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Верлов Н.А.1, Бурдаков В.С.1, Кулаков И.А.1, Ланда С.Б.1, Ронжина Н.Л.1, Богданов А.А.2, Эмануэль В.Л.3

НОВЫЙ ПОДХОД К ОЦЕНКЕ УРОВНЯ УРОМОДУЛИНА В МОЧЕ

1 ФГБУ «Петербургский институт ядерной физики им. Б.П. Константинова Национального исследовательского центра 
«Курчатовский институт» 188300, Ленинградская обл., г. Гатчина, Россия; 
2 ГБУЗ «Санкт-Петербургский клинический научно-практический центр специализированных видов медицинской помощи 
(онкологический) имени Н.П. Напалкова», 197758, г. Санкт-Петербург, Россия; 
3 ФГБОУ ВО «Первый Санкт-Петербургский государственный медицинский университет имени академика И.П. Павлова» 
Минздрава РФ, 197022, г. Санкт-Петербург, Россия

Уромодулин является белком, играющим важную роль в регулировании водного и ионного баланса в организме. В норме он 
присутствует в моче в высокой концентрации и может служить индикатором ряда патологических состояний. Стандарт-
ным подходом к оценке концентрации уромодулина является иммуноферментный анализ, однако склонность уромодулина к 
полимеризации приводит к тому, что результаты анализа в существенной степени зависят от конкретной процедуры про-
боподготовки. В связи с этим нами предложен новый подход к измерению концентрации уромодулина в моче, основанный на 
измерении концентрации общего белка в образцах мочи до и после фильтрации с использованием фильтра 300 кДа. Данный 
метод основан на биофизических свойствах уромодулина, в частности, на его способности образовывать высокомолеку-
лярные олигомеры. Концентрация полимеризованного уромодулина рассчитывается как разность концентраций белка до и 
после фильтрации. Преимущество данного подхода заключается в его простоте и доступности, результаты сравнитель-
ных исследований показали эквивалентность предложенного метода и иммуноферментного анализа. Таким образом, новый 
подход к измерению концентрации уромодулина с использованием фильтрации может стать важным инструментом для 
медицинских исследований и диагностики заболеваний.
Ключевые слова: уромодулин; концентрация белка; фильтрация, электрофорез; капиллярный электрофорез.
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Uromodulin is the protein that plays an important role in a regulation of water and ion balance in a body. Normally, it is present in 
a urine in high concentration and can be an indicator of a number of pathological conditions. The standard approach to assess the 
concentration of uromodulin is the enzyme immunoassay. However, the tendency of uromodulin to polymerize leads to the fact that the 
results of the analysis significantly depend on the specific sample preparation procedure. In this regard, we have proposed the new 
approach to measure the concentration of the uromodulin in the urine. It is based on measuring the concentration of total protein in 
urine samples before and after filtration with a 300 kDa filter. This method is based on the biophysical properties of uromodulin, in par-
ticular, on its ability to form high-molecular oligomers. The concentration of polymerized uromodulin is calculated as the difference 
in protein concentrations before and after filtration. The advantage of this approach is in its simplicity and accessibility. The results of 
comparative studies have shown the equivalence of the proposed method and the enzyme immunoassay. Thus, a new approach to mea-
sure the concentration of uromodulin using filtration can become an important tool for medical researches and diagnosis of diseases.
Key words: uromodulin; protein concentration; filtration; electrophoresis; capillary electrophoresis.  
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Введение. Биомаркеры мочи представляют собой 
важный инструмент для диагностики, классификации и 
прогнозирования заболеваний почек [1]. Проведенные 
исследования показали, что уромодулин является био-
маркером мочи, его уровень отражает функциональное 
состояние почек, выраженность патологии при хрони-
ческой болезни почек (ХБП) и гипертонии [2]. К функ-
циям уромодулина можно отнести защиту от инфекций 
мочевыводящих путей, предотвращение образования 
почечных камней за счёт ингибирования процессов 
первичного кристаллогенеза и агрегации кристаллов 
кальция, регуляцию транспорта ионов посредством 
регулирования активности совместного транспортера 
натрия-калия-хлорида (NKCC2) и/или калиевого кана-
ла ROMK [3, 4]. Мутации в гене UMOD, кодирующем 
уромодулин, ответственны за ряд моногенных рас-
стройств (семейная ювенильная гиперурикемическая 
нефропатия, медуллярно-кистозная болезнь почек 2-го 
типа или гломеруло-кистозная болезнь почек), извест-
ных как уромодулин-ассоциированные заболевания 
почек (UAKD) и гипертонии [2]. Эти расстройства 
характеризуются тяжелым тубулоинтерстициальным 
повреждением, гиперурикемией и подагрой, а также 
прогрессирующей почечной недостаточностью [5]. Ряд 
общегеномных ассоциативных исследований показал, 
что варианты модификаций в гене UMOD связаны с 
маркерами функции почек и риском развития артери-
альной гипертензии и ХБП в человеческой популяции 
[6 - 8]. Связь уромодулина, как с моногенными забо-
леваниями, так и со сложными нарушениями, такими 
как ХБП и артериальная гипертензия, обусловливает 
высокий интерес к белку и методам определения его 
концентрации в моче для оценки функции почек.

Уромодулин представляет собой гликопротеин, ко-
торый экспрессируется исключительно клетками по-
чечного эпителия, выстилающего полость толстого 
восходящего сегмента петли Генле и начало дисталь-
ного сегмента извитого канальца. В норме уромодулин 
составляет более половины массы от общего белка в 
моче [9 - 11]. Уромодулин является уникальным бел-
ком, который вследствие высокой степени гликозили-
рования, характеризуется  изоэлектрической точкой 

pI = 3,2 [10], склонный в широком диапазоне ионного 
окружения, характерного для мочи, образовывать вы-
сокоорганизованные фибриллы, состоящие из сотен и 
тысяч мономеров [12]. Белок в процессе посттрансля-
ционного созревания в эндоплазматическом ретикулу-
ме подвергается N-гликозилированию. Гликозилирова-
нию подвергаются 7 сайтов из 8, что во многом опре-
деляет структуру белка и его электроотрицательные 
свойства. Перед выходом в просвет канальца к С-концу 
присоединяется гликозилфосфатидилинизитол (GPI-
якорь), который удерживает молекулу на поверхности 
мембраны. Образование свободно циркулирующего 
мономера уромодулина  происходит при взаимодей-
ствии белка с сериновой протеазой – хепсином, актив-
ность которой растет при увеличении концентрации 
одновалентных катионов в моче [13]. Хепсин отрезает 
от С-конца уромодулина 26 аминокислотных остатков 
вместе с GPI-якорем, вследствие чего у него активи-
зируется ZP-домен, ответственный за полимеризацию 
[14]. В результате мономеры массой 95 кДа образуют 
олигомеры массой до 10 МДа [15, 16].

Олигомеры уромодулина обусловливают множество 
его важных функций, начиная от стабилизации коллоида 
мочи в широком диапазоне концентрации солей, раство-
ренных в моче, заканчивая выраженными антимикробны-
ми свойствами. Тем не менее, помимо полимеризованно-
го уромодулина в моче может быть обнаружен прекурсор 
уромодулина c ZP-доменом, закрытым для полимериза-
ции GPI-якорем. Концентрация неполимеризованного 
прекурсора в моче и в крови примерно в тысячу раз ниже, 
чем концентрация полимеризованного уромодулина в мо-
че. Так, молекула уромодулина, способного к полимери-
зации, состоит из 614 остатков аминокислот и её масса 
составляет 105 кДа, тогда как молекула прекурсора уро-
модулина, иммобилизованного на мембране с помощью 
GPI-якоря, состоит из 640 аминокислот и её масса состав-
ляет около 110 кДа [17].

Стандартным методом определения уромодули-
на является иммуноферментный анализ [18], однако 
склонность белка к образованию олигомеров служит 
существенным препятствием для количественного 
определения его концентрации в моче [19]. Несмо-
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тря на довольно быстрое получение и характеристику 
антител, специфичных к уромодулину человека [20], 
сообщения об определении концентрации уромодули-
на давали противоречивые результаты с точки зрения 
стабильности, в различных условиях хранения и про-
токолах преаналитической обработки исходного образ-
ца [19, 21 - 23]. 

Целью настоящего исследования была разработка 
и апробация подхода для оценки концентрации поли-
меризованного уромодулина в моче, не основанного на 
иммуноферментном анализе.

Материал и методы. Исследование проводили 
на образцах мочи, полученных от 20 здоровых добро-
вольцев (12 мужчин, 8 женщин, средний возраст 38±10 
лет). Исследование было одобрено локальным этиче-
ским комитетом НИЦ “Курчатовский институт” - ПИ-
ЯФ. Для анализа использовали образцы утренней мо-
чи. Для всех образцов проводили разделение объемов, 
часть образца использовали для последующего анали-
за в нативном виде, часть подвергали фильтрации на 
фильтре 300 кДа (Biomax 300 KDa Ultrafiltration disks, 
Millipore) с использованием системы вакуумной филь-
трации (MilliSolve™ Filtration System, Millipore).

Общеклинический анализ мочи проводили с ис-
пользованием тест-полосок Labstrip U11 Plus GL на 
анализаторе мочи DocUReader 2 Pro (77 Elektronika Kft, 
Венгрия). Определяли следующие параметры: билиру-
бин, уробилиноген, кетоны (ацетоуксусная кислота), 
аскорбиновая кислота, глюкоза, протеин (альбумин), 
эритроциты (гемоглобин), уровень рН, нитриты, лей-
коциты, удельный вес мочи.

Измерение фракционного состава коллоида на-
тивной мочи и образца после фильтрации проводили 
на анализаторе треков наночастиц NanoSight LM10 
(Malvern). Анализ треков наночастиц (Nanoparticle 
Tracking Analysis, NTA) представляет собой метод, по-
зволяющий определить коэффициент диффузии частиц 
в растворе. Для этого исследуемый образец помещает-
ся в кювету, которая освещается лазерным лучом, раз-
вернутым в плоскость. Рассеяние света на каждой из 
частиц в плоском пучке света создает дифракционные 
пятна. По изменению положения геометрического цен-
тра пятна во времени можно определить скорость пере-
мещения частицы в жидкости и рассчитать коэффици-
ент диффузии. Зная коэффициент диффузии частицы и 
свойства жидкости, можно рассчитать гидродинамиче-
ский размер частиц в исследуемом образце и получить 
гистограмму распределения частиц по размерам, при 
этом метод позволяет определить их концентрацию в 
абсолютных величинах (частиц в мл).  Перед измерени-
ем образцы мочи разводили в 40 раз дистиллированной 
водой. В качестве источника излучения использовали 
лазер с длиной волны 488 нм, для каждого образца про-
водили 3 последовательных измерения длительностью 
по 60 секунд. 

Определение массовой концентрации ионов аммо-
ния, калия, натрия, лития, магния, стронция, бария и 
кальция проводили методом капиллярного электрофо-
реза с использованием системы КАПЕЛЬ-105M (Лю-
мэкс, Россия). Свежесобранные образцы мочи для ана-
лиза центрифугировали при 1800g 5 минут, отбирали 
супернатант, для анализа разбавляли его деионизиро-
ванной водой (удельное электрическое сопротивление 

>16 МОм·см) в 250 раз.
Одномерный электрофорез проводили в присут-

ствии додецилсульфата натрия (SDS) с концентраци-
ей полиакриламида 10 % в разделяющем геле и 5 % в 
концентрирующем геле. Анализируемые образцы по-
мещали в стандартный буфер для нанесения (0,065 М 
Трис; рН = 6,8; 2 % SDS, 1% дитиотреитол (ДТТ), 10 
% глицерин; 0,01 % бромфеноловый голубой) и про-
гревали на кипящей водяной бане в течение 2 минут. 
Образцы наносили в количестве 10 мкг на дорожку. 
Разделение проводили в камере для вертикального 
гель-электрофореза MidiPage (Cleaver Scientific, Вели-
кобритания) при постоянной мощности 3 Вт на гель.

Концентрацию общего белка образцов определяли 
колориметрическим  методом по Бредфорду (Bradford 
protein assay, BioRad, США) [24]  и флуориметриче-
ским методом с использованием флуоресцентного 
красителя ProteOrange (Lumiprobe, Россия). Для опре-
деления концентрации белка по методу Бредфорда в 
одноразовых оптических кюветах смешивали 800 мкл 
реактива Бредфорда и 200 мкл исследуемого образца и 
через 5 минут проводили измерение светопоглощения 
при длине волны 595 нм с использованием спектроф-
луориметра F-7000 (Hitachi, Япония). Концентрацию 
белка рассчитывали по калибровочной кривой для из-
вестных концентраций человеческого сывороточно-
го альбумина. Для флуориметрического определения 
концентрации белка в лунки 96-луночного планшета 
добавляли по 10 мкл раствора ProteOrange в фосфат-
но-солевом буфере и по 90 мкл образца в трехкратных 
повторениях, а также человеческий сывороточный аль-
бумин в серии разведений для построения калибровоч-
ной кривой. Измерения проводили на многофункцио-
нальном планшетном анализаторе EnSpire Multilabel 
Plate Reader (PerkinElmer, США) в режиме детекции 
флуоресценции при длинах волн возбуждения и испу-
скания 470 и 570 нм соответственно. Построение ка-
либровочной кривой и расчет концентрации белка про-
изводили с использованием встроенного программного 
обеспечения анализатора. Также в образцах нативной и 
фильтрованной мочи определяли концентрацию белка 
методом с пирогаллоловым красным с использовани-
ем набора реагентов Белок-ПГК (Вектор-Бест, Россия) 
на автоматическом биохимическом анализаторе А-15 
(BioSystems, Испания). 

Иммуноферментный анализ для определения концен-
трации уромодулина в исследуемых образцах проводили 
с использованием набора Human Uromodulin ELISA kit 
(BioVendor, Чехия). Для анализа применяли как стандарт-
ную процедуру подготовки образца перед измерением, 
так и процедуру с применением буфера ТЕА (сокр. Triton, 
EDTA, Alkaline). Для приготовления буфера ТЕА исполь-
зовали 0,5 % Triton X-100 и 20 мM/л EDTA, полученную 
смесь титровали 40 % NaOH до pH 7,5 [19].

Статистическую обработку данных проводили с 
помощью программного пакета R language (R ver-
sion 4.2.1) в среде RStudio (2023.06.2 Build 561, Posit 
Software, PBC). Для групповых сравнений количе-
ственных показателей использовали параметрические 
критерии Фишера и Стьюдента и непараметрический 
U-критерий Манна–Уитни. Различия считались стати-
стически значимыми при р<0,05. Для оценки согласия
количественных методов измерений применяли график
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Бланда-Альтмана [25].
Результаты. Измеренные значения плотности, pH, 

проводимости и катионного состава исследованных об-
разцов приведены в табл. 1. Сравнение параметров об-

разцов мочи до и после фильтрации не выявило досто-
верных отличий. В целом можно сделать заключение, 
что фильтрация с использованием фильтра 300 кДа не 
оказывает влияния на оцениваемые параметры мочи.

                         Т а б л и ц а  1 

Данные измерения физических свойств нативной и фильтрованной мочи

Показатель Нативная моча,
n = 20 (95% CI)

Фильтр 300 кДа,
n = 20 (95% CI) p-value

Плотность, г/см3 1,02 (1,01; 1,02) 1,01 (1,00; 1,02) 0,8
pH 5,7 (5,44; 5,98) 5,7 (5,42; 5,94) 0,8
Проводимость, мкСм/см 9,34 (8,46; 10,21) 9,38 (8,60; 10,15) >0,9
Конц. Na+, мг/мл 2,56 (2,26; 2,85) 2,39 (2,13; 2,65) 0,2
Конц. K+, мг/мл 1,67 (1,30; 2,05) 1,58 (1,30; 1,86) 0,8
Конц. Ca+, мг/мл 0,13 (0,10; 0,17) 0,13 (0,10; 0,17) >0,9
Конц. NH4

+, мг/мл 0,61 (0,47; 0,76) 0,61 (0,50; 0,72) 0,6

             Т а б л и ц а  2
Концентрация белка в образцах нативной и фильтрованной мочи

Метод определения Нативная моча, мг/л
n = 20 (95% CI)

Фильтр 300 кДа, мг/л
n = 20 (95% CI) p-value

Пирогаллоловый красный 40,9 (33,2; 48,7) 30,8 (23,3; 38,3) 0,093
Флуориметрический метод 35,44 (27,60; 43,28) 24,43 (17,95; 30,91) 0,007
Метод Бредфорда 34,64 (26,81; 42,46) 23,67 (17,27; 30,06) 0,010

Концентрации белка, измеренные методом с пиро-
галлоловым красным, методом Бредфорда и флуори-
метрическим методом, в образцах нативной мочи и в 
образцах мочи после фильтрации приведены в табл. 
2. Оценка уровня белка в образцах нативной и филь-
трованной мочи методом Бредфорда и флуориметри-
ческим методом дала очень близкие значения, что со-
впадает с опубликованными данными о сравнении этих 
методов.

Для каждой пары «нативная моча - фильтрованная 
моча» производили расчёт потери белка по формуле 
ΔK = Knative – K300kDa , где ΔK - изменение концентра-
ции белка после фильтрации образца, Knative - кон-
центрация общего белка в образце нативной мочи и 
K300kDa - концентрация белка в образце после пропу-
скания через фильтр 300 кДа. Расчёт падения кон-
центрации белка проводился во всех образцах для 
метода с пирогаллоловым красным, метода Бредфор-
да и флуориметрического метода. Расчетные данные 
об изменении концентрации белка в образце мочи 
приведены в табл. 3.

Данные о концентрации уромодулина полученные 
методом ИФА в образцах до и после фильтрации при-
ведены в табл. 4. Применение буфера ТЕА при про-
боподготовке нативной мочи приводит к увеличению 
детектируемой концентрации уромодулина примерно 
в 2 раза. Концентрация уромодулина, определяемая в 
образце фильтрованной мочи (фильтр пропускал белки 
с м.м. до 300 кДа), не изменяется в зависимости от при-
менения буфера ТЕА при пробоподготовке к иммуно-
ферментному анализу.     

На электрофореграмме образца нативной мочи (рис. 1) 
детектируется две основные полосы в области 67 и 105 
кДа, соответствующие альбумину и уромодулину [27].        

 Т а б л и ц а  3
 Изменение концентрации белка (∆K) в моче после фильтрации

Метод определения ∆K, мг/л,
n = 20 (95% CI)

Пирогаллоловый красный 11,10 (7,86; 12,49)
Флуориметрический метод 10,73 (9,34; 12,68)
Метод Бредфорда 11,05 (9,05; 12,89)

    Т а б л и ц а  4
Концентрация уромодулина, определенная иммуноферментным 
методом по стандартному протоколу (ELISA) и с применением 

буфера ТЕА (ELISA + TEA)

Протокол измерений
Концентрация бел-

ка, мкг/мл,
n = 20 (95% CI)

ELISA, нативная моча 6,12 (5,37; 7,40)
ELISA, фильтрат мочи (до 300 кДа) 0,65 (0,64; 0,76)
ELISA + TEA, нативная моча 10,92 (9,43; 14,35)
ELISA + TEA, фильтрат мочи (до 300 кДа) 0,63 (0,62; 0,81)
∆K, ELISA 5,48 (4,68; 6,70)
∆K, ELISA + TEA 10,29 (8,79; 13,58)

Рис. 1. Электрофореграмма образца нативной мочи (А); образца мочи по-
сле фильтрации (фильтр 300 кДа) (Б); смыва с фильтра после фильтрации 
нативной мочи (В); маркер молекулярных масс (Bio-Rad) (Г).
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Для оценки фракционного состава коллоида на-
тивной мочи и образца после фильтрации для каждо-
го из образцов проводили серию измерений на ана-
лизаторе треков наночастиц. Гистограмма измерений 
и данные о концентрации частиц в образцах натив-
ной мочи приведены на рис. 2. Концентрация частиц 
в образцах нативной мочи составляла (3,4±0,28)‧1010 
частиц/мл, в образце после фильтрации падала в 50 
раз до уровня фонового значения, предварительно 

измеренного для буфера разбавления (6,8±0,8) ‧108  
частиц/мл (фон 3,4 ‧108  частиц/мл). Распределение 
частиц по размерам для образцов до фильтрации 
характеризовалось гладкой кривой с нарастанием 
концентрации частиц и достижением максимума в 
области 130 нм (мода распределения 130±3,2 нм) и 
гладким спадом до 400 нм. Распределение частиц в 
образцах после фильтрации отличалось низким со-
отношением сигнал-шум.

Рис. 2. Данные о фракционном составе коллоида мочи до (А) и после фильтрации (Б), полученные методом анализа треков наночастиц.

Обсуждение. Целью настоящего исследования 
была разработка подхода для оценки концентрации 
уромодулина в моче, не основанного на иммунофер-
ментном анализе. С учетом основных биофизических 
свойств уромодулина нами разработан подход к оценке 
количества полимеризованного уромодулина в моче, 
основанный на измерении концентрации белка в образ-
це мочи до и после фильтрации на мембране 300 кДа. 
Данные, представленные в табл. 2 и табл. 3, показыва-
ют, что определение концентрации белка с использо-
ванием пирогаллолового красного, методом Бредфорда 
и флуориметрическим методами дает сопоставимые 
величины как в нативной, так и в фильтрованной мо-
че. Зная композицию главных белков мочи, мы сдела-
ли предположение, что основные белковые компонен-
ты мочи, такие как альбумин (объемная доля до 40%, 
масса мономера 67 кДа) и IgG (объемная доля до 5%, 
масса 150 - 170 кДа), должны свободно проходить че-
рез мембрану фильтра 300 кДа. Вторичная моча фор-
мируется из первичной мочи, которая является ультра-
фильтратом, прошедшим через фильтрационные щели, 
образованными ножками подоцитов, покрывающими 
клубочковые капилляры в капсуле Боумана [28]. Таким 
образом можно ожидать, что среди белков, попавших в 
мочу из плазмы крови, отсутствуют компоненты с мо-
лекулярной массой больше 200-300 кДа. Тем не менее, 
при фильтрации на фильтре 300 кДа (Biomax 300 KDa 
Ultrafiltration disks, Millipore) наблюдается снижение 
концентрации белка в образце. На электрофореграмме 
также видно, что полоса, соответствующая массе уро-
модулина, практически исчезает в образце прошедшем 
через фильтр. Вместе с тем, зная порог молекулярной 
массы белка, попадающего в первичную мочу в кап-
суле Боумана, можно предположить, что фракция, не 
прошедшая через фильтр, относится к белку, синтези-
рованному в нефроне. На основании вышеизложенного 
мы предполагаем, что изменение концентрации белка в 

образце после фильтрации равно концентрации поли-
меризованного уромодулина в нативной моче. 

Для того, чтобы оценить эквивалентность методов 
определения концентрации полимеризованного уро-
модулина в моче, мы провели сравнение величин сни-
жения концентрации белка после фильтрации через 
фильтр 300 кДа с результатами определения концен-
трации уромодулина в образце мочи до и после филь-
трации. На рис. 3 приведены данные относительно 
изменения количества белка (∆ОБ) при фильтрации и 
данные прямого измерения концентрации белка имму-
ноферментным методом. Изменение количества белка 
при фильтрации показывает лучшее совпадение с дан-
ными иммуноферментного анализа с применением бу-
фера ТЕА. Концентрация уромодулина, определенная 
иммуноферментным методом без применения буфера 
ТЕА, дает недооценку концентрации, которая обуслов-
лена тем, что олигомеры уромодулина не в полном объ-
еме переведены в форму мономеров.

Для регрессионного анализа мы взяли данные им-
муноферментного анализа с использованием буфера 
ТЕА и данные падения концентрации белка с исполь-
зованием различных методов определения. Данные 
линейной регрессии приведены на рис. 4, коэффици-
ент корреляции по Пирсону для флуориметрического 
определения белка и определения методом Бредфорда 
R = 0,93 (p <0,05), для определения с пирогаллоловым 
красным R = 0,62 (p <0,05).

Графики Бланда-Альтмана для сравнения методов 
приведены на рис. 5. На представленных графиках пока-
заны результаты определения концентрации полимери-
зованного уромодулина по количеству общего белка мо-
чи до и после фильтрации на мембране 300 кДа и данны-
ми иммуноферментного анализа. Видно, что смещение 
каждого из трёх методов определения белка в моче не 
превосходит 1 мг/л. Наибольшая ширина доверительно-
го интервала оказалась у метода определения белка с ис-
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пользованием пирогаллолового красного (CI95%: -7,92; 
7,81), тогда как диапазон согласия для флуориметриче-

ского метода и метода Бредфорда в два раза уже (CI95%: 
-4,28; 2,95 и CI95%: -4,96; 3,14, соответственно).

Рис. 3. Данные падения концентрации белка, измеренной различными методами (А, Г – пирогаллоловым красным, Б, Д - флуориметрическим методом, В, 
Е – по Бредфорду), с данными иммуноферментного анализа (А, Б, В) и иммуноферментного анализа с использованием буфера ТЕА (Г, Д, Е). 

Рис. 4. Данные регрессионного анализа и коэффициенты корреляции по Пирсону для данных падения концентрации белка при фильтрации (∆ОБ) различ-
ными методами (А – пирогаллоловым красным, Б - флуориметрическим методом, В – по Бредфорду) в сравнении с данными иммуноферментного анализа 
с использованием буфера ТЕА.

Рис. 5. Графики Бланда-Альтмана для данных падения концентрации белка при фильтрации (∆ОБ) различными методами (А – пирогаллоловым красным, 
Б - флуориметрическим методом, В – по Бредфорду) в сравнении с данными иммуноферментного анализа с использованием буфера ТЕА. 

Заключение. Нами продемонстрирована приме-
нимость метода определения концентрации полиме-
ризованного уромодулина в моче, основанного на ис-
пользовании фильтра 300 кДа и определении концен-
трации белка в образцах мочи до и после фильтрации. 
Смещение среднего в сравнении с иммуноферментным 
определением концентрации уромодулина, независимо 

от метода определения концентрации общего белка, 
не превышало 1 мг/л, наименьший диапазон различий 
был у флуориметрического метода и метода определе-
ния концентрации белка по Бредфорду. Предлагаемый 
нами подход к определению концентрации уромоду-
лина обладает рядом преимуществ по сравнению с 
иммуноферментным анализом, так как он менее чув-
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ствителен к процедуре пробоподготовки образов для 
исследования, может быть проведен с использованием 
стандартных лабораторных методов. Сочетание двух 
методов определения концентрации уромодулина с ис-
пользованием фильтрации и иммуноферментного ана-
лиза позволяет получить информацию о соотношении 
полимеризованного уромодулина и его мономеров, не 
склонных к полимеризации из-за закрытого ZP-домена. 
Соотношение концентрации полимеризованного уро-
модулина, концентрация которого в моче зависит от ря-
да факторов, но во многом определяется активностью 
протеазы хепсина, чувствительного к концентрации 
одновалентных катионов, и содержания мономеров 
уромодулина, чей выход в просвет петли Генле не за-
висит от ионного состава мочи, потенциально является 
важным показателем, характеризующим как функцию 
нефрона, так и выраженность адаптивных механизмов 
стабилизации коллоида мочи.

