» для 
выделения и выявления РНК вируса SARS-
CoV-2 в клиническом материале методом 

ОТ-ПЦР в режиме реального времени

Классическая
ОТ-ПЦР

в реальном времени
на основе преципитации

Мазок эпителиальных клеток, 
полученных из носа, носоглот-

ки и/или ротоглотки

OSANG Healthcare Co., 
Ltd., «ОСАНГ Хэлскеа 
Ко., Лтд.», республика 
Корея

Набор реагентов выявления РНК корона-
вирусов SARS/COVID-19 методом ПЦР 
GeneFinder COVID-19 Plus RealAmp Kit 

(IFMR-45)

Мазок из носоглотки, рото-
глотки, передней части носа 
и средней носовой раковины, 
бронхоальвеолярный лаваж  

и мокроты
ФБУН ЦНИИ Эпидемио-
логии Роспотребнадзора, 
Россия

Набор реагентов для выявления и количе-
ственного

определения РНК SARS-CoV-2 методом 
ОТ-ПЦР

АмплиСенс® COVID-19-FL

Мазки со слизистой
оболочки носо- и  ротоглотки, 

аспират из зева,  
бронхоальвеолярный

лаваж /промывные воды брон-
хов, плазма крови, фекальный/
ректальный мазок, аутопсий-

ный материал

ностью смещения цепи, проходящей при постоянной 
температуре 60–65 °С. При такой температуре одно- и 
двухцепочечная формы ДНК находятся в динамическом 
равновесии, поэтому для инициации реакции не требу-
ется нагрев до полной денатурации. Для протекания ре-
акции достаточно  присутствия  в  смеси  единственного  

фермента  –  ДНК-полимеразы, обладающей способно-
стью вытеснять цепь ДНК [6].

Преимущества. Одним  из  них  является высокая 
скорость исследования – подтверждение результатов для 
типичной процедуры RT-LAMP происходит в несколько 
раз быстрее, чем при ОТ-ПЦР-РВ.  Отсутствие  стадии  
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Биологические образцы. Наборы отличаются еще 
между собой и по исследованию разного вида биоло-
гического материала. Большая часть наборов предна-
значена для исследования только мазков эпителиальных 
клеток, полученных из носоглотки и/или ротоглотки. 
Несколько наборов предлагают возможность поиска 
вирусной РНК в расширенном списке биоматериалов, 
таких, как мазки со слизистой оболочки носо- и рото-
глотки, аспират из зева, бронхоальвеолярный лаваж/
промывные воды бронхов, плазма крови, фекальный/
ректальный мазок, аутопсийный материал.

Все представленные наборы от компаний произво-
дителей в различном варианте исполнения имеют свои 
аналитические и диагностические характеристики. Пе-
речень рассматриваемых МИ и их характеристики пред-
ставлены в табл. 2.

Из данных табл. 2  следует, что общее время иссле-
дования с набором «КовидЭк Магнит», занимает 75 мин 
(с учетом времени на пробоподготовку и обратную тра-
скрипцию), а у наборов «SLT-NAMg-SARS-96» – от 80 
мин, «M-SARS-CoV-2-100» – от 60 минут, при исполь-
зовании автоматизированных станций. Минимальное 
количество биологического материала, необходимое для 
его идентификации в наборе «КовидЭк Магнит», со-
ставляет 5х102 ГЭ/мл, в наборе «M-SARS-CoV-2-100» – 
это  1,0х104 ГЭ/мл [10]. 

При анализе рынка наборов в исполнении петлевой 
изотермической амплификации ДНК / РНК, в табл. 2 
рассматриваются такие наборы: IsoAmp SARS-CoV-2, 
«Набор для выявления РНК коронавируса SARS-CoV-2 
(компании ЭВОТЭК-МИРАЙ  ГЕНОМИКС)», CoV-2-
COLOR-тест. CoV-2-COLOR-тест. Общее время иссле-
дования 23- 40 минут. 

Быстрота этого варианта ПЦР существенно отличает 
его от наборов для проведения классической ОТ-ПЦР-
РВ, но имеет свои недостатки. А именно: низкую чув-
ствительность и неудобство учета результатов прове-
денного анализа.  IsoAmp SARS-CoV-2  и набор ком-
пании «ЭВОТЭК-МИРАЙ  ГЕНОМИКС» составляет 
104 ГЭ/мл, в наборе CoV-2-COLOR-тест  – это  2,5х104 
ГЭ/мл при использовании в амплификации выделенной 
РНК и 105 ГЭ/мл при использовании нативного материа-
ла, а чувствительность  набора от ООО «ЭВОТЭК-МИ-
РАЙ ГЕНОМИКС» составляет 104 ГЭ/мл. Диагностиче-
ская специфичность и чувствительность у всех наборов 
составляет 100%. [10]. 

