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Сердечно-сосудистые заболевания (ССЗ) представляют собой глобальную медицинскую, социальную и экономическую про-
блему. В настоящее время продолжается поиск и изучение новых биологических маркеров, способных обеспечить раннюю 
диагностику ССЗ, служить лабораторным инструментом оценки эффективности проводимого лечения или использоваться 
в качестве прогностических маркеров и критериев стратификации риска. Интерес ученых сосредоточен на изучении лек-
тиноподобного рецептора 1-го типа для окисленных липопротеинов низкой плотности (ox-LDL) (LOX-1) в качестве диагно-
стического и прогностического маркера при ССЗ. В этом обзоре освещены последние научные открытия, связанные с LOX-
1, его лигандами и их ролью при атеросклерозе. Также описаны результаты актуальных фундаментальных исследований, 
очерчена их ценность и обсужден потенциал LOX-1 в качестве новой мишени для диагностики и лечения атеросклеротиче-
ских ССЗ. Получены убедительные доказательства того, что Ox-LDL и LOX-1 являются ключевыми игроками в патогенезе 
атеросклероза. Согласно данным проведенных клинических исследований, LOX-1 является перспективной молекулой, облада-
ющей диагностическим, прогностическим и лечебным потенциалом при атеросклеротических ССЗ. 
Ключевые слова: сердечно-сосудистые заболевания; атеросклероз; ишемическая болезнь сердца; биологический маркер; 
LOX-1

Для цитирования: Алиева А.М., Байкова И.Е., Султангалиева А.Б., Котикова И.А., Рахаев А.М., Никитин И.Г. Lox-1 в 
роли биологического маркера при атеросклерозе (обзор литературы). Клиническая лабораторная диагностика. 2024; 69 
(10): 496-503.  
DOI: https://doi.org/10.51620/0869-2084-2024-69-10-496-503
Для корреспонденции: Алиева Амина Магомедовна, канд. мед. наук, доц. каф. госпитальной терапии им. академика Г.И. 
Сторожакова; e-mail: amisha_alieva@mail.ru
Финансирование. Исследование не имело спонсорской поддержки.
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Alieva A.M.1, Baykova I.E.1, Sultangalieva A.B.1, Kotikova I.A.1, Rakhaev A.M.2, Nikitin I.G.1

LOX-1 AS A BIOLOGICAL MARKER IN ATHEROSCLEROSIS (LITERATURE REVIEW)

1Russian National Research Medical University named after N.I. Pirogov of the Ministry of Health of Russia, 117997, Moscow, 
Russia;

2Kabardino-Balkarian State University named after Kh. M. Berbekov of the Ministry of Science and Higher Education of Russia, 
360004, Nalchik, Russia

Cardiovascular disease (CVD) is a global health, social and economic problem. Currently, there is an active search for new 
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Введение. Сердечно-сосудистые заболевания (ССЗ) 
являются основной причиной заболеваемости и смерт-
ности как в развивающихся, так и в развитых странах 
мира [1, 2]. В 2016 году ССЗ привели к смерти 17,9 мил-
лионов человек по всему миру (31% всех смертей), чис-
ло заболевших ССЗ увеличилось с 257 миллионов в 1990 
году до 550 миллионов в 2019 году [1, 2]. Ишемическая 
болезнь сердца (ИБС) занимает ведущее место среди 
ССЗ [1-3]. Основной причиной ИБС является атероскле-
роз, который часто протекает без симптомов на ранних 
стадиях [3]. Опасность ИБС заключается в том, что у по-
ловины пациентов она начинается с инфаркта миокарда 
(ИМ) или даже внезапной сердечной смерти [3]. 

Одной из важных задач кардиологии является поиск 
и изучение новых биологических маркеров для ран-
ней диагностики ССЗ, оценки эффективности лечения, 
прогнозирования неблагоприятных клинических исхо-
дов и определения риска [4-6]. Врачи широко применя-
ют кардиоспецифические маркеры, такие как мозговой 
натрийуретический пептид (BNP), его предшественник 
(proBNP) и высокочувствительные тропонины (hsTn), 
в то же время существует большое число других био-
маркеров, которые гипотетически могли бы составить 
конкуренцию традиционным, но доказательств для 
их использования недостаточно [4-6]. В настоящее 
время интерес ученых сосредоточен на изучении лек-
тиноподобного рецептора 1-го типа для окисленных 
липопротеинов низкой плотности (ЛПНП) (ox-LDL) 
(LOX-1) в качестве диагностического и прогностиче-
ского биомаркера при сердечно-сосудистой патологии 
[7-9]. LOX-1 представляет собой трансмембранный 
гликопротеин, который связывает и интернализирует 
ox-LDL [7-9]. LOX-1 является основным рецептором 
для ox-LDL, ключевой молекулы в патогенезе атеро-
склероза [7-9]. Базальная экспрессия LOX-1 низкая, но 
индуцируется под влиянием провоспалительных и про-
оксидативных стимулов в эндотелиальных клетках со-
судов, сосудистых гладкомышечных клетках (СГМК), 
макрофагах, тромбоцитах и кардиомиоцитах [8-10]. 
Исследования in vitro и in vivo предоставили убеди-
тельные доказательства того, что LOX-1 способствует 
эндотелиальной дисфункции и атерогенезу, индуциро-
ванному ox-LDL [7-12]. 

Цель представленного обзора литературы – анализ 
актуальных экспериментальных и клинических иссле-
дований, посвященных изучению LOX-1 в качестве ди-
агностического и прогностического маркера при ССЗ. 

Методология поиска источников. В статье пред-
ставлен обзор актуальных публикаций. Мы провели 

анализ литературных источников, включавший все 
релевантные публикации до 27.07.2024 г., в базах дан-
ных PubMed, РИНЦ, MedLine, Google Scholar, Science 
Direct. При поиске статей использовали следующие 
ключевые слова: биологические маркеры, сердечно-
сосудистые заболевания, лектиноподобный рецеп-
тор 1-го типа для окисленных липопротеинов низкой 
плотности, biological markers, cardiovascular diseases, 
LOX-1, OLR1, CLEC8A, SCARE1, oxidized low-density 
lipoprotein receptor 1, C-type lectin domain family 8 
member A, lectin-like oxidized LDL receptor 1, lectin-type 
oxidized LDL receptor 1. В обзор включено 50 источ-
ников: актуальные экспериментальные, лабораторные, 
клинические исследования и обзоры.

Биологические и лабораторные аспекты LOX-1. 
Лектиноподобный рецептор 1-го типа для окислен-
ных липопротеинов низкой плотности (LOX-1, OLR1, 
CLEC8A, SCARE1, oxidized low-density lipoprotein 
receptor 1, C-type lectin domain family 8 member A, 
lectin-like oxidized LDL receptor 1, lectin-type oxidized 
LDL receptor 1) представляет собой трансмембранный 
гликопротеин с молекулярной массой 50 кДа; его струк-
тура высоко консервативна у всех видов млекопитаю-
щих [5]. LOX-1 относится к суперсемейству лектинов 
С-типа и состоит из 273 аминокислот [6]. LOX-1 вклю-
чает четыре домена: короткий N-концевой цитоплаз-
матический домен, трансмембранный домен, шейный 
домен и лектин-подобный внеклеточный С-концевой 
домен CTLD [4, 5]. CTLD, соединяясь с ox-LDL, обра-
зует дисульфид-связанный сердцевидный гомодимер и 
создает более крупные функциональные олигомеры за 
счет нековалентного взаимодействия [7-9]. LOX-1 экс-
прессируется в макрофагах, СГМК, кардиомиоцитах, 
тромбоцитах и фибробластах [8, 9]. LOX-1 кодируется 
геном OLR1, расположенным в области p12.3-p13 на 
коротком плече хромосомы 12 [7]. 

Экспрессия LOX-1 индуцируется фактором некро-
за опухоли альфа (TNF-α), интерлейкином (IL)-1, IL-6, 
интерфероном гамма (IFN-γ), ангиотензином II (Ang 
II), эндотелином-1 (ET-1), С-реактивным белком (CRP), 
липополисахаридами (ЛПС), модифицированными ли-
попротеидами (ЛП), высокой концентрацией глюкозы, 
гомоцистеином и свободными радикалами [9]. LOX-1 
принимает участие в трансцитозе ox-LDL, приводящем 
к трансформации макрофагов в пенистые клетки и про-
лиферации СГМК [9].

Связывание лиганда с LOX-1 стимулирует различ-
ные нисходящие сигнальные пути (см. рисунок) [13]. 
Связывание ox-LDL с LOX-1 стимулирует RhoA (семей-
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ство клеточных сигнальных белков, «малых» G-белков, 
относящихся к суперсемейству Ras)-зависимое пода-
вление эндотелиальной синтетазы оксида азота (eNos) 
и Rac (внутриклеточный белок из суперсемейства 
GTPases (большое семейство ферментов гидролаз, ко-
торые связывают и гидролизуют гуанозинтрифосфат), 
относится к «малым» G-белкам)-опосредованную ак-
тивацию никотинамид-β-аденин динуклеотида фосфа-
та (NADPH) и продукцию активных форм кислорода 
(АФК) [13]. Активация LOX-1 увеличивает фосфори-
лирование p66Shc (одна из изоформ адаптерного бел-
ка SHC1, участвующая в регуляции клеточного уровня 
АФК, индукции апоптоза и продолжительности жизни), 
что приводит к увеличению окислительного стресса и 
выработке АФК [13]. Супероксид является мощным 
поглотителем оксида азота (NO), который необходим 
для NO-опосредованной вазодилатации [13]. Активи-
рованный LOX-1 стимулирует JNK C- (Jun N-концевая 

киназа)-зависимую активацию аргиназы-I (ARG-I), 
которая подавляет L-аргинин, еще больше снижая до-
ступность NO [13]. Активация LOX-1 также стиму-
лирует воспалительные пути, моделируя активность 
ядерного фактора «каппа-би» (NF-kB), активирующего 
белка-1 (AP-1) и Nod-подобные рецепторы (класс ци-
топлазматических клеточных рецепторов, относящих-
ся к так называемым образраспознающим рецепторам), 
криопирина (NLRP3), что приводит к увеличению про-
дукции IL-1β и усилению воспалительной реакции 
[13]. Все это в свою очередь стимулирует экспрессию 
LOX-1, что приводит к дальнейшему усилению переда-
чи сигналов LOX-1 [13]. Дополнительные сигнальные 
пути, индуцированные активацией LOX-1, включают 
митоген-активируемую протеинкиназу (MAPK), про-
теинкиназу C, октамер-связывающий белок-1 (Oct-1) и 
PI3K (фосфоинозитид-3-киназа)/Akt (протеинкиназа B 
альфа) [13].

Сигнальные пути LOX-1.

АФК – активные формы кислорода; NO – оксид азо-
та; ox-LDL – окисленные липопротеины низкой плот-
ности; LOX-1 – лектиноподобный рецептор 1-го типа 
для окисленных липопротеинов низкой плотности; 

NFKB – ядерный фактор «каппа-би»; NLRP3 – криопи-
рин; AP-1 – активирующий белок-1; MAPK – митоген-
активируемая протеинкиназа; ICAM-1 – молекула меж-
клеточной адгезии 1; VCAM-1 – васкулярная молекула 
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клеточной адгезии 1; NADPH – никотинамид-β-аденин 
динуклеотида фосфат; p66Shc – одна из изоформ адап-
терного белка SHC1, участвующая в регуляции кле-
точного уровня АФК, индукции апоптоза и продолжи-
тельности жизни; SOD – супероксиддисмутаза; MCP-1 
– моноцитарный хемотаксический белок 1; TGFβ – 
трансформирующий фактор роста бета; Casp – каспаза; 
Bcl-2 – регулятор апоптоза; c-IAP – клеточные ингиби-
торы белков апоптоза; JNK – N-концевая киназа c-Jun.

В нашей стране для определения уровней LOX-
1 используют набор RayBio Human LOX-1 ELISA Kit 
(США), предназначенный для количественного опре-
деления LOX-1 в образцах сыворотки, плазмы и супер-
натанта клеточных культур человека методом имму-
ноферментного анализа (ИФА). Диапазон измерения: 
2-500 пг/мл; чувствительность: 2 пг/мл.

LOX-1 и атеросклероз: данные эксперименталь-
ных исследований. Доказано, что LOX-1 гиперэк-
спрессируется при атеросклеротических поражениях 
[7-9]. Одним из первых K. Inoue и соавторы [14] по-
казали гиперэкспрессию LOX-1 при атеросклерозе у 
грызунов. Ox-LDL, который распознается и функцио-
нирует как лиганд LOX-1, индуцирует пролиферацию 
и кальцификацию СГМК [13]. 

Согласно данным D. Schaeffer и соавт. [15], LOX-1 
индуцирует несколько сигнальных путей, что приводит 
к активации протеинкиназ, транскрипционных факто-
ров, регуляции генов апоптоза. LOX-1, по крайней ме-
ре, частично ответственен за ингибирующее действие 
ox-LDL на миграцию макрофагов, и в этом процессе 
участвуют кальпаин (CAPN1)-1 и -2 [16]. H. Li и соавт. 
[17] продемонстрировали, что недостаточность 2-по-
добного ядерного фактора эритроидного происхожде-
ния 2 (Nrf2) связана с уменьшением выраженности ате-
росклероза и может подавить патологический процесс 
за счет притупления LOX-1-опосредованной пролифе-
рации и миграции СГМК. Согласно данным R. Catar и 
соавт. [18], в артериальных эндотелиальных клетках 
ox-LDL сигнализируют главным образом через LOX-1 
и задействует киназы ERK1/2 и p38, AP-1, NF-κB. 

G. Cimmino и соавторы [19] установили, что ox-LDL 
индуцируют функциональную экспрессию ТФ (функ-
циональный тканевой фактор в Т-лимфоцитах) in vitro 
посредством взаимодействия с LOX-1. Атеросклеро-
тические бляшки сонных артерий человека содержат 
CD3+/CD8+ клетки, которые экспрессируют как TF, 
так и LOX-1 [19]. Гиперэкспрессия кавеолина-1 (Cav-
1) приводит к усилению атеросклеротического пора-
жения; ось ox-LDL/LOX-1 реципрокно потенцирует 
экспрессию кавеолина-1 [13]. Электроотрицательный 
липопротеин низкой плотности (ЛПНП-) способствует 
дифференцировке моноцитов человека в провоспали-
тельные макрофаги М1 через LOX-1-зависимый путь 
[20]. Дефицит LOX-1, обусловленный аденоассоции-
рованным вирусом (AAV), уменьшал выраженность 
атеросклероза у мышей с нокаутом LKB1 (печеноч-
ная киназа B1) [21]. LOX-1 усиливает активность ин-
фламмасомы NRLP3 и продукцию АФК в активных 
макрофагах [22]. Активированный LOX-1 ингибирует 
кальпаин-1 (CAPN1), повышает концентрацию ионизи-
рованного кальция (Ca+2), нарушает миграцию макро-
фагов при атеросклеротических поражениях [23]. Ак-
тивация ox-LDL/LOX-1 и усиление NADPH-оксидазы 

может привести к увеличению продукции и активации 
митоген-активируемой протеинкиназы (MAPK) и NF-
κB, которые в последующем повышают выработку 
АФК и снижают выработку NO [9]. У мышей аполипо-
протеин E (ApoE)-/- при участии LOX-1, никотинами-
дадениндинуклеотидфосфатоксидаза (NOX) 1 и NOX2 
развивается эндотелиальная дисфункция в аорте из-за 
повышенного окислительного стресса [24]. 

ЛПНП, окисленные миелопероксидазой (Mox-LDL), 
увеличивают экспрессию LOX-1 в эндотелиальных 
клетках аорты человека (HAEC), усиливая воспаление 
и одновременно уменьшая тубулогенез в клетках [25]. 
Mox-LDL способствует дисфункции эндотелия через 
LOX-1 [25]. LOX-1 может индуцировать повышение ре-
гуляции проапоптотического Bcl-2-ассоциированного 
Х-белка (Bax) [9]. В уязвимых каротидных бляшках 
отмечено большое количество макрофагов, усиленная 
экспрессия матриксной металлопротеиназы 9 (MMP 9) 
и LOX-1 [26]. 

TM6SF2, преимущественно экспрессирующийся 
в печени и кишечнике, тесно связан с липидным об-
меном. T. Li и соавт. [27] продемонстрировали при-
сутствие TM6SF2 в атеросклеротических бляшках 
человека; TM6SF2 снижает накопление липидов в сти-
мулированных ox-LDL СГМК, вероятно, за счет регу-
ляции экспрессии LOX-1 и CD36 (мембранный белок, 
экспрессированный на поверхности клеток нескольких 
типов, особенно макрофагах; относится к классу B скэ-
венджер-рецепторов). 

У мышей, подвергшихся хронической ишемии, вы-
званной окклюзией левой коронарной артерии (КА), 
экспрессия LOX-1 была увеличена в 2 раза [28]. У 
мышей, лишенных LOX-1, наблюдалось улучшенное 
восстановление миокарда и уменьшение размера ин-
фаркта по сравнению с мышами дикого типа [29]. В 
экспериментах по ишемическому и реперфузионному 
повреждению ингибирование LOX-1 уменьшало акти-
вацию проапоптотической каспазы 3 (CASP3) и про-
дуктов перекисного окисления липидов, что приводи-
ло к уменьшению местной воспалительной реакции и 
размера инфаркта [30]. 

Связывание ox-LDL с тромбоцитами индуцирует 
тромбообразование, способствуя аденозиндифосфат 
(АДФ)-индуцированной активации фибриногенных 
рецепторов [31]. Обработка эндотелиальных клеток 
ингибиторами LOX-1 подавляет адгезию тромбоцитов 
вдвое и значительно снижает выраженность эндотели-
альной дисфункции [13]. Связывание активированных 
тромбоцитов с LOX-1 обуславливает секрецию ET-1, 
который индуцирует сужение сосудов и эндотелиаль-
ную дисфункцию. В последующем образуются АФК 
и происходит инактивация NO [13]. Вероятно, LOX-1 
индуцирует атеросклероз путем связывания с ox-LDL и 
активированными тромбоцитами [13]. Кроме того, вза-
имодействие LOX-1/ox-LDL может вызывать дестаби-
лизацию бляшек за счет высвобождения внеклеточного 
индуктора MMP CD147 [13].

LOX-1 при атеросклеротических ССЗ: данные 
клинических исследований. В проспективной когорте с 
2437 участниками, за которыми наблюдали в течение 11 
лет, те, кто находился в самом высоком квартиле LOX-1, 
имели в 1,7 раза более высокий риск инсульта и в 2 раза 
более высокий риск ИБС по сравнению с самым низким 
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квартилем [32]. Результаты исследования, включившего 
4703 человека, показали, что у тех, кто находился в са-
мом высоком тертиле LOX-1, риск инсульта был на 75% 
выше, чем в самом низком тертиле [33]. 

В исследование M. Sheikh и соавт. [34] были вклю-
чены 226 пациентов со стабильной ИБС, 138 пациентов 
с нестабильной ИБС и 75 здоровых участников. Экс-
прессия LOX-1 в плазме крови была значительно повы-
шена у пациентов со стабильной ИБС (в 4,5 раза) и па-
циентов с нестабильной ИБС (в 5,8 раза) по сравнению 
с таковой у здоровых участников-добровольцев. Более 
того, между стабильными и нестабильными группами 
пациентов концентрации LOX-1 также статистически 
значимо различались (p<0,001). 

В исследовании N. Kobayashi и соавт. [35] сравни-
вали LOX-1, креатинкиназу-МВ (CK-MB) и тропонин 
Т (TnT) в отношении диагностической точности у па-
циентов с острым коронарным синдромом (ОКС). Ис-
пользуя валидированное пороговое значение 91 нг/мл, 
LOX-1 выявлял инфаркт миокарда с подъемом сегмен-
та ST (ИМпST) с чувствительностью 89,6% и специ-
фичностью 82,4%, а инфаркт миокарда без элевации ST 
(NSTEMI) с чувствительностью 79,5% и специфично-
стью 82,4%. Чувствительность LOX-1 была выше, чем 
у других маркеров (93% против 56% против 33% для 
LOX-1, TnT и CK-MB соответственно) в начале госпи-
тализации, но не через 24 часа после индексного собы-
тия (89% против 100% против 93% для LOX-1, TnT и 
CK-MB, соответственно). 

Работа K. Kim и соавторов [36] заключалась в из-
учении связи между уровнем ox-LDL в плазме крови 
и нестабильностью атеросклеротических бляшек у 
пациентов с заболеваниями периферических арте-
рий. В исследование были включены 48 пациентов с 
поражением бедренно-подколенной артерии (БПА), 
перенесших эндоваскулярную атерэктомию (n=20), 
хирургическую эндартерэктомию (n=9), шунтирова-
ние (n=19). Из 48 пациентов у 26 (54%) были неста-
бильные бляшки. Группа пациентов с нестабильными 
бляшками была моложе, имела меньше полных окклю-
зий, меньшую кальцификацию и больше CD68 (кла-
стер дифференцировки 68, макросиалин)-позитивных 
и LOX-1-позитивных клеток, чем в группе пациентов 
со стабильными бляшками. Уровни ox-LDL в плазме 
крови были значительно выше в группе с нестабиль-
ными бляшками, чем в группе со стабильными бляшка-
ми (57,4±13,9 против 47,2±13,6 Ед/л, p=0,014). Уровень 
ox-LDL в плазме крови, курение, нетотальная окклю-
зия и отсутствие приема статинов были независимыми 
предикторами нестабильности бляшек. Согласно дан-
ным S. Kraler и соавт. [37], устойчиво высокий уровень 
LOX-1 связан с нестабильностью бляшек КА. 

В исследовании Y. Jiao и соавт. [38] 302 пациента 
с бессимптомными атеросклеротическими бляшками 
сонных артерий (СА) были разделены на 3 группы: 
группа атеросклеротических нестабильных бляшек, 
группа атеросклеротических стабильных бляшек и кон-
трольная группа без бляшек. Выявлено, что высокие 
уровни MMP-9, LOX-1 и хитиназы-3-подобного белка 
1 (CHI3L1, YKL-40) являются независимыми фактора-
ми риска образования нестабильных бляшек. Площадь 
под кривой (AUC) сывороточных маркеров составила 
0,850 при чувствительности 87,67%, специфичности 

81,13% и диагностической точности 84,92%. B иссле-
довании X. Li и соавт. [39] показано, что уровни LOX-
1 можно использовать для оценки тяжести инсульта и 
степени стеноза внутричерепных артерий. 

В исследование Q. Lin и соавт. [40] были включе-
ны 94 пациента с субарахноидальным кровоизлиянием 
(САК) и 94 здоровых человека из контрольной группы. 
Медианные значения LOX-1 в сыворотке крови у паци-
ентов с САК были значительно выше, чем в контроль-
ной группе (1,5 против 0,4 нг/мл, p<0,001). Тридцать 
пациентов (31,9%) имели неблагоприятный исход через 
6 месяцев после САК. LOX-1 был сильным предикто-
ром неблагоприятного исхода (отношение шансов (OR) 
5,20, 95% доверительный интервал (CI) 1,25–22,04). 
Концентрации LOX-1 демонстрировали значительную 
дискриминационную способность (AUC 0,811, 95% CI 
0,717-0,884). Прогностическая сила оценок Всемирной 
федерации неврологических хирургов, шкалы Ханта-
Хесса, модифицированной шкалы Фишера и концен-
траций LOX-1 в сыворотке крови была сопоставима. 
Таким образом, сывороточный LOX-1, по-видимому, 
может стать многообещающим прогностическим пре-
диктором у пациентов с САК. 

Целью исследования Q. Zhang и соавт. [41] было из-
учение однонуклеотидного полиморфизма (SNP) LOX-
1. Полиморфизм LOX-1 (rs1050286) был идентифициро-
ван и генотипирован у 215 пациентов с бляшками СА 
и у 252 контрольных пациентов. LOX-1 (rs1050286) AA 
был значимо связан с повышенным риском образования 
бляшек СА. P. Salehipour и соавт. [42] обнаружили зна-
чительную связь между полиморфизмами OLR1 в блоке 
гаплотипов, особенно rs1050283 и rs3736235, с ИБС. 

R. Hussein и соавт. [43] анализировали уровни LOX-
1 у 30 пациентов с ОКС (группа контроля – 30 здоро-
вых человек). Средний уровень LOX-1 в группе ИМ 
составил 476,17 пг/мл (90,88-675,4 пг/мл), что было 
значительно выше, чем у пациентов с нестабильной 
стенокардией (медиана = 289,1 пг/мл (62,74-585,43 пг/
мл)) и в контрольной группе (медиана = 144,52 пг/мл 
(79,17–283,83 пг/мл)). Медианное соотношение LOX-
1/ox-LDL у пациентов с ИМ составило 64,6 (диапазон 
15,17–100,15), что было значительно выше, чем у па-
циентов с нестабильной стенокардией (медиана = 37,6 
(7,06–88,65)) и контрольной группой (медиана = 25,29 
(12,7–43,04)). Таким образом, при ОКС отмечены по-
вышенные уровни LOX-1. 

A. Schiopu и соавт. [44] исследовали связь LOX-1 с 
риском развития ИМ. Количество участников – 4658, 
частота сердечно-сосудистых событий контролиро-
валась в течение 19,5±4,9 лет наблюдения. Пациенты 
верхнего тертиля LOX-1 имели повышенный риск ИМ 
(отношение рисков (HR) 95% CI 1,76 (1,40–2,21)) по 
сравнению с пациентами из нижнего тертиля. Наличие 
сердечно-сосудистых факторов риска было связано с 
повышенным уровнем LOX-1, связь между LOX-1 и 
риском ИМ оставалась значимой с поправкой на фак-
торы риска. Таким образом, в этом проспективном по-
пуляционном исследовании была обнаружена связь 
между повышенным уровнем LOX-1, наличием забо-
леваний СА и риском возникновения первого ИМ. 

В исследовании A. Lee и соавт. [45] внутрикоронар-
ные тромбы аспирировали путем интервенционной 
тромбоаспирации у пациентов с ИМпST (n=32) и у па-
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циентов с NSTEMI (n=12). Уровень LOX-1 были вы-
ше в тромбах у пациентов с ИМпST, чем у пациентов 
с NSTEMI. Во всех аспирированных тромбах LOX-1 
локализовался совместно с аполипопротеином B100 
(APOB100). Концентрация LOX-1 в плазме крови была 
выше у пациентов с ИМпST (n=33), чем у пациентов с 
NSTEMI (n=25). 

Целью работы T. Stankova и соавт. [46] была оцен-
ка возможной роли циркулирующих ox-LDL и LOX-
1 как потенциальных биомаркеров метаболического 
синдрома (МС), а также ИБС у пациентов с МС. В 
исследование были включены 30 пациентов с МС без 
ИБС, 30 пациентов с МС + ИБС и 30 здоровых людей 
из контрольной группы. У пациентов с МС наблюда-
лись значительно более высокие уровни как ox-LDL, 
так и LOX-1 в сыворотке крови, чем у здоровых лю-
дей из контрольной группы, но ниже по сравнению с 
пациентами с МС + ИБС. Концентрация LOX-1 в сы-
воротке крови достоверно коррелировала с уровнем 
глюкозы крови натощак (rs=0,414, p=0,001) и холесте-
рином липопротеинов высокой плотности (ХС-ЛПВП) 
(rs=-0,273, p=0,035) у всех пациентов с МС. Уровень 
LOX-1 коррелировал с ox-LDL только в подгруппе МС 
+ ИБС (rs=0,396, p=0,030). Карбамилированные ли-
попротеины низкой плотности (кЛПНП) и LOX-1 для 
диагностики МС имели значения AUC 0,761 и 0,692 со-
ответственно. Значения AUC кЛПНП и LOX-1 для диа-
гностики ИБС среди пациентов с МС составили 0,811 
и 0,739. Повышенные уровни ox-LDL и LOX-1 в сы-
воротке крови были связаны с более высоким риском 
развития МС (OR 24,28, 95% CI: 5,86–104,61, р<0,001 
и OR 4,75; 95% CI: 1,58-14,25, p=0,009), а также с на-
личием ИБС среди пациентов с МС (OR 11,23; 95% 
CI: 3,10-40,71, р<0,001 и OR 4,03; 95% CI: 1,73-11,84, 
р=0,019 соответственно). Таким образом, согласно ре-
зультатам данного исследования, отмечен серьезный 
потенциал ox-LDL и LOX-1 в качестве многообещаю-
щих биомаркеров у пациентов с МС. 

Z. Zhao и соавт. [47] изучали предсказательную роль 
LOX-1 в отношении долгосрочных серьезных неблаго-
приятных сердечно-сосудистых и цереброваскулярных 
событий (MACCE) у пациентов с ИБС, перенесших пер-
вичное чрескожное коронарное вмешательство (ЧКВ). 
Всего были включены 1011 пациентов, пациенты на-
блюдались в течение двух лет. Двухлетние MACCE 
были связаны с концентрациями LOX-1 в сыворотке 
крови (HR 1,278, 95% CI 1,019–1,604, p=0,034), пораже-
нием ствола левой КА (HR 2,938, 95% CI 1,246–6,925, 
p=0,014), небольшим калибром используемых стентов 
(HR 2,207, 95% CI 1,189–4,095, p=0,012) и общей длиной 
стентов (HR 1,057, 95% CI 1,005–1,112, p=0,030). Кон-
центрация LOX-1 в сыворотке ≥1,10 нг/мл имела макси-
мальную чувствительность и специфичность в прогно-
зировании возникновения 2-летних MACCE (p<0,001). 
У пациентов с более высокими концентрациями LOX-1 
в сыворотке крови наблюдалась значительно более вы-
сокая частота MACCE (p<0,001). Таким образом, высо-
кая исходная концентрация LOX-1 в сыворотке крови 
предсказывает 2-летние MACCE и демонстрирует до-
полнительную прогностическую ценность по сравне-
нию с традиционными факторами риска у пациентов по-
сле первичного ЧКВ. Также определение LOX-1 может 
играть дополнительную роль в стратификации риска па-

циентов с ИБС, подвергшихся ЧКВ.
О. Liu и соавторы [48] определяли уровни LOX-1 у 

пациентов с рестенозом стента (РС) после ЧКВ. В иссле-
дование были включены три группы пациентов: группа 
РС (n= 99), группа пациентов со стенозом КА менее 
50% (n=87) и контрольная группа, состоящая из 96 че-
ловек без ИБС. Уровни LOX-1 были значительно выше 
в группе РС, чем в двух других группах (p<0,001). Уров-
ни LOX-1 коррелировали с уровнями мочевой кислоты 
(r=0,289, p=0,007), креатинина (r=0,316, p=0,003) и ХС-
ЛПВП (r=-0,271, p=0,012) в крови. Чувствительность и 
специфичность LOX-1 составила 81,5% и 55,7% соот-
ветственно, при оптимальном пороге (5,04 мкг/л). AUC 
LOX-1 составляла 0,720, и LOX-1 имел самую высокую 
AUC по сравнению с мочевой кислотой, креатинином и 
ХС-ЛПВП как по отдельности, так и в комбинации. Та-
ким образом, высокий уровень LOX-1 в раннем периоде 
после ЧКВ имеет определенную прогностическую силу 
и диагностическую ценность для РС. 