Л И Т Е Р А Т У Р А / R E F E R E N C E S
1.	 Koyner J.L. Vaidya V.S., Bennett M.R., Ma Q., Worcester E., Akhter 

S.A. et al. Urinary biomarkers in the clinical prognosis and early 
detection of acute kidney injury. Clin. J. Am. Soc. Nephrol. 2010;  5 
(12): 2154-65.

2.	 Rampoldi L., Scolari F., Amoroso A., Ghiggeri G., Devuyst O. 
The rediscovery of uromodulin (Tamm-Horsfall protein): from 
tubulointerstitial nephropathy to chronic kidney disease.  Kidney Int. 
2011; 80 (4): 338-47.

3.	 Renigunta A., Renigunta V., Saritas T., Decher N., Mutig K., Waldegger 
S. Tamm-Horsfall glycoprotein interacts with renal outer medullary
potassium channel ROMK2 and regulates its function. J. Biol. Chem.
2011; 286 (3): 2224-35.

4.	 Mutig K., Kahl T., Saritas T., Godes M., Persson P., Bates J. et al. 
Activation of the bumetanide-sensitive Na+,K+,2Cl- cotransporter 
(NKCC2) is facilitated by Tamm-Horsfall protein in a chloride-
sensitive manner. J. Biol. Chem. 2011; 286 (34): 30200-10.

5.	 Bollée G., Dahan K., Flamant M., Morinière V., Pawtowski A., Hei-
det, L., et al.. Phenotype and outcome in hereditary tubulointerstitial 
nephritis secondary to UMOD mutations. Clin. J. Am. Soc. Nephrol. 
2011; 6 (10): 2429-38.

6.	 Padmanabhan S., Melander O., Johnson T., Di Blasio A.M., Lee 
W.K., Gentilini D. et al. Genome-wide association study of blood
pressure extremes identifies variant near UMOD associated with
hypertension. PLoS Genet. 2010; 6 (10): e1001177.

7.	 Köttgen A., Glazer N.L., Dehghan A., Hwang S.J., Katz R., Li M. et 
al. Multiple loci associated with indices of renal function and chronic 
kidney disease. Nat. Genet. 2009; 41 (6): 712-7.

8.	 Chambers J.C., Zhang W., Lord G.M., van der Harst P., Lawlor D.A., 
Sehmi J.S. et al. Genetic loci influencing kidney function and chronic 
kidney disease. Nat. Genet. 2010; 42 (5): 373-5.

9.	 Devuyst O., Olinger E., Rampoldi L. Uromodulin: from physiology to rare 
and complex kidney disorders. Na.t Rev. Nephrol. 2017; 13 (9): 525-44.

10.	 Schaeffer C., Devuyst O., Rampoldi L. Uromodulin: Roles in Health 

and Disease. Annu. Rev. Physiol. 2021; 83: 477-501.
11.	 Micanovic R., LaFavers K., Garimella P.S., Wu X.R., El-Achkar 

T.M. Uromodulin (Tamm-Horsfall protein): guardian of urinary and
systemic homeostasis. Nephrol. Dial. Transplant. 2020; 35 (1): 33-43.

12.	 LaFavers K.A., Micanovic R., Sabo A.R., Maghak L.A., El-Achkar 
T.M. Evolving Concepts in Uromodulin Biology, Physiology, and Its
Role in Disease: a Tale of Two Forms. Hypertension. 2022; 79 (11):
2409-18.

13.	 Brunati M., Perucca S., Han L., Cattaneo A., Consolato F., Andolfo 
A. et al. The serine protease hepsin mediates urinary secretion and
polymerisation of Zona Pellucida domain protein uromodulin.  Elife.
2015; 4: e08887.

14.	 Jovine L., Qi H., Williams Z., Litscher E., Wassarman P.M. The ZP 
domain is a conserved module for polymerization of extracellular 
proteins. Nat. Cell. Biol. 2002; 4 (6): 457-61.

15.	 Wiggins R.C. Uromucoid (Tamm-Horsfall glycoprotein) forms 
different polymeric arrangements on a filter surface under different 
physicochemical conditions. Clin. Chim. Acta. 1987; 162 (3): 329-40.

16.	 Stanisich J., Zyla D., Afanasyev P., Xu J., Kipp A., Olinger E. et al. 
The cryo-EM structure of the human uromodulin filament core reveals 
a unique assembly mechanism. ELife. 2020; 9: e60265.

17.	 Schaeffer C., Santambrogio S., Perucca S., Casari G., Rampoldi L. 
Analysis of uromodulin polymerization provides new insights into the 
mechanisms regulating ZP domain-mediated protein assembly.  Mol. 
Biol. Cell. 2009; 20 (2): 589-99.

18.	 Youhanna S., Weber J., Beaujean V., Glaudemans B., Sobek J., Devuyst 
O. Determination of uromodulin in human urine: influence of storage
and processing. Nephrol. Dial. Transplant. 2014; 29 (1): 136-45.

19.	 Kobayashi K., Fukuoka S. Conditions for solubilization of Tamm-
Horsfall protein/uromodulin in human urine and establishment of a 
sensitive and accurate enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 
method. Arch. Biochem. Biophys. 2001; 388 (1): 113-20.

20.	 Brunisholz M., Geniteau-Legendre M., Ronco P.M., Moullier P., 
Pontillon F., Richet G. et al. Characterization of monoclonal antibodies 
specific for human Tamm-Horsfall protein. Kidney Int. 1986; 29 (5): 
971-6.

21.	 Akesson I., Haugen H., Enger E. Quantification of uromucoid: a 
simplified method. Scand. J. Clin. Lab. Invest. 1978; 38 (1): 93-5.

22.	 Uto I., Ishimatsu T., Hirayama H., Ueda S., Tsuruta J., Kambara T. 
Determination of urinary Tamm-Horsfall protein by ELISA using a 
maleimide method for enzyme-antibody conjugation.  J. Immunol. 
Methods. 1991; 138 (1): 87-94.

23.	 Torffvit O., Agardh C.D., Kjellsson B., Wieslander J. Tubular secretion 
of Tamm-Horsfall protein in type 1 (insulin-dependent) diabetes 
mellitus using a simplified enzyme linked immunoassay. Clin. Chim. 
Acta. 1992; 205 (1-2): 31-41.

24.	 Bradford M.M. A rapid and sensitive method for the quantitation of 
microgram quantities of protein utilizing the principle of protein-dye 
binding. Anal. Biochem. 1976; 72: 248-54.

25.	 Bland J.M., Altman D.G. Statistical methods for assessing agreement 
between two methods of clinical measurement. Lancet. 1986; 1 (8476): 
307-10.

26.	 Karun K.M., Puranik A. BA.plot: An R function for Bland-Altman analysis.  
Clin. Epidemiol. Glob. Health. 2021; 12: 100831.

27. Li H., Kostel S., DiMartino S., Gheinani A.H., Froehlich J., Lee R.
Uromodulin Isolation and Its N-Glycosylation Analysis by NanoLC-
MS/MS. J. Proteome Res. 2021; 20 (5): 2662-72.

28.	 Scott R.P, Quaggin S.E. Review series: The cell biology of renal 
filtration. J. Cell Biol. 2015; 209(2):199-210.

КЛИНИЧЕСКАЯ ЛАБОРАТОРНАЯ ДИАГНОСТИКА. 2023; 68(12)
https://doi.org/10.51620/0869-2084-2023-68-12-728-734

БИОХИМИЯ



735

RUSSIAN CLINICAL LABORATORY DIAGNOSTICS. 2023; 68(12)
https://doi.org/10.51620/0869-2084-2023-68-12-735-740

HEMATOLOGY

ГЕМАТОЛОГИЯ

© КОЛЛЕКТИВ АВТОРОВ, 2023

Саркисян Н.С.1, Куличенко А.Н.1, Ковалевич Н.И.1, Санникова И.В.2 , Голубь О.Г.3

АГРЕГАЦИОННАЯ АКТИВНОСТЬ ТРОМБОЦИТОВ У БОЛЬНЫХ ОСТРЫМ БРУЦЕЛЛЁЗОМ
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Введение. Состояние агрегационной активности тромбоцитов является одним из важных направлений изучения нарушений 
функций сосудисто-тромбоцитарного звена гемостаза, в том числе при реакциях воспаления. Многие аспекты процесса 
агрегации и его регуляции при бруцеллёзной инфекции остаются неизученными, что требует соответствующих исследова-
ний.
Цель работы - изучение агрегационной активности тромбоцитов у больных острым бруцеллёзом и выявление патофизио-
логической связи с возможным развитием дисфункции эндотелия сосудов.
Материал и методы. Проведено исследование клинического материала (плазма/сыворотка крови) от 57 человек с лабора-
торно подтвержденным диагнозом oстрый бруцеллёз, 34 донора составили группу контроля (не переболевшие бруцеллезом 
и не вакцинированные против этой инфекции). Всем обследуемым турбидиметрическим методом по Борну и О’Брайену 
определяли агрегацию тромбоцитов с учетом степени и скорости агрегации богатой тромбоцитами плазмы по кривым 
светопропускания под влиянием индукторов (АДФ, коллагена, ристоцетина).
Результаты. В группе больных бруцеллёзом установлено статистически значимое снижение степени агрегации, индуциро-
ванной АДФ, коллагеном и ристоцетином, относительно контрольной группы. При анализе концентрации маркеров эндо-
телиальной дисфункции в группе больных было выявлено повышение уровня эндотелина-1, окиси азота и её метаболитов в 
сравнении с группой контроля.
Заключение. Угнетение агрегационной активности тромбоцитов с индукторами (АДФ, коллаген, ристоцетин), имеющими 
разные механизмы действия, у больных острым бруцеллёзом может быть связано с защитной реакцией, препятствующей 
тромбообразованию, но ведущей к развитию тромбоцитопатии с нарушением реакции высвобождения компонентов из гра-
нул тромбоцитов и функциональной способности тромбоцитов (в частности, агрегации), на фоне нормального количества 
тромбоцитов, приводящей к нарушению функций эндотелия. В ходе проведенного исследования показана патофизиологиче-
ская связь снижения агрегации тромбоцитов с развитием дисфункции эндотелия при бруцеллёзе. 
Ключевые слова: бруцеллёз; эндотелий; агрегация тромбоцитов; индукторы агрегации. 
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PLATELET AGGREGATION ACTIVITY IN PATIENTS WITH ACUTE BRUCELLOSIS
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Introduction. The state of platelet aggregation activity is one of the important areas of study of dysfunctions of the vascular-platelet 
hemostasis, including during inflammatory reactions. Many aspects of the aggregation process and its regulation during brucellosis 
infection remain unexplored, which requires appropriate research.
The purpose of the work is to study the aggregation activity of platelets in patients with acute brucellosis and to identify the 
pathophysiological connection with the possible development of vascular endothelial dysfunction.
Material and methods. A study of clinical material (plasma/serum) from 57 people with a laboratory-confirmed diagnosis of “Acute 
brucellosis” was carried out; 34 donors formed a control group (who had not had brucellosis and were not vaccinated against this 
infection). For all subjects, platelet aggregation was determined using the turbidimetric method according to Born and O’Brien, taking 
into account the degree and rate of aggregation of platelet-rich plasma according to light transmission curves under the influence of 
inducers (ADP, collagen, ristocetin).
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ГЕМАТОЛОГИЯ

Results. In the group of patients with brucellosis, a statistically significant decrease in the degree of aggregation induced by ADP, 
collagen and ristocetin was established relative to the control group. When analyzing the concentration of markers of endothelial 
dysfunction in the group of patients, an increase in the level of endothelin-1, nitric oxide and its metabolites was revealed in comparison 
with the control group.
Conclusion. Inhibition of platelet aggregation activity with inducers (ADP, collagen, ristocetin), which have different mechanisms 
of action, in patients with acute brucellosis may be associated with a protective reaction that prevents thrombus formation, but leads 
to the development of thrombocytopathy with a violation of the reaction of release of components from platelet granules and the 
functional ability of platelets (in particular, aggregation), against the background of a normal platelet count, leading to dysfunction 
of the endothelium. The study demonstrated a pathophysiological connection between a decrease in platelet aggregation and the 
development of endothelial dysfunction in brucellosis.
Key words: brucellosis, endothelium; platelet aggregation; aggregation inducers.
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  Введение. Актуальность проблемы бруцеллёзной 
инфекции на современном этапе обусловливает необ-
ходимость изучения особенностей патогенеза болезни, 
в том числе изменений в системе тромбоциты - эндо-
телий сосудов, что может сыграть свою роль в совер-
шенствовании схем терапии, прогнозировании течения 
заболевания. Тромбоциты, выполняющие как гемоста-
тическую, так и иммунорегуляторную роль, активно 
участвуют в воспалительных и иммунных реакциях [1, 
2], в частности за счет наличия Toll-подобных рецеп-
торов (TLR) и гликопротеинов, взаимодействующих с 
бактериальными клетками [3]. В нормальных условиях 
циркулирующие в крови тромбоциты практически не 
взаимодействуют с сосудистой стенкой, которая изну-
три покрыта монослоем эндотелиальных клеток. Од-
нако при повреждении стенки сосуда (действие экзо- и 
эндотоксинов) тромбоциты вступают в контакт с эндо-
телием и прикрепляются (адгезируют) к компонентам 
субэндотелиального матрикса сосуда под влиянием 
определённых биологически активных веществ (индук-
торов), что ведет к слипанию (агрегации) кровяных пла-
стинок. Главные субстраты адгезии - присутствующие в 
субэндотелии коллаген и фактор Виллебранда [4].

Тромбоциты при активации секретируют из гранул 
разнообразные вещества и вступают во взаимодей-
ствие с белками плазмы и клеток крови, их активация 
связана с многочисленными рецепторами и сложными 
сигнальными каскадами. Обилие мембранных рецеп-
торов тромбоцитов, содержание значительного количе-
ства гранул и их роль в процессе гемостаза определяют 
широкий круг патологии тромбоцитарного звена гемо-
стаза и его клиническую значимость. Иммуногемостаз 
рассматривается как первая линия неспецифической 
защиты макроорганизма при повреждении эндотелия 
[5, 6]. Генерализованная реакция, индуцированная про-
воспалительными цитокинами, форменными элемен-
тами крови, в частности, тромбоцитами, плазменными 

системами гуморальной регуляции и сосудистым эндо-
телием, формирует системный воспалительный ответ 
[8, 9]. Системные инфекции связаны с активацией и 
агрегацией тромбоцитов, приводящие к тромбоцитопе-
нии и активации системы свертывания крови [7]. 

Исследование агрегационной активности тромбо-
цитов является одним из наиболее востребованных 
скрининговых методов оценки тромбоцитарного звена 
гемостаза [12 - 14, 16]. 

В качестве индукторов агрегации тромбоцитов ис-
пользуют адреналин, аденозиндифосфат (АДФ), кол-
лаген, ристоцетин. Аденозиндифосфат (АДФ) стиму-
лирует пуриновые рецепторы тромбоцитов, которые 
повышают проницаемость клеточных мембран для 
ионов кальция, что, в свою очередь, ведёт к активации 
гликопротеинов IIb/IIIa и повышению их способности 
связывания с фибриногеном. В результате запускается 
процесс агрегации. Действие коллагена на тромбоциты 
ведет к их рецепторной активации, адгезии и агрега-
ции. Ристоцетин - антибиотик, который стимулирует 
взаимодействие фактора фон Виллебранда с тромбо-
цитарным гликопротеином GP-Ib (обеспечение адгезии 
тромбоцитов к эндотелию). Фактор Виллебранда мо-
жет также выступать в качестве лиганда для тромбоци-
тарного интегрина (GPIIb/IIIa), тем самым способствуя 
агрегации тромбоцитов [15].

Патофизиологический механизм сосудисто-тром-
боцитарного звена гемостаза при бруцеллёзной ин-
фекции изучен недостаточно. Тромбоцитопении, 
тромбоцитопатии могут протекать у больных бруцел-
лёзом как бессимптомно, так и с разной степенью вы-
раженности геморрагического синдрома. Обычно эти 
изменения нестойки и купируются на фоне лечения, 
тяжелая тромбоцитопения при бруцеллёзе встречается 
редко. Липополисахаридные комплексы бруцелл ини-
циируют развитие воспаления, в результате происхо-
дит запуск и активация клеточных реакций, связанных 
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с синтезом провоспалительных цитокинов, повышаю-
щих проницаемость сосудов, ведущих к дисфункции 
эндотелия и, как следствие, к нарушениям в системе 
микроциркуляции [10, 11]. Проблема эндотелиальной 
дисфункции привлекает в настоящее время внимание 
многих исследователей, поскольку дисфункция эндо-
телия является одним из предикторов нарушения ми-
кроциркуляции.

Целью настоящего исследования было изучение 
агрегационной активности тромбоцитов у больных 
острым бруцеллёзом и выявление патофизиологиче-
ской связи с возможным развитием дисфункции эндо-
телия сосудов.

Материал и методы. Исследовали клинический 
материал (плазма/сыворотка крови) от 57 человек с 
лабораторно подтвержденным диагнозом oстрый бру-
целлёз, поступивших в инфекционное отделение, спе-
циализированное по диагностике, лечению и профпа-
тологии бруцеллёза ГБУЗ СК «Городская клиническая 
больница № 2» г. Ставрополя; РГБ ЛПУ «Карачаево-
Черкесская Республиканская клиническая больница». 
В контрольную группу были включены 34 человека, 
не переболевшие бруцеллезом и не вакцинированные 
против этой инфекции.

Критерии исключения из исследования: острые 
инфекционные заболевания (кроме бруцеллеза), обо-
стрение тяжелых соматических заболеваний, опухоли 
любой локализации, диффузные заболевания соедини-
тельной ткани.

Отбор и рандомизацию больных бруцеллёзом про-
изводили в соответствии с индивидуальными реги-
страционными картами больных (истории болезни) с 
учетом классификации клинических форм бруцеллеза 
по Г.П. Рудневу (1955). Все больные острым бруцеллё-
зом имели среднюю степень тяжести течения болезни, 
в фазе компенсации. 

Среди обследованных преобладали мужчины (70%), 
при этом различие показателей в зависимости от пола в 
обследуемых группах не имело статистической значи-
мости, в связи с чем, мы сочли возможным объединить 
их в группу без учета половой принадлежности. Воз-
раст обследованных - от 18 до 69 лет. 

Все обследуемые дали информированное добро-
вольное согласие на участие в настоящих исследовани-
ях (согласно Федеральному закону «Об основах охраны 
здоровья граждан в РФ» от 21.11.2011 № 323-ФЗ, ред. 
от 30.12.2021 г.). Клинические исследования одобрены 
локальным этическим комитетом ФГБОУ ВО «Ставро-
польский государственный медицинский университет» 
Минздрава России (заключение локального этического 
комитета № 109 от 19 мая 2022 г.).

Преаналитический этап лабораторных исследова-
ний проводили в соответствии с существующими при-
казами и рекомендациями Министерства здравоохране-
ния РФ по контролю качества лабораторных исследова-
ний. Обеззараживание исследуемого материала (крови) 
осуществляли в соответствии с СанПиН 3.3686-21 
«Санитарно-эпидемиологические требования по про-
филактике инфекционных болезней».

Турбидиметрическим методом по Борну и О’Брайену, 
основанном на регистрации изменений оптической 
плотности, с использованием лазерного анализатора 
агрегации тромбоцитов АЛАТ2-«БИОЛА» (Россия) и 

набора реагентов АГРЕНАМ («НПО РЕНАМ», Россия), 
исследовали индуцированную агрегацию тромбоцитов 
в обогащенной тромбоцитами плазме (ОТП), которую 
получали при центрифугировании крови при 150-200 g 
в течение 10 минут на лабораторной центрифуге Hettich 
Eba 20 (Andreas Hettich GmbH & Co.KG, Франция) [17]. 
Калибровку осуществляли по бедной тромбоцитами 
плазме (<10х109/л), получаемой при центрифугирова-
нии крови при 2500 g в течение 15 минут. 

Приготовление рабочих растворов индукторов агре-
гации (аденозиндифосфата (АДФ), коллагена и ристо-
цетина) осуществляли с использованием тест-реагентов 
НПО «РЕНАМ» (Россия). Запись кривых агрегации осу-
ществляли в соответствии с параметрами программного 
обеспечения AGGR, версия 4.0 (НПФ «Биола», Россия). 
Оценивали степень агрегации клеток (в %) по кривой 
светопропускания и скорость агрегации по кривой сред-
него размера агрегатов (в отн. ед./мин.). 

Определение концентрации эндотелина-1, окиси 
азота и её метаболитов (нитритов и нитратов NO2

-/NO3
-) 

выполняли методом твердофазного иммунофермент-
ного анализа с использованием набора реагентов Endo-
thelin 1 - ELISA (R&D systems, США), Total NO Nitrate/
Nitrite (R&D systems, США). Оптическую плотность 
реакционной смеси регистрировали с применением 
фотометра для микропланшет ELx808 производства 
BioTek Instruments (США).

Для статистического анализа использовали 
t-критерий Стьюдента, уровень достоверности прини-
мали равным при p≤0,05. Результаты представлены как
среднее ± стандартная ошибка среднего (М±m). Для
доказательства нормальности распределения данных
использовали критерий Колмогорова-Смирнова.

Результаты и обсуждение. При исследовании 
спонтанной агрегации тромбоцитов не было выявлено 
различий между контрольной группой и группой боль-
ных бруцеллёзом. На агрегатограмме регистрировали 
двойную волну агрегации при внесении в обследуемую 
плазму индуктора АДФ. Первая фаза (первичная вол-
на) обусловлена эффектом добавленного экзогенного 
АДФ, вторая фаза (вторичная волна агрегации) - реак-
цией высвобождения собственных агонистов, содер-
жащихся в гранулах тромбоцитов. Степень агрегации 
тромбоцитов и реакции высвобождения (выброса со-
держимого гранул) зависит от природы агрегирующего 
агента и его дозы. Небольшие количества индуктора 
(0,1 мг/мл) вызывают обратимую агрегацию, перехо-
дящую в дезагрегацию. При более высоких его кон-
центрациях (1 мг/мл) первая фаза агрегации сменяется 
второй, которая необратима и связана с реакцией вы-
свобождения.

При исследовании АДФ-индуцированной агрегации 
в группе больных бруцеллёзом было установлено ста-
тистически значимое снижение степени агрегации по 
кривой светопропускания (43,1±2,26 %) относительно 
группы контроля (66,7±1,16 %, р<0,05) и повышение 
скорости агрегации тромбоцитов по кривой среднего 
размера агрегатов (8,58±0,60 отн. ед./мин) по сравне-
нию с контрольными значениями (3,37±0,11 отн. ед./
мин). У больных бруцеллёзом высвобождение АДФ из 
плотных гранул тромбоцитов (вторичная волна) свиде-
тельствует о низкой активации специфических рецеп-
торов тромбоцитов вследствие воздействия антиген-
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ных детерминант бруцелл.
Коллаген-индуцированная агрегация тромбоцитов 

имеет достаточно выраженную латентную фазу, во 
время которой происходит активация фосфолипазы С. 
Добавление данного реагента (коллагена) способству-
ет активации, адгезии и агрегации тромбоцитов за счёт 
стимуляции их мембранных рецепторов, что приводит 
к высвобождению внутриклеточных сигнальных моле-
кул (G-белки, внутриклеточный кальций, циклические 
нуклеотиды, фосфолипаза С); продолжительность этой 

фазы составила 2-3 минуты. У больных бруцеллёзом 
отмечалось статистически значимое снижение степе-
ни агрегации по кривой светопропускания (23,0±3,05 
%) относительно контрольной группы (64,7±0,95 %; 
р<0,05). Выявлено повышение скорости агрегации 
тромбоцитов по кривой среднего размера агрегатов 
(2,65±0,24 отн. ед./мин) относительно данных контроля 
(1,89±0,07 отн. ед./мин, р<0,05), что отражает выражен-
ность эндотелиальной дисфункции. Данные отражены 
на рисунке, а, б.

Коллаген-индуцированная агрегация. Степень агрегации по кривой светопропускания,%.  а – донор группы контроля, б – больной бруцеллёзом.

Определение агрегации тромбоцитов с ристо-
цетином применяется для количественной оценки 
фактора Виллебранда - гликопротеина, который 
синтезируется мегакариоцитами и эндотелиаль-
ными клетками. Синтезируемый мегакариоцита-
ми фактор Виллебранда попадает в тромбоциты, 
где содержится в α-гранулах и секретируется из 
них при активации тромбоцитов. В ходе прове-
денного исследования у больных острым бруцел-
лёзом выявлено статистически значимое сниже-
ние степени агрегации тромбоцитов по кривой 

светопропускания (31,5±3,0 %) относительно 
контрольной группы (66,3±1,6 %, р<0,05). В то же 
время отмечалось повышение скорости агрегации 
тромбоцитов по кривой среднего размера агрега-
тов (6,70±0,45 отн. ед./мин) относительно данных 
контроля (2,19±0,09 отн. ед./ мин, р<0,05). Фактор 
Виллебранда способствует адгезии тромбоцитов 
к коллагену сосудистой стенки. Ристоцетин-ин-
дуцированная агрегация тромбоцитов свидетель-
ствует о выраженности ряда тромбоцитопатий. 
Полученные результаты представлены в таблице.

Показатели агрегации тромбоцитов с АДФ, ристоцетином и коллагеном в обследуемых группах

Показатель

Группы обследуемых
Контрольная группа  (n=34) Больные бруцеллёзом (n=57)

АДФ,
1 мг/мл

Коллаген,
2 мг/мл

Ристоцетин, 15мг/
мл

АДФ,
1 мг/мл

Коллаген,
2 мг/мл

Ристоцетин,
15 мг/мл

Степень агрегации по кривой 
светопро-пускания, % 66,7±1,16 64,7±0,95 66,3±1,60 43,1±2,26

(р≤0,05)
23,0±3,05
(р≤0,05)

31,5±3,0
(р≤0,05)

Скорость агрегации по кривой 
среднего размера агрегатов, 
отн. ед./мин 

3,37±0,11 1,89±0,07 2,19±0,09 8,58±0,60
(р≤0,05)

2,65±0,24
(р≤0,05)

6,70±0,45
(р≤0,05)

Примечание. р - достигнутый уровень значимости критерия различий по сравнению с контрольной группой.

