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Данилова Е.Ю.2,3, Васалатий И.М.1, Носырев А.Е.1,2, Мальцева Л.Д.1, Морозова О.Л.1 

МЕТАБОЛОМ МОЧИ В ДИАГНОСТИКЕ ХРОНИЧЕСКОЙ БОЛЕЗНИ ПОЧЕК  
(ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ)

1ФГАОУ ВО «Первый МГМУ им. И. М. Сеченова» Минздрава России (Сеченовский Университет), 119990, Москва, Россия; 
2ФГБУ Национальный медицинский исследовательский центр психиатрии и наркологии им. В. П. Сербского, 
Национальный научный центр наркологии, 119002, Москва, Россия; 
3ФГБОУ ВО «Московский государственный университет им. М. В. Ломоносова», химический факультет, 119991, Москва, 
Россия

Важнейшая особенность диагностики хронической болезни почек (ХБП) – отсутствие репрезентативных методов, вы-
являющих повреждение почек на ранней стадии заболевания. Несвоевременная диагностика, особенно в детском возрас-
те, повышает риск развития осложнений и снижает эффективность возможного лечения. Цель работы – продемон-
стрировать современные подходы к поиску новых маркёров ХБП, основанных на применении омиксных метаболомных 
технологий. В базах данных Web of Science, Scopus и РИНЦ отобрали 61 релевантный источник, содержащий актуаль-
ные данные клинических и научных исследований по теме данного обзора. Отмечены основные свойства биомаркёров 
ХБП: чувствительность и специфичность, чёткая связь с определённым звеном патогенеза, способность определить 
повреждение почек на раннем этапе, доступность для измерения в клинической практике. Определены базовые пато-
генетические механизмы развития ХБП: потеря функционирующих нефронов, повреждение извитых канальцев, воспа-
ление и фиброз, – биохимические субстраты которых могут являться подходящими биомаркёрами. В качестве наи-
более перспективного метода поиска биомаркёров мы рассмотрели масс-спектрометрию в сочетании с различными 
модификациями ввода пробы. Провели сравнение классического целевого метода, изучающего конкретные соединения, 
и нетаргетного анализа, измеряющего спектр метаболитов с дальнейшей статистической обработкой. Представлена 
характеристика основных метаболомных исследований, сформировавших панели биомаркёров для почечной дисплазии у 
детей, гломерулопатий, диабетической и мембранозной нефропатий. ХБП – неуклонно прогрессирующее полиэтиологич-
ное заболевание, требующее применения методов ранней диагностики, особенно в педиатрической практике. Изучение 
механизмов повреждения почек и совершенствование технологий анализа метаболома способствует открытию новых 
биомаркёров, необходимых для ранней диагностики, прогнозирования течения болезни и дальнейшего выбора оптималь-
ной персонифицированной терапии.
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URINE METABOLOME IN THE DIAGNOSIS OF CHRONIC KIDNEY DISEASE (REVIEW OF LITERATURE)
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The most important feature of the diagnosis of chronic kidney disease (CKD) is the absense of representative methods that detect 
kidney damage at an early stage of the disease. Late diagnosis, especially in childhood, increases the risk of complications and 
reduces the effectiveness of possible treatment. Aim – to demonstrate modern approaches to the search for new CKD biomarkers 
based on the use of omics metabolomic technologies. In the Web of Science, Scopus and RSCI databases, 61 sources were selected 
that contained relevant data from clinical and scientific researches on the topic of this review. The main properties of CKD 
biomarkers are noted: sensitivity and specificity, a clear connection with a certain link in pathogenesis, the ability to determine 
kidney damage at an early stage, and availability for measurement in clinical practice. The basic pathogenetic mechanisms of 
CKD development have been determined, whose biochemical substrates may be suitable biomarkers: loss of functioning nephrons, 
damage to the convoluted tubules, inflammation and fibrosis. We have considered mass-spectrometry in combination with various 
injection modifications as the most promising method for the search for biomarkers. We compared the classical target method, 
which studies specific compounds, and non-targeted analysis, which measures the spectrum of metabolites with further statistical 
processing. We also provided a description of the main metabolomic studies that formed panels of biomarkers for renal dysplasia 
in children, glomerulopathies, diabetic and membranous nephropathies. CKD is a steadily progressing polyetiological disease 
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that requires the use of early diagnostic methods, especially in pediatric practice. The study of the mechanisms of kidney damage 
and the improvement of metabolome analysis technologies contribute to the discovery of new biomarkers necessary for early 
diagnosis, prognosis of the course of the disease and further selection of optimal personalized therapy.
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Введение. Широкая распространённость хрониче-

ской болезни почек (ХБП) и её негативное влияние 
на качество жизни людей делает ХБП социально зна-
чимой формой патологии [1]. Согласно данным си-
стематических обзоров и популяционных исследова-
ний, распространённость ХБП всех стадий в детской 
популяции составляет 1%, глобальная распростра-
нённость ХБП составляет 11-13%, что превосходит 
распространённость сахарного диабета [2]. Частота 
заместительной почечной терапии в педиатрической 
практике составляет от 15-30 пациентов на 1 млн. 
детей в странах восточной Европы, до 100 на 1 млн. 
детей в Финляндии и США. По данным ВОЗ, в 2016 
году ХБП стала причиной 1 180 000 смертей, что по-
ставило её на 12-е место в списке лидирующих при-
чин смертности. Прогнозируется рост смертности от 
ХБП с 16 случаев на 100 000 населения в 2016 году 
до 19 случаев на 100 000 в 2030 году [3]. К развитию 
ХБП может привести множество этиологических 
факторов и заболеваний, по мере ухудшения функции 
почек, вне зависимости от этиологии, у пациентов 
снижается качество жизни и повышается риск смерти 
[4]. Современные методы диагностики ХБП выявля-
ют только поздние стадии болезни, что приводит к 
существованию феномена «слепого пятна» на ранних 
стадиях ХБП: существует повреждение почек, но ре-
презентативные способы его выявления отсутствуют. 
Несвоевременная диагностика повышает риск разви-
тия осложнений и снижает эффективность возможно-
го лечения [5].

Диагностика и стадии ХБП основываются на двух 
лабораторных критериях: сниженной скорости клу-
бочковой фильтрации (СКФ) и альбуминурии. Дина-
мика этих параметров, независимо от возраста, по-
ла, этнической группы и сопутствующих патологий, 
тесно связана с клиническим прогнозом ХБП. Резкое 
снижение СКФ является фактором риска неблагопри-
ятных клинических исходов, развития и прогрессиро-
вания непосредственно ХБП [6]. СКФ представляется 
возможным рассчитать, используя как эндогенные 
(креатинин, цистатин C и др.), так и экзогенные мар-

кёры клубочковой фильтрации (инулин, 99mTc-DTPA 
и др.). Чаще всего используется расчётная скорость 
клубочковой фильтрации (рСКФ) – математическая 
конструкция, основанная на концентрации креати-
нина и/или цистатина С в плазме крови [7]. Согласно 
современным рекомендациям [8], с целью диагности-
ки и классификации ХБП необходимо рассчитывать 
СКФ по формуле CKD-EPI, в которой используют-
ся элементарные демографические параметры (пол, 
возраст, раса, рост, креатинин сыворотки). Расчёт 
СКФ по этой формуле даёт более точные результаты 
в сравнении с другими формулами, сопоставимые с 
данными, полученными при оценке клиренса 99mTc-
DTPA, в том числе и при сохранной функциональной 
способности почек. Креатинин сыворотки крови, 
на основе которого производится расчёт, в качестве 
маркёра повреждения почек имеет многочисленные 
общепризнанные ограничения [9].

Уровень креатинина в сыворотке может зависеть 
от расы, пола, мышечной массы, статуса гидратации 
и лекарств; следовательно, изменения креатинина мо-
гут не отражать истинных изменений функции почек 
[10]. В связи с высокими компенсаторно-приспособи-
тельными возможностями почки и непрямой зависи-
мостью между уровнем креатинина сыворотки крови 
и рСКФ сывороточные концентрации креатинина по-
вышаются в сыворотке только в случае повреждения 
50-75% почечной паренхимы [5,11,12]. Сывороточ-
ный креатинин может увеличиваться без прямого 
повреждения почек при гиповолемии, применении 
нестероидных противовоспалительных препаратов 
или многих других причинах снижения почечной 
перфузии [13], или напротив, может оставаться неиз-
менным в условиях значительного повреждения ка-
нальцев, особенно у пациентов с хорошей основной 
функцией почек и значительным почечным резервом 
[10]. Чтобы устранить эти ограничения, исследования 
с использованием новых технологий сосредоточены 
на выявлении структурных маркёров повреждения 
почечных канальцев в моче или системном кровото-
ке, которые непосредственно производятся почками 
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или накапливаются в результате дисфункции каналь-
цевых клеток после повреждения почек [14].

Цель обзора – демонстрация современных под-
ходов к поиску новых маркёров ХБП, основанных на 
применении омиксных метаболомных технологий. 
Рассмотрены потенциальные и существующие источ-
ники этих маркёров, лабораторные методы, с помо-
щью которых маркёры можно обнаружить, возмож-
ности и ограничения этих методов.

Понятие биомаркёра и требования к нему. Био-
маркёр – молекулярная, гистологическая, рентгеногра-
фическая или физиологическая характеристика, которая 
является индикатором или предиктором нормального 
биологического процесса, патологического процесса 
или реакции на терапевтическое вмешательство.

К «идеальному» биомаркёру предъявляются мно-
гочисленные требования. Помимо хороших преана-
литических свойств, такой маркёр должен быть чув-
ствительным, специфичным, точным и надёжным, 
быстро реагировать на любое повреждение почек, 
его измерение должно быть стандартизированным, 
простым, быстрым, недорогим. «Идеальный» био-
маркёр должен быть связан с определённым звеном 
патогенеза ХБП, что позволило бы отслеживать ин-
тенсивность тех или иных патологических процессов 
при ХБП. Биомаркёр должен позволить диагности-
ровать повреждение почек до истощения почечного 
резерва и лабораторно диагностируемого снижения 
их функции [12]. Биомаркёры, доступные в клиниче-
ской практике, не сочетают в себе всех этих качеств. 
Вероятно, подобный «идеальный» маркёр никогда не 
будет обнаружен. ХБП – неоднородное, комплексное 
и полиэтиологическое заболевание, для всесторонней 
оценки которого может потребоваться целая панель 
биомаркёров. За счёт использования набора биомар-
кёров возможно получить подробную информацию 
об этиологии, морфологических и функциональных 
изменениях в паренхиме почки, степени повреждения 
почек с целью определения прогноза течения и воз-
можных исходов заболевания [12, 13].

Патогенез ХБП. Вне зависимости от этиологии 
повреждающего фактора, в основе ХБП лежат схо-
жие патогенетические механизмы: потеря функцио-
нирующих нефронов, повреждение извитых каналь-
цев, воспаление, фиброз. В ответ на повреждающий 
фактор любой этиологии в паренхиме почки разви-
вается воспалительная реакция с нейтрофильной и 
макрофагальной инфильтрацией, и пролиферацией 
мезангиальных клеток [15]. Сокращение количества 
функционирующих нефронов приводит к развитию 
процесса гиперфильтрации в интактных нефронах. 
Это позволяет компенсировать недостаток действу-
ющих нефронов, однако существенно увеличивает 
оказываемую на них нагрузку [16]. Возросшее клу-
бочковое давление и гиперфильтрация стимулируют 
высвобождение рецептора к фактору некроза опухоли 
альфа/эпителиальному фактору роста (TNF-α /EGF-
R), активация которого стимулирует гипертрофию не-
фрона [16, 17]. Гипертрофия клеток нефрона позволя-
ет снизить клубочковое давление, за счёт увеличения 
площади фильтрации [18]. Это может приводить к по-

вреждению подоцитов и ремоделированию фильтра-
ционного барьера, что повышает его проницаемость, 
и клинически проявляется альбуминурией/протеину-
рией [19]. Альбумин и белки системы комплемента, 
проходящие сквозь фильтрационный барьер, наряду 
с инфильтрирующими повреждённую ткань иммуно-
цитами, стимулируют выделение профибротических 
цитокинов клетками клубочков, что ведёт к поддер-
жанию провоспалительного микроокружения и ини-
циации процессов фиброза [20–23]. Массивное раз-
растание соединительной ткани приводит к тканевой 
и циркуляторной гипоксии, которая способствует по-
вреждению клубочкового и канальцевого аппарата 
почки, тем самым замыкая «порочный круг» патоге-
неза ХБП [24, 25]. Процессы, протекающие в парен-
химе почек при ХБП, ведут к её ремоделированию: 
изменению метаболизма, количественного и каче-
ственного состава белков и структуры ткани.

Изменение состава биологических жидкостей и 
тканей представляет возможность использовать ряд 
белковых и небелковых молекул, связанных с опре-
делёнными звеньями патогенеза ХБП в качестве био-
маркёров. Концентрацию таких биомаркёров можно 
измерять непосредственно в биопсийном материале, 
гораздо более перспективным является анализ био-
логических жидкостей, в особенности крови и мочи. 
Эти биологические среды могут чётко отражать как 
патофизиологические процессы, происходящие не-
посредственно в почках, так и системные изменения 
[11]. Кровь и мочу можно получить в достаточном 
объёме для проведения сразу нескольких анализов и 
при этом методы сбора малоинвазивны. Это является 
существенным преимуществом и для пациентов, так 
как повторный сбор биоматериала не будет достав-
лять им существенных неудобств, и для исследовате-
лей из-за невысокой себестоимости процедур взятия 
биоматериала. Многочисленными исследованиями 
показана связь между течением ХБП и её осложнений 
и концентрацией ряда молекул в крови и/или моче: 
в том числе структурных белков (коллагены разных 
типов), биомаркёров повреждения канальцев, воспа-
ления, фиброза, гипоксии [26–28].

Омиксные технологии для анализа биомеди-
цинских объектов. Возможность увеличить группы 
показателей, содержание которых в биологическом 
образце можно оценить единовременно, привело к 
образованию группы омиксных технологий [29–31]. 
В зависимости от типа анализируемых звеньев этого 
процесса их делят на транскриптомику, протеомику, 
метаболомику и геномику.

Метаболомика – анализ молекул размером менее 
1000 Да, трансформирующихся в результате метабо-
лизма организма и поддерживающих его гомеостаз 
[32]. Метаболомом называется полный набор метабо-
литов, которые могут синтезироваться и разрушать-
ся в тканях или биологических жидкостях организма 
при физиологических и патологических состояниях. 
В изучении метаболома мочи применяется целевой 
метод, ориентированный на поиск и изучение групп 
конкретных соединений, и нетаргетный подход, из-
меряющий огромный спектр метаболитов с приме-
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нением продвинутых инструментов статистической 
обработки данных. Полученные результаты позволя-
ют формировать новые гипотезы об этиопатогенезе 
заболевания и проводить тщательную диагностику и 
характеристику ХБП у пациента, согласно основным 
принципам персонализированной медицины [32].

Определённые алгоритмы машинного обучения, та-
кие как метод опорных векторов, позволяют объединять 
ряд биомаркёров в классификатор, диагностические и 
прогностические возможности которого будут превос-
ходить анализ концентрации отдельных биомаркёров 
[33]. У такого подхода есть существенное ограничение 
– на основе малых выборок есть риск генерации клас-
сификатора, который, в конечном итоге, не будет эффек-
тивен в других выборках [34]. Проверка эффективности 
созданного мультимаркёрного классификатора на неза-
висимой когорте является ключевой задачей любого ис-
следования в данном направлении [35].

Развивается метод анализа проб, не требующий 
идентификации веществ, – нетаргетное профилиро-
вание. Нетаргетный анализ основан на определении и 
сравнении концентраций множества химических сое-
динений, так называемых «профилей» или «образов» 
проб [36]. Потенциально возможно определить ме-
таболомный профиль любой патологии при условии 
стремления к минимально возможной фрагментации 
соединений на этапе ионизации и регистрации макси-
мального числа пиков метаболитов. У такого метода 
есть особенности, обусловленные тем, что интерпре-
тация результатов происходит за счёт математической 
и статистической обработки данных большой выбор-
ки проб. Результаты такого нетаргетного анализа воз-
можно получить с помощью дополнительных биоин-
форматических инструментов [37].

Изучение основных звеньев патогенеза ХБП и раз-
витие омиксных технологий, в том числе метаболо-
мики, позволят выявлять новые биомаркёры при за-
болеваниях почек [11, 12]. Внедрение аналитических 
методов масс-спектрометрии в исследовательскую 
практику позволило идентифицировать и количе-
ственно определять белки и пептиды в тканях и био-
логических жидкостях [32]. Обладая широкими воз-
можностями для единовременного определения боль-
шого числа различных веществ, масс-спектрометрия 
(МС) позволяет не только проводить количественный 
и качественный анализ известных или потенциаль-
ных биомаркёров в образцах для диагностики пато-
логий, но и искать новые [38, 39]. Разработка методик 
МС анализа с высокой разрешающей способностью, 
возможностью количественного анализа и высокой 
пропускной способностью позволила расширить объ-
ем наших знаний о метаболитах, участвующих в раз-
личных клеточных и биологических путях [40].