H. Taskin и соавт. [49] исследовали влияние рукав-
ной гастрэктомии (РГ) на LOX-1 и ox-LDL у пациентов 
с морбидным ожирением. Период наблюдения соста-
вил 12 месяцев. Значения LOX-1 и ox-LDL в хирурги-
ческой (n=20) и контрольной (n=20) группах достовер-
но различались на исходном уровне (p<0,001). Через 
12 месяцев после операции отмечено достоверное сни-
жение индекса массы тела (ИМТ) (-11,8±9,0, p<0,001). 
Было обнаружено, что ox-LDL и LOX-1 значимо сни-
зились через 12 месяцев после РГ. Таким образом, ис-
следуемые биомаркеры, повышенные исходно, значи-
тельно снизились после потери веса. Эти результаты 
позволяют предположить, что LOX-1 может функци-
онировать, как маркер атеросклероза, у пациентов с 
морбидным ожирением и что бариатрическая хирургия 
может играть значимую роль в профилактике кардиова-
скулярной патологии. 

LOX-1 как потенциальная мишень для клиниче-
ских исследований. Данные вышеуказанных иссле-
дований свидетельствуют в пользу того, что блокада 
LOX-1 является потенциально привлекательной при 
лечении атеросклероза. Исследование A. Vavere и со-
авт. [50] было направлено на оценку эффективности и 
безопасности MEDI6570, высокоаффинного монокло-
нального блокирующего антитела к LOX-1. Это первое 
плацебо-контролируемое исследование фазы 1 на лю-
дях (NCT03654313). Рандомизированы 88 пациентов с 
сахарным диабетом (СД) 2 типа для получения одно-
кратных возрастающих доз (10, 30, 90, 250 или 500 мг) 
или многократных возрастающих доз (90, 150 или 250 
мг один раз в месяц в течение 3 месяцев) MEDI6570 
или плацебо. Основной конечной точкой была без-
опасность. Вторичные и исследовательские конечные 
точки включали фармакокинетику, иммуногенность, 
уровни LOX-1 в крови и изменение объема коронар-
ных бляшек. Средний возраст составил 57,6/58,1 года 
в группах однократного и многократного возрастания 
доз, 31,3%/62,5% составляли женщины, а средняя про-
должительность диабета 2 типа составила 9,7/8,7 лет. 
Частота нежелательных явлений была одинаковой сре-
ди когорт. MEDI6570 продемонстрировал нелинейную 
фармакокинетику, при этом терминальный период по-
лувыведения увеличился с 4,6 дня (30 мг) до 11,2 дня 
(500 мг). Наблюдалось дозозависимое снижение уров-
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ней LOX-1 в крови по сравнению с исходным уровнем 
(>66% через 4 недели и 71,61–82,96% через 10 недель 
в группах однократного и многократного повышения 
доз соответственно). После 3 доз MEDI6570 ассоции-
ровался с незначимой регрессией объема некальцини-
рованных бляшек по сравнению с плацебо (-13,45 мм3 
по сравнению с -8,25 мм3). Исследователи пришли к 
выводу, что MEDI6570 хорошо переносится и демон-
стрирует дозозависимое подавление LOX-1.

Заключение. В настоящее время мы имеем высокие 
технологии для идентификации новых биологических 
маркеров, вследствие чего необходимо создание мульти-
биомаркерной модели диагностики и прогнозирования 
течения ССЗ. В представленном обзоре литературы про-
веден анализ работ, посвященных изучению LOX-1 при 
атеросклерозе. Согласно данным этих исследований, 
LOX-1 является перспективной молекулой, обладающей 
диагностическим и прогностическим потенциалом при 
атеросклеротических ССЗ. Регуляция концентрации и 
экспрессии LOX-1, возможно, окажется многообещаю-
щей стратегией для лечения атеросклероза. 
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ИСПОЛЬЗОВАНИЕ ТЕОРИИ ФАЗОВЫХ ПЕРЕХОДОВ ВТОРОГО РОДА В АНАЛИЗЕ 
ВОЗРАСТНОЙ И ГЕНДЕРНОЙ ЗАВИСИМОСТИ ВОЗНИКНОВЕНИЯ МУТАЦИИ V617FJAK2: 
МИЕЛОПРОЛИФЕРАТИВНЫЕ НОВООБРАЗОВАНИЯ И КЛОНАЛЬНЫЙ ГЕМОПОЭЗ 
НЕОПРЕДЕЛЕННОГО ПОТЕНЦИАЛА
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Россия; 
3КГБУЗ Красноярская краевая клиническая больница, 660022, Красноярск, Россия; 
4ФГБОУ ВО Красноярский государственный медицинский университет им. проф. В.Ф. Войно-Ясенецкого Минздрава РФ, 
660022, Красноярск, Россия; 
5Красноярский филиал ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр гематологии» Минздрава России, 
660036, Красноярск, Россия

Соматическая мутация V617F в гене янускиназы-2 (JAK2) служит важным критерием диагностики Ph-негативных миело-
пролиферативных новообразований (МПН).  При этом ее выявляемость в популяции увеличивается с возрастом, сопрово-
ждая развитие синдрома «клонального гемопоэза неопределенного потенциала» (КГНП). Как правило, аллельная нагрузка 
JAK2 V617F менее 2% характерна для синдрома КГНП, а при МПН существенно выше. Соотношение частоты выявления 
КГНП и МПН в разных возрастных группах в российской популяции ранее не исследовалось   Известные математические 
модели зависимости заболеваемости от возраста не всегда позволяют с достаточной точностью выполнять вычисления 
и интерпретировать биологическую значимость их параметров. Целью настоящего исследования стало использование мо-
дели фазового перехода второго рода для физических систем для анализа встречаемости мутации JAK2 V617F. Выборка 
из базы данных включала пол, возраст и результаты тестирования 6641 пациентов, направленных гематологами для вы-
полнения молекулярно-генетического тестирования в связи с подозрением на МПН и 3381 человек, обследованных в рамка 
скрининга среди доноров крови и пациентов без признаков онкогематологического заболевания. Определение мутации JAK2 
V617F проводили методом ПЦР-РВ с использованием набора «Миелоскрин» ООО «Формула гена» (Красноярск, Россия). Рас-
считывалась зависимость квадрата парциальной частоты встречаемости мутации в отдельной возрастной когорте от 
величины обратного возраста. Среди обследованных пациентов с МПН, в отличие от группы скрининга, частота выявления 
мутации JAK2 V617F у женщин (33,8%) была выше (p<0,01) чем у мужчин (22,3%). Возрастная зависимость частоты 
выявления мутации JAK2 V617F у пациентов с высокой, но не с низкой (менее 2%) аллельной нагрузкой статистически до-
стоверно описывается с использованием модели фазового перехода второго рода, что предполагает пороговое появление 
качественно новых взаимодействий в клональном гемопоэзе с вероятным вовлечением возрастных эпигенетических меха-
низмов нарушения иммунологического надзора. Линейные участки уравнений и критические точки их перелома позволяют 
сравнивать разные выборки данных, прогнозировать заболеваемость и необходимый бюджет медико-социальных расходов 
исходя из конкретной демографической ситуации региона.
Ключевые слова: мутация JAK2 V617F; возрастные и гендерные различия; миелопролиферативные новообразования; кло-
нальный гемопоэз неопределенного потенциала; модель фазовых переходов второго рода
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The somatic mutation V617F in the Janus kinase 2 (JAK2) gene is an important criterion of the Ph-negative myeloproliferative 
neoplasms (MPN) diagnosis. Moreover, its detection in the population increases with age, accompanying the development of “clonal 
hematopoiesis syndrome of undetermined potential” (CHIP). As a rule, the JAK2 V617F allele load of less than 2% is characteristic 
of CHIP, and in MPN it is significantly higher. Polynomial equations of mathematical models of the dependence of morbidity on age 
do not always allow calculations and interpretation of the biological significance of their parameters to be performed with sufficient 
accuracy. The purpose of this study was to use the second-order phase transition model for physical systems to analyze the occurrence 
of the JAK2 V617F mutation.
The database sample included sex, age and test results of 6641 patients referred by hematologists for suspected MPN and 3381 people 
examined as part of screening programs. The JAK2 V617F mutation was determined by RT-PCR using the “Myeloskrin kit” from For-
mula of the Gene LLC. The dependence of the square of the partial frequency of occurrence of a mutation in a separate age cohort on 
the reciprocal age was calculated. Among the examined patients with MPN, in contrast to the screening group, the frequency of detec-
tion of the JAK2 V617F mutation in women (33.8%) was higher (р>0.01) than in men (22.3%). The age dependence of the frequency 
of detection of the JAK2 V617F mutation in patients with high, but not with low (less than 2%) allele load is statistically reliably 
described using the second-order phase transition model, which suggests a threshold appearance of qualitatively new interactions in 
the process of clonal hematopoiesis with the probable involvement of age-related epigenetic mechanisms violations of immunological 
surveillance. The linear sections of the equations and their critical turning points make it possible to compare different data samples, 
predict morbidity and the required budget for medical and social expenses based on the specific demographic situation of the region.
Key words: mutation JAK2 V617F; age and gender differences; myeloproliferative neoplasms; clonal hematopoiesis of uncertain 
potential; model of second-order phase transitions

For citation: Soukhovolsky V.G., Kovalev A.V., Ardzhevnishvili I.V., Gorbenko A.S., Stolyar M.A., Bakhtina V.I., Olkhovsky I.A. 

Using the theory of phase transitions of the second type in the analysis of age and gender dependence of the occurrence of the V617F 
JAK2 mutation: myeloproliferative neoplasms and clonal hematopoiesis of uncertain potential. Klinicheskaya Laboratornaya Diag-
nostika (Russian Clinical Laboratory Diagnostics). 2024; 69 (10): 504-512 (in Russ.).  
DOI: https://doi.org/10.51620/0869-2084-2024-69-10-504-512
For correspondence: Olkhovskiy I.A., PhD, docent, director of Krasnoyarsk branch of the «National Research Center for Hematol-
ogy» Department of Health, research fellow of the Krasnoyarsk Scientific Center SB RAS; е-mail: krashemcenter@mail.ru
Information about authors:
Soukhovolsky V.G., 	 https://orcid.org/0000-0003-0407-2290;
Kovalev A.V., 		  https://orcid.org/0000-0002-9744-768X;
Ardzhevnishvili I.V., 	 https://orcid.org/0009-0007-3639-4522;
Gorbenko A.S., 		  https://orcid.org/0000-0001-8756-2660; 
Stolyar M.A., 		  https://orcid.org/0000-0002-8037-9844;
Bakhtina V.I., 		  https://orcid.org/0000-0002-6465-9942;
Olkhovskiy I.A., 		  https://orcid.org/0000-0003-2311-2219.
Conflict of interest. The authors declare absence of conflict of interest.
Financing. The study had no sponsor support.
Acknowledgment. Authors express their gratitude to Doctor of Medical Sciences, Head of the Department of Laboratory Medicine 
of the Federal State Budgetary Educational Institution of Higher Education “Bashkir State Medical University” of the Ministry 
of Health of the Russian Federation, Professor A.Zh. Gilmanov for a serious analysis and participation in the discussion of the 
obtained results.
Received 22.03.2024
Accepted 03.09.2024
Published 00.10.2024

          Введение. Оценка зависимости онкологической 
заболеваемости от возраста и пола представляет интерес 
как с точки зрения изучения биологических механизмов 
канцерогенеза, так и с точки зрения планирования бюдже-

та здравоохранения и социальных служб на территориях 
с различной демографической структурой населения. 

Выявление соматической мутации V617F в гене яну-
скиназы-2 (JAK2) - один из ключевых критериев диа-
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гностики Ph-негативных миелопролиферативных ново-
образований (МПН).  Среди пациентов с МПН частота 
выявления мутации JAK2 V617F достигает 95-97% при 
истинной полицитемии и более 50-60% при других но-
зологических вариантах МПН: эссенциальной тромбо-
цитемии и первичном миелофиброзе [1-4]. Вместе с 
тем, это одна из наиболее частых соматических мутаций 
кроветворных клеток человека с популяционной часто-
той выявления среди населения разных регионов мира 
0,1-0,8% [4-12]. Вероятность выявления данной мута-
ции увеличивается с возрастом и часто ассоциирована 
с развитием незлокачественного синдрома «клональ-
ного гемопоэза неопределенного потенциала» (КГНП) 
[1,3,4,8-15]. По современным данным, синдром КГНП 
тесно связан с хроническими воспалительными про-
цессами, патогенезом атеросклеротического пораже-
ния сосудов и риском развития тромбозов и инсультов 
[1,4,8,10,12,14].Однако менее чем у 1% пациентов с 
JAK2V617F-позитивным КГНП в течение года жизни 
происходит трансформация в МПН, а риск развития он-
когематологического заболевания зависит от наличия 
сопутствующих генетических полиморфизмов, других 
соматических мутаций и внешних факторов [4,8,16-19]. 
Вместе с тем, молекулярные механизмы, определяющие 
различия между МПН и КГНП, изучены недостаточно.

Отдельное диагностическое значение имеет показа-
тель, отражающий количество циркулирующих клеток 
крови с мутацией – уровень аллельной нагрузки, выра-
жающийся в процентной доле ДНК мутантного аллеля 
к суммарной ДНК данного гена в лейкоцитарных клет-
ках крови. При этом, как правило, аллельная нагрузка 
JAK2 V617F 1-3% характерна для синдрома КГНП, а 
при МПН довольно часто она значительно выше 50% 
в результате потери гетерозиготности опухолевыми 
клетками. Выявление низкой аллельной нагрузки у па-
циентов может приводить к гипердиагностике МПН, 
поскольку неспецифические симптомы гематологиче-
ского заболевания потенциально могут сочетаться с 
сопутствующим возраст-зависимым КГНП, не оказы-
вающим критического влияния на течение и прогноз 
болезни. 

Обычно при математическом анализе возрастная 
динамика онкологической заболеваемости q опи-
сывается многочленным выражением (полиномом) 

 . . . .)( 2
210 +++= TaTaaTq  [20]. Вместе с тем, такие 

модели не всегда позволяют с достаточной точностью 
оценить значимость отличий при анализе в разных воз-
растных когортах пациентов или при разных патологи-
ческих состояниях [21]. Также часто затруднительна 
биологическая интерпретация расчетных параметров 
этих уравнений. В качестве альтернативы полиноми-
ального описания возрастной динамики онкозаболе-
ваний ранее была предложна модель [21], аналогичная 
моделям фазового перехода второго рода для физиче-
ских систем [22, 23]. Под фазовым переходом второго 
рода в физике понимают переход сложной системы из 
одного устойчивого состояния в другое за счет вну-
тренней перестройки взаимодействия элементов систе-
мы без выделения или поглощения энергии. Использо-
вание математической модели фазовых переходов по-
зволяет определить точку перехода фаз анализируемой 
системы при достижении некоторого критического зна-
чения её изменяющихся параметров. Линейные участ-

ки уравнений и критические точки перелома графиков 
этих уравнений позволяют сравнивать разные выборки 
данных, а также прогнозировать заболеваемость и не-
обходимый бюджет медико-социальных расходов исхо-
дя из конкретной демографической ситуации. 

Поскольку мутация JAK2 V617F ассоциирована с 
развитием большинства случаев МПН, представляет 
интерес использование данного подхода и к анализу 
распределения возрастных парциальных частот встре-
чаемости этой мутации в разных диапазонах её аллель-
ной нагрузки. 

Цель работы - оценка распространенности мутации 
JAK2 V617F в зависимости от возраста и пола обследо-
ванных пациентов с использованием модели фазового 
перехода второго рода.

Материал и методы. В работе использовали вы-
борку из базы данных результатов лабораторных иссле-
дований Красноярского филиала ФГБУ НМИЦ гемато-
логии Минздрава России с 01.01.2012 по 25.12.2023 г. 
Были собраны сведения о возрастной и половой струк-
туре взрослых пациентов, которым было проведено ис-
следование на выявление соматической мутации V617F 
в гене JAK2. Из них 6457 пациентов (3259 женщин и 
3198 мужчин) были направлены врачами-гематологами 
в связи с подозрением на МПН в соответствии с кли-
ническими рекомендациями [2], а 3381 человек (1612 
женщин и 1769 мужчин) были обследованы в рамках 
программы оценки распространенности мутации среди 
разных категорий здоровых людей или пациентов без 
онкогематологического заболевания [9-11]. В выборку 
не включались случаи повторного обследования паци-
ентов, а также случаи выявления других драйверных 
мутаций МПН в генах CALR или MPL. Обследованные 
пациенты подписывали добровольное информирован-
ное согласие на исследование.

Выделение ДНК из лейкоцитов крови пациентов и 
определение мутации JAK2 V617F проводили методом 
аллель-специфической ПЦР в реальном времени с ис-
пользованием набора реагентов «Миелоскрин» (ООО 
«Формула гена», Россия) с уровнем аналитической 
чувствительности до 0,04% аллельной нагрузки [24]. 

В расчетах математической модели фазового пере-
хода второго рода в качестве характеристики частоты 
встречаемости мутации JAK2 V617F использовался так 
называемый параметр порядка q(T) - парциальная ча-
стота встречаемости мутации в отдельной возрастной 
когорте Т.  Зависимость квадрата парциальной часто-
ты q2 от величины обратного возраста 1/Т описывается 
следующим уравнением: 

.	                                                   (1)

График предлагаемой модели в координатах {1/T, 
q2} характеризуется двумя линейными участками и

точкой перегиба Tc. Коэффициент                     наклона 

прямой (1) после достижения критического значения 
Tc характеризует скорость нарастания доли пациентов 
с мутациями в возрастных когортах. Более подробно 
применяемые математические методы описаны в рабо-
те [23]. Статистический анализ выполняли с использо-
ванием таблиц Excel и пакета Statistica10. Для сравне-

КЛИНИЧЕСКАЯ ЛАБОРАТОРНАЯ ДИАГНОСТИКА. 2024; 69(10)
https://doi.org/10.51620/0869-2084-2024-69-10-504-512

ГЕМАТОЛОГИЯ



507

ния частот использовали критерий χ2.
Результаты. У 1870 (28%) из всех направленных 

гематологами пациентов и у 18 (0,53%) пациентов из 
группы скрининга уровень мутантного аллеля был ра-
вен или выше 2%. У 167 (0,25%) пациентов с симпто-
мами гематологического заболевания и у 30 (1,29%) че-
ловек, обследованных в скрининге, аллельная нагрузка 
определялась ниже 2%.  

В таблице представлены данные по разным ген-
дерным группам пациентов. Среди обследованных 
пациентов с подозрением на МПН частота выявления 
мутации V617FJAK2 у женщин была статистически 
значимо выше (p<0,01, OR = 1,78 (1,6-1,99)). В группе 
скрининга значимых отличий частоты выявления му-
тации не наблюдалось, хотя среди обследованных жен-
щин доноров крови данной мутации выявлено не было.

Характеристика пациентов, включенных в исследование, медиана (Q25-75)

Пациенты Пол Всего Возраст,  годы
Доля пациен-

тов с мутацией 
V617FJAK2,

n (%)

Аллельная на-
грузка 

V617FJAK2, %

Пациенты, направленные   с подо-
зрением на МПН

Мужчины 3259 53 (38-63) 726 (22,3%) 30,0 (18-52)
Женщины 3198 57 (42-67) 1144 (33,8%)* 29,6 (14-51)

Пациенты без онкогематологическо-
го диагноза 

Мужчины 1769 50 (39-58) 26 (1,47%) 0,25
(0,07- 0,45)

Женщины 1612 56 (47-67) 19 (1,18%) 0,16
(0,09-0,22)

В том числе:

пациенты из медицинских органи-
заций

Мужчины 965 57 (50-65) 19 (1,97%) 0,24
(0,08-0,44)

Женщины 1185 61 (53-70) 24 (1,50%) 0,16
(0,11-0,23)

доноры крови
Мужчины 805 41 (36-48) 5 (0,62%) 0,33

(0,09-0,87
Женщины 426 42 (36-49) 0 -

Примечание. * – Гендерные различия статистически значимы при р<0,01.

Значения аллельной нагрузки у всех мужчин и жен-
щин с выявленной мутацией JAK2 V617F значительно 
варьируют в разные возрастные периоды, при этом у 
пациентов до сорокалетнего возраста практически ни-
когда не превышают 50%. Очевидно, потеря гомозигот-
ности в кроветворных клетках пациентов происходит 

преимущественно в более старшем возрасте. 
На рис. 1 представлены данные о возрастной зависи-

мости частоты выявления мутации JAK2 V617F среди 
обследованных пациентов с клиническими проявлени-
ями и уровнем аллельной нагрузки выше 2%, которым 
в последующем был подтвержден диагноз МПН. 

Рис.1. Возрастная зависимость частоты выявления мутации JAK2 V617F среди обследованных пациентов с клиническими проявлениями МПН и уровнем 
аллельной нагрузки выше 2%.
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В возрасте от 20 до 80 лет у мужчин и женщин за-
висимость частоты выявления мутации хорошо описы-
вается уравнениями полинома (см. рис.1), при этом у 
обследованных женщин в сравнении с мужчинами на-
блюдается более высокая частота выявления мутации 
в возрасте 20-40 лет. Частота обнаружения мутации у 
пациентов старше 85 лет снижается, однако небольшая 

выборка пациентов в этой возрастной группе (менее 30 
человек) уменьшает степень достоверности отличий и 
не анализируется в настоящем исследовании.

Результаты использования модели фазового пе-
рехода второго рода для описания возрастной дина-
мики частоты мутации JAK2 V617F приведены на 
рис. 2.

Рис. 2. Модель фазового перехода для возрастной зависимости выявления мутации JAK2 V617F у пациентов мужчин (А) и женщин (Б) с аллельной на-
грузкой мутации более 2%.  Фаза 1 – докритическая (ДКФ), фаза 2 – посткритическая (ПКФ).

На возрастной кривой в модели фазовых переходов 
можно выделить две фазы – докритическую (ДКФ) и 
посткритическую (ПКФ). Для каждой фазы можно на-
писать уравнение связи:

Tba /q2 −= (2). 

Уравнение (2) можно рассматривать как линейное 
регрессионное уравнение относительно переменных q2 
и 1/T. 

Резкий излом кривой (2) происходит при определен-
ном значении обратного возраста 1/Tс. Расчетный попу-
ляционный «критический» возраст смены фаз у женщин 
(46,1 года) происходит приблизительно на 5 лет раньше, 
чем у мужчин (51,5 года), хотя эти различия в нашей 
выборке оказались статистически не значимы. Коэф-
фициенты линейного уравнения для описания ПКФ как 
для мужчин, так и для женщин отличаются от нуля (р ≤ 
0,001), что статистически подтверждает наличие излома 
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на возрастной кривой динамики мутаций и корректность 
использования модели фазовых переходов второго рода.

Частота выявления мутации JAK2 V617F на уровне 
менее 2% аллельной нагрузки в нашей выборке суще-
ственно не зависела от возраста обследованных паци-
ентов (рис. 3) как у мужчин, так и у женщин. Частоты 

выявления лиц с низкой нагрузкой среди пациентов с 
клиническими симптомами МПН во всех возрастных 
диапазонах превышают соответствующие значения 
среди пациентов из группы скрининга. Вместе с тем 
эти данные не могут быть описаны в формате модели 
фазового перехода. 

Рис. 3. Возрастная зависимость выявления мутации JAK2 V617F в группе пациентов и в группе скрининга (А - женщины, Б - мужчины) с аллельной 
нагрузкой мутации менее 2%. 

Обсуждение. В настоящем исследовании при срав-
нении характеристик гендерной и возрастной зависи-
мости частоты выявления JAK2 V617F-позитивных 
МПН и КГНП мы использовали критерий уровня ал-
лельной нагрузки 2%, опираясь на литературные дан-
ные и клинически подтвержденные случаи у наших 
пациентов. Выбранный уровень, безусловно, не может 
являться абсолютным показателем наличия или отсут-
ствия МПН, поскольку значения аллельной нагрузки 
при КГНП иногда могут достигать 10% [4], а значения 

ниже 1,0% могут наблюдаться при клинически вы-
раженном МПН, сочетаясь в ряде случаев с другими 
драйверными мутациями. 

При этом в рутинном анализе с диагностическими 
тест-системами для качественной оценки результата 
обнаружения мутации JAK2 V617F в лабораториях ред-
ко используют контрольные материалы со значениями, 
близкими к порогу аналитической чувствительности, 
что потенциально увеличивает риск неправильной ин-
терпретации. Результаты, представленные на рис.2, де-
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монстрируют, что при подтвержденном диагнозе МПН 
действительно иногда обнаруживаются уровни нагруз-
ки менее 2% в широком возрастном диапазоне, что ха-
рактерно и для людей с КГНП.  Возникает закономер-
ный вопрос о патогенетических различиях вариантов 
МПН и особенностях интерпретации результатов при 
разных нагрузках JAK2 V617F, а также целесообраз-
ности использования высокочувствительных количе-
ственных тестов. 

Зависимость частоты возникновения и значений 
уровня аллельной нагрузки мутации JAK2 V617F от 
возраста и пола пациентов обсуждается в ряде работ. 
J. Patterson-Fortin   и соавторы [1] сравнивают данные 
популяционного исследования в Дании «Copenhagen 
general» [6,7] и выборки из базы данных международ-
ной компании «23 and Me» [8], которая также вклю-
чала большой пул пациентов с МПН. Использование 
представленных в работе J. Patterson-Fortin и соавт. [1] 
табличных данных, объединенных всего в четыре воз-
растные когорты с 1 года до 112 лет при нашем пере-
счете, не противоречило модели фазового перехода 
второго рода, однако полноценный частотный анализ 
возрастной динамики по четырем когортам недостато-
чен для обоснованных выводов.

В опубликованных популяционных исследовани-
ях мутация JAK2 V617F, связанная с КГНП, преобла-
дала у мужчин, а в когорте пациентов с JAK2 V617F-
позитивным МПН преобладали женщины. Это позво-
лило Patterson-Fortin J. с соавт. [1] сформулировать 
«JAK2 V617F-парадокс»: JAK2 V617F-позитивный 
КГНП более характерен для мужчин, а для женщин 
мутация JAK2 V617F в большей степени связана с 
клиническими симптомами МПН. В нашей выбор-
ке пациентов с МПН соотношение мужчин и женщин 
было равным и различий в возрасте не наблюдалось, 
но частота выявления мутации у женщин была более 
высокой, чем у мужчин как в целом, так и в отдельных 
возрастных диапазонах (см. рис.1). Интересно, что сре-
ди доноров крови JAK2 V617F позитивный КГНП вы-
явлен нами только у мужчин, что подтверждает «JAK2 
V617F-парадокс» и показывает различное диагности-
ческое значение низких аллельных нагрузок у мужчин 
и женщин.

Использование нами модели фазового перехода вто-
рого рода позволило выделить два качественно разных 
возрастных периода в скорости накопления мутации 
среди обследованных нами пациентов и определить 
критический возраст, после которого интенсивность 
развития JAK2 V617F-позитивных МПН, но не КГНП, 
резко возрастает. 

Следует отметить, что в случае анализа выявляе-
мости низких уровней аллельной нагрузки, которые 
в большинстве случаев соответствуют JAK2 V617F-
позитивному КГНП, модель фазовых переходов оказа-
лась неприемлемой.  

Поскольку динамика изменения параметра поряд-
ка в разных фазах описывается линейным уравнени-
ем, характеризуемым, в отличие от полиномиальных 
уравнений, всего двумя легко интерпретируемыми па-
раметрами Тс – критическим возрастом мутационного

 процесса и 
)1(

)( 2

T

qb
∂

∂
=  - интенсивностью накопления

 мутаций у пациентов с возрастом, появляется возмож-
ность использовать достаточно простые расчеты для 
прогноза и сравнения процессов в различных сложных 
системах. Наше исследование демонстрирует отли-
чия возрастной и гендерной зависимости между JAK2 
V617F-позитивными МПН и КГНП, что свидетельству-
ет о различиях их патогенеза. Можно предполагать, 
что данный подход может быть также использован при 
оценке эффективности профилактических мероприятий, 
направленных на снижение риска развития заболевания.

Поскольку линейные уравнения более точно пред-
сказывают результаты расчетов, предполагается, что 
их использование позволит с большей достоверностью 
оценить ожидаемое количество пациентов с МПН в за-
висимости от демографической ситуации в регионах. 
Сравнительная прогностическая способность данной 
модели с полиномиальными методиками будет пред-
ставлена в дальнейших публикациях. 

Применимость модели фазовых переходов второго 
рода к описанию не только физических, но также био-
логических и социальных систем отражает тот факт, 
что эта модель не зависит от особенностей конкретной 
моделируемой системы, а зависит прежде всего от чис-
ла параметров порядка, используемых для ее описания 
[25]. Постулируется, что все фазовые переходы второго 
рода, в которых для описания состояния системы ис-
пользуется один параметр порядка, схожи между собой. 

Одно из объяснений фазового перехода второго ти-
па в модели Ландау заключается в пороговом характере 
изменения внутренних характеристик сложных систем. 
Фазовый переход можно рассматривать как процесс 
возникновения нового качественного состояния упоря-
доченности во множестве случайно взаимодействую-
щих элементов системы.  

 В нашем случае модель фазовых переходов была 
справедлива только для клинически значимого уровня 
(более 2%) аллельной нагрузки исследуемой мутации. 
Очевидно, с увеличением возраста в организме наблю-
дается накопление случайных соматических мутаций, 
обусловленное естественным ограничением репара-
тивной способности генома. Часть таких мутаций в от-
дельных кроветворных клонах позволяет им получить 
определенные конкурентные пролиферативные пре-
имущества, например, за счет сниженной зависимости 
от ростовых факторов при мутации в гене JAK2, что ве-
дет к появлению КГНП, но не к неконтролируемой про-
лиферации и клинической манифестации заболевания.  

В большинстве случаев с возрастом за счет различ-
ных соматических мутаций формируется приспособи-
тельное олигоклональное кроветворение, поддержива-
емое сбалансированной эволюцией конкурирующих 
клонов и ограничивающим давлением иммунного над-
зора. Вместе с тем такой баланс не всегда устойчив и 
отдельные клоны могут монополизировать ресурсы 
кроветворения. Существенное увеличение интенсив-
ности клональной экспансии, очевидно, может быть 
обусловлено параллельно возникающим развитием 
селективной иммунной толерантности и соответству-
ющим качественным переходом в развернутую клини-
ческую фазу заболевания. 