При анализе концентрации маркеров эндотели-
альной дисфункции в исследуемых группах было вы-
явлено повышение уровня эндотелина-1, который со-
ставил 3,89±0,24 пг/мл по сравнению со значением в 
контрольной группе 2,03±0,66 пг/мл. Уровень стабиль-
ных метаболитов окиси азота (нитриты) в сыворот-

ке больных острым бруцеллёзом составил 207,4±11,0 
мкмоль/л, уровень нитратов - 170,9±10,2 мкмоль/л, 
что значительно выше по сравнению с группой кон-
троля (92,6±12,3 и 59,8±10,1 мкмоль/л соответственно; 
p≤0,05). Результаты проведенных исследований указы-
вают на повышение синтеза эндотелиального оксида 
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азота и эндотелина-1. Выявленные изменения способ-
ствуют ослаблению барьерных свойств эндотелия, что 
сопряжено с системной воспалительной реакцией, воз-
можно, приводящей к микрососудистым осложнениям 
при бруцеллёзной инфекции. Важная роль в регуляции 
сосудистого тонуса и адгезивно-агрегационной функ-
ции тромбоцитов отводится оксиду азота (NO) - неста-
бильной молекуле, которая синтезируется в эндотелии, 
обладает свойствами сильного оксиданта и вызывает 
повреждение клеток и тканей. Оксидантный стресс, 
синтез мощных вазоконстрикторов (эндотелин-1) яв-
ляются главными факторами воспаления, повреждаю-
щими эндотелий. Вследствие незавершенного фагоци-
тоза бруцелл макрофагами развиваются бактериемия и 
эндотоксинемия, оказывающие токсическое действие 
сначала на клетки крови, которые являются первичной 
мишенью эндотоксина, затем на эндотелий (вторичную 
мишень), что приводит к его дисфункции. Эндотели-
альная дисфункция ведет к сдвигам регуляции гомео-
стаза и проницаемости сосудистой стенки, и, как след-
ствие, к нарушению микроциркуляции.

Заключение. Угнетение агрегационной активности 
тромбоцитов у больных острым бруцеллёзом, возмож-
но, связано с развитием защитной реакции, препят-
ствующей тромбообразованию, но ведущей к развитию 
тромбоцитопатии с нарушением реакции высвобожде-
ния компонентов из гранул тромбоцитов. 

Тромбоциты, наряду с нейтрофилами и моноцита-
ми, являются одними из клеток, с которыми сталкива-
ются бактерии во время внеклеточной фазы. При этом 
происходит их активация, адгезия, агрегация с другими 
тромбоцитами за счёт высвобождения из гранул низко-
молекулярных веществ (АДФ, фактор Виллебранда и 
др.). Угнетение агрегационной активности тромбоцитов 
приводит к направленной стабилизации процессов плаз-
менно-коагуляционного звена гемостаза, препятствую-
щих снижению свертывания крови. При этом отмечает-
ся повышение концентрации эндотелина-1, окиси азота 
и её метаболитов, ведущих к развитию эндотелиальной 
дисфункции и нарушению микроциркуляции.

АДФ-индуцированная агрегация тромбоцитов позво-
ляет оценить основные этапы агрегации тромбоцитов 
(фазу индуцированной агрегации - увеличение числа 
и размера агрегатов; фазу высвобождения и фазу деза-
грегации с последующей стабилизацией - уменьшение 
числа и размера агрегатов). Показатели коллаген- и ри-
стоцетин-индуцированной агрегации свидетельствуют о 
нарушенном функциональном состоянии эндотелия.

Дефект высвобождения компонентов из гранул 
(тромбоксан А2, АДФ, фактор Виллебранда и др.) со-
провождается нарушением агрегации тромбоцитов in 
vitro в присутствии АДФ, ристоцетина, коллагена. Ме-
ханизм развития дефекта высвобождения не полностью 
ясен, но причиной может служить нарушение рецеп-
торной передачи сигнала от мембранных рецепторных 
структур тромбоцита, что приводит к невозможности в 
достаточном объеме высвобождать содержимое гранул 
при активации клеток.

Длительно протекающая инфекция вследствие 
персистенции возбудителя бруцеллёза способствует 
нарушению гемостаза, гемодинамики, развитию про-
дуктивного воспаления, что приводит к полиорганным 
поражениям. Эндотелий играет существенную роль 

в поддержании общего гомеостаза, он синтезирует 
биологически активные вещества, контролирующие 
сосудистый тонус, свертывающую и противосверты-
вающую системы. Липополисахаридный эндотоксин 
(ЛПС) грамотрицательных микроорганизмов при бак-
териемии повреждает эндотелий, что приводит к син-
тезу прокоагулянтных веществ (тканевого фактора, 
фактора фон Виллебранда, фактора 5, эндотелина) [15], 
цитокинов, веществ, повышающих проницаемость со-
судов, ведущих к нарушениям в системе микроцирку-
ляции, и трофического обеспечения тканей и органов. 
Активация тромбоцитов и их взаимодействие с эндоте-
лиальными клетками являются ключевым патогенети-
ческим фактором системного воспалительного ответа, 
сопровождающегося микрореологическими нарушени-
ями. Выявлена патофизиологическая связь снижения 
агрегационной активности тромбоцитов с развитием 
эндотелиальной дисфункции. Но, несмотря на нор-
мальное содержание тромбоцитов (265,0±9,5‧109/л), у 
больных бруцеллёзом развивается тромбоцитопатия с 
нарушением функциональной активности тромбоци-
тов (в частности, агрегации), что клинически прояв-
ляется склонностью к образованию микроангиопатий 
- петехий, эритем.

Комплексная диагностика тромбоцитопатий ос-
новывается на данных клинического анализа крови 
(определение количества тромбоцитов и тромбоци-
тарных индексов), изучение агрегационной способно-
сти тромбоцитов с АДФ, ристоцетином, коллагеном, 
показателей коагулограммы. Таким образом, анализ 
индуцированной агрегации тромбоцитов при бруцел-
лёзной инфекции позволяет количественно оценить на-
рушения сосудисто-тромбоцитарного звена гемостаза, 
коррелирующие с интенсивностью системного воспа-
лительного ответа и, возможно, разработать в перспек-
тиве методы прогнозирования течения заболевания. 
Безусловно, необходимо дальнейшее изучение послед-
ствий изменения уровня окиси азота и её метаболитов, 
а также эндотелина-1 для более глубокого понимания 
участия этих показателей в патогенезе бруцеллёза.
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При проведении обязательного предтрансфузионного скрининга антител и идентификации группы крови системы АВО 
можно столкнуться с трудностями, обусловленными свойствами некоторых аллоантител. Представлен случай из практи-
ки - пример взаимодействия анти-М аллоантител с тест-эритроцитами. Описаны особенности результатов иммуногема-
тологического тестирования пациентов с аллоантителами класса IgM.
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Введение. Частота гемолитических осложнений 
после гемокомпонентной терапии, по данным систе-
мы гемонадзора Великобритании (SHOT 2022), со-
ставляет 49 случаев в год [1]. Большинство эпизодов 
гемолиза эритроцитов обусловлены аллоантителами 
к антигенам систем Kidd, Duffy, Rh, MNS. Анти-М 
антитела являются причиной как отсроченного, так и 
острого гемолиза [1,2].

В Российской Федерации скрининг и идентифика-

ция антиэритроцитарных антител - обязательные этапы 
профилактики гемолитических посттрансфузионных 
осложнений [3 - 5]. При проведении предтрансфузи-
онных иммуногематологических исследований необхо-
димо учитывать особенности некоторых аллоантител, 
затрудняющие их идентификацию, установление груп-
повой принадлежности крови пациента [6, 7].

   Описание случая из практики. Пациентка М., 
24.12.2018 года рождения (4 года 7 месяцев) посту-
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пила в клинику ФГБУН КНИИГиПК ФМБА России 
28.03.2022 г. с геморрагической сыпью на спине, экхи-
мозами на коже верхних и нижних конечностей, эрози-
ями на слизистой оболочке щёк в течение двух недель. 
В общем анализе крови выявлены: тромбоцитопения 
PLT-6*109/л, лейкоцитоз WBC-13,8*109/л. Показате-
ли эритроцитарного ростка кроветворения в пределах 
возрастной нормы (Hb 126 г/л, RBC 3.34*1012/л). В 
анамнезе заболевания трансфузий компонентов кро-
ви не зафиксировано. Установлен диагноз: впервые 
выявленная идиопатическая тромбоцитопеническая 
пурпура, острое течение. Информированное согласие 
законных представителей пациента на обследование 
и лечение получено. Проведены иммуногематологи-
ческие исследования с использованием реактивов и 
анализатора фирмы BioRad (США). Определен фено-
тип эритроцитов больной: А (анти-В +++, анти-А++) 
Rh-положительный C+c+Е+е+ К-k+ (рис. 1). При типи-
ровании подгруппы антигена А обнаружена экспрессия 
А1. На этом основании сделано заключение, что анти-А 
антитела не являются экстраагглютининами.

         В непрямом антиглобулиновом тесте выявлены 
аллоиммунные антиэритроцитарные антитела, отме-

чена разная сила агглютинации с тест-эритроцитами. 
Прямой антиглобулиновый тест отрицательный. Уста-
новлены анти-М (системы MNS) антитела в титре 1:8 
со сниженной агглютинацией тест-эритроцитов, экс-
прессирующих антиген М в одинарной дозе (рис. 2).

Определён фенотип эритроцитов пациентки M-
N+S-s+Jk(a-b+)Fy(a-b+). Подтверждено отсутствие 
экспрессии антигена М.

Рис. 1. Группа крови АВО пациента от 29.03.2022 г.

Рис. 2. Идентификация антител пациента от 29.03.2022 г.

Для установления класса антиэритроцитарных им-
муноглобулинов выполнена инкубация плазмы боль-
ной с унитиолом в течение 1 часа. Повторный непря-
мой антиглобулиновый тест с трёхклеточной панелью 
эритроцитов отрицательный. Сделан вывод о принад-
лежности анти-М антител к классу IgM, что привело к 
выявлению данных молекул при определении группы 
крови АВО обратным методом.

Пациентке назначена терапия преднизолоном 2 мг/

кг (27,5 мг) и двукратное внутривенное введение им-
муноглобулина 2 г/кг/сут. № 2 (11.04.2022 г., 12.04.2022 
г.). Через две недели проведено повторное иммуноге-
матологическое исследование. Установлена группа 
крови А (анти-В+++, анти-А-). Аллоиммунные анти-М 
антитела в непрямом антиглобулиновом тесте агглю-
тинировали только эритроциты с фенотипом M+N- и 
не взаимодействовали с клетками M+N+ (рис. 3). Титр 
антител составил 1:4.

Рис. 3. Идентификация антител пациента от 14.04.2022 г.
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Рис. 4. Идентификация антител пациента после инкубации при 10 °С.

Поскольку антитела принадлежали к классу IgM, 
для получения полного соответствия результатов 
идентификационного тестирования, заявленным в ин-
струкции, проведено усиление активности антител с 
помощью инкубации при 10 °С в течение 15 минут. Ре-
зультаты представлены на рис. 4. Специфичность алло-
антител анти-М подтверждена.

На фоне проводимого лечения у пациентки отме-
чалось уменьшение признаков геморрагического син-
дрома. Уровень тромбоцитов в анализе от 15.02.2022 г. 
составил 221*109/л. Проведение заместительной гемо-
компонентной терапии не потребовалось. Больная вы-
писана в удовлетворительном состоянии. Рекомендова-
но наблюдение участковым педиатром и гематологом в 
поликлинике по месту жительства.

Обсуждение. В представленном клиническом на-
блюдении выявлены особенности взаимодействия 
анти-М антител класса IgM со специфическими анти-
генами тест-эритроцитов.

Антитела могут взаимодействовать с М антигеном, 
экспрессированном на тест-эритроцитах А1, В при 
определении группы крови АВО, что приводит к лож-
ноположительному выявлению экстраагглютининов.

В непрямом антиглобулиновом тесте наблюдается 
снижение агглютинации эритроцитов, экспрессирую-
щих антиген М в одинарной дозе.

Непрямой антиглобулиновый тест, проведенный 
при 10 °С, усиливает активность антител.

Терапия глюкокортикостероидами способствует 
снижению титра аллоантител и устранению несоответ-
ствия прямого и обратного методов определения груп-
пы крови АВО.

Заключение. При проведении обязательного пред-
трансфузионного скрининга антител и идентифика-
ции группы крови системы АВО можно столкнуться с 
трудностями, обусловленными свойствами некоторых 
аллоантител. Выявлены особенности взаимодействия 
анти-М антител класса IgM со специфическими анти-
генами тест-эритроцитов, которые могут взаимодей-
ствовать с М антигеном, экспрессированном на тест-
эритроцитах А1, В при определении группы крови 
АВО, что ведёт к ложноположительному выявлению 
экстраагглютининов. В непрямом антиглобулиновом 
тесте наблюдается снижение агглютинации эритроци-
тов, экспрессирующих антиген М в одинарной дозе. 
Непрямой антиглобулиновый тест, проведённый при 

10 °С, усиливает активность антител. Терапия глю-
кокортикостероидами способствует снижению титра 
аллоантител и устранению несоответствия прямого и 
обратного методов определения группы крови АВО.
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Актуальную проблему ортопедической стоматологии представляет высокая степень риска возникновения кандидозного 
стоматита у пациентов, находящихся на ортопедической реабилитации, что обусловлено комплексом существующих не-
благоприятных факторов, присутствующих в полости рта и обеспечивающих мощный негативный потенциал, способству-
ющий развитию выраженного нарушения микробиоценоза в полости рта. Использование математических методов позво-
ляет получить более полную информацию о пациенте, возможных диагнозах, об эффективности различных планов лечения. 
Цель: оценить с помощью теоремы Байеса риск развития кандидозного стоматита у пациентов, пользующихся съёмными 
зубными протезами на этапах ортопедической реабилитации при оценке вероятности наличия Candida albicans в полости 
рта. Материал и методы. Проведена оценка вероятности наличия грибов при конкретном симптомокомплексе, определены 
информативные признаки. 
Результаты. Полученные результаты представляют важное значение в стоматологической практике и клинической лабо-
раторной диагностике.
Ключевые слова: теорема Байеса; информативные показатели; ортопедическая реабилитация; съёмные протезы; грибы; 
полость рта.

Для цитирования: Чеснокова М . Г ., Чесноков В . А ., Миронов А . Ю ., Турчанинов Д . В . Байесовские подходы к определе-
нию грибов Candida albicans слизистой оболочки полости рта пациентов на этапах проведения ортопедической реабилита-
ции . Клиническая лабораторная диагностика . 2023; 68 (12): 744-750 .   
DOI: https://doi .org/10 .51620/0869-2084-2023-68-12-744-750
Для корреспонденции: Чеснокова Марина Геннадьевна, д-р мед . наук, проф . каф . микробиологии, вирусологии и иммуно-
логии; e-mail: chesnokova_marin@mail .ru
Финансирование. Исследование не имело спонсорской поддержки .
Конфликт интересов . Авторы заявляют об отсутствии конфликта интересов .
Поступила 25 .10 .2023
Принята к печати 27 .10 .2023
Опубликовано 10 .12 .2023

Chesnokova M. G.1,2, Chesnokov V. A.3, Mironov A. Yu.4,5, Turchaninov D.V.1

BAYESIAN APPROACHES TO THE IDENTIFICATION OF FUNGI C . ALBICANS IN THE ORAL MUCOSA AT 
THE STAGES OF ORTHOPEDIC REHABILITATION

1FGBOU VO «Omsk State Medical University» of the Ministry of Health of the Russian Federation, 644099, Omsk, Russia;
2FGBOU VO «Omsk State Technical University», of the Ministry of Science and Higher Education of the Russian Federation, 
644050, Omsk, Russia;
3BUZOO GSP № 4, 644030, Omsk, Russia;
4FBUN G. N. Gabrichevsky Moscow Research Institute for Epidemiology and Microbiology. Rospotrebnadzor, 125212, Moscow, 
Russia;
5Federal scientific and clinical center for specialized types of medical care and medical technologies FMBA, 125371, Moscow, 
Russia



745

RUSSIAN CLINICAL LABORATORY DIAGNOSTICS. 2023; 68(12)
https://doi.org/10.51620/0869-2084-2023-68-12-744-750

MICROBIOLOGY

An urgent problem of orthopedic dentistry is the high risk of candidal stomatitis in patients undergoing orthopedic rehabilitation, 
which is due to a complex of existing unfavorable factors present in the oral cavity and providing a powerful negative potential that 
contributes to the development of a pronounced violation of microbiocenosis in the oral cavity.
The use of mathematical methods allows you to get more complete information about the patient, about possible diagnoses and about 
the effectiveness of various treatment plans.
The purpose of the study was to assess, using the Bayes theorem, the risk of developing candidal stomatitis in patients using remov-
able dentures at the stages of orthopedic rehabilitation when assessing the likelihood of having Candida albicans in the oral cavity.
An assessment of the probability of the presence of yeast-like fungi in a specific symptom complex was carried out, informative signs 
were determined. The results obtained are of great importance in dental practice and clinical laboratory diagnostics
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На протяжении последних десятилетий происходит 
более глубокое проникновение математических мето-
дов и компьютерных технологий в медицинскую прак-
тику. Многие медицинские задачи, при решении кото-
рых математические методы раньше не применялись 
вследствие огромных вычислительных трудностей, 
являются доступными для статистического анализа и 
точного решения [1-3].

Использование математических методов позволяет 
получить более полную информацию о пациенте, воз-
можных диагнозах и об эффективности различных пла-
нов лечения [4,5]. Неопределённость в медицинской 
диагностике может быть измерена некоторым спосо-
бом, зависящим от человеческого суждения, что делает 
возможным дальнейшую разработку технологии диа-
гностики. Подход, лежащий в основе этой технологии 
и базирующийся на персоналистическом  взгляде на 
вероятность, называют байесовским подходом. Байе-
совские статистические методы представляют собой 
отличный от общепринятого подход к теории статисти-
ческого вывода.

В наших предыдущих исследованиях теорема Байеса 
применялась для оценки вероятности наличия S. mutans 
или S. sanguis микробиома полости рта у пациентов с 
несъёмными ортодонтическими аппаратами при кон-
кретном симптомокомплексе [5]. Высокая степень риска 
возникновения кариеса у детей, находящихся на орто-
донтическом лечении, часто обусловлена комплексом 
существующих неблагоприятных факторов [6-9], при-
сутствующих в полости рта и обеспечивающих мощный 
негативный потенциал, создающий выраженную карие-
согенную ситуацию в полости рта [10,11].

Представляет несомненный интерес развитие микоти-
ческой колонизации поверхности съёмных зубных про-
тезов, что часто ведёт к их дальнейшей биодеструкции 
и представляет актуальную проблему ортопедической 

стоматологии [12,13]. Вероятность развития протезного 
стоматита на слизистой оболочке протезного ложа при 
применении полных съёмных пластинчатых протезов па-
циентами может составлять от 15 до 70% [14-17].

Неудовлетворительное гигиеническое состояние 
полости рта обусловлено плохим уходом за ортопеди-
ческими конструкциями, остатками частиц пищи, явля-
ющихся субстратом жизнедеятельности микроорганиз-
мов, особенно, в межпроксимальных зонах, в придес-
невой области, на спинке языка, на элементах протеза, 
неудовлетворительной фиксацией и стабилизацией 
съёмных ортопедических конструкций, недостаточной 
фиксацией протеза при ношении. Рассмотренные фак-
торы обусловливают возникновение дисбиотического 
сдвига полости рта, сопровождающегося увеличением 
роста условно-патогенных микроорганизмов (УПМ), 
развитием микотической колонизации слизистой обо-
лочки и базисной поверхности протеза и возникнове-
нием протезных стоматитов [18].

Высокая степень риска возникновения кандидозно-
го стоматита у пациентов, находящихся на ортопеди-
ческой реабилитации, связана с комплексом существу-
ющих неблагоприятных факторов, присутствующих в 
полости рта и обеспечивающих негативный потенциал, 
способствующий развитию выраженного нарушения 
микробиоценоза в полости рта [19,20].

Цель исследования: оценить с помощью теоремы 
Байеса риск развития кандидозного стоматита у паци-
ентов, пользующихся съёмными зубными протезами на 
этапах ортопедической реабилитации при оценке веро-
ятности наличия Candida albicans в полости рта.

Материал и методы. Основные идеи байесовского 
статистического подхода соответствуют следующему: 
1) вероятности являются упорядоченными мнениями;
2) статистика связана с пересмотром мнений в свете
новой информации; 3) теорема Байеса из теории ве-
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роятностей является оптимальным формальным пра-
вилом, которое указывает, как именно должен быть 
сделан такой пересмотр. Вероятности служат для ко-
личественного выражения неопределённости, а субъ-
ективные меры вероятности позволяют выразить сте-
пень уверенности относительно данного признака, 
симптома или диагноза. Субъективная мера вероятно-
сти даёт возможность клиницисту выразить, насколько 
он уверен в клиническом заключении, в терминах от-
носительных шансов или отношений правдоподобия. 
Субъективная мера вероятности - число, заключенное 
между 0 и 1 и выражающее степень уверенности неко-
его идеализированного субъекта в истинности данного 
утверждения.

Относительные шансы и отношения правдоподобия 
выражаются числами. Математическое определение 
условной вероятности симптома S при данном забо-
левании D таково: P(S|D)=P(SD)/P(D), причём исклю-
чается случай P(D)=0 (1). Символ S обозначает любые 
сведения о пациенте в терминах симптомов, признаков 
и диагностических тестов. Все то, что мы обозначаем 
через S, будем называть одним термином – «симпто-
мы», понимая под этим комплекс симптомов, признаки, 
лабораторные данные и т. д. Символ D обозначает за-
болевание (или определённое состояние, например на-
личие определённого вида микроорганизмов в некото-
рой концентрации). Обозначение вида P(S|D) читается 
следующим образом: «вероятность S при данном D».

Простые алгебраические преобразования урав-
нения (1) приводят к основной формуле Байеса: 
P(D|S)=P(S|D)P(D)/P(S). (2) -  при условии, что величи-
ны P(D) и P(S) не равны нулю. P(D|S) - конечная, или 
апостериорная, вероятность наличия Candida albicans 
у пациентов, пользующихся съёмными зубными про-
тезами представляет собой вероятность его наличия, 
«условную» по отношению ко всем предыдущим све-
дениям. P(S|D) формально есть вероятность того, что 
данные симптомы будут обнаружены, если выделение 
грибов действительно имеет место. Эта величина вы-
ражает существенность данных симптомов для обна-
ружения этого представителя микробиома полости рта. 
Получение значений P(S|D) для каждого симптома и 
диагноза является важным шагом при использовании 
теоремы Байеса в медицинской диагностике. В стати-
стических приложениях величину P(S|D) получают при 
помощи вычислений, основанных на так называемой 
статистической модели (например, на предположении 
о том, что наблюдаемые данные подчиняются нормаль-
ному распределению); в других приложениях величину 
P(S|D) или какое-либо другое число, выполняющее ту 
же функцию, можно определить непосредственно из 
субъективного суждения.

С помощью теоремы Байеса проанализированы ме-
дицинские данные с точки зрения их диагностической 
ценности. Установлены характерные 40 симптомов, 
признаков, факторов риска, фоновые заболевания при 
ортопедической реабилитации пациентов, определена 
вероятность их обнаружения и отношение правдоподо-
бия при концентрации грибов вида Candida albicans в 
полости рта пациентов, использующих съёмные зубные 
протезы. Микологическое исследование биоматериала 
от пациентов проводили при посеве на среду Сабуро 
с выделением чистой культуры грибов и дальнейшей 

видовой идентификацией. Пациенты, находящиеся на 
ортопедическом лечении разделены на 4 группы. В 1-ю 
группу вошли пациенты с полным отсутствием зубов, 
пользующиеся съёмными зубными акриловыми проте-
зами, продолжительностью ношения до 3-х лет (59 че-
ловек) с кандидозным стоматитом, во 2-ю контрольную 
группу - пациенты, пользующиеся протезами c продол-
жительностью ношения до 3-х лет

 ( 65 человек) без кандидозного стоматита. 3-я груп-
па представлена пациентами со сроком  пользования 
съёмными зубными протезами более 3-х лет (73 чело-
века) с кандидозным стоматитом, 4-я группа - пациен-
тами с аналогичным сроком пользования протезами 
более 3-х лет (71 человек) без кандидозного стоматита.

Результаты. Результаты анализа симптомов и при-
знаков по отношению правдоподобия L(D1;S) у па-
циентов с кандидозным стоматитом представлены в 
табл. 1. Наиболее специфичными и информативными 
симптомами (признаками), позволяющими с высокой 
вероятностью определить наличие грибов в биотопе 
слизистой оболочки полости рта с продолжительно-
стью ношения съёмных протезов до 3-х лет являлись 
гиперемия слизистой оболочки (6,794); сухость слизи-
стой оболочки рта (5,823); наличие налёта на слизистой 
оболочке под протезом (3,777); наличие «заед» (2,571); 
налёт на поверхности протеза (2,479); наличие налёта 
на языке (1,983); частое применение антимикробных 
препаратов (АМП) (1,864); состояние слизистой обо-
лочки полости рта по Суппле 2-го типа (1,731); пигмен-
тация поверхности протеза (1,629); кандидоз полости 
рта (1,515); отсутствие достаточной фиксации протеза 
(1,347); клинические признаки стоматита (1,441); кан-
дидоз ЖКТ (1,259); жалобы при использовании протеза 
(1,231); состояние слизистой оболочки полости рта по 
Суппле 3 типа (1,202); балансирование протеза (1,140); 
длительное курение (1,102); приём кондитерских из-
делий более 5 раз (1,180); жжение слизистой оболочки 
рта в связи с предыдущим лечением (1,102); индекс чи-
стоты протезов Улитовского-Леонтьева с очень плохим 
уровнем (1,157); индекс фиксации съёмного протеза по 
С.Б. Улитовскому - А.А. Леонтьеву с хорошим уров-
нем фиксации (1,102); состояние слизистой оболочки 
полости рта по Суппле 4-го типа (1,102); количество 
коррекций протеза за последний год 3-4 раза (1,054); 
пол мужской (1,035); устойчивость съёмных протезов 
неудовлетворительная (1,023); возраст пациента от 
65 до 70 лет (1,026); устойчивость съёмных протезов 
удовлетворительная (1,047); индекс фиксации съёмно-
го протеза по С.Б. Улитовскому - А.А. Леонтьеву с не-
удовлетворительным уровнем (1,017).