МС является инструментальным методом анализа, 
основанным на образовании, разделении и определение 
ионов в газовой фазе. Разделение ионов происходит в 
камере масс-анализатора спектрометра. Идентифика-
ция и количественное определение молекул происходит 
благодаря измерению уровня сигнала отношения массы 
к заряду ионов (m/z) определяемого вещества [41, 42]. 
Если описывать процессы поэтапно, то сначала пробу 

вносят через систему ввода, работающую при высокой 
температуре и низком давлении, проба испаряется и 
далее попадает в ионизатор [41]. Ионы разделяются в 
магнитном поле спектрометра из-за различий в массе и 
заряде, определяющих кинетическую энергию, и реги-
стрируются ионным детектором [41–43].

Существующие модификации МС методов осно-
ваны на внесении изменений в описанные ранее ста-
дии работы с пробой. Большая часть таких вариаций 
существует для первого этапа анализа – ввода про-
бы в масс-спектрометр. Совмещение процессов раз-
деления сложной смеси, отделения интересующего 
нас типа маркёров хроматографическими методами 
и последующего ввода в систему масс-спектрометра 
является одной из самых распространённых [44, 45]. 
Среди таких тандемных МС методов встречается ис-
пользование перед масс-спектрометрическим опре-
делением газовой хроматографии (ГХ), жидкостной 
хроматографии (ЖХ), высокоэффективной жидкост-
ной хроматографии (ВЭЖХ) и капиллярного электро-
фореза (КЭ) [46–48].

Выбор типа тандемного масс-спектрометрического 
метода основывается не только на том, в какой фазе, га-
зовой или жидкостной, находятся маркёры, но и по со-
вокупности преимуществ и недостатков упомянутых 
методов разделения веществ. Неоспоримым преиму-
ществом ГХ-МС является наличие спектральных би-
блиотек, облегчающих идентификацию биомаркёров, 
воспроизводимость и высокая чувствительность [46].

Слабой стороной масс-спектрометрии как метода 
является необходимость использования дорогих и 
сложных масс-анализаторов, требующих квалифика-
ции химика-аналитика. В ряде случаев для проведе-
ния анализа требуется дополнительная пробоподго-
товка, включающая в себя, например твёрдофазную 
экстракцию [48, 49] или дериватизацию анализируе-
мого вещества [50, 51].

Первые исследования, совмещающие метаболо-
мику и тандемную МС для изучения различных не-
фропатий, были опубликованы ещё до 2011 года [52, 
53]. Мультимаркерный подход продолжает свое раз-
витие и количество исследовательских работ растёт, 
поэтому рассмотрим результаты ключевых исследо-
ваний последних лет, посвящённых данной теме, по-
лученных с помощью различных видов тандемной 
хромато-масс-спектрометрии (см. таблицу).

Методы на основе газовой хроматографии часто 
используются в современных метаболомных иссле-
дованиях. Для проведения анализа методом ГХ-МС 
пробу необходимо подготовить – перевести её в га-
зовую фазу физическими (микротвёрдофазная экс-
тракция из паровой фазы, испарение, отбор пара над 
пробой без дополнительного концентрирования) или 
химическими (дериватизация соединений) метода-
ми. Клинические лаборатории гораздо чаще имеют 
доступ именно к тандемным ГХ-МС, и поэтому по-
лученные панели биомаркёров возможно проще вне-
дрять в качестве дополнения к существующим спосо-
бам диагностики.

Процесс метилирования гуанидиновой (NG) груп-
пы катализируется ферментом протеин-аргининме-
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мые различия концентраций в моче между пациента-
ми с гломерулярными болезнями и контрольной груп-
пой. Достоверно увеличенные площади пиков выше-
перечисленных летучих органических соединений в 
исследуемой группе подтверждают целесообразность 
их использования в качестве прямых диагностиче-
ских биомаркёров гломерулопатий [48].

Исследование нелетучих соединений группой А. 
Franiek и соавт. [55] методом ГХ так- же показало воз-
можность создания метаболомного классификатора 
для обнаружения риска возникновения повреждения 
почек у детей. Для применения ГХ 94 отобранные 
пробы предварительно дериватизированы коммерче-
ским набором изотопно-меченых соединений. Такой 
подход позволил составить диагностическую панель, 
состоящую из 193 метаболитов, ранжированных по 
важности вклада в определение фактора риска. Де-
вять метаболитов из ранжированных 20 для класси-
фикатора уже встречались в предыдущих работах. 
Авторы связывают изменение их концентрации в об-
разцах с началом клубочкового воспаления, наруше-
нием осмотического баланса в тканях и окислитель-
ным стрессом [55].

Исследованы метаболомные профили образцов мо-
чи 310 реципиентов почечного трансплантата с помо-
щью метода ГХ-МС [56]. Сформирована целевая па-
нель из 11 метаболитов, способных обнаружить острое 
отторжение трансплантата с чувствительностью до 
92,9% и специфичностью до 96,3%. Из представлен-
ной панели наиболее значимыми метаболитами явля-
ются глицин, N-метилаланин, инулобиоза и мио-ино-

тилтрансферазой, который использует универсаль-
ного донора метильных групп S-аденозилметионина 
(SAM) в качестве кофактора [54]. Arg-метилирование 
начинается с образования белков NG-моно-
метиларгинина (MMA), которые затем метилиру-
ются с образованием асимметричного NG,N’G-
диметиларгинина (АДМА) или симметричного 
NG,N’G-диметиларгинина (СДМА). В организме 
СДМА практически не метаболизируется и выво-
дится почками в неизменённом виде, в то время как 
АДМА метаболизируется до диметиламина, и только 
10% оставшегося АДМА выводится почками. A. Post 
и соавт. [54] в своём исследовании измерили экскре-
цию ДМА, АДМА, СДМА у реципиентов почечного 
трансплантата и здоровых доноров почек с помощью 
метода ГХ-МС. Обнаружено, что снижение концен-
трации ДМА у реципиентов почечного транспланта-
та прямо коррелировало с повышением показателей 
общей смертности, в качестве диагностического био-
маркёра исследователи отметили смещение процесса 
диметилирования аргинина от симметричной к асим-
метричной форме [54].

Доказано, что помимо общеизвестных биомаркё-
ров повреждения почек, таких как цистатин C, NGAL, 
KIM-1, IL-18, в диагностике гломерулопатий возмож-
но использование летучих органических соединений 
(ЛОС) мочи [48]. С помощью метода двухмерной ГХ 
в сочетании с времяпролётной масс-спектрометрией 
определено 4 метаболита: метилгексадеканоат, 
9-гексадецен-1-ол, 6,10-диметил-5,9-ундекадиен-2-он 
и 2-пентанон, представляющих статистически значи-

Аналитические методы и результаты метаболомных исследований различных вариантов нефропатий

Метод  
определения Диагноз Биомаркёры Авторы

ГХ-МС, ЖХ-МС Почечная дисплазия  
в детском возрасте

Снижение концентрации:
ацилкарнитины, индоксилсульфат, ксантин, глутамин, аконитат;

повышение концентрации:
лактат, диметилгуанозин, гуанидиносукцинат

S. Macioszek  
и соавт. [61]

ГХ-МС Отторжение почечного 
трансплантата

Снижение концентрации диметиларгинина, смещение процесса 
диметилирования аргинина к ассиметричной форме

A. Post и соавт. [54]

ГХ-МС Отторжение почечного 
трансплантата

Повышение концентрации:
глицин, N-метилаланин, инулобиоза, мио-инозитол

T. K. Sigdel и соавт. 
[56]

ГХ-МС Гломерулопатии Повышение концентрации:
метилгексадеканоат, 9-гексадецен-1-ол,  

6,10-диметил-5,9-ундекадиен-2-он и 2-пентанон

T. Ligor и соавт. [48]

ГХ-МС Острое повреждение по-
чек у детей

Разработан экономный классификатор из 13 метаболитов метабо-
литов мочи для выявления риска ОПП в педиатрической популяции 

раньше, чем текущий стандарт диагностики

A. Franiek и соавт. 
[55]

ГХ-МС Мембранозная  
нефропатия

Повышение концентрации: 
дикарбоновые кислоты, гидроксильные кислоты, фенольные 

кислоты, промежуточные продукты цикла трикарбоновых кислот, 
сахарные спирты, цитозин, хинолиновая кислота, холестерин

X. Gao и соавт. [57]

ЖХ-МС Почечный фиброз  
при ХБП

Повышение концентрации:
лизофосфатидная кислота и лизофосфатидилхолин

K. Mirzoyan и соавт. 
[58]

ЖХ-МС Диабетическая  
нефропатия

Повышение концентрации:
конечные продукты гликирования, дикарбонильные соединения (ги-
дроимидазолона метилглиоксаль (MG-HI), Nε-карбоксиметил-лизин 

(CML), глюкозепан, D-лактат)

N. Rabbani и соавт. 
[59]

ЖХ-МС Диабетическая  
нефропатия

Повышение концентрации:
линолевая кислота, γ-линоленовая кислота, янтарная кислота, 
L-яблочная кислота, цис-аконитовая кислота, лимонная кисло-

та, L-пролин, L-эритро-4-гидроксиглутамат, N-метилгидантоин, 
N-карбамоилпутресцин, спермидин и 5-аминопентановая кислота

Q. Feng и соавт. [60]
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траций между представленными группами, причём 
большая часть этих молекул являлась звеном одного 
из трёх метаболических путей: цикл линолевой кис-
лоты, цикл трикарбоновых кислот или пути метабо-
лиза аргинина и пролина. В дальнейшем для поиска 
достоверных диагностических маркёров НАДБП из 
вышеописанных метаболитов, изученных ненаправ-
ленным методом метаболомики, применён ортого-
нальный частичный дискриминантный анализ. По 
результатам исследования 12 метаболитов: линолевая 
кислота, γ-линоленовая кислота, янтарная кислота, 
L-яблочная кислота, цис-аконитовая кислота, лимон-
ная кислота, L-пролин, L-эритро-4-гидроксиглутамат, 
N-метилгидантоин, N-карбамоилпутресцин, сперми-
дин и 5-аминопентановая кислота, – стали панелью 
диагностических маркёров, способных дифференци-
ровать группы пациентов АДБП и НАДБП [60].

Метод ЖХ-МС предназначен преимущественно 
для нелетучих соединений и подразумевает таргет-
ный подход к определению биомаркеров с предва-
рительным изучением метаболомных библиотек и 
подбором групп потенциально перспективных соеди-
нений, участвующих в патогенезе ХБП. При исполь-
зовании ГХ-МС возникает необходимость подбора 
оптимальной концентрации растворителя и наличие 
специальных хроматографических колонок, что огра-
ничивает его широкое использование.

Тандемные ГХ-МС и ЖХ-МС не позволяют создать 
универсальный метод анализа для всех потенциаль-
ных метаболитов. Чаще всего разрабатывается мето-
дика для нескольких классов веществ, определяемых 
комбинацией методов, позволяющей определять изме-
нения интересующих метаболических показателей.

Применён метаболомный анализ для изучения ос-
новных изменений в биохимических параметрах у де-
тей с почечной дисплазией [61]. Для формирования ме-
таболомного профиля мочи совместно использованы 
методы тандемной ГХ и ЖХ с МС-детектированием. 
При сравнении проб детей с почечной дисплазией и 
испытуемых контрольной группы, многофакторный 
дискриминантный анализ определил 19 метаболитов, 
c достоверно различающимися концентрациями в мо-
че. Основные изменения включают в себя снижение 
уровней ацилкарнитинов, индоксилсульфата, ксанти-
на, глутамина и аконитата, повышение уровней лак-
тата, диметилгуанозина, гуанидиносукцината в моче 
пациентов. Авторами сделан вывод, что при почечной 
дисплазии у детей нарушаются процессы регуляции 
гликолиза (эффект Варбурга), орнитинового цикла, 
цикла трикарбоновых кислот, обмена пуринов и био-
синтеза жирных кислот [61]. Такой подход является 
наиболее перспективным.

Заключение. Описан передовой опыт нескольких 
исследовательских групп, занимавшихся изучением 
метаболома мочи и поиском потенциальных биомар-
кёров заболеваний почек и мочеполовой системы с по-
мощью методов ГХ-МС и ЖХ-МС. Продемонстриро-
вана возможность создания панелей прогностических 
и диагностических биомаркёров почечной дисплазии 
у детей, биомаркёров гломерулопатий, диабетической 
и мембранозной нефропатий, в которых основным и 

зитол, играющий важную роль в защите клеток почеч-
ных канальцев от гиперосмотического эффекта [56].

Методом ГХ-МС выполнен метаболомный анализ 
мочи 30 пациентов с мембранозной нефропатией, раз-
делённых на группу с протеинурией более 3,5 г/сут  
и менее 3,5 г/сутки [57]. Сравнение данных групп по-
зволило обнаружить 26 мочевых метаболитов, кон-
центрации которых преимущественно повышены в 
группе с выраженной протеинурией. По результатам 
проведённого анализа авторы отмечают высокие по-
казатели окислительного стресса у пациентов с вы-
раженной протеинурией [57].

Несмотря на все преимущества метод ГХ все-таки 
требует добавления стадии специальной пробоподго-
товки, которая может влиять на метаболомный про-
филь. Пробоподготовка, даже с применением методов 
физического испарения пробы или химической дери-
ватизации, не позволяет анализировать ряд нелетучих 
соединений. Для анализа жирных кислот, производных 
сахаров и нуклеотидов чаще применяется ЖХ-МС.

Исследована роль лизофосфатидной кислоты 
(ЛФК) и её производных в развитии фиброза парен-
химы почек на моделях субтотальной нефрэктомии, 
как способа искусственного развития ХБП [58]. По 
результатам анализа спектра лизофосфолипидов мочи 
методом ЖХ-МС определено повышение концентра-
ции пяти подвидов лизофосфатидной кислоты (ЛФК 
16:0, ЛФК 18:0, ЛФК 18:1, ЛФК 18:2, ЛФК 20:4) у 
мышей после нефрэктомии по сравнению с контроль-
ной группой. Повышение концентрации ЛФК в моче 
напрямую связано с увеличением концентрации ли-
зофосфатидилхолина (ЛФХ). Авторы подчёркивают, 
что ЛФК и ЛФХ являются специфическими мочевы-
ми маркёрами почечного фиброза и не отражаются 
количественно в метаболоме плазмы крови, их уров-
ни напрямую коррелируют со степенью тубулоинтер-
стициального фиброза и показателями альбумин-кре-
атининового соотношения [58].

При ХБП, в особенности при диабетической нефро-
патии, отмечается снижение активности фермента гли-
оксалазы 1 (Glo1), что приводит к накоплению конеч-
ных продуктов гликирования (КПГ) и дикарбонильных 
соединений по типу гидроимидазолона метилглиокса-
ля (MG-HI), Nε-карбоксиметил-лизина (CML), глюко-
зепана, D-лактата [59]. КПГ являются компонентами 
посттрансляционных модификаций белков, накапли-
ваются в плазме крови, фильтруются почками и вы-
водятся с мочой. Надёжное определение конечных 
продуктов гликирования в моче возможно с помощью 
метода ЖХ-МС. Накопление дикарбонильных соеди-
нений приводит к развитию почечного фиброза, что 
подтверждает критическую роль этих соединений как 
диагностических и прогностических биомаркёров те-
чения хронической болезни почек [59].

Исследована ХБП на примере диабетической бо-
лезни почек (ДБП), сравнивая метаболомные про-
фили мочи пациентов с альбуминурической формой 
(АДБП), нормальными показателями экскреции аль-
бумина с мочой (НАДБП) и контрольную группу 
[60]. Методом ЖХ-МС определено 65 метаболитов 
со статистически значимыми различиями концен-
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репрезентативным для метаболома звеном патогенеза 
рассматривали процесс почечного фиброза.