Интересно, что возраст-зависимый процесс мети-
лирования ДНК также в ряде случаев характеризуется 
экспоненциальным ростом. Так, в работе N.D. Johnson  
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и соавт. [26] обнаружено, что интенсивность метилиро-
вания двух сайтов cg07955995 и cg22285878 характери-
зуется быстрым увеличением с возрастом. В результате 
метилирования обозначенных сайтов увеличивается 
уровень экспрессии гена FOXP3, который индуци-
рует преобразование большого количества наивных 
CD14+25-Т-клеток в CD14+25+ Т-клетки (Treg), что 
определяет характер иммунного ответа. Обсуждение 
гипотезы участия в патогенезе МПН лимфоцитов, со-
храняющих активный провоспалительный “эффектор-
ный фенотип”, но без специфических цитотоксических 
способностей против MPN-мутированных клеток, при-
водится в статье V. Nasillo и соавторов [27]. Выявлен-
ные гендерные различия могут вполне объясняться из-
вестными отличиями процессов метилирования ДНК у 
мужчин и женщин.

Наш расчет представленных в работе N.D. Johnson 
и соавт. [26] данных о возрастной зависимости мети-
лирования в моноклональных клетках крови продемон-
стрировал соответствие с моделью фазового перехода 
второго рода с близким критическим возрастом пере-
хода, составляющим примерно 45 лет.

Таким образом, накопление после определенно-
го возраста генетических изменений в кроветворных 
клетках может приводить к формированию относитель-
но стабильного адаптивного варианта КГНП. Вместе 
с этим повышается риск дальнейшей потенциальной 
экспансии клонов, получивших конкурентные преиму-
щества в пролиферации и выживании. Соответствие 
динамики этих процессов с моделью фазового пере-
хода второго рода предполагает появление качественно 
новых устойчивых взаимодействий кроветворных кле-
ток и клеток иммунного контроля. При этом процессы 
формирования JAK2V617F-позитивных КГНП и МПН 
также имеют качественные отличия,  которые требуют 
дальнейшего изучения.  

Ограничения использования предложенной моде-
ли связаны с необходимостью обработки довольно 
большого объема выборки, данная модель менее чув-
ствительна к отдельным флуктуациям, выявляемым 
на кривой полиномиальной зависимости. В связи с не-
достаточной для статистической оценки выборкой па-
циентов в работе не проводился анализ по отдельным 
нозологическим вариантам МПН. Хотя группы паци-
ентов сбалансированы по возрасту и половому составу, 
объединение отдельных когорт доноров крови и паци-
ентов из разных клинических отделений не позволяет 
считать данное исследование строго популяционным. 
Тем не менее, полученные результаты позволяют сфор-
мулировать достоверные заключения о возможности 
использования модели фазовых переходов второго рода 
и различиях возраст-зависимых механизмов формиро-
вания КГНП и группы JAK2 V617F- позитивных МПН. 
В дальнейшем, по мере набора результатов в дополни-
тельных выборках, планируется апробация прогности-
ческих возможностей представленной модели для рас-
чета конкретных уровней ожидаемой заболеваемости 
МПН в зависимости от демографической ситуации в 
регионе.

  Заключение. Возрастная зависимость частоты вы-
явления мутации JAK2 V617F у пациентов с МПН при 
уровне аллельной нагрузки более 2% статистически до-
стоверно описывается с использованием модели фазо-

вого перехода второго рода Л. Ландау, что предполагает 
пороговое появление качественно новых взаимодей-
ствий в процессе клонального гемопоэза с вероятным 
вовлечением возрастных эпигенетических механиз-
мов нарушения иммунологического надзора.  Важным 
практическим следствием анализа полученных данных 
является целесообразность учета различий диагности-
ческой значимости разных уровней аллельной нагруз-
ки, а также гендерной зависимости диагностической 
значимости теста при низких уровнях JAK2 V617F у 
мужчин и женщин.
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Streptococcus pneumoniae - один из приоритетных патогенов, выделяемых из носоглотки больных с бронхиальной астмой 
(БА), провоцирующий развитие локальных воспалительных реакций, системную сенсибилизацию организма и обострение БА. 
Пневмококковые вакцины показывают высокую клиническую эффективность в части снижения числа обострений БА, но ре-
комендации GINA не включают плановую иммунизацию пациентов из-за недостатка комплексных исследований, оцениваю-
щих реакции врождённого и адаптивного иммунитета больных БА при использовании различных вариантов пневмококковых 
вакцин и их комбинаций. 
Цель исследования – установить ассоциативные изменения лабораторных маркёров врождённого иммунитета (ИФН-γ и 
ИЛ-10) и клинического эффекта вакцинации ПКВ13 взрослых лиц с бронхиальной астмой. 
Материал и методы. Исследованы сыворотки крови пациентов с БА, иммунизированных ПКВ13 и их индивидуальные 
клинические карты. Содержание ИФН-γ, ИЛ-4, ИЛ-6, ИЛ-8, ИЛ-10, ИЛ-18, ФНО-α, MCP-1 определено методом ИФА. Ре-
зультаты. Исследования свидетельствуют о положительном клиническом эффекте вакцинации ПКВ13 у пациентов с БА, 
связанном с уменьшением числа пациентов с обострениями (на 81,5%, p<0,001) и увеличением количества пациентов без 
госпитализаций (на 76,5%, p<0,001) в течение года наблюдения. Для пациентов с лёгкой степенью тяжести БА и тех, кто 
демонстрировал снижение числа обострений, отмечено выраженное повышение содержания ИФН-γ в сыворотке крови 
спустя 6 недель после вакцинации. У пациентов с повышенным уровнем общего IgE на первом визите отмечено характерное 
увеличение содержания ИЛ-10 через 6 мес. после вакцинации. 
Заключение. Иммунизация пациентов с БА ПКВ13 снижает риск развития обострений и число госпитализаций, повышая 
уровень контроля заболевания по сравнению с довакцинальным периодом. Лабораторные показатели, свидетельствующие о 
повышенном уровне ИФН-g
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Streptococcus pneumoniae is one of the priority pathogens isolated from the nasopharynx of patients with bronchial asthma (AВ), 
provoking the development of local inflammatory reactions and systemic sensitization, acting as a trigger for exacerbations of АВ. 
Pneumococcal vaccines show high clinical efficacy in reducing the number of exacerbations of АВ, but the GINA recommendations 
do not include routine immunization of patients due to the lack of comprehensive studies evaluating the reactions of congenital and 
adaptive immunity of patients with АВ when using various variants of pneumococcal vaccines and their combinations. 
The aim of the study was to determine laboratory markers of innate immunity (IFN-γ and IL-10) as indicators of the effectiveness of 
PCV13 vaccination in adult patients with bronchial asthma. Blood sera of patients with АВ immunized with PCV13 and their indi-
vidual clinical records were studied. The content of IFN-γ, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-18, TNF-α, MCP-1 was determined by ELISA. 
Outcomes. Studies show a positive clinical effect of PCV13 vaccination in patients with АВ, associated with a decrease in the number 
of patients with exacerbations (by 81.5%, p<0.001) and an increase in the number of patients without hospitalization (by 76.5%, 
p<0.001) during the year of follow-up. For patients with mild AВ severity and those who showed a decrease in the number of exacer-
bations, there was a marked increase in serum inf-γ 6 weeks after vaccination. with an increased level of total IgE at the first visit, a 
characteristic increase in the content of IL-10 was noted after 6 months. after vaccination. 
Conclusion. Immunization of patients with AВ PCV13 reduces the risk of exacerbations and the number of hospitalizations, increas-
ing the level of disease control compared to the pre-vaccination period. Laboratory values indicating an increased level of IFN-y are 
associated with a decrease in the incidence of exacerbations of АВ. In patients with AВ, an increase in IL-10 is associated with an 
increase in total IgE levels.
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Введение. Бронхиальная астма (БА), характери-
зующаяся широкой распространённостью (до 10% 
популяции в развитых странах), высокой частотой 
смертности (до 10 смертей на 100 тыс. случаев за-
болевания) и инвалидизации, является гетерогенным 
заболеванием, обусловленным нарушениями регуля-
ции иммунного ответа: возникновением дисбаланса 
между популяциями Th1, Th2, Th17, Treg, NKT-клетками 
и компонентами врождённого иммунитета [1, 2]. Хро-
ническое воспаление при БА в условиях сниженной 
колонизационной резистентности дыхательных пу-
тей пациентов часто обусловлено реакцией гипер-
чувствительности к антигенам бактерий, особенно 
Streptococcus pneumoniae [3, 4].

S. pneumoniae является одним из приоритетных па-
тогенов, выделяемых из носоглотки больных с БА [5]. 
Воздействие S. pneumoniae на организм пациентов с БА 
часто ведёт к развитию осложнений, хронизации забо-
левания, летальности [6-9]. У пациентов с БА  S. pneu-
moniae способен оказывать прямое и косвенное воздей-

ствие на организм: провоцировать развитие локальных 
воспалительных реакций в дыхательных путях и при-
водить к системной сенсибилизации. Пневмококковую 
инфекцию рассматривают как один из ведущих факто-
ров развития обострений БА [1].

Широкую распространённость получили исследо-
вания, направленные на изучение эффекта примене-
ния пневмококковых конъюгированных и полисаха-
ридных вакцин и препаратов на основе S. pneumoniae 
или их компонентов не только в качестве профилак-
тического агента, но и иммунорегуляторного тера-
певтического средства для снижения числа обостре-
ний БА [10-16]. Несмотря на имеющиеся данные о 
клинической эффективности пневмококковых вак-
цин у больных с БА, согласительный документ GINA 
[1] до сих пор не вносит в рекомендации плановую 
вакцинацию против пневмококковой инфекции для 
пациентов с БА, аргументируя это недостатком каче-
ственных масштабных исследований по данной про-
блеме. На сегодняшний день отсутствуют комплекс-
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ные работы, содержащие оценку реакций врождённо-
го и адаптивного иммунитета среди пациентов с БА в 
ответ на введение различных пневмококковых вакцин 
и их комбинаций.

Цель исследования – установить ассоциативные 
изменения лабораторных маркёров врождённого им-
мунитета (ИФН-γ и ИЛ-10) и клинического эффекта 
вакцинации ПКВ13 взрослых с бронхиальной астмой.

Материал и методы. Текущее одноцентровое, 
открытое, нерандомизированное, проспективное, ко-
гортное, контролируемое исследование проводилось 
в сроки с февраля 2019 года по октябрь 2020 года на 
базе отделений пульмонологии и аллергологии клиник 
ФГБОУ ВО СамГМУ Минздрава России, лаборатории 
аллергодиагностики ФГБНУ «НИИ вакцин и сыво-
роток им. И. И. Мечникова» с использованием серти-
фицированного оборудования Центра коллективного 
пользования ФГБНУ «НИИ вакцин и сывороток им. И. 
И. Мечникова».

Исследованы образцы сыворотки крови пациентов 

(n=31) в возрасте от 18 до 80 лет с установленным диа-
гнозом БА в соответствии с GINA, их индивидуальные 
клинические карты.

Критерии включения: пациенты, ранее непривитые 
против пневмококковой инфекции; отсутствие других 
хронических заболеваний; без наличия острых инфек-
ционных заболеваний на момент начала проведения 
исследования; наличие письменного информированно-
го согласия на участие в исследовании.

Критерии исключения: несоблюдение протокола ис-
следования; отказ от дальнейшего участия в исследо-
вании.

Критерии невключения: вакцинация против пнев-
мококковой инфекции в анамнезе, применение препа-
ратов иммуноглобулина или переливание крови в тече-
ние трёх последних месяцев до начала исследования; 
вакцинация против гриппа и других инфекций на пери-
од исследования.

Характеристика включенных в исследование паци-
ентов представлена в табл. 1.

Т а б л и ц а  1
Характеристика включенных в исследование пациентов с БА

Параметры Значения
Число пациентов,  абс. 31
Длительность БА, годы; медиана (Q1-Q3) 7,0 (3-20)
Число обострений на пациента за последние 12 месяцев; среднее значение (стандартное отклонение) 2,3 (2,3)
Число госпитализаций на пациента за последние 12 месяцев; среднее значение (стандартное отклонение) 0,7 (1,1)
Тяжесть БА; абс. (%):

легкая (интермиттирующая/ персистируящая) 12 (38,7)
средняя 13 (41,9)
тяжелая 6 (19,4)

Степень контроля БА; абс. (%):
контролируемая 10 (32,2)
частично контролируемая 2 (6,5)
неконтролируемая 19 (61,3)

Наличие атопических заболеваний в анамнезе; абс. (%) 10 (32,3)
Эндотип БА; абс. (%):

с высоким Т2-воспалением 14 (45,2)
с низким Т2-воспалением 17 (54,8)

Суточная доза ИГКС; абс. (%):
нет 5 (16,1)
низкая 8 (25,8)
средняя 18 (58,1)
высокая 0 (0,0)

Клиническую картину заболевания оценивали в 
соответствии с изменениями следующих параметров: 
количество обострений и госпитализаций, наблюда-
ющееся за год до и после вакцинации; число паци-
ентов с обострениями (госпитализациями) и среднее 
число обострений (госпитализаций по поводу) БА на 
1 пациента за год до и после проведения исследова-
ния, уровень контроля заболевания, оцениваемый с 
использованием вопросника ACQ-5 (Asthma Control 
Questionnaire).

В части иммунологических исследований проведе-
но измерение содержания панели Th1/Th2/Treg цитоки-
нов, общего IgE в сыворотке крови. При рассмотрении 

панели цитокинов регистрировали изменения в содер-
жании ИФН-g в сыворотке не отличались от довакци-
нальных значений.

При рассмотрении прочих определяемых в иссле-
довании цитокинов стоит отметить, что статистически 
значимых изменений в их динамике на протяжении пе-
риода наблюдений не обнаружено, однако различия со-
хранялись между отдельными подгруппами пациентов. 
Анализируя содержание регуляторного цитокина ИЛ-
10, отмечено его значимо более высокое содержание в 
сыворотке крови у пациентов с повышенным уровнем 
общего IgE на первом визите, особенно через 6 месяцев   
после вакцинации (p<0,05), несмотря на отсутствие 
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Т а б л и ц а  2
Клинические характеристики течения БА у пациентов, вакцинированных ПКВ13 

Параметры
Временной период

Изменения12 месяцев до 
вакцинации

12 месяцев после 
вакцинации

Число пациентов с обострениями, абс. (%) 27 
(87,1)

5 
(16,1) Ї

Число пациентов без госпитализаций, абс. (%) 17 
(54,8)

30 
(96,8)

 13 


Число пациентов с контролируемой степенью БА, абс. (%) 10 
(32,3)

15
(48,4)

Средний балл ACQ-5 на конец периода, среднее (СО) [min; 
медиана; max]

1,69 (1,21) 
[0,00; 1,80; 4,60]

0,94 (0,96) 
[0,00; 0,80; 4,20] Ї

 
Т а б л и ц а  3

Концентрация ИФН-g

Параметр
Временные точки

исходно 6 недель 6 месяцев 12 месяцев p
Тяжесть БА

Легкая 0,00  
[0,00; 1,23]

0,78  
[0,00; 3,51]

0,00  
[0,00; 2,30]

0,00  
[0,00; 1,79] 0,011

Средняя 0,00  
[0,00; 1,96]

0,00  
[0,00; 0,75]

0,00  
[0,00; 2,69]

0,00  
[0,00; 1,14] 0,963

Тяжелая 0,00  
[0,00; 0,15]

1,56 (1,49)  
[0,00; 1,60; 3,27]

0,00  
[0,00; 0,00]

0,00  
[0,00; 0,69] 0,036

Динамика числа обострений (в сравнении с 12 мес до вакцинации)

Сократилось 0,00  
[0,00; 1,42]

0,51  
[0,00; 2,87]

0,00  
[0,00; 2,30]

0,00  
[0,00; 1,26] 0,006

Без изменений 0,00  
[0,00; 0,00]

0,00  
[0,00; 0,00]

0,00  
[0,00; 0,00]

0,00  
[0,00; 0,00] –

Увеличилось – – – – –
Динамика числа госпитализаций (в сравнении с 12 мес до вакцинации)

Сократилось 0,00  
[0,00; 0,00]

0,15  
[0,00; 1,54]

0,00  
[0,00; 0,00]

0,00  
[0,00; 0,97] 0,432

Без изменений 0,07  
[0,00; 1,13]

0,16  
[0,00; 3,51]

0,00  
[0,00; 2,30]

0,00  
[0,00; 0,88] 0,007

Увеличилось – – – – –

Примечание. Здесь и в табл.4: данные, соответствующие нормальному распределению, представлены как среднее (СО) [min; медиана; max], не 
соответствующие – в виде медианы [Q1; Q3]. Жирным шрифтом выделено наличие достоверных отличий.

Т а б л и ц а  4
Содержание ИЛ-10 (пг/мл) в сыворотке крови пациентов с БА после вакцинации ПКВ13 в зависимости от эндотипа  

заболевания и сопутствующих ему параметров

Параметры
Временные точки

6 недель 6 месяцев
Эндотип БА
Высокое Т2-воспаление 2,12 (2,00) [0,00; 1,61; 5,49] 2,86 (2,61) [0,00; 2,55; 7,60]
Низкое Т2-воспаление 0,61  [0,00; 2,88] 1,05  [0,03; 3,54]
p 0,430 0,196

Атопия в анамнезе
Отсутствует 1,08  [0,20; 4,05] 1,42 (1,75)  [0,00; 0,53; 5,05]
Присутствует 0,71  [0,00; 1,67] 0,53 [0,09; 2,87]
p 0,391 0,302

Уровень общего IgE-АТ при первом визите (исходно)
Общий IgE-АТ в норме 0,88  [0,00; 2,88] 0,56  [0,03; 3,32]
Общий IgE-АТ Повышенный 2,27 (2,02)  [0,00; 1,67; 5,49] 3,58 (2,35)  [0,00; 3,49; 7,50]
p 0,282 0,015
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данной закономерности при рассмотрении эндотипов 
БА (табл. 4).

Обсуждение. При хронических бронхолегочных за-
болеваниях, таких как БА, S. pneumoniae рассматрива-

ется в качестве одного из важнейших этиологических 
факторов, что дополнительно обосновывает практи-
ческую значимость профилактических мероприятий у 
этих пациентов. В ходе проведенного исследования 
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подтверждены данные других авторов о том, что им-
мунизация пациентов с БА ПКВ13 значимо снижает 
риски возникновения обострения БА и госпитализации 
по её поводу [20-25].

Наблюдающееся улучшение клинической картины 
БА, сопровождающее иммунизацию против пневмокок-
ковой инфекции с использованием конъюгированной 
вакцины, может быть обусловлено различными факто-
рами, среди которых стоит отметить влияние вакцины 
на функциональную активность эффекторов системы 
врождённого и адаптивного иммунитета и изменения 
в микробиоценозе дыхательных путей. ПКВ13 активи-
рует не только гуморальное звено иммунитета с фор-
мированием специфических антител, но и молекуляр-
но-клеточные механизмы, сопровождающиеся увеличе-
нием числа CD3

+CD4
+, CD3

+CD8
+, CD3

+CD16
+CD56

+, CD19
+, 

CD3-HLA DR+, CD3
+HLA DR+ лимфоцитов [26, 27]. 

Конъюгированная вакцина способствует образованию 
Т-клеток иммунологической памяти, экспрессирующих 
CD45RO антиген и сохраняющихся в организме в течение 
длительного времени [27]. Наличие этих клеток у паци-
ентов с БА является необходимым условием для фор-
мирования иммунного ответа на антигены различной 
специфичности, в том числе, и пневмококковые [28].

Положительный клинический эффект от вакцина-
ции может быть обусловлен изменениями в микробио-
ценозе мокроты пациентов с БА [29, 30]. Вакцинация 
против пневмококка препятствует колонизации сли-
зистой оболочки дыхательного тракта и способствует 
элиминации уже присутствующих микроорганизмов, 
что снижает вероятность обострения заболевания на 
фоне возникновения инфекций. Многие исследования 
демонстрируют элиминацию S. pneumoniae из мокроты 
в 88% случаев, что связывают с формированием муко-
зального иммунитета [20]. Проведенные микробиоло-
гические исследования показали, что через 1 и 4 года 
у пациентов с БА, привитых конъюгированной полиса-
харидной вакциной, частота выделения S. pneumoniae 
значительно снижается по сравнению с довакциналь-
ными показателями [23].

Одним из ключевых результатов, полученных при 
исследовании содержания в сыворотке крови пациен-
тов с БА цитокинов (ИФН-g, ИЛ-4, ИЛ-6, TNF-α, MCP-
1, ИЛ-8, ИЛ-10, ИЛ-18), являются данные о повыше-
нии содержания ИФН-γ после вакцинации. Это допол-
няет перечисленные выше факторы, обусловливающие 
положительное клиническое воздействие вакцинации 
у пациентов с БА. Повышение содержания ИФН-γ в 
сыворотке крови отмечено прежде всего у пациентов, 
характеризующихся снижением числа обострений за-
болевания по сравнению с довакцинальным периодом.

ИФН-g играет существенную роль в нормализа-
ции дисбаланса между субпопуляциями Th1- и Th2-
лимфоцитов у пациентов с БА. Действительно, низкие 
уровни этого цитокина опосредуют аллергическую 
реакцию дыхательных путей посредством рекрутиро-
вания воспалительных клеток и усиления презентации 
антигена. В то же время высокие уровни ИФН-g ведёт 
к повышенной защите от внутриклеточных патогенов, 
в первую очередь вирусов.

Результаты показали, что содержание ИЛ-10 в сы-
воротке крови пациентов с БА что после вакцинации 
ПКВ13 в зависимости от эндотипа заболевания и сопут-

ствующих ему параметров достоверно не изменялись. 
Стоит отметить, что ИЛ-10 подавляет гиперреактив-
ность и эозинофилию дыхательных путей, главным об-
разом, за счёт ингибирования индуцированного антиге-
ном рекрутирования воспалительных клеток. Имеются 
данные о том, что повышение концентрации ИЛ-10 по-
давляет функции Treg, которые, в свою очередь, способ-
ны ингибировать провоспалительные сигнальные ка-
скады, подавляющие Th2-клетки, макрофаги, дендрит-
ные клетки, NKT-клетки, B-лимфоциты [32, 33, 34]. В 
то же время, Treg выполняют одну из главных ролей в 
обеспечении защиты организма от различных инфек-
ционных агентов, в том числе, и пневмококка. Пред-
ставленные результаты свидетельствуют о том, что при 
исследовании широкого спектра медиаторов (ИФН-g, 
ИЛ-4, ИЛ-6, TNF-α, MCP-1, ИЛ-8, ИЛ-10, ИЛ-18) у па-
циентов с БА именно ИФН-g и ИЛ-10 имеют важное 
значение в регуляции адаптивного иммунного ответа. 
Это позволяет рассматривать ИФН-g и ИЛ-10 у боль-
ных с БА как дополнительные к клиническому обследо-
ванию лабораторные показатели клинического эффекта 
вакцинации против пневмококковой инфекции.

Заключение. Иммунизация пациентов с БА вак-
циной ПКВ13 значимо снижала риски возникновения 
обострения БА и госпитализации по ее поводу, повы-
шая уровень контроля заболевания. Для пациентов с 
легкой степенью тяжести БА, а также для тех, у кого 
наблюдалось снижение числа обострений по сравне-
нию с довакцинальным периодом, характерно повы-
шение уровня ИФН-g в сыворотке крови спустя 6 не-
дель после иммунизации. Статистически значимое 
увеличение содержания ИЛ-10 наблюдали у пациентов 
с БА, имевших повышенный уровень общего IgE. Эти 
лабораторные показатели показывают значимую роль 
ИФН-g в нормализации иммунного ответа у пациентов 
с БА и могут свидетельствовать о положительном кли-
ническом воздействии вакцинации ПКВ13 на организм 
пациентов с БА.
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ТЕХНОЛОГИЯ ОПРЕДЕЛЕНИЯ КАРБАПЕНЕМАЗ У ПАТОГЕНОВ ЧЕЛОВЕКА 
ИММУНОХРОМАТОГРАФИЧЕСКИМ МЕТОДОМ
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142279, г. о.Серпухов, п. Оболенск, Россия

Представлены результаты разработки и апробации с клиническими образцами нового отечественного набора реагентов 
«ИХА-CARBA-5» Тест-система иммунохроматографическая для качественного определения карбапенемаз КРС, ОХА, VIM, 
IMP и NDM в бактериальной колонии из культуры». Описаны композитный состав и структура иммунохроматографических 
тест-полосок, правила их использования. Показаны высокие характеристики клинической чувствительности и специфич-
ности (по 100%) при стабильной воспроизводимости результатов тестирования; аналитическая чувствительность тест-
полосок (предел обнаружения) по отношению к определяемым ферментам: к КРС - 600 пг/мл; к ОХА - 300 пг/мл; к VIM - 300 
пг/мл; к IMP - 200 пг/мл, к NDM - 150 пг/мл. В серии испытаний оценён ряд потенциально интерферирующих веществ и 
перекрёстно реагирующих культур микроорганизмов, содержащихся в клинических пробах; не установлено их влияния на ре-
зультаты ИХА исследования. Новый набор может быть рекомендован для широкого применения при оказании медицинской 
помощи населению и использования с целью эпидемиологического мониторинга резистентных карбапенемаза-продуцирую-
щих штаммов микроорганизмов в популяции.
Ключевые слова: иммунохроматография; клиническая микробиология; карбапенемазы; набор реагентов
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TECHNOLOGY FOR DETERMINING CARBAPENEMASES IN HUMAN PATHOGENS BY 
IMMUNOCHROMATOGRAPHIC METHOD

1JSC «EKOlab», 142530, Elektrogorsk, Russia;

2Federal budgetary institution оf Science «State Scientific Centre of Applied Microbiology and Biotechnology of 
Rospotrebnadzor (FSBI «SSC PMB» of Rospotrebnadzor), 142279, Serpukhov, Obolensk, Russia

There are presented the results of the development and testing with clinical samples of a new domestic kit of reagents «ICA-CARBA-5». 
Immunochromatographic test system for the qualitative determination carbapenemases KPC, OXA, VIM, IMP and NDM in a bacterial 
colony from culture. The composite composition and structure of immunochromatographic test strips, as well as the rules for their 
use, are described. High characteristics of clinical sensitivity and specificity (100% each) with stable reproducibility of test results 
were shown; analytical sensitivity of test strips (detection limit) in relation to the enzymes being determined: to KPC - 600 pg/ml; to 
OXA - 300 pg/ml; to VIM - 300 pg/ml; to IMP - 200 pg/ml and to NDM - 150 pg/ml. A series of tests assessed a number of potentially 
interfering substances and cross-reacting cultures of microorganisms contained in clinical samples on the results of ICA testing. 
The new kit can be recommended for widespread use in providing medical care to the population and for use for epidemiological 
monitoring of carbapenemase-resistant strains in the population.
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Введение. Одной из наиболее эффективных групп 
современных антимикробных препаратов (АМП) явля-
ются карбапенемы: имипенем, меропенем, эртапенем, 
дорипенем и др. Карбапенемы назначают больным 
тяжелыми нозокомиальными инфекциями и инфекци-
ями, вызванными смешанной микрофлорой, посколь-
ку широкий спектр активности этих АМП включает 
грамположительные, грамотрицательные и анаэробные 
микроорганизмы; указанные АМП характеризуется 
низкой цитотоксичностью и хорошими фармакокине-
тическим параметрами (распределением в организме, 
обеспечением высоких терапевтических концентра-
ций в его тканях и жидкостях, проникновением че-
рез гематоэнцефалический барьер в спинномозговую 
жидкость). Карбапенемы слабо разрушаются в тканях 
организма, они выводятся с мочой преимущественно в 
неизменённом виде [1-3].

Карбапенемы относят к β-лактамам, поскольку струк-
тура молекулы этих АМП включает гетероциклическое 
кольцо, состоящее из трёх атомов углерода и одного 
атома азота (β-лактамное кольцо). Выраженное бактери-
цидное действие карбапенемов обусловлено нарушени-
ем под их воздействием механизмов синтеза клеточной 
стенки бактерий. В сравнении с пенициллинами, цефа-
лоспоринами, монобактамами, карбапенемы выгодно 
отличаются большей устойчивостью к разрушающему 
(гидролизующему) действию со стороны природных 
бактериальных ферментов - β-лактамаз, что определяет 
показания и порядок их назначения пациентам, при вы-
явлении у них устойчивой микрофлоры [1-2].

По структуре первичной аминокислотной после-
довательности β-лактамазы классифицируют (по R. P. 
Ambler, 1980) на четыре молекулярных класса – А, B, 
C, D. Ферменты А, C, D классов относятся к гидрола-
зам серинового типа (поскольку в состав их молекул 
входит аминокислота серин); активные центры фер-
ментов класса В включают один или два атома цинка, 
что послужило основанием к их номинации металло-
β-лактамазами (МБЛ) [3, 5]. Успешное применение 
карбапенемов с течением времени стало ограничи-
ваться тем, что в результате мутаций и межклеточного 
горизонтального обмена генетическим материалом (в 
плазмидах и транспозонах) бактерии стали проявлять 
способность уклоняться от воздействия этих АМП. На-
чиная с 90-х годов ХХ века в научных публикациях по-
явились сообщения о карбапенемазаустойчивых штам-
мов патогенов человека; и описан механизм уклонения 
их от действия новых разработанных АМП путём вы-
работки более совершенных гидралаз – карбапенемаз, 
способных расщеплять не только ранее разработанные 
типы β-лактамных АМП, но и используемые в медици-
не карбапенемы.

В настоящее время известно большое разнообразие 
вариантов карбапенемаз; по своей молекулярной струк-
туре их относят к трём из четырёх известных классов 
β-лактамаз:

в классе A сериновых карбапенемаз описаны KPC, 

GES-5, IMI, NMCA, SME;
в классе B металло-β-лактамаз - VIM, NDM, IMP, 

SIM, GIM, SPM;
в классе D сериновых карбапенемазы представлены 

OXA (-48, -58, -23 и др.) [6-9].
Перечисленные буквенные обозначения карбапене-

маз чаще всего производны от видового наименования 
бактерий, у которых они первоначально выявлены или 
географического региона обнаружения, цифровые ин-
дексы уточняют особенности их строения или порядко-
вый номер опубликования. Мониторинг лабораторного 
определения и идентификации карбапенемаз позволя-
ет оценивать их распространение в популяции разных 
регионов мира и циркуляцию в отдельных учреждени-
ях здравоохранения. В большинстве стран мира у па-
тогенных для человека резистентных энтеробактерий 
наибольшее распространение к настоящему времени 
получили сериновые карбапенемазы молекулярных ти-
пов KPC (Klebsiella pneumoniae carbapenemase) и OXA 
(the oxacillinase-type beta-lactamase – оксациллиназа), 
металло-бета-лактамазы типов NDM (New Delhi Metal-
lo-beta-lactamase - Нью Дели металло-β-лактамаза), 
VIM (Verona Integron-encoded Metallo-beta-lactamase - 
Верона интегрон-кодированная металло-β-лактамаза, 
или Verona IMipenemase - Верона имипенемаза), и в 
несколько меньшей степени IMP (imipenemase – ими-
пенемаза) [7-10].