Клинические индексы, симптомы, характеризую-
щие пол женский (0,964); сахарный диабет (0,964); воз-
раст пациента от 60 до 65 лет (0,979); индекс чисто-
ты протезов Улитовского-Леонтьева - плохой уровень 
(0,979); устойчивость полных съёмных пластиночных 
протезов хорошая (0,960); индекс фиксации съёмного 
протеза по С.Б. Улитовскому - А.А. Леонтьеву - удов-
летворительная фиксация (0,957); приём кондитерских 
изделий менее 5 раз (0,950); изготовление нового про-
теза (0,932)%; индекс чистоты протезов Улитовского-
Леонтьева - удовлетворительный уровень (0,898); коли-
чество коррекций протеза за последний год 0 (0,892); 
поломка протеза с последующей починкой (0,881); 
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состояние слизистой оболочки полости рта по Суппле 
1-го типа (0,806) отнесены к пограничным значениям и
у данной группы пациентов учитывались как неинфор-
мативные L (D1;S)<1.

Симптомы и признаки по отношению правдоподо-
бия при выявлении представителя микобиоты полости 
рта у пациентов 3-й и 4-й обследуемых групп представ-
лены в табл. 2.

Т а б л и ц а  1
Субъективные меры вероятности и отношение правдоподобия для симптомов у пациентов при ортопедическом лечении до 3-х лет 

(прогнозирование содержания C. albicans)

Код Симптом, признак P(S|D1) I-я 
группа

P(S|D2) 2-я 
группа

Шанс для па-
циентов с КС

Отношение прав-
доподобия для 

пациентов с КС 
L(D1;S)

S1 Кандидоз ЖКТ 0,1356 0,1077 0,157 1,259
S2 Частое применение АМП 0,3729 0,2000 0,595 1,864
S3 Кандидоз полости рта 0,1864 0,1231 0,229 1,515
S4 Сахарный диабет 0,1186 0,1231 0,135 0,964
S5 Пол женский 0,4746 0,4923 0,903 0,964
S6 Пол мужской 0,5254 0,5077 1,107 1,035
S7 Возраст пациента от 60 до 65 лет 0,5424 0,5538 1,185 0,979
S8 Возраст пациента от 65 до 70 лет 0,4576 0,4462 0,844 1,026

S9 Устойчивость полных съёмных пластиночных протезов (неудовлет-
ворительный уровень) 0,2203 0,2154 0,283 1,023

S10 Устойчивость полных съёмных пластиночных протезов (удовлетво-
рительный уровень) 0,3220 0,3077 0,475 1,047

S11 Устойчивость полных съёмных пластиночных протезов (хороший 
уровень) 0,4576 0,4769 0,844 0,960

S12 Состояние слизистой оболочки полости рта по Суппле 1 типа 0,5085 0,6308 1,034 0,806
S13 Состояние слизистой оболочки полости рта по Суппле 2 типа 0,1864 0,1077 0,229 1,731
S14 Состояние слизистой оболочки полости рта по Суппле 3 типа 0,2034 0,1692 0,255 1,202
S15 Состояние слизистой оболочки полости рта по Суппле 4 типа 0,1017 0,0923 0,113 1,102
S16 Клинические признаки стоматита 0,2881 0,2000 0,405 1,441
S17 Приём кондитерских изделий более 5 раз 0,2542 0,2154 0,341 1,180
S18 Приём кондитерских изделий менее 5 раз 0,7458 0,7846 2,933 0,950
S19 Наличие налёта на слизистой оболочке под протезом 0,4068 0,1077 0,686 3,777
S20 Наличие налёта на языке 0,3051 0,1538 0,439 1,983
S21 Сухость слизистой оболочки рта 0,6271 0,1077 1,682 5,823
S22 Отсутствие достаточной фиксации протеза 0,3729 0,2769 0,595 1,347
S23 Длительное курение 0,2881 0,2615 0,405 1,102
S24 Изготовление нового протеза 0,1864 0,2000 0,229 0,932
S25 Поломка протеза (починка) 0,2034 0,2308 0,255 0,881
S26 Жалобы при использовании протеза 0,3220 0,2615 0,475 1,231
S27 Количество коррекций протеза за последний год 0 0,2881 0,3231 0,405 0,892
S28 Количество коррекций протеза за последний год 3-4 раза 0,3729 0,3538 0,595 1,054
S29 Наличие «заед» 0,2373 0,0923 0,311 2,571
S30 Гиперемия слизистой оболочки 0,6271 0,0923 1,682 6,794
S31 Пигментация поверхности протеза 0,5763 0,3538 1,360 1,629
S32 Наличие налёта на поверхности протеза 0,6102 0,2462 1,565 2,479
S33 Балансирование протеза 0,5085 0,4462 1,034 1,140

S34 Индекс фиксации съёмного протеза по С.Б. Улитовскому - А.А. 
Леонтьеву - неудовлетворительная фиксация 0,2034 0,2000 0,255 1,017

S35 Индекс фиксации съёмного протеза по С.Б. Улитовскому - А.А. 
Леонтьеву - удовлетворительная фиксация 0,5593 0,5846 1,269 0,957

S36 Индекс фиксации съемного протеза по С.Б. Улитовскому - А.А. 
Леонтьеву - хорошая фиксация 0,2373 0,2154 0,311 1,102

S37 Индекс чистоты протезов Улитовского-Леонтьева -  очень плохой 
уровень 0,3559 0,3077 0,553 1,157

S38 Индекс чистоты протезов Улитовского-Леонтьева -  плохой уровень 0,3729 0,4154 0,595 0,979

S39 Индекс чистоты протезов Улитовского-Леонтьева - удовлетвори-
тельный уровень 0,2712 0,2769 0,372 0,898

S40 Жжение слизистой оболочки рта в связи с предыдущим лечением 0,6441 0,5846 1,810 1,102
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Т а б л и ц а  2
Субъективные меры вероятности и отношение правдоподобия для симптомов у пациентов при ортопедической реабилитации 

продолжительностью более 3 лет (прогнозирование содержания C. albicans)

Код Симптом, признак P(S|D1) 3-я 
группа

P(S|D1) 4-я 
группа

Шанс для па-
циентов с КС

Отношение правдопо-
добия для пациентов с 

КС L(D1;S)
S1 Кандидоз ЖКТ 0,1507 0,0845 0,177 1,783
S2 Частое применение АМП 0,3425 0,2535 0,521 1,351
S3 Кандидоз полости рта 0,2055 0,0845 0,259 2,432
S4 Сахарный диабет 0,1370 0,0986 0,159 1,389
S5 Пол женский 0,4658 0,5775 0,872 0,807
S6 Пол мужской 0,5342 0,4225 1,147 1,264
S7 Возраст пациента от 60 до 65 лет 0,5205 0,4648 1,086 1,120

S8 Возраст пациента от 65 до 70 лет 0,4795 0,5352 0,921 0,896

S9 Устойчивость полных съёмных пластиночных протезов не-
удовлетворительный уровень 0,3973 0,3521 0,659 1,128

S10
Устойчивость полных съёмных пластиночных протезов удов-
летворительный 
уровень

0,3699 0,2676 0,587 1,382

S11 Устойчивость полных съёмных пластиночных протезов хоро-
ший уровень 0,2329 0,3803 0,304 0,612

S12 Состояние слизистой оболочки полости рта по Суппле 1 типа 0,3014 0,2958 0,431 1,019
S13 Состояние слизистой оболочки полости рта по Суппле 2 типа 0,2055 0,3521 0,259 0,584
S14 Состояние слизистой оболочки полости рта по Суппле 3 типа 0,3836 0,2817 0,622 1,362
S15 Состояние слизистой оболочки полости рта по Суппле 4 типа 0,1096 0,0845 0,123 1,297
S16 Клинические признаки стоматита 0,3288 0,2254 0,490 1,459
S17 Приём кондитерских изделий более 5 раз 0,3699 0,2676 0,587 1,382
S18 Приём кондитерских изделий менее 5 раз 0,6301 0,7324 1,704 0,860
S19 Наличие налёта на слизистой оболочке под протезом 0,6438 0,3099 1,808 2,078
S20 Наличие налёта на языке 0,6027 0,2254 1,517 2,675
S21 Сухость слизистой оболочки рта 0,6301 0,1972 1,704 3,196
S22 Отсутствие достаточной фиксации протеза 0,5342 0,3803 1,147 1,405
S23 Длительное курение 0,3151 0,1972 0,460 1,598
S24 Изготовление нового протеза 0,3014 0,2676 0,431 1,126
S25 Поломка протеза (починка) 0,2740 0,1831 0,377 1,496
S26 Жалобы при использовании протеза 0,2055 0,1831 0,259 1,122
S27 Количество коррекций протеза за последний год 0 0,1781 0,1972 0,217 0,903
S28 Количество коррекций протеза за последний год 3-4 раза 0,1918 0,0845 0,237 2,269
S29 Наличие «заед» 0,4521 0,1690 0,825 2,675
S30 Гиперемия слизистой оболочки 0,8493 0,2113 5,636 4,020
S31 Пигментация поверхности протеза 0,8356 0,4648 5,083 1,798
S32 Наличие налёта на поверхности протеза 0,8630 0,3380 6,300 2,553
S33 Балансирование протеза 0,6164 0,6056 1,607 1,018

S34 Индекс фиксации съемного протеза по С.Б. Улитовскому - 
А.А. Леонтьеву неудовлетворительный уровень 0,3562 0,2535 0,553 1,405

S35 Индекс фиксации съемного протеза по С.Б. Улитовскому - 
А.А. Леонтьеву удовлетворительный уровень 0,4658 0,3662 0,872 1,272

S36 Индекс фиксации съемного протеза по С.Б. Улитовскому - 
А.А. Леонтьеву хороший уровень 0,1781 0,3803 0,217 0,468

S37 Индекс чистоты протезов Улитовского-Леонтьева очень пло-
хой уровень чистоты 0,3288 0,2394 0,490 1,373

S38 Индекс чистоты протезов Улитовского-Леонтьева плохой 
уровень чистоты 0,3151 0,1972 0,460 1,598

S39 Индекс чистоты протезов Улитовского-Леонтьева удовлетво-
рительный уровень чистоты 0,3562 0,5634 0,553 0,632

S40 Жжение слизистой оболочки рта в связи с предыдущим лече-
нием 0,5342 0,2394 1,147 2,231

Изучение cимптомов и признаков по отношению 
правдоподобия L(D1;S) у пациентов при ортопедиче-
ской реабилитации продолжительностью более 3-х 
лет установило наибольшую специфичность и инфор-

мативность показателей, по которым с высокой веро-
ятностью можно определить наличие в полости рта 
грибы, принадлежащие к виду C. albicans. К данным 
признакам следует отнести гиперемию слизистой обо-
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лочки полости рта (4,020); сухость слизистой оболочки 
рта (3,196); наличие «заед» (2,675); наличие налёта на 
языке (2,675); наличие налёта на поверхности проте-
за (2,553); кандидоз полости рта (2,432); количество 
коррекций протеза за последний год 3-4 раза (2,269); 
жжение слизистой оболочки рта в связи с предыдущим 
лечением (2,231); наличие налёта на слизистой обо-
лочке под протезом (2,078); пигментация поверхности 
протеза (1,798); кандидоз ЖКТ (1,783); длительное ку-
рение (1,598); индекс чистоты протезов Улитовского-
Леонтьева - плохого уровня (1,598); поломка протеза с 
последующей починкой (1,496); клинические признаки 
стоматита (1,459); индекс фиксации съёмного протеза 
по С.Б. Улитовскому - А.А. Леонтьеву - неудовлетво-
рительного уровня фиксации (1,405); отсутствие до-
статочной фиксации протеза (1,405); сахарный диа-
бет (1,389); приём кондитерских изделий более 5 раз 
(1,382); устойчивость полных съёмных пластиночных 
протезов удовлетворительного уровня (1,382); индекс 
чистоты протезов Улитовского-Леонтьева - очень пло-
хого уровня (1,373); состояние слизистой оболочки ро-
товой полости по Суппле 3-го типа (1,362); состояние 
слизистой оболочки ротовой полости по Суппле 4-го 
типа (1,297); индекс фиксации съёмного протеза по 
С.Б. Улитовскому - А.А. Леонтьеву -  удовлетворитель-
ного уровня фиксации (1,272); пол мужской (1,264); 
устойчивость полных съёмных пластиночных проте-
зов неудовлетворительная (1,128); изготовление ново-
го протеза (1,126); жалобы при использовании протеза 
(1,122); возраст пациента от 60 до 65 лет (1,120); состо-
яние слизистой оболочки полости рта по Суппле 1-го 
типа (1,019); балансирование протеза (1,018).

Интересно отметить, что у пациентов данных групп 
обследования анализ признаков по отношению прав-
доподобия показал данные, которые свидетельствуют 
об отсутствии информативности L(D1;S)<1. Вместе 
с тем, наиболее высокие показатели выявлены у сим-
птомов и признаков - количество коррекций протеза за 
последний год 0 (0,903); возраст пациента от 65 до 70 
лет (0,896); приём кондитерских изделий менее 5 раз 
(0,860); принадлежность к женскому полу (0,807); ин-
декс чистоты протезов Улитовского-Леонтьева 3,0-3,9 
с удовлетворительным уровнем (0,632); устойчивость 
полных съёмных пластиночных протезов с хорошим 
уровнем (0,612); состояние слизистой оболочки поло-
сти рта по Суппле 2-го типа (0,584); индекс фиксации 
съёмного протеза по С.Б. Улитовскому - А.А. Леонтье-
ву с хорошим уровнем фиксации при 21-40% (0,468).

С помощью теоремы Байеса проведён анализ ме-
дицинских данных пациентов в период ортопедиче-
ской реабилитации с точки зрения их диагностической 
ценности. Установление характера отношения прав-
доподобия для содержания C. albicans при выделении 
из биотопа слизистой оболочки полости рта пациен-
тов позволило определить информативные признаки. 
Определены характерные 40 симптомов, признаков, 
факторов риска, фоновые заболевания, вероятность их 
обнаружения и отношение правдоподобия при концен-
трации грибов C. albicans в полости рта пациентов.

Заключение. Теорема Байеса применена для оцен-
ки вероятности наличия определённого представителя 
микобиоты в определённой концентрации при конкрет-
ном симптомокомплексе. Используя частоты, вычисле-

на вероятность наличия C. albicans у предполагаемого 
пациента (частоты рассчитаны для пациентов с полным 
отсутствием зубов, пользующихся съёмными зубными 
акриловыми протезами).

Получение значений конечной или апостериорной 
вероятности наличия грибов C. albicans у пациентов, 
находящихся на ортопедической реабилитации, для 
каждого симптома и диагноза является важным шагом 
при использовании теоремы Байеса в клинической ла-
бораторной диагностике и, безусловно, в стоматологи-
ческой практике с целью установления риска развития 
кандидозной инфекции и оценки интенсивности раз-
вития кандидозного стоматита, что позволяет своевре-
менно не только диагностировать, но и начать лечеб-
ные мероприятия, направленные на улучшение микро-
экологии полости рта пациента. 
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ОСОБЕННОСТИ ДИАГНОСТИКИ ОСНОВНЫХ ЛЕГОЧНЫХ ПАТОГЕНОВ ПРИ 
МУКОВИСЦИДОЗЕ (ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ)

ФГАОУ ВО Российский Национальный исследовательский медицинский университет им. Н.И. Пирогова Минздрава РФ, 
117997, Москва, Россия

Муковисцидоз (кистозный фиброз) - наследственное заболевание, характеризующееся множественным поражением орга-
нов и систем, включая респираторный тракт, репродуктивную и пищеварительную системы. Наиболее частым проявлени-
ем муковисцидоза является нарушение бронхиальной секреции, сопровождающееся развитием бронхоoбструкции и хрониче-
ским инфекционным процессом в дыхательных путях (лёгочная болезнь). К патогенам, имеющим приоритетное клиническое 
значение в патогенезе лёгочной болезни, относят Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Haemophilus influenzae, 
Burkholderia cepacia complex (BCC), Stenotrophomonas maltophilia, Achromobacter spp., нетуберкулёзные виды рода Myco-
bacterium (НТМ). Обзор посвящён микробиологической диагностике при лёгочной болезни у пациентов с муковисцидозом, 
описаны задачи и особенности методов выделения, идентификации, генетического типирования и оценки антимикробной 
резистентности (АМР) приоритетных лёгочных патогенов. Поиск литературы проведён с использованием базы данных 
PubMed, Российской научной электронной библиотеки eLIBRARY, поисковых систем Европейского общества микробиоло-
гии и инфекционных болезней (ESCMID), Европейского общества муковисцидоза (ECFS). Особенностью диагностики S. au-
reus является необходимость поиска морфотипа «малых колоний» (SCV-морфотип), метициллин-резистентных изолятов, 
штаммов с необычным резистентным фенотипом. При диагностике P. aeruginosa, помимо фенотипической оценки АМР, 
следует анализировать наличие генов β-лактамаз. При выделении H. influenzae, SCV-морфотипа S. maltophilia и BCC важно 
учитывать особые требования к составу питательных сред и условиям культивирования. Достоверную идентификацию 
большинства видов BCC и Achromobacter можно провести только на основе технологий секвенирования. Особенностями 
выделения и идентификации НТМ является длительное время культивирования и необходимость применения технологий 
секвенирования для верификации видовой принадлежности. При диагностике S. aureus, P. aeruginosa, Achromobacter spp. 
следует детектировать штаммы, относящиеся к эпидемическим клонам.
Ключевые слова: муковисцидоз/кистозный фиброз; Staphylococcus aureus; Pseudomonas aeruginosa; Haemophilus influenzae; 
Burkholderia cepacia complex; Stenotrophomonas maltophilia; Achromobacter spp.; нетуберкулезные виды рода Mycobacterium.
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Bocharova Yu.A.
DIAGNOSTIC FEATURES OF MAJOR RESPIRATORY PATHOGENS IN CYSTIC FIBROSIS (REVIEW OF 
LITERATURE)
Pirogov Russian National Research Medical University, 117997, Moscow, Russia

Cystic fibrosis (CF) is a genetic disease affecting multiple organs including respiratory tract, reproductive and digestive systems. The 
most common manifestation of CF is altered fluid transport across airway epithelium leading to bronchial obstruction and chronic 
respiratory infections (lung disease). The list of major respiratory pathogens in CF includes Staphylococcus aureus, Pseudomonas 
aeruginosa, Haemophilus influenzae, Burkholderia cepacia complex (BCC), Stenotrophomonas maltophilia, Achromobacter spp., 
nontuberculous mycobacteria (NTM). This review aims to describe microbiological diagnostics features (including isolation, 
identification, typing, antibiotic susceptibility testing features) of lung disease in CF patients. A literature search was performed 
in PubMed database, Russian scientific electronic library eLIBRARY, search systems of European Society of Clinical Microbiology 
and Infectious Diseases (ESCMID), European Cystic Fibrosis Society (ECFS). The main diagnostic feature of S. aureus is the need 
for searching the small colony variant (SCV) morphotype and methicillin-resistant isolates. In P. aeruginosa diagnostics, not only 
phenotypic antibiotic susceptibility testing, but also beta-lactamases genes detection should be performed. For H. influenzae, S. 
maltophilia SCV-morphotype and BCC isolation special requirements for the culture medium composition and cultivation conditions 
need to be considered. The most BCC and Achromobacter species can be identified only based on gene sequencing. Isolation and 
identification features of NTM are long cultivation time and the need for species affiliation verifying using sequence technologies. 
Moreover, in S. aureus, P. aeruginosa, Achromobacter spp. diagnostics, the isolates belonging to the epidemic clones should be 
detected, since such isolates can impact patient outcomes and pose the threat to other CF patients.
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complex; Stenotrophomonas maltophilia; Achromobacter spp.; nontuberculous mycobacteria.
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Введение. Муковисцидоз (МВ) или, согласно новой 
версии международной классификации болезней, ки-
стозный фиброз, - врождённое заболевание, обуслов-
ленное мутациями в гене белка CFTR (муковисцидоз-
ного трансмембранного регулятора проводимости) [1]. 
Поломки CFTR ведут к нарушению транспорта ионов 
хлора через мембрану и значительным патологическим 
изменениям на уровне слизистых оболочек лёгких, 
поджелудочной железы, кишечника, почек [2]. Это со-
провождается угнетением местного иммунитета, экс-
пансией условно-патогенной микрофлоры и глобаль-
ными метаболическими расстройствами, что в итоге 
приводит к катастрофическому сокращению жизни 
пациентов. Медиана возраста смерти пациентов с МВ 
в 2020 году в Европейском Союзе составила 33,0 го-
да, в России - 15,5 лет [3, 4]. Главной причиной смерт-
ности при МВ является нарушение лёгочной функции 
вследствие инфекционного поражения бронхолёгочно-
го аппарата [4]. Несмотря на успешные результаты от 
внедрения новых корректоров CFTR-протеина (элекса-
кафтор/тезакафтор/ивакафтор) [5], МВ ещё долгое вре-
мя будет оставаться актуальной проблемой здравоохра-
нения. Это связано с возрастными ограничениями при-
менения корректоров, а также с тем, что корректоры 
CFTR-протеина способны восстанавливать функцию 
трансмембранного регулятора проводимости не при 
всех типах мутаций гена CFTR.

Считается, что в рамках мультидисциплинарного под-
хода к лечению МВ, мероприятия, направленные на эра-
дикацию респираторных патогенов, играют важнейшую 
роль. Основой эрадикации является грамотная микробио-
логическая диагностика. Хотя основные диагностические 
процедуры описаны в национальных руководствах, ряд 
вопросов, касающихся масс-спектрометрической диагно-
стики, применения генетических методов оценки, выяв-
ления внутривидовых клонов высокого эпидемического 
риска, требуют детализации.

В целом, актуальные практически значимые цели 
микробиологической диагностики при работе с муко-
висцидозными патогенами направлены на: 1) таксоно-
мическую идентификацию патогена, 2) оценку анти-
микробной резистентности (АМР), 3) предсказание 
опасности изолированного патогена - индивидуальный 
прогноз для пациента и прогнозирование эпидемиоло-
гической опасности для окружающих. При идентифи-
кации бактерий в ряде случаев важно обращать внима-
ние не только на видовую принадлежность, но и на их 
отношение к клонам с особым эпидемическим риском, 
которые могут иметь негативное прогностическое 
значение при МВ. Это особенно актуально для Pseu-
domonas aeruginosa [6]. Иногда достаточно определе-
ния принадлежности патогена лишь к внутриродовой 

группе, что логично делать при определении предста-
вителей Burkholderia cepacia complex (см. ниже). Оцен-
ка чувствительности к антимикробным препаратам 
(АМП) вызывает спорные вопросы в случаях, когда фе-
нотипические методы пытаются заменить молекуляр-
но-генетическим тестированием. Такие ситуации тре-
буют тщательного анализа. Что касается предсказания 
опасности изолированного агента, то нужно помнить 
не только о его угрозе для конкретного пациента, но и о 
прогнозирования эпидемиологической опасности это-
го патогена для окружающих (пациентов, иммуноком-
прометированных родственников и т. д.).

Цель: на основе анализа данных из современных 
научных источников определить конкретные задачи и 
методические подходы рациональной микробиологи-
ческой диагностики при лёгочной болезни у пациентов 
с муковисцидозом. Идея обзора акцентирована на со-
временных представлениях об идентификации, оценке 
АМР и задачах молекулярно-генетического тестиро-
вания приоритетных лёгочных патогенов при МВ для 
клинической и эпидемиологической практики.

Бактерии, имеющие наибольшее клиническое зна-
чение в патогенезе лёгочной болезни при муковисци-
дозе. Согласно данным мировой статистики, перечень 
наиболее опасных для МВ-пациентов бактерий вклю-
чает: Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, 
Haemophilus influenzae, Burkholderia cepacia complex 
(BCC), Stenotrophomonas maltophilia, Achromobacter 
spp., нетуберкулёзные виды рода Mycobacterium [3].

Staphylococcus aureus. S. aureus часто выявляется 
в респираторных образцах, их обнаружение может на-
блюдаться более, чем у 50% пациентов с МВ [7]. Уста-
новлено, что у 40% МВ-пациентов изоляты S. aureus 
имели нормальный фенотип, примерно у 6% пациен-
тов присутствовали одновременно S. aureus нормаль-
ного фенотипа и популяции, рост которых описан как 
феномен «малых колоний» (SCV, от англ. «small colony 
variants»), у 2% пациентов выделены исключительно S. 
aureus SCV-фенотипа [8]. Изоляция S. aureus нормаль-
ного фенотипа обычно не представляет труда и рутин-
но выполняется в течение 24-48 часов при 35 оС. Об-
наружение SCV-популяции является более сложным. 
Для их выявления рекомендуется увеличить время ин-
кубации до 72 часов [9]. Особые требования для вы-
явления стафилококков SCV-фенотипа касаются пита-
тельных сред. Для выделения стафилококков нормаль-
ного фенотипа успешно используются селективные 
среды с повышенной концентрацией натрия хлорида 
(6,5-10,0%), содержащие маннит, а для выявления ле-
цитиназной активности - фосфатидилхолин (лецитин), 
либо хромогенные агары, эффективность которых в 
настоящее время достигает 100% [10]. Стафилококки 
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SCV-фенотипа часто являются ауксотрофами по геми-
ну, жирным кислотам, аминокислотам (тимидину), по-
этому могут не расти на маннитол-солевых, желточно-
солевых и хромогенных агарах. Для их роста рекомен-
дуется использовать 5% кровяной (колумбийский) агар 
или сердечно-мозговой агар с добавлением 10 мкг/мл 
налидиксовой кислоты, 10 мкг/мл полимиксина В и 2 
мкг/мл гентамицина [9, 11].

Идентификация S. aureus SCV-фенотипа имеет свои 
особенности. В отличие от «нормальных» вариантов 
S. aureus, SCV-стафилококки могут не образовывать
пигмент, не обладать лецитиназной и коагулазной ак-
тивностью, не восстанавливать нитраты, могут быть
каталазоотрицательными. Перечисленные дефекты не
позволяют идентифицировать их при помощи селек-
тивных и хромогенных сред, при помощи стандартных
биохимических панелей. Поэтому методом выбора для
видовой идентификации бактерий в условиях клини-
ческой микробиологической лаборатории является
MALDI ToF масс-спектрометрия, обеспечивающая до-
стоверные результаты, независимо от культурального
фенотипа S. aureus [12]. Несмотря на сложности куль-
тивирования и идентификации SCV-стафилококков, их
поиск должен тщательно выполняться при каждом ис-
следования респираторных образцов при МВ. Главная
причина этого - негативные свойства SCV-бактерий,
основными из которых являются широкий спектр рези-
стентности к различным группам АМП и фенотип пер-
систера [8, 13]. Присутствие штаммов SCV-фенотипа
S. aureus в респираторных образцах коррелирует с не-
гативным прогнозом течения МВ [14].