ХБП является социально значимым заболеванием, 
приводящим к снижению качества жизни и к ранней 
потере трудоспособности. Согласно эпидемиологиче-
ским прогнозам, значение ХБП для мирового здраво-
охранения будет только расти. Основная проблема ве-
дения пациентов с ХБП – ограниченные возможности 
современных маркёров заболевания, которые позволя-
ют диагностировать повреждение почек только после 
истощения почечного резерва и гибели существенной 
части нефронов. Несмотря на то, что хроническая бо-
лезнь почек – полиэтиологичное заболевание, в его 
патогенезе лежат одни и те же механизмы, вне зави-
симости от первичного повреждающего фактора. В 
связи с большой вариабельностью физико-химических 
свойств метаболитов при данном заболевании необхо-
димо охватывать всё большие диапазоны метаболома 
для поиска и открытия новых биомаркёров. Существу-
ет множество инструментальных и статистических 
подходов к поиску новых биомаркёров, тенденция 
последних лет демонстрирует необходимость приме-
нения мультиплатформенной метаболомики, сочета-
ющей параллельное применение тандемных хромато-
масс-спектрометрических методов (ГХ-МС, ЖХ-МС), 
и мультикомпартментной метаболомики с целью соз-
дания мультимаркёрных классификаторов и панелей 
метаболомных биомаркёров.

Результаты исследований показывают, что большая 
часть биомаркёров ХБП являются звеньями метабо-
лизма углеводов, жирных кислот, ацилкарнитинов, 
пуринов, аминокислот. Выбор мочи в качестве изуча-
емой среды оказался целесообразным в связи с бы-
стрым изменением её метаболома в ответ на повреж-
дение почки. Применение МС метода в практике из-
учения патогенеза ХБП и поиска ранних биомаркёров 
показало высокую точность и производительность. С 
помощью аналитических методов тандемной хромато-
масс-спектрометрии исследовательские группы смог-
ли создать диагностические панели для диабетической 
болезни почек, гломерулопатий и нефропатий, опре-
делены группы биомаркёров отторжения почечного 
трансплантата. Поиск ранних биомаркёров развития 
патологии ХБП у детей в связи с быстрым прогресси-
рованием является исключительно важным, поэтому 
особенную актуальность имеет метаболомное иссле-
дование проб детей с почечной дисплазией, проведен-
ное группой S. Maciozsek и соавт. [61]. Необходимо в 
дальнейшем определить оптимальные модификации 
масс-спектрометрического метода, параллельно срав-
нивая их с другими неинвазивными методами анализа 
метаболома мочи, стремиться к увеличению исследуе-
мых групп пациентов с ХБП и высокоточной их стра-
тификации по этиологии и стадии болезни.
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КЛИНИКО-ЛАБОРАТОРНАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА КОКСИЕЛЛЁЗА У ДЕТЕЙ

ФГБОУ ВО Астраханский государственный медицинский университет Минздрава РФ, 414000, Астрахань, Россия

По распространенности в мире коксиеллез занимает первое место в группе зоонозных риккетсиозов. В России природные оча-
ги коксиеллеза регистрируются в Астраханской области, Центрально-Черноземной зоне, Сибири. Цель исследования: уста-
новить частоту встречаемости клинических симптомов и изменений показателей крови при коксиеллезе у детей. Проведён 
ретроспективный анализ 102 случаев коксиеллеза у детей, в возрасте от 7 до 17 лет, находившихся на стационарном лечении 
в ГБУЗ «Областная инфекционная клиническая больница им. А.М. Ничоги» г. Астрахань в период с января 2002 по декабрь  
2022 года. Подтверждением диагноза коксиеллёз служило: наличие АТ класса IgM, нарастание титра специфических АТ в 
парных сыворотках крови, исследуемых в РСК и ИФА; детекция ДНК С. burnetii, при исследовании методом ПЦР. Всем боль-
ным проводилось общеклиническое и биохимическое исследование крови, определялись показатели коагулограммы. Установле-
но, что наиболее часто встречающимися симптомами, позволяющими заподозрить коксиеллез, являются: лихорадка (100%), 
преимущественно ремиттирующего характера (65%), сопровождавшаяся ознобом у 58% больных, наличие катарального син-
дрома у 74%,склероконъюнктивита у 62%, гепатомегалии у 72% больных.Количество лейкоцитов, у 61,8% больных, остава-
лось в пределах возрастной нормы. Лейкоцитоз отмечался у 17,6%, лейкопения у 20,6%, увеличение СОЭ у 31,4%, анемия нор-
мохромногохарактера у 23 (22,5%) пациентов.Снижение показателя тромбоцитов в 1,2-1,3 раза, по сравнению с контролем, 
установлено у 6,9%. Показатели коагуляционного звена увеличивались по отдельным показателям у 13,7-31,4%.Повышение 
общего билирубина, за счет прямой фракции, установлено у 13,7 %, АЛТ у 17,6% пациентов, показателя тимоловой пробы у 
29,4%, щелочной фосфатазы у 4,9%, от общего количества больных, что свидетельствовало о развитии гепатита.
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Kharchenko G.A., Kimirilova O.G.
CLINICAL AND LABORATORY CHARACTERISTICS OF COXYELLOSIS IN CHILDREN
Astrakhan state medical University, 414000, Astrakhan, Russian Federation
In terms of prevalence in the world, coxiellosis ranks first in the group of zoonotic rickettsioses. In Russia, natural foci of coxiellosis are 
recorded in the Astrakhan region, the Central Chernozem Zone, and Siberia.Тo establish the frequency of occurrence of clinical symp-
toms and changes in blood parameters in coxiellosis in children. A retrospective analysis of 102 cases of coxiellosis in children aged 7 to 
17 years who were hospitalized at the Regional Infectious Diseases Clinical Hospital named after N.N. A. M. Nichogi, Astrakhan in the 
period from January 2002 to december 2022. The diagnosis of coxiellosis was confirmed by: the presence of antibodies of the IgM class, 
an increase in the titer of specific antibodies in paired blood sera studied in RSK and ELISA; DNA detection c. Burnetii, when examined 
by PCR. All patients underwent general clinical and biochemical blood tests, coagulation parameters were determined.
It has been established that the most common symptoms that make it possible to suspect coxiellosis are: fever (100%), predomi-
nantly remitting in nature (65%), accompanied by chills in 58% of patients, the presence of catarrhal syndrome in 74%, sclerocon-
junctivitis in 62%, hepatomegaly in 72 % of patients.
The number of leukocytes, in 61.8% of patients, remained within the age norm. Leukocytosis was noted in 17.6%, leukopenia in 
20.6%, an increase in ESR in 31.4%, normochromic anemia in 23 (22.5%) patients. A decrease in the platelet count by 1.2-1.3 
times, compared with the control, was found in 6.9%. Indicators of the coagulation link increased by individual indicators in 13.7-
31.4%. An increase in total bilirubin due to the direct fraction was found in 13.7%, ALT in 17.6% of patients, thymol test in 29.4%, 
alkaline phosphatase in 4.9% of the total number of patients, which indicated the development of hepatitis.
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Коксиеллез относится к группе риккетсиозных 
зоонозов с природной очаговостью, протекающих с 
лихорадкой, поражением легких, гепатоспленомега-
лией с умеренно выраженными нарушениями функ-
ции печени [1]

Источниками инфекции являются домашний скот, 
птицы, грызуны. Переносчики- клещи. Пути передачи 
воздушно-пылевой, пищевой (молочные и мясные про-
дукты), контактно-бытовой и трансмиссивный [2, 3].

Показатель заболеваемости коксиеллёзом в Рос-
сии 0,07 на 100 тыс. населения, а на ряде территорий 
Сибири, Центрально-Чернозёмной зоны, Южного 
федерального округа находится в интервале от 5,39 
до 16,3 случаев на 100 тыс. населения [4].

Основными симптомами типичных форм коксиел-
лёза являются: фебрильная лихорадка, сопровождаю-
щаяся ознобами, головные боли, бессонница, сухой 
болезненный кашель, миалгии, ретробульбарные 
боли, увеличение размеров печени. При аэрогенном 
пути заражения развивается специфическая пневмо-
ния [5 – 7]. Возможно поражение почек с развитием 
почечной недостаточности. Coxiella burnetii может 
длительно персистировать в организме человека, спо-
собствуя развитию затяжных и хронических форм 
болезни. У 50% инфицированных коксиеллёзом, бо-
лезнь протекает атипично [7- 9].

Лабораторными методами диагностики коксиел-
лёза являются: культуральный (выделение возбуди-
теля из крови, мокроты, мочи на культуре клеток), 
биологический, серологический (РСК, РНИФ). Чаще 
используется метод ИФА (определение специфиче-
ских антител к антигену Сoxiella burnetii класса IgM 
и IgG), ПЦР- молекулярно-генетический метод обна-
ружения генома возбудителя в крови [10 – 12].

Этиотропная терапия проводится антибиотиками 
тетрациклинового ряда (тетрациклин, доксициклин) 
с возраста 8 лет; ципрофлоксацином с возраста 14 
лет; левомицетином, азитромицином, кларитромици-
ном, рифампицином внутрь до 2-3-годня нормальной 
температуры тела. Минимальная продолжительность 
курса лечения антибиотиками 7 дней. При тяжелых 
формах болезни антибиотики назначаются парен-
терально [13, 14]. Больные, перенесшие коксиеллез, 
нуждаются в диспансерном наблюдении с целью про-
филактики возникновения рецидивов, формирования 
затяжного и хронического течения болезни. Конкрет-
ных сроков диспансерного наблюдения нет (опреде-
ляются по клинике).

Цель исследования: установить частоту встреча-
емости основных клинических симптомов и измене-
ний показателей крови при коксиеллезе у детей. 

Материал и методы. Проведён ретроспективный 
анализ 102 случаев коксиеллеза у детей в возрасте от 
7 до 17 лет, находившихся на стационарном лечении 
в ГБУЗ «Областная инфекционная клиническая боль-
ница им. А.М. Ничоги» г. Астрахань в период с янва-
ря 2002 по декабрь 2022 года. 

У родителей обследуемых детей, до включения 
в исследование, было получено письменное, добро-
вольное, информированное согласие на проведение 
обследования и использование полученных резуль-

татов с научной целью. Проведенные исследования 
выполнялись в соответствии с принципами Хельсин-
ской Декларации, разработанной Всемирной меди-
цинской ассоциацией (2013). Протокол исследования 
был одобрен Региональным независимым этическим 
комитетом ФГБОУ ВО Астраханский ГМУ Минздра-
ва России (протокол № 7 от 18.01.2002 г.), поправок 
к исходному протоколу этического комитета не было.

Подтверждением диагноза служило: наличие АТ 
класса IgM, нарастание титра специфических АТ 
в парных сыворотках крови, исследуемых в РСК и 
ИФА; детекция ДНК С. burnetii при исследовании 
методом ПЦР. Всем больным проводилось общекли-
ническое и биохимическое исследование крови, опре-
делялись показатели коагулограммы. 

Сравнительный анализ клинических симптомов и 
лабораторных данных, у больных коксиеллезом де-
тей, представлен по результатам собственных наблю-
дений и публикаций последних лет. Статистическая 
обработка данных проводилась с использованием па-
кета «Statistica 6,0 (Stat.Soft, USA). Количественные 
показатели оценивали по среднему арифметическому 
значению и стандартному отклонению, качественные 
показатели – с помощью критерия хи-квадрат. Разли-
чия считали статистически значимыми при p<0,05.

Результаты. Из 102 детей, вошедших в исследо-
вание, 97(95%) приходилось на детей из организо-
ванных коллективов (школьники младших и старших 
классов), проживающих в городе – 89 (87%). В воз-
растной структуре больных коксиеллёзом на долю де-
тей в возрасте 7-10 лет приходилось 28 (27,5%), 11-14 
лет – 49 (48%), старше 14 лет 25 (24,5%) случаев кок-
сиеллёза, от общего количества больных. Во всех воз-
растных группах больных коксиеллёзом преобладали 
мальчики до 80%. Средний возраст детей, вошедших 
в исследование – 11,8±4,8 лет.

Рост заболеваемости коксиеллезом отмечался в 
апреле – июле. На этот период приходился 71 (70%) 
случай заболевания. Алиментарный путь заражения 
(через молоко, молочные продукты, мясо) установ-
лен у 45 (44%) детей. Наличие домашних животных, 
птиц, продолжительность контакта с ними имело 
место у 29 (28,4%) пациентов. У 21 (20,6%) ребенка 
установлено наличие укуса клеща. У 7 (7%) путь за-
ражения установить не удалось.

Направительными диагнозами на госпитализацию 
являлись: ОРВИ – 83 (81,4%) случая, энтеровирусная 
инфекция – 8 (7,8%), пневмония – 5 (4,9%), орнитоз – 
6 (5,9%) случаев. Средние сроки госпитализации, от 
начала болезни, составляли 4,8±1,2 дня. У 85 (83%) 
детей заболевание протекало в среднетяжелой форме. 
Клиническая симптоматика коксиеллёза обусловлена 
сочетанием лихорадки с ознобом у 52% больных со 
среднетяжелой и у 88% с тяжелой формой болезни, 
чаще ремиттирующего характера, сухим кашлем у 
33% и 64%, соответственно. Пневмония рентгено-
графически диагностирована у 14 (13,7%) пациентов. 
Очаговые изменения в легких локализовались в при-
корневой зоне с обеих сторон (табл.1).

Наличие поражения печени установлено у 18 
(17,6%) пациентов (табл.2). Сыпь пятнисто-папулез-
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ного характера отмечалась у 12% больных, распола-
галась на туловище и конечностях, разрешалась бес-
следно в течение 3,8±1,4 дней.

Изменения гемограммы, в остром периоде болез-
ни, характеризовались наличием лейкоцитоза у 18 
(17,6%), лейкопении у 21 (20,6%), анемии нормохром-
ного характера у 23 (22,5%), при отсутствии наруше-
ний резистентности эритроцитов, снижением числа 
тромбоцитов у 7 (6,9%), ускорением СОЭ у 32 (31,4%), 
вошедших в исследование и более выраженных при 
тяжелых формах коксиеллеза (см. табл. 2). Показате-
ли лейкоцитов у 63 (61,7%), эритроцитов у 79(77,5%), 
тромбоцитов у 93(93,1%), СОЭ у 70 (68,6%) детей на-
ходились в пределах возрастной нормы. У больных 
с поражением печени отмечалось повышение общего 
билирубина, за счет прямой фракции, у 14 (13,7%), 
АЛТ у 18 (17,6%). У 4 (3,9%) больных, при повыше-
нии активности АЛТ, показатель билирубина оста-
вался в пределах нормы. Увеличение показателя ти-
моловой пробы установлено у 30 (29,4%), щелочной 
фосфатазы у 5 (4,9%) от общего количества больных. 
У 56 (59,4%) пациентов имело место повышение по-
казателя креатинина, а у 12 (11,8%) мочевины крови, 
при сохраненном диурезе (см. табл. 2).

Увеличение времени рекальцификации установ-
лено у 31(30,4%) ребенка, концентрации фибрино-
гена у 32 (31,4%), наличие тромботеста VII степени 
у 16 (15,7%), толерантности плазмы к гепарину у 14 

(13,7%), снижение протромбинового индекса у 9(8,8%) 
пациентов, от общего количества больных (табл. 3).

По результатам УЗИ органов брюшной полости у 
детей установлено увеличение размеров печени у 74 
(72,5%), селезенки у 16 (15,7%).

Обсуждение. Клиническая диагностика коксиел-
леза представляет значительные трудности в связи с 
полиморфизмом симптоматики. По результатам на-
шего исследования, наиболее часто встречающимися 
симптомами, позволяющими заподозрить коксиеллез, 
являлись: лихорадка (100%), преимущественно ре-
миттирующего характера (65%), сопровождавшаяся 
ознобом у 58% больных, наличие катарального син-
дрома у 74%, склероконьюнктивита у 62%, гепатоме-
галия у 72% больных, что не противоречит результа-
там других исследований [2, 16, 17]. 

По данным К.М. Лобана [15], при спорадической 
заболеваемости лейкопения встречается у 36,8% 
больных, лейкоцитоз у 9,7%, нормоцитоз у 53,5%, с 
увеличением частоты лейкопении при вспышечной 
заболеваемости до 49,2-67,3%; лейкоцитоза до 11,5%; 
с уменьшением нормоцитоза до 24,2 – 39,35%. 

По данным В.Н. Рудакова и соавт.[21] отмечается 
преимущественно лейкопения или тенденция к ней, а 
лейкоцитоз со сдвигом формулы влево встречается у 
10% больных в разгар болезни. 

По нашим данным, у 61,8% больных количество 
лейкоцитов оставалось в пределах возрастной нормы, 
лейкоцитоз отмечался у 17,6%, лейкопения у20,6%, 
увеличение СОЭ у 31,4%.