Признание антибиотикорезистентности в качестве ре-
альной современной глобальной угрозы для всей систе-
мы здравоохранения (при оказании медицинской помо-
щи больным инфекционного и хирургического профиля) 
консолидировало усилия ВОЗ, Европейского комитета 
по определению чувствительности микроорганизмов к 
АМП (EUCAST) и Национальных центров по контролю 
заболеваемости (CDC) по разработке комплекса практи-
ческих мероприятий по изучению и мониторингу устой-
чивых к АМП патогенов человека [7, 11, 12].

Для выявления карбапенемаз разработаны и вне-
дрены в рутинную практику лабораторий клинической 
микробиологии различные лабораторные технологии: 
прежде всего, фенотипические и аналитические тесты 
выявления карбапенемаз грамотрицательных бакте-
рий, и молекулярно-генетические исследования генов.

Среди фенотипических тестов более распространена 
технология определения у энтеробактерий минималь-
ной подавляющей концентрации (МПК) диско-диффу-
зионным методом, методом серийных разведений или 
с помощью автоматизированных станций в отношении 
меропенема, имипенема, эрталенема; устойчивыми со-
гласно рекомендациям Clinical and Laboratory Standards 
Institute (CLSI) считаются штаммы с МИК более 2 мг/л 
[12], их следует дополнительно тестировать на наличие 
и установление типа карбапенемаз.

Для выявления металло-β-лактамаз (МБЛ) исполь-
зуют хелатинирующие агенты (такие как этилендиа-
минотетраацетат – ЭДТА, дипиколиновая или меркап-
топропионовая кислоты), способные связывать ионы 
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цинка в составе активного центра фермента и, таким 
образом, подавлять его гидролизующую активность в 
отношении АМП. На практике эта методика реализу-
ется в виде культивирования исследуемой суспициоз-
ной культуры на плотной питательной среде с исполь-
зованием двойных дисков с ЭДТА. Увеличение зоны 
подавления роста культуры на агаре между дисками с 
АМП и с ЭДТА является свидетельством синтеза из-
учаемой культурой МБЛ. Модификации этого метода: 
использование комбинированных дисков, содержащих 
одновременно ЭДТА и АМП или двойного Е-теста, од-
на половина которого помимо градиента концентрации 
АМП содержит постоянную концентрацию ЭДТА. При 
сравнении величины зон подавления роста вокруг дис-
ков или полосок Е-теста только с АМП и АМП+ЭДТА 
в случае синтеза металло-β-лактамаз наблюдают более 
широкие зоны подавления роста культуры (не менее 
дополнительных 7 мм при методе комбинированных 
дисков или 8-кратного увеличения значения МИК с ис-
пользованием Е-теста) [10, 13].

Для выявления сериновых карбапенемаз класса А 
в качестве ингибитора активности служит аминофе-
нилбороновая кислота (АФБК); при этом техника по-
становки лабораторного исследования с двойными или 
комбинированными дисками аналогична вышеописан-
ной для МБЛ. Кроме описанного метода рекомендуется 
применение модифицированного теста Ходжа, прин-
цип которого заключается в посеве на чашке Петри с 
агаром Мюллера-Хинтон контрольного штамма E. coli 
ATCC 25922, помещении в центральную часть диска с 
карбапенемным АМП и штриховом посеве от диска к 
периферии изучаемой культуры. В случае продукции 
карбапенемаз изучаемым изолятом происходит гидро-
лиз карбапенемного АМП и появляется рост контроль-
ного штамма E. coli.

Интерпретация фенотипических методов опреде-
ления карбапенемаз может быть затруднена в случаях 
одновременного синтеза ферментов разных молеку-
лярных классов. Фенотипические тесты не позволяют 
установить тип выявленной карбапенемазы [13]. Для 
определения ферментов ОХА-типа фенотипические те-
сты практически не используются.

Точными методами определения карбапенемаз явля-
ются молекулярно-генетические исследования. Разрабо-
таны методики мультиплексной полимеразной реакции 
в режиме реального времени (ПЦР-РВ) с последующей 
идентификацией продуктов амплификации и метод ги-
бридизационного анализа на ДНК-чипах [9, 10, 13].

Одной из наиболее быстрых по выполнению и об-
ладающей высокой точностью результатов является 
иммунохроматографическая (ИХ) технология опреде-
ления карбапенемаз, которую ряд исследователей отно-
сят не к фенотипическим, а аналитическим тестам. Ди-
агностическим преимуществом ИХ является то обсто-
ятельство, что наряду с высокой чувствительностью, 
специфичностью и скоростью получения результата, 
ИХ позволяет определить тип выявленного фермен-
та. Разработаны варианты практического воплощения 
ИХ-теста с одновременным определением нескольких 
(2-5) типов известных карбапенемаз [9, 13-15]. Ограни-
чением в использовании этой технология является не-
возможность применения для поиска новых, ранее не 
описанных типов карбапенемаз.

Из публикаций в материалах научных и коммерче-
ских изданий нам стали известны зарубежные и от-
ечественные аналоги ИХ наборов реагентов для одно-
временного качественного определения в культурах in 
vitro нескольких типов наиболее распространённых 
карбапенемаз (KPC, OXA, VIM, IMP, NDM): «NG-
Test CARBA 5» (фирма «NG Biotech Z.A.», Франция) 
и «CARBA5-ИМБИАН-ИХА» (фирма ООО «ИМБИ-
АН», Новосибирская обл., Россия) [13-15].

Существующие санкционные ограничения со сто-
роны Европейской экономической системы и США не 
позволяют на регулярной основе использовать разра-
ботанные западными странами ИХ наборы реагентов 
в микробиологических лабораториях России для выяв-
ления и мониторинга карбапенемаза-продуцирующих 
штаммов микроорганизмов.

Цель исследования - разработка нового ориги-
нального отечественного набора реагентов в формате 
иммунохроматографической тест-кассеты для одно-
временного диагностического дифференцированного 
определения нескольких (от 3 до 5) наиболее часто 
встречающихся в популяции бактериальных карба-
пенемаз из культуры энтеробактерий, полученных из 
биоматериала обследуемого больного, и расширенная 
клиническая оценка нового разработанного медицин-
ского изделия.

Материал и методы. При разработке дизайна но-
вой тестовой ИХ кассеты использован научный под-
ход и практические наработки создания композитных 
ИХ мембран, содержащих целевые маркёры по отно-
шению к нескольким определяемым аналитам одно-
временно, что позволяет выполнять диагностическое 
исследование за одну лабораторную постановку [8, 
16-21]; решался вопрос о возможности практического 
размещения и эффективного использования варианта 
нескольких полос детекции на одной ИХ тест-полосе 
[15, 18, 21].

Одной из решаемых задач при выполнении работы 
явились адаптация и стандартизация условий микро-
биологического культивирования испытуемых биоло-
гических образцов от пациента, полученных на разных 
видах плотных питательных сред и содержащих в ис-
пытуемой пробе примеси этих агаризованных сред, и 
небольшие включения наиболее часто встречающихся 
сопутствующих микроорганизмов.

В работе использованы разные виды биологического 
материала человека: венозная кровь, раневое гнойное и 
серозно-геморрагическое отделяемое, пунктаты из по-
лостей и кист, соскобы с изъязвлений на коже и слизи-
стых оболочках, моча, фекалии, другие биологические 
жидкости, направляемые клиникой на исследование.

В соответствии с устоявшейся технологией констру-
ирования ИХ стрипов, размещаемых в удобные для ис-
пользования в клинических лабораториях пластиковые 
кассеты, применена техника создания многослойного 
разно целевого композита:

-	 для создания подложки из полилита брали бу-
магу силиконизированную 0,2-0,6 мм толщиной (фир-
ма ООО «ПКФ Современные технологии», Россия, кат. 
№ IHA-100);

-	 для иммуносорбента, обеспечивающего каче-
ственное иммунохимическое взаимодействие антиге-
нов и антител, использована нитроцеллюлозная мем-
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брана с большой пропускной способностью и способ-
ностью удерживать нанесённые на неё тестовые линии 
с антителами к карбапенемазам, - толщиной 185 мкм ± 
20% (фирма «MDI», Индия, Type CNPC-SS12, 15 мкм);

-	 стрип комплектовали мембраной для нанесе-
ния необходимых конъюгатов антител к карбапенема-
зам (фирма «MDI», Индия, Type PT-R1);

-	 включали впитывающую мембрану для нанесе-
ния образца с наибольшей толщиной 0,6-0,8 мм и плот-
ностью 270±20 г/м2, обеспечивающими фильтрацию 
образца от крупных включений (фирма «MDI», Индия, 
Type GFB-R7L);

-	 добавляли завершающую процесс исследо-
вания мембрану для адсорбции жидкой фазы с рас-
творенными не вступившими в реакцию веществами 
- толщиной 0,2-0,5 мм, плотностью 179±5 г/м2 (фирма 
«MDI», Индия, Type AP110).

Для нанесения и иммобилизации на иммуносорбен-
те пять тестовых линий готовили растворы соответ-
ствующих антител к пяти изучаемым карбапенемазам 
(фирма «Jiangsu East-Mab Biomedical Technology Co., 
Ltd.», Китай, кат. №№ DZMK012, DZMK013, С07502, 
HA 226-2M, DZMK017 соответственно):

-	 КРС	 (Klebsiella pneumoniae carbapenemase);
-	 IMP	 (Imipenemase);
-	 NDM	 (New Delhi metallo-beta-lactamase);
-	 VIM	 (Verona integron-encoded metallo-beta-

lactamase);
-	 OXA	 (The oxacillinase-type beta-lactamase).
Необходимую в исследовании контрольную линию 

(С) на иммуносорбенте создавали раствором козьих 
антител к иммуноглобулинам (IgG) мыши в концентра-
ции ≥1 мг/мл в фосфатном буфере (pH 7,4), (АО «ЭКО-
лаб», Россия, кат. № 264.4).

На мембрану для конъюгатов, наносили рабочие 
растворы конъюгатов антител к карбапенемазам КРС, 
IMP, NDM, VIM, ОХА (Jiangsu East-Mab Biomedical 
Technology Co., Ltd., Китай, кат. №№ DZMK011, 
DZMK021, DZMK015, С07503, 02МК022 соответ-
ственно) с наночастицами коллоидного золота (НЧ-КЗ) 
размером 30-80 нм, полученными из золотохлористо-
водородной кислоты - Gold (III) chloride hydrate (фирма 
«Aldrich», кат. № 254169-500MG); однородность раз-
меров НЧ-КЗ проверяли с помощью просвечивающей 
электронной микроскопии и спектрофотомерии.

Процессы приготовления необходимых растворов 
и отмывания продуктов разработки обеспечивали де-
ионизованной водой (установка «Simplicity System», 
фирмы «Millipore», США), с удельным сопротивлени-
ем 18,2 Ом·м при 25 °C. Стерилизующую фильтрацию 
неионизированной воды и солевых растворов обеспе-
чивали пропусканием через стандартный набор: пред-
фильтр и фильтры с калиброванной величиной пор - 
0,45 и 0,22 мкм (фирмы «Millipore», США).

Разработанный композит ИХ стрипа после сборки 
помещали в пластиковую кассету (контейнер из пла-
стика размером 70х20 мм, с отверстиями для внесения 
исследуемого образца и для аналитической зоны) и 
упаковывали с силикагелем в индивидуальную упаков-
ку из фольги алюминиевой 120х70 мм (ООО «ПКФ Со-
временные технологии», Россия).

Для обеспечения лабораторного процесса диагно-
стического исследования в разработанный набор реа-

гентов включили необходимые комплектующие:
-	 флакон-капельницу с буферным раствором (БР) 

для приготовления исследуемой бактериальной взвеси 
(ООО «Меридиан», Россия), содержащую 5,0 мл 0,01 
М фосфатного буфера (рН-7,4-7,6) с твин-20 2,5% 
(фирмы «ROTH», Германия, кат. № 9127.2) и азидом 
натрия 0,1% (фирмы ДИА-М, Россия, кат. № 3402);

-	 пипетку Пастера одноразовую неградуиро-
ванную для переноса жидкостей («Нинбо Гритмед 
Медикал Инструментес Ко., Лтд.», Китай, РУ № ФСЗ 
2012/11857);

-	 микропробирку одноразовую пластиковую 
объёмом 0,5 мл (тип Эппендорф) для подготовки ис-
следуемого образца, РУ № ФСЗ 2012/12495);

-	 картонную подставку под микропробирки (АО 
«ЭКОлаб, Россия, кат. № 43.8).

Процесс разработки и проведение внутренних кли-
нических испытаний по оценке диагностических пока-
зателей чувствительности, специфичности и воспроиз-
водимости результатов исследования с разработанным 
набором реагентов обеспечен панелью клинических 
образцов разных биологических материалов, получен-
ных в соответствии с договорами о сотрудничестве, из 
нескольких медицинских организаций: ГБУЗ «Орехо-
во-Зуевская станция переливания крови» (лицензия 
ЛО-50-01-005260 от 02.04.14 г.), ООО «ИНВИТРО» 
(лицензия ЛО-77-01-012556 от 22.06.2016 г.), Диагно-
стического Центра «El’Clinic» АО «ЭКОлаб» (лицен-
зия № Л041-01162-50/00365571 от 08.04.15 г.). Всего 
применено 254 клинических образца, в том числе: 106 
- содержавших и 148 образцов, не содержавших карба-
пенемазы КРС, ОХА, VIM, IMP, NDM в бактериальной 
колонии культуры, выращенных на различных плотных 
питательных средах.

Для моделирования возможной интерференции на 
результаты исследования приготовлены 54 образца 
культур микроорганизмов, продуцирующих и не про-
дуцирующих карбапенемазы КРС, ОХА, VIM, IMP, 
NDM типов, и содержавшие плотную питательную 
среду (в концентрации до 100 мг/мл), цельную кровь 
(50 мкг/мл), слюну (50 мкг/мл), мочу (50 мкг/мл), АМП 
(меропенем, имипенем, дорипенем, эртапенем в кон-
центрациях до 10 мкг/мл) или цефтриаксон (в концен-
трации до 500 мкг/мл).

Изучение вероятной перекрёстной реактивности с 
сопутствующей микрофлорой выполнено с 36 клини-
ческими образцами, продуцирующими и не продуци-
рующими карбапенемазы КРС, ОХА, VIM, IMP, NDM 
типов с добавлением в пробу E. coli (в концентрации 
1,0×106 КОЕ/мл), Klebsiella pneumoniae (1,0×106 КОЕ/
мл, Enterobacter cloacae (1,0×106 КОЕ/мл), Pseudomonas 
aeruginosa (1,0×106 КОЕ/мл), Acinetobacter baumannii 
(1,0×106 КОЕ/мл) или Staphylococcus aureus (1,0×102 
КОЕ/мл).

Для обеспечения проведения внутренних доклини-
ческих испытаний в производственных условиях по 
разработанному ТУ 21.20.23-368-70423725-2024 в про-
изводственных условиях, выпущены 4 опытные серии 
разработанного набора реагентов «ИХА-CARBA-5»: 
сер. 1 и 2 со сроком годности до 09.06.26 г. и сер. 3 и 4 
со сроком годности до 10.06.26 г.

Необходимая в исследовании тест-система сравне-
ния: «NG-Test CARBA 5» Экспресс-тест для определе-
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ния карбапенемаз КРС, OXA, VIM, IMP и NDM в бакте-
риальной колонии из культуры» (фирма «NGBiotech», 
Франция), серии 190323-01, годный до 2025-11, РУ № 
РЗН 2022/16818 от 05.04.2022 приобретена через тор-
говую фирму-посредник.

В качестве референсной системы для решения спор-
ных результатов ИХ исследований использованы ре-
зультаты ПЦР-РВ по выявлению генов карбапенемаз: 
«АмплиСенс® MDR MBL-FL». Набор реагентов для 
выявления генов металло-β-лактамаз групп VIM, IMP 
и NDM методом полимеразной цепной реакции (ПЦР) 
с гибридизационно-флуоресцентной детекцией», РУ № 
РЗН 2013/729 от 13.03.2019, серия 15.12.23 годный до 
2024-09-15 и «АмплиСенс® MDR KPC/OXA-48-FL». 
Набор реагентов для выявления генов карбапенемаз 
групп KPC и OXA-48 в биологическом материале ме-
тодом полимеразной цепной реакции (ПЦР) с гибри-
дизационно-флуоресцентной детекцией», РУ № РЗН 
2013/879 от 13.03.2019, серия 17.12.23 годный до 2024-
09-17.

Все лабораторные исследования выполнены с точ-
ным соблюдением указаний, содержащихся в прилага-
емых к наборам и приборам инструкциям по примене-
нию.

Результаты и обсуждение. Одновременно с нача-
лом работ по конструированию новой ИХ композитной 
тест-мембраны организована и проведена разработка 
панели биологических образцов микроорганизмов, со-
державших и не содержавших изучаемые гидролизую-
щие ферменты в охарактеризованных количественных 
соотношениях – создана и утверждена на АО «ЭКО-
лаб» стандартная панель образцов предприятия - СОП-
368. Эта панель предназначена для применения на раз-
личных этапах разработки и последующего производ-

ства иммунноактивных компонентов нового набора, 
при выпускающем и последующем контроле качества 
и специфической активности производственных серий 
в пределах их сроков годности. Комплект СОП-368 
включал:

-	 образец № 1 (не содержащий карбапенемаз);
-	 образцы № 2-№ 6 (содержащие определяемые 

ферменты в концентрациях порогового определения 
ИХ набора: образец № 2 - КРС в концентрации 600 пг/
мл, образец № 3 - ОХА в концентрации 300 пг/мл, об-
разец № 4 - VIM в концентрации 300 пг/мл, образец № 
5 - IMP в концентрации 200 пг/мл, образец № 6 - NDM 
в концентрации 150 пг/мл);

-	 образцы № 7-№ 11 (содержащие изучаемые 
карбапенемазы в избыточных концентрациях - 100 мкг/
мл; № 7 - КРС, № 8 -ОХА, № 9 -VIM, № 10 - IMP, № 
11 - NDM, соответственно).

Опираясь на опыт зарубежных разработчиков про-
тотипа ИХ набора для определения карбапенемаз [14] 
и собственные исследования и наработки [18, 21], ре-
шено использовать одну удлинённую композитную 
мембрану с последовательным размещением на ней 
пяти тестовых зон (ОХА, VIM, NDM, IMP, КРС) и зоны 
общего контроля (С); проведённые натурные испыта-
ния подтвердили правильность выбранного решения 
(рис. 1). Собранные и высушенные ИХ тест-полоски 
монтировались в пластиковые кассеты, имеющие от-
крытые участки (окна) для внесения исследуемого 
образца (маркировка литерой S - Sample) и для учёта 
результатов исследования (маркировка литерами О, V, 
N, I, К - начальные буквы наименований определяемых 
ферментов и С - Control). Собранная пластиковая тест-
кассета является неразборной, тестовые и контрольные 
линии на мембране визуально не определяются.

Рис. 1. Схема размещения мембран и нанесения иммунных реагентов на композитную иммунологическую тест-полоску в составе набора реагентов 
«ИХА-CARBA-5» по ТУ 21.20.23-368-70423725-2024».

Серии выполненных лабораторных исследований 
позволили оттитровать концентрации рабочих раство-
ров для производства ИХ тест-полоски набора:

для нанесения поперечных линий на иммуносорбенте:
-	 раствор антител ≥0,5 мг/мл к определяемым 

карбапенемазам (тестовые линии О, V, N, I, К соответ-
ственно) в фосфатном буфере (pH 7,4);

-	 козьи антитела к иммуноглобулинам IgG мыши 
≥1 мг/мл (контрольная линия С) в фосфатном буфере 
(pH 7,4) (АО «ЭКОлаб», Россия, кат. № 264.4);

для пропитывания мембраны с конъюгатами:
-	 конъюгаты антител к карбапенемазами ≥1 мг/

мл в трисовом буфере (pH 7,4);
-	 конъюгаты НЧ-КЗ с мышиными иммуноглобу-

КЛИНИЧЕСКАЯ ЛАБОРАТОРНАЯ ДИАГНОСТИКА. 2024; 69(10)
https://doi.org/10.51620/0869-2084-2024-69-10-520-529

ИММУНОЛОГИЯ



525

линами IgG≥0,5 мг/мл в трисовом буфере (pH 7,4) (АО 
«ЭКОлаб», Россия, кат. № 264.4).

Дополнительная серия постановок включала титро-
вание концентраций растворов реагентов для проведе-
ния лабораторного исследования.

Изучение специфической активности всех компо-
нентов опытно-производственных серий наборов при 
их хранении в условиях контролируемой повышенной 
температуры (условиях искусственного старения) по-
зволило установить гарантируемый срок годности на-
бора, который составил 25 месяцев.

Завершение лабораторных испытаний и написание 
нормативных технических документов (технических 
условий и инструкции по применению) знаменовало 
завершение процесса создания нового медицинского 
изделия «ИХА-CARBA-5» Тест-система иммунох-
роматографическая для качественного определения 
карбапенемаз КРС, ОХА, VIM, IMP и NDM в бакте-
риальной колонии из культуры» по ТУ 21.20.23-368-
70423725-2024.

Разработанные наборы «ИХА-CARBA-5» характе-
ризовались следующими нормативными показателями 
аналитической чувствительности (предел обнаруже-
ния) по отношению к определяемым карбапенемазам: 
к КРС - от 600 пг/мл и выше; к ОХА - от 300 пг/мл и 
выше; к VIM - от 300 пг/мл и выше; к IMP - от 200 пг/
мл и выше, к NDM - от 150 пг/мл и выше.

Принцип проведения иммунохроматографическо-
го теста. Тест представляет собой вариант классиче-
ского иммунохимического взаимодействия антигенов и 
антител: в качестве антигенов служат специфические 
эпитопы выявляемых карбапенемаз, в качестве анти-
тел - меченные коллоидным золотом конъюгаты (НЧ-
КЗ + моноклональные антитела). Образец тестируемой 
культуры микроорганизмов вносят через специальную 
лунку (S) кассеты на поверхность тест-полоски, где, 
смачивая мембрану тест-полоски, он взаимодействует 
со смесью меченных НЧ-КЗ моноклональными анти-
телами к различным карбапенемазам, выбирая для об-
разования сложного иммунного комплекса наиболее 
соответствующие себе. Образовавшиеся сложные им-
мунные комплексы продвигаются за счёт капиллярных 
сил в толще нитроцеллюлозной подложки и достигают 
поперечных линий из иммобилизованных монокло-
нальных антител к каждому из определяемых фермен-
тов; здесь они специфически взаимодействуют и заяко-

реваются в продвижении.
Если в исследуемой пробе содержались микроор-

ганизмы, продуцирующие карбапенемазы, то по окон-
чании исследования они концентрируются в области 
соответствующих тест-линий иммуносорбента, обра-
зуя за счёт частиц золота окрашенные в розовый цвет 
полосы. При отсутствии карбапенемаз окрашивается 
только контрольная линия, свидетельствующая о пра-
вильном выполнении всех этапов исследования и ва-
лидности использованной тест-системы.

Порядок подготовительных процедур и проведе-
ния исследования.

Подготовка культур к исследованию. Для исследо-
вания применяют разнообразные аналиты, полученные 
от человека с соблюдением стерильных условий: фе-
калии, раневое отделяемое, биологические жидкости: 
амниотическая жидкость, гной, кровь лимфа, мокрота, 
желчь, молозиво, моча, секрет предстательной железы, 
слизь со слизистых оболочек, синовиальная жидкость, 
сперма, спинномозговая жидкость, тканевая жидкость, 
плевральная жидкость, носовая слизь, пот, транссудат, 
ушная сера или экссудат. Каждый образец высевают на 
плотные питательные среды и культивируют с целью по-
лучения изолированных колоний. Разработаны рекомен-
дации по использованию определённых типов питатель-
ных сред для последующего определения карбапенемаз: 
ХРОМагар™мСуперКАРБАтм, агар Мюллер-Хинтона, 
УРИселектTM4, Триптиказо-соевый агар, 5% Колумбий-
ский агар лошадиной крови, Хромогенный агар Chromid 
ESBL, Хромогенный агар Chromid CARBA smart, агар 
Дригальского, Луриа бульон и Луриа агар.

Процедуры отбора биологических проб, посева и 
культивирования обеспечиваются соблюдением ус-
ловий стерильности в соответствии со стандартными 
процедурами. По завершении периода культивирова-
ния через 18-24 часа при 37 °С на поверхности агара 
выявляют выросшие изолированные колонии микро-
организмов.

Подготовка образцов. Из флаконов в микропробир-
ку (типа Эппендорф) вносят 5 капель (~200 мкл) экс-
тракционного буферного раствора (входят в состав на-
бора реагентов). С помощью бактериологической пет-
ли выбранную колонию культуры снимают с плотной 
питательной среды и переносят в одноразовую микро-
пробирку с буфером; материал суспендируют с целью 
гомогенизации (рис. 2).

Рис. 2. Порядок подготовки образца и проведения исследования с набором реагентов «ИХА-CARBA-5» по ТУ 21.20.23-368-70423725-2024».
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Проведение исследования:
Перед исследованием все компоненты набора и ис-

следуемые образцы доводят до комнатной температу-
ры (18-25 °C), упаковку с тест-кассетой сохраняют при 
указанной температуре до вскрытия! Все реагенты го-
товы к применению.

Непосредственно перед проведением анализа тест-
кассету извлекают из индивидуальной упаковки, кла-
дут на чистую сухую горизонтальную поверхность ли-
цевой стороной вверх и маркируют.

С помощью пипетки Пастера (в положении 
вертикально) набирают и переносят 3 капли 
(~100 мкл) подготовленной ранее исследуемой 
пробы в лунку тест-кассеты, отмеченную лите-
рой «S»).

Начинают отсчёт времени по секундомеру. Тест-
кассету не трогают и не перемещают.

Результат исследования учитывают через 15-20 ми-
нут (не позднее 20 минут!).

Интерпретация результатов. Степень окраски 
розовых линий на ИХ тест-полоске может варьировать 
в зависимости от концентрации карбапенемаз в иссле-
дуемом образце (рис. 3).

Положительный результат оценивают по проявле-
нию двух или более чётких окрашенных линий: одной 
- в контрольной зоне (C) и другой(других) - в тестовой 
зоне (I, V, К, N, O).

Отрицательный результат: в контрольной зоне (C) 
образуется окрашенная линия, в тестовых зонах (I, V, 
К, N, O) окрашивания не происходит.

Недействительный результат регистрируют в слу-
чае, когда в контрольной зоне (С) не появляется окра-
шенной линии независимо от состояния линий в тесто-
вой зоне (I, V, К, N, O). 

Рис. 3. Интерпретация результатов исследования с набором реагентов «ИХА-CARBA-5» по ТУ 21.20.23-368-70423725-2024».

При получении недействительного результата ис-
следование следует повторить с использованием тест-
кассеты из другой серии набора реагентов «ИХА-
CARBA-5».

Результаты внутренних доклинических испы-
таний разработанного набора. В рамках внутренних 
доклинических испытаний разработанного набора реа-
гентов «ИХА-CARBA-5» проведено исследование ко-
лоний, выросших на плотных питательных средах из 
254 клинических образцов от пациентов ЛПУ. Иссле-
дования с тремя опытно-производственными сериями 
разработанного набора реагентов и набором сравнения 
полностью совпадали по типу выявляемых карбапене-
маз: колонии микроорганизмов из 106 образцов содер-
жали карбапенемазы (КРС - в 26 образцах, ОХА - в 18, 
VIM - в 24, IMP - в 13, NDM - в 25 образцах колоний 
микроорганизмов) и из 148 клинических образцов - их 
не содержали (см. таблицу). Верифицирующее иссле-
дование в ПЦР двумя наборами реагентов подтвердило 
наличие карбапенемаз как по общему количеству проб, 
так и по типу кодирующих их экспрессию генов. Про-
ведёнными исследованиями, установлена высокая кли-
ническая чувствительность и специфичность разрабо-

танного нового набора реагентов «ИХА-CARBA-5» (по 
100%), стабильность времени получения результатов и 
отсутствие выраженной межсерийной вариабельности.

Полученные результаты сопоставлены с опублико-
ванными данными, полученными с использованием ИХ 
наборов «NG-Test CARBA 5» в лаборатории при Сеуль-
ском госпитале (Республика Корея). В ходе проведён-
ных клинических исследований выявлены 78 штаммов 
продуцирующих и 23 штамма, не продуцирующих кар-
бапенемазы (штаммы дополнительно охарактеризова-
ны в ПЦР и в сиквенсе). Авторы аттестуют показатели 
клинической чувствительности в ИХА в 100% по отно-
шению к KPC, NDM, OXA-48-like, IMP, в то время как 
при определении VIM - 92,31% (95% CI 63,97-99,81%); 
при клинической специфичности результатов - 100%. 
Затраты времени на проведение ИХ исследования дава-
ли преимущество ИХ по сравнению с ПЦР (с набором 
«Xpert Carba-R assay», США), в среднем 24 минуты 
против 1 часа и 11 минут соответственно [16].

Другая группа внутренних клинико-лабораторных 
испытаний набора реагентов «ИХА-CARBA-5» выде-
лена для выявления и оценки выраженности возмож-
ной вариации результатов ИХ определения карбапене-
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маз в присутствии в реакционной среде потенциально 
интерферирующих веществ: компонентов питательной 
среды (в концентрации до 100 мг/мл), цельной крови 
(50 мкг/мл), мочи (50 мкг/мл), слюны (50 мкг/мл), АМП 
(меропенема, имипенема, дорипенема, эртапенема в 
концентрациях до 10 мкг/мл и цефтриаксона – до 500 
мкг/мл). С этой целью приготовлены образцы, моде-
лирующие потенциальное интерферирующее влияние 
перечисленных 9 факторов с каждым типом карбапене-
маз и без них (9 факторов х 6 типов интерферентов = 54 
образца); тестирование выполнено с каждой опытно-
производственной серией набора реагентов (4 серии); 
всего проведено 216 исследований. Не зарегистриро-
вано вариации выраженности позитивного результата 
в ИХ-исследовании в зависимости от присутствия в 
реакционной среде изученных потенциальных интер-
ферентов. Не наблюдалось появления ложных положи-
тельных результатов в ИХ при отсутствии в среде кар-
бапенемаз, но в присутствии интерферентов.

Третья группа внутренних доклинических испы-
таний посвящена изучению возможной перекрёстной 
реактивности на результаты определения ИХ методом 
наличия и установления типов карбапенемаз в услови-
ях присутствия в исследуемой пробе культур наиболее 
часто циркулирующих в популяции микроорганизмов 
(смешанная культура). Для моделирования указан-
ных ситуаций перед исследованием 6 подготовленных 
проб (5 - содержавших каждый тип карбапенемаз и 1 
- их не содержавшей) в микропробирки вносили каж-
дую из 6 выбранных культур микроорганизмов: E. coli 
(1,0×106 КОЕ/мл; штамм O157:H7), Klebsiella pneumoniae 
(1,0×106 КОЕ/мл; штамм K. pneumoniae ssp. pneumoniae 
ST 3181К-54), Enterobacter cloacae (1,0×106 КОЕ/мл; 
штамм NCTC 10006), Pseudomonas aeruginosa (1,0×106 
КОЕ/мл; штамм ST235), Acinetobacter baumannii 
(1,0×106 КОЕ/мл; штамм Acinetobacter baumannii 5720), 
Staphylococcus aureus (1,0×102 КОЕ/мл; штамм CC30); 
всего изучено 36 проб с 4 сериями разработанных на-
боров. Независимым лаборантом при учёте результатов 
144 исследований с разработанным набором «ИХА-
CARBA-5» не определено воздействия (перекрёстной 
реактивности) испытанных штаммов микроорганизмов 
в указанной концентрации на результаты ИХ тестов.