Традиционно при оценке чувствительности к АМП 
повышенное внимание акцентируется на выявлении ме-
тициллин-резистентных S. aureus (MRSА), элиминация 
которых представляет более сложную задачу, чем борь-
ба с чувствительными стафилококками. Определение 
MRSA может осуществляться не только при помощи 
теста с цефокситином, но и при помощи (1) MALDI ToF 
масс-спектрометрии на основе обнаружения характер-
ного масс-пика mz=2413, соответствующего специфи-
ческому для MRSA пептиду PSM-mec, (2) хромогенных 
сред (например, CHROMagar™ MRSA (CHROMagar, 
Франция)), (3) ПЦР-тестирования (см. ниже). При оцен-
ке АМР пристальное внимание должно уделяться штам-
мам S. aureus с «необычным резистентным фенотипом», 
который подразумевает устойчивость как минимум к од-
ному из следующих АМП: ванкомицину, тейкопланину, 
телаванцину, далбаванцину, оритаванцину, даптомици-
ну, линезолиду, тедизолиду, хинупристин-дальфопри-
стину, тигециклину, эравациклину, омадациклину [15]. 
Резистентность к перечисленным АМП часто сочетает-
ся с фенотипами множественной, экстремальной устой-
чивости и даже панрезистентности, что несёт повышен-
ную угрозу для жизни пациентов.

Значение молекулярно-генетической детекции и 
оценки S. aureus при помощи коммерческих наборов 
для ПЦР зависит от функциональной значимости кон-
кретного набора. Применение наборов, позволяющих 
выявить лишь присутствие S. aureus в респиратор-
ных образцах (например, «БакСкрин УПМ» (ДНК-
Технология)), «Staphylococcus aureus TaqMan PCR De-
tection Kits» (Norgen Biotek Corp., Канада), «Staphylo-
coccus PCR detection Kit» (Atila BioSystems, США)) не 

несёт дополнительной полезной информации по срав-
нению с культуральной изоляцией стафилококка. Более 
информативными являются результаты, полученные 
при помощи ПЦР-наборов, позволяющих детектиро-
вать MRSA на основе обнаружения генов nuc, mecA/
mecC и региона SCCmec/orfX (например, GeneProof 
MRSA PCR Kit 9 (GeneProof, Czech Republic)). При-
надлежность изолята к MRSA-типу является не только 
критерием выбора антибиотикотерапии для конкретно-
го пациента, но служит негативным прогностическим 
фактором развития устойчивости этого изолята к ван-
комицину, линезолиду, даптомицину [16] и индикато-
ром эпидемиологической опасности [17].

MRSA-варианты тесно связаны с клональными ха-
рактеристиками S. aureus. Большинство нозокомиаль-
ных изолятов MRSA принадлежит к 6-ти клональным 
комплексам (СС): CC1, CC5, CC8/239, CC22, CC36, CC45 
[18]. Перечисленные клональные комплексы отлича-
ются повышенной опасностью, широким распростра-
нением по всему миру, расцениваются в качестве кло-
нов повышенного эпидемического риска. Для госпи-
тальной эпидемиологии было бы полезным включать в 
план мероприятий исследования, направленные на по-
иск штаммов из клонов повышенного эпидемического 
риска, которые определяются с помощью мультилокус-
ного сиквенс-типирования (MLST). Технологической 
основой таких исследований является полногеномное 
секвенирование либо Сенгер-секвенирование семи ге-
нов генерального метаболизма (house-keeping genes) 
arcC, aroE, glpF, gmk, pta, tpi, yqiL [19].

Pseudomonas aeruginosa. Среди взрослых паци-
ентов с МВ хроническая синегнойная инфекция об-
наруживается у 17-83%, среди детей в возрасте до 18 
лет - у 2-43%. Доля пациентов с интермиттирующей 
инфекцией примерно одинакова в детской и взрослой 
возрастных группах и достигает 26%. Хронически ин-
фицированными считаются пациенты, у которых бо-
лее чем в 50% респираторных образцов, собранных за 
последние 12 месяцев, обнаруживалась P. aeruginosa. 
Данный критерий (модифицированный критерий Лид-
са) применим и для определения хронического инфи-
цирования другими лёгочными патогенами при МВ, за 
исключением нетуберкулёзных микобактерий [3].

Для индикации P. aeruginosa используют хромоген-
ные питательные среды (CHROMagar™ Pseudomonas 
(CHROMagar, Франция), chromID P. aeruginosa (bioM-
erieux, Франция) и др.), селективные среды с добав-
лением негативных селективных агентов (цетримид, 
налидиксовая кислота, триклозан (Pseudomonas CN se-
lective agar (Oxoid Ltd., Великобритания), Pseudomonas 
aeruginosa Agar (Bio-Rad, США) и др.), селективные 
среды с добавлением положительного селективного 
агента - ацетамида. Селективные среды обладают низ-
кой специфичностью (примерно 30% для сред с нега-
тивными селективным агентом и менее 26% для сред 
с ацетамидом), тогда как специфичность хромогенных 
сред достигает 70% [20].

Колонии штаммов P. aeruginosa, выделенных от па-
циентов с МВ, часто могут иметь мукоидный морфотип. 
Колонизация пациента мукоидными штаммами значи-
тельно ухудшает прогноз лёгочной болезни. При этом 
мукоидные изоляты важно отличать от слизистых ко-
лоний. Слизистые колонии формируются при длитель-
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ной инкубации на средах с глюконатом или высоким 
содержанием углерода, и способность к формированию 
слизистых колоний - свойство всех штаммов P. aeru-
ginosa. Мукоидный морфотип выявляется на простых 
питательных средах и формируется штаммами, отличи-
тельной особенностью которых является способность 
обильно продуцировать полиуронид и альгинат [21]. В 
результате эволюции P. aeruginosa в лёгких пациентов с 
МВ может возникнуть SCV-морфотип. Он характеризу-
ются повышенной устойчивостью к АМП и ассоцииро-
ван со значительным ухудшением функции лёгких [22].

«Золотым стандартом» для видовой идентификации 
P. aeruginosa является MALDI-ToF масс-спектрометрия
[23]. Результаты идентификации, получаемые с исполь-
зованием автоматических биохимических тест-систем,
менее достоверны и не всегда соответствуют резуль-
татам, полученным при помощи масс-спектрометрии.
Коэффициенты конгруэнтности для тест-систем TDR-
300B (Mindray, Китай) и VITEK2 (bioMerieux, Франция)
при сравнении с результатами масс-спектрометрии со-
ставляют 81% и 92%, соответственно [24].

Для выявления эпидемических клонов P. aerugino-
sa применяют MLST-типирование, в основе которого 
лежит анализ последовательностей консервативных 
генов acsA, aroE, guaA, mutL, nuoD, ppsA, trpE. К эпи-
демическим клонам относят клоны высокого эпиде-
мического риска (ST235, ST308 и др.) и эпидемические 
МВ-специфические клоны (AUST-01/ST649, Ливерпуль-
ский эпидемический штамм (ST146/ST683) и др.)). Пред-
ставители этих клонов часто характеризуются высоким 
уровнем устойчивости к АМП, колонизация такими 
штаммами ухудшает прогноз течения лёгочной болез-
ни при МВ [6, 25].

Перечень АМП, чувствительность к которым опре-
деляют для штаммов P. aeruginosa в соответствии с ре-
комендациями Европейского комитета по определению 
чувствительности к антибиотикам (European Commit-
tee on Antimicrobial Susceptibility Testing, EUCAST), 
включает пиперациллин, пиперациллин-тазобактам, 
тикарциллин-клавуланат, цефепим, цефидерокол, цеф-
тазидим, цефтазидим-авибактам, цефтолозан-тазобак-
там, дорипенем, имипенем, имипенем-релебактам, ме-
ропенем, меропенем-ваборбактам, азтреонам, ципроф-
локсацин, левофлоксацин, амикацин, тобрамицин, 
колистин. Институт клинических и лабораторных стан-
дартов США (Clinical and Laboratory Standards Institute 
- CLSI) рекомендует дополнительно оценивать чув-
ствительность к нетилмицину, офлоксацину, гатифлок-
сацину [26, 27]. В дополнение к фенотипической оцен-
ке АМР штаммы P. aeruginosa рекомендуется тестиро-
вать на носительство карбапенемаз. Для их детекции
используют фенотипические (например, MBL E-тест,
метод инактивации карбапенемаз), и молекулярно-ге-
нетические методы - выявление генов β-лактамаз при
помощи ПЦР в реальном времени [27]. Существуют
коммерческие наборы для ПЦР, предназначенные для
детектирования генов β-лактамаз. Набор АмплиСенс
MDR MBL-FL (ЦНИИЭ Роспотребнадзора, Россия) по-
зволяет выявлять гены карбапенемаз VIM, IMP, NDM;
при помощи набора EasyScreen ESBL/CPO Detection
Kit (Genetic Signatures, Австралия) можно определить
гены 15-ти групп, включая VIM, IMP, NDM, IMI, GES.

Haemophilus influenzae. Стойкий инфекционно-

воспалительный процесс в нижних отделах респира-
торного тракта, вызванный H. influenzae, регистрирует-
ся примерно у 28% детей с МВ в первые 5 лет жизни и 
снижается до 10% при взрослении [28].

За последние годы не наблюдается значительно-
го прогресса в методах изоляции и идентификации 
H. influenzae: по-прежнему, средами выбора являются
шоколадные агары, обогащённые, как минимум, двумя
факторами роста - НАД/НАДФ (V фактор) и гемином
(Х фактор). Методом выбора для идентификации H.
influenzae является MALDI ToF масс-спектрометрия.

Эпидемиология гемофильной инфекции при МВ 
имеет свои особенности, которые могут повлиять на 
диагностические алгоритмы более глубокого иссле-
дования изолятов H. influenzae. Если при обсуждении 
немуковисцидозной гемофильной инфекции в каче-
стве наиболее опасного варианта возбудителя подраз-
умеваются штаммы H. influenzae серотипа b, то среди 
патогенетически значимых респираторных изолятов 
при МВ отсутствует доминирующий серотип и даже 
преобладают нетипируемые или бескапсульные штам-
мы, доля которых может составлять более 90% изоля-
тов [29]. Принадлежность H. influenzae к лидирующим 
(ST6, ST3) или спорадическим клональным комплексам 
тоже не имеет клинического значения при МВ. На всём 
протяжении гемофильного поражения лёгких при МВ 
регистрируется многократная смена различающихся 
по серотипу/сиквенс-типу штаммов H. influenzae, пер-
систирующая инфекция в течение многих лет одним 
штаммом встречается лишь в редких случаях [30]. Та-
кая картина заставляет ещё раз вспомнить афоризм, 
приписываемый Луи Пастеру «Микроб - ничто, суб-
страт - все!». С практической точки зрения это означа-
ет, что определение серотипа при муковисцидозе имеет 
лишь эпидемиологическое значение для определения 
опасности носителя H. influenzae для окружающих.

Поиск индикаторных для H. influenzae факторов 
патогенности (генов адгезинов hmw1A, hmw2A, hia), 
наличие которых коррелирует с опасностью немуко-
висцидозных изолятов, у МВ-штаммов тоже не имеет 
смысла, поскольку они не играют ключевой роли в па-
тогенезе лёгочной болезни при МВ [29, 31].

Определение и интерпретация чувствительности к 
АМП для H. influenzae является техникой на уровне ис-
кусства. Сложности процедуры заключаются не только 
в особых требованиях для питательной среды (бульон 
либо агар Мюллера-Хинтона + 5% лизированной ло-
шадиной крови и 20 мг/л β-NAD), но и в существова-
нии технических неопределённостей (Area of Technical 
Uncertainty) в интерпретации пограничных результатов 
для множества АМП, включая пиперациллин-тазобак-
там, цефепим, цефотаксим, цефподоксим, цефтолозан-
тазобактам, цефтриаксон, цефуроксим, имипенем [26]. 
Для определения чувствительности к макролидам не 
используются фенотипические методы. Рекомендуется 
проводить тестирование, направленное на выявление 
генетических детерминант устойчивости к макролидам.

Парадокс гемофильного поражения респираторно-
го аппарата при МВ заключается в том, что при пони-
мании отдельных вопросов диагностики и патогенеза 
инфекционного процесса отсутствует единая стратегия 
элиминации H. influenzae и профилактики гемофиль-
ной инфекции.
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Burkholderia cepacia complex. Бактерии Burkhold-
eria cepacia complex (BCC) колонизируют до 6,7% 
пациентов с МВ в возрасте менее 18 лет и до 13,8% 
взрослых пациентов [3,4]. Обнаружение бактерий BCC 
является крайне негативным прогностическим призна-
ком, поскольку BCC часто становятся причиной раз-
вития «cepacia»-синдрома - прогрессирующего пора-
жения лёгких и бактериемии, летальность при котором 
достигает 75% [32]. Большинство штаммов BCC дают 
видимый рост на плотных питательных средах в тече-
ние 48 часов, однако для некоторых изолятов требует-
ся более длительная инкубация - до 10 дней [33]. Для 
выявления BCC в респираторных образцах используют 
селективные питательные среды, содержащие в каче-
стве селективных агентов АМП: колистин, гентами-
цин, ванкомицин [34]. К селективным средам для BCC 
относятся Burkholderia cepacia selective agar (BCSA; 
bioMérieux, Франция), BD Cepacia medium (Becton-
Dickinson, США), MAST Cepacia medium (MAST labo-
ratories, Великобритания). Применяют хромогенные 
среды: CHROMID B. cepacia Agar (bioMérieux, Фран-
ция), CHROMagar B. cepacia (CHROMagar, Франция).

Некоторые штаммы BCC могут иметь необычный 
морфотип колоний. К необычным морфотипам относят 
(1) мукоидные, (2) SCV, (3) блестящие колонии. Интен-
сивность выработки изолятом экзополисахарида, кото-
рый определяет формирование мукоидного морфоти-
па, зависит от питательной среды, используемой для
культивирования. Для оценки способности штаммов
BCC вырабатывать экзополисахарид оптимальными
являются среды с дрожжевым экстрактом либо с повы-
шенной концентрацией маннитола [35, 36]. Морфотип
SCV почти никогда не встречается в чистой культуре,
а только в сочетании с нормальным морфотипом. При
этом доля SCV в смешанной культуре не превышает
25%, в связи с чем этот морфотип часто не регистриру-
ется при диагностике. Среди необычных морфотипов
BCC именно SCV является наиболее неблагоприятным
с точки зрения влияния на течение лёгочной болезни
при МВ [37]. Блестящий морфотип чаще характеризу-
ются сниженной вирулентностью [38].

Варианты BCC разделяют на десять генетически 
близких подгрупп - геномоваров: геномовар I (Burk-
holderia cepacia), геномовар II (Burkholderia multiv-
orans), геномовар III (Burkholderia cenocepacia), гено-
мовар IV (Burkholderia stabilis), геномовар V (Burkhold-
eria vietnamiensis), геномовар VI (Burkholderia dolosa), 
геномовар VII (Burkholderia ambifaria), геномовар VIII 
(Burkholderia anthina), геномовар IX (Burkholderia pyr-
rocinia), геномовар X (Burkholderia ubonensis). Допол-
нительно к BCC относят ряд видов, не объединенных 
в геномовары. Burkholderia contaminans и Burkholderia 
lata объединены в отдельную подгруппу - группа K [26, 
39]. Биохимические тест-системы, в том числе автома-
тические, не позволяют достоверно идентифицировать 
бактерии BCC. MALDI ToF масс-спектрометрия даёт 
более точные результаты. Масс-спектрометр VITEK 
MS (bioMérieux, Франция) идентифицирует комплекс 
BCC, однако не позволяет надёжно дифференциро-
вать виды внутри комплекса. Система для MALDI ToF 
масс-спектрометрии MALDI Biotyper (Bruker Dalton-
ics, Германия) достоверно определяет принадлежность 
изолята к BCC, идентифицирует виды B. cenocepacia и 

B. vietnamiensis с достоверностью более 95%, но не по-
зволяет надежно идентифицировать другие виды ком-
плекса. Для дифференциации видов внутри комплекса
BCC используют генетические методы. В частности,
определяют уникальную для каждого вида последова-
тельность гена hisA - гена фермента, участвующего в
синтезе гистидина [40]. Основой эпидемиологических
исследований является MLST-типирование, схема ко-
торого основана на определении последовательностей
семи генов: atpD, gltB, gyrB, recA, lepA, phaC, trpB. Для
более глубокого эпидемиологического анализа исполь-
зуют методы средней идентичности нуклеотидов (av-
erage nucleotide identity (ANI)) и цифровой ДНК-ДНК
гибридизации [39]. Описан ряд глобально распростра-
нённых эпидемических сиквенс-типов BCC, включая
ST16, ST28 (ET12) [41]. Существуют сиквенс-типы, спец-
ифичные для определённых географических регионов.
На территории Российской Федерации распространён
сиквенс-тип ST709, на территории Чехии - высококонта-
гиозный сиквесн-тип ST32 [42, 43].

Бактерии BCC обладают широким спектром природ-
ной резистентности. Они природно устойчивы к ампи-
циллину, амоксициллину-клавуланату, ампициллину-
сульбактаму, тикарциллину, тикарциллину-клавуланату, 
пиперациллину, пиперациллину-тазобактаму, цефотак-
симу, цефтриаксону, азтреонаму, эртапенему, ципроф-
локсацину, хлорамфениколу, триметоприму, фосфоми-
цину, аминогликозидам, полимиксинам [44]. В соответ-
ствии с рекомендациями CLSI, бактерии BCC следует 
тестировать на чувствительность всего к нескольким 
АМП: цефтазидим, меропенем, левофлоксацин, мино-
циклин, триметоприм-сульфаметоксазол [27].

Stenotrophomonas maltophilia. Бактерии S. malto-
philia обнаруживают в респираторных образцах 16 
- 19% пациентов с МВ [3, 4]. S. maltophilia считают
маркером тяжелого течения легочной болезни. У ин-
фицированных пациентов регистрируют более частые
обострения заболевания, более часто возникают пока-
зания к госпитализации и назначению курсов антибио-
тиков внутривенно [45].

Селективная среда для выделения S. maltophilia – 
VIA-агар - была предложена K.G. Kerr и соавторами 
[46]. Она содержит ванкомицин, имипенем, амфотери-
цин B и индикаторную систему маннит/бромтимоло-
вый синий. Позднее были предложены другие вариан-
ты селективных сред. Например, среда BC (шоколад-
ный агар с бацитрацином (Bacitracin−Chocolate agar) 
с помещенным на нее диском с имипенемом также 
может быть использована для выделения S. maltophil-
ia. Однако, среда BC обладает меньшей чувствитель-
ностью по сравнению с VIA-агаром [47]. В настоящее 
время на основе VIA-агара разработаны коммерческие 
питательные среды (например, Stenotrophomonas Selec-
tive Agar, HiMedia, Индия).

Особую сложность представляет выявление SCV-
колоний – опасного морфотипа, резистентного ко мно-
гим антибиотикам, включая триметоприм-сульфаме-
токсазол. SCV-штаммы S. maltophilia могут быть ауксо-
трофами по гемину, метионину, тимидину и не растут 
на средах, обычно используемых для культивирования 
грам-отрицательных бактерий. Для их выделения сле-
дует использовать кровяной или шоколадный агар.

Биохимические тест-системы не дают надежных ре-
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зультатов при идентификации штаммов S. maltophilia 
и могут идентифицировать их как BCC, Achromobacter 
xylosoxidans, P. aeruginosa или Bordetella bronchisep-
tica. Для надежной видовой идентификации применя-
ют MALDI-TOF масс-спектрометрию или генетические 
методы, основанные на определении видоспецифиче-
ской последовательности гена 23S рРНК [48]. Схема 
определения сиквенс-типа включает анализ последова-
тельностей генов atpD, gapA, guaA, mutM, nuoD, ppsA и 
recA. MLST-анализ штаммов S. maltophilia не всегда яв-
ляется информативным, так как S. maltophilia отличает-
ся высокой генетической гетерогенностью и отсутстви-
ем преобладающих эпидемических клонов [49]. Тем не 
менее, определение сиквенс-типа может быть полезным 
при расследовании вспышек инфицирования [48]. 

Перечень препаратов, к которым S. maltophilia обла-
дает природной устойчивостью, затрагивает почти все 
классы антибиотиков. Рекомендациями EUCAST пред-
усмотрено исследование чувствительности только к 
триметоприму-сульфаметоксазолу. Рекомендации CLSI 
устанавливают критерии для интерпретации результа-
тов определения чувствительности к триметоприму-
сульфаметоксазолу, левофлоксацину, миноциклину, 
цефидероколу. Критерии интерпретации результатов 
тестирования чувствительности к тикарциллину-кла-
вуланату, цефтазидиму и хлорамфениколу установлены 
только для метода микроразведений в бульоне [26, 27].

Achromobacter spp. Доля пациентов с МВ, у кото-
рых выявляются Achromobacter spp., достигает 22% 
среди взрослых и 8% среди детей младше 18 лет [3, 
4]. Несмотря на невысокую распространённость, ви-
ды Achromobacter являются предметом серьёзных ис-
следований, поскольку они оказывают значительное 
влияние на течение лёгочной болезни. В частности, у 
пациентов, респираторный аппарат которых колонизи-
рован ахромобактериями, наблюдается более быстрое 
снижение функции лёгких [50].

Achromobacter spp. обычно культивируют на про-
стых питательных средах. Но для более эффективной 
изоляции ахромобактерий предложена селективная 
среда MCXVAA [51]. Она получила название по аб-
бревиатуре названий её компонентов: агара МакКонки 
(MacConkey agar) с добавлением ксилозы (Xylose), ван-
комицина (Vancomycin), азтреонама (Aztreonam), амфо-
терицина B (Amphotericin B).

Идентификация Achromobacter spp. при помощи 
классических микробиологических методов затруд-
нительна из-за их биохимической схожести с другими 
неферментирующими бактериями (P. aeruginosa, BCC, 
Acinetobacter spp.). MALDI-ToF масс-спектрометрия 
позволяет достоверно идентифицировать ахромобак-
терии на уровне рода, но не всегда позволяет иденти-
фицировать вид. Это связано с тем, что в базы данных 
систем для масс-спектрометрии включено небольшое 
количество видов Achromobacter [52]. Для рутинной 
клинической практики не обязательно идентифици-
ровать ахромобактерии до вида, однако для эпидеми-
ологических исследований необходимо определение 
видовой и сиквенс-типовой принадлежности изолята. 
Видовую идентификацию проводят при помощи гене-
тических методов на основании определения последо-
вательности гена nrdA, для определения сиквенс-типа 
дополнительно оценивают последовательность шести 

генов: nusA, rpoB, eno, gltB, lepA, nuoL [52].
В респираторных образцах от МВ-пациентов наибо-

лее часто обнаруживают виды Achromobacter xylosoxi-
dans, Achromobacter insuavis, Achromobacter ruhlandii. 
Именно к виду A. ruhlandii относятся представители 
эпидемических клонов ахромобактерий, включая дат-
ский эпидемический штамм DES, российский эпиде-
мический штамм ST36 [53, 54].

Выбор АМП, к которым следует определять чув-
ствительность ахромобактерий, зависит от уровня 
идентификации. В случае если достоверно идентифи-
цирован вид A. xylosoxidans, в соответствии с реко-
мендациями EUCAST, определяют чувствительность 
к пиперациллину-тазобактаму, меропенему, тримето-
приму-сульфаметоксазолу [26]. Перечень основных 
АМП для случаев, когда идентифицирован другой вид 
или идентификация проведена только до рода, опре-
деляется рекомендациями CLSI (таблица 1G «Other 
Non-Enterobacterales») и включает цефтазидим, пипе-
рациллин-тазобактам, триметоприм-сульфаметокса-
зол, гентамицин, тобрамицин. В таких случаях оценку 
чувствительности к АМП проводят только при помощи 
метода микроразведений в бульоне [27].

Нетуберкулёзные виды Mycobacterium spp. Среди 
почти 200 представителей рода Mycobacterium описано 
более 50 видов, вызывающих нетуберкулёзное пораже-
ние лёгких у пациентов с МВ. Эти виды с отличающи-
мися тинкториальными и биохимическими свойства-
ми, различными культуральными предпочтениями и 
профилями природной АМР объединены в одну группу 
«нетуберкулёзные микобактерии» исключительно по 
клинико-патогенетическим критериям.

Эксперты считают, что выявление и клиническая 
роль нетуберкулёзных микобактерий (НТМ) при МВ 
требуют улучшения и уточнения [55]. Показатели стой-
кого инфицирования бронхо-лёгочного аппарата НТМ 
расцениваются в качестве одного из самых важных 
индикаторов здоровья МВ-пациентов. В разных регио-
нах мира этот показатель варьирует от 2% до 28% [56]. 
Такие различия между показателями инфицирования 
могут свидетельствовать об отсутствии стандартов 
диагностики МВ-ассоциированных микобактериозов. 
Статистически обоснованный тренд роста инфициро-
вания, зарегистрированный за последние 12 лет [55] 
также может быть не объективным отражением забо-
леваемости, а следствием улучшения качества диагно-
стических технологий.

Практически выгодными являются две классифи-
кации НТМ. Первая определяет бактериологическую 
диагностику, основанную на культивировании, и ба-
зируется на разделении возбудителей микобактери-
озов человека по скорости роста на две группы - бы-
строрастущие (видимый рост на питательных средах 
в течение 7 суток) и медленнорастущие (рост более 7 
суток) [57]. К быстрорастущим микобактериям с наи-
более выраженным клиническим значением при МВ 
принадлежат группы: 1) Mycobacterium chelonae/My-
cobacterium abscessus group (Mycobacterium abscessus, 
Mycobacterium chelonae, Mycobacterium immunogenum, 
Mycobacterium franklinii), 2) Mycobacterium fortuitum 
group (Mycobacterium fortuitum, Mycobacterium per-
egrinum, Mycobacterium septicum, Mycobacterium porci-
num), 3) Mycobacterium mucogenicum group (Mycobacte-
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rium mucogenicum), 4) Mycobacterium smegmatis group 
(Mycobacterium smegmatis), 5) пигментированные ми-
кобактерии (Mycobacterium cosmeticum, Mycobacterium 
bacteremicum) [58]. Относительно участия в лёгочной 
болезни при МВ представителей Mycobacterium mag-
eritense/Mycobacterium wolinskyi group верифицирован-
ные данные отсутствуют. Наиболее актуальными для 
МВ среди медленнорастущих микобактерий являются 
виды Mycobacterium avium complex (новое название 
- Mycobacteroides abscessus complex), включающий
Mycobacterium avium, Mycobacterium intracellulare,
Mycobacterium chimaera [59], Mycobacterium kansasii,
Mycobacterium colombiense, Mycobacterium xenopi, My-
cobacterium scrofulaceum, Mycobacterium simiae, Myco-
bacterium gordonae, Mycobacterium terrae, Mycobacte-
rium szulgai, Mycobacterium malmoense, Mycobacterium
marseillense, Mycobacterium timonense [58, 60-62].