По результатам исследования Е.Н. Лазаревой и 
соавт. [19], Сoxiella burnetii может оказывать прямое 
воздействие на функциональную активность тромбо-
цитов и вызывать нарушения в системе гемостаза, 
влияющие на тяжесть течения и исходы болезни. По 
данным К.М. Лобана [15], коксиеллы размножаются 
только в адвентициальных гистиоцитах сосудов по 
ходу мелких вен и поражение эндотелиальных клеток 
мелких сосудов с развитием васкулитов и панваску-
литов, при экспериментальном коксиеллезе, не уста-
новлено. В нашем исследовании тромбоцитопения 
отмечалась у 6,9% больных, со снижением показателя 
тромбоцитов в 1,2-1,3 раза, по сравнению с контро-
лем. Наличие активации свертывания крови установ-
лено у 42 (47%) пациентов, у 32 (31,4%) – повышение 
показателя концентрации фибриногена, у 16 (15,6%) 
по тромботесту VII степени, а наличие гипокоагуля-
ции у 54 (53%) больных, о чем свидетельствовали 
увеличение времени рекальцификации у 31 (30,4%), 
толерантности плазмы крови к гепарину у 14 (13,7%), 
снижение протромбинового индекса у 9 (8,8%) боль-
ных. Установленный дисбаланс коагулограммы не 
приводил к развитию коагулопатии. Представленные 
результаты позволяют рассматривать коксиеллез. как 
острый доброкачественный процесс без развития ва-
скулита и панваскулита, что, по данным К.М. Лобана 
[2, 14], отличает его от других риккетсиозов.

Повышение общего билирубина за счет прямой 
фракции и показателя АЛТ свидетельствовало о на-
личии цитолиза печеночных клеток, что характерно 
для гепатитов. Гепатит, имевший место у больных 

Т а б л и ц а  1
Частота встречаемости основных клинических симптомов 
коксиеллеза у детей при среднетяжелых и тяжелых формах 

болезни

Симптомы
Частота встречаемости, абс.(%)

среднетяжелая 
форма (n=85)

тяжелая 
(n=17)

Лихорадка 85 (100) 17 (100)

Ремиттирующая лихорадка 52 (61) 14 (82)*

Интермиттирующая лихорадка 22 (26) 1 (6)*

Постоянная лихорадка 11 (13) 2 (12)

 Лихорадка с ознобом 44 (52) 15 (88)*

Продолжительность, сутки 8,9±1,3 12,8 ±1,9

Катаральный синдром 63 (74) 13 (76)

Кашель 28 (33) 11 (64)*

Пневмония 9 (10) 5 (29)*

Склероконъюнктивит 51 (60) 12 (70)

Гепатомегалия 58 (68) 16 (94)*

Желтуха 12 (14) 6 (35)*

Миалгия 38 (44) 11 (64)*

Артралгии 23 (27) 6 (35)

Экзантема 7 (8) 5 (29)*

Продолжительность болезни, 
сутки

18,2±3,4 23,5±4,1

П р и м е ч а н и е .* – Статистически значимые различия между 
среднетяжелыми и тяжелыми формами, p<0,05.
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коксиеллезом детей, в нашем исследовании, про-
текал доброкачественно с нормализацией размеров 
печени, показателей билирубина и АЛТ в течение 
9,8±3,6 дней. Описание гепатитов коксиеллезой 
этиологии, протекавших с повышением билируби-
на, АЛТ и очагами некроза печеночных клеток и 
инфильтрацией их эозинофилами (по результатам 
биопсии) с пролонгированным течением и мед-
ленным выздоровлением представлено в работах 
[19–22].

Выводы:
1. Симптомами, позволяющими заподозрить кок-

сиеллез, являются: лихорадка ремиттирующего ха-
рактера с ознобом, наличие катарального синдрома, 
склероконьюнктивита, гепатомегалии.

2. У 63 (61,8%) больных коксиеллезом детей, в 
общем анализе крови, установлено отсутствие откло-
нений от показателей возрастной нормы. Лейкопения 
определялась у 20,6%, лейкоцитоз у 17,6%, увели-
чение СОЭ у 31,4%, нормохромная анемия у 22,5%, 
тромбоцитопения у 6,9% детей.

3. У 18 (17,6%) детей установлено наличие гепати-
та, при отрицательных результатах обследования на 
маркеры вирусных гепатитов.
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Изучение особенностей функционирования, выявление дисрегуляторных нарушений в системе интерферонов, как 
одной из важнейших составляющих системы противовирусной защиты, у пациентов с АХА-ГВИ необходимо для 
понимания молекулярных механизмов иммунопатогенеза и создания основы персонифицированных программ таргетной 
иммунотерапии, с последующей разработкой лабораторных критериев оценки их эффективности. Цель: изучение 
особенностей функционирования системы IFN у пациентов, страдающих АХА-ГВИ, с возможностью последующего 
проведения лабораторной оценки эффективности персонифицированных программ интерфероно- и иммунотропной 
терапии. Под нашим наблюдением на базе КДЦ «Медси на Белорусской» (г. Москва) находились 56 пациентов обоих полов 
в возрасте от 18 до 70 лет, страдающих АХА-ГВИ. Группу сравнения составляли 30 условно здоровых лиц сопоставимых 
по полу и возрасту с пациентами ГИ. В программу обследования помимо общепринятых методов (сбор жалоб, анамнеза, 
осмотр, ОАК, ОАМ и пр.) включен метод серодиагностики (детекция ГВИ и определение уровня сывороточного IFN, 
спонтанной и индуцированной продукции IFNα и IFNγ методом ИФА); молекулярно-генетические исследования (метод 
ПЦР-РВ – для обнаружения генома вирусов в биоматериалах). Исследование одобрено комиссией по вопросам этики, 
у всех пациентов получено информированное согласие на участие в исследовании. Статистический анализ произведён 
при помощи адекватных методов статистических исследований. У всех пациентов с АХА-ГВИ выявлены различные 
дефекты функционирования системы интерферонов (интерферонопатии): показано достоверное снижение уровня 
сывороточного IFNα в 1,6 раза у 100% пациентов ГИ и IFNγ в 0,8 раза у 87,3% , снижение продукции индуцированного 
IFNα в 4, 7 раза зафиксировано в 100% случаев, в то время как снижение индуцированной продукции IFNγ в 5,5 раз 
зафиксировано у 48%. Полученные результаты свидетельствуют о развившемся дисбалансе в системе IFN на фоне 
атипичного хронического активного течения вирусного процесса. Определение концентрации сывороточных IFNα и IFNγ, 
спонтанной и индуцированной продукции IFNα и IFNγ у пациентов с АХА-ГВИ может быть использовано в клинической 
лабораторной диагностике для диагностики интерферонопатий и с целью выбора тактики иммуномодулирующей 
терапии и последующей лабораторной оценки её эффективности.
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Studying the peculiarities of functioning, identifying dysregulatory disorders in the interferon system, as one of the most important 
components of the antiviral protection system, in patients with ACA-HVI is necessary for understanding the molecular mechanisms 
of immunopathogenesis and creating the basis for personalized targeted immunotherapy programs, with the subsequent develop-
ment of laboratory criteria for assessing their effectiveness. Aim. studying the functioning characteristics of the IFN system in 
patients suffering from ACA-HVI with the possibility of subsequent laboratory assessment of the effectiveness of personalized 
interferon and immunotropic therapy programs. Material and methods. Under our supervision at the Medsi on Belorusskaya CDC 
(Moscow) there were 56 patients of both sexes aged 18 to 70 years suffering from ACA-HVI (SG). The comparison group (CG) con-
sisted of 30 conditionally healthy subjects comparable in sex and age to SG patients. In addition to traditional methods (collection 
of complaints, history, examination, hemogram, etc.), the examination program used methods of serodiagnosis (detection of HVI 
and determination of serum IFN level, spontaneous and induced IFNα production and IFNγ by ELISA); molecular genetic studies 
(PCR-RT – for detecting the genome of viruses in biomaterials). The study was approved by the ethics committee, and all patients 
received informed consent to participate in the study. Statistical analysis is carried out using adequate methods of statistical re-
search. Results. All patients with ACA-HVI showed various defects in the functioning of the interferon system (interferonopathy): 
showed a significant decrease in serum IFNα by 1.6 times in 100.0% of patients with CG and IFNγ by 0.8 times in 87.3%, a de-
crease in induced IFNα production by 4, 7 times was recorded in 100.0% of cases, while a decrease in induced IFNγ production by 
5.5 times was recorded in 48.0%. The obtained results indicate the developed imbalance in the IFN system against the background 
of the atypical chronic active course of the viral process. Conclusion: Determination of the concentration of serum IFNα and IFNγ, 
as well as spontaneous and induced production of IFNα and IFNγ in patients with ACA-HVI can be used in clinical laboratory 
diagnostics to detection of interferonopathies, as well as to choose the tactics of immunomodulatory therapy in these patients.
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Введение. Интерфероны типа I (IFN) играют важ-
ную роль в развитии и модуляции противовирус-
ного иммунного ответа, осуществляемого посред-
ством экспрессии генов, стимулируемых IFN (ISG), 
через янус-киназу (JAK) и преобразователь сигна-
лов и активатор транскрипции сигнального пути 
(STAT) – канонический путь активации [1]. IFN типа 
I может активировать передачу сигналов через STAT-
независимые пути – неканоническая активация: че-
рез MAPK-митоген-активируемые протеинкиназы и 
PI3K – фосфатидилинозитол-3-киназы [1,2]. Много-
численные клеточные и молекулярные механизмы 
регуляции системы IFN координируют посттрансля-
ционную модификацию (PTM) сигнальных молекул 
и эпигенетическую модификацию программ экспрес-
сии генов, являющихся двумя важными механизма-
ми регуляции передачи сигналов IFN и имеющих ре-
шающее значение для развития IFN-опосредованно 
иммунного ответа. Интервенция вирусов, и, в част-

ности, вирусов семейства Herpesviridae, нарушает 
функциональную активность системы IFN, что ле-
жит в основе иммунопатогенеза, как самого инфек-
ционного заболевания, так и развивающихся сопут-
ствующих аутовоспалительных синдромов, ассоции-
рованных с аберрантной активацией воспалительных 
реакций или неадекватным контролем над течением 
вирусной инфекции [2, 3].

Дисбаланс в работе системы IFN, отсутствие 
адекватного реагирования этой системы на вирус-
ные стимулы рассматриваются как предрасполагаю-
щий фактор повышенной восприимчивости к инфи-
цированию ВПГ-1 (вирус простого герпеса 1 типа), 
ВПГ-2 (вирус простого герпеса 2 типа), ВЭБ (вирус 
Эпштейна-Барр), ЦМВ (цитомегаловирус), ВГЧ  
6 типа (вирус герпеса человека 6 типа) [4-8]. При хро-
ническом рецидивирующем течении герпесвирусных 
инфекций (ГВИ) нарушается передача сигналов IFN 
типа I, которая модулируется с помощью различных 
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механизмов, таких как: 1) изменение активности и 
взаимодействия сигнальных компонентов с помощью 
PTM; 2) модуляция транскрипции IFN-зависимого ге-
на путём изменения состояний и функции хроматина 
с помощью эпигенетических механизмов, таких как 
модификация гистонов и ремоделирование хромати-
на. Данные об особенностях функционирования си-
стемы IFN у пациентов с ГВИ противоречивы [5, 7, 
10–14]. Ранее проведённые многочисленные иссле-
дования посвящены изучению особенностей функци-
онирования системы IFN у пациентов, страдающих 
острыми и хроническими, преимущественно моно-
ГВИ. Изучение уровня IFN в сыворотке крови паци-
ентов проводилось либо в момент обострения, либо 
в период ремиссии [15-17]. На рубеже ХХ века по-
явились публикации об особой форме течения ГВИ 
– атипичной хронической активной ГВИ (АХА-ГВИ) 
[18]. В иммунологическом профиле этих пациентов в 
100% случаев имеются изолированные и/или сочетан-
ные нарушения функционирования основных звеньев 
системы противовирусной защиты организма, систе-
мы IFN – интерферонопатии [18,19], цитокинового 
профиля [20]. Комплексного изучения особенностей 
системы IFN, включающего определение уровня сы-
вороточных IFNα и IFNγ, спонтанной и индуцирован-
ной продукции IFNα и IFNγ у пациентов с АХА-ГВИ 
ранее не проводилось.

Изучение особенностей функционирования, выяв-
ление дисрегуляторных нарушений в системе интер-
феронов, как одной из важнейших составляющих си-
стемы противовирусной защиты у пациентов с АХА-
ГВИ, необходимо для понимания молекулярных 
механизмов иммунопатогенеза данной формы ГВИ 
и создания основы персонифицированных программ 
таргетной иммунотерапии, включающей интерферо-
нотерапию, с последующей разработкой лаборатор-
ных критериев оценки их эффективности.

Цель исследования: изучение особенностей функ-
ционирования системы IFN у пациентов, страдающих 
АХА-ГВИ, для уточнения специфики их иммунопа-
тогенеза, с возможностью последующего проведения 
лабораторной оценки эффективности персонифици-
рованных программ интерфероно- и иммунотропной 
терапии.

Материал и методы. Под нашим наблюдением 
на базе КДЦ «Медси на Белорусской» находились 
56 пациентов обоего пола в возрасте от 18 до 70 лет, 
страдающих микст АХА-ГВИ – группа исследования 
(ГИ). Критериями включения пациентов в ГИ явля-
лись: наличие письменного информированного со-
гласия пациента на участие в исследовании; возраст 
старше 18 лет и младше 70 лет; подтверждённый диа-
гноз АХА-ГВИ (микст-вариант течения). Критерии 
не включения пациентов в исследование: возраст 
младше 18 лет и старше 70 лет; беременность и лакта-
ция; наличие соматической тяжёлой сопутствующей 
патологии внутренних органов, сердечно-сосудистой 
системы, опорно-двигательного аппарата; курсы им-
муномодулирующей терапии в анамнезе (последний 
курс не менее, чем за 6 месяцев до включения в иссле-
дование); низкая комплаентность пациента; острая 

продуктивная психическая симптоматика; ВИЧ/
СПИД, парентеральные вирусные гепатиты; наличие 
онкологических заболеваний на момент включения в 
исследование или в анамнезе. Критерии исключения 
пациентов из исследования: отказ пациента от даль-
нейшего участия в исследовании; беременность.

Диагноз АХА-ГВИ устанавливался на основа-
нии наличия клинических и лабораторных крите-
риев этой формы инфекции. Помимо общеприня-
тых методов (сбор жалоб и анамнеза, методы физи-
кального обследования, ОАК, ОАМ, биохимическое 
исследование крови и др.) в комплекс исследования 
включены методы серологической диагностики для 
детекции герпесвирусной инфекции (определение 
антител классов IgM и IgG к различным антигенам 
ВЭБ (VCA-virus capsid antigen (антиген вирусного 
капсида) EBNA- Epstein Barr Virus nuclear antigen 
(ядерный антиген), NA-early nuclear antigen (ранний 
антиген), антител IgM и IgG к ЦМВ, ВПГ-1/2 тип) 
с помощью ИФА тест-систем НПО «Диагностиче-
ские системы» (Россия). Молекулярно-генетический 
метод исследования для детекции генома герпес-ви-
русов в биоматериалах (кровь, слюна, моча, соскоб 
с миндалин и задней стенки глотки) с применени-
ем ПЦР-РВ и тест-системы «АмплиСенс» (Россия). 
Для определения уровня сывороточных IFNα и IFNγ, 
спонтанной продукции INFα и IFNγ использован ме-
тод ИФА (Labsystems Multiskan Ascent, Финляндия, 
тест-система ЗАО «Цитокин», г. Санкт-Петербург). 
Индуцированная продукция IFNα и IFNγ определя-
лась методом ИФА после воздействия на мононукле-
арные лейкоциты периферической крови пациентов 
специфических индукторов: вируса Ньюкасла и ФГА 
(фитогемагглютинин) соответственно с помощью 
тест-систем ЗАО «Вектор-Бест» (Россия) на приборе 
Labsystems Multiskan Ascent (Финляндия). Для оцен-
ки выраженности клинических симптомов/критери-
альных признаков МЭ (менингоэнцефалита)/СХУ 
использована разработанная нами 5-балльная шкала, 
где наличие или отсутствие симптомов в зависимо-
сти от тяжести их проявления оценивалась в бал-
лах от 0 до 5, где 0 баллов – отсутствие симптомов; 
1 балл – минимальные симптомы; 2 балла – средняя 
выраженность симптомов; 3 балла – тяжёлая степень; 
4 балла – очень тяжёлая степень; 5 баллов – крайняя 
степень выраженности [27].

Группу сравнения (ГС) составили 30 условно здо-
ровых лиц сопоставимых по полу и возрасту с паци-
ентами ГИ.

Исследование одобрено комиссией по вопросам 
этики, у всех пациентов получено информирован-
ное согласие на участие в исследовании согласно 
Хельсинкской декларации Всемирной медицинской 
ассоциации (WMA Declaration of Helsinki – Ethical 
Principles for Medical Research Involving Human 
Subjects, 2013) и на обработку персональных данных.