ПЦР-наборы, описанные в методе классической ОТ-
ПЦР в реальном времени на основе преципитации, по-
зволяют провести амплификацию от 90 до 120 мин, и 
только с  набором «КовидЭк Экстракт» время проведе-
ния амплификации  составляет 70 минут. Минимальное 
количество биологического материала, необходимое для 
его идентификации у наборов «КовидЭк Экстракт», Ре-
алБест РНК SARS-CoV-2, АмплиСенс®COVID-19-FL 
одинаковое, и составляет 103 ГЭ/мл. Самой низкой чув-
ствительностью обладает набор для ОТ-ПЦР-РВ  Gene-
Finder COVID-19 Plus RealAmp Kit (IFMR-45) – 1,8х105 
ГЭ/мл. Способность определять наличие в образце 
только тот объект, для выявления которого был разрабо-
тан ПЦР-набор, у всех представленных наборов состав-
ляет 100%, особенностью является набор для ОТ-ПЦР-

денатурирования  и  возможное  объединение  процес-
сов  амплификации  и  детекции позволяют провести 
анализ с коротким временем получения результатов. 
Другим достоинством является простота применения, 
поскольку изотермический характер амплификации не 
требует использования дорогостоящего  оборудования.  
Визуализация  результатов  либо по индикатору, можно 
использовать pH зависимые красители, либо по степени 
помутнения раствора визуально [6].

Недостатки. Технологию  LAMP  пока  проблема-
тично  использовать  в  режиме  мультиплекса для вы-
явления сразу нескольких патогенов в одной пробирке, 
что важно при диагностике острых респираторных ин-
фекций. Но, пожалуй, одним  из  основных  недостат-
ков  тестов  на  базе  LAMP  является  относительная  
сложность  дизайна  праймеров,  так  как  требуется  по-
добрать  сразу  6–8 участков  на  достаточно  коротком  
фрагменте  ДНК и избежать при этом амплифицирова-
ния других (нежелательных) её последовательностей, 
особенно в геноме хозяина, что существенно ограничи-
вает выбор целевых  участков [7, 8, 9].

Данный метод детекции часто приводит к ложноне-
гативным результатам [6]. 

Классическая ОТ-ПЦР-РВ с экстракцией. Наборы 
классической ОТ-ПЦР-РВ с экстракцией нашли широ-
кое применение в лабораторной практике благодаря вы-
сокой чувствительности анализа, удобства исполнения и 
интерпретации результатов анализа.

Наборы ПЦР, представленные на рынке, предлагают 
несколько способов экстракции РНК. Одним из наи-
более востребованных является магнитная адсорбция 
РНК. 

Магнитная абсорбция. Использование магнитной 
адсорбции доказало свой большой потенциал для уско-
рения, упрощения проведения анализа.  Таким образом, 
она преимущественно используется в автоматизирован-
ных процедурах проведения анализа на специальных 
автоматических станциях или, при полуавтоматическом 
анализаторе, также предусматривает проведение экс-
тракции ручным способом на магнитных штативах.

Использование магнитных твердых носителей имеет 
ряд преимуществ:

Для процесса выделения используются магнитные 
носители (синтетические полимеры, биополимеры, по-
ристое стекло, оксид железа с модифицированной по-
верхностью и другие) с высокой аффинностью к кон-
кретной нуклеиновой кислоте. Используя их можно 
выделять как ДНК, так и РНК с высоким выходом про-
дукта из образцов.

В целом сорбентные методы обеспечивают высо-
кую степень очистки нуклеиновых кислот, но могут 
быть сопряжены с потерями (особенно в случае низко-
го содержания в образце – «низкокопийный образец») 
вследствие необратимой адсорбции на носителе или в 
процессе нескольких промывок. Кроме того, остаточное 
количество сорбента в конечном растворе ДНК может 
ингибировать ферментативные реакции ПЦР. Поэтому 
широко используют метод экстракции нуклеиновых 
кислот на основе преципитации (спиртовом осажде-
нии), который используют в основном при ручном вы-
делении.
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Т а б л и ц а  2
Основные аналитические/диагностические характеристики, рассматриваемых наборов в различном варианте исполнения ОТ-ПЦР

Метод  
исполнения 

ПЦР
Характеристики наборов

Наименование медицинского изделия

«SLT-NAMg-SARS-96» «КовидЭк Магнит» «M-SARS-CoV-2-100»

Классическая
ОТ-ПЦР
 в реальном  
времени  
Магнитная  
адсорбция

Аналитическая  
чувствительность Нет данных 5х102 ГЭ/мл 1,0х104 копий/мл

Аналитическая  
специфичность Нет данных 100% 100%

Диагностическая  
специфичность Нет данных 100% Нет данных

Диагностическая  
чувствительность Нет данных 100% Нет данных

Время экстракции  
и амплификации

От 23 мин – экстракция
От 60 мин –  

амплификация

От 15мин – экстракция
От 60 мин –  

амплификация

От 20 мин – экстракция
От 40 мин –  

амплификация

Петлевая  
изотермическая 
амплификация

IsoAmp SARS-CoV-2 ЭВОТЭК-МИРАЙ   
ГЕНОМИКС CoV-2-COLOR-тест

Аналитическая  
чувствительность 104 ГЭ/мл 1х104 копий/мл 2,5х104 ГЭ/мл

Аналитическая  
специфичность 100% 100% Проведена in silico

Диагностическая  
специфичность 100% 100%

Мазок из  
ротоглотки без  
выделения РНК

100%

Мазок из  
ротоглотки  

с выделением РНК
100%

Мазок из  
носоглотки  

без выделения 
РНК

100%

Мазок из  
носоглотки  

с выделением РНК
100%

Диагностическая  
чувствительность 100% 100%

Мазок из  
ротоглотки без  
выделения РНК

96,6%

Мазок из  
ротоглотки  

с выделением РНК
100%

Мазок из  
носоглотки без  
выделения РНК

93,3%

Мазок из  
носоглотки  

с выделением РНК
100%

Время экстракции  
и амплификации  От 40 мин От 40 мин От 25 мин

Классическая
ОТ-ПЦР
в реальном 
времени
на основе  
преципитации

«КовидЭк  
Экстракт»