Проведенными внутренними доклиническими ис-
пытаниями в условиях АО «ЭКОлаб» показана высокая 
специфичность разработанного набора реагентов «ИХА-
CARBA-5» для иммунохроматографического определе-
ния в колониях микроорганизмов ферментов устойчиво-
сти карбапенемаз (КРС, ОХА, VIM, IMP и NDM).

В процессе испытаний подтверждено, что примене-
ние ИХ технологии экономно по времени, не требует 
дополнительного дорогостоящего оборудования, до-
ступно для применения медицинским персоналом кли-
нической лаборатории.

Систематическое широкое использование ИХ набо-
ров для качественного определения карбапенемаз КРС, 
ОХА, VIM, IMP, NDM при оказании медицинской по-
мощи населению направлено на повышение качества 
оказания этой услуги, экономное расходование средств 
на антибактериальные препараты и позволяет осущест-
влять эпидемиологический мониторинг распростране-
ния карбапенемаза-резистентных штаммов в популя-
ции.

Заключение. Сотрудниками АО «ЭКОлаб» при ре-
шении задач по импортозамещению и в целях обеспече-
ния учреждений здравоохранения России доступными 
диагностическими медицинскими изделиями для ока-
зания медицинской помощи населению разработан но-
вый отечественный набор реагентов «ИХА-CARBA-5» 
Тест-система иммунохроматографическая для каче-
ственного определения карбапенемаз КРС, ОХА, VIM, 
IMP и NDM в бактериальной колонии из культуры» по 
ТУ 21.20.23-368-70423725-2024». Проведенными вну-
тренними доклиническими испытаниями с новым ИХ 
набором реагентов «ИХА-CARBA-5» при исследова-
нии 254 клинических образцов (в том числе 106, содер-
жащих энтеробактерии, синтезирующие карбапенема-
зы КРС, ОХА, VIM, IMP, NDM, и 148 образцов, их не 
содержащих), установлена высокая клиническая спец-
ифичность и чувствительность результатов исследова-
ния (по 100%) и отсутствие внутри- и межсерийной ва-
риабельности результатов тестирования. Установлен-
ные показатели сопоставимы с зарубежным аналогом. 
Аналитическая чувствительность (предел обнаруже-
ния) теста «ИХА-CARBA-5» установлена в отношении 
определяемых аналитов: КРС - 600 пг/мл; ОХА - 300 

Результаты клинических испытаний по определению карбапенемаз в реакции иммунохроматографии с разработанными наборами 
«ИХА-CARBA-5» (серии 1 и 2, годные 09.02.26 и серии 3 и 4, годные до 10.02.26) и тест-системой сравнения «NG-Test CARBA 5»  

(серия 190323-01, годна до 2025-11) и верифицирующего определения кодирующих генов карбапенемазных групп в ПЦР с наборами  
реагентов «АмплиСенс® MDR MBL-FL» (серия 15.12.23, годен до 2024-09-15) и «АмплиСенс® MDR KPC/OXA-48-FL»  

(серия 17.12.23, годен до 2024-09-17)

Аналит n

Результаты исследований  с наборами реагентов

«ИХА-CARBA-5» «NG-Test 
CARBA 5»

«АмплиСенс® 
MDR  

MBL-FL»

«АмплиСенс®  
MDR  

KPC/ OXA-48-
FL»сер. 01 серия 02 серия 03 серия 04

пол. отр. пол. отр. пол. отр. пол. отр. пол. отр. пол. отр. пол. отр.

Образцы СОП-368 11 10 1 10 1 10 1 10 1 10 1 - - - -

Колонии из клинических образцов, 
содержавшие карбапенемазы 106 106 0 106 0 106 0 106 0 106 0 62 0 44 0

Колонии из клинических образцов, 
не содержавшие карбапенемазы 148 0 148 0 148 0 148 0 148 0 148 0 00 0 0

Примечание.  n -  количество исследований; пол. – положительный результат; отр. – отрицательный результат.
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пг/мл; VIM - 300 пг/мл; IMP - 200 пг/мл и NDM - 150 
пг/мл. Изучение клинических образцов, содержавших 
потенциально интерферирующие вещества (плотную 
питательную среду, цельную кровь, мочу, слюну, АМП 
(меропенем, имипенем, дорипенем, эртапенем или 
цефтриаксон) или потенциально перекрестно реагиру-
ющие культуры (E. coli, Klebsiella pneumoniae, Entero-
bacter cloacae, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter 
baumannii, Staphylococcus aureus), демонстрирует от-
сутствие влияния этих факторов на положительные 
результаты определения карбапенемаз или появление 
ложных положительных результатов. По завершении 
государственной регистрации в Российской Федера-
ции в установленном законом порядке Набор реагентов 
«ИХА-CARBA-5» Тест-система иммунохроматографи-
ческая для качественного определения карбапенемаз 
КРС, ОХА, VIM, IMP и NDM в бактериальной колонии 
из культуры» по ТУ 21.20.23-368-70423725-2024» мо-
жет быть рекомендован для внедрения в практику здра-
воохранении, что позволит обеспечить своевременное 
и качественное оказание медицинской помощи населе-
нию и осуществлять эпидемиологический мониторинг 
циркуляции карбапенемаза-продуцирующих штаммов 
бактерий в популяции.
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ПРИМЕНЕНИЕ ПРОГРАММЫ HAPLOSTATS ДЛЯ ПРОГНОЗИРОВАНИЯ HLA-ГЕНОТИПА

1ФГБУ «Российский научно-исследовательский институт гематологии и трансфузиологии Федерального медико-
биологического агентства», 191024, Санкт-Петербург, Россия; 
2ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр гематологии» Минздрава РФ, 125167, Москва, Россия; 
3ГБУ Ростовской oбласти «Станция переливания крови», 344037, Ростов-на-Дону, Россия

Введение. Программа HaploStats позволяет определить наиболее вероятный HLA-генотип в формате высокого разрешения 
на основании результатов HLA-типирования низкого уровня разрешения и этнической принадлежности, что может быть 
важным для более точной оценки степени гистосовместимости пары донор-реципиент и профиля анти-HLA антител у 
реципиентов органного трансплантата. 
Цель -  оценка точности прогнозирования HLA-генотипов с помощью программы HaploStats. 
Материал и методы. В исследование включены 119 жителей Северо-Западного и 120 жителей Южного Федеральных окру-
гов России, русских согласно самоопределению. Высокоразрешающее HLA-типирование выполнено методом секвенирования 
нового поколения. Полученные результаты преобразовывались в эквиваленты низкого разрешения для ввода в программу 
HaploStats. Прогнозирование наиболее вероятного HLA-генотипа в формате высокого разрешения осуществлялось програм-
мой HaploStats с учетом этничности обследованных лиц (кавказоиды). 
Результаты. Более высокая точность прогнозирования HLA-генотипов отмечалась при введении в HaploStats данных низ-
коразрешающего HLA-типирования генов HLA-A, -B, -C, -DRB1, -DQB1. Применение в качестве исходных данных результа-
тов типирования генов HLA-A, -B, -DRB1 снижало точность прогнозирования. Для русских Северо-Западного Федерального 
округа доля безошибочных результатов уменьшалась с 58,0% до 41,2% (р=0,01), для русских Южного Федерального округа – 
с 47,5% до 26,7% (р=0,001). Точность прогнозирования вероятных HLA-генотипов для русских Северо-Западного Федераль-
ного округа несколько выше, чем для русских Южного Федерального округа. Если в качестве исходных данных применялись 
результаты HLA-типирования низкого уровня разрешения генов HLA-A, -B, -DRB1, выявленные различия статистически до-
стоверны (41,2% против 26,7%, р=0,02). При прогнозировании наиболее вероятных HLA-генотипов на основе данных HLA-
типирования низкого уровня разрешения генов HLA-A, -B, -C, -DRB1, -DQB1 различия не достигали уровня статистической 
значимости (58,0% против 47,5%, р=0,12). 
Заключение. Результаты исследования продемонстрировали недостаточную точность прогнозирования HLA-генотипов с 
помощью программы HaploStats для русских популяций. Этот факт может объясняться несоответствием иммуногенети-
ческих характеристик русских и эталонных панелей HLA-гаплотипов, используемых программой HaploStats.
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типирование
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Kuzmich E. V.1, Pavlova I. E.1, Khamaganova E. G.2, Kuzminova E. P.2, Kudinova E. E.3, Bubnova L. N.1

APPLICATION OF THE HAPLOSTATS PROGRAM FOR HLA-GENOTYPE PREDICTION

1Russian Research Institute of Haematology and Transfusiology, Federal Medical and Bilogical Agency, 191024, St. Petersburg, 
Russian Federation;

2National Medical Research Center for Hematology, 125167, Moscow, Russian Federation;

3Blood Transfusion Station of Rostov Region, 344037, Rostov-on-Don, Russian Federation

Background. The HaploStats allows the determination of the most likely high-resolution HLA genotype based on low-resolution HLA 
typing and ethnicity, which may be important for a more accurate assessment of the donor-recipient histocompatibility and the anti-
HLA antibody profile in organ transplant recipients. 
Aim. To evaluate the accuracy of HLA genotype prediction using the HaploStats. 
Material and methods. 119 residents of the North-Western and 120 residents of the Southern regions of Russia, Russians according 
to self-determination, were included in the study. High-resolution HLA typing was performed by next generation sequencing. The 
obtained results were converted into low-resolution equivalents for input into the HaploStats.  Prediction of the most likely high-
resolution HLA-genotype was performed by the HaploStats taking into account the ethnicity (Caucasoid). 
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Results. Higher accuracy of HLA-genotype prediction was observed when low-resolution HLA typing of HLA-A, -B, -C, -DRB1, 
-DQB1 genes were entered into the HaploStats. Using HLA-A, -B, -DRB1 gene typing as input data reduced the accuracy of prediction. 
For Russians of the Northwestern region, the correct results decreased from 58.0% to 41.2% (p=0.01), for Russians of the Southern 
region – from 47.5% to 26.7% (p=0.001). The accuracy of predicting probable HLA-genotypes for Russians of the Northwestern 
region was a bit higher than for Russians of the Southern region. If low-resolution typing of HLA-A, -B, -DRB1 genes was used as 
initial data, the differences were statistically significant (41.2% vs. 26.7%, p=0.02). If low-resolution typing of HLA-A, -B, -C, -DRB1, 
-DQB1 genes was used, the differences were not statistically significant (58.0% vs. 47.5%, p=0.12). 
Conclusion. The results of the study demonstrated insufficient accuracy of HLA-genotype prediction using the HaploStats for Russians. 
This fact can be explained by the discrepancy between the immunogenetic characteristics of Russians and reference panels of HLA-
haplotypes used by the HaploStats.
Key words: donor; HaploStats; histocompatibility; HLA-genotype; HLA-haplotype; HLA-typing; organ transplantation
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Введение. Комплекс иммуногенетических иссле-
дований, выполняемый при планировании органной 
трансплантации, включает HLA-типирование (опре-
деление лейкоцитарных антигенов человека, Human 
Leucocyte Antigens – HLA) реципиента и донора, опре-
деление анти-HLA антител и индивидуальную пере-
крёстную пробу на совместимость (Crossmatch). Со-
гласно Стандартам Европейской федерации иммуноге-
нетики (European Federation for Immunogenetics – EFI), 
обязательным условием проспективного обследования 
донора и реципиента является типирование антигенов 
HLA-A, -B и -DR. Необходимость исследования до-
полнительных локусов определяется национальными 
нормативными актами. Перед проведением трансплан-
тации для реципиента и живого донора должно быть 
выполнено подтверждающее HLA-типирование [1].

В настоящее время для реципиентов и доноров ор-
ганного трансплантата наиболее часто проводится ти-
пирование низкого уровня разрешения генов HLA-A, 
-B и -DRB1 с помощью методов полимеразной цеп-
ной реакции с использованием сиквенс-специфич-
ных праймеров (PCR-SSP) или сиквенс-специфичных 
олигонуклеотидных проб (PCR-SSOP) [2]. Однако ре-
зультаты ряда исследований демонстрируют, что HLA-
типирование высокого уровня разрешения и более ши-
рокий спектр типируемых HLA-генов значительно по-
вышают точность оценки степени гистосовместимости 
пары донор-реципиент и выявления донор-специфиче-
ских анти-HLA антител [2-6].

Недостаточно широкое применение методов HLA-
типирования высокого уровня разрешения в области 

органной трансплантации объясняется большей дли-
тельностью выполнения исследований, стоимостью, 
трудоёмкостью, необходимостью специального обо-
рудования (генетические анализаторы – секвенаторы). 
Для тех случаев, когда HLA-типирование методом сек-
венирования недоступно, существует возможность при-
менения компьютерных программ, разработанных для 
прогнозирования наиболее вероятных HLA-генотипов 
индивидуумов на уровне высокого разрешения. Подоб-
ные программы могут использоваться со следующими 
целями: оценка потенциального наличия донор-спец-
ифических анти-HLA антител (ДСА) для проведения 
виртуального кроссматча и принятия решения о не-
обходимости предоперационной терапии; анализ соот-
ветствия доноров и реципиентов на эпитопном уровне 
для более эффективного распределения донорских ор-
ганов; стратификация пациентов по риску развития до-
нор-специфических анти-HLA антител (ДСА) de novo и 
неблагоприятному исходу трансплантации[6].

Программное обеспечение HaploStats, созданное 
группой биоинформатики Национальной программы 
донорства костного мозга США (National Marrow Donor 
Program, NMDP), позволяет прогнозировать наиболее 
вероятный HLA-генотип индивидуума (комбинация 
двух HLA-гаплотипов) в формате высокого разрешения 
на основании результатов HLA-типирования низкого 
уровня разрешения и этнической принадлежности [7]. 
HaploStats использует эталонные панели частот HLA-
гаплотипов для 21 этнической группы, установленные 
в результате обследования потенциальных доноров ге-
мопоэтических стволовых клеток NMDP [8].
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Цель исследования - оценка точности прогнозирова-
ния HLA-генотипов с помощью программы HaploStats.

Материал и методы. В исследование включены 
119 жителей Северо-Западного и 120 жителей Юж-
ного Федеральных округов (ФО) России, русских 
согласно самоопределению. HLA-типирование вы-
сокого/аллельного уровня разрешения выполнено с 
помощью метода секвенирования нового поколения 
(next-generation sequencing, NGS) с использованием 
реактивов производства GenDx (Нидерланды). Полу-
ченные результаты преобразовывались в эквиваленты 
низкого разрешения.

HLA-типирование низкого уровня разрешения - 
определение принадлежности к группе HLA-аллелей, 
которой соответствует конкретный HLA-антиген. 

HLA-типирование высокого уровня разрешения - опре-
деление принадлежности к подгруппе HLA-аллелей, 
кодирующих идентичную аминокислотную последова-
тельность в пределах антигенсвязывающего сайта [1].

В программу HaploStats вводились следующие ис-
ходные данные: HLA-A, -B, -DRB1 или HLA-A, -B, -C, 
-DRB1, -DQB1 на уровне низкого разрешения. Прогно-
зирование наиболее вероятного HLA-генотипа на уров-
не высокого разрешения осуществлялось программой 
HaploStats с учётом этничности индивидуумов (Евро-
пеоидная раса, Caucasoids). Вероятный HLA-генотип 
сопоставлялся с реальным. Оценка совпадения HLA-
генотипов проводилась в соответствии с определени-
ем HLA-типирования высокого уровня разрешения [1]. 
Алгоритм исследования представлен на рисунке.

Алгоритм исследования.
1Метод 1. В программу HaploStats вводятся результаты низкоразрешающего типирования генов HLA-A, -B, -DRB1.
2Метод 2. В программу HaploStats вводятся результаты низкоразрешающего типирования генов HLA-A, -B, -C, -DRB1, -DQB1.

Сравнительный анализ результатов, полученных 
для двух обследованных когорт, выполнен с помощью 
точного теста Фишера с применением программного 
обеспечения СТАТИСТИКА 10.

Результаты. На первом этапе исследования про-
анализирована точность вероятных HLA-генотипов, 
определённых HaploStats на основе данных HLA-

типирования низкого уровня разрешения генов HLA-A, 
-B, -DRB1. Для популяции русских Южного ФО веро-
ятные HLA-генотипы совпадали с реальными результа-
тами высокоразрешающего HLA-типирования в 26,7% 
случаев, ошибки имели место в 73,3% случаев. Несо-
впадение по одному HLA-аллелю отмечалось в 33,3%, 
по 2 и более HLA-аллелям - в 40% случаев (табл. 1). 

Т а б л и ц а  1
Точность прогнозирования HLA-генотипов на основе данных HLA-типирования низкого уровня разрешения генов HLA-A, -B, -DRB1

Совпадение реального и вероятного HLA-
генотипов

Русские - жители Северо-Западного ФО 
России, n=119

Русские - жители Южного ФО России, 
n=120

Количество % Количество %
Отсутствие несовпадений 49 41,2 32 26,7
Наличие несовпадений, из них: 70 58,8 88 73,3
1 HLA-аллель 32 26,9 40 33,3
2 HLA-аллеля 21 17,6 30 25,0
3 HLA-аллеля 10 8,4 9 7,5
4 HLA-аллеля 4 3,4 6 5,0
5 HLA-аллелей 2 1,7 2 1,7
7 HLA-аллелей 0 0 1 0,8
8 HLA-аллелей 1 0,8 0 0

Несовпадение по аллелям генов:
HLA-A 7 5,1 10 6,0
HLA-B 31 22,5 31 18,5
HLA-C 39 28,2 60 35,7
HLA-DRB1 37 26,8 37 22,0
HLA-DQB1 24 17,4 30 17,8
Число несовпадающих аллелей всего 138 100 168 100
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Наиболее часто наблюдались ошибки определения 
HLA-C аллелей - 35,7% случаев. Для популяции рус-
ских Северо-Западного ФО вероятные HLA-генотипы 
совпадали с реальными результатами высокоразреша-
ющего HLA-типирования в 41,2% случаев, ошибки на-
блюдались в 58,8% случаев. Несовпадение по одному 
HLA-аллелю имело место в 26,9%, по двум и более 
HLA-аллелям - в 31,9% случаев. Наиболее распростра-
нёнными были ошибки определения HLA-C - 28,2% и 
HLA-DRB1 аллелей - 26,8% (табл. 1).

При прогнозировании вероятных HLA-генотипов на 
основе результатов HLA-типирования низкого уровня 
разрешения генов HLA-A, -B, -DRB1 для русских Севе-
ро-Западного ФО наблюдался более высокий процент 
безошибочных результатов по сравнению с русскими 
Южного ФО (41,2% против 26,7%, р=0,02).

На втором этапе проанализирована точность ве-
роятных HLA-генотипов, определённых HaploStats 
на основе данных HLA-типирования низкого уров-

ня разрешения генов HLA-A, -B, -C, -DRB1, -DQB1. 
Для популяции русских Южного ФО вероятные 
HLA-генотипы совпадали с реальными результа-
тами высокоразрешающего HLA-типирования в 
47,5% случаев; ошибки наблюдались в 52,5% слу-
чаев. Несовпадение по одному HLA-аллелю имело 
место в 34,2%, двум аллелям - 15%, трём аллелям - 
3,3% случаев. Наиболее часто наблюдались ошибки 
определения HLA-DRB1 аллелей - 33,7% и HLA-B 
- 25,8% (табл. 2).

Для популяции русских Северо-Западного ФО ве-
роятные HLA-генотипы совпадали с реальными ре-
зультатами высокоразрешающего HLA-типирования в 
58,0% случаев, ошибки наблюдались в 42,0% случаев. 
Несовпадение по одному HLA-аллелю имело место в 
25,2%, двум аллелям - 12,6%, трём аллелям - 3,4%, че-
тырём аллелям - 0,8% случаев. Наиболее распростра-
нены ошибки определения HLA-DRB1 аллелей - 39,5% 
и HLA-B - 28,9% (см. табл. 2).

Т а б л и ц а  2
Точность прогнозирования HLA-генотипов на основе данных HLA-типирования низкого уровня разрешения генов  

HLA-A, -B, -C, -DRB1, -DQB1

Совпадение реального и вероятного HLA-
генотипов

Русские - жители Северо-Западного ФО 
России, n=119

Русские - жители Южного ФО России, 
n=120

Количество % Количество %
Отсутствие несовпадений 69 58,0 57 47,5
Наличие несовпадений, из них: 50 42,0 63 52,5
1 HLA-аллель 30 25,2 41 34,2
2 HLA-аллеля 15 12,6 18 15,0
3 HLA-аллеля 4 3,4 4 3,3
4 HLA-аллеля 1 0,8 0 0

Несовпадение по аллелям генов:
HLA-A 6 7,9 10 11,3
HLA-B 22 28,9 23 25,8
HLA-C 5 6,6 13 14,6
HLA-DRB1 30 39,5 30 33,7
HLA-DQB1 13 17,1 13 14,6
Число несовпадающих аллелей всего 76 100 89 100

При прогнозировании вероятных HLA-генотипов 
на основе данных HLA-типирования низкого уровня 
разрешения генов HLA-A, -B, -C, -DRB1, -DQB1 до-
стоверные различия точности прогнозирования HLA-
генотипов для русских Северо-Западного и Южного 
ФО не были выявлены (58,0% против 47,5%, р=0,12).

Вероятные HLA-генотипы для русских Северо-За-
падного ФО определялись более точно, если в качестве 
исходных данных в HaploStats вводились результаты ти-
пирования генов HLA-A, -B, -C, -DRB1, -DQB1. Доля без-
ошибочных результатов составляла 58,0% против 41,2% 
при использовании в качестве исходных данных резуль-
татов HLA-типирования генов HLA-A, -B, -DRB1 (р=0,01).

Аналогичная закономерность наблюдалась при про-
гнозировании вероятных HLA-генотипов для русских 
Южного ФО. Доля безошибочных результатов при вве-
дении в HaploStats данных типирования генов HLA-A, 
-B, -C, -DRB1, -DQB1 составляла 47,5% против 26,7% 
в случае введения результатов HLA-типирования генов 
HLA-A, -B, -DRB1 (р=0,001).

Обсуждение. HLA-типирование, выполняемое при 

подготовке к органной трансплантации, необходимо 
для определения степени гистосовместимости пары до-
нор-реципиент и анализа профиля анти-HLA-антител 
у пациента. В настоящее время оценка степени HLA-
совместимости пациентов и доноров органного транс-
плантата наиболее часто осуществляется на основе 
данных типирования низкого уровня разрешения генов 
HLA-A, -B, -DRB1. Однако развитие технологий HLA-
типирования и идентификации анти-HLA антител вы-
явило ряд ограничений при использовании подобного 
подхода [5]. Согласно данным исследований, анти-HLA-
DQ антитела являются наиболее распространенным ти-
пом ДСА de novo, развивающихся после транспланта-
ции почки; несовпадение донора и реципиента в локусе 
HLA-DQ повышает риск потери трансплантата [9,10]. 
Показано, что заключение о наличии (либо отсутствии) 
ДСА, сделанное на основании данных HLA-типирования 
низкого уровня разрешения, может быть опровергнуто 
результатами высокоразрешающего HLA-типирования. 
Пациенты с ложноположительным определением ДСА 
de novo могут подвергаться инвазивным процедурам, 
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таким как протокольная биопсия, и терапии, направ-
ленной на устранение аллоантител. Для пациентов с 
нераспознанными циркулирующими ДСА de novo мо-
жет применяться стратегия постепенной минимизации 
терапии, что может способствовать повышению риска 
иммуноопосредованного поражения трансплантата и 
его преждевременной утрате [2]. Высокоразрешающее 
HLA-типирование и расширенный спектр исследуемых 
HLA-генов могут позволить улучшить результаты ор-
ганных трансплантаций. Мы проанализировали возмож-
ность применения программы HaploStats для прогнози-
рования вероятного HLA-генотипа на уровне высокого 
разрешения в случаях, когда HLA-типирование методом 
секвенирования недоступно.

В процессе исследования установлено, что при ис-
пользовании в качестве исходных данных результатов 
низкоразрешающего HLA-типирования генов HLA-A, 
-B, -C, -DRB1, -DQB1 программа HaploStats более точ-
но прогнозирует вероятные HLA-генотипы в формате 
высокого разрешения. Применение в качестве исход-
ных данных результатов типирования генов HLA-A, -B, 
-DRB1 снижает точность прогнозирования. В частности, 
для русских Северо-Западного ФО доля безошибочных 
результатов уменьшалась с 58,0% до 41,2% (р=0,01), для 
русских Южного ФО - с 47,5% до 26,7% (р=0,001).

Если в качестве исходных данных в программу 
HaploStats вводились результаты низкоразрешающего 
HLA-типирования генов HLA-A, -B, -C, -DRB1, -DQB1, 
для представителей обеих обследованных популяций 
наиболее часто наблюдались ошибки определения 
HLA-B и HLA-DRB1 аллелей, что может объясняться 
значительным полиморфизмом этих генов. Ген HLA-B 
является наиболее полиморфным из всех HLA-генов 
(10080 аллелей, известных к настоящему времени); ген 
HLA-DRB1 наиболее вариабельный среди HLA-генов II 
класса (3714 аллелей) [11].

Точность прогнозирования вероятных HLA-
генотипов в формате высокого разрешения для рус-
ских, проживающих в Северо-Западном ФО несколько 
выше, чем для русских-жителей Южного ФО. Если в 
качестве исходных данных применялись результаты 
HLA-типирования низкого уровня разрешения генов 
HLA-A, -B, -DRB1 указанные отличия статистически 
достоверны (41,2% против 26,7%, р=0,02). При прогно-
зировании наиболее вероятных HLA-генотипов на ос-
нове данных HLA-типирования низкого уровня разре-
шения генов HLA-A, -B, -C, -DRB1, -DQB1 различия не 
достигали уровня статистической значимости (58,0% 
против 47,5%, р=0,12). Под влиянием различных фак-
торов (значительная территория нашей страны, вну-
тренние и внешние межэтнические контакты), русские 
популяции, сформировавшиеся в различных регионах 
нашей страны, приобрели некоторые особенности им-
муногенетических профилей [12]. Этот факт, вероятно, 
объясняет наблюдавшиеся различия в точности про-
гнозирования HLA-генотипов для русских Северо-За-
падного и Южного ФО России.

Важно подчеркнуть, что общий высокий процент 
ошибочных результатов, может объясняться тем, что 
эталонные панели частот HLA-гаплотипов, использу-
емые программой HaploStats, созданы на основе ре-
зультатов иммуногенетического обследования потен-
циальных доноров ГСК, привлеченных NMDP. Данные 

популяционных исследований свидетельствуют, что 
иммуногенетические профили русских и представи-
телей других популяций, принадлежащих к европе-
оидной расе, имеют характерные отличия [12-16]. В 
составе доноров, привлеченных NMDP, представлены 
преимущественно потомки переселенцев из стран За-
падной Европы.

В исследование не включены представители дру-
гих этнических групп, проживающих на территории 
Российской Федерации. Согласно данным литературы, 
точность прогнозирования вероятных HLA-A, -B, -C, 
-DRB1, -DQB1 генотипов с помощью программы Hap-
loStats для индивидуумов, не принадлежащих к евро-
пеоидной расе, достоверно ниже по сравнению с кав-
казоидами [6].

Заключение. Результаты исследования продемон-
стрировали недостаточную точность прогнозирования 
HLA-A, -B, -C, -DRB1, -DQB1 генотипов в формате вы-
сокого разрешения с помощью программы HaploStats 
для русских. Создание аналогичной программы с учё-
том иммуногенетических характеристик этнических 
групп, проживающих на территории России, может 
повысить точность оценки степени гистосовместимо-
сти пары донор-реципиент и выявления донор-специ-
фических анти-HLA антител у реципиентов органного 
трансплантата.
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The article presents the results of the development and testing with clinical samples of a new domestic reagent kit 
«Immunochromatographic test system for the qualitative determination of the SARS-CoV-2 coronavirus antigen and influenza 
A and B virus antigens in human biological material «IHA-KOVIGRIPP» according to TU 21.20.23-379-70423725-2024». The 
composition of immunochromatographic test strips and instructions for use are presented. Extended preclinical trials showed high 
characteristics of clinical sensitivity, specificity and reproducibility (100% each), the analytical sensitivity of the kit (detection 
limit) in relation to standard samples of the enterprise and a number of international virus- and antigen- containing standards was 
established. A series of tests evaluated a number of potentially interfering drugs and cross-reacting cultures of microorganisms 
contained in clinical samples of individuals suspected of having acute respiratory inflammatory infection. No effect of interfering 
agents in the studied concentrations and microorganisms circulating in the population on positive or negative results of the IHCА 
study with the new kit was established. The reagent kit is submitted for official registration in the Russian Federation.
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Введение. По данным официальной статистической 
отчётности острые респираторные вирусные инфекции 
(ОРВИ) в настоящее время занимают первое место в 
структуре всех инфекционных заболеваний челове-
ка, что определяет эту патологию как одну из самых 
актуальных медицинских проблем [1]. Пандемия но-
вой коронавирусной инфекции, вызываемой вирусом 
SARS-CoV-2, которую наблюдали с 2019 г. по май 2023 
г., внесла изменение в структуру эпидемиологических 
показателей ОРВИ. На пике эпидемии коронавирусной 
инфекции в Российской Федерации (2020-2021 гг.) цир-
куляция всех типов вирусов гриппа в популяции боль-
шинства регионов практически прекратилась. В следу-
ющие эпидемические сезоны (2021-2022 и 2022-2023 
гг.) наблюдалось постепенное возвращение вирусов 
гриппа в человеческую популяцию: преимущественно 
подтипа А(Н3N2), с небольшим участием подтипа ви-
руса гриппа В Викторианской линии и при отсутствии 
подтипа А(Н1N1)pdm09. К концу 2023 года соотноше-
ние и выявление типов вирусов гриппа вновь претер-

пело изменение и составило: 3,3, 30,3, 66,5% соответ-
ственно [2].

Эпидемиологические показатели заболеваемости 
населения Российской Федерации различными типа-
ми ОРВИ систематически отслеживаются и публику-
ются на страницах электронного ресурса ФГБУ «НИИ 
гриппа им. А. А. Смородинцева» Минздрава РФ [3]. В 
структуре заболеваемости населения ОРВИ в настоя-
щее время помимо COVID-19 и гриппа представлены 
инфекции, вызываемые вирусами парагриппа 1-4 ти-
пов, аденовирусами, респираторно-синцитиальными 
(RS) и другими риновирусами, сезонными коронавиру-
сами, метапневмовирусами и др. Интенсивные эпиде-
миологические показатели суммарной заболеваемости 
ОРВИ и гриппом в России довольно высокие (рис. 1).