Статистический анализ произведён при помощи 
программного пакета Microsoft Excel 2019 и Statistica 
с применением критериев Манна-Уитни и Вилкоксо-
на для сравнения независимых и связанных выборок. 
Результаты представляли в виде медианы (верхний и 
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проведено исследование концентрации IFNα и IFNγ 
в сыворотке крови (сывороточные IFNα и IFNγ), из-
учение индуцированной продукции IFNα и IFNγ под 
действием стандартных индукторов.

Изучение уровня индуцированной продукции 
IFNα лейкоцитами периферической крови произведе-
но после его индукции in vitro эталонным индуктором 
IFNα – вирусом болезни Ньюкасла (ВБН). Нагрузоч-
ный тест, характеризующий IFNα продуцирующую 
способность лейкоцитов крови пациента, при кото-
ром в условиях in vitro моделируется инфицирование 
лейкоцитов его крови ВБН и определяется количество 
продуцируемого ими защитного белка – IFNα.

Изучение уровня продукции лейкоцитами перифе-
рической крови IFNγ произведено при его индукции 
in vitro эталонным индуктором IFNγ – фитогемагглю-
тинином (ФГА). Нагрузочный тест, характеризующий 
ИФНγ продуцирующую способность лейкоцитов 
крови пациента, при котором в условиях in vitro моде-
лируется взаимодействие лейкоцитов крови с митоге-
ном – ФГА и определяется количество продуцируемо-
го при этом ими регуляторного белка – IFNγ.

Снижение концентрации сывороточных IFN обоих 
типов наблюдается у 98, 3% пациентов ГИ. При этом 
частота встречаемости нарушений сывороточной 
продукции IFNα составляет 100%, нарушение сыво-
роточной продукции IFNγ детектировано у 87,3% па-
циентов.

Показано достоверное снижение уровня сыворо-
точного IFNα в 1,6 раза в ГИ, что соответствует 20,89 
(18,7;21,9) пг/мл против 31,05 (29,2;35,0) пг/мл в груп-
пе сравнения (p<0,05). Концентрация сывороточного 
IFNγ составила 40,0 (23,4;45,0) пг/мл у пациентов ГИ, 
что имеет статистически значимые различия с пока-
зателями группы сравнения 58,8 (48,6; 73,2) (p>0,05). 
(рис. 2).

Изучение индуцированной продукции IFNα и IFNγ 
выявило снижение продукции индуцированного IFNα 
в 100% случаев, снижение индуцированной продук-
ции IFNγ у 48% пациентов с АХА-ГВИ (см. таблицу).

Показано достоверное снижение уровня индуци-
рованной продукции IFNα в 4,7 раза в ГИ, что со-
ответствует 154,3 (110,8; 219,6) Ед/мл против 687 
(560,1; 900,6) Ед/мл в группе сравнения (p<0,05). 
Уровень индуцированной продукции IFNγ имеет ана-

нижний квартиль) – Me(Q1;Q3). Для обработки полу-
ченных результатов использованы методы вариаци-
онной статистики с расчётом средних арифметиче-
ских величин (М), ошибок средних арифметических 
величин (m), среднеквадратичных отклонений (δ). 
Статистически значимыми были приняты результаты 
с p<0,05.

Результаты. Анализ этиологической структу-
ры ГВИ у пациентов ГИ продемонстрировал, что в 
структуре всех комбинаций микст-АХА-ГВИ преоб-
ладает ВЭБ. Лидирующие позиции занимают соче-
тания: ВЭБ и ВПГ-1 и ВПГ-2 в 37,3% случаев; ВЭБ 
и ВЧГ-6 типа – в 31,8% случаев; ВЭБ и ВПГ-1 – в 
15,1% случаев, ВЭБ и ВПГ-2 – в 7,4% случаев; ВЭБ и 
ЦМВ – в 8,4% случаев (рис. 1).

В клинической картине у пациентов, страдающих 
микст-АХА-ГВИ, помимо топических клинических 
проявлений ГВИ, характерных для каждой нозологиче-
ской формы этой инфекции, имели место неспецифиче-
ские жалобы и клинические проявления дисфункцио-
нальных нарушений со стороны центральной и перифе-
рической нервной системы, вегетативные дисфункции. 
Одним из наиболее ярких клинических проявлений у 
пациентов ГИ является симптомокомплекс характерный 
для синдрома хронической усталости (СХУ), к клини-
ческим проявлениям которого относят: ощущение вы-
раженной усталости, длительную слабость, плохую 
переносимость физической активности, субфебрилитет, 
повышенную потливость, дискомфорт и боли в горле, 
мигрирующие боли различной локализации (цефалгии, 
миалгии, артралгии и др.), регионарные лимфоаденопа-
тии, когнитивные нарушения, расстройства сна, сниже-
ние памяти, интеллекта, концентрации внимания. Для 
оценки степени выраженности этих нарушений исполь-
зована разработанная ранее «Шкала оценки выражен-
ности клинических симптомов/критериальных призна-
ков СХУ/МЭ (менингоэнцефалита)» [18]. У пациентов, 
страдающих микст-АХА-ГВИ, выраженность симпто-
мов по указанной шкале составила 53,5 [46,5;60,5] бал-
ла, при этом максимальное количество баллов по этой 
шкале составляет 65,0 баллов и соответствует макси-
мальной степени выраженности всех интервьюируемых 
симптомов.

Для комплексной оценки функционального состо-
яния системы интерферонов у пациентов с АХА-ГВИ 

Рис. 1. Этиологическая структура микст-ГВИ.
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логичную тенденцию к снижению и составляет 40,0 
(27,4;68,6) Ед/мл у пациентов ГИ, что имеет стати-
стически значимые различия с показателями группы 
сравнения 218,2 (126,5;312,8) (p>0,05).

У пациентов с АХА-ГВИ выявлены различные 
дефекты функционирования системы интерферо-
нов (интерферонопатии), что обусловливает непол-
ноценность ответа иммунной системы на вирусный 
инфекционный процесс и снижает эффективность 
противовирусной иммунной защиты. Выявленные 
нарушения в системе интерферонов могут быть об-
условлены как наследственными изменения в генах 
интерферона, так и носить приобретённый харак-
тер. Доказано, что герпесвирусы способны оказы-
вать негативное, супрессорное влияние на различ-
ные звенья системы противовирусной иммунной 
защиты организма и системы IFN, используя при 
этом различные стратегии подавления и антиген-
ной мимикрии.

Обсуждение. Полученные данные полностью 
коррелируют с результатами ранее проведённых ис-
следований D.S. Derek, R.J. Keith [9] и H. Zhu [10], 
которые в тест-системах in vitro продемонстрировали 
способность ВПГ подавлять противовирусный им-
мунный ответ, в частности угнетать функциональную 
активность NK-клеток, продукцию IFN I и II типов, 
реализацию адаптивного клеточного иммунного от-
вета. Известно, что вирусный протеин ICP 34.5 ней-
трализует действие IFN-α/β, обращая фосфорилиро-
вание эукариотического инициирующего фактора-2α, 
опосредованного протеинкиназой R. При этом сама 
протеинкиназа R является центральным компонен-
том индукции TNFα, IL-6 и хемокина RANTES при 
герпесвирусных инфекциях. По данным литературы, 
белок BGLF2 ВЭБ рекрутирует ферменты клетки-хо-
зяина для удаления фосфатной группы из STAT1, тем 

самым инактивируя её активность и перенаправляет 
STAT2 на деградацию, что ведёт к дефектной экс-
прессии интерферонстимулированных генов (ISG) и 
нарушению синтеза IFN I типа, а, следовательно, к 
снижению противовирусной иммунной защиты. По-
лученные данные о наличии сочетанных дефектов в 
работе системы IFN, а именно: нарушение спонтан-
ной и индуцированной продукции IFN обоих типов, 
снижение сывороточных концентраций IFNα и IFNγ, 
свидетельствуют о наличии интерферонопатии у 
этой группы пациентов. Наличие интерферонопатии 
предопределяет неполноценность противовирусного 
иммунного ответа, способствуя хронизации ГВИ, их 
атипичному течению.

Заключение. Определение концентрации сыворо-
точных IFNα и IFNγ, спонтанной и индуцированной 
продукции IFNα и IFNγ у пациентов с ГВИ может 
быть использовано в клинической лабораторной диа-
гностике для изучения особенностей функциониро-
вания и выявления дисрегуляторных нарушений в 
системе интерферонов – диагностике интерфероно-
патий. Полученные данные обосновывают необходи-
мость комплексной оценки системы IFN, основанной 
на интегративных подходах к диагностике интерфе-
ронопатий. Выявленные нарушения в системе IFN 
могут носить наследственный характер и быть обу-
словлены врождёнными ошибками иммунитета или 
иметь приобретённый характер, что важно учитывать 
для разработки новых подходов к проведению персо-
нифицированных программ интерфероно- и иммуно-
тропной терапии и последующей лабораторной оцен-
ки их эффективности.
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Актуальность активного поиска специфических молекул-биомаркёров для ранней доклинической диагностики нейроим-
муновоспаления при АХА-ГВИ определяется не только необходимостью уточнения особенностей иммунопатогенеза 
этой формы инфекции, но и для стратификации пациентов, выбора оптимальной стратегии лечения, оценки и про-
гнозирования её эффективности. Цель: определить диагностическую эффективность и прогностическую значимость 
ряда биомаркёров у пациентов с АХА-ГВИ для персонификации стратегий иммунотропной терапии и оценки её иммуно-
логической эффективности. Под нашим наблюдением на базе КДЦ «Медси на Белорусской» (г. Москва) находились 256 
пациентов обоих полов в возрасте от 18 до 70 лет, с установленным диагнозом АХА-ГВИ. Группу сравнения составляли 
30 условно здоровых лиц, сопоставимых по полу и возрасту с пациентами ГИ. В программу обследования, кроме обще-
принятых методов диагностики, включены методы серодиагностики, молекулярно-генетические исследования (метод 
ПЦР-РВ – для детекции генома вирусов в биоматериалах), иммунологические исследования для оценки функционирования 
иммунной системы (ИС), цитокинового профиля, системы ИФН. Исследование одобрено комиссией по вопросам этики, 
у всех пациентов получено добровольное информированное согласие на участие в исследовании. Статистический ана-
лиз произведён при помощи адекватных методов статистических исследований. У пациентов с АХА-ГВИ определены 
иммунофенотипы имеющихся нарушений в иммунной системе, цитокиновом профиле, системе ИФН, в соответствии с 
которыми проведена таргетная иммунокоррекция. Определены наиболее значимые биомаркёры, характеризующие про-
цессы нейроиммуновоспаления у пациентов с АХА-ГВИ: ИЛ-1β и ИЛ-1Ra, предложен индекс ИЛ-1Ra/ИЛ-1β. Исполь-
зуя ROC-анализ, достоверно показана высокая диагностическая эффективность и прогностическая значимость этих 
биомаркёров у пациентов с АХА-ГВИ. Доказана возможность использования ИЛ-1β и ИЛ-1Ra в качестве биомаркёров, 
характеризующих уровень системного воспаления и нейровоспаления, и его регрессию при микст-АХА-ГВИ. Предложен-
ный оригинальный индекс ИЛ-1Ra/ИЛ-1β может быть рекомендован для клинической лабораторной диагностики в каче-
стве прогностического биомаркёра иммунологической эффективности иммунотропной терапии.
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The relevance of active search for specific biomarker molecules for early preclinical diagnosis of neuroimmunoinflammation 
in ACA-HVI is determined not only by the need to clarify the features of immunopathogenesis of this form of infection, but also 
for stratification of patients, selection of the optimal treatment strategy and prediction of its effectiveness. Aim – to determine 
the diagnostic efficacy and prognostic significance of certain biomarkers in patients with ACA-HVI in order to personalize 
immunotropic therapy strategies and assess its immunological efficacy. Under our supervision at the Medsi on Belorusskaya CDC 
(Moscow) there were 256 patients of both sexes aged 18 to 70 years with an established diagnosis of AHA-HVI. The comparison 
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group consisted of 30 conditionally healthy subjects comparable in sex and age to GI patients. In addition to traditional diagnostic 
methods, the examination program included methods of serodiagnostics, molecular genetic studies (PCR-RT – for detecting the 
DNA of viruses in biomaterials), immunological studies to study the characteristics of the functioning of IS, cytokine profile, 
IFN system. The study was approved by the ethics committee, and all patients received informed consent to participate in the 
study. Statistical analysis is carried out using adequate methods of statistical research. Based on a comprehensive clinical 
and immunological examination, immunophenotypes of existing disorders in IS, cytokine profile, IFN system were determined 
in patients with ACA-HVI, according to which targeted immunocorrection was carried out. The most significant biomarkers 
characterizing the processes of neuroimmunoinflammation in patients with ACA-HVI were identified: IL-1β and IL-1Ra, the IL-
1Ra/ IL-1β index was proposed. Using ROC analysis, the high diagnostic efficacy and prognostic significance of these biomarkers 
in patients with ACA-HVI are reliably shown. The possibility of using IL-1β and IL-1Ra as biomarkers characterizing the level of 
systemic inflammation and neuroinflammation, as well as its regression in mixed ACA-HVI, has been convincingly proved. Our 
original IL-1Ra/ IL-1β index may be recommended as a prognostic biomarker of immunological efficacy of immunotropic therapy.

K e y  w o r d s :  herpesvirus infection; prognostic significance; interferon; biomarkers; interferonopathies; immunocompromised 
patients.
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Введение. Несмотря на высокую эффективность 
современной медикаментозной терапии, заболевае-
мость атипичными формами герпесвирусных инфек-
ций (АХА-ГВИ) остаётся высокой не только в России, 
но и во всем мире [1-6]. Одним из наиболее грозных 
осложнений течения АХА-ГВИ является поражение 
центральной и периферической нервной системы, 
вегетативные дисфункции, ассоциированные с раз-
витием нейроиммуновоспаления, лежащего в основе 
менингоэнцефалита (МЭ) и синдрома хронической 
усталости (СХУ) [7-11]. Диагностика указанных ос-
ложнений сложна и представляет значительные труд-
ности на ранних этапах развития патологического 
процесса. Ведётся активный поиск неинвазивных 
методов исследования для ранней доклинической 
диагностики нейроиммуновоспаления и персонифи-
кации лечения пациентов с АХА-ГВИ [12-15]. Из-
мерение концентрации в крови ряда специфических 
молекул-биомаркёров, может быть полезным не толь-
ко для понимания иммунопатогенетических основ 
развивающихся процессов, но и для стратификации 
пациентов, выбора оптимальной стратегии лечения 
и прогноза её эффективности на основе систем под-
держки принятия решений (ROC-анализ).

В числе первых обнаруженных биомаркёров, кон-
центрация которых в плазме крови предположитель-
но связана с выраженностью клинических призна-
ков нейроиммуновоспаления, был интерлейкин 1β  
(ИЛ-1β) – главный медиатор развития местной воспа-
лительной реакции и острофазового ответа на уровне 
организма [16-25]. В дальнейших исследованиях из-
учалась роль таких биомаркёров, как интерлейкин-6 
(ИЛ-6), фактор некроза опухоли α (ФНОα) и др. [11]. 

Несмотря на определённые успехи в этой области, 
целесообразность использования биомаркёров по от-
дельности или в составе комплексных тестов для диа-
гностики синдрома нейроиммуновоспаления у паци-
ентов с АХА-ГВИ не доказана; актуальными являют-
ся исследования их диагностической эффективности 
и прогностической значимости.

Цель работы – на основании изучения диагности-
ческой способности и прогностической значимости 
ряда биомаркёров разработать критерии персонифи-
цированных подходов к стратификации пациентов с 
АХА-ГВИ для выбора оптимальной стратегии имму-
нотропной терапии и оценки её клинико-иммуноло-
гической эффективности.

Материал и методы. Под нашим наблюдением 
на базе КДЦ «Медси на Белорусской» (г. Москва) на-
ходились 256 пациентов обоего пола в возрасте от 20 
до 70 лет (группа исследования – ГИ), страдающих 
АХА-ГВИ, для которых характерны изолированные и 
сочетанные нарушения в иммунной системе (ИС), ци-
токиновом профиле, системе интерферонов (ИФН). 
Все пациенты ГИ на первом этапе получали лечение 
с использованием программ интеграционной кор-
рекции иммунной системы (ИПКИС), включавших 
таргетную интерфероно- и иммуномодулирующую 
терапию, в соответствии с выявленными дефектами 
функционирования ИС и системы ИФН. Группу срав-
нения (ГС) составили 30 условно здоровых лиц, со-
поставимых по полу и возрасту с пациентами группы 
исследования.