GeneFinder  
COVID-19 Plus  

RealAmp Kit (IFMR-45)
РеалБест РНК 

SARS-CoV-2
АмплиСенс® 
COVID-19-FL

Аналитическая  
чувствительность 103 ГЭ/мл 1,8х105 ГЭ/мл 1х103 копий/мл

от 5х102  
до 1х103 ГЭ/мл

(различный 
биологический 

материал)
Аналитическая  
специфичность 100% 100% 100% 100%

Диагностическая  
специфичность 100% Проведена in silico 100%

100%
(различный 

биологический 
материал)

Диагностическая  
чувствительность 100% Проведена in silico 100%

100%
(различный 

биологический. 
материал)

Время амплификации ~70 мин ~90 мин От 70 мин От 90 мин
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РВ  GeneFinder COVID-19 Plus RealAmp Kit (IFMR-45), 
у которого данный показатель был проверн методом in 
silico.

Таким образом, полимеразная цепная реакция (ПЦР) 
имеет множество разнообразных технологий исполне-
ния, охватывающих научные исследования, медицину. 
На сегодняшний день на рынке присутствует огромное 
количество компаний-производителей, готовых предло-
жить различные варианты проведения ОТ-ПЦР-РВ для 
диагностики вируса SARS-COV-2. Среди рассмотрен-
ных различных вариантов исполнения ПЦР, классиче-
ская ОТ-ПЦР-РВ с экстракцией стала незаменимой и 
поистине революционной, она имеет меньше недостат-
ков, чем  петлевая изотермическая амплификация.

Заключение. В то время как рынок ПЦР- наборов 
настроен на постепенный рост в обозримом будущем, 
недавняя вспышка COVID-19, которая превратилась в 
глобальную пандемию, оказала влияние на рынок ПЦР-
технологий.  Рынок ПЦР-наборов для обнаружения 
COVID-19 делится на наборы в исполнении различных 
вариантов проведения анализа. Такое разнообразие раз-
личных методов связано с увеличением выпуска пере-
довых продуктов благодаря технологическим достиже-
ниям в таких областях как биохимия, биофизика. Клю-
чевыми игроками на рынке ПЦР-наборов на территории 
Российской Федерации являются: ЗАО «ЭКОлаб», ООО 
НПФ «Литех», ООО «ДНК-Технология ТС», ФГУ ГНЦ 
ВБ «Вектор» Роспотребнадзора, ООО «НекстБио», АО 
«Вектор-Бест» и др. Ключевые игроки отрасли внедря-
ют передовые технологии в ПЦР-наборы для тестиро-
вания на COVID-19. Кроме того, следует отметить, что 
данная технология ОТ-ПЦР-РВ из-за их высокой спец-
ифичности и чувствительности является «золотым 
стандартом» при обнаружении SARS-COV-2.
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ИСПОЛЬЗОВАНИЕ ОПЫТА РАБОТЫ В ПЕРИОД ПАНДЕМИИ COVID-19  
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Вопросы лабораторной диагностики актуальны с первых дней пандемии SARS-CoV-2 и играют ключевую роль в борь-
бе с распространением новой коронавирусной инфекции. Прямым методом этиологической диагностики возбудителя 
COVID-19 является детекция РНК SARS-CoV-2 с применением метода амплификации нуклеиновых кислот. В условиях 
пандемии и массового обращения пациентов за медицинской помощью актуальными становятся вопросы обеспечения 
качества проводимых молекулярно-биологических исследований на всех этапах (преаналитическом, аналитическом, по-
станалитическом), поскольку результаты и сроки выполнения исследования влияют не только на постановку диагноза 
и тактику лечения конкретного пациента, но и являются основанием для введения противоэпидемических меропри-
ятий, принятия мер организационного характера. Цель исследования - обобщить опыт по созданию эффективной и 
надёжной системы управления качеством молекулярно-биологических исследований в условиях пандемии на примере фе-
дерального бюджетного учреждения здравоохранения. Проанализирован опыт работы лаборатории ФБУЗ в условиях 
пандемии COVID-19, проведён анализ ошибок на преаналитическом, аналитическом и постаналитическом этапах ПЦР-
исследований с выделением критериев качества, воздействие на которые значимо ведёт к улучшению качества. В основу 
системы контроля качества ПЦР-исследований положены разработка регламентирующих документов и инструкций 
для пациента и сотрудников лаборатории, регистрация всех документов в единой информационной системе с доступом 
к информации всех структурных подразделений, с возможностью выгрузки данных в личный кабинет пациента на сайте 
учреждения. Выделены индикаторы качества всех этапов ПЦР-исследований и мероприятия, достоверно влияющие на 
качество лабораторных исследований; определены меры, позволяющие снизить время оборота теста для ПЦР: рас-
пределение потоков биоматериала, оптимизация работы операторов, закупка дополнительного оборудования, система 
обратной связи с пациентами, система информирования органов инфекционного контроля. Полученные результаты 
позволяют создать надёжную систему контроля качества, свести к минимуму риск получения ошибочных результатов 
исследований, оптимизируя работу клинико-диагностической лаборатории и повышая её производительность.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  ПЦР-диагностика; индикаторы качества ПЦР-исследований; время оборота лабораторного 
теста.
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Nazarova V.V.1, Nikolaev N.S.1,2, Tarasova T.S.1, Dobrovol’skaya N.Yu.1, Preobrazhenskaya E.V.1