Другая классификация, используемая в генодиаг-
ностике и основанная на генетических критериях и 
частоте изоляции в лабораториях, подразделяет НТМ 
на общие (common mycobacteria или GenoType CM) и 
дополнительные (additional species или GenoType AS) 
[63]. Доказанным клиническим значением для пациен-
тов с МВ обладают следующие виды генотипа Geno-
Type CM: M. avium, M. chelonae, M. abscessus, M. for-
tuitum, M. gordonae, M. intracellulare, M. scrofulaceum, 
Mycobacterium interjectum, M. kansasii, M. malmoense, 
M. peregrinum, M. xenopi. Перечень значимых для МВ
видов GenoType AS включает: M. simiae, M. mucogeni-
cum, Mycobacterium cellatum, M. smegmatis, Mycobacte-
rium lentiflavum, M. szulgai, Mycobacterium hemophilum.

Клинические рекомендации настаивают на скри-
нинге МВ-пациентов на носительство НТМ один-два 
раза в год. Для изоляции быстрорастущих микобакте-
рий можно использовать среды, применяющиеся в ру-
тинной практике, включая универсальные кровяные и 
хромогенные агары, культивирование на которых про-
водится в течение 7 сут. Изоляция медленнорастущих 
бактерий требует применения специальных сред - Ле-
венштейна-Йенсена, Миддлбрука, Финн-2. Культиви-
рование следует проводить до появления видимого ро-
ста, при отсутствии роста - в течение 28 сут. Основная 
причина ложноотрицательных результатов при куль-
тивировании связана с тем, что микобактериозы чаще 
всего развиваются в виде микст-инфекции, при которой 
выделяются P. aeruginosa, S. aureus, Burkholderia spp. и 
другие микроорганизмы. Присутствующие в исследуе-
мом материале бактерии часто подавляют рост НТМ на 
питательных средах, снижая качество диагностики [64].

Практически доступный способ идентификации, 
основанный на MALDI ToF масс-спектрометрии, по-
зволяет достоверно определить группу НТМ и с 90%-
ной вероятностью - видовую принадлежность изолята 
[65]. Более точная видовая идентификация должна про-
водиться при помощи секвенирования генов hsp65 (ген 
белка теплового шока), rpoB (ген β-субъединицы РНК-
полимеразы), erm (ген метилазы, обеспечивающей ри-
босомальную резистентность к эритромицину), генов 
16S- или 23S-РНК [66].

Клиническая интерпретация положительного куль-
турального исследования имеет особенности. Одно-
кратное обнаружение НТМ не является основанием для 
постановки диагноза микобактериоза лёгких [67]. Диа-

гноз ставится, если регистрируются положительные 
результаты одного или нескольких дополнительных 
посевов с выделением одного и того же вида микобак-
терий в течение 6 мес. Позитивным может считаться 
только результат, при котором материал для исследо-
вания получен строго из бронхолёгочного аппарата и 
не был контаминирован слюной, слизью из глотки и 
носоглотки. Диагноз микобактериоза должен быть под-
тверждён инструментальными методами исследования 
(предпочтительна компьютерная томография лёгких).

Диагноз микобактериоза лёгких может быть постав-
лен на основе однократного гистологического обнару-
жения гранулематозного воспаления, сопряжённого с 
положительным высевом НТМ либо с детекцией НТМ-
специфичной ДНК молекулярно-генетическими мето-
дами (см. ниже) [67].

Коммерчески доступные наборы для молекуляр-
но-генетической диагностики НМТ разработаны на 
основе: 1) мультиплексной ПЦР в сочетании с ДНК-
гибридизацией (пример - набор DR. TBDR/NTM IVD 
Kit производства DR. Chip Corporation, Тайвань, спо-
собный идентифицировать 15 видов туберкулёзных ми-
кобактерий и наиболее актуальных НТМ); 2) линейной 
ДНК-гибридизации (line probe assay). К числу наиболее 
известных «line probe»-наборов следует отнести стри-
пы для твёрдофазной реверс-гибридизации GenoType 
Mycobacterium CM/AS (Hain Lifescience, Германия) 
[63] и Speed-Oligo Mycobacteria (Vincel, Испания) [68].
Набор GenoType Mycobacterium CM/AS, основанный
на гибридизации специфических фрагментов генов
23SРНК, позволяет идентифицировать 21 вид НТМ с
чувствительностью не менее 97% и специфичностью
от 92 до 99%, ещё 19 видов определяются в пределах
группы. Набор Speed-Oligo Mycobacteria, определяю-
щий специфичность спейсеров 16S-23S рибосомаль-
ных РНК-генов, позволяет с достаточной достоверно-
стью (специфичность и чувствительность более 90%)
идентифицировать лишь 9 видов НТМ.

Протоколы оценки чувствительности НТМ к АМП, 
разработанные Институтом клинических лабораторных 
стандартов США (The Clinical Laboratory Standards In-
stitute, CLSI), предполагают использование различных 
схем для быстро- и медленнорастущих микобактерий 
[69]. Для быстрорастущих НТМ разработаны критерии 
для тестирования чувствительности к амикацину, то-
брамицину, кларитромицину, доксициклину, цефокси-
тину, имипенему, линезолиду, ципрофлоксацину, мок-
сифлоксацину, триметоприм-сульфаметоксазолу. Изо-
ляты M. avium complex тестируют на чувствительность 
к кларитромицину, линезолиду, моксифлоксацину. Для 
других видов медленнорастущих НТМ определяется 
резистентность к амикацину, кларитромицину, линезо-
лиду, ципрофлоксацину, этамбутолу, моксифлоксацину, 
рифабутину, рифампицину, триметоприм-сульфаме-
токсазолу. Тестирование следует проводить методом 
серийных разведений.

Существование эпидемически важных клонов, ко-
торые имеют повышенную опасность для развития ми-
кобактериозов у МВ-пациентов, доказано для предста-
вителей M. abscessus group. Сиквенс-типы ST1 и ST23 
являются распространёнными в Азии, ST7 - в Канаде 
[70, 71]. Нозокомиальное заражение МВ-пациентов 
НТМ является относительно редким, но возможным 
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событием [72]. Пациенты с микобактериозами могут 
представлять потенциальную эпидемиологическую 
угрозу для других пациентов с МВ.

Заключение. Проведённый анализ литературы по-
зволил обозначить реперные точки в диагностике при-
оритетных респираторных патогенов, определяющих 
течение лёгочной болезни при МВ. При работе с S. 
aureus ключевыми задачами являются выявление SCV-
фенотипа, MRSA-штаммов, штаммов с необычным 
резистентным фенотипом, эпидемиологически опас-
ных клональных комплексов. Изучение P. aeruginosa 
должно быть сосредоточено на определении характе-
ра инфицирования (интермиттирующее или хрониче-
ское), оценке фенотипической резистентности, поиске 
генов карбапенемаз и определении эпидемиологически 
опасных сиквенс-типов. Обнаружение H. influenzae 
требует использования специальных питательных сред 
высокого качества, при выявлении H. influenzae акцент 
должен быть сделан на определении профиля АМР. 
При изоляции BCC-штаммов необходимо учитывать 
особые требования к питательным средам и времени 
культивирования. Достоверная видовая идентифика-
ция большинства представителей BCC возможна лишь 
на основе технологий секвенирования. Рекомендуется 
MLST-типирование обнаруженных BCC-изолятов. При 
поиске S. maltophilia следует использовать селективные 
питательные среды. Принадлежность изолятов к Achro-
mobacter spp. возможно установить только на основе 
MALDI-ToF масс-спектрометрии, видовую идентифи-
кацию можно провести только на основе секвенирова-
ния. Выбор спектра АМП для изучения АМР-профиля 
ахромобактерий зависит от качества таксономической 
идентификации. Главная проблема диагностики НТМ 
связана с длительностью культивирования медленно-
растущих видов. Верификация видовой идентифика-
ции НТМ возможна лишь на основе секвенирования 
индикаторных генов, включая hsp65, rpoB, erm, генов 
16S/23SРНК.
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ИССЛЕДОВАНИЕ СТАДИЙ БИОПЛЁНКООБРАЗОВАНИЯ У БАКТЕРИЙ-
ВОЗБУДИТЕЛЕЙ ЛОР-ИНФЕКЦИЙ ПРИ ПОМОЩИ ФОТОМЕТРИИ И 
ЛЮМИНЕСЦЕНТНОЙ МИКРОСКОПИИ С 3D-МОДЕЛИРОВАНИЕМ
1ФБУН Нижегородский НИИ эпидемиологии и микробиологии им. академика И.Н.Блохиной Роспотребнадзора, 603950, 
Нижний Новгород, Россия; 
2ФГБОУ ВО «Приволжский исследовательский медицинский университет» Минздрава РФ, 603005, Нижний Новгород, 
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Новгород,  Россия

Приведены результаты исследования биоплёнок Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, вы-
деленных от пациентов с хронической ЛОР-инфекцией. Для изучения биоплёнок применены фотометрические методы и 
люминесцентная микроскопия в сочетании с компьютерным 3D-моделированием. Проведено измерение массы биоплёночного 
матрикса и массы бактериальных клеток в динамике развития биоплёнки. Биоплёнкобразование у всех культур бактерий 
исследовано в течение семи дней. Показано, что все исследуемые штаммы бактерий способны образовывать биоплёнки. По-
следовательная визуализация с помощью 3D моделей выявила стадийную организацию при формировании биоплёнок. Данные 
3D моделирования подтверждены результатами фотометрического анализа изменений массы матрикса биоплёнки и кле-
точной составляющей. Образование зрелой биоплёнки у всех культур бактерий происходило на четвёртые сутки. Процесс 
биоплёнкообразования у штаммов бактерий имел различия в динамике изменения массы клеток и межклеточного матрикса. 
Наиболее быстрое нарастание бактериальной массы наблюдалось у S. aureus и P. aeruginosa, тогда как наиболее интенсив-
ное образование межклеточного матрикса характерно для P. aeruginosa. Люминесцентная микроскопия с компьютерным 3D 
моделированием дополняют фотометрический метод исследования биоплёнкообразующих свойств бактерий, что расширя-
ет представление о развитии микробной популяции внутри биоплёнки, роли матрикса в поддержании структуры биоплёнки. 
Комбинация нескольких методов позволяет определить оптимальное время и мишени для антимикробного воздействия на 
биоплёнку, оценить различные способы регулирования процесса биоплёнкообразования у бактерий при некоторых инфекциях.
Ключевые слова: бактериальная биопленка; биоплёнкообразование; матрикс; люминесцентная микроскопия; 
3D-моделирование; ЛОР-инфекции.
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INVESTIGATION OF BIOFILM FORMATION STAGES IN BACTERIAL PATHOGENS OF ENT INFECTIONS 
BY PHOTOMETRY AND LUMINESCENT MICROSCOPY WITH 3D MODELING
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The article presents the results of a study of biofilms of Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae 
isolated from patients with chronic ENT infection. Various photometric methods and luminescence microscopy combined with 3D 
computer modeling were used for biofilm studying. The mass of the biofilm matrix and the mass of bacterial cells in dynamics of biofilm 
development were measured. Biofilm formation in all bacterial cultures was studied for seven days. It was shown all investigated 
bacterial strains are capable to biofilm forming. Sequential visualization using 3D models revealed a staged organization of biofilm 
formation. The 3D modeling data were confirmed by the results of photometric analysis the change of biofilm matrix and the cellular 
component. The formation of a mature biofilm in all bacterial cultures occurred on the fourth day. However, the process of biofilm 
formation of bacterial strains had differences in the dynamics of changes in cell mass and extracellular matrix. The most rapid 
increase in the bacterial mass was observed in S. aureus and P. aeruginosa, while the most intensive formation of the extracellular 
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matrix was typical for P. aeruginosa. Luminescent microscopy with 3D computer modeling complements the photometric method 
investigation of bacteria biofilm-forming properties, which expands the understanding of microbial population development inside the 
biofilm, as well as the role of matrix in maintaining the biofilm structure. Using the combination of several methods makes it possible to 
determine the optimal time and targets for the antimicrobial effect on the biofilm, as well as to evaluate the different ways of regulation 
of bacterial biofilm formation in some infections.
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Введение. В настоящее время общепринятой явля-
ется концепция, согласно которой подавляющее боль-
шинство микроорганизмов в естественных условиях 
существует не в виде свободноживущих планктонных 
клеток, а в составе различных ассоциаций и, прежде 
всего, биоплёнок [1-3]. Согласно современным пред-
ставлениям, бактериальная биоплёнка (англ. biofilm) 
- обладающая пространственной и метаболической
структурой бактериальная популяция, заключенная в
межклеточное вещество (матрикс) и расположенная на
границе раздела сред (фаз) [4,5]. Бактериальная био-
плёнка может состоять из одного или нескольких видов
бактерий, где микробные клетки прикреплены друг к
другу и к субстратам [6,7].

Образование микроорганизмами биоплёнок является 
одним из механизмов хронизации инфекционного про-
цесса [8,9]. Ряд хронических инфекций (лёгочные, уш-
ные, раневые) – это инфекции, возникновение которых 
связано с использованием медицинского имплантиру-
емого оборудования: линз, катетеров, протезов, искус-
ственных клапанов сердца, обусловлены бактериями, 
растущими в виде биоплёнок [10-12]. Более 80% инфек-
ций, которые трудно диагностировать и лечить, связаны с 
бактериальными биоплёнками [13,14]. Неоспорима роль 
бактериальных биоплёнок в патогенезе хронических ин-
фекций ЛОР-органов [15]. Отмечается высокая (до 62%) 
распространённость биоплёнок при хроническом ларин-
гите [16]. При гистологическом изучении удалённых гло-
точных миндалин у детей, установлено, что распростра-
нённость биоплёнок в аденоидах составляет, в среднем, 
63,5%, если ребёнок страдает хроническим средним от-
итом, и 47,1%, если отиты в анамнезе отсутствуют [17]. 
Биоплёнки в аденоидной ткани могут служить резервуа-
ром для возбудителей инфекций не только в среднем ухе, 
но и в других отделах дыхательной системы [18]. Слож-
ность борьбы с биоплёночными инфекциями обуслов-
лена, в частности, тем, что бактерии в биоплёнках более 

устойчивы к антибиотикам, бактериофагам, факторам 
иммунитета человека, чем планктонные клетки [19-21]. 
Механизмы такой устойчивости различны и зависят от 
структурных особенностей биоплёнок [22,23].

В связи с задачей своевременного выявления био-
плёнок как на медицинском оборудовании, так и в тка-
нях пациента, идёт поиск, отбор и совершенствование 
методов исследования процесса биоплёнкообразова-
ния. Классическим считается фотометрический метод 
[24], позволяющий установить принципиальную спо-
собность штаммов к биоплёнкообразованию. Предло-
женная нами ранее модификация фотометрического 
метода [25], даёт дополнительную возможность вы-
явить наличие отдельных субкомпонентов (микроб-
ная масса, межклеточный матрикс) биоплёнки. Совре-
менная оптическая микроскопия позволяет не только 
оценить структурную организацию бактериальных 
биоплёнок, но и проводить верифицируемые количе-
ственные исследования пространственно-временных 
и физико-химических характеристик объектов. А до-
полнительное применение компьютерной обработки 
изображения позволяет совершенствовать оптический 
метод исследования. Этот подход позволяет не только 
ускорить и автоматизировать процесс визуализации 
стадий формирования бактериальной биоплёнки, но и 
даёт возможность получать новые, ранее недоступные, 
сведения об объекте [26,27].

Цель работы - комплексное исследование биоплён-
кообразующих свойств и динамики биоплёнкообра-
зования у бактерий-возбудителей хронических ЛОР-
инфекций с помощью сочетания методов: фотометрии, 
люминесцентной микроскопии и компьютерной про-
граммы распознавания объектов.

Материал и методы. В работе использованы кли-
нические изоляты Pseudomonas aeruginosa, Staphylo-
coccus aureus, Klebsiella pneumoniae, выделенные в ре-
зультате обследования микрофлоры рото- и носоглотки 
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119 пациентов ЛОР-отделения одного из многопро-
фильных детских стационаров Нижнего Новгорода в 
возрасте от 2-х до 16-ти лет с диагнозом хронический 
аденоидит и гипертрофия лимфоглоточного кольца II-
III степени. Исследование проводилось в соответствии 
с нормами международного законодательства (Хель-
синская декларация 1964 г.) на основании информи-

рованного добровольного согласия на медицинское 
вмешательство с пациентом, либо его родителем (за-
конным представителем). Выделенная условно-пато-
генная микрофлора преимущественно представлена 
Staphylococcus aureus (84,6%), в меньших количествах 
обнаруживались Klebsiella pneumoniae и Pseudomonas 
aeruginosa. Всего выделено 39 изолятов (табл. 1). 

Т а б л и ц а  1
Клинические изоляты от пациентов ЛОР-отделения одного из многопрофильных детских стационаров Нижнего Новгорода (n= 39)

Вид Абс. % Локус выделения (абс./%)

Staphylococcus aureus 33 84,6
16/48,5 - носоглотка
15/45,5 - ротоглотка

2/6 - нос, параназальные синусы
Klebsilella pneumoniae 3 7,7 3/100 - носоглотка
Pseudomonas aeruginosa 3 7,7 3/100 - нос, параназальные синусы

Идентификацию штаммов проводили культураль-
ным методом с использованием биохимических тест-
систем, а также методом время-пролётной MALDI-ToF 
масс-спектрометрии на масс-спектрометре Autoflex 
speed (Bruker Daltonics, Германия) с применением про-
граммного обеспечения MALDI Biotyper 3.0. Исполь-
зованы суточные чистые культуры бактерий, выращен-
ные на агаре Мюллера-Хинтона (HiMedia, Индия).

Биоплёнкообразующая способность штаммов 
(скрининговое исследование) оценивалась с помощью 
классического фотометрического метода по O’Toole 
[24]: способность к формированию биоплёнки оце-
нивали по интенсивности окрашивания кристалли-
ческим фиолетовым сформировавшейся биоплёнки в 
лунках пластикового планшета, с последующей элюа-
цией 96% спиртом. Оптическая плотность (ОП) элюа-
та измерялась фотометрически в единицах оптической 
плотности при длине волны 540 нм. Степень плёнкоо-
бразования определяли по коэффициенту k, рассчитан-
ному как отношение разности суммарной оптической 
плотности ОП540 опытных образцов и контрольных к 
суммарной ОП540 выросших в лунках планшета клеток 
до окрашивания.

Изучение количественно-временной динамики на-
копления массы клеток бактерий и межклеточного 
матрикса в составе биоплёнок проведено фотометри-
чески, методом определения адсорбированного коли-
чества красителя в модификации, представленной в 
патенте РФ № 2770413 [25].

Для проведения микроскопического исследова-
ния биоплёнки выращивались на покровных сте-
клах для последующей микроскопии. Для этого, 
суспензию бактерий разводили до концентрации 1 
по МакФарланду в ГРМ-бульоне (ФБУН ГНЦ ПМБ, 
Россия), затем 100 мкл суспензии помещали на по-
кровное стекло и инкубировали в течение 1 часа 
при температуре 37 °C. Стекла после инкубации 
отмывали от не прикрепившихся клеток бактерий 
забуференным фосфатами физиологическим рас-
твором (PBS). Затем стекла погружали узкой гра-
нью в ГРМ-агар (ФБУН ГНЦ ПМБ, Россия) под 
углом 40°-50° к поверхности агара в чашке Петри, 
заливали в чашку 10 мл ГРМ-бульона (ФБУН ГНЦ 

ПМБ, Россия), после чего инкубировали при 37 °C. 
В каждой чашке размещали 4 стекла для выявления 
биоплёнкообразования.  На 1, 2, 4 и 7-е сутки из-
влекали одно из стекол, с одновременной полной 
заменой жидкой питательной среды в чашке Петри. 
Покровное стекло отмывали от не прикрепивших-
ся клеток и высушивали на листе фильтровальной 
бумаги. Препарат фиксировали в течение 3 минут в 
96% этаноле и, после удаления спирта, приклеивали 
на предметное стекло с помощью прозрачного лака. 
Готовый препарат окрашивали раствором акриди-
нового оранжевого (20 мкг/мл) в течение 10 минут, 
три раза промывали проточной водой, высушивали 
в темноте, просматривали с использованием микро-
скопа «Микмед-6 вариант 11» с люминесцентным 
модулем (ЛОМО, Россия) при увеличении х100 в 
иммерсионной системе и фотографировали цифро-
вой камерой. В дальнейшем проводилась цифровая 
обработка полученных изображений с применением 
3D-моделирования при помощи программного ком-
плекса ImageJ ver. 1.52a.

Статистическая обработка полученных результатов 
осуществлена с помощью программы Microsoft Exel 
2013. Применены методы описательной статистики: 
n=3, вычислялось среднее арифметическое (M), стан-
дартная ошибка среднего (m).

Результаты. Все исследуемые штаммы бактерий 
продемонстрировали способность к биоплёнкообра-
зованию. Согласно методу O’Toole [24], коэффициент 
удельного биоплёнкообразования у P. aeruginosa со-
ставлял - 4,6; у K. pneumoniae - 1,96, у S. aureus - 6,2 
(см. табл. 1).

После первых суток культивирования, в соответ-
ствии с общепринятой теорией развития биоплёнки 
[7], клетки бактерий адгезировались на поверхности 
стекла и активно размножались, формируя монослой 
(рис. 1, а, б, в). На 3D модели видно, что в суточной 
биоплёнке P. aeruginosa наблюдаются как отдельные 
клетки, так и небольшие скопления клеток. В суточной 
биоплёнке S. aureus агломерации более выражены. Су-
щественным отличием K. pneumoniae от вышеуказан-
ных бактерий был факт более слабой колонизации по-
верхности стекла.
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Рис. 1. Развитие биоплёнки после первых суток культивирования (окраска 
акридиновым оранжевым. Ув. х1000).
а - Pseudomonas aeruginosa; б - Staphylococcus aureus; в - Klebsiella 
pneumonia.

После двух суток культивирования (рис. 2, а,б,в) 
размножение клеток P. aeruginosa и S. aureus продол-
жалось. При этом S. aureus демонстрировал актив-
ное построение внеклеточного матрикса. Клетки K. 
pneumoniae размножались и синтезировали компонен-
ты матрикса, но по обоим этим показателям отставали 
от представителей других видов бактерий.

На четвёртые сутки культивирования (рис. 3, 
а, б, в) различия в структуре биоплёнок между 
представителями разных видов слабо выражены. 
После 4-х суток культивирования у всех штаммов 
можно наблюдать зрелую сформированную био-
плёнку с развитым матриксом и значительным 
количеством клеток (см. рис. 3).

После 7-х суток культивирования можно на-
блюдать элементы деградации биоплёнок (рис. 
4). Они уже не занимали всей площади наблю-
дения, клеточная составляющая явно снижа-
лась, матрикс приобрёл многослойность и ре-
льефность. При этом на 7-е сутки биоплёнки 
P. aeruginosa (рис. 4, а, б, в) имели более со-
хранную ультраструктуру, чем S. aureus или K.
pneumoniae.

На следующем этапе работы мы оценивали динами-
ку накопления массы матрикса и клеток у исследуемых 
штаммов бактерий. Выяснено, что масса матрикса у 
всех культур бактерий нарастала линейно и достигала к 
7-м суткам значений, превышающих массу клеточного
вещества (рис. 5, а, б, в).

Рис. 2. Развитие биоплёнки после вторых суток культивирования (окраска 
акридиновым оранжевым.  Ув. х1000): 
а - Pseudomonas aeruginosa; б - Staphylococcus aureus; в - Klebsiella 
pneumonia.

Рис. 3. Развитие биоплёнки после 4-х суток культивирования (окраска 
акридиновым оранжевым. Ув. х1000). 
а - Pseudomonas aeruginosa; б - Staphylococcus aureus; в - Klebsiella 
pneumonia.
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Рис. 4. Развитие биоплёнки после 7-ми суток культивирования (окраска 
акридиновым оранжевым. Ув. х1000).
 а - Pseudomonas aeruginosa; б - Staphylococcus aureus; в - Klebsiella 
pneumonia

а

б

в

Рис. 5. Динамика изменения массы клеток и матрикса в биоплёнке:
 а - Pseudomonas aeruginosa, б - Staphylococcus aureus, в - Klebsiella 
pneumonia.

Отличия наблюдались только в скорости нарастания 
массы матрикса после первых суток культивирования 
(тангенс угла наклона графика по отношению к оси 
абсцисс). После первых суток культивирования мак-
симальный объём матрикса отмечен у S. aureus (рис.5, 
б). Наиболее быстрое увеличение объёма матрикса 
(при относительно низкой массе матрикса в первые 
сутки культивирования) наблюдалось у P. aeruginosa 
(tg=18,79) (рис. 5, а), по сравнению с S. aureus (tg=14,56) 
(рис. 5, б) и K. pneumoniae (tg=10,30) (рис. 5, в).

Динамика изменения объёма клеточной составляю-
щей у разных штаммов отличалась, имея общую тенден-
цию к снижению на 7-е сутки. Бактериальная масса P. 
aeruginosa резко увеличивалась через сутки после куль-
тивирования, затем плавно снижалась на протяжении 7 
суток (рис. 5, а). Значительное увеличение клеточной 
массы в течение 3-х суток культивирования наблюдалось 
у S. aureus и K. pneumoniae (рис. 5, б, в). На 3D моделях 
видно, что плотность заполнения биоплёнкой поля на-
блюдения резко увеличивалась. Через 4 суток культи-
вирования объём клеточной массы во всех биоплёнках 
начинал уменьшаться. При этом для P. aeruginosa ха-
рактерно достаточно плавное и равномерное снижение 
количества клеточной массы (рис. 5, а). После семи 
суток культивирования количество клеток в структуры 
биоплёнки P. aeruginosa снижалось менее чем на 10% 
(рис. 5, а), в то время как в биоплёнках S. aureus и K. 
pneumoniae, бактериальная масса резко уменьшалась 
после 4-х суток культивирования (рис. 5, б, в).

Способность микроорганизмов к формированию 
биоплёнок – это их функция от окружающей среды, 
т.е. применительно к условиям вышеописанных экспе-
риментов - функция от питательной среды, в которой 
культивировались бактерии.

Поскольку в динамике образования биоплёнки K. 
pneumoniae в первые сутки культивирования выявле-
ны существенные отличия от других исследованных 
культур, для корректировки возможной методической 
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ошибки, связанной с особенностями воздействия на 
данную культуру компонентов питательной среды 
ГРМ-бульона, проведены дополнительные экспери-
менты по образованию биоплёнки K. pneumoniae в 
иной питательной среде, отличающейся по составу 
(бульон Мюллера-Хинтона, состав среды: кислый ка-
зеиновый пептон (н), кукурузный крахмал, вытяжка из 
говядины). Сравнив данные, представленные на рис. 5, 
в с результатами дополнительного эксперимента (рис. 
6) можно легко убедиться, что принципиальных отли-
чий в динамике образования биоплёнки K. pneumoniae
в различных питательных средах не наблюдается.