Для оценки клинических симптомов, характерных 
для АХА-ГВИ, использована разработанная нами ра-
нее 5-балльная «Шкала оценки выраженности клини-
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ческих симптомов/признаков у пациентов, страдаю-
щих атипичной хронической активной герпесвирус-
ной ко-инфекцией, ассоциированной с синдромом 
хронической усталости (СХУ) и когнитивными рас-
стройствами» [18].

Исследование одобрено комиссией по вопросам 
этики. Согласно Хельсинкской декларации Всемир-
ной медицинской ассоциации (WMA Declaration 
of Helsinki – Ethical Principles for Medical Research 
Involving Human Subjects, 2013) у всех пациентов по-
лучено информированное согласие на участие в ис-
следовании и на обработку персональных данных.

Дизайн исследования: проспективное двухэтап-
ное исследование.

1-й этап исследования. На основании резуль-
татов проведённого клинико-иммунологического 
обследования с учётом особенностей выявленных 
клинических и иммунологических критериев имму-
нокопрометированности все пациенты разделены на 
3 группы: ГИ1 (n=134), ГИ2 (n=63), ГИ3 (n=59) и полу-
чали лечение в соответствии с разработанной ранее 
ИПКРИС с последующей оценкой её клинико-имму-
нологической эффективности [18,19]. В ГИ1 наряду с 
нарушением индуцированной продукции ИФНα име-
лись дефицит ЕКК и нейтропения. В ГИ2 преоблада-
ли нарушения индуцированной продукции ИФНα и 
дефицит Т-цитотоксических лимфоцитов (Т ctl), ней-
тропения. В ГИ3 имелись изолированные нарушения 
спонтанной и индуцированной продукции ИФНα и 
ИФНγ, нейтропения.

Обследование пациентов с АХА-ГВИ на I этапе 
исследования: общепринятые методы (сбор анамне-
за, методы физикального обследования, ОАК, ОАМ и 
др.) серодиагностический метод для детекции герпес-
вирусных инфекций (определение в сыворотке крови 
титров антител классов IgM и IgG к антигенам вируса 
Эпштейна-Барр (ВЭБ), IgG к вирусу герпеса человека 
6 типа (ВЧГ 6 тип), IgM и IgG к цитомегаловирусу 
(ЦМВ), IgM и IgG к вирусу простого герпеса 1 и 2 ти-
пов (ВПГ1/2) методом ИФА); ПЦР-РВ для детекции 
ДНК герпес-вирусов в биоматериалах. Для оценки 
функционирования основных механизмов противови-
русного иммунитета, цитокинового профиля и систе-
мы ИФН, проводимой до начала и после завершения 
таргетной интерфероно- и иммуномодулирующей 
терапии, использованы методы проточной цитофлу-
ориметрии Beckman Coulter International S.A. (Фран-
ция) и метод ИФА (ELISA): определение CD3+CD4+, 
CD3+CD8+ T-лимфоцитов, естественных киллерных 
клеток – CD3-CD16+CD56+, CD16+CD56+, количество 
нейтрофилов, индуцированная продукция ИФНα и 
ИФНγ, определение профиля сывороточных цитоки-
нов (ИЛ-6, ИЛ-1β, ИЛ-17, ФНОα), с использовани-
ем тест-систем ООО «Цитокин» (Санкт-Петербург), 
НПО «Вектор-Бест» (Новосибирск).

2-й этап исследования. На основании получен-
ных результатов определена диагностическая спо-
собность и прогностическая значимость изучаемых 
биомаркёров и индекса ИЛ-1Rа/ИЛ-1β, разработаны 
критерии персонифицированных подходов к страти-
фикации пациентов с АХА-ГВИ для выбора опти-

мальной стратегии иммунотропной терапии с после-
дующей оценкой её эффективности.

Для оценки предсказательной способности стра-
тификационной системы проведён ROC-анализ 
(Receiver Operator Characteristic) с определением 
площади под кривой (AUC), чувствительности, спец-
ифичности. Он позволил проанализировать чувстви-
тельность и специфичность, подобрать порог отсе-
чения и выбрать биомаркёр с наилучшей прогности-
ческой силой. Обработка фактического материала 
исследования осуществлена с использованием про-
граммных пакетов StatSoft STATISTICA 12.0 и Micro-
soft Office Excel 2010. Для статистической обработки 
полученных данных использованы компьютерные 
программы Microsoft Excel. Результаты представ-
лены в виде медианы (верхний и нижний квартиль) 
Me [Q1;Q3], определены критерии Манна-Уитни и 
Вилкоксона. Различия полагали достоверными при 
p<0,05.

Результаты. На первом этапе исследования у 
пациентов ГИ определена частота встречаемости и 
характер имеющихся нарушений в системе противо-
вирусной защиты организма, системе ИФН, цитоки-
новом профиле, выявлены преобладающие клини-
ческие проявления иммунокомпрометированности. 
Проведена стратификация пациентов ГИ на группы: 
ГИ1, ГИ2, ГИ3.

Для ГИ1 преобладающими нарушениями явля-
лись: нарушения Т-лимфоцитов – дефицит CD3+CD8+ 
имел место у 75,2% пациентов; нарушения NK-клеток 
CD16+CD56+ и CD16+CD56- – дефицит их количества 
и/или функциональной активности выявлены в 72,9% 
случаев; дефекты активации CD3+CD8+, нейтропения 
в 82,3% Нарушения спонтанной и индуцированной 
продукции ИФНα выявлены в 100,0% случаев, ИФНγ 
– в 45,3% случаев.

В ГИ2 ведущими нарушениями в ИС являлись вы-
раженная нейтропения – в 81,6%, дефицит количества 
и/или дефекта функции NK-клеток (CD16+CD56+; 
CD16+CD56-) – в 32,5% случаев; дефицит CD3+CD8+ 
– 70,8% пациентов; неадекватный ответ на вирусную 
инфекцию CD3+CD8+CD25 детектирован в 86,2% и/
или CD3+CD8+HLA-DR+- у 35,1% пациентов. Выяв-
лен выраженный интерферонодефицит в отношении 
индуцированной продукции ИФНα у 100% пациентов 
и индуцированной продукции ИФНγ – у 37,5% паци-
ентов.

Для пациентов ГИ3 характерны изолированные на-
рушения в системе ИФН в виде снижения спонтанной 
и индуцированной продукции ИФНα в 100% случаев, 
а ИФНγ в 56,7% пациентов.

Оценка уровня провоспалительных цитокинов 
ИЛ-1β, ИЛ-6, ФНОα и противовоспалительного ИЛ-
1Ra до и после проведения терапии продемонстри-
ровала ряд неоднозначных изменений цитокинового 
профиля пациентов с АХА-ГВИ во всех группах. Об-
ращает на себя внимание высокий уровень провоспа-
лительного цитокина ИЛ-1β во всех группах пациен-
тов до начала терапии, который достоверно отличал-
ся от уровня этого цитокина у условно здоровых лиц 
(p≤0,005) (табл. 1).
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Принимая во внимание выявленные нарушения 
в ИС и системе ИФН для каждой группы пациентов 
разработана и проведена ИПКРИС с включением со-
ответствующих программ таргетной интерфероно- и 
иммуномодулирующей терапии, итогом которой яви-
лась позитивная клинико-иммунологическая динами-
ка (табл. 2): регресс критериальных признаков МЭ/
СХУ, уменьшение частоты и длительности рецидивов 
ГВИ, увеличение длительности межрецидивного пе-
риода, показана положительная клинико- иммуноло-
гическая эффективность [18].

На втором этапе исследования проведена оценка 
динамики биомаркёров в сыворотке крови пациентов 
с АХА-ГВИ, продемонстрировавших наиболее зна-
чимые и достоверные изменения после проведённой 
терапии, и по сравнению с показателями ГС, с целью 
изучения их диагностической эффективности и про-
гностической значимости. Для этого, используя ROC-
анализ, рассчитан индекс Йодена и выбран порог 
классификации для наиболее значимых биологиче-
ских маркёров, продемонстрировавших достоверную 
динамику во всех группах исследования (ГИ1, ГИ2, 
ГИ3) как по сравнению с ГС, так и после проведённой 
терапии (табл. 3).

Согласно полученным данным наблюдается до-
стоверное снижение уровня ИЛ-1β после проведён-
ной ИПКИС во всех группах пациентов (ГИ1, ГИ2, 
ГИ3) (рис 1, а, б). 

Приведённые показатели демонстрируют высокую 
валидность биомаркёра ИЛ-1β. Площадь под ROC-

кривой (AUC) составила 0,869 (0,855-0,932), что сви-
детельствует о высокой прогностической способно-
сти этого маркёра (см. рис. 1). Общий оптимальный 
порог отсечения в созданной модели при проведении 
ROC-анализа составил 73 пг/мл. При указанном по-
роге классификации чувствительность составляет 
89,8%, специфичность – 86,7%. С учетом того, что 
AUC является интегральной мерой диагностической 
эффективности, можно утверждать, что ИЛ-1β имеет 
хорошие предиктивные возможности прогноза эф-
фективности планируемой терапии.

Полученные данные о позитивном влиянии прове-
дённой терапии на снижение концентрации сыворо-
точного ИЛ-1β находятся в обратной (отрицательной) 
корреляционной взаимосвязи с уровнем сывороточ-
ного ИЛ-1Ra. После проведения ИПКРИС во всех 
группах пациентов наблюдалось достоверное повы-
шение уровня сывороточного ИЛ-1Ra по сравнению с 
его уровнем до лечения и с показателем ГС (p 1,2>0,05) 
(рис. 2, а, б).

Площадь под ROC-кривой (AUC) составила 0,790 
(0,720-0,832), что свидетельствует о высокой прогно-
стической способности этого маркёра (см. рис. 2). 
Общий оптимальный порог отсечения в созданной 
модели при проведении ROC-анализа составил 125 
пг/мл. При этом чувствительность составила 95,2%, 
специфичность – 62,7%. Можно утверждать, что ИЛ-
1Ra имеет высокую предиктивную возможности про-
гноза эффективности планируемой терапии. IL-1Ra 
можно полагать диагностическим биомаркёром, ис-

Т а б л и ц а  1
Цитокиновый профиль периферической крови пациентов с АХА-ГВИ до терапии в пг/мл (Мe[Q1;Q3])

Показатель Группа сравнения ГИ1 ГИ2 ГИ3

ИЛ-1β 8,8 [7,1; 10,1] 84,1[34,2; 165,8]* 84,2[34,8; 155,8]* 84,1[34,2; 165,8]*

ИЛ-1Ra 39,0[37,2;48,7] 96,4[43,8; 194,1]* 91,3[43,2; 124,1]* 96,4[43,8; 194,1]*

П р и м е ч а н и е . * – р<0,05 – значимость различий между показателями в сыворотке крови пациентов группы сравнения и исследуемых 
групп.

Т а б л и ц а  2
Таргетная интерфероно- и иммуномодулирующая терапия для пациентов ГИ1, ГИ2, ГИ3, страдающих АХА-ГВИ

Молекулярные и клеточные механизмы терапии Программа 1 Программа 2 Программа 3
Системная интерферонотерапия: для восстановления уровня индуцированной  
продукции ИФНα и ИФНg, количества ЕКК: рИФНα2b в комбинации  
с антиоксидантами – препарат «Виферон®» в форме суппозиториев

+ + +

Локальная интерферонотерапия:
«Виферон®» гель в виде аппликаций на слизистую оболочку носовых ходов, заднюю 
стенку глотки, дужки миндалин

+ + +

Иммуномодулирующая терапия: 
для восстановления НГ – глюкозаминилмурамилдипептида (ГМДП) «Ликопид» –  
3 мг/сут – 3 десятидневных курса ежемесячно

- + -

Иммуномодулирующая терапия:
для восстановления Tctl и EKТ – 3 десятидневных курса 0.005% раствора препарата 
«Имунофан®» 1 раз в день, в/м

+ - -

Противовирусная терапия: 
Фамцикловир (препарат Фамвир®) 1500 мг/сут -длительность приема 10 дней –  
1 раз в месяц и Инозин пранобекс («Изопринозин») 1500 мг/сут, ежедневно  
в течение 10-14 дней с повторением 2-3 курса

+ + +
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Т а б л и ц а  3
Концентрации ИЛ-1β, ИЛ-1Ra, индекса ИЛ-1Ra/ИЛ-1β у пациентов с АХА-ГВИ до и после проведённого лечения (в пг/мл)

Программа лечения Цитокины
Сроки лечения р1

р2 или р3
р4

До лечения После лечения

ГИ1,
1-я программа

ИЛ-1β 84,1
[34,2; 165,8]

39,5
[21,7; 73,3]

<0,001*
-
-

ИЛ-1Ra 96,4
[43,8; 194,1]

210,9
[100,5; 487,5]

<0,001*
-
-

ИЛ-1Ra/ИЛ-1β 1,18
[0,33; 3,94]

5,61
[2,32; 15,4]

<0,001*
-
-

ГИ2,
2-я программа

ИЛ1β 84,1
[34,2; 165,8]

59,7
[34,7; 87,4]

<0,001*
<0,001*

-

ИЛ-1Ra 96,4
[43,8; 194,1]

200,8
[110,2; 451,3]

<0,001*
0,869

-

ИЛ-1Ra/ИЛ-1β 1,18
[0,33; 3,94]

3,82
[1,88; 6,71]

<0,001*
0,005*

-

ГИ3,
3-я программа

ИЛ-1β 84,1
[34,2; 165,8]

58,6
[27,9; 89,3]

<0,001*
<0,001*

0,967

ИЛ-1Ra 96,4
[43,8; 194,1]

126,4
[82,9; 289,5]

<0,001*
0,014*
0,007*

ИЛ-1Ra/ИЛ-1β 1,18
[0,33; 3,94]

2,68
[1,01; 5,94]

<0,001*
<0,001*
0,021*

П р и м е ч а н и е . р1 – вероятность различий показателей до и после лечения, р2 – вероятность различий между показателями для программ 1 
и 2, р3 – вероятность различий между показателями для программ 1 и 3, р4 – вероятность различий между показателями для программ 2 и 3, 
* – достоверность различий по критерию Манна-Уитни при р<0,05.

Рис. 1. 95% доверительные интервалы уровней ИЛ-1β до и после лечения в зависимости от его программы. а – уровень ИЛ-1β 
до и после терапии; б – ROC-кривая показателя ИЛ-1β оценки эффективности программы терапии.

a б



КЛИНИЧЕСКАЯ  ЛАБОРАТОРНАЯ  ДИАГНОСТИКА.  2023; 68(5)
https://doi.org/10.51620/0869-2084-2023-68-5-272-279

ИММУНОЛОГИЯ

277

пользуемым для прогноза эффективности течении, 
контроля течения и исхода терапии при АХА-ГВИ.

Интересным представляет факт возможности ис-
пользования интегрального показателя, описываю-
щего реципрокные взаимоотношения двух прогно-

стически важных биомаркёров: ИЛ-1β и ИЛ-1Ra. В 
качестве такого показателя нами предложен индекс 
ИЛ-1Ra/ИЛ-1β (рис. 3, а, б).

Площадь под ROC-кривой (AUC) составила 0,909 
(0,895-0,967), что свидетельствует о высокой прогно-

Рис. 2. 95% доверительные интервалы уровней ИЛ-1Ra до и после лечения в зависимости от его программы. а – уровень ИЛ-
1Ra до и после терапии; б – ROC-кривая для показателя ИЛ-1Ra для оценки эффективности программы терапии.

a б

Рис. 3. 95% доверительные интервалы значений индекса ИЛ-1Ra/ИЛ-1β до и после лечения в зависимости от его программы. 
а – значения индекса ИЛ-1Ra/ИЛ-1β до и после терапии; б – ROC-кривая индекса ИЛ-1Ra/ИЛ-1β для оценки эффективности 
программ терапии.

a б
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стической способности индекса ИЛ1Ra/ИЛ1β (см. 
рис. 3). Общий оптимальный порог отсечения (cut-off 
value), который соответствовал точке на ROC-кривой 
с наибольшим показателем чувствительности при наи-
меньшем значении ложноположительных результатов 
при проведении ROC-анализа составил 1,9 пг. Показа-
но, что индекс ИЛ-1Ra/ ИЛ-1β имеет высокую преди-
ктивную возможность прогноза эффективности плани-
руемой терапии и может быть использован в качестве 
критерия стратификации пациентов, оценки эффектив-
ности, контроля и исхода терапии при АХА-ГВИ.