USING EXPERIENCE DURING THE COVID-19 PANDEMIC TO ENSURE THE QUALITY OF PCR STUDIES
1Federal State Budgetary Institution «Federal Center for Traumatology, Orthopedics and Arthroplasty» of the Ministry of 
Health of the Russian Federation, 428020, Cheboksary, Russian Federation;

2Federal State Budgetary Educational Institution of Higher Education «Chuvash State University named after I.N. Ulyanov», 
428015, Cheboksary, Russia
The issues of laboratory diagnostics have been relevant since the first days of the SARS-CoV-2 pandemic and play a key role in 
the fight against the spread of a new coronavirus infection. A direct method for the etiological diagnosis of the causative agent 
of COVID-19 is the detection of SARS-CoV-2 RNA using the nucleic acid amplification method. In the context of a pandemic 
and the mass appeal of patients for medical care, the issues of ensuring the quality of ongoing molecular biological studies at 
all stages (preanalytical, analytical, postanalytical) become the most relevant. the results and timing of the study not only affect 
the diagnosis and treatment tactics of a particular patient, but are also the basis for the introduction of anti-epidemic measures, 
the adoption of organizational measures.  The study is to summarize the experience in creating an effective and reliable system 
for managing the quality of molecular biological research in a pandemic using the example of a federal budgetary healthcare 
institution. The experience of the laboratory of a federal healthcare institution in the context of the COVID-19 pandemic was 
analyzed, errors were analyzed at the preanalytical, analytical and postanalytical stages of PCR studies with the identification 
of quality criteria, the impact on which significantly leads to quality improvement.  The quality control system for PCR studies 
is based on the development of regulatory documents and instructions for the patient and laboratory staff, registration of all 
documents in a single information system with access to information from all structural divisions, with the possibility of uploading 
data to the patient’s personal account on the institution’s website. Quality indicators of all stages of PCR studies and measures 
that significantly affect the quality of laboratory studies were identified; Measures have been identified to reduce the turnaround 
time of a PCR test: distribution of biomaterial flows, optimization of operators’ work, purchase of additional equipment, a patient 
feedback system, and an infection control information system. The obtained results make it possible to create a reliable quality 
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control system, minimize the risk of obtaining erroneous research results, optimizing the work of the clinical diagnostic laboratory 
and increasing its productivity.
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Введение. Распространение новой коронавирусной 
инфекции привело к глобальным изменениям во всех 
сферах деятельности человека, переросло в пандемию, 
ставшую одной из самых смертоносных в истории чело-
вечества и заставившую системы здравоохранения всех 
стран работать с огромными перегрузками.

Вопросы лабораторной диагностики актуальны с 
первых дней пандемии SARS-CoV-2 и играют ключе-
вую роль в борьбе с распространением новой корона-
вирусной инфекции. Прямым методом этиологической 
диагностики возбудителя COVID-19 является детекция 
РНК SARS-CoV-2 с применением метода амплификации 
нуклеиновых кислот (МАНК) [1]. Согласно «Временным 
методическим рекомендациям» (15 версия) подтверж-
дённым считается случай COVID-19 при положительном 
результате лабораторного исследования на наличие РНК 
SARS-CoV-2 с применением МАНК или антигена SARS-
CoV-2 c применением иммунохроматографического ана-
лиза (ИХА) вне зависимости от клинических проявлений 
[1]. ПЦР - высокочувствительный тест, широко применя-
ющийся для лабораторной диагностики вирусных инфек-
ций, - является «золотым стандартом» для специфиче-
ской лабораторной диагностики COVID-19 [2].

В условиях пандемии и массового обращения паци-
ентов за медицинской помощью актуальными стано-
вятся вопросы обеспечения качества проводимых мо-
лекулярно-биологических исследований на всех этапах 
(преаналитическом, аналитическом, постаналитиче-
ском), поскольку достоверность результатов и сроки вы-
полнения исследования влияют не только на постановку 
диагноза и тактику лечения конкретного пациента, но и 
являются основанием для введения противоэпидемиче-
ских мероприятий, принятия мер организационного ха-
рактера.

Внедрение системы контроля качества не только спо-
собствует соблюдению всех нормативных требований, но 
повышает достоверность результатов и эффективность 
работы лаборатории, сводит к минимуму бюджетные 
траты и упрощает лабораторные процедуры [3]. Лабо-
ратория должна установить индикаторы качества, чтобы 
отслеживать и оценивать качество выполнения в отноше-
нии критических аспектов всех этапов исследования [4].