По статистическим показателям Роспотребнадзора 
в России в 2022 г. ОРВИ переболело 29,1% населения 
страны, в 2023 г. этот показатель снизился до 23,6%. 
Одновременно постоянно сообщается о регистрации 
на территории РФ новых случаев COVID-19 инфекции.

Рис. 1.  Сравнительные данные по заболеваемости гриппом и ОРВИ в городах России в сезоны 2022/23 и 2023/24 гг. (цит. по электронному ресурсу ФГБУ 
НИИ гриппа» Минздрава РФ [3].
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Клиническая картина ОРВИ не имеет чётко выра-
женных признаков, позволяющих чётко осуществлять 
дифференциальную диагностику заболевания. Для 
этого необходимо проводить клинические лаборатор-
ные исследования с применением молекулярно-гене-
тических тестов. Для ранней клинической диагности-
ки типа ОРВИ (особенно в случаях тяжёлых острых 
респираторных инфекций - ТОРИ), и своевременного 
принятии решения по началу оказанию пациентам не-
обходимой лечебной помощи, организации и прове-
дения противоэпидемиологических мероприятий в 
очагах инфекции в настоящее время регламентируется 
применение диагностических лабораторных исследо-
ваний на основе иммунохроматографического анализа 
(ИХА).

На сайтах ведущих отечественных производите-
лей диагностических средств широко представлены 
комплекты для проведения ИХА исследований, как в 
формате обследования с качественным определени-
ем антигенов вируса гриппа (типа А и В), RS-вируса, 
вируса SARS-CoV-2 и других, а также специфических 
иммуноглобулинов по отношении к большинству этих 
возбудителей [4-6]. Преимуществами применения тех-
нологии ИХА является доступность проведения такого 
исследования при отсутствии необходимости исполь-
зования дорогостоящего лабораторного оборудования, 
при небольших затратах времени на выполнение теста 
и получении при этом высокоспецифичного и высоко-
чувствительного достоверного результата, длительные 
сроки годности наборов без снижения аналитических 
характеристик. Несколько снижает ценность ИХА те-
ста то обстоятельство, что при проведении значитель-
ного количества ИХА-тестов исследователь получает 
только качественный результат, подтверждающий или 
исключающий содержание определяемого аналита в 
изучаемой пробе.

Цель исследования: разработка нового отечествен-
ного набора реагентов в формате комбинированной 
иммунохроматографической тест-кассеты для одно-
временного качественного дифференцированного 
определения в образцах биоматериала человека (маз-
ках из носо- и ротоглотки или в слюне) антигенов ко-
ронавируса SARS-CoV-2, вирусов гриппа А и В для 
дифференциации этих заболеваний у пациента, и рас-
ширенная клиническая оценка разработанного нового 
медицинского изделия.

Материал и методы. При конструировании но-
вой тестовой ИХ полоски применены технологиче-
ские подходы и опыт практического создания сложных 
композитных ИХ мембран, дискретно содержащих 
различные специфические реагенты для определения 
нескольких изучаемых вирусных антигенов одновре-
менно, поскольку это обеспечивает возможность вы-
полнения диагностического исследования в рамках од-
ной лабораторной постановки [7-10].

В работе использованы разные виды биологическо-
го материала человека: мазки-соскобы со слизистой 
оболочки носоглотки и ротоглотки, слюна пациентов.

В соответствии с разработанным дизайном приме-
нена техника конструирования многослойной ИХ тест-
полоски, состоящей из композитов различного предна-
значения:

подложку полилита формировали бумагой силико-

низированной размером 60х4,0 мм и толщиной 0,2-0,6 
мм (фирма ООО «ПКФ Современные технологии», 
Россия, кат. № IHA-100); 

в качестве иммуносорбента применяли полоску 
нитроцеллюлозной мембраны, характеризующуюся 
высокой пропускной способностью, размером 60х4,0 
мм и толщиной 185 мкм ± 20% (фирма «MDI», Индия, 
Type CNPC-SS12, 15 мкм), с нанесёнными реагентами:

-	 на тестовую линию «В» - моноклональными 
антителами к вирусу гриппа типа B (в концентрации 
≥0,5 мг/мл в фосфатном буфере с pH 7,4; ООО «Хай-
тест», Россия, кат. № 3IF18);

-	 на тестовую линию «А» - моноклональными 
антителами к вирусу гриппа типа А (в концентрации 
≥0,5 мг/мл в фосфатном буфере с pH 7,4; ООО «Хай-
тест», Россия, кат. № 3IN5, клон InA108:

-	 на тестовую линию «Т» - моноклональными 
антителами к антигену N SARS-CoV-2 (в концентрации 
≥0,5 мг/мл в трисовом буфере; ООО «Хайтест», Россия, 
кат. № 3CV4);

-	 на контрольную линия - козьими антителами к 
иммуноглобулинам класса G (IgG) мыши (в концентра-
ции ≥1 мг/мл в фосфатном буфере с pH 7,4; АО «ЭКО-
лаб», Россия, кат. №264.4);

на стрип размещали мембрану для нанесения конъ-
югата размером 9х4,0 мм (фирма «MDI», Индия, Type 
PT-R1), с нанесёнными и высушенными конъюгатами: 
антител к вирусу гриппа типа B (в концентрации ≥1 мг/
мл в фосфатном буфере с pH 7,4; ООО «Хайтест», Рос-
сия, кат. № 3BH9), антител к вирусу гриппа типа А (в 
концентрации ≥1 мг/мл в фосфатном буфере с pH 7,4; 
ООО «Хайтест», Россия, кат. № 3IN5, клон InA224), ан-
тител к вирусу SARS-CoV-2 (в концентрации ≥1 мг/мл 
в фосфатном буфере с pH 7,4; ООО «Хайтест», Россия, 
кат. №3CV4), иммуноглобулинами мыши класса IgG (в 
концентрации ≥0,5 мг/мл в фосфатном буфере с pH 7,4; 
АО «ЭКОлаб», Россия, кат. № 264.1) с коллоидными 
наночастицами золота (размер - 30-80 нм);

в участке для внесения образца размещали впиты-
вающую мембрану размером 20х4,0 мм, толщиной 0,6-
0,8 мм и плотностью 270±20 г/м2 (фирма «MDI», Ин-
дия, Type GFB-R7L);

для адсорбции жидкой фазы с растворами и реаген-
тами, не вступившими в реакцию веществами, приме-
няли мембраны размером 16х4,0 мм, толщиной 0,2-0,5 
мм и плотностью 179±5 г/м2 (фирма «MDI», Индия, 
Type AP110).

Для приготовления буферных растворов и рас-
творов реагентов применяли деионизованную воду с 
удельным сопротивлением 18,2 Ом·м при 25° C (на-
бор сорбирующих колонок «Simplicity System», фир-
мы «Millipore», США). Стерилизующую фильтрацию 
неионизированной воды и солевых растворов обеспе-
чивали их пропусканием через фильтрующую колонку 
со стандартным набором (предфильтр и фильтры с ка-
либрованной величиной пор - 0,45 и 0,22 мкм; фирмы 
«Millipore», США).

С учётом особого вида биоматериала, применяемо-
го для диагностического исследования с разрабаты-
ваемым изделием, в комплектацию набора реагентов 
включили необходимые комплектующие:

-	 пластиковую микропробирку с буферным рас-
твором для приготовления образца со встроенной ка-
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пельницей (Cangzhou ShengFeng Plastic Product Co., 
Ltd., Китай), содержащий 0,3 мл 0,01 М фосфатного 
буфера (рН-7,2-7,4) с твин-20 2,5% (фирмы «ROTH», 
Германия, кат. № 9127.2) и азидом натрия 0,1% (фирмы 
ДИА-М, Россия, кат. № 3402);

-	 зонд медицинский одноразовый стерильный 
из полиамид-нейлона (длиной 146,0 мм ± 10% и диа-
метром 2,5 мм ± 10%; длина наконечника – 17,0±5,0 
мм; масса зонда 0,5±0,15 г) по РУ №РЗН 2021/13989 от 
09.12.2022 (ООО «Фарммедполис РТ»; Россия).

Лабораторные исследования в процесс разработки 
и проведения внутренних клинических испытаний по 
оценке диагностических показателей с новым набо-
ром реагентов обеспечены клиническими образцами 
биологических материалов, предоставленными из не-
скольких медицинских организаций (в соответствии с 
договорами о безвозмездном сотрудничестве):

ООО «ИНВИТРО» (лицензия ЛО-77-01-012556 от 
22.06.2016 г.);

ГБУЗ МО «Электрогорская клиническая больница» 
(лицензия Л041-01162-50/00344915 от 19 февраля 2015 
г.);

Диагностического Центра «El’Clinic» АО «ЭКОлаб» 
(лицензия № Л041-01162-50/00365571 от 08.04.15 г.);

ГБУЗ Орехово-Зуевская станция переливания крови 
(Лицензия ЛО-50-01-005260 от 02.04.14 г.).

Всего использовано 600 охарактеризованных и за-
ведомо подтверждённых образцов клинического мате-
риала (аттестованных на содержание антигенов изуча-
емых вирусов с помощью наборов реагентов «КовидЭк 
Директ» (АО «Эколаб», Россия) и ГриппКомплекс A/B 
(ООО «НПО ДНК-Технология ТС», Россия); из них:

450 мазков из носоглотки, ротоглотки или образ-
цов слюны, полученных от пациентов с диагнозом 
«COVID-19» или грипп А/В, которые при верификации 
показывали положительные результаты лабораторных 
исследований; в том числе 225 проб, одновременно 
взятых из трёх разных локусов (носоглотка, ротоглот-
ка, слюна);

150 мазков из носоглотки, ротоглотки и образцов 
слюны, взятых от условно-здоровых людей, не имев-
ших в анамнезе симптомов ОРВИ и верифицирован-
ных с референсными наборами реагентов как отрица-
тельные, то есть не содержавшие вирусов коронавиру-
са SARS-CoV-2 и антигенов вирусов гриппа А и В; в 

том числе 75 проб, одновременно взятых из трёх раз-
ных локусов (носоглотка, ротоглотка, слюна).

Для изучения возможной интерференции различ-
ных эндогенных веществ и лекарственных препаратов 
на результаты ИХА c набором «ИХА-КОВИГРИПП» 
смоделированы различные варианты биологических 
проб (на основе образов слюны), содержавших и не со-
державших один из определяемых антигенов (вируса 
SARS-CoV-2 или вирусов гриппа типов А и В) и до-
полнительно содержавших цельную кровь или муцин 
(n=3) противовирусные препараты (n=9), антибиоти-
ки (n=18) или стероидные гормоны (n=9), назальные 
спреи, мази и муколитики (n=12), анестетики, антипи-
ретики и анальгетики (n=5), витамины (n=4), прочие 
(n=1); всего смоделировано 244 опытных образца (4 ва-
рианта по содержанию одного антигена вирусов или их 
отсутствию х 61 испытанное лекарственное средство).

Определение вероятной перекрёстной антигенной 
реактивности и выявление возможности регистрации 
ложных результатов в ИХА с набором «ИХА-КОВИ-
ГРИПП» проведены исследования с 55 клиническими 
образцами слюны, в которую в условиях лаборатории 
внесены образцы сопутствующей микрофлоры, наибо-
лее часто циркулирующей в человеческой популяции, 
в препаративных количествах, позволяющих выявлять 
эти микроорганизмы лабораторными методами (в ИФА 
или ПЦР).

Для проведения внутренних доклинических испы-
таний в стандартных производственных условиях по 
разработанному ТУ 21.20.23-368-70423725-2024 вы-
пущены 6 опытных серий разработанного набора ре-
агентов «ИХА-КОВИГРИПП»: серии 1, 2, 3 со сроком 
годности до 01.04.27 г., серии 4, 5, 6 со сроком годности 
до 10.06.26 года.

В качестве набора сравнения при оценке показате-
лей диагностической информативности нового набора 
приобретён у производителя «Экспресс-тест для каче-
ственного иммунохроматографического определения 
антигенов коронавируса SARS-CoV-2 и вируса гриппа 
А/В в биологическом материале «COVINFLUENZA-
ИМБИАН-ИХА» по ТУ 21.20.23-064-39271034-2023, 
Россия (зарегистрированный в Федеральной служ-
бе по надзору в сфере здравоохранения - РУ № РЗН 
2024/22600 от 08.05.2024), серия 231111 со сроком год-
ности до 24.05.2027 г.

Рис. 2. Структура разработанной композитной ИХ тест-полоски набора реагентов по одновременному качественному определению антигенов SARS-
CoV-2 и вирусов гриппа А и В.
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В качестве референтных тест-систем для верифика-
ции результатов ИХА и решения спорных результатов 
исследований использованы результаты ПЦР-РВ по де-
текции РНК изучаемых вирусов:

«Набор реагентов «КовидЭк Директ» для выявле-
ния РНК вируса SARS-CoV-2 в клиническом материале 
методом ОТ-ПЦР в режиме реального времени», РУ № 
РЗН 2022/17966 от 12.08.2022 (АО «Эколаб», Россия), 
серия 1025, срок годности до 24.12.2024;

«Набор реагентов для выявления РНК вирусов грип-
па A и гриппа B методом ОТ-ПЦР в режиме реального 
времени «ГриппКомплекс A/B», РУ № РЗН 2023/19809 
от 15 марта 2023 (ООО «НПО ДНК-Технология ТС», 
Россия), серия 823, срок годности до 12.01.2025.

Все оперативные манипуляции, связанные с забо-
ром образцов биологического материала от пациента, 
их подготовкой и процедурой лабораторного исследо-
вания, выполняли с точным соблюдением предписа-
ний, содержащихся в прилагаемых к наборам и прибо-
рам инструкциях по применению.

Результаты и обсуждение. Опираясь на имею-
щийся производственный опыт разработки сложных 
многопараметрических ИХ тест-полосок [7, 10] ре-
шено использовать формат размещения всех тестовых 
линий на одной удлинённой композитной мембране в 
следующем порядке: для определения антигена SARS-
CoV-2 (Т), для вируса гриппа А (А) и для вируса гриппа 
В (В), а также зоны общего контроля (С) (рис. 2).

Разработанный композитный ИХ стрип после ма-
стершита вкладывали в индивидуальную пластиковую 
кассету (контейнер из пластика размером 70х20 мм) 
с окончатыми отверстиями: круглым - для внесения 
исследуемого образца и прямоугольным - для анали-
тической зоны (маркирована литерами Т, А, В, зоны 
контроля, С - Control)). Собранная пластиковая тест-
кассета является неразборной, тестовые и контрольные 
линии на мембране визуально не определяются (рис. 
3). Каждую кассету вместе с пакетиком силикагеля по-
мещали в индивидуальную упаковку из фольги алюми-
ниевой 120х70 мм (ООО «ПКФ Современные техноло-
гии», Россия).

Рис. 3. Внешний вид и маркировка на ИХ тест-
кассете для нового набора реагентов по одновре-
менному качественному определению антигенов 
SARS-CoV-2 и вирусов гриппа А и В. 

Для обеспечения процедур внутреннего контроля 
на этапах производства ИХА набора реагентов, полу-
чившего наименование «ИХА-КОВИГРИПП» по ТУ 
21.20.23-379-70423725-2024), осуществлена разработ-
ка панели стандартных образцов предприятия (СОП-
379), содержащих и не содержащих изучаемые ана-

литы (антигены SARS-CoV-2, вируса гриппа А и В) в 
разных концентрациях:

- образец № 1 содержит антиген коронавируса 
SARS-CoV-2 в концентрации 20 пг/мл;

- образец № 2 содержит антиген коронавируса 
SARS-CoV-2 в концентрации 10 пг/мл;

- образец № 3 содержит антиген коронавируса 
SARS-CoV-2 в концентрации 5 пг/мл;

- образец № 4 содержит антиген коронавируса 
SARS-CoV-2 в концентрации 2,5 пг/мл;

- образец № 5 содержит антиген коронавируса 
SARS-CoV-2 в концентрации 1 пг/мл;

- образец № 6 содержит антиген коронавируса 
SARS-CoV-2 в концентрации 5 мкг/мл;

образец № 7 содержит антиген вируса гриппа А в 
ко- нцентрации 1 нг/мл;

- образец № 8 содержит антиген вируса гриппа А в 
концентрации 0,3 нг/мл;

- образец № 9 содержит антиген вируса гриппа А в 
концентрации 0,1 нг/мл;

- образец № 10 содержит антиген вируса гриппа А в 
концентрации 0,3 мг/мл;

- образец № 11 содержит антиген вируса гриппа B в 
концентрации 1 нг/мл;

- образец № 12 содержит антиген вируса гриппа В в 
концентрации 0,3 нг/мл;

- образец № 13 содержит антиген вируса гриппа В в 
концентрации 0,1 нг/мл;

- образец № 14 содержит антиген вируса гриппа В в 
концентрации 0,3 мг/мл;

- образцы № 15-17 не содержат антигены коронави-
руса SARS-CoV-2, вирусов гриппа А и гриппа В.

Учитывая высокую вариабельность циркулирую-
щих в популяции мутантных штаммов SARS-CoV-2, 
подготовлена «Панель мутантных штаммов «SARS-
CoV-2 антиген», содержащая рекомбинантные антиге-
ны коронавируса различных модификаций:

- образцы № 1 и № 2 содержат нуклеокапсидный 
антиген вируса SARS-CoV-2 штамма Альфа (В.1.1.7);

- образцы № 3 и № 4 содержат нуклеокапсидный 
антиген вируса SARS-CoV-2 штамма Бета (В.1.351);

- образцы № 5 и № 6 содержат нуклеокапсидный 
антиген вируса SARS-CoV-2 штамма Гамма (линия 
PANGO Р.1);

- образцы № 7 и № 8 содержат рекомбинантный 
спайк антиген вируса SARS-CoV-2 штамма Дельта 
(В.1.617.2);

- образцы № 9 и № 10 содержат нуклеокапсидный 
антиген вируса SARS-CoV-2 штамма Омикрон (В. 
1.1.529);

- образцы № 11 и № 12 содержат рекомбинантный 
спайк антиген вируса SARS-CoV-2 штамма Стелс-
Омикрон (ВА.2);

- образцы № 13 и № 14 содержат рекомбинантный 
спайк антиген вируса SARS-CoV-2 штамма Эпсилон 
(В.1.427, В. 1.429);

- образцы № 15 и № 16 содержат рекомбинант-
ный спайк антиген вируса SARS-CoV-2 штамма Эта 
(В.1.525).

Наличие подобной панели позволяет контролиро-
вать производственный продукт и с высокой степенью 
уверенности гарантировать качество результатов лабо-
раторных исследований.
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Лабораторные испытания опытно-производствен-
ный серий набора реагентов, «ИХА-КОВИГРИПП», 
проведённые со всеми образцами СОП-379 и образца-
ми «Панели мутантных штаммов «SARS-CoV-2 анти-
ген», позволили подготовить необходимые норматив-
ные технические документы: технические условия ТУ 
21.20.23-379-60423725-2024 и инструкцию по приме-
нению набора.

Оценка сроков сохранения специфической активно-
сти всех компонентов опытно-производственных серий 
наборов в условиях их хранения при контролируемой 
повышенной температуре (искусственное моделиро-
вание условий старения) позволила установить гаран-
тируемый срок годности набора, который составил 37 
мес. (при хранении медицинского изделия при реко-
мендуемой температуре от -30 до +30° С).

Принцип действия теста. В основе работы набо-
ра реагентов применяется метод качественного ИХА. 
При наличии в исследуемом образце хотя бы одного из 
определяемых веществ (антигена вируса SARS-CoV-2 
или антигенов вируса гриппа А и В) в области внесе-
ния исследуемой пробы происходит их взаимодействие 
со специфичным конъюгатом (представляющим собой 
антитела к нуклеокапсидному антигену SARS-CoV-2, 
антитела к антигенам вируса гриппа А (подтипы Н1N1 и 
H3N2) или В соответственно), меченные частицами ин-
дикатора (наночастицы коллоидного золота). При этом 
формируются иммунные комплексы «антиген-антите-
ло конъюгата», которые мигрирует с током жидкости 
вдоль тест-полоски. В тестовой зоне происходит вза-
имодействие образовавшихся иммунных комплексов с 
соответствующими им по специфичности антителами 
иммобилизованными на мембране (к антигену вируса 
SARS-CoV-2 – в тестовой зоне Т или к вируса гриппа 
А – тестовая зона А или вируса гриппа В – зона В) с 
образованием окрашенного комплекса «антитело под-
ложки-антиген-антитело конъюгата». Появление цвет-
ной линии в тестовой зоне указывает на положитель-
ный результат (выявление в пробе соответствующего 
аналита), а её отсутствие - на отрицательный (отсут-
ствие в пробе этого аналита). Не вступивший во взаи-
модействие конъюгат соединяется с антивидовыми ан-
тителами в области контрольной зоны (С) с образова-
нием окрашенного иммунного комплекса; эта цветная 
контрольная линия формируется всегда, независимо 
от наличия антигенов исследуемых вирусов в образце 
(свидетельство работоспособности теста и соблюдения 
условий проведения исследования).

Подготовительные процедуры и порядок исследо-
вания.

Исследуемые образцы. Для определения вирусов 
с помощью разработанного набора используются маз-
ки, полученные из носоглотки, ротоглотки пациента и 
слюна. Протоколы взятия, транспортировки, хранения 
исследуемого материала регламентируются в соответ-
ствии с МУ1. Образцы биологического материала сле-
дует брать до еды или через 2-3 часа после приёма пи-
щи. Для взятия каждого мазка используют отдельный 
стерильный зонд-тампон и пробирку для экстракции 
(входят в комплектацию набора). Буферный раствор со-
держит натрия азид в безопасной концентрации.
1МУ 4.2.2039-05. «Методы контроля. Биологические и микробиоло-
гические факторы. Техника сбора и транспортировки биоматериала в 
микробиологические лаборатории»

При работе с набором следует надевать одноразовые 
резиновые или пластиковые перчатки. Все образцы, со-
бранные для лабораторных исследований, должны рас-
сматриваться как потенциально инфицированные, и 
медицинский персонал, собирающий или перевозящий 
их, должен строго соблюдать требования биологиче-
ской безопасности как при работе с микроорганизмами 
II группы патогенности.

Если мазок не используют в день взятия, то реко-
мендуется хранить его при температуре  +2 - +8 оС не 
более 2 суток или при температуре  -20 оС не более 2 
месяцев.

Рекомендуемый способ получения назофарингеаль-
ных мазков  представлен на рис. 4.

Введите тампон по на-
ружной стенке ноздри парал-
лельно нёбу (не вверх), пока 
не почувствуете сопротивле-
ние или на расстояние равное 
расстоянию от уха до ноздри 
пациента; мягкими движения-
ми пальцев несколько раз по-
верните тампон вокруг своей 
оси. Образцы можно собирать 
с обеих сторон одним и тем же 
тампоном, но не обязательно, 
если тампон пропитан выделе-
ниями из первого сбора.

Рекомендуемый способ по-
лучения орофарингеальных 
мазков представлен на рис. 5.

Пациенту после поло-
скания рта тёплой кипячен-
ной водой аккуратно введите 
тампон-зонд между дужками 
миндалин и язычком. Движе-
нием тампона вперед и назад 
соберите материал с задней 
поверхности глотки, минда-
лин и участков воспаления или 
изъязвления на слизистой обо-
лочке. При взятии пробы не 
следует касаться щёк, языка, 
дёсен, а также собирать слюну.

Рекомендуемый способ по-
лучения образца слюны пред-
ставлен на рис. 6.

Введите тампон-зонд в ро-
товую полость на глубину 2-3 
см и вращательным движени-
ем соберите мазок с внутрен-
ней стороны щёк, под языком, 
затем обильно пропитайте 
слюной тампон-зонд в течение 
2 минут.

Рис. 4. Взятие мазка из но-
соглотки.

Рис. 6. Взятие образца слю-
ны.

Рис. 5. Взятие мазка из рото-
глотки.

Подготовка образцов. Тампон с биологическим ма-
териалом поместите в микропробирку с буферным рас-
твором. Тщательно смойте образец с тампона путём его 
вращения зонда круговыми движениями в содержимом 
пробирки (не менее 10 раз). Выдержите тампон в про-
бирке в течение 1 минуты, приподнимите и отожми-
те его о внутренние стенки пробирки. Утилизируйте 
тампон. Закройте пробирку колпачком-капельницей и 
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перемешайте содержимое пробирки вращательными 
движениями . Использование зондов, не поставляемых 
в наборе, может повлиять на качество отбора пробы и 
результат анализа .

Проведение исследования:
Перед использованием все компоненты набора и ис-

следуемые образцы доводят до комнатной температу-
ры от 18 до 25 °C (пакет с тест-кассетой выдерживают 
при указанной температуре до вскрытия!) . Все реаген-
ты готовы к применению .

Тест-кассету извлекают из индивидуальной упа-
ковки, не касаясь круглого окна  для внесения образца; 
маркируют тест-кассету фамилией или кодовым номе-
ром пациента и кладут её на ровную горизонтальную 

поверхность .
Из пробирки с ранее подготовленной пробой после-

довательно вносят по 3 капли (100 мкл) в отверстие для 
внесения образца на тест-кассете . Для каждого образца 
используют отдельную тест-кассету .

Запускают таймер .
Результат реакции оценивают визуально через 1-7 

минут . Не следует учитывать и интерпретировать ре-
зультаты позднее 20 минут после внесения пробы .

Учёт и интерпретация результатов. Интенсив-
ность окраски линий зависит от концентрации опре-
деляемых антигенов в исследуемом образце; при этом 
учёту подлежат розовые и красные линии . Интерпре-
тацию результата осуществляют по критериям табл . 1 .

Т а б л и ц а  1
Критерии учета и интерпретации результатов ИХА

 Результат исследования
Положительный Отрицательный Недействительный

Проявляются две или более чёткие красные или розовые линии (одна из них 
должна находиться в контрольной зоне C, другая (другие) - в тестовой):

- окрашивание в зоне  В - выявлены антигены вируса гриппа В;
- в зоне А - выявлены антигены вируса гриппа А;

- в зоне Т - выявлены антигены SARS-CoV-2 .
При микст-инфекциях окрашиваются нескольких тестовых зон

В контрольной зоне C 
проявляется красная линия, 
в тестовых зонах (В, А, Т) 

окрашивания не происходит

В контрольной зоне С не 
появляется окрашенной линии 
независимо от наличия линий в 

тестовых зонах (В, А, Т) 

В случае получения недействительного результа-
та исследование следует повторить с использованием 
другой тест-кассеты набора .

Результаты внутренних доклинических испыта-
ний разработанного набора.

Определение аналитических характеристик на-
бора. В серии лабораторных исследований образцов 
из состава СОП-379, «Панели мутантных штаммов 
«SARS-CoV-2 антиген» и образцов, приготовленных 
на основе международных стандартов, проведенных с 
шестью опытно-производственными сериями набора 
человека «ИХА-КОВИГРИПП» по ТУ 21 .20 .23-379-
70423725-2024» установлены аналитические характе-
ристики разработанного набора:

- клиническая чувствительность (по СОП-379) 
- процентное содержание положительных образцов, 
определенных набором как положительные - 100%;

-- клиническая специфичность (по СОП-379) 
- процентное содержание отрицательных образцов, 
определённых набором как отрицательные - 100%;

- клиническая чувствительность выявления 
штаммов SARS-CoV-2 (по панели мутантных штам-
мов «SARS-CoV-2») - 100%;

- аналитическая чувствительность выявления 
антигена SARS-CoV-2 - 5 пг/мл (образец № 3 из со-
става СОП-379;

- аналитическая чувствительность выявления 

антигена SARS-CoV-2 - 0,1 МЕ/мл (при использовании
«1st WHO International Standard for SARS-CoV-2 antigen 
NIBSC code: 21/368»);

- аналитическая чувствительность выявления 
антигена SARS-CoV-2 - 100 ТСID50/мл (при исполь-
зовании «SARS-CoV-2 infectious virus (В .1 .1 .7 . lineage) 
NIBSC code: 101019»;

- аналитическая чувствительность выявления 
антигена SARS-CoV-2 - 300 БОЕ/мл (при использова-
нии «HEK293T-ACE2-TMPRSS2 NIBSC code: 101008»;

- аналитическая чувствительность выявления 
вируса гриппа типа А - 0,3 нг/мл (образец № 8 из со-
става СОП-379 «КовиГрипп А/В-Ag»);

- аналитическая чувствительность выявле-
ния антигена  вируса гриппа типа А – 1000 ед ./мл (по 
«Working Standard Winter respiratory panel: Infl uenza A 
HlNl NIBSC code 20/180»);

- аналитическая чувствительность выявле-
ния антигена вируса гриппа типа А – 1000 ед ./мл (пo 
«Working Standard Winter respiratory panel: Infl uenza A 
H3N2 NIBSC code 20/182»);

- аналитическая чувствительность выявления 
вируса гриппа типа В - 0,3 нг/мл (образец № 12 из со-
става СОП-379 «КовиГрипп А/В-Ag»);

- аналитическая чувствительность выявле-
ния антигена вируса гриппа типа В – 1000 ед ./мл (по 
«Working Standard Winter respiratory panel: Infl uenza В 
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Т а б л и ц а  2
Результаты клинических испытаний по определению антигенов коронавируса SARS-CoV- 2 и вирусов гриппа А/В методом  

иммунохроматографии с разработанным набором «ИХА-КОВИГРИПП» (серии 1-6) и набором сравнения «COVINFLU ENZA-
ИМБИАН-ИХА» (серия 231111) и верифицирующего определения РНК вируса SARS-CoV-2 с набором реагентов «КовидЭк Директ» 
методом ОТ-ПЦР в режиме реального времени» (серия 1025) и вирусов гриппа А и В методом ОТ-ПЦР в режиме реального времени  

с набором реагентов «ГриппКомплекс A/B»» (серия 823)

Исследованные 
образцы 

биологического 
материала

n

Результаты исследований с наборами реагентов (n)

«ИХА-КОВИГРИПП» «COVINFLU 
ENZA-

ИМБИАН-
ИХА»

серия 231111

«КовидЭк 
Директ», 

серия 
1025

«Грипп-
Комплекс 

A/B» 
серия 823серия 01 серия 02 серия 03 серия 04 серия 05 серия 06

пол. отр. пол. отр. пол. отр. пол. отр. пол. отр. пол. отр. пол. отр. пол. отр. пол. отр.