Обсуждение. Возможность определения концен-
трации в сыворотке крови пациентов с АХА-ГВИ 
специфических молекул-биомаркёров: ИЛ-1β, ИЛ-
1Ra, индекса ИЛ-1Ra/ИЛ-1β является важным не толь-
ко для понимания особенностей иммунопатогенеза 
этого заболевания, лабораторного контроля над тече-
нием иммуновоспалительного процесса, оценки эф-
фективности проводимой терапии, но и для прогноза 
эффективности этой терапии до её начала. Проблема 
нейроиммуновоспаления, ассоциированного с атипич-
ным хроническим активным течением герпесвирусной 
инфекции, является одной из наиболее остро стоящих 
и сложно решаемых, как с точки зрения диагностики, 
так и с точки зрения подходов к терапии. Показано, 
что для большинства провоспалительных цитоки-
нов, изученных в аспекте их влияния на когнитивные 
функции, а именно для ИЛ-1β, ИЛ-6, TNFα, характер-
на U-образная форма зависимости их воздействия на 
когнитивные функции в зависимости от концентрации. 
Хотя в небольших дозах они необходимы для нормаль-
ного функционирования ЦНС, при повышении дозы 
они начинают оказывать угнетающее влияние на ког-
нитивные функции и могут способствовать нейроде-
генерации [15,16]. Эти данные не только подтверж-
даются результатами нашего исследования, но имеют 
продолжение своего развития с точки зрения их даль-
нейшего использования для изучения диагностической 
способности и прогностической значимости, разработ-
ки критериев персонифицированных подходов к стра-
тификации пациентов с АХА-ГВИ, выбора оптималь-
ной стратегии иммунотропной терапии и оценки её 
клинико-иммунологической эффективности.

Заключение. Доказана возможность использова-
ния в клинической лабораторной диагностике сы-
вороточных цитокинов ИЛ-1β, ИЛ-1Ra в качестве 
биомаркёров, характеризующих уровень системного 
воспаления и нейровоспаления, и его регрессию при 
микст- АХА-ГВИ. Определение предложенного нами 
оригинального индекса ИЛ-1Ra/ИЛ-1β, основанного 
на выявленном в ходе исследования негативном вли-
янии повышения уровня ИЛ-1Ra на уровень ИЛ-1β, 
позволяет рекомендовать его в качестве прогностиче-
ского биомаркёра иммунологической эффективности 
терапии.
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Вирус герпеса человека 4 типа или вирус Эпштейна-Барр (ВЭБ) – один из восьми герпесвирусов человека, возбудитель 
инфекционного мононуклеоза, широко распространённый во всем мире. Доказана роль ВЭБ в развитии таких онкологи-
ческих процессов как лимфома Ходжкина, лимфома Беркитта, карцинома желудка, карцинома носоглотки, агрессивный 
лейкоз. В связи с развитием различных методов диагностического поиска множество врачей, в том числе, онкологи, 
вирусологи, иммунологи, сталкиваются с формированием злокачественных новообразований и лимфопролифератив-
ных заболеваний, ассоциированных с ВЭБ. Цель данного обзора – сравнение современных методов идентификации ВЭБ: 
серологического и молекулярно-генетического, а также оценка перспективы их применения для клинической лабора-
торной диагностики и контроля эффективности лечения ВЭБ-ассоциированных опухолей. Гибридизация in situ (ISH) 
EBV-кодированной РНК (EBER) в гистологическом материале остается золотым стандартом для детекции ВЭБ. Тест 
на гетерофильные антитела, иммунофлуоресцентный и иммуноферментный анализ, Вестерн-блоттинг, полимеразная 
цепная реакция (ПЦР) используются для детекции ВЭБ в различных типах образцов. Определение ключевых латентных 
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Введение. Вирус Эпштейна-Барр (ВЭБ) – ДНК-
геномный герпесвирус. На поверхности суперкап-
сида ВЭБ располагается гликопротеиновый ком-
плекс, служащий для проникновения через мембрану 
В-лимфоцитов (несут на слой поверхности рецепторы 
CD21) [1]. Первичное инфицирование ВЭБ чаще все-
го происходит в детском возрасте и протекает или бес-
симптомно, или вызывает инфекционный мононукле-
оз. Первое столкновение с ВЭБ во взрослом возрасте 
сопровождается развитием инфекционного монону-
клеоза (ИМ) [1,2]. После первичного инфицирования 
ВЭБ пожизненно персистирует в В-лимфоцитах, при-
обретая латентную форму. ВЭБ обладает онкогенны-
ми свойствами и содержит специфические антигены 
(АГ): капсидный (VCA), ядерный (EBNA), ранние 
(диффузный EAD и локализованный EAR), мембран-
ный (MA). Считается, что ВЭБ-положительными яв-
ляются более 90% населения земного шара [2].

Ведущий путь передачи ВЭБ – воздушно-капель-
ный, однако, в дальнейшем стало известно, что транс-
плантация органов и переливание крови могут спо-
собствовать его передаче [3]. Считалось, что процесс 
лейкоредукции компонентов донорской крови являет-
ся достаточным для минимизации попадания копий 
ВЭБ в организм реципиента. Установлено, что лейко-
редукция не устраняет риск передачи ВЭБ, поскольку 
последний может быть обнаружен в лейкоредуциро-
ванных компонентах крови донора [4]. 

Иммунный ответ инфицированного ВЭБ человека 
не может обеспечить полную элиминацию последнего 
из организма, позволяя вирусу поддерживать латентное 
состояние пожизненно. У иммунокомпетентных паци-
ентов латентные инфицированные клетки регулярно 
элиминируются цитотоксическими Т-лимфоцитами, 
либо уничтожаются путём запуска процессов апоп-
тоза, в то время как у пациентов с иммуносупрессией 
трансформированные ВЭБ клетки вызывают различ-
ные лимфопролиферативные процессы [5,6].

Жизненный цикл ВЭБ в организме человека. Оро-
фарингеальные В-клетки являются исходной мише-
нью ВЭБ, дальнейшее размножение вируса приводит 
к появлению локальных очагов трансформированных 
ВЭБ В-клеток через латенцию III типа в лимфоид-
ной ткани. Здоровые клетки эпителия слизистой обо-
лочки могут получать ВЭБ напрямую от связанной с 
ним В-клетки или от трансформированых В-клеток, 
трансформированных в литический цикл (Lyt). ВЭБ 
принимает активное участие в развитии ведущей па-

тологии полости рта у человека – хроническом гене-
рализованном пародонтите, определяясь как в слюне 
и экссудате пародонтального кармана, так и в биопта-
тах десневого эпителия [5–7].

Несмотря на широкий спектр предполагаемых 
типов клеток, вовлеченных в жизненный цикл ВЭБ, 
предполагается, что B-лимфоциты играют ключевую 
роль, поскольку пациенты с агаммаглобулинемией, у 
которых имеется генетическая мутация, приводящая 
к отсутствию зрелых В-лимфоцитов, не подвержены 
воздействию ВЭБ. В-лимфоциты обладают основной 
рецепторной молекулой ВЭБ, называемой клеточным 
рецептором комплемента типа 2 (CR2 или CD21), 
связывающейся с гликопротеином ВЭБ gp350/220. 
Связывание вирусного гликопротеина gp42 с HLA II 
класса, находящегося на мембране B-клеток (выпол-
няют роль ко-рецептора), приводит к попаданию ВЭБ 
в клетку, а его ДНК внутрь ядра – начинается репли-
кация вируса. ВЭБ предоставляет инфицированным 
В-лимфоцитам возможность непрерывно размно-
жаться в культуре, то есть иммортализироваться [1].

Путь попадания ВЭБ в эпителиальные клетки бо-
лее затруднителен, поскольку ни CR2, ни HLA II не 
экспрессируются на их поверхности. СD21, может 
быть, экспрессирован на эпителиальных клетках, 
препятствуя проникновению ВЭБ в эпителиальные 
клетки, предупреждая взаимодействия их с gHgL. 
Вирионы ВЭБ, высвобождаемые из эпителиальных 
клеток, богаты gp42, облегчая их взаимодействие с 
В-лимфоцитами, но не с эпителиальными клетками. 
Вирионы ВЭБ, высвобождаемые из В-лимфоцитов, на-
против, бедны gp42, что облегчает их взаимодействие 
с эпителиальными клетками. Такой двойной клеточ-
ный тропизм предполагает непрерывное перемещение 
ВЭБ между В-лимфоцитами и эпителиальными клет-
ками во время своего жизненного цикла, что является 
диагностически ценным открытием для установления 
персистирующей ВЭБ инфекции у людей [6].

Известны два штамма ВЭБ: тип 1 или А (штамм 
B95-8) и тип 2 или B (штамм AG876), выделенные на 
основе генетических различий в последовательности 
ядерных антигенов (Epstein-Barr nuclear antigens – 
EBNAs) [8]. В латентной форме вирусный геном ВЭБ 
сохраняется в виде эписом внутри инфицированного 
клеточного ядра. В такой форме ВЭБ экспрессирует 
несколько вирусных генов, включающих шесть ядер-
ных белков: EBNA-1, EBNA-2, EBNA-3A, EBNA-3B, 
EBNA-3C, EBNA-LP и три латентных мембранных 
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EBNA1 IgG возможно обнаружить спустя несколько 
недель после первичного инфицирования ВЭБ, и его 
уровень остается стабильным в течение всей жизни. 
Данная константа сохраняется по мере прогрессирова-
ния ВЭБ-ассоциированных злокачественных новооб-
разований, за исключением пациентов с НК. У данной 
группы пациентов зарегистрированы два варианта из-
менения: повышение концентрации анти-EBNA1 IgG 
и появление de novo анти-EBNA1 IgA. Эти изменения 
сопровождаются повышением IgG антител к VCA и 
EA и появлением соответствующего IgA. Это и есть 
те изменения, которые часто предшествуют развитию 
инвазивной опухоли. Циркулирующий анти-EBNA1 
IgA является одним из наиболее значимых маркёров 
для прогнозирования риска НК среди населения энде-
мичных регионов. Антиген VCA p18 является заменя-
ющим маркёром в отсутствии EBNA1 IgG, поскольку 
вырабатывается, в основном, на поздних стадиях за-
болевания [10]. В перспективе циркулирующие анти-
EBNA1 АТ могут играть важную диагностическую 
роль для раннего прогнозирования ответа опухоли на 
лекарственную терапию [13].

В случае диагностики заболеваний, связанных с 
ВЭБ, всё чаще прибегают к определению вирусной 
нагрузки и мониторингу эффективности терапии ме-
тодом ПЦР. В качестве источника дополнительной 
информации о патогенезе ВЭБ инфекции и лучшей 
оценки состояния пациента возможно проведение ди-
агностики экспрессии генов, ассоциированных с ВЭБ 
методом количественной ПЦР. В числе преимуществ 
метода ПЦР выступает оценка статуса ВЭБ у иммуно-
компрометированных пациентов [14].

Во многих странах прицельная диагностика не-
оплазий, ассоциированных с ВЭБ, латентного ВЭБ 
в тканях, в дополнение к определению вирусной 
нагрузки, возможна с помощью EBER-ISH (Epstein-
Barr encoding region (EBER) in situ hybridization) с 
использованием материалов биопсии. Данная мето-
дика, обладающая почти 100% чувствительностью, 
способна идентифицировать ДНК ВЭБ или транс-
крипты EBER в опухолях, ассоциированных с ВЭБ, и 
применима исключительно к клеточному материалу 
[15]. EBERs – кодируемые ВЭБ два основных вирус-
ных транскрипта РНК – EBER1 и EBER2 в клетках с 
латентной ВЭБ-инфекцией. EBER действует как ин-
гибитор интерферон-индуцированному (IFN) и FAS-
опосредованному апоптозу в эпителиальных клетках, 
блокируя фосфорилирование PKR (протеинкиназы-R) 
[6,16]. В период латентной ВЭБ-инфекции число ко-
пий вирусного генома обычно невелико, соответ-
ственно, методики в отношении вирусной ДНК или 
мРНК применить сложно, особенно in vivo [14,17].

Преимуществом тестирования на гетерофильные 
АТ является возможность дифференцировать позд-
нюю первичную инфекцию и её реактивацию, но не 
исключены ложноположительные результаты в слу-
чаях некоторых аутоиммунных заболеваний, вирус-
ных гепатитов, краснухи, ВИЧ и ложноотрицатель-
ные результаты у детей [18].

Эталонный метод иммунофлюоресцентного анали-
за является высокоспецифичным и позволяет произве-

белка: LMP-1, LMP-2A, LMP-2B [9]. Обычно ДНК 
ВЭБ сохраняется в форме эписомы, но может встра-
иваться в ДНК хромосомы клетки хозяина, и также 
сохраняться в интегрированном виде.

Стандарты диагностического поиска ВЭБ. Ис-
следование культур клеток (культуральное исследо-
вание) является полуколичественным методом, но 
уступает иммунологическим методам по широте при-
менения ввиду трудоёмкости и продолжительности 
исследования (4-8 недель) [8].

При инфекционном мононуклеозе определение 
VCA-viral capsid antigen (IgG/IgM) – антитела к кап-
сидному антигену ВЭБ в крови является достаточ-
ным. В случае сомнительных результатов применяет-
ся ПЦР диагностика, Вестерн-блоттинг, анализ на ге-
терофильные антитела (АТ), определение авидности 
антител. Для выявления специфических АТ к ВЭБ с 
использованием специфических АГ ВЭБ применяет-
ся Вестрен-блоттинг, включающий ряд методов, ос-
нованных на линейном блоте с рекомбинантными АГ 
(EBNA-1 (p72), VCA (p18, p23), EA (p54, p138), MAs 
(gp350/250) и на традиционном лизатном блот-тесте 
(с ВЭБ-трансформированными клетками) [10].

АТ IgG к раннему АГ (anti-EA antibodies) подраз-
деляются на: EA diffuse (D) IgG, возрастающие к 3-4 
неделям, и сохраняющиеся до 3-4-х месяцев, и EA 
restricted (R) IgG, сохраняемые на высоком уровне 
до 2-х лет. Оба типа EA наблюдались у иммуноком-
прометированных пациентов и в случаях реактива-
ции ВЭБ. Высокие титры EA (D) IgG, VCA IgA и EA 
IgA наблюдаются у пациентов с NPC (nasopharyngeal 
carcinoma – назофарингеальная карцинома НК) [4]. 
Характерным набором маркёров для НК является вы-
сокий уровень как VCA IgA, так и EA IgA, что может 
свидетельствовать о месте локализации заболевания 
(слизистая оболочка пародонта и носоглотки) [6,10].

Латентная ВЭБ-инфекция редко выявляется в нор-
мальном эпителии пародонта и глотки, но присутствует 
при предраковых поражениях и инвазивных НК. Анти-
EBNA-2 IgG антитела появляются и определяются рано, 
в период первичного инфицирования, а анти-EBNA-1 
IgG не обнаруживаются в течение первых 3-4-х не-
дель, что делает их маркёром перенесенной инфекции 
[11]. Анти-EBNA-1 IgG в основном не проявляются у 
пациентов с иммуносупрессией и у пациентов с пер-
систирующей инфекцией, в то время как IgM-VCA 
АТ появляются во время первичного инфицирования 
и исчезают в течение 4-6-ти недель, что сопровожда-
ется изменением профиля сывороточных цитокинов у 
иммунокомпрометированных пациентов [12]. У имму-
нокомпетентных пациентов VCA IgG, VCA IgM, анти-
EBNA-1 IgG являются наиболее часто используемыми 
маркёрами для дифференциальной диагностики острой 
ВЭБ-инфекции и перенесенной. Важно отметить потен-
циал анти-EBNA1 антител как источника биомаркёров. 
Для дифференцировки острой и хронической инфекции 
в случаях, когда выявляется VCA IgG, а тест на EBNA1 
IgG и VCA IgM отрицательный, использование иммуно-
блоттинга особенно ценно.

Циркулирующий IgG против EBNA1 постоянно 
обнаруживается у здоровых носителей ВЭБ. Анти-
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сти стадирование герпесвирусной (в том числе, ВЭБ-
инфекции), что отличает его от более чувствительного 
метода иммуноферментного анализа (ELISA), который 
требует меньших материальных и временных затрат 
[19]. В высокой специфичности вышеупомянутым ме-
тодам не уступает иммуноблоттинг, дорогостоящий 
метод, позволяющий произвести стадирование. Имму-
ноблоттинг позволяет обнаружить ВЭБ-специфичные 
АТ против нескольких АГ. Определение авидности АТ 
позволяет дифференцировать первичную инфекцию 
от перенесенной в анти-EBNA-1 негативных случаях и 
при отсутствии VCA IgM. Анализ авидности IgG ВЭБ 
позволяет точнее оценить временной промежуток за-
ражения, это объясняется тем, что авидность постепен-
но увеличивается в течение заболевания. Помимо ряда 
преимуществ, видимым недостатком тестирования на 
авидность IgG является его зависимость от индивиду-
альной скорости синтеза АТ. Определение авидности 
VCA IgG позволяет отличить первичное инфицирова-
ние от перенесенной ранее инфекции в случаях отри-
цательных анти-EBNA1 и отсутствии VCA IgM [20].