Цель работы - представить опыт по созданию эффек-
тивного и надёжного управления качеством молекуляр-
но-биологических исследований в условиях пандемии 
на примере федерального бюджетного учреждения здра-
воохранения.

Материал и методы. ФГБУ «Федеральный центр 
травматологии, ортопедии и эндопротезирования» 
Минздрава России (г. Чебоксары), далее - Центр, - лидер 
по артропластике крупных суставов в России (в 2021 г. 
проведено 8657 оперативных вмешательств), оказыва-
ющий медицинскую помощь жителям 55 из 85 субъек-
тов РФ. Клинико-диагностическая лаборатория (КДЛ) 
Центра наряду с гематологическими, биохимическими, 
коагулологическими, бактериологическими, общекли-
ническими, цитологическими исследованиями с 2014 
г. проводит исследования методом ПЦР. Если до 2020 
г. молекулярно-биологические исследования проводи-
лись в основном с целью диагностики инфекций как 
наиболее грозных осложнений после протезирования 
крупных суставов, то с началом пандемии COVID-19 
основную массу составляют исследования клиническо-
го материала на наличие SARS-CoV-2.

На основании распоряжения Правительства Рос-
сийской Федерации с 14 мая 2020г. Центр был пере-
профилирован в стационар инфекционного профиля 
для лечения пациентов с новой коронавирусной ин-
фекцией [5]. В таком режиме клиника работала в тече-
ние 3 месяцев, затем вернулась к профильной деятель-
ности. Основной задачей при госпитализации паци-
ентов в период работы по профильной деятельности 
служило недопущение в Центр больных COVID-19, 
выявление бессимптомных носителей инфекции, 
максимальное разобщение потоков пациентов на его  
территории.

В период 2020-2022 гг. в КДЛ Центра ежедневно 
поступает до 450 образцов биоматериала для детекции 
РНК SARS-CoV-2 методом ПЦР как из клинических от-
делений Центра, так и из медицинских организаций го-
рода и республики, и до 50 - на обнаружение антигена 
SARS-CoV-2 ИХА.

ПЦР-исследования проводятся на современных ла-
бораторных анализаторах QuantStudio 5 (Thermo Fisher 
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позволил сотрудникам КДЛ Центра выработать важней-
шие индикаторы качества при проведении молекулярно-
биологических исследований (см. таблицу).

Работа по обеспечению качества исследований на 
преаналитическом этапе началась с разработки инструк-
ции для пациентов по правилам подготовки к взятию на-
зофарингеального мазка и повышения компетентности 
персонала. Если в начале пандемии взятие биоматери-
ала производилось средним медицинским персоналом 
отделений, что вело к большому количеству ошибок 
из-за нарушения техники взятия пробы (отсутствие био-
материала в образце, контаминация из-за применения 
ножниц и несоблюдения условий стерильности транс-
портной среды, нарушение техники взятия материала), 
то вскоре было принято решение проводить взятие проб 
только специалистами КДЛ. Фельдшер-лаборант, про-
шедший специальный инструктаж, производит взятие 
биоматериала с тщательным соблюдением алгоритма 
взятия назофарингеального мазка (каждый мазок берут 
с помощью двух разных стерильных зондов со слизи-
стой оболочки нижнего носового хода и ротоглотки, 
объединяют в пробирку объёмом 1,5-2,0 мл с 0,5 мл 
транспортной среды и исследуют как один образец для 
повышения чувствительности исследования).

В период 2020-2022 гг. для взятия биоматериала вы-
делено специальное помещение в отдельно стоящем 
здании, что предотвращало контакт лиц, явившихся для 
обследования на COVID-19, с посетителями и сотрудни-
ками Центра. Планировка позволяла разделить потоки 
пациентов (наличие отдельных входа и выхода), выде-
лив кабинет регистрации, кабинет взятия биоматериала.

В КДЛ выработаны критерии отказа в приёме ма-
териала на исследование. При поступлении материала 
фельдшер-лаборант проверяет соответствие информации 
на контейнере и направлении, состояние проб, отмечает 
время поступления пробы в лабораторию, каждой пробе 
присваивается лабораторный номер, замечания вносятся 
в журнал регистрации дефектов в работе отделений.

Стандартизация процесса транспортировки проб за-
ключается в использовании специального герметичного 
бокса, время доставки проб в лабораторию из отделений 
Центра минимально (10-20 мин) благодаря налаженной 
работе курьеров. Доставленная проба хранится в холо-
дильниках для биологического материала в стандарт-
ных условиях до очередной постановки.

Контаминация биоматериала - основная причина 
ошибок аналитического этапа. Контактная (перекрёст-
ная) контаминация возникает при нарушении техноло-
гии проведения лабораторных процедур на этапе выде-
ления и внесения образца в реакционную смесь, связана 
с переносом вирусных частиц из других проб или загряз-
нённого лабораторного инструментария. Эффективны-
ми мерами, снижающими число случаев контаминации, 
являются следующие мероприятия контроля качества: 
создание стандартных операционных процедур (СОП) и 
исполнение его требований, строгое соблюдение правил 
зонирования этапов ПЦР, наличие герметичного окна 
для передачи проб из зоны выделения в зону амплифи-
кации, использование СИЗ и одноразового лабораторно-
го пластика, регулярный инструктаж персонала по про-
филактике контаминаций.