Мазки из 
носоглотки, 
содержащие 

антигены SARS-
CoV-2

25 25 0 25 0 25 0 25 0 25. 0 25 0 25 0 25 0 25 0

Мазки из 
носоглотки, 
содержащие 

антигены вируса 
гриппа А

25 25 0 25 0 25 0 25 0 25. 0 25 0 25 0 25 0 25 0

Мазки из 
носоглотки, 
содержащие 

антигены гриппа 
В

25 25 0 25 0 25 0 25 0 25. 0 25 0 25 0 25 0 25 0

Мазки из 
носоглотки, не 

содержащие 
антигены SARS-
CoV-2 и вирусов 

гриппа А\В

25 0 25 0 25 0 25 0 25. 0 25 0 25 0 25 0 25 0 25

Мазки из 
ротоглотки, 
содержащие 

антигены SARS-
CoV-2

25 25 0 25 0 25 0 25 0 25. 0 25 0 25 0 25 0 25 0

Мазки из 
ротоглотки, 
содержащие 

антигены вируса 
гриппа А

25 25 0 25 0 25 0 25 0 25. 0 25 0 25 0 25 0 25 0

Мазки из 
ротоглотки, 
содержащие 

антигены гриппа 
В

25 25 0 25 0 25 0 25 0 25. 0 25 0 25 0 25 0 25 0

Мазки из 
ротоглотки, не 
содержащие 

антигены SARS-
CoV-2 и вирусов 

гриппа А\В

25 0 25 0 25 0 25 0 25. 0 25 0 25 0 25 0 25 0 25

Образцы слюны, 
содержащие 

антигены SARS-
CoV-2

25 25 0 25 0 25 0 25 0 25. 0 25 0 25 0 25 0 25 0

Образцы слюны, 
содержащие 

антигены вируса 
гриппа А

25 25 0 25 0 25 0 25 0 25. 0 25 0 25 0 25 0 25 0

Образцы слюны, 
содержащие 

антигены гриппа 
В

25 25 0 25 0 25 0 25 0 25. 0 25 0 25 0 25 0 25 0

Образцы слюны, 
не содержащие 

антигены SARS-
CoV-2 и вирусов 

гриппа А\В

25 0 25 0 25 0 25 0 25. 0 25 0 25 0 25 0 25 0 25

Всего 300 225 75 225 75 225 75 225 75 225 75 225 75 225 75 225 75 225 75

Примечание.  n - количество образцов; пол. – положительный результат; отр. – отрицательный результат. 
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NIBSC code 20/184»).
Хук-эффект (эффект воздействия избыточного ко-

личества антигена, когда как захватывающие, так и 
детектирующие антитела насыщаются высокой кон-
центрацией, что приводит к ложноотрицательному 
результату) отсутствует при концентрациях антиге-
на SARS-CoV-2 до 5 мкг/мл (образец № 6 в панели 
СОП-379) и до 20 тыс МЕ/мл (по образцу NIBSC code: 
21/368), при концентрациях антигена вируса гриппа ти-
па А - до 0,3 мг/мл (образец № 10 в панели СОП-379) 
и до 1000000 ед./мл (по образцам NIBSC code 20/180 и 
NIBSC code 20/182), антигена вируса гриппа типа В - 
до 0,3 мг/мл (образец № 14 в СОП-379) и  1000000 ед./
мл по образцу NIBSC code 20/184).

Время достижения устойчивых результатов иссле-
дования составило 1-7 минут, хроматографическая ско-
рость потока по тест-полоске - не менее 1 мм/сек.

Внутрисерийная и межсерийная повторяемость ре-
зультатов (воспроизводимость) - 100%

Изучение клинической информативности резуль-
татов тестирования. В сравнительных испытаниях 
исследованы по 25 образцов биологического материа-
ла (мазки из носоглотки, ротоглотки, слюна), содержа-
щих антиген коронавируса SARS-CoV-2 или гриппа А 
или гриппа В и не содержащих антигены ни одного из 
изучаемых вирусов; каждый образец тестирован с ис-
пользованием шести опытно-производственных серий 
нового набора реагентов «ИХА-КОВИГРИПП» и набо-
ра реагентов сравнения «COVINFLUENZA-ИМБИАН-
ИХА». Дополнительно все образцы подвергнуты рефе-
ренсному исследованию в полимеразной цепной реак-
ции (ОТ-ПЦР) с целью детекции вирусной РНК.

Результаты ИХ исследований с использованными 
наборами реагентов полностью совпадали: при визу-
альной регистрации получены однозначно положи-
тельные или отрицательные результаты, недействи-
тельных результатов ни в одном случае получено не 
было. Не выявлено межсерийной вариации результатов 
применения нового набора «КОВИГРИПП».

Все продемонстрированные в ИХА данные полно-
стью подтверждены результатами исследования вирус-
ной РНК в ОТ-ПЦР (табл. 2).

Полученные данные позволили определить показа-
тели клинической информативности нового набора (с 
учётом результатов исследования с набором сравнения 
и с исследованиями референсным методом):

-	 клиническая чувствительность (процент поло-
жительных результатов с аттестуемым набором «ИХА-
КОВИГРИПП» по отношению к соответствующему ко-
личеству, полученных с набором реагентов сравнения 
и подтвержденных референс-методом) - 100%;

-	 клиническая специфичность (процент отрица-
тельных результатов с аттестуемым набором «ИХА-
КОВИГРИПП» по отношению к соответствующему ко-
личеству, полученных с набором реагентов сравнения 
и подтвержденных референс-методом) - 100%;

-	 воспроизводимость как положительных, так и 
отрицательных результатов исследований с шестью се-
риями набора оценена в 100%.

Изучение информативности разных видов био-
логического материала. Для изучения сравнительной 
информативности результатов ИХА в зависимости от 
используемых для диагностики видов аналита органи-

зовано одномоментное взятие трёх проб от пациента 
(соскобы из носоглотки, ротоглотки и слюны). Ком-
плекты из трёх проб представлены от больных с кли-
ническим лабораторным подтверждением в отношении 
инфекции SARS-CoV-2 (n=25), гриппа А (n=25) или В 
(n=25) (положительные результаты в ОТ-ПЦР) и от ус-
ловно здоровых людей без COVID-19, гриппа А/В в 
анамнезе (n=25) (отрицательные результаты ОТ-ПЦР); 
всего получено 100 комплектов образцов каждого кли-
нического варианта (n=25х4) или 300 клинических об-
разцов для исследования (n=100х3).

Лабораторное исследование 300 образцов выпол-
нено с каждой из шести опытно-производственных 
серий набора «ИХА-КОВИГРИПП» и набором реаген-
тов сравнения «COVINFLUENZA-ИМБИАН-ИХА». 
Всего получено 2100 результатов. Анализ полученных 
данных позволил установить полное соответствие ре-
зультатов, полученных с разными наборами и сериями 
реагентов, и видами аналита, что позволило высоко 
оценить клиническую специфичность и чувствитель-
ность исследований с новым ИХ набором, воспроизво-
димость результатов теста с разными сериями реаген-
тов. Показана эквивалентность результатов, получен-
ных при исследовании образцов, взятых со слизистой 
оболочки из разных локусов: носо-, ротоглотки или 
слюны.

Изучение потенциального интерферирующего 
воздействия. В серии из 3172 исследований (244 об-
разцов исследованы с набором реагентов сравнения 
«COVINFLUENZA-ИМБИАН-ИХА» до внесения ин-
терферентов и с шестью сериями набора «ИХА-КОВИ-
ГРИПП» как до, так и после внесения интерферентов) 
установлено полное отсутствие интерферирующего 
влияния на результаты ИХА исследований с набором 
«ИХА-КОВИГРИПП» разнообразных эндогенных фак-
торов и лекарственных средств (n=61) в представленной 
концентрации (табл. 3). Не получено расхождений в ре-
зультатах исследования с изучаемым набором и набором 
сравнения, а также межсерийных вариаций результатов.

Изучение перекрёстного реагирования. В рамках 
внутренних доклинических испытаний изучаемого 
набора реагентов «ИХА-КОВИГРИПП» определено 
возможное перекрёстное воздействие на процесс ис-
следования антигенных эпитопов ряда микроорганиз-
мов, поражающих или колонизирующих носоглотку 
и ротоглотку человека. Не определено такого влияния 
с образцами, содержащими вирусы, бактерии, грибы: 
эндемические коронавирусы человека (HKU1, OC43, 
NL63, 229E, SARS-CoV, MERS-CoV (Florida/USA Saudi 
Arabia 2014), аденовирус (типы 1-5, 7, 8, 11, 18, 21, 23, 
55, В, С, Е), бокавирус, ВГА, ВГС, HBsAg, вирус Кок-
саки (типы В2, ВЗ, В4, В5), вирус краснухи, норовирус, 
ревматоидный фактор, ротавирус, эховирус, вирус па-
рагриппа 1-4 типа, метапневмовирус человека, энте-
ровирусы 68-71, RS-вирус (А и В), риновирус, вирус 
эпидемического паротита, кори, герпесвирусы (ветря-
ной оспы, Эпштейна-Барра, цитомегаловирус, HHV-6), 
Bordetella pertussis, Mycoplasma pneumoniae (Mutant 
22, FH strain of Eaton Agent (NCTC 101191), Chlamydia 
pneumoniae, Streptococcus pneumoniae, Mycobactérium 
tuberculosis, Staphylococcus aureus, Streptococcus aga-
lactiae, Streptococcus pyogenes (Typing strain T1 [NCIB 
11841] SF 1301), Haemophilus influenza (серотипы A, 
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В, С, D, E, F), Moraxella catarrhalis, Pseudomonas ae-
ruginosa, Klebsiella pneumoniae, Legionella pneumophila 
(Bloomington-2, Los Angeles-1,82A3 105), Acinetobacter 
baumanii, Acinetobacter calcoaceticus, Candida albicans, 
Aspergillus niger, Corynebacterium Diphtheriae, Е. соli, 
Fusobacterium necrophorum, Haemophilus parahaemo-
lyticus, Mycobacterium tuberculosis (K, Erdman, HN878, 
CDC155UH37RV), Neisseria spp. (Neisseria lactamica), 
Proteus mirabilis, Proteus vulgaris, Staphylococcus epi-
dermidis, Staphylococcus haemolyticus, Staphylococcus 

saprophyticus, Streptococcus pneumonia, Streptococcus 
salivarius, Toxoplasma gondii. 

Заключение. На предприятии АО «ЭКОлаб» (г. 
Электрогорск Московской обл.) при выполнении 
плана научных исследований и в целях обеспечения 
учреждений здравоохранения России доступными 
диагностическими медицинскими изделиями для ока-
зания медицинской помощи населению разработан 
новый отечественный набор реагентов «ИХА-КОВИ-
ГРИПП» Тест-система иммунохроматографическая 
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Т а б л и ц а  3
Эндогенные и экзогенные вещества, в отношении которых не установлено интерферирующего влияния в указанных  

дозах на результаты ИХА при индикации антигенов коронавируса SARS-CoV-2 и вирусов гриппа А и В с набором  
«ИХА-КОВИГРИПП»

Эндогенные интерферирующие вещества
Муцин в концентрации до 5% Образцы, полученные от беременных - 100%
Цельная кровь в концентрации до 5%

Экзогенные интерферирующие вещества
Противовирусные препараты

Альфа-интерферон 40 мг/мл Занамивир 282 нг/мл
Рибавирин 30 мг/мл Осельтамивир 30 мг/мл
Перамивир 2 мг/мл Лопинавир 40 мг/мл
Ритонавир 30 мг/мл Арбидола гидрохлорида моногидрат 30 мг/мл
Перамивир 40,0 мг/л

Антибактериальные препараты
Меропенем 30 мг/мл Цефтриаксон 40 мг/мл
Левофлоксацин 40 мг/мл Налидиксовая кислота 3 мг/мл
Азитромицин 3 мг/мл Ванкомицина гидрохлорид 1 мг/мл
Метронидазол (таблетки) 1 мг/мл Тобрамицин 24 мг/мл
Цефрадин 50 мг/мл Цефалексин 10мг/мл
Ампициллин 152,0 мкмоль/л Амоксициллин (капсулы) 1 мг/мл
Бензилпенициллин 3,0 мг/мл Гваякол глицериновый эфир 20,0 мг/мл
Мупироцин 12,0 мг/мл Стрептомицин 3,0 мг/мл
Доксициклина гиклат 67,5 мкмоль/л Тетрациклин 3,0 мг/мл

Стероидные препараты
Дексаметазона ацетат 0,8 мг/мл Триамцинолон 1,5 мг/мл
Будесонид 200 мкг/мл Флунизолид 6,8 нг/мл
Мометазон 2 мг/мл Гидрокортизон 1 мг/мл
Флутиказон 2,5 нг/мл Дифенгидрамин 5,0 мг/мл
Мометазон 1,28 нг/мл

Назальные спреи, мази, муколитики
Беклометазон 4,79 мг/мл Натрия хлорид с консервантами 4,44 мг/мл
Оксиметазолин 10 мг/мл Фенилэфрина гидрохлорид 0,002мг/мл
Бромгексина гидрохлорид 0,016 мг/мл Амброксола гидрохлорид 0,003 мг/мл
Гистамина гидрохлорид 30,0 мг/л Декстрометорфан 20,0 мг/мл
Ксилометазолин 10,0 мг/мл Фенилэфрин 100,0 мг/мл
Хлорфенирамина Малеат 5,0 мг/мл Эфедрина гидрохлорид 20,0 мг/мл

Анестетики, анальгетики, антипиретики Витамины
Бензокаин 1 мг/мл анестетик Витамин B12, гранулы 1 мг/мл
Ацетаминофен 10 мг/мл Пантотеновая кислота 0,3 мг/мл
Ацетилсалициловая кислота 20 мг/мл Аскорбиновая кислота 0,3 мг/мл
Ибупрофен 0,04 мг/мл Пиридоксина гидрохлорид 0,3 мг/мл
Парацетамол 0,065 мг/мл

Прочие
Фенилпропаноламин 20,0 мг/мл
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для качественного определения антигена коронавируса 
SARS-CoV-2 и антигенов вирусов гриппа А и В в био-
логическом материале человека» по ТУ 21.20.23-379-
70423725-2024».

Проведенными внутренними доклиническими ис-
пытаниями с новым ИХ набором реагентов «ИХА-
КОВИГРИПП» при исследовании 300 клинических 
образцов (в том числе 225 - содержащих антиген коро-
навируса SARS-CoV-2 или вирусов гриппа А и В в био-
логическом материале человека (мазки из носоглотки, 
ротоглотки и слюне), и 75 аналогичных образцов, не 
содержащих ни один изучаемый вирус), показано пол-
ное совпадение результатов исследования с реагента-
ми шести производственных серий изучаемого набора, 
набора реагентов сравнения и в референс-методе, что 
позволило высоко оценить клиническую чувствитель-
ность, специфичность и воспроизводимость результа-
тов с новым разработанным медицинским изделием. 
Установленные показатели аналогичны тест-системе 
сравнения.

Аттестована аналитическая чувствительность нового 
набора «ИХА-КОВИГРИПП» в отношении стандарт-
ных образцов предприятия (СОП-379) и международ-
ных вируссодержащих стандартов.

Изучение разных видов биологического материала 
(мазки из носо-, ротоглотки, слюна), одномоментно по-
лученные от пациентов с разными клиническими фор-
мами инфекции и без неё, продемонстрировало пол-
ную эквивалентность результатов исследования в ИХА 
с новым набором.

Изучены разнообразные факторы и лекарственные 
средства (n=61), которые могут присутствовать в ис-
следуемой пробе у пациентов с подозрением на ОР-
ВИ, не установлено их интерферирующего влияния в 
изученных концентрациях, на положительные и отри-
цательные результаты в ИХА с набором «ИХА-КОВИ-
ГРИПП».

Не выявлено и перекрёстного реагирования с ми-
крофлорой (n=55), способной колонизировать или по-
ражать носоглотку, ротоглотку, полость рта человека 
при ОРВИ.

Полученные в доклинических испытаниях данные 
позволили в установленном законом порядке начать 
процедуру государственной регистрации в Российской 
Федерации Набора реагентов «Тест-система иммунох-
роматографическая для качественного определения 
антигена коронавируса SARS-CoV-2 и антигенов виру-
сов гриппа А и В в мазках из биологического материа-
ла человека «ИХА-КОВИГРИПП» по ТУ 21.20.23-379-
70423725-2024».
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АНАЛИЗ ЛАБОРАТОРНОЙ ДИАГНОСТИКИ КОКЛЮШНОЙ ИНФЕКЦИИ В РОССИИ В 2023 
ГОДУ
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В 2023 году в Российской Федерации регистрируется резкий подъём заболеваемости коклюшем и увеличение количества 
обследованных лиц. При обследовании на коклюш регламентировано применение трёх методов исследования: культурально-
го, молекулярно-генетического (ПЦР-диагностика), серологического, использование которых определяется сроком развития 
заболевания. 
Цель: анализ состояния лабораторной диагностики коклюша на территории России в динамике развития эпидемического 
процесса с учётом осложнившейся эпидемиологической обстановки по коклюшной инфекции в 2023 году. 
Материал и методы. Оценка лабораторной диагностики коклюша в РФ в 2018-2023 гг. проведена на основании анали-
тических данных, присланных в Референс-центр по мониторингу за коклюшем и дифтерией ФБУН МНИИЭМ им. Г. Н. 
Габричевского Роспотребнадзора из субъектов РФ. Анализ эффективности ПЦР-тест-систем проведён на 111 клинических 
образцах, поступивших в Референс-центр из субъектов РФ и с использованием трёх наборов реагентов: «АмплиСенс Borde-
tella multi-FL» (ФБУН ЦНИИЭ Роспотребнадзора, Россия); «РеалБест ДНК Bordetella species/ Bordetella pertussis/ Bordetella 
bronchiseptica» (Вектор Бест, Россия); «АмплиПрайм Bordetella» (ООО «НекстБио», Россия). 
Результаты и обсуждение. Анализ состояния лабораторной диагностики коклюша показал, что за период 2018-2023 гг. на 
территории России проведено 487345 исследований на коклюш, из них большинство исследований проведено в 2023 году. В 
структуре используемых методов в 2023 г. превалировала ПЦР-диагностика (59% случаев). Лабораторное подтверждение 
диагноза коклюш в 2023 г. получено в 95,4% случаев и в большинстве случаев (61% случаев) с помощью ПЦР-диагностики. 
Этиологическая структура возбудителей коклюша в 2023 г.: Bordetella pertussis - 91,65%, Bordetella holmesii - 5%, Bordetella 
parapertussis - 2,5%, Bordetella bronchiseptica - 0,85%. Заключение. В 2023 г. показано интенсивное использование ПЦР-
диагностики при обследовании с подозрением на коклюш с применением отечественных ПЦР-тест-систем, активное об-
следование очагов коклюшной инфекции и недостаточное применение ИФА-диагностики. На основании полученных данных 
внесены изменения в СанПин в части обследования в очагах инфекции с использованием различных методов диагностики.
Ключевые слова: коклюш; лабораторная диагностика; бактериологическая диагностика; ПЦР-диагностика; серологиче-
ская диагностика; иммуноферментный анализ
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ANALYSIS OF LABORATORY DIAGNOSTICS OF PERTUSSIS INFECTION IN RUSSIA IN 2023

1G. N. Gabrichevsky Research Institute for Epidemiology and Microbiology, 125212, Moscow, Russia;

2Pirogov Russian National Research Medical University, 117997, Moscow, Russia;

3Federal Research and Clinical Center of Specialized Medical Care and Medical Technologies FMBA of Russia, Moscow, Russian 
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In 2023, a sharp rise in the incidence of pertussis and an increase in the number of examined persons are recorded in the Russian 
Federation. When examining for pertussis, the use of three research methods is regulated – bacteriological, molecular genetic (PCR 
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diagnostics) and serological, the use of which is determined by the period of development of the disease. Purpose: analysis of the state 
of laboratory diagnostics of pertussis in Russia in the dynamics of the development of the epidemic process, taking into account the 
complicated epidemiological situation for pertussis infection in 2023. 
Material and methods. Assessment of laboratory diagnostics of pertussis in the Russian Federation in 2018-2023. was carried out 
on the basis of analytical data sent to the Reference Center for Monitoring Pertussis and Diphtheria G. N. Gabrichevsky Research 
Institute of Epidemiology and Microbiology from the constituent entities of the Russian Federation. Analysis of the effectiveness of 
PCR test systems was carried out on 111 clinical samples received at the Reference Center from the constituent entities of the Russian 
Federation and using three sets of reagents: «AmpliSence Bordetella multi-FL» (Central Research Institute of Epidemiology, Russia); 
«RealBest DNA Bordetella species/Bordetella pertussis/Bordetella bronchiseptica» (Vector Best, Russia); «AmpliPrime Bordetella» 
(NecstBio LLC, Russia). 
Results and discussion. An analysis of the state of laboratory diagnostics of pertussis showed that for the period 2018 - 2023. in 
Russia, 487,345 studies for pertussis were carried out, of which most of the studies were carried out in 2023. PCR diagnostics 
prevailed in the structure of the methods used in 2023 (59% of cases). Laboratory confirmation of the diagnosis of pertussis in 2023 
was obtained in 95.4% of cases and in most cases (61% of cases) using PCR diagnostics. Etiological structure of pertussis pathogens 
in 2023: Bordetella pertussis - 91.65%, Bordetella holmesii - 5%, Bordetella parapertussis - 2.5%, Bordetella bronchiseptica - 0.85%.
Conclusion. In 2023, the intensive use of PCR diagnostics for examination with suspected pertussis using domestic PCR test systems, 
active examination of foci of pertussis infection and insufficient use of ELISA diagnostics were shown. Based on the data obtained, 
changes were made to Sanitary and epidemiological rules in terms of examination in the foci of infection using various diagnostic 
methods.
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immunosorbent assay
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Введение. В 2023 г. в Российской Федерации зареги-
стрировано 52 783 случаев коклюша; показатель забо-
леваемости составил 35,98 на 100 тыс. населения, что в 
16,4 раза выше уровня заболеваемости в 2022 году (2,2 
на 100 тыс. населения) и в 7,6 раз выше среднемного-
летнего показателя (4,76 на 100 тыс. населения). В по-
следние годы наблюдается тенденция роста случаев 
коклюшной инфекции, что связано как с накоплением 
неиммунной прослойки населения, так и увеличением 
количества выявленных лиц, заболевших коклюшем, в 
том числе с лёгкими и средней тяжести формами за-
болевания, которые ранее практически не выявлялись. 
В структуре форм клинического течения коклюша пре-
обладали лёгкие формы - 40,6%, что практически в 
два раза больше, чем в год предыдущего циклического 
подъёма (2019 г.) - 29,5%. Доля среднетяжёлых, тяжё-
лых и типичных форм клинического течения состав-
ляла в 2023 году 48,1%, 0,4%, 2,0% соответственно. 
Заболеваемость коклюшем регистрировалась во всех 
субъектах, кроме Ненецкого автономного округа. В 26 
субъектах показатель заболеваемости превышал сред-
нероссийский показатель. Анализ возрастной заболе-

ваемости коклюшем в 2023 году показал, что удельный 
вес детей в возрасте до 14 лет среди всех заболевших 
составляет 82,6% [1].

В 2018-2020 годах для лабораторной диагностики 
коклюша регламентировано использование культу-
рального метода не позднее третьей недели заболе-
вания, ПЦР-диагностики в 1-3 недели заболевания, 
серологического метода (реакция агглютинации (РА), 
реакция пассивной гемагглютинации (РПГА), имму-
ноферментный анализ (ИФА)) не ранее третьей неде-
ли болезни1. С 2021 года регламентировано три метода 
исследования: культуральный, молекулярно-генетиче-
ский (ПЦР-диагностика), но для серологической диа-
гностики применение только ИФА2,3. Культуральный 
метод используется на 1-2 неделе заболевания в период 
1МР 3.1.2.0072 -13 Методические рекомендации «Диагностика ко-
клюша и паракоклюша». Федеральный центр гигиены и эпидеми-
ологии Роспотребнадзора; 2013. (утратили силу).
2СанПин 3.3686-21 «Санитарно-эпидемиологические требо-
вания по профилактике инфекционных болезней». Федераль-
ный центр гигиены и эпидемиологии Роспотребнадзора; 2021. 
3МУК 4.2.3701-21 Методические указания «Лабораторная диагно-
стика коклюша и заболеваний, обусловленных другими бордетел-
лами». Федеральный центр гигиены и эпидемиологии Роспотреб-
надзора; 2021.
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спазматического кашля, ПЦР-диагностика - на 1-4 не-
деле заболевания, ИФА - с 3-й недели заболевания. При 
коклюшной инфекции проводится два вида исследова-
ний: 1) с диагностической целью; 2) по эпидемиологи-
ческим показаниям.

В рамках научных исследований в разные годы про-
водилась оценка эффективности методов микробиоло-
гической диагностики, используемых при обследова-
нии больных с подозрением на коклюш.

Культуральный метод считается «золотым стан-
дартом» в клинической лабораторной диагностике ко-
клюшной инфекции. Однако, культуральное исследо-
вание обладает рядом недостатков: низкой эффектив-
ностью выделения Bordetella pertussis в практических 
условиях, не превышающей 10%-20%, обусловленной 
как биологическими особенностями самого возбудите-
ля, так и недостатками на преаналитическом этапе ис-
следования; само исследование требует продолжитель-
ного времени (от 5 до 8 дней) и высокой квалификации 
лабораторного персонала; B. pertussis биохимически 
малоактивны, поэтому возникают сложности на эта-
пе идентификации микроорганизма при изучении его 
ферментативных свойств [2 -  4].

Эффективность ПЦР-диагностики в практических 
условиях отмечена на уровне 88,0% и показана у паци-
ентов с различными формами клинического течения бо-
лезни независимо от вакцинального статуса и прохожде-
ния ими курса антибактериальной терапии. Применение 
метода ПЦР для идентификации возбудителя коклюша 
эффективно у детей в возрасте до 1 года, у взрослых со 
стёртой клинической картиной, при обследовании оча-
гов с целью установления источника инфекции [5 - 10].

Использование ИФА для выявления антител клас-
са IgA, IgG, IgM в сыворотке крови обследуемых лиц в 
практическом здравоохранении Российской Федерации 
позволяет подтвердить диагноз коклюша при лёгких и 
стёртых формах заболевания, информативно для непри-
витых детей старше 1 года и взрослых. Недостатками 
серологической диагностики является то, что этот метод 
используется в основном ретроспективно (с 3-й недели 
заболевания), существует сложность интерпретации диа-
гноза на основе полученных данных у привитых и детей 
первого года жизни, у которых на рaнних срoках бoлезни 
могут быть получены отрицательные результаты и только 
обследoвание таких детей в динамике (на 4-5-й неделях 
болезни) позволяет подтвердить диагноз [11 - 18].

Цель работы: анализ состояния лабораторной диа-
гностики коклюша на территории России в динамике 
развития эпидемического процесса с учётом осложнив-
шейся эпидемиологической обстановки по коклюшной 
инфекции в 2023 году.

Материал и методы. Согласно Приказу Роспотреб-
надзора от 01.12.2017 г. № 1116 «О совершенствовании 
системы мониторинга, лабораторной диагностики инфек-
ционных и паразитарных болезней и индикации ПБА в 
Российской Федерации», «Положения об эпидемиологи-
ческом мониторинге» от 29.11.2023 № 02/20475-2-23-27 
и функциональным обязанностям, Референс-центром по 
мониторингу за коклюшем и дифтерией ФБУН МНИИ-
ЭМ им. Г. Н. Габричевского Роспотребнадзора проведён 
анализ состояния лабораторной диагностики коклюша на 
территории России в 2018-2023 годах с учётом осложнив-
шейся эпидемиологической обстановки по коклюшной 

инфекции в 2023 году. Референс-центром по мониторин-
гу за коклюшем и дифтерией разработаны анкеты-опрос-
ники, направленные в Управления Роспотребнадзора всех 
субъектов РФ (от 13.02.2024 № 77-52-09/103-2024), и про-
ведён анализ собранных данных. Анализ эффективности 
ПЦР-тест-систем проведён на 111 клинических образцах, 
поступивших в Референс-центр из субъектов РФ (соглас-
но Письма Роспотребнадзора «О направлении штаммов 
в Референс-центр» от 30.01.2023 № 02/1385-2023-27), с 
использованием трёх наборов реагентов: Набор реаген-
тов для выявления и дифференциации ДНК возбудителей 
коклюша (Bordetella pertussis), паракоклюша (Bordetella 
parapertussis) и бронхисептикоза (Bordetella bronchisep-
tica) в биологическом материале методом полимеразной 
цепной реакции (ПЦР) с гибридизационно-флуоресцент-
ной детекцией «АмплиСенс Bordetella multi-FL» (ФБУН 
ЦНИИЭ Роспотребнадзора, Россия); Набор реагентов для 
выявления ДНК Bordetella species с дифференциацией 
видов Bordetella pertussis и Bordetella bronchiseptica ме-
тодом полимеразной цепной реакции в режиме реально-
го времени «РеалБест ДНК Bordetella species/ Bordetella 
pertussis/ Bordetella bronchiseptica» (Вектор Бест, Россия); 
Набор реагентов для выявления и дифференциации ДНК 
Bordetella pertussis, Bordetella parapertussis, Bordetella 
bronchiseptica и Bordetella holmesii методом полимеразной 
цепной реакции с детекцией в режиме реального времени 
«АмплиПрайм Bordetella» (ООО «НекстБио», Россия).

Результаты. Анализ состояния клинической лабо-
раторной диагностики коклюша показал, что за период 
2018-2023 гг. на территории России проведено 487 345 
исследований на коклюш, из них большинство (51,3%) 
проведено в 2023 году (рис. 1).

В динамике использования методов исследова-
ния в 2018-2022 годах превалировала серологическая 
диагностика (38,1%-54,9%), бактериологический ме-
тод использовался в 25,5%-33,8% случаев и ПЦР-
диагностика - в 19,6%-28,6% случаев. С 2022 года 
на территории России интенсивно внедрялась ПЦР-
диагностика и в 2023 году в структуре используемых 
методов при диагностике коклюша стала превалиро-
вать ПЦР-диагностика (59% случаев), бактериологиче-
ский метод применялся в 26,6% случаев и серодиагно-
стика - в 18,5% случаев (см. рис. 1).

С диагностической целью за период 2018-2023 гг. 
проведено 403 377 исследований, из которых большин-
ство (47,4%) проведено в 2023 году. В динамике ис-
пользования методов микробиологической диагности-
ки с диагностической целью в 2018-2022 годах прева-
лировала серологическая диагностика (38,9%-50,1%), 
культуральный метод использован в 28%-33,5% случа-
ев, ПЦР-диагностика - в 21,9%-29,2% случаев. В 2023 
году в структуре используемых методов микробиоло-
гической диагностики с диагностической целью ста-
ла превалировать ПЦР-диагностика (59,3% случаев), 
культуральный метод применялся в 18,7% случаев, зна-
чительно сократилось использование серодиагностики 
- до 22% случаев.