Данные статистической обработки результатов экс-
периментов приведены в табл. 2. Как следует из дан-
ных табл. 2 точность и повторяемость средних значе-
ний массы клеточного вещества и матрикса в экспери-
менте, согласно коэффициенту вариации, выше 90%. Рис. 6. Динамика изменения массы клеток и матрикса в биопленке 

Klebsiella pneumoniae при выращивании в бульоне Мюллер-Хинтона.

Т а б л и ц а  2
Параметры динамики процесса образования биоплёнки у K. pneumoniae при культивировании в различных питательных средах

Сутки 
культи- 
вирова- 
ния

Питательная среда
ГРМ-бульон Бульон Мюллера-Хинтона

клетки, мкг матрикс, мкг клетки, мкг матрикс, мкг

ряд 1 ряд 2 ряд 3
среднее

±
SD

CoV
(%) ряд 1 ряд 2 ряд 3

среднее
±

SD1

CoV
(%) ряд 1 ряд 2 ряд 3

среднее
±

SD

CoV
(%) ряд 1 ряд 2 ряд 3

Среднее
±

SD

CoV
(%)

1-е 21,96 22,03 20,75
21,58

±
0,72

3,3 00,91 00,94 00,85
00,9

±
0,05

5,1 29,85 30,
46

27,
15

29,15
±

1,76
6,0 23,48 25,89 22,18

23,85
±

1,90
7,9

2-е 84,96 85,07 83,28
84,43

±
1,00

1,2 08,74 08,72 07,78
08,41

±
0,55

6,5 69,04 72,
18

70,
94

70,72
±

1,58
2,2 23,88 24,05 25,72

24,60
±

1,02
4,1

3-и 74,51 72,35 71,09
72,65

±
1,72

2,4 27,71 25,12 29,45
27,43

±
2,18

7,9 73,86 75,
44

79,
12

76,14
±

2,70
3,5 31,69 33,15 28,54

31,13
±

2,36
7,6

4-е 67,15 65,12 70,15
67,47

±
2,50

3,8 40,73 42,14 38,79
40,55

±
1,68

4,2 80,10 87,
62

79,
84

82,52
±

4,42
5,4 31,99 29,04 34,38

31,80
±

2,67
8,4

7-е 47,18 44,12 50,48
47,26

±
3,18

6,7 60,47 65,24 68,14
64,62

±
3,87

6,0 31,00 27,05 29,46
29,17

±
2,00

6,8 39,47 42,34 37,92
39,91

±
2,24

5,6

Примечание. SD - стандартное отклонение; CoV – коэффициент вариации.

Обсуждение. Низкая способность штамма K. 
pneumoniae к формированию биоплёнки, выявленная 
уже через сутки культивирования, хорошо соотносится 
с данными оценки биоплёнкообразования классическим 
фотометрическим методом по O’Toole. Результаты, по-
лученные при анализе 3D моделей биоплёнок, после 
двух суток культивирования (рис. 2) показали, что био-
плёнка K. pneumoniae, при дальнейшем культивирова-
нии образует многослойную структуру, обладающую ре-
льефной поверхностью и мало отличается от биоплёнок 
других изученных культур. Использование только одно-
го метода O’Toole недостаточно для получения полного 
представления о биоплёнкообразующих свойствах бак-
терий, в частности, динамике биоплёночного процесса и 
ультраструктуре биоплёночного сообщества.

При анализе раннего этапа формирования биоплён-
ки (1-е сутки) видно, что, согласно ахроматической 
шкале, интенсивность окраски внеклеточного матрик-
са более выражена у биоплёнок S. aureus, по сравне-
нию с P. aeruginosa и K. pneumoniae. Это может свиде-

тельствовать о более активной выработке компонентов 
матрикса золотистым стафилококком по сравнению с 
другими бактериями на раннем (1-е сутки) этапе фор-
мирования биоплёнки. В дальнейшем (2-7-е сутки), 
наиболее интенсивное нарастание объёма матрикса 
отмечено у P. aeruginosa. Увеличение объёма матрикса 
во всех биоплёночных культурах шло по пути прямой 
линейной зависимости и наблюдалось в течение всего 
времени культивирования.

Динамика размножения клеток в биоплёнках у раз-
ных бактерий имела особенности. При этом если для P. 
aeruginosa (рис. 5, а) динамика изменения массы кле-
ток в интервале 1-7-ми суток показывала линейную за-
висимость, то для описания изменения клеточной мас-
сы в биоплёнках S. aureus и K. pneumoniae необходимо 
применять полиноминальное уравнение (рис. 5, б, в).

Заключение. Исследование клинических изолятов 
P. aeruginosa, S. aureus и K. pneumoniae, полученных от
детей с хроническими оппортунистическими инфекци-
ями ЛОР-органов, с помощью фотометрических мето-
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дов, люминесцентной микроскопии, 3D-моделирования 
показало, что все исследуемые штаммы способны фор-
мировать трёхмерные биоплёночные структуры, со-
стоящие из клеток бактерий и внеклеточного матрикса. 
Образование наиболее сбалансированной и зрелой био-
плёнки у всех культур бактерий происходит достаточ-
но синхронно - на 4-е сутки. Статистическая обработка 
данных фотометрии об увеличении объёма матрикса и 
клеточной массы, последовательная визуализация био-
плёнки с помощью 3D моделей выявила характерный 
для биоплёнок стадийный процесс их формирования, 
имеющий особенности для каждого вида бактерий.

Подтверждена высокая информативность исследо-
вания биоплёнкообразования с использованием ми-
крофотографий, полученных с помощью оптического 
микроскопа с люминесцентным модулем и программ-
ного комплекса ImageJ. Вышеуказанный метод может 
существенно дополнить базу знаний о механизмах и 
этапах формирования биоплёнок, роли матрикса в под-
держании структуры биоплёнки и динамике изменения 
клеточной массы.

Предложенный комбинированный способ исследо-
вания бактериальных биоплёнок не только позволяет 
получить развернутую картину событий, но и опреде-
лить оптимальное время и мишени для антимикроб-
ного воздействия на биоплёночное сообщество и его 
субкомпоненты, использовать данный прием для оцен-
ки различных вариантов регулирования процесса био-
плёнкообразования, направленных на снижение риска 
развития хронических оппортунистических бактери-
альных инфекций.
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(стаканчик) в комплекте.
Состав: витамин С (L-аскорбиновая кисло-
та), витамин Е (токоферол), витамин А (паль-
митат), витамин В1 (тиамина гидрохло-
рид), витамин В2 (рибофлавин), витамин
В6 (пиродоксин гидрохлорид), витамин
D3 (холекальциферол), витамин РР (ниаци-
намид), вода очищенная, сахароза, пек-
тин яблочный (Е440, загуститель), яблоч-
ный сок концентрированный, ароматиза-
тор Персик.
Область применения: для реализации на-
селению в качестве - источника, вита-
мина С, А, Е, В1, В2, В6, РР и D3.
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Рекомендации по применению: детям
с 3 лет принимать по 5 мл 2 раз в день
непосредственно перед едой. Перед упо-
треблением флакон взболтать. Продол-
жительность приема – 1 месяц. При не-
обходимости приём можно повторить.
Противопоказания: индивидуальная не-
переносимость компонентов. Перед при-
менением рекомендуется проконсультиро-
ваться с врачом.
Срок годности и условия хранения: 2 года.
Хранить в недоступном для детей месте,
при температуре не выше 25ºС. Вскры-
тый флакон хранить в холодильнике не
более одного месяца.
Условия реализации: через аптечную сеть,
специализированные магазины, отделы
торговой сети.

АО «ЭКОлаб»
Предприятие-производитель/организация,

принимающая претензии: АО «ЭКОлаб», Россия, 
142530, Московская обл., 

г. Электрогорск, ул. Буденного, д. 1
тел.: 8 (800) 333-33-47

8 (800) 333-33-47
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РЕКЛАМА

ДИАГНОСТИКА COVID

Тест-система иммунохроматографическая
для качественного дифференцированного выявления

антител IgM/IgG к коронавирусу SARS-CoV-2
в образцах сыворотки, плазмы или цельной крови человека

Тест-система иммунохроматографическая
для качественного выявления

антигенов вируса SARS-CoV-2 в образцах
назофарингеальных мазков человека

ИХА-SARS-CoV-2-Ag

ИХА-COVID-19-IgM/IgG
№ РЗН 2020/11955 от 14.09.2020 г.

№ РЗН 2022/18810 от 16.11.2022 г.

Диагностическая чувствительность набора - 98%
Диагностическая специфичность набора - 100%

Исследуемые образцы:
сыворотка, плазма 
или цельная кровь человека

Объем образца: 10 мкл

Оценка результата: визуально 
через 10-15 минут

Срок годности набора: 25 месяцев 

Безошибочное выявление бессимптомных
случаев инфицирования

Прямой метод этиологической
диагностики наряду с ПЦР

Набор укомплектован всем необходимым 
Удобное хранение при температуре 2-30 С

Оценка результата: визуально 
через 10-15 минут 

о

г. Электрогорск,
ул. Буденного, д. 1 8-800-333-33-47 www.ekolab.ru ekolab-sbyt@mail.rui

Диагностическая чувствительность набора: 99,46 % 
Диагностическая специфичность набора: 99,70 % 



www.ekolab.ru

Эпимед 
      ЭКОлаб

Спрей для наружного
и местного применения

Иммунностимулирующее
Противовирусное
Противовоспалительное
Противозудное
Регенерирующее

Оказывает
следующие
действия:

РЕКЛАМА

интимное здоровье
ДО и ПОСЛЕ



ЭКОлаб НОВИНКИ
ИХА-Диагностики

Экспресс-тест для качественного определения суммарных антител к вирусу иммунодефицита
человека 1 и 2 типа в образцах сыворотки, плазмы или цельной крови человека

«ИХА-ВИЧ 1/2»  № РЗН 2023/21550 от 21.11.2023

Экспресс-тест для качественного определениясуммарных антител к антигенам вируса гепатита С
в образцах сыворотки, плазмы или цельной крови человека 

«ИХА-антиВГС» № РЗН 2023/21425 от 25.10.2023

www.ekolab.ru 142530, Российская Федерация, Московская область,
г. Электрогорск, ул. Буденного, д. 1

тел: 8-800-333-33-47
e-mail: ekolab-sbyt@mail.ru

  

ранняя диагностика ВИЧ-инфекции
мониторинг эффективности противовирусной терапии
определение ВИЧ статуса человека
выявление антител IgA/IgG/IgM к ВИЧ 1/2
порог обнаружения - 2 МЕ/мл
исследуемый материал: сыворотка, плазма или цельная кровь
бесприборный учет результата
подходит для самотестирования
быстрый формат исследования
срок годности 25 месяцев

ранняя диагностика гепатита С
выявление антител IgA/IgG/IgM к гепатиту С
исследуемый материал: 
сыворотка, плазма или цельная кровь
бесприборный учет результата
подходит для самотестирования
быстрый формат исследования
срок годности 25 месяцев

Диагностическая чувствительность набора реагентов: 99,6% – 100%
(с доверительной вероятностью 95%). 
Диагностическая специфичность набора реагентов: 99,67% - 100% 
(с доверительной вероятностью 95%).

Диагностическая чувствительность набора реагентов: 99,66%-100% (с доверительной вероятностью 95%). 
Диагностическая специфичность набора реагентов: 99,68%-100% (с доверительной вероятностью 95%).
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Дмитрюкова М.Ю.1, Малтызова М.И.1, Голод А.А.1, Комиссарова К.С.2, Сенина М.Е.1,3, Гущин А.Е.3,4

ВАЛИДАЦИЯ НАБОРА РЕАГЕНТОВ ДЛЯ ОДНОВРЕМЕННОГО ВЫЯВЛЕНИЯ 13-ТИ 
ВОЗБУДИТЕЛЕЙ ОСТРЫХ РЕСПИРАТОРНО-ВИРУСНЫХ ИНФЕКЦИЙ

1ООО «НекстБио»,111394, Москва, Россия; 
2ФГБУ "НИИ гриппа им. А.А. Смородинцева", 197376, Санкт-Петербург, Россия; 
3ГБУЗ «Московский научно-практический центр дерматовенерологии и косметологии Департамента здравоохранения г. 
Москвы», 119071, г. Москва, Россия; 
4ООО «Интерлабсервис», 115035, Москва, Россия

Респираторно-вирусные инфекции являются основной причиной недееспособности экономически активного населения, не-
редко приводят к тяжелым осложнениям и летальным исходам, особенно у новорожденных детей, пожилых и иммуноком-
прометированных лиц. Свой вклад в снижение заболеваемости и смертности от респираторных инфекций может внести 
своевременная и точная диагностика возбудителей ОРВИ. Цель данного исследования – разработка и валидация наборов 
реагентов для одновременного выявления 13-ти основных возбудителей респираторно-вирусных инфекций, совместно с ис-
пользованием автоматической станции для экстракции нуклеиновых кислот. Были протестированы стандартные образцы 
с известной концентрацией для определения аналитических характеристик набора, а также 162 образца биологического 
материала, содержащие возбудителей ОРВИ, из коллекции НИИ гриппа им. А.А. Смородинцева в сравнении с набором Respi-
Finder 2Smart (PathoFinde r, Нидерланды). Аналитическая чувствительность набора составила 500 копий/мл для всех выявля-
емых вирусов, за исключением коронавируса человека NL63, для которого минимальная выявляемая концентрация определена 
как 1000 копий/мл. Показано отсутствие перекрестных реакций с другими микроорганизмами и вирусами, обнаруживаемы-
ми в дыхательных путях, а также с ДНК человека. При использовании набора сравнения RespiFinder 2Smart, наилучшая схо-
димость показана для аденовируса и метапневмовируса (коэффициент каппа Коэна больше 0,81). Наименьшая сходимость 
результатов – у риновируса (умеренное согласие, коэффициент каппа Коэна 0,57). При этом дискордантные образцы были 
положительны в тестируемом наборе и отрицательны в RespiFinder 2Smart. Таким образом, разработанный набор «Ам-
плиПрайм ОРВИ-комплекс» показал высокую чувствительность и специфичность относительно выявляемых патогенов, 
хорошую сходимость результатов с набором сравнения, а также небольшое время, затрачиваемое на полный цикл анализа.
Ключевые слова: острые респираторно-вирусные инфекции; полимеразная цепная реакция.
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Dmitryukova M.Yu.1, Maltysova M.I.1, Golod A.A.1, Komissarova K.S.2, Senina M.E.1,3, Guschin A.E.3,4

VALIDATION OF THE REAGENT KIT FOR SIMULTANEOUS DETECTION OF 13 MAIN VIRAL 
RESPIRATORY PATHOGENS
1 “NextBio” LLC, 111394, Moscow, Russia;

2 Smorodintsev Research Institute of Influenza, 197376, St. Petersburg, Russia;

3 Moscow Scientific and Practical Center of Dermatovenerology and Cosmetology, 119071, Moscow, Russia;

4 “Interlabservice” LLC, 115035, Moscow, Russia

Respiratory infections are the main cause of temporary inability of economically active population, and increase risk of complications 
and fatal outcome in newborn, elderly and immunocompromise people. Appropriate and precise detection of respiratory pathogens 
should reduce morbidity and mortality of acute respiratory infections. The aim of this study was to develop and validate the reagent kit 
for simultaneous detection of 13 main respiratory pathogens combined with automatic instruments for nucleic acids purification. The 
quantified standardize control samples were tested for analytical characteristics, and 162 biological samples containing respiratory 
pathogens from Smorodintsev Research Institute of Influenza collection of were tested against RespiFinder 2Smart.  Analytical 
sensitivity was 500 copies/ml for all identified pathogens except human coronavirus NL63 (1000 copies/ml). No cross-reaction with 
microorganisms and viruses from respiratory tract, as well as human DNA was shown. The highest agreement between tested kit and 
RespiFinder was shown for adenovirus and metapneumovirus detection (Cohen’s cappa greater than 0.81), and lowest – for rhinovirus 
(mild agreement, Cohen’s cappa 0.57). In last case discordant result were positive with tested kit and negative with RespiFinder kit. 
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Thus, the developed kit has shown high analytical sensitivity and specificity, good agreement between results obtained by tested and 
comparison kits, as well as short time for full analysis cycle. 
Key words: acute respiratory infection; polymerase chain reaction.
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Введение. Острые респираторные вирусные инфек-
ции (ОРВИ) являются самыми распространенными 
причинами недееспособности населения. Экономиче-
ский ущерб в 2022 году от острых инфекций верхних 
дыхательных путей множественной и неуточненной 
локализации, без учета COVID-19, составил 935 млрд. 
рублей, или 93% всей экономической значимости ин-
фекционных заболеваний [1].

К наиболее частым возбудителям ОРВИ относят-
ся риновирус, респираторно-синцитиальный вирус (по 
новой классификации – ортопневмовирус человека), 
метапневмовирус, вирусы парагриппа 1-4-го типа, коро-
навирусы человека, аденовирус и бокавирусы человека. 

В большинстве случаев респираторные инфекции 
ограничиваются поражением верхних дыхательных 
путей и проходят самостоятельно, но в некоторых слу-
чаях способны прогрессировать с поражением нижних 
дыхательных путей и развитием бронхиолита, пневмо-
нии. В частности, вирусы парагриппа 1, 2 и 3-го типов 
являются основной причиной крупа, бронхиолита и 
пневмонии у младенцев и маленьких детей, и являются 
одной из главных причин госпитализации детей в воз-
расте до пяти лет [2]. Риновирусы редко вызывают ос-
ложнения, однако более 50% случаев ОРВИ у взрослых 
ассоциированы именно с ними [3]. 

Респираторные инфекции в раннем возрасте повы-
шают риск развития астмы у предрасположенных лиц, 
и в дальнейшем ее обострение [4]. В первую очередь, 
это характерно для респираторно-синцитиального ви-
руса [5], метапневмовируса [6] и риновируса [7]. К ос-
ложнениям со стороны сердечно-сосудистой системы 
могут приводить все респираторные вирусы, за счет 
развития гипоксии и вызванной ей легочной гипертен-
зии, либо поражение носит специфический характер, в 
частности, аденовирус является потенциальным триг-
гером миокардита и кардиомиопатии, за счет реплика-
ции в кардиомиоцитах [8]. Есть сообщения о метапнев-
мовирус-ассоциированном поражении ЦНС [9].

Молекулярные методы выявления возбудителей ин-
фекционных болезней являются наиболее быстрыми 
и дешевыми для определения этиологии заболевания. 

Цель работы - разработка набора реагентов для выяв-
ления основных возбудителей ОРВИ в биологическом 
материале методом ОТ-ПЦР совместно с полным ци-
клом автоматической экстракции и приготовлением 
ПЦР смеси, а также его валидация относительно набо-
ра RespiFinder 2Smart (PathoFinder, Нидерланды).

Материал и методы. Амплификация с обрат-
ной транскрипцией. Набор реагентов «Амплипрайм 
ОРВИ-комплекс» предназначен для одновременного 
выявления 13-ти распространенных возбудителей ин-
фекций респираторного тракта – вирусов парагриппа 
1 - 4 типов, риновируса, респираторно-синцитиально-
го вируса, коронавирусов 229Е, NL63, HKU1 и ОС43, 
метапневмовируса, аденовируса и бокавируса. Гены – 
мишени представлены в табл. 1.   

        Т а б л и ц а  1 .                
Мишени для выявления 13-ти возбудителей ОРВИ

Возбудитель Ген-мишень
Вирусы парагриппа 1 - 4 типа, 
респираторно-синцитиальный 
вирус, коронавирусы 229Е, 
NL63, ОС43

Ген нуклеокапсида (N gene)

Коронавирус HKU1 Ген РНК-зависимой РНК-
полимеразы (RdRp gene)

Риновирус Сайт прикрепления рибосомы 
(IRES)

Метапневмовирус Ген белка слияния (F gene)
Аденовирус Ген гексона (H gene)

Бокавирус Левый нетранслируемый участок 
(5’UTR)

Определение аналитической чувствительности, 
повторяемости и воспроизводимости. Аналитические 
характеристики набора определяли с использованием 
стандартных образцов предприятия (СОП), представ-
ляющих собой модифицированные РНК-содержащие 
ms2-фаги, несущие фрагменты генома выявляемых 
вирусов (парагриппа 1-4-го типов, риновируса, респи-
раторно-синцитиального вируса, коронавирусов 229Е, 
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NL63, HKU1 и ОС43, метапневмовируса), а также ДНК-
содержащие плазмиды, несущие фрагмент генома бока-
вируса и аденовируса. Стандартные образцы разводили 
в биологическом материале (мазки из рото- и носоглот-
ки), забранном в транспортную среду для респиратор-
ных мазков (АмплиПрайм® ТСР, ООО «НекстБио», Рос-
сия, РУ № ФСР 2012/14200). Биологический материал 
не содержал РНК выявляемых вирусов.

Для определения чувствительности были протести-
рованы разведения СОП в концентрации 5000 копий/
мл в пяти повторах, 1000 и 500 копий/мл в 20 повторах 
каждого возбудителя.  

Для определения повторяемости и воспроизводи-
мости результатов анализа стандартные образцы были 
разведены до концентрации 1х104 копий/мл в биологи-
ческом материале, не содержащим нуклеиновые кис-
лоты выявляемых патогенов. Полученные модельные 
образцы были протестированы в 16 повторах для опре-
деления повторяемости на одном приборе в один день, 
и 32 повтора в разные дни и на разных приборах.

Экстракция была проведена с использованием на-
бора для экстракции нуклеиновых кислот «Магно-
Прайм® ФАСТ-Р» (ООО «НекстБио», Россия), мето-
дика с использованием автоматической станции для 
экстракции нуклеиновых кислот Microlab STARlet 
(Hamilton Bonaduz AG, Швейцария, рег. удостоверение 
№ РЗН 2018/6981 от 05.04.2018).

Концентрация ms2-фагов и плазмид были определе-
ны методом цифровой ПЦР с использованием прибора 
QuantStudio 3D (Thermo Scientific, США).

Определение аналитической специфичности и 

влияния интерферирующих веществ. Для определе-
ние специфичности выявления заявленных вирусов, 
был протестирован биологический материал (мазки 
из рото- и носоглотки), содержащий следующие пато-
гены: вирусы гриппа А серотипы H5N1, H3N2, H0N1, 
H2N2, H7N9, вирус гриппа В (линии Виктория и Яма-
гата), P. aeruginosa, M. pneumoniae, K. pneumoniae, S. 
aureus, S. pneumoniae, L. pneumophila, H. influenza, B. 
pertussis, B. parapertussis, B. bronchiseptica 

Для оценки влияния интерферирующих веществ в 
исследуемые образцы были внесены муцин (SigmaAl-
drich, США) в концентрации 0,23 мг/100 мкл, гемогло-
бин (SigmaAldrich, США), 0,20 ммоль / 100 мкл, ми-
рамистин (Инфамед К, Россия), 0,001% действующего 
вещества в 100 мкл), хлоргексидин (Биоген НПЦ, Рос-
сия), 0,5% действующего вещества в 100 мкл.

Набор сравнения. В качестве набора сравнения ис-
пользован набор реагентов RespiFinder 2Smart  (Patho-
Finder, Нидерланды).  Набор позволяет выявлять 20 
вирусных патогенов: вирусы гриппа А (с типировани-
ем пандемического варианта 2009 года H1N1pdm09), 
гриппа В, респираторно-синцитиальный виру типы A и 
В, метапневмовирус, риновирус (энтеровирус), аденови-
рус, вирусы парагриппа 1-4 типов, бокавирус, коронави-
русы человека NL63/HKU1 (без типирования), корона-
вирусы OC43, 229E, SARS-CoV-2 и MERS. Кроме того, 
в панель включены 4 бактериальных возбудителя – M. 
pneumoniae, C. pneumoniae, L. pneumophila, B. pertussis. 
Метод основан на анализе кривой плавления амплико-
нов, полученных в ходе ПЦР с обратной транскрипцией.

Было протестировано 162 образца, содержащие воз-

                        Т а б л и ц а  2
          Определение аналитической чувствительности 

Мишень 

5000 копий/мл,
5 повторов

1000 копий/мл,
20 повторов

500 копий/мл,
20 повторов

Положи-
тельных

Среднее Ct
(95%ДИ)

Положи-
тельных

Среднее Ct
(95%ДИ)

Положи-
тельных

Среднее Ct
(95%ДИ)

Вирус парагриппа 1-го типа 5 31,50 (31,19-31,81) 20 33,95 (33,77-34,13) 20 35,06 (34,85-35,27)

Вирус парагриппа 2-го типа 5 31,80
 (31,60-32,00) 20 34,40 

(34,28-34,52) 20 35,43 
(35,23-35,62)

Вирус парагриппа 3-го типа 5 33,42
(33,23-33,62) 20 36,43

(35,87-36,41) 20 37,82
(37,47-38,18)

Вирус парагриппа 4-го типа 5 31,08
(30,96-31,19) 20 33,54

(33,42-33,65) 20 34,45 
(34,28-34,63)

Респираторно-синцитиальный вирус (ор-
топневмовирус) 5 30,81

 (30,40-31,22) 20 32,93
 (32,30-33,56) 20 34,23

 (33,37-35,09)

Риновирус 5 33,46
 (33,03-33,88) 20 35,98

 (35,58-36,38) 18 38,83 
(38,43-39,23)

Коронавирус 229Е 5 34,33 
(34,03-34,62) 20 36,85 

(36,63-37,06) 20 37,94 
(37,66-38,22)

Коронавирус NL63 5 36,50 
(36,09-36,90) 18 38,80 

(37,93-39,63) 13 39,25 
(38,55-39,95)

Коронавирус HKU1 5 33,63 
(33,53-33,72) 20 36,40

 (36,22-36,59) 20 37,41 
(37,17-37,64)

Коронавирус OC43 5 34,36
 (33,89-34,82) 20 36,85

 (36,49-37,21) 19 37,85
 (37,23-37,93)

Метапневмовирус 5 31,62
 (31,34-31,90) 20 34,08

 (31,00-34,15) 20 35,14 
(34,97-35,31)

Аденовирус 5 31,50
 (31,40-31,59) 20 34,05 

(33,79-34,31) 20 35,10
 (34,69-35,50)

Бокавирус 5 30,60
(30,54-30,66) 20 32,84

 (32,67-33,00) 20 34,12 
(33,86-34,37)
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будителей ОРВИ из коллекции ФГБУ НИИ гриппа им. 
А.А. Смородинцева, г. Санкт-Петербург. Образцы со-
бирались в разное время и хранились при температуре 
-80 0С. Тестирование проводили параллельно двумя на-
борами, согласно инструкции по применению.

Этические аспекты. Биологический материал, ис-
пользованный для проведения работы, был получен 
после значимых исследований. Дизайн исследования 
не был связан с риском для пациентов, и не оказывал 
влияние на их права и благополучие, способ получения 
материала не позволял провести идентификацию лица, 
от которого данный материал был получен. Исходя из 

этого, одобрение этического комитета не требовалось.
Статистический анализ. Статистическую обра-

ботку полученных данных проводили с использовани-
ем ПО Excel (пакета MS Office, Microsoft, США).