Scientific, США) и Rotor-Gene Q (Qiagen GmbH, Гер-
мания) с применением аналитических систем «Ампли-
Прайм SARS-CoV-2DUO» (ООО «НекстБио» г. Москва), 
«Изотерм SARS-CoV-2 РНК-скрин» («Generium», Вла-
димирская обл.), «Вектор-ПЦР-2019-nCoV-RG» («ВЕК-
ТОР», Новосибирская обл.), «Интифика SARS-CoV-2-
mono» («Алкор Био», г. Санкт-Петербург), «АмплиСенс 
CoV-Bat-FL» (г. Москва), «ИМБИАН-SARS-CoV-2-
ПЦР» (ООО «Имбиан Лаб», Новосибирская обл.).

Более 90% лабораторных процессов автоматизиро-
вано, весь расходный материал, участвующий в лабора-
торных исследованиях, одноразовый. Работа по диагно-
стике SARS-CoV-2 с первых дней пандемии строится 
в соответствии с действующими нормативными доку-
ментами [6-10]. Лаборатория имеет допуск на работу с 
микроорганизмами I-IV групп патогенности.

В распоряжении специалистов имеется лаборатор-
ная информационная система (ЛИС), интегрированная 
в медицинскую информационную систему (МИС) «Ме-
диалог» с модулем внутрилабораторного контроля каче-
ства, технические возможности для выхода в республи-
канскую медицинскую информационную сеть (РМИС) 
и на портал «Госуслуги» (www/gosuslugi.ru).

Со времени открытия Центра его руководство и кол-
лектив стремились быть признанными как организация, 
соответствующая мировым стандартам качества [11]. В 
Центре внедрена система менеджмента качества, соот-
ветствующая международному стандарту ISO 9001, раз-
работаны алгоритм процесса «Клинические лаборатор-
ные исследования» и карта процесса «Диагностические 
услуги клинико-лабораторной диагностики».

Главной целью мероприятий по управлению каче-
ством молекулярно-биологических исследований яв-
ляется не только получение достоверных результатов 
тестирования в максимально короткие сроки, но и до-
ступность результатов как специалистам клиническо-
го звена и противоэпидемиологической службы, так 
и пациентам. Мероприятия по обеспечению качества 
ПЦР-исследований начинаются задолго до попадания 
биоматериала в лабораторию и заключаются в создании 
эффективной системы управления качеством. Согласно 
нормативным документам, именно сотрудники лабора-
торий отвечают за весь процесс производства лабора-
торного исследования, начиная с назначения врачом не-
обходимого теста, процедуры взятия и транспортировки 
биоматериала и заканчивая интерпретацией результата 
и принятием адекватных мер [11].

Результаты. Проблемы и трудности, которые ис-
пытывали сотрудники лабораторной службы на ранних 
этапах борьбы с COVID-19, связаны с огромным по-
током проб из разных ЛПУ и большим числом ошибок 
преаналитического этапа, отсутствием достаточного 
количества обученных сотрудников, дефицитом лабора-
торного пластика и тест-систем.

Ключевым моментом в системе контроля качества на 
всех этапах является выделение индикаторов качества, 
на которые достоверно могут влиять сотрудники лабора-
торной службы для повышения качества лабораторных 
исследований. Ценный опыт работы в качестве лабора-
тории инфекционного стационара и большой опыт об-
служивания муниципальных медицинских организаций 
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Мероприятия, влияющие на качество лабораторных исследований

Индикатор качества Выявляемый дефект Мероприятия, влияющие на качество Результат

Преаналитический этап

Ошибки в подготовке пациен-
та к исследованию

Несоблюдение правил  
подготовки (приём пищи перед 
взятием материала, примене-
ние антисептических средств)

Разработка памятки для пациентов  
о правилах подготовки к отбору проб

Снижение числа  
ложноотрицательных  

результатов

Дефекты взятия биоматериала Взятие материала с языка  
и ротовой полости;

Использование ножниц;
Взятие материала только из 

зева или только из носа;
Контаминация в процессе 

взятия

Взятие биоматериала производится 
только сотрудниками КДЛ;

Использование только одноразового 
лабораторного пластика и зондов;

Запрет на применение многоразовых 
инструментов (ножницы)

Снижение числа  
отбракованных образцов;

Снижение числа ложноотри-
цательных и ложноположи-

тельных образцов

Ошибки в идентификации 
проб

Неправильная маркировка  
пробирок с биоматериалом;

Отсутствие данных либо  
неправильные данные  

о пациенте;
Несоответствие данных на  
направлении и пробирке;
Отсутствие направления  

на исследование;
Невозможность прочитать  

направление

Штрих-кодирование образцов;
Использование МИС;

Разработка критериев отказа в приёме 
проб

Снижение числа  
отбракованных проб;

Снижение числа ошибок 
идентификации пациентов

Нарушение сроков и условий 
транспортировки  
биоматериала

Превышение сроков доставки;
Транспортировка при непра-

вильной температуре

Использование специального  
герметичного бокса;