По эпидемическим показаниям за период 2018-2023 
гг. проведено 83 968 исследований, из которых боль-
шинство (69,9%) проведено в 2023 году. В динамике ис-
пользования методов микробиологической диагностики 
по эпидемическим показаниям в 2018-2019 гг. прева-
лировал культуральный метод (47,9%-48,1%), сероди-
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агностика использована в 40,6%-27,8% случаев, ПЦР-
диагностика - в 11,5%-24,1% случаев. В 2020 и 2022 
году превалировало использование серодиагностики, 
в 2021 г. - ПЦР-диагностики. В 2023 году в структуре 
используемых методов микробиологической диагности-
ки по эпидемическим показаниям превалировала ПЦР-
диагностика (56,2% случаев), культуральный метод при-
менялся в 36,2% случаев, значительно сократилось ис-
пользование серодиагностики - до 7,6% случаев.

Лабораторное подтверждение диагноза коклюш 
в 2018-2022 гг.  преимущественно основывалось на 
результатах использования серологической диагно-
стики; в 2023 году - на основании результатов ПЦР-

диагностики (рис. 2). Лабораторное подтверждение 
диагноза коклюш в 2023 году составило 95,4% случа-
ев; без лабораторного подтверждения поставлено 4,6% 
диагнозов. Лабораторное подтверждение диагноза ко-
клюш на территории РФ в большинстве случаев (61% 
случаев) осуществлено с помощью ПЦР-диагностики, 
в 35,2% случаев – серологически, 3,8% случаев - куль-
туральным методом, т. е. наиболее интенсивно при-
менялась ПЦР-диагностика (рис. 3). По сравнению с 
2019 г., большинство диагнозов коклюша поставлено 
на основании серодиагностики (50% случаев), ПЦР-
диагностики - 44% случаев и культурального метода - 
6% случаев (рис. 3).

Рис. 1. Количество проведенных исследований при обследовании с подозрением на коклюш.

Рис. 2. Лабораторное подтверждение диагноза коклюш методами микробиологической диагностики.

В 2023 году на 31 территории России регистриро-
вались случаи коклюша без лабораторного подтверж-
дения диагноза. На 89,4% территориях России без 

лабораторного подтверждения поставлено до 5% диа-
гнозов, на 5,9% территорий - от 5% до 10% диагнозов, 
более 10% диагнозов поставлено на 4,7% территорий. 
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Большинство диагнозов коклюша без лабораторного 
подтверждения поставлено в трех регионах РФ.

Этиологическая структура возбудителей коклюша 
в 2023 году в целом по России с учётом всех методов 
микробиологической диагностики представлена сле-
дующим образом: B. pertussis - 91,65%, B. holmesii - 

5%, B. parapertussis - 2,5%, B. bronchiseptica - 0,85%. 
В ряде регионов страны регистрировали случаи ко-
инфекции: B. pertussis + B. parapertussis, B. pertussis 
+ B. bronchiseptica, что сопровождалось утяжелением 
клинического течения болезни и развитием бронхоп-
невмоний [19].

Рис. 3. Удельный вес использования методов микробиологической диагностики для лабораторного подтверждения диагноза коклюш в 2023 (А) и 2019 
(Б) годах.

Проанализировано применение трёх методов ла-
бораторной микробиологической диагностики в зави-
симости от интенсивности эпидемического процесса 
коклюшной инфекции на территориях РФ (см. табли-
цу). Так, на территориях с высокой заболеваемостью 
коклюшем (ПЗ - от 15,0 и более на 100 тыс. населения) 
лабораторное подтверждение диагноза коклюш прове-
дено в основном с помощью ПЦР-диагностики - 55,1-
61,9% и серологического метода - 32,8-35,4%. Количе-

ство случаев коклюша без лабораторного подтверж-
дения клинического диагноза варьировало в пределах 
1,5-5,8%. На территориях с ПЗ 5-15,0 на 100 тыс. на-
селения уменьшается количество случаев лабораторно-
го подтверждения клинического диагноза с помощью 
ПЦР-диагностики - до 54,8%, серологического мето-
да - до 28,4%; значительно увеличивается количество 
случаев заболевания без лабораторного подтверждения 
клинического диагноза - до 15,2%.

Лабораторное подтверждение диагноза коклюш с учётом ранжирования территорий по уровню заболеваемости

Методы диагностики
Территории с различным уровнем заболеваемости

ПЗ более 50,0 ПЗ 30,0-50,0 ПЗ 15,0-30,0 ПЗ 5-15,0
Количество территорий 12 18 12 30
ПЦР-диагностика, % 59,1 55,1 61,9 54,8
Серодиагностика, % 32,9 35,4 34,9 28,4
Бактериология, % 3,8 3,7 1,7 1,6
Без лабораторного 
подтверждения, % 4,2 5,8 1,5 15,2

Проведён анализ использования каждого метода ис-
следования в клинической лабораторной диагностике 
коклюша.

С помощью культурального метода в 2023 году про-
ведено 35 868 исследований с диагностической целью 
и 19 840 исследований по эпидемическим показаниям. 
Культуральные исследования проводились на 45,3% 
территорий РФ. До 5% диагнозов поставлено с помо-
щью культурального метода микробиологической диа-
гностики на 89,4% территорий, от 5% до 10% диагнозов 
- на 5,9% территорий; более 10% диагнозов подтверж-
дено на 4,7% территорий. В 2018-2023 годах в 53,3% 
случаях заболевания выделены штаммы B. pertussis, в 
13,9% случаях - штаммы B. parapertussis, в 4,4% случа-
ях - штаммы B. bronchiseptica; интересно, что в 28,4% 
случаев заболевания выделены штаммы других пред-

ставителей Bordetella spp. Удельный вес положитель-
ных находок при проведении культурального исследо-
вания составил 1,5%.

С помощью ПЦР-диагностики в 2023 году проведено 
всего 147 577 исследований, из них 76,8% с диагности-
ческой целью и 23,2% исследований по эпидемическим 
показаниям. ПЦР-диагностику не использовали при 
обследовании с подозрением на коклюш в двух регио-
нах. Более 70% диагнозов поставлено с помощью ПЦР-
диагностики на 45,3% территорий, от 50% до 70% диа-
гнозов - на 28,6% территорий, от 15 до 50% диагнозов 
на 17,8% территорий; менее 15% диагнозов - на 8,3% 
территорий. Менее 10% диагнозов коклюш с помощью 
ПЦР-диагностики поставлено в трёх регионах РФ, что 
свидетельствует о недостаточном уровне внедрения мо-
лекулярно-генетического метода в практическом здра-
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воохранении. В 2023 году на территории РФ для про-
ведения ПЦР-диагностики использованы три зареги-
стрированные в установленном порядке отечественные 
ПЦР-тест-системы: Набор реагентов для выявления и 
дифференциации ДНК возбудителей коклюша (Borde-
tella pertussis), паракоклюша (Bordetella parapertussis) и 
бронхисептикоза (Bordetella bronchiseptica) в биологи-
ческом материале методом полимеразной цепной реак-
ции (ПЦР) с гибридизационно-флуоресцентной детек-
цией «АмплиСенс Bordetella multi-FL» (ФБУН ЦНИИЭ 
Роспотребнадзора, Россия); Набор реагентов для выяв-
ления ДНК Bordetella species с дифференциацией видов 
Bordetella pertussis и Bordetella bronchiseptica методом 
полимеразной цепной реакции в режиме реального вре-
мени «РеалБест ДНК Bordetella species/ Bordetella per-
tussis/ Bordetella bronchiseptica» (Вектор Бест, Россия); 
Набор реагентов для выявления и дифференциации ДНК 
Bordetella pertussis, Bordetella parapertussis, Bordetella 
bronchiseptica и Bordetella holmesii методом полимераз-
ной цепной реакции с детекцией в режиме реального 
времени «АмплиПрайм Bordetella» (ООО «НекстБио», 
Россия). В 2023 году большинство ПЦР-исследований 
(70,9%) проведено с помощью ПЦР-тест-системы «Ам-
плиСенс Bordetella multi-FL», 22,9% исследований - с 
помощью ПЦР-тест-системы «АмплиПрайм Bordetel-
la»; 6,2% исследований - с помощью ПЦР-тест-системы 
«РеалБест ДНК Bordetella species/ Bordetella pertussis/ 
Bordetella bronchiseptica».

Проведены исследования по оценке эффективности 
данных ПЦР-тест-систем. При сравнении ПЦР-тест-
систем «АмплиСенс Bordetella multi-FL» и «Ампли-
Прайм Bordetella» совпадение результатов составило 
84,3%, расхождение по результатам идентификации 
вида возбудителя отмечено в 9,1% случаев; при этом 
ПЦР-тест-система «АмплиПрайм Bordetella» позволя-
ла дополнительно идентифицировать 6,6% образцов, 
которые при применении ПЦР-тест-системы «Ам-
плиСенс Bordetella multi-FL» давали отрицательный 
результат. При сравнении ПЦР-тест-систем «Ампли-

Сенс Bordetella multi-FL» и «РеалБест ДНК Bordetella 
species/ Bordetella pertussis/ Bordetella bronchiseptica» 
совпадение результатов составило 93,5%; при этом 
ПЦР-тест-система «РеалБест ДНК Bordetella species/ 
Bordetella pertussis/ Bordetella bronchiseptica» позволя-
ла дополнительно идентифицировать 6,5% образцов, 
которые при применении ПЦР-тест-системы «Ампли-
Сенс Bordetella multi-FL» давали отрицательный ре-
зультат. При сравнении ПЦР-тест-систем «РеалБест 
ДНК Bordetella species/ Bordetella pertussis/ Bordetella 
bronchiseptica» и «АмплиПрайм Bordetella» совпаде-
ние результатов составило 78,6%, расхождение по ре-
зультатам идентификации вида возбудителя составило 
19,8%; при этом ПЦР-тест-система «АмплиПрайм Bor-
detella» позволяла дополнительно идентифицировать 
1,6% образцов, которые при применении ПЦР-тест-
системы «РеалБест ДНК Bordetella species/ Bordetella 
pertussis/ Bordetella bronchiseptica» давали отрицатель-
ный результат. Полученные результаты позволили сде-
лать вывод, что чувствительность тест-систем (n=111 
образцов) следующая: «АмплиСенс Bordetella multi-
FL» - 91,9%, «РеалБест ДНК Bordetella species/ Borde-
tella pertussis/ Bordetella bronchiseptica» - 99,1%, «Ам-
плиПрайм Bordetella» - 99,1%.

С помощью серологического метода микробиоло-
гической диагностики в 2023 году проведено 42 145 
исследований с диагностической целью и 4153 иссле-
дований по эпидемическим показаниям. Серодиагно-
стику использовали при обследовании лиц с подозре-
нием на коклюш на 90,8% территорий РФ. Более 70% 
диагнозов поставлено с помощью серодиагностики 
на 12,7% территорий, от 50% до 70% диагнозов - на 
10,1% территорий, от 15% до 50% диагнозов на 44,3%, 
менее 15% диагнозов - на 32,9% территорий. Более 
84% диагнозов коклюша лабораторно подтверждено 
в пяти регионах РФ, что свидетельствует о том, что 
диагноз коклюша поставлен не ранее чем на третьей 
неделе болезни, т. е. ретроспективно. До 2021 года на 
территориях РФ для проведения серологической диа-

Рис. 4. Удельный вес лабораторно подтвержденных случаев коклюша в очагах инфекции.
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гностики применяли РА, РПГА, ИФА; с 2021 года для 
диагностических целей регламентирован только ИФА. 
Вместе с тем, только 61,0% серологических исследова-
ний проведен с помощью ИФА, а 39,0% исследований 
с помощью РА и РПГА, которые в настоящее время не 
регламентированы для этих целей.

В 2023 году на территории РФ зарегистрировано 
19 470 очагов коклюша и 352 046 контактных лиц. В 
78,73% случаев зарегистрированы очаги с одним слу-
чаем заболевания и в 21,27% - очаги с 2-мя и более 
случаями заболевания. В очагах коклюша лабораторно 
обследованы только 39,7% лиц и зарегистрировано 5% 
положительных находок возбудителя. При анализе ла-
бораторного обследования контактных лиц установле-
но (рис. 4), что в очагах с одним случаем коклюша ла-
бораторное подтверждение диагноза отмечено в 53,2% 
случаев, в очагах с 2 случаями – в 76,4% случаев, в оча-
гах с 3 и более случаями – в 72,6% случаев.

Применение разных методов микробиологической 
диагностики показало, что в очагах с 1 случаем коклю-
ша ПЦР-диагностику применяли в 77,8% случаях, в 
очагах с 2 случаями - в 75,2%, в очагах с 3 и более слу-
чаями - в 85,8% случаев. Анализ идентифицированных 
положительных находок показал, что увеличение при-
менения ПЦР-диагностики в очагах коклюша приводи-
ло к росту числа положительных находок с 3,3% в оча-
гах с 1 случаем до 9,9% в очагах с 3 и более случаями.

В Референс-центре проведено исследование секци-
онного материала от больных, умерших от коклюша. 
В качестве секционного материала поступали образцы 
лёгочной ткани, трахеи, бронхов и кровь, в двух случа-
ях на исследование присланы образцы селезёнки. При 
проведении молекулярно-генетического исследования 
во всех образцах секционного материала присутство-
вала ДНК B. pertussis.

Обсуждение. В последние годы наблюдается тен-
денция роста случаев коклюшной инфекции и значи-
тельный подъём заболеваемости в 2023 году, связан-
ный с накоплением неиммунной прослойки населения 
и улучшением выявления заболевших коклюшем, в том 
числе с лёгкими и средней тяжести формами заболева-
ния. Анализ состояния клинической лабораторной диа-
гностики показал интенсивное внедрение в 2023 году 
ПЦР-диагностики в субъектах РФ для проведения диа-
гностических исследований и при обследовании очагов 
коклюшной инфекции по эпидемическим показаниям, 
что позволило в максимально сжатые сроки выявлять 
больных коклюшем и при регистрации групповых оча-
гов в образовательных или медицинских коллективах 
организовывать профилактические и противоэпидеми-
ческие мероприятия по максимальному разобщению 
детей и взрослых, находившихся в прямом близком 
контакте с заболевшими, от остального коллектива для 
предупреждения распространения инфекции. Культу-
ральный метод показал свою эффективность только 
при обследовании больных с наличием спазматическо-
го кашля и низкую эффективность при обследовании 
очагов инфекции. В связи с этим в новой редакции 
СанПин лабораторное обследование контактных лиц в 
очагах коклюша рекомендуется осуществлять методом 
ПЦР-диагностики и/или ИФА (с определением антител 
IgМ и IgG классов) без учёта длительности очага; при 
положительном результате  ИФА и отсутствии кашля 

проводить однократное ПЦР-исследование, в случае 
наличия кашля дополнительные исследования мож-
но не проводить. В связи с большим количеством ле-
тальных случаев среди детей раннего возраста в новой 
редакции СанПин в семейных очагах рекомендуется 
устанавливать медицинское наблюдение за контакт-
ными лицами в течение 14 календарных дней; в очагах 
инфекции, где проживает ребёнок до 1 года, источник 
инфекции изолируется сроком до 25 календарных дней 
от начала заболевания или выявления носительства; 
всем контактным лицам проводить ПЦР-исследование; 
у контактировавших лиц осуществлять однократное 
ИФА-исследование (с определением трёх классов ан-
тител IgA, IgМ, IgG), при положительном результате в 
ИФА и отсутствии кашля проводить однократное ПЦР-
исследование, в случае наличия кашля - дополнитель-
ные исследования можно не проводить. На территориях, 
где клинические диагнозы в основном подтверждаются 
с помощью серологического метода микробиологиче-
ской диагностики, необходимо обратить внимание на 
то, что данный метод является ретроспективным и не 
позволяет выявлять заболевание на ранних сроках, что 
может способствовать распространению возбудителя 
инфекции, особенно в организованных коллективах. 
При проведении серологических исследований следует 
использовать только регламентированный норматив-
ной документацией метод – ИФА.

В настоящее время с учётом продолжающего ро-
ста случаев заболеваний коклюшем, отсутствия ревак-
цинирующих прививок у детей школьного возраста и 
взрослых из декретированных групп населения, необ-
ходимо своевременно и быстро выявлять больных ко-
клюшем, проводить обследование лиц с длительным 
кашлем, с «остаточным кашлем» после выздоровления 
от простудных и других инфекционных заболеваний, 
расследовать каждый случай коклюшной инфекции как 
в организованных коллективах, так и в семейных оча-
гах для предупреждения распространения возбудителя 
инфекции.

Заключение. Анализ клинической лабораторной 
диагностики коклюша на территории  Российской Фе-
дерации показал интенсивное в 2023 году использова-
ние метода ПЦР-диагностики при обследовании лиц с 
подозрением на коклюш с использованием отечествен-
ных ПЦР-тест-систем, активное обследование очагов 
коклюшной инфекции и недостаточное применение 
ИФА с целью серодиагностики, позволил внести изме-
нения в санитарно-эпидемиологические правила в ча-
сти обследования в очагах инфекции с использованием 
различных методов микробиологической диагностики.
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Геновидовые особенности боррелий находят отражение в характере органных поражений, что обусловливает полимор-
физм клинической картины в зависимости от этиологии заболевания. Проанализированы результаты исследования мето-
дом иммуноблоттинга сывороток крови больных иксодовыми клещевыми боррелиозами и изучена возможность применения 
данного метода для установления геновидового разнообразия патогенных боррелий комплекса Вorrelia burgdorferi sensu lato. 
Определена роль различных геновидов боррелий в развитии заболеваний иксодовыми клещевыми боррелиозами на террито-
рии юга Западной Сибири. Проведено исследование 982 образцов сывороток крови лиц, пострадавших от нападения клещей, 
из которых у 181 обследованного обнаружены антитела к боррелиям. Специфические антитела классов IgM и IgG к бор-
релиям определяли методом ИФА с использованием коммерческих наборов. В последующем 63 положительные сыворотки 
отобраны для постановки иммуноблоттинга. В результате исследования методом иммуноблоттинга специфические анти-
тела к B. garinii обнаружены в 53,8% случаев из общего числа положительных образцов, 15,4% - B. afzelii, 7,7% приходится 
на B. sensu stricto и 3,8% на B. spielmanii. В подавляющем большинстве выявлены антитела к антигенам B. garinii (в 3,5 раза 
чаще, чем к B. afzelii).
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ANALYSIS OF THE GENE SPECIES STRUCTURE OF IXODID TICK-BORNE BORRELIOSIS DISEASES 
USING IMMUNOBLOTTING
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The gene-species characteristics of Borrelia are reflected in the nature of organ lesions, which causes clinical polymorphism depending 
on the etiology of the disease. The results of the study of blood sera of patients with ixodic tick-borne borreliosis using immunoblotting 
was presented, the possibility of using this method to establish the genotypes diversity of borrelia of the Borrelia burgdorferi sensu 
lato complex have been studied. The role of different genotypes of borrelia in the development of tick-borne borrelioses in the south 
of Western Siberia has been determined. The blood serum samples of 982 persons who affected by tick bite was investigated, 181 
examined persons had antibodies to borrelia. Specific antibodies of IgM and IgG classes to borrelia were determined by ELISA using 
commercial kits. Subsequently, 63 positive sera were analysed by immunoblotting. Specific antibodies to B. garinii were found in 53,8 
% of the total number of positive samples, 15, 4 % - to B. afzelii, 7,7 % to B. sensu stricto and 3,8 % to B. spielmanii as a result of 
immunoblot analysis. Most of them the antibodies to B. garinii (3,5 times more often than to B. afzelii) were found.
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Введение. Иксодовые клещевые боррелиозы (ИКБ) 
занимают ведущее место в Российской Федерации сре-
ди природно-очаговых инфекций, передающихся кле-
щами [1,2].

Иксодовые клещевые боррелиозы - инфекционное 
природно-очаговое заболевание с трансмиссивным пу-
тём передачи, вызываемое бактериями рода Borrelia 
семейства Spirochaetaceae, характеризующееся по-
лиморфизмом клинических проявлений с преимуще-
ственным поражением кожи, нервной системы, сердца, 
опорно-двигательного аппарата, имеющее склонность 
к хроническому и рецидивирующему течению [3,4]. 
Возбудителями иксодовых клещевых боррелиозов яв-
ляются различные геновиды боррелий, относящиеся к 
комплексу Bоrrelia burgdorferi sensu lato, включающе-
му более 20 генотипов по всему миру [5-7].

Установление видовой принадлежности возбудите-
ля является важным аспектом при лабораторной диа-
гностике и лечении клещевого боррелиоза.  Генотипи-
ческие особенности возбудителя в определённой мере 
влияют на клинические проявления болезни. С гено-
видом боррелий связывают особенности органного ха-
рактера поражений, например, мигрирующая эритема 
наблюдается наиболее часто (до 90%) при инфициро-
вании В. afzelii, тогда как B. garinii обуслoвливает пре-
имущественно поражение нервной системы (до 40%). 
В. burgdorferi sensu stricto обуслoвливает преимуще-
ственное поражение опорно-двигательного аппарата. 

В 2022 году в Российской Федерации зарегистри-
ровано 7264 случая ИКБ, по сравнению с 2021 годом 
произошёл рост в 1,9 раза, показатель заболеваемости 
составил 4,98 на 100 тыс. населения и соответствует 
среднемноголетнему показателю заболеваемости ИКБ 
в России за последние двенадцать лет (СМП2010-2021 со-
ставил 4,62 на 100 тыс. населения). Рост заболеваемо-
сти отмечается во всех федеральных округах России.

Для диагностики ИКБ разработан широкий круг 
различных по своей диагностической ценности ла-
бораторных тестов. Используют прямые методы, на-
правленные на обнаружение в исследуемом материале 
самих боррелий или их генетического материала. К 
таким методам относятся: бактериологический (куль-
тивирование на питательной среде с последующей 
идентификацией), микроскопический, молекулярно-
биологический (обнаружение нуклеиновых кислот 
возбудителя). Применяют непрямые методы исследо-
вания: серологические, направленные на обнаружение 
антител к боррелиям в сыворотке крови. 

Прямые методы выявления возбудителей ИКБ (по-
сев на питательные среды, ПЦР) из клинического ма-
териала, взятого от больного (обычно кровь), мало ин-
формативны в связи с низким содержанием боррелий 
(их ДНК). В связи с этим, методы выявления боррелий, 
в большинстве случаев, не позволяют проводить видо-
специфическую верификацию случаев ИКБ у больных.

Определение антител к боррелиям в биологическом 
материале является основным методом лабораторной 
диагностики клещевых боррелиозов. Для установле-
ния диагноза используют методы серологической диа-
гностики, такие как ранее применявшаяся реакция не-
прямой иммунофлюоресценции (РНИФ), так и совре-
менные высокочувствительные методы диагностики на 
основе непрямого иммуноферментного анализа (ИФА) 
и иммунного блоттинга (ИБ) [8-10].

На первом этапе серологического исследования сле-
дует использовать скрининговый метод ИФА, на втором 
этапе полученные положительные образцы подтверж-
дать методом ИБ, поскольку ИБ позволяет выявлять 
не суммарные антитела ко всему спектру антигенных 
детерминант, а антитела к конкретным антигенам бор-
релий, что снижает вероятность ложноположительных 
результатов [11-12]. При правильной интерпретации ре-
зультатов комбинации ИФА и ИБ, как показывает опыт, 
вполне достаточны для серологической диагностики 
описанного заболевания  [12]. На практике в Россий-
ской Федерации такой двухшаговый алгоритм тестиро-
вания используют редко ввиду его высокой стоимости. 
Серологические методы лабораторной диагностики на 
ранних этапах малоэффективны в силу особенностей 
иммунного ответа при боррелиозной инфекции. Необхо-
димо повторное исследование (через 3-4 недели от пре-
дыдущего) сывороток больных с подозрением на ИКБ 
[13,14]. Результаты серологического обследования зави-
сят от многих факторов, среди которых большое значе-
ние имеют сроки обследования, формы и стадии болез-
ни, проведение антибактериальной терапии.

Цель работы - проанализировать результаты ИБ 
сывороток крови больных ИКБ как метода выявления 
антител к различным геновидам боррелий комплекса В. 
burgdorferi sensu lato и оценки их вклада в заболевае-
мость иксодовыми клещевыми боррелиозами на терри-
тории юга Западной Сибири .

Материал и методы. В качестве материала для ис-
следования использованы сыворотки крови, получен-
ные от больных различными формами иксодового кле-
щевого боррелиоза в разные периоды заболевания, от 
лиц, подвергшихся нападению клещей, поступившие 
в лабораторию НИИ природно-очаговых инфекций за 
эпидемический сезон 2019 года.  

На первом этапе исследования проведён анализ 
образцов сывороток крови методом ИФА на нали-
чие антител к антигенам В. burgdorferi s.l., используя 
тест-систему «ЛаймБест-IgM» и «ЛаймБест-IgG» (АО 
«Вектор-Бест», Новосибирск). Регистрация резуль-
татов проведена с помощью фотометра для микро-
планшет модель 680 (ООО «Био-Рад Лаборатория», 
Москва). При обработке результатов использованы 
значения оптической плотности (ОП) с последующим 
расчетом значений (ОПкрит.) и коэффициента серопо-
зитивности сыворотки по формулам, приведенным в 
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инструкциях. Измеряли оптическую плотность в двух-
волновом режиме: основной фильтр - 450 нм, референс 
фильтр - в диапазоне 620-655 нм .

На втором этапе из числа исследованных методом 
ИФА проб отобраны положительные в ИФА сыворотки 
крови , для постановки реакции ИБ с высоко очищенны-
ми рекомбинантными антигенами В. burgdorferi s.l. для 
выявления антител к боррелиям комплекса В. burgdor-
feri sensu lato. Использованы тест-системы recomLine 
Borrelia IgG и recomLine Borrelia IgM (Mikrogen Diag-
nostik, Германия). Высоко специфичные антигены p100 
(B. afzelii), VlsE (различные штаммы), р58 (B. garinii), 
р41 (B. burgdorferi sensu stricto), р39 (B. afzelii), OspA 
(B. afzelii), OspC (B. burgdorferi sensu stricto, B. afzelii, B. 
garinii, B. spielmanii), p18 (B. burgdorferi sensu stricto, B. 
afzelii, B. garinii, B. spielmanii, B. bavariensis), нанесен-

ные на нитроцеллюлозную мембрану тест-стрипа, после 
инкубации с образцами сывороток человека и реагента-
ми, входящими в состав набора, проявятся в виде тем-
ноокрашенных полос в соответствующем месте. Прояв-
ленные полосы соответствуют антителам к различным 
геновидам боррелий, связавшимся со специфическими 
антигенами, фиксированными на тест-стрипе.

Данная тест-система позволяет выявлять специфи-
ческие антитела к антигенам не только B. afzelii и B. 
garinii – основным патогенным геновидам, циркулиру-
ющим в России, но и к B. burgdorferi sensu stricto, B. 
spielmanii, B. bavariensis.

Анализ тест полосок проводился визуально, по 
оценке степени интенсивности окрашивания полос по 
отношению к cut-off полосе, согласно инструкции к 
тест-системе (рис. 1, табл. 1).

Рис. 1. Шаблон для оценки результатов с тест-стрипом.

Т а б л и ц а  1
Оценка интенсивности полос по отношению к cut-off полосе

Интенсивность окрашивания полос Оценка
Нет реакции -
Очень слабая (слабее, чем у полосы cut-off) +/-
Слабая (такая же, как у полосы cut-off) +
Сильная (сильнее, чем у полосы cut-off) ++
Очень сильная +++

Результат теста интерпретировали по суммарному количеству баллов в соответствии с табл. 2 и индивидуаль-
ной реактивности полос по отношению к полосе cut-off. 

Т а б л и ц а  2
Оценка баллов по обнаруженным антигенам

Антиген Баллы IgG Баллы IgM
p100 5 5
VlsE 6 5
р58 4 4
р41 1 1
р39 5 4

OspA 5 5
OspC 5 8
p18 5 5

По полученной сумме баллов ставили оценку образцу (положительный, отрицательный или сомнительный) в 
соответствии с табл. 3.
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Т а б л и ц а  3
Интерпретация результата по суммарному количеству баллов

Сумма баллов Оценка IgG Сумма баллов Оценка IgM
≤ 5 Отрицательная ≤ 5 Отрицательная
6-7 Сомнительная 6 Сомнительная
≥ 8 Положительная ≥ 7 Положительная

Результаты и обсуждение. На первом этапе мето-
дом ИФА исследовано 982 образца сывороток крови от 
лиц, подвергшихся нападению клещей.  Их них 181 об-
разец крови положительный, в них выявлены антитела 
классов IgM и IgG в различных разведениях от 1/100 
до 1/12800, что составило 18,4% от всех исследованных 
проб. Антитела класса IgM обнаружены в 105 образцах 
крови (58,0%), IgG - в 57 образцах (31,5%), сочетание 
обоих классов антител наблюдалось в 19 случаях (10,5% 
из всех положительных образцов соответственно).

На втором этапе исследования для реакции ИБ ото-
брано 63 образца  из числа проб, положительных в 
ИФА. В результате проведения теста второго уровня 
положительный результат подтвердился в 26-ти пробах, 
что составило 41,3% из отобранных образцов, у 22 проб 

результат оказался отрицательным, что составило 34,9 
%.  У 23,8 % образцов методом ИФА обнаружены анти-
тела класса IgG к цитомегаловирусу и вирусу Эпштейн-
Барра, что объясняет появление неспецифической реак-
ции при определении антител класса IgM в ИБ .

Видовая структура возбудителей ИКБ распредели-
лась следующим образом: специфические антитела к 
B. garinii обнаружены в 53,8% случаев из общего числа 
положительных образцов, 15,4% - B. afzelii, 7,7% при-
ходится на B. sensu stricto и 3,8% на B. spielmanii. При-
сутствуют образцы с сочетанным содержанием двух 
или трех видов боррелий, их доля составляет 3,8-7,7 % 
от общего количества положительных образцов (рис. 
2). В подавляющем большинстве выявлены антитела к 
антигенам B. garinii, в 3,6 раза чаще, чем к B. afzelii.

Рис. 2. Видовая структура возбудителей иксодовых клещевых боррелиозов.

За последние десятилетия накоплен огромный опыт 
по диагностике иксодовых клещевых боррелиозов, 
однако до сих пор остаются сложности в постановке 
окончательного клинического диагноза. Не вызывает 
сомнения, что диагностика ИКБ должна проводиться 
комплексно, учитывая эпидемиологический анамнез, 
клинические проявление пациента и лабораторные те-
сты. Прямые методы диагностики успешно реализуют-
ся в отношении переносчиков, снятых с пациентов и 
из природных стаций, давая лишь оценку возможного 
риска заражения.

Серологические методы являются основными в 
клинической лабораторной диагностике ИКБ. ИБ мо-
жет быть рекомендован в качестве подтверждающего 
теста и дополнительного метода определения генови-
довой принадлежности случаев ИКБ. Проблема диа-
гностики клещевых трансмиссивных инфекций оста-
ется по-прежнему актуальной, поэтому необходимо 
дальнейшее совершенствование различных методов 
лабораторного подтверждения этой группы инфекций, 
включая использования метода ИБ для их дифференци-
альной лабораторной диагностики.
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