Результаты. Аналитические характеристика на-
бора были определены с использованием модельных 
образцов, представляющими собой разведения искус-
ственных конструкций, содержащих фрагменты гено-
мов выявляемых вирусов, в негативном биологическом 
материале. Результаты определения чувствительности 
набора представлены в табл. 2, повторяемости и вос-
производимости – в табл. 3.

Т а б л и ц а  3 
Определение повторяемости и воспроизводимости амплификации стандартного образца в концентрации 104 копий/мл

Мишень
Повторяемость, 

16 повторов тестирования, 
среднее значение Ct (95%ДИ) 

Воспроизводимость, 
32 повторов тестирования, 

среднее значение Ct (95%ДИ)
Вирус парагриппа 1-го типа 31,24	 (30,51-31,97) 31,44	 (31,01-31,87)
Вирус парагриппа 2-го типа 33,12	 (32,78-33,46) 32,95	 (32,78-33,13)
Вирус парагриппа 3-го типа 33,04	 (32,95-33,14) 33,17	 (33,08-33,26)
Вирус парагриппа 4-го типа 30,51	 (30,39-30,62) 30,61	 (30,52-30,69)
Респираторно-синцитиальный вирус 
(ортопневмовирус) 30,40	 (30,19-30,60) 30,21	 (30,06-30,36)

Риновирус 32,51	 (32,30-32,71) 32,40	 (32,28-32,53)
Коронавирус 229Е 33,20	 (33,11-33,28) 33,60	 (33,44-33,76)
Коронавирус NL63 34,76	 (34,62-35,08) 34,52	 (34,42-34,63)
Коронавирус HKU1 32,30	 (32,03-32,08) 32,43	 (32,26-32,60)
Коронавирус OC43 33,71	 (33,49-33,93) 33,85	 (33,70-33,00)
Метапневмовирус 30,91	 (30,75-31,06) 31,02	 (30,90-31,13)
Аденовирус 31,09	 (30,98-31,20) 31,14	 (31,04-31,24)
Бокавирус 30,25	 (30,12-30,38) 30,28	 (30,19-30,38)

Т а б л и ц а  4 

Коэффициент каппа Коэна при тестировании двумя наборами

Возбудитель Количество положительных 
образцов

% Совпавших 
результатов

Коэффициент каппа 
Коэна*

Вирусы парагриппа 21 96,36 0,81
Риновирус 17 95,13 0,57
Респираторно-синцитиальный вирус 
(ортопневмовирус) 15 96,94 0,78

Коронавирусы человека 32 92,65 0,72
Аденовирус 31 96,96 0,89
Метапневмовирус 30 95,67 0,84
Бокавирус 40 88,98 0,67

Примечание. * - Интерпретация значений коэффициента принята следующая [10]: 
0,00 - Согласие отсутствует; 
<0,20 - Согласие почти отсутствует;
0,21 – 0,40 - Посредственное согласие;
0,41 – 0,60 -  Умеренное согласие;
 0,61 – 0,80 - Существенное согласие;
0,81 – 1,00 - Почти отличное согласие.

Сравнение с набором реагентов RespiFinder 
2Smart. Было исследовано 162 образца из коллекции 
НИИ гриппа им. АА Смородинцева. Чаще всего вы-
являлся бокавирус (40 образцов, 24,7%), преимуще-
ственно в виде коинфекции с аденовирусом. Чуть реже 
обнаруживались коронавирусы (без типирования) и 
аденовирус (19,8 и 19,1% соответственно).

Для оценки согласия результатов выявления ре-
спираторных патогенов двумя наборами был рассчи-
тан коэффициент каппа Коэна. Коэффициент Каппа 
Коэна (Cohen's kappa) позволяет оценивать согласие 
результатов двух классификаций для категориальных 
переменных [10]. Полученные данные представлены 
в табл. 4.
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0,81). Наименьшее – для риновируса (коэффициент 
каппа Коэна 0,57, умеренное согласие). При этом дис-
кордантные образцы были положительны в наборе Ам-
плиПрайм и отрицательны в RespiFinder.

Не менее важной характеристикой теста является 
время проведения исследования. Наиболее затратным 
периодом при тестировании большого количества об-
разцов оказывается этап экстракции, который можно 
сократить с использованием автоматических станций 
для экстракции. Затрачиваемое время на полный цикл 
анализа при использовании станции Hamilton состави-
ло 2,5 часа, из них 20 минут занимает этап экстракции, 
2 часа – приготовление ПЦР-смеси и амплификация. 
Время анализа RespiFinder 2Smart составляет после 
этапа экстракции  те же 2,5 часа, вместе с этапом вы-
деления нуклеиновых кислот – 3 – 3,5 часа. 

Выводы. В ходе проведенной работы был разработан 
и валидирован набор реагентов для молекулярной диа-
гностики 13-ти основных возбудителей респираторных 
инфекций. Набор показал высокую чувствительность 
и специфичность в отношении выявления заявленных 
вирусов, хорошую сходимость результатов при сравне-
нии с набором реагентов для выявления возбудителей 
ОРВИ RespiFinder 2Smart, а также короткое время, не-
обходимое для проведения полного цикла анализа.
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9(10):1092-4.

Обсуждение. В настоящее время молекулярные ме-
тоды обнаружения патогенов человека и животных по-
лучили широкое распространение, и заменили многие 
диагностические методы, такие как культуры клеток и 
выявление антигенов. Особое значение молекулярные 
методы имеют для выявления возбудителей инфекций 
верхних и нижних дыхательных путей, поскольку по-
зволяют одновременно выявлять значительное количе-
ство патогенов, дифференциальная диагностика кото-
рых по симптоматическим признакам затруднена.

Цель  нашей работы заключалась в разработке и 
валидации набора реагентов для выявления 13-ти 
основных возбудителей острых респираторно-ви-
русных инфекций. 

Аналитическая чувствительность набора позволя-
ет оценивать минимальное количество возбудителя, 
который можно обнаружить в биологическом матери-
але. В целом, хотя целесообразность определения еди-
ничных копий респираторных вирусов часто ставится 
под сомнение, вирусная нагрузка более 1000 копий/мл 
может быть ассоциирована с развитием симптомов и 
вероятностью осложнений, что было показано для ри-
новируса [11, 12], вирусов парагриппы [13], респира-
торно-синцитиального вируса [14], метапневмовируса 
[15]. При этом, зависимости тяжести течения концен-
трации обнаружено не было. Чувствительность выяв-
ления вирусных патогенов разрабатываемым набором 
составила 500 копий/мл, за исключением коронавируса 
человека NL63, для которого минимальная выявляемая 
концентрация была 1000 копий/мл, что достаточно для 
выявления клинически значимых концентраций.

Аналитическая специфичность, в свою очередь, яв-
ляется показателем наличия перекрестных реакций с 
микроорганизмами и вирусами, присутствие которых 
можно ожидать в исследуемом биологическом матери-
але, а также с ДНК человека. Эксперименты показали 
отсутствие перекрестной реакции с наиболее распро-
странёнными респираторными патогенами вирусной 
природы и бактериальной природы. Кроме того, внесе-
ние наиболее часто используемых лекарственных пре-
паратов и интерферирующих веществ, которые могут 
попасть в биологический материал при его взятии, не 
оказало влияния на получаемый результат.

Важным этапом оценки работоспособности нового 
набора реагентов является его сравнение с реагентами 
других производителей. В данной работе в качестве 
набора сравнения использован набор реагентов Respi-
Finder 2Smart (PathoFinder, Нидерланды). Набор име-
ет европейский сертификат качества (СЕ, Conformité 
Européenne), широко применяется на территории Ев-
ропы и мира. Набор имеет хорошие аналитические 
характеристики (16), однако отмечается, что чувстви-
тельность набора относительно риновируса, вирусов 
парагриппа 1 и 3-го типа, метапневмовируса и респи-
раторно-синцитиального вируса была ниже, чем у на-
боров сравнения (моноплексных наборов и набора ре-
агентов xTAG Respiratory Virus Panel Fast Assay произ-
водства Abbot Molecular, США) [17, 18].

Согласие результатов выявления патогенов двумя 
наборами различалась от возбудителя к возбудителю. 
Наибольшее согласие (то есть, совпадение большин-
ства результатов) наблюдалось для аденовируса и ме-
тапневмовируса (коэффициент каппа Коэна больше 
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РАЗРАБОТКА НАБОРА РЕАГЕНТОВ С ПРИМЕНЕНИЕМ МЕТОДА ПЦР ДЛЯ КАЧЕСТВЕННОЙ 
ИДЕНТИФИКАЦИИ ДНК ВИРУСА ГЕПАТИТА B

1ЗАО «ЭКОлаб», 142530, г. Электрогорск, Россия; 
2ГОУВО МО «Государственный гуманитарно-технологический университет» (ГОУ ВО МО «ГГТУ»), 142611, г. Орехово-Зуево, 
Россия

Вирус гепатита В (HBV) наряду с другими вирусными гепатитами является распространенным возбудителем и опасным 
инфекционным агентом среди тех, которые вызывают заболевания печени у людей, он определен как одна из основных гло-
бальных проблем здравоохранения не только в России, Европе, но и во всем мире. С момента открытия вируса гепатита 
B было инфицировано примерно 400 миллионов человек во всем мире; цирроз и гепатоцеллюлярная карцинома, основные по-
следствия хронического гепатита В, приводящие к более полумиллиона смертей в год. В 2016 году Всемирная организация 
здравоохранения (ВОЗ) поставила амбициозную цель ликвидировать вирусный гепатит, как основную глобальную угрозу 
общественному здравоохранению к 2030 году. Виремия HBV является важнейшим фактором риска прогрессирования хрони-
ческой HBV-инфекции, в связи с этим направлены поиски на новые методы обнаружения вируса гепатита B наряду с хорошо 
зарекомендовавшими себя иммунологическими методами. Качественное выявление ДНК HBV в крови методом полимеразной 
цепной реакции (ПЦР) стало важнейшим инструментом в оценке и лечении инфекции. В статье приводится описание раз-
работки набора реагентов для выявления вируса HBV методом ПЦР. Диагностическая чувствительность и специфичность 
разрабатываемого набора составляет 100 %, такие результаты были получены на пробах от 200 пациентов с подтверж-
дённым и отрицательным результатом по HBV.  По анализу литературных данных показано, что скорость мутаций в ге-
номе для HBV выше, чем для большинства ДНК-вирусов. В связи с этим областью для посадки праймеров послужил ген POL, 
после выравнивания последовательностей генотипов HBV, в том числе с приобретенными мутациями. Включенный в набор 
эндогенный внутренний контроль, нацеленный на ген человека (бета-глобулин), позволит судить о реальном наличии клеток 
человека в образце и правильности проведения этапа пробоподготовки.
Ключевые слова: вирус гепатита B (HBV); полимеразная цепная реакция в реальном времени (ПЦР-РВ); ПКО; ВКО; прайме-
ры; детекция; разработка набора.
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DEVELOPMENT OF A PCR REAGENT KIT FOR QUALITATIVE IDENTIFICATION OF HEPATITIS B VIRUS 
DNA
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Hepatitis B virus (HBV) along with other viral hepatitis is a common pathogen and dangerous infectious agent among those that cause 
liver disease in humans, it is identified as one of the major global health problems not only in Russia, Europe, but also worldwide. 
Since its discovery, the hepatitis B virus has infected approximately 400 million people worldwide; cirrhosis and hepatocellular 
carcinoma, the main consequences of chronic hepatitis B, leading to more than half a million deaths per year. In 2016, the World 
Health Organization (WHO) set an ambitious goal to eliminate viral hepatitis as a major global public health threat by 2030. HBV 
viremia is a critical risk factor for the progression of chronic HBV infection, and new methods for detecting hepatitis B virus, alongside 
well-established immunological methods, are being sought. Qualitative detection of HBV DNA in blood by polymerase chain reaction 
(PCR) has become an essential tool in evaluation and treatment of infection. This article describes the development of a reagent kit for 
the detection of HBV by PCR. Diagnostic sensitivity and specificity of the developed kit is 100%, these results were obtained on samples 
from 200 patients with confirmed and negative HBV results.  A review of the literature shows that the mutation rate in the genome for 
HBV is higher than for most DNA viruses. In this regard, the POL gene was used as the region for primer seeding, after alignment of 
HBV genotypes, including those with acquired mutations. The endogenous internal control included in the kit, targeting the human 
gene (beta-globulin), will judge the actual presence of human cells in the sample and the correctness of the sample preparation step.
Key words: hepatitis B virus (HBV); real-time polymerase chain reaction (PCR-RT); PCS; IES; primers; detection; kit development.
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вой дивергенции по всему геному, HBV филогенетиче-
ски классифицирован на 10 генотипов, обозначенных 
латинскими буквами от A до J, имеющих строгое гео-
графическое распределение. Каждый генотип характе-
ризуется также своим субгенотипом, однако, у таких 
генотипов как: E, G, H, I, J субгенотипов нет. В Россий-
ской Федерации доминирующими являются генотипы 
D (около 90% случаев) и А (около 10%), однако, на раз-
ных территориях частота генотипов может различаться 
[11]. Наряду с генотипом для субгенотипа также харак-
терно четко сложившееся географическое распростра-
нение, которое может меняться в связи с миграцией 
населения. Такие присутствующие различия между 
генотипами и их субтипами имеют клиническую зна-
чимость для проведения эффективной антиретровирус-
ной терапии [1, 12]. 

Диагностика и мониторинг HBV-инфекции осно-
ваны на выявлении вирусных антигенов и специфи-
ческих анти-HBV-антител, а также обнаружения ну-
клеиновых кислот, нацеленных на геномный материал 
вируса. Наличие ДНК HBV в периферической крови 
является надежным маркером активной репликации 
вируса. По сравнению с иммуноанализами, обнаруже-
ние и количественная оценка ДНК HBV признаны на 
сегодняшний день более актуальными для диагностики 
инфекции, принятия терапевтических решений и оцен-
ки ответа на проводимую терапию антиретровирусны-
ми препаратами [13]. На сегодняшний день разработан 
ряд методов обнаружения ДНК HBV, таких как ПЦР, 
в том числе количественная ПЦР в режиме реально-
го времени (qPCR-RT), петлевая изотермическая ПЦР 
(LAMP), амплификация по катящемуся кругу (RCA) 
и др. [14]. Большинство, присутствующих на рынке 
коммерческих наборов для выявления и количествен-
ного определения HBV в основном основаны на ПЦР 
в режиме реального времени с гибридизационно-флуо-
ресцентной детекцией, обладающей хорошей стабиль-
ностью, чувствительностью, специфичностью и точно-
стью. Таким образом, высокочувствительные методы 
определения ДНК HBV необходимы для целей прогно-
за, диагностики и мониторинга лечения.

В наборах, присутствующих на рынке в качестве 
внутреннего контрольного образца (ВКО), использует-
ся экзогенная синтетическая конструкция. При разра-
ботке набора была реализована система с использова-
нием эндогенного ВКО для диагностики HBV.

Цель исследования - разработать набор реагентов 
для качественного выявления ДНК HBV методом ПЦР 
в реальном времени. 

Введение. Гепатит В — это вирусное инфекцион-
ное заболевание, поражающее печень и протекающее 
в острой или хронической форме [1]. Вирус гепатита В 
(HBV) входит в состав семейства Нepadnaviridae рода 
Orthohepadnavirus. 

По оценкам Всемирной организации здравоохране-
ния (ВОЗ), в 2019 году в мире насчитывалось 296 млн. 
человек, живущих с хроническим гепатитом В, при этом 
ежегодно происходит около 1,5 млн. новых случаев ин-
фицирования. По оценкам, в том же году от гепатита В 
умерло 820 000 человек, главным образом в результате 
цирроза печени и гепатоцеллюлярной карциномы (пер-
вичного рака печени) [2]. По статистике в России в 2020 
году заболеваемость гепатитом В среди населения со-
ставила 4,7 человека на 100 000 населения, в 2021 году 
4,8 человека на 100 000 населения, что почти в 2 раза 
меньше чем в 2019/2018 годах, где заболеваемость со-
ставляла 9,9/9,3 человека на 100 000 населения [3].

Вирус гепатита В является уникальным среди ви-
русных патогенов человека, поскольку он представ-
ляет собой ДНК-вирус, который реплицируется через 
РНК-посредник, и, таким образом, относится к ДНК- и 
РНК-вирусам с обратной транскрипцией [4,5]. Моле-
кула ДНК представлена короткой нитью, которая яв-
ляется плюс-нитью, длинная нить ДНК минус-нитью. 
Длинная цепь связана с ДНК-полимеразой, которая до-
страивает плюс-цепь до полноценной структуры. ДНК-
полимераза способствует синтезу новых цепей ДНК на 
матрице как ДНК, так и РНК [6].

 Инфекционный вирион HBV имеет сферическую 
структуру с двойной оболочкой диаметром 42 нм, со-
стоящую из липидной оболочки.  Геномная структура 
HBV, содержащаяся внутри капсулы вируса, является 
одновременно компактной и сложной, при этом она 
способна кодировать семь различных белков, занимая 
всего 3,2 килобазы (кб) [6].  HBV содержит четыре от-
крытые рамки считывания ((С (ядро), P (полимераза), 
S (поверхностный антиген), X (белок)) и семь белков 
(HBeAg, HBcAg, LHBs, MHBs, SHBs, полимераза, 
HBx)) [7]. Гетерогенность последовательностей являет-
ся характерной чертой HBV. Однако в результате огра-
ничений, связанных с перекрывающимися открытыми 
рамками считывания и наличием вторичных структур 
РНК, таких как эпсилон, кодируемых неперекрыва-
ющимися областями, скорость мутаций в различных 
областях генома HBV варьируется. По оценкам, геном 
HBV эволюционирует со скоростью примерно от 10-4 
до 10-6 нуклеотидных замен/год [8-10]. 

На сегодняшний день, основываясь на межгруппо-
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зогенный ВКО (рис. 1, а, б). 
Для эндогенного ВКО у каждой пробы наблюдается 

свой выход на графике с различным уровнем флуорес-
ценции (RFU), для синтетической конструкции наблю-
дается выход из одной точки, в большей части с одина-
ковым для всех проб (RFU).

Амплификация и детекция проводилась как отдель-
но для выявления HBV по одному каналу (моноплекс-
ное выявление), так и одновременно выявлялся HBV 
и ген человека (ВКО) по двум каналам (мультиплекс-
ное выявление) для оценки возможности конкуренции 
между каналами для ВКО и специфики. 

Результаты сравнительной детекции HBV + ген че-
ловека и HBV представлены на рис. 2, а, б.

Конкуренции между каналами не выявлено. Все ре-
зультаты по выявлению положительных и отрицатель-
ных проб совпали между разрабатываемым набо-
ром и коммерческим набором сравнения.

Праймеры были разработаны после определения ус-
ловий реакции, таких как GC%, температура плавления 
(Tm), длина праймера и их взаимосвязи между собой.

Контролем проводимых манипуляций по обнару-
жению вируса методом ПЦР стало использование гена 
самого человека [21]. 

Выравнивание 200 нуклеотидных последовательно-
стей гена β-глобулин, взятых в базе данных GenBank, 
показало консервативные участки для расчета олигону-
клеотидов [22]. 

Включенный в тест ген β-глобулин человека в каче-
стве внутреннего контроля помогал оценивать качество 
проведенных исследований и достоверность результа-
тов. Наличие эндогенного ВКО позволяет контролиро-
вать ход амплификации в каждой пробирке с реакцион-
ной смесью, позволяя эффективно оценивать каждый 
этап проведения анализа, а также позволяет оценить 
качество хранения пробы, что не позволяет сделать эк-

Используемые праймеры 

Мишень Ген Последовательность (5’-3’) Ориентация праймера

HBV POL 
GTAGTCTGCATTGCGTTTTATCA Прямой

GACAGTTCCGGCAACATACAATT Обратный
GGAGGCGGAGCTGGCAA Флуоресцирующий зонд

Homo sapiens β-глобулин
ATCTTGGCTCACTGCAACCT Прямой

CCCTAAAAAGAAAATCGCCAATC Обратный
ACAGCGCGTTGTTCTATGTG Флуоресцирующий зонд

Marseille Université). Специфичность подобранных 
праймеров на ДНК HBV определялась с помощью 
анализа in silico с использованием программы 
BLAST online [16].

Оценка аналитической надёжности с определением 
специфичности и чувствительности проведена соглас-
но ГОСТ Р 53079.1-2008 и ГОСТ Р 53022.2-2008 [17].

Результаты и обсуждение. Был разработан набор 
«ГепаЭК B» для выявления ДНК HBV в клиническом 
материале методом ПЦР в режиме реального времени. 
Условия проведения ПЦР подобраны экспериментально.

При разработке набора метод проведения исследо-
ваний состоял из нескольких этапов: выделение ДНК 
HBV, реакции амплификации с одновременной детек-
цией результата в режиме «реального времени».

Экстрагирование ДНК проводилось из 250 мкл об-
разца. В каждую постановку амплификации помимо 
исследуемых образцов (N) входили 2 контрольных об-
разца: отрицательный контроль ПЦР (ОКО) и положи-
тельный контроль ПЦР (ПКО).

Конечный объем смеси для амплификации составлял 
25 мкл, включая 20 мкл предварительной смеси для ПЦР 
(Master mix) и 5 мкл концентрированного образца ДНК. 

Для создания праймеров был выбран ген (POL) ви-
руса HBV. Последовательности праймеров и зондов, 
использованных при разработке набора, представлены 
в таблице. Праймеры были подобраны после изучение 
литературных данных [18-20]. 

Полное выравнивание нуклеотидных последова-
тельностей было выполнено для поиска консерватив-
ных участков в последовательностях HBV с использо-
ванием биотехнологических программ.

Материал и методы. Для разработки набора био-
логический материал в количестве 200 образцов был 
получен от компании INVITRO (Москва). Образцы 
плазмы и сыворотки крови от пациентов с HBV храни-
лись при температуре -20 ◦C.

Экстракция нуклеиновых кислот из сыворотки и 
плазмы крови проводилась с использованием набо-
ра «КовидЭК Экстракт» - РУ № РЗН 2022/18013 от 
17.08.2022 (ЗАО «ЭКОлаб», Россия) в соответствии с 
протоколом [15]. 

Внутренний контрольный образец (ВКО) в данном 
наборе представляет собой ген β-глобулин. Детекция 
ВКО в ходе реакции амплификации свидетельствует 
о наличии в исследуемом образце клинического мате-
риала, а также позволяет оценить правильность и точ-
ность проведения анализа.

Положительный контрольный образец (ПКО) содер-
жит плазмиду (рUC19) с синтетическим фрагментом 
гена ДНК HBV в 1X TE буфере.

Амплификация, детекция и обработка результатов 
оценивалась с помощью амплификатора Bio-Rad CFX 
96, ФСЗ 2008/03399, производитель ООО «Био-Рад Ла-
боратории» (США).

Анализ нуклеотидных последовательностей, 
представленных в базе данных GenBank был про-
веден с помощью программы VectorNTl Suite 9.0.0 
(AlignX). Праймеры были выбраны после анализа 
литературных данных, зонды были разработаны с 
использованием программного обеспечения Primer 
Express (Applied Biosystems, США). Для пред-
сказания поведения подобранных праймеров бы-
ла использована программа AmplifX (CNRS, Aix-
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Условия воспроизводимости – тестирование в раз-
ных лабораториях, разными операторами, в разные дни, 
на разных приборах, разных серий набора реагентов. 
Процедура проводилась двумя разными операторами с 
двумя разными наборами одной серии в разные дни. 

Таким образом, воспроизводимость и повторяемость 
работоспособности набора реагентов составляет 100 %.

Заключение. Разрабатываемый набор реагентов для 
анализа методом ПЦР в реальном времени представ-
ляет собой быстрый и высокоспецифичный набор для 
выявления вируса HBV в крови. В сравнении с тради-
ционными иммунологическими методами, ПЦР в ре-
альном времени позволит снизить вероятность выдачи 
ложноотрицательных результатов. Постоянный пере-
смотр и анализ на возможные мутации в гене POL обе-
спечит работоспособность набора реагентов. Выявле-
ние вируса в крови позволит своевременно проводить 
терапию лекарствами, проводить скрининг донорской 
крови и способствует уменьшению распространения 
HBV. Включенный в набор эндогенный ВКО повысит 
точность проводимого анализа ПЦР.
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Специфичность набора «ГепаЭК B» обеспечивается 
выбором специфических праймеров и зондов. Это так-
же обеспечивается жесткими условиями реакции, прай-
меры и зонды были подвергнуты обработке на предмет 
возможной гомологии со всеми последовательностями, 
опубликованными в GenBank. Было установлено, что 
праймеры и зонды очень специфичны для последова-
тельностей HBV. Специфичность набора оценивалась 
на панели нуклеиновых кислот других вирусов: РНК 
вирусов HCV, HAV, HDV, HGV, SARS-CoV-2, HIV, ДНК 
вирусов EBV, HCMV. Все результаты были отрицатель-
ными, показывая, что ни один из этих образцов не всту-
пал в перекрестную реакцию с реакционной системой 
определения ВГС, тем самым подтверждая ее спец-
ифичность, которая составила 100 %. 

Для определения чувствительности была создана 
серия разведений от 105 МЕ/мл до 101 МЕ/мл HBV с 
использованием набора «ГепаЭК B». Анализ был про-
веден в трех параллелях, на 100 положительных пробах 
с HBV. Предел обнаружения для каждой проводимой 
параллели составил 6х102 МЕ/мл. Это означает, что с 
вероятностью 100 % будет обнаружено 6х102 МЕ/мл. 

Повторяемость и воспроизводимость определения ДНК 
HBV были установлены путем тестирования положитель-
ных и отрицательных образцов крови и плазмы крови. 

Условия повторяемости включали: тестирование в 
одной и той же лаборатории, одним и тем же операто-
ром, с использованием одного и того же оборудования 
в пределах короткого промежутка времени. 

Рис. 2. Результаты сравнительной детекции HBV + ген человека и HBV. 
а - результаты детекции по двум каналам в ПЦР в одной пробирке (HBV + эндогенный ВКО). Кривые с ромбами – выявление ДНК HBV (специфика), 
кривые без обозначений  –  выявление ДНК гена человека (ВКО); б - результаты детекции по одному каналу в ПЦР в одной пробирке (HBV). 

Рис. 1. Результаты сравнительной детекции эндогенного ВКО и синтетической конструкции ВКО. 
а - результаты детекции эндогенного ВКО; б - результаты детекции синтетической конструкция ВКО.  Здесь и на рис. 2: по оси абсцисс - количество ци-
клов (Cycles), по оси ординат - уровень флуоресценции (RFU).
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