Разработка инструкций по  
транспортировке образцов для иных 

МО

Снижение числа  
ложноотрицательных  

результатов

Аналитический этап

Дефекты выделения  
и переноса образцов

Деградация образцов РНК;
Перекрестная контаминация 
проб в процессе переноса и 

выделения образцов;
Тотальная контаминация;

Потеря РНК в процессе вы-
деления

Строгое соблюдение температурного 
режима и технологии проведения  

исследования;
Использование наконечников  

с фильтрами;
Строгий производственный к 

онтроль (смывы);
Использование аналитических систем 

с ВКО (внутренний контрольный  
образец)

Снижение числа  
ложноположительных  
и ложноотрицательных  

результатов

Ошибки процедур  
аналитического этапа 

Контаминация ампликонами;
Контроль правильности;
Неправильная обработка  
результатов считывания

Участие в системах межлабораторных 
сличений

Обеспечение качества  
проведенного исследования

Постаналитический этап
Ошибки при регистрации 
результата

Внесение неверных результа-
тов

Валидация результата врачом  
лабораторной диагностики

Снижение числа ошибок  
при выдаче результата

Интерпретация результатов Неверная интерпретация ре-
зультата лечащим врачом

Консультирование врачей по аналити-
ческой надёжности методов диагно-
стики, принятию мер реагирования

Выбор оптимальных  
дополнительных методов  

диагностики
Определение сроков  

и частоты дополнительных 
исследований

Формирование бланка  
результата

Отсутствие на бланке  
информации о методе  

исследования, примененной 
аналитической системе

Использование возможностей МИС Снижение числа ошибок  
при передаче данных в бланк 
лабораторного исследования

Время выдачи результата Увеличение сроков выдачи 
результатов исследования

Использование возможностей МИС;
Использование возможностей РМИС;

Личный кабинет пациента;
Использование интернет-ресурсов

Доступ врачей всех МО  
республики к результатам  

в кратчайшие сроки;
Доступ пациента  

к результатам исследования  
в личном кабинете (ЛК)  

на сайте Центра  
без повторного посещения 

Центра
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Тотальная контаминация является основной про-
блемой при использовании ПЦР-анализа в лаборатор-
ной диагностике. Процесс амплификации носит цепной 
характер, при его завершении образуется миллиардное 
количество продуктов - ампликонов, являющихся вто-
ричной матрицей для амплификации. При их разнесе-
нии возникает опасность контаминации, образцы РНК 
попадают в исследуемые пробы из загрязнённого воз-
духа, с рабочих поверхностей кабинетов, с рук, одежды 
персонала.

Меры по предотвращению контаминации из воздуха, 
применяемые в КДЛ Центра: работа только в ламинар-
ном боксе 2А класса, перекрёстное ультрафиолетовое 
облучение двумя рециркуляторами ДЕЗАР-3 во время 
амплификации и по завершении работы, одновремен-
ный строгий контроль времени работы бактерицидных 
установок. Для минимизации случаев тотальной конта-
минации используются тщательная обработка рабочих 
поверхностей дезинфицирующими средствами до и 
после этапа амплификации с последующим УФО-обез-
зараживанием, регулярная смена перчаток оператором, 
использование только одноразовых наконечников к до-
заторам с фильтром. Немаловажным моментом является 
загрязнение рабочих зон продуктами амплификации, со-
держащимися в отходах. В лаборатории Центра принято 
утилизировать отходы после каждой постановки в паке-
ты класса В с дальнейшей переработкой в собственном 
автоклаве.

К комплексу мер по предотвращению контаминации 
относится и производственный лабораторный контроль, 
охватывающий все этапы движения пробы: ежемесячно 
берутся смывы из 18 контрольных точек, производится 
анализ на загрязнение помещений лаборатории продук-
тами ПЦР. В случае обнаружения в смывах образцов 
РНК работа в лаборатории прекращается, принимают-
ся меры быстрого реагирования: повторная генеральная 
уборка поверхностей с последующим смывом до полу-
чения отрицательных результатов. Существует практика 
исследования смывов во внешней лаборатории ФБУЗ 
«Центр гигиены и эпидемиологии в Чувашской Респу-
блике - Чувашии».

Отрицательный контрольный образец (ОКО), входя-
щий в большинство тест-систем, позволяет оценить чи-
стоту выделительной части ПЦР и необходим для про-
верки компонентов реакции на отсутствие в них РНК 
SARS-CoV-2 вследствие контаминации и исключения 
учёта ложноположительных результатов.

Важнейшим условием повышения качества работы 
КДЛ является участие в программах межлаборатор-
ных сличительных испытаний. Участвуя во внешних 
системах оценки качества лабораторных исследований, 
совершенствуя собственную систему управления каче-
ством в КДЛ, медицинская организация решает вопрос 
повышения качества предоставляемых медицинских ус-
луг, повышает доверие и конкурентоспособность меди-
цинского учреждения [12].

В России системой внешней оценки качества моле-
кулярно-биологических исследований является Феде-
ральная система внешней оценки качества (ФСВОК), 
которая с 2020 г. предлагает программу «Выявление 
РНК SARS-COV-2 методом ПЦР». Несомненным пока-

зателем актуальности и ценности данного ресурса в де-
ле повышения качества молекулярно-биологических ис-
следований является рост числа участников от 68 в 2021 
г. до 169 в 2022 г. Абсолютное большинство лаборато-
рий-участниц программы выдают правильный результат 
контрольного измерения.