Развитие посттрансплантационных лимфопроли-
феративных заболеваний (ПТЛЗ), связанных с ВЭБ, 
обычно ассоциируется с высокой вирусной нагрузкой 
ВЭБ в периферической крови [21]. Количественное 
определение ДНК ВЭБ методом молекулярно-гене-
тической диагностики – необходимое исследование 
для установления факта носительства ВЭБ или забо-
левания, связанного с ВЭБ. При НК раковые клетки 
размножаются в тканях, мигрируют в кровеносную 
систему, таким образом, ДНК ВЭБ обнаруживается 
в периферической крови [11]. Аналогичный процесс 
наблюдается в отношении пациентов с лимфомой 
Ходжкина (ЛХ), где транслокация ДНК ВЭБ проис-
ходит из апоптотических клеток в кровоток.

Экзосомы – возможные биомаркёры. Экзосома – 
микроскопическая внеклеточная везикула, оболочка 
которой состоит из липидной бислойной мембраны. 
Данные структуры высвобождаются из большинства 
типов эукариотических клеток и могут быть обнаруже-
ны почти во всех биологических жидкостях организ-
ма; благодаря бислойной мембране и её компонентам 
они играют важнейшую роль межклеточной коммуни-
кации [21]. Участвуя в патогенезе ряда вирусных за-
болеваний (ВЭБ, вирус простого герпеса, ВИЧ-1, ге-
патит C, Т-клеточный лимфотропный вирус человека 
– HTLV-1), экзосомы играют важную роль в процессе 
пролиферации клеток, уклонении от иммунного надзо-
ра, ангиогенезе, канцерогенезе, метастазировании. Эк-
зосомы включают различные типы вирусных компо-
нентов, в том числе, LMP1, LMP2, BamHI-a rightward 
frame 1 (BARF1), нуклеиновые кислоты ВЭБ (ДНК, 
мРНК, микроРНК), что проливает свет на возмож-
ность их использования в качестве чувствительного и 
специфичного диагностического маркёра, и для кон-
троля ответа организма на лечение различных ВЭБ-
ассоциированных злокачественных новообразований 
[22]. qPCR (quantitative PCR) – количественная ПЦР, 
в данном случае является предпочтительной при де-
текции мРНК или микроРНК ВЭБ, которые более ста-
бильны в отличие от других белков вируса, инкапсули-

рованные внутри экзосом и защищённые от действия 
РНК-азы [23]. Проблемы данного метода диагностики 
заключаются в том, что маркёры ВЭБ, обнаруживае-
мые в экзосомах, не специфичны для конкретного он-
кологического заболевания и имеют низкую или нуле-
вую экспрессию на ранних стадиях заболеваний.

Онкогены ВЭБ, имеющие диагностический по-
тенциал. В В-клетках памяти экспрессия гена ВЭБ 
ограничена EBER и левосторонне направленным 
BamA-транскриптом (BART) РНК. Данный тип ла-
тенции обозначается как латенция 0 типа. Дополни-
тельная экспрессия ядерного АГ 1-го типа (EBNA-1), 
экспрессия кодируемых ВЭБ РНК (EBER-1, EBER-2, 
BART) обозначается как латенция I типа. Экспрессией 
вышеупомянутых EBER, BART, EBNA-1 и латентных 
мембранных белков (latent membrane protein) LMP-1, 
LMP-2A, LMP-2B характеризуется латенция типа II. 
Латенция III типа характеризуется экспрессией EBNA 
-1, 2, 3, 4, 6, LMP-1, 2А, 2В, РНК EBER и BART [24].

Большинство исследований изменчивости ВЭБ ос-
нованы на изучении онкогена LMP1, причина заклю-
чается в том, что он обладает большей степенью поли-
морфизма, чем другие онкогены ВЭБ. Варианты LMP1 
классифицированы на семь групп: B95-8, Alaskan, China 
1, China 2, Med+, Med−, NC [25]. Можно утверждать, что 
LMP1 является ранним маркёром, предвестником раз-
вития карциномы носоглотки, поскольку его экспрессия 
обнаруживается ещё на стадии предракового процесса. 
LMP-экспрессирующие эпителиальные клетки облада-
ют свойствами к ускоренному самообновлению и про-
являют раковый стволовой/прогениторный фенотип, 
что является мощным активатором транскрипционного 
фактора NF-kB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer 
of activated B cells) [26]. Существует гипотеза, что на 
ранних этапах патогенеза НК LMP1 способствует нако-
плению генетических и эпигенетических изменений, а в 
дальнейшем соматические генетические события могут 
замещать NF-kB-активирующую роль LMP1 при про-
грессировании НК [27].

LMP1 имитирует сигнал СD40-рецептора, чтобы 
обеспечить инфицированные клетки конститутив-
ной стимуляцией NF-κB, MAP-киназы, IRF7 и PI3-
киназного пути. ВЭБ-трансформированные В-клетки 
особенно зависят от конститутивной активности NF-
κB и быстро претерпевают апоптоз при блокаде NF-
κB [28]. LMP1 участвует в ингибировании ключевых 
опухолевых супрессоров (p53, RASS-F1A), вслед-
ствие чего развивается резистентность опухолевых 
клеток к апоптозу.

Важным свойством LMP1 является его способ-
ность индуцировать активацию и секрецию различ-
ных матриксных металлопротеиназ, что позволяет 
предположить его важную роль и в онкогенном, и в 
метастатическом процессе при возникновении ВЭБ-
ассоциированных опухолей. Иммуногистохимическое 
исследование, включающее окрашивание ключевых 
латентных белков ВЭБ, таких как LMP-1, LMP-2A, 
EBNA-1 и -2 в биоптатах опухолей, используется для 
подтверждения присутствия вируса и дифференциров-
ки между ВЭБ-ассоциированными и неассоциирован-
ными с ВЭБ опухолями [29]. Большинством латентных 
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белков ВЭБ, экспрессируемых у пациентов с карцино-
мой желудка (КЖ), являются EBNA1 (98,1%) и LMP2A 
(53,8%), тогда как LMP1 и LMP2B обнаружены только 
в 10% случаев КЖ, ассоциированной с ВЭБ [30]. Белки 
BARF1 присутствуют почти в половине случаев КЖ, 
ассоциированной с ВЭБ; BARF1 действует как онкоген 
и способствует пролиферации клеток, усиливая регу-
ляцию NF-κB [30].

Заключение. Современные возможности клини-
ческой лабораторной диагностики ВЭБ-инфекции 
не только позволяют поставить своевременный и 
точный диагноз, но и оценить эффективность тера-
пии различных ВЭБ-ассоциированных, в том числе, 
и злокачественных процессов. Установление латент-
ной ВЭБ-инфекции в предраковых эпителиальных 
клетках может представлять собой важный этап в 
развитии эпителиальных злокачественных новооб-
разований, что позволит улучшить прогноз не только 
самого ВЭБ-ассоциированного заболевания, но и его 
отдалённых последствий.
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Система комплемента человека (СКЧ), в сочетании 
с другими врождёнными и адаптивными системами 
узнавания, обеспечивает взаимодействие гликоконъ-
югатов (ГК) с биополимерами [1-4, 47]. СКЧ является 
эволюционно древней белковой системой врождён-

ного иммунитета (ВИ), демонстрирующей важные 
эволюционно поддержанные принципы организации 
и каскадного функционирования узнающих защит-
ных растворимых факторов и рецепторов модуляции, 
сборки и регуляции активности ферментов, процес-
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сов инициации, амплификации, ограничения, пере-
распределения и терминации метаболических путей в 
организме. СКЧ отличается сложностью собственной 
интеграции и местом в системе защиты организма. 
СКЧ включает более 120 структурно-функциональ-
ных белок/олигопептид-содержащих компонентов 
классического, альтернативного, лектинового путей, 
и вовлекаемых в единую биохимическую физиоло-
гически значимую сеть ключевых участников других 
защитных систем ВИ, лектинов (Лн) [5,47].

Цель работы – дать современные представления о 
гликопротеинах (ГП) и других ГК связанных с СКЧ, 
их сетевом участии и роли в организме.

Среди врождённых и адаптивных систем узнава-
ния СКЧ обеспечивает динамическое мультишунто-
вое взаимодействие ГК с другими биополимерами. 
СКЧ является одной из наиболее эволюционно ран-
них белковых систем ВИ, демонстрирующей важ-
ные достигнутые принципы организации и сетевого 
функционирования распознающих и связывающих 
защитных растворимых и мембраносвязывающих 
факторов на уровнях рецепции и регуляции сбороч-
ной активности ферментов (Фм), этапов инициации, 
амплификации и терминации иммунного ответа в ор-
ганизме. СКЧ является сложной сетевой сборочной 
протеолитической метаболитно-клеточной системой 
со множеством регуляторных растворимых и рецеп-
торных белковых кофакторов [5-12,47]. СКЧ кофунк-
ционирует с другими системами защиты, в том чис-
ле, лейкоцитарными [13 – 15]. СКЧ использует уни-
версальные принципы распознавания и связывания 
углеводов, гликанов, ГК [16]. В дополнение к клас-
сическому и альтернативному путям, СКЧ включает 
ещё распознающий углеводы и ГК лектиновый путь, 
инициируемый маннансвязывающим белком (mannan 
binding protein – MBP) и запускающий самостоятель-
ный каскад реакций элиминации чужеродных и сво-
их, ставшими чужеродными, клеток и патогенов.

Все три метаболические пути каскадного развет-
вленния базисных реакций СКЧ, независимые от ан-
тител (АТ), в своём развитии процессов после иници-
ации способны распознавать, улавливать, связывать 
сигнальное разнообразие биополимерных раствори-
мых и клеточных мишеней, отличающихся от при-
нятого организмом стандарта. В результате распозна-
вания образуются ковалентные комплексы углеводов 
с Лн-подобными компонентами С3b и С4b в случаях 
активации СКЧ по альтернативному и классическому 
пути, и нековалентные комплексы с участием MBP 
при активации по лектиновому пути.

СКЧ играет важную защитную роль: у беременных 
женщин и новорожденных, стариков с ослабленной 
гуморальной защитой, у иммунокомпрометирован-
ных пациентов отмечены повышенные уровни ман-
нансвязывающего лектина – MBL [mannan binding 
lectin, компонент МВР], рассматриваются случаи на-
следственного негативного для пациентов дефицита 
MBL. На основе мембраносвязанных, рецепторных, 
растворимых компонентов и их составляющих, СКЧ 
разрабатываются диагностические и терапевтические 
мишени для диагностики и лечения широкого круга 

аутоиммунных, системных, опухолевых, инфекцион-
ных болезней [10, 11, 17-21].

Лектиновый путь активации СКЧ играет важную 
защитную роль у беременных и новорожденных 
при ряде патологий, когда регистрируются высокие 
уровни потребления маннансвязывающего лектина – 
MBL. На широту способов вовлечения лектиновых 
систем человека в процессы распознавания и связы-
вания мишеней указывают данные о потенциале ва-
рьирования растворимых и рецепторных ГК, в том 
числе, компонентов СКЧ, их важности для функцио-
нирования [1-3, 16, 22].

Важно кофункционирование Лн с растворимыми и 
рецепторными ферментами, в том числе, в составе анти-
генов CD [12, 23, 24], что представляет собой дальней-
ший потенциал в понимании и развитии взаимоотноше-
ний между Лн и Фм в системе комплемента человека.

Лектиновые свойства – взаимодействие с ГК, их 
связывание после распознавания, проявляют многие 
растворимые (фактор-Н, родственные фактору-Н бел-
ки, пропердин, C4 и его фрагменты, C3 и его фрагмен-
ты, MBP и др.) и рецепторные (CR1, CR2, CR3, рецеп-
тор для С1Q и родственные ему ГП и др.) компоненты 
системы комплемента человека и его участники. Раз-
личают наиболее распространённые случаи углевод-
зависимого поведения Лн СКЧ, как и любой другой 
защитной системы организма: а) прямое связывание 
углеводов/ГК с Лн с образованием полифункциональ-
ного лектинового комплекса или надмолекулярного 
ансамбля; б) диссоциация сборки «углеводы/ГК-Лн» 
под воздействием внешних факторов – углеводов, ГК, 
пептидов, пространственная локальная конфигура-
ция которых комплементарна контактной поверхно-
сти белка в лектиновой сборке; в) чувствительность 
Лн к присутствию углеводов и ГК в мишени, которые 
могут быть удалены, модифицированы, замаскирова-
ны действием Фм или неферментативно (нефермен-
тативное гликозилирование/гликирование наблюдаю-
щееся при старении и являющееся одной из причин 
появления аутоантигенов при старении, аутоиммун-
ных болезнях, диабете и других системных патологи-
ях) [21]; г) эпитопное или полиэпитопное взаимодей-
ствие (вовлечение лектинового и/или углеводного/ГК 
паттерна, в том числе, собранного на полипептидной 
или полисахаридной матрице) [25, 26]. Приведённые 
выше случаи поведения Лн определяют разные функ-
ции одного и того же Лн или системы Лн из одного и 
того же источника. Многие компоненты СКЧ прояв-
ляют типичные регистрируемые свойства Лн. Среди 
углеводы/ГК-содержащих мишеней Лн СКЧ домини-
руют ГП, нейтральные, кислые, в том числе, моди-
фицированные полисахариды (ПС), пептидогликаны, 
ЛПС. Анализ гликома человека показал, что гликанс-
вязывающие белки распознают углеводные образы, в 
том числе разветвлённые, ацилированные, сульфати-
рованные, фосфорилированные, протяжённостью 2-6 
углеводных остатков [16]. В случае узнавания гли-
козаминогликанов (гепарина, гепарансульфата и др.) 
показано, что Лн распознают не только линейные 
последовательности из 5-6 моносахаридов, но и кон-
фигурации более протяжённых углеводных цепей  – 
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зависимом расположении генов кофункционирую-
щих компонентов СКЧ в хромосомах.

Очевидно влияние Лн-ГК-взаимодействий компо-
нентов системы комплемента человека, в том числе, в 
связи с наследственным и приобретённым дефицитом 
ключевых компонентов, на развитие ряда системных 
или ограниченных желудочно-кишечным трактом бо-
лезней человека [8, 18, 19].

СКЧ является примером высоко организованной 
коммуникаторной врождённой защитной системой, 
основанной на лектин-углеводы/ГК-принципах рас-
познавания и функционирования (табл. 1, 2).

Симбиоз человека с нормальной микробиотой, 
функционирование организма как суперорганизма, 
привело к развитию специфических адекватных че-
ловеку конкурирующих систем распознавания угле-
водов и ГК у микробов в направлении использования 
регуляторных ресурсов СКЧ для инвазии и выжива-
ния [29-31]. В организме человека имеются дополни-
тельные сочетанные, альтернативные, с вовлечением 
АТ способы борьбы, использующие потенциал дру-
гих защитных систем иммунитета, включающих в 
том числе как лектиновые компоненты, так и лекти-
новые принципы функционирования.

СКЧ, являясь эволюционно продвинутой лектино-
вой системой, демонстрирует главные основополага-
ющие принципы организации и функционирования 
любой лектиновой системы:

– структурно-функциональное разнообразие угле-
воды/ГК-распознающих элементов (см. табл. 1, 2, [5]), 
расширение набора компонентов системы за счёт по-

кольцевые, петлевые, как в случае взаимодействия 
пропердина и фактора-Н с фрагментами гепарина 
[26]. При многоточечном контакте Лн со сложными 
ГК-содержащими поверхностями наблюдается кла-
стерная мозаичная специфичность к гликанам (сло-
жение сродства к лектину соседствующих простран-
ственных мишеней – удлинённых и/или укороченных 
антенн в Asn- и Ser/Thr-гликанах, мозаики кластеров), 
а взаимодействия Лн-ГК регулируется обоими пар-
тнерами. Молекулы Лн способны сами выстраиваться 
на ПС-матрице в заданном последовательностью ПС 
сборочном порядке. Фрагменты гепарина участвуют 
в сборке ансамблей молекул фактора-Н или его фраг-
ментов с различными функциональными доменами, 
включая лектиновые [26]. Эпитопная плотность гли-
канов, противопоставленная паттерны-распознаю-
щим рецепторам (pattern recognition receptors- PRR), 
рассматривается как наиболее общий случай взаи-
модействий Лн-углеводы/ГК [15, 22, 25]. C1q крови, 
структурно-функционально сходный с МВL крови, 
может вести себя как сиалочувствительный Лн. Сы-
вороточный компонент С4В человека характеризуется 
преимущественным взаимодействием собственного 
активированного фрагмента (С4b) с углеводами и ин-
гибируется Лн определённой структуры и специфич-
ности. Аналогичные Лн-подобные свойства проявля-
ет С3 и его фрагмент