Главной целью мероприятий по управлению каче-
ством на постаналитическом этапе ПЦР-исследований 
является своевременная выдача результатов тестиро-
вания врачу-клиницисту на правильно оформленном 
бланке с указанием метода, примененной тест-системы 
и интерпретацией полученного результата. В период 
пандемии SARS-CoV-2 одним из ключевых критериев 
качества лабораторных исследований становится вре-
менной параметр эффективности лабораторных процес-
сов, охватывающий преаналитический, аналитический 
и постаналитический этапы - ТАТ (turn around time), или 
время оборота теста, период времени между двумя спец-
ифицированными точками - назначением исследования 
и выдачей его результата [4].

Увеличение ТАТ для ПЦР-исследований в период 
массового тестирования ведёт к глобальным послед-
ствиям: позднее введение мер эпидемиологического 
надзора, позднее начало лечения, удлинение сроков пре-
бывания пациентов в стационаре, высокие риски ослож-
нений заболевания и пр. Удлинение времени ожидания 
результатов ведёт к снижению уровня доверия к лабо-
ратории и к КДЛ медицинской организации. Практика 
показала, что минимальное ТАТ, наряду с высоким ана-
литическим уровнем проведённого тестирования, явля-
ется одним из ключевых моментов, обеспечивающих ка-
чество ПЦР-исследования в период пандемии. Оба кри-
терия позволяют обеспечить потребности клиницистов 
и обеспечить медицинской организации возможность 
стать конкурентноспособной в плане качественной диа-
гностики.

Мероприятия по снижению ТАТ проводятся на всех 
этапах лабораторного процесса, имеют целью миними-
зировать временные потери, носят системный характер. 
С этой целью в КДЛ Центра проведены следующие ме-
роприятия (см. pисунок).

Закупка дополнительного оборудования (при-
бор для количественного обнаружения продуктов 
(ПЦР) в режиме реального времени QuantStudio 5 
(ThermoFisherScientific, США)) производительностью 
96 тестов за один цикл позволила увеличить объёмы ис-
следований и сократить сроки выдачи результатов.

Использование возможностей ЛИС, интегрирован-
ной в МИС, с регистрацией данных пациента в моду-
ле «Электронная медицинская карта», предотвращает 
возникновение на всех этапах ошибок, связанных с 
ручным вводом и переносом информации (каждой про-
бе присваивается уникальный шрих-код), позволяет 
создать направление при самостоятельном обращении 
за услугой, контролировать время назначения леча-
щим врачом, сопоставить результаты исследования с 
состоянием пациента, сформировать бланк результата 
исследования с интерпретацией результата. Принятая 
в нашем Центре индикация строки с положительным 
результатом тестирования (красным цветом) позволя-
ют врачу-клиницисту в кратчайшие сроки получить 
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сведения из лаборатории и принять меры экстренного 
реагирования.

Созданная в Центре система обратной связи в виде 
личного кабинета на сайте позволяет пациенту в крат-
чайшие сроки без дополнительного посещения Центра 
узнать результаты исследования и, при необходимости, 
получить бумажный вариант. Отправка на электрон-
ную почту пациента бланка с результатом тестирова-
ния, подтверждённого цифровой электронной под-
писью специалиста КДЛ, сокращает время ожидания, 
позволяет за одно посещение Центра получить полный 
спектр услуг, минимизирует вероятные контакты и ве-
роятность заражения.

Доступ специалистов КДЛ к РМИС обеспечивает 
внесение результатов исследования в электронные ме-
дицинские карты пациентов других медицинских орга-
низаций в кратчайшие сроки, что значительно сокраща-
ет время ожидания, позволяет врачам первичного звена 
оперативно использовать результаты тестирования.

Разработанная в Центре система информирования 
предполагает немедленное направление эпидемиоло-
гу Центра сведений обо всех случаях обнаружения 
вируса SARS-CoV-2, оформление экстренного изве-
щения об инфекционном заболевании с отправкой его 
в медицинскую организацию, к которой прикреплён 
пациент. Результаты тестирования вносятся в про-
грамму, интегрированную в Госуслуги, пациент имеет 
доступ к результатам тестирования из любой точки 
страны.

Заключение. Создание и совершенствование системы 
контроля качества молекулярно-биологических исследо-
ваний является основополагающей в работе каждой лабо-
ратории. Использование опыта работы ПЦР-лаборатории 
в условиях пандемии с выделением актуальных критери-
ев, воздействие на которые достоверно ведёт к улучше-
нию качества, позволяет свести к минимуму число оши-
бок на всех этапах исследований, снизить время оборота 
теста в лаборатории и сделать её конкурентоспособной 
в современных реалиях. Сформированная в условиях 
медицинской организации федерального уровня система 
контроля качества лабораторной диагностики обеспечи-
вает эффективную работу клинико-диагностической ла-
боратории, позволяя оперативно реагировать на вызовы 
времени и получать результаты на высоком аналитиче-
ском уровне в минимально короткие сроки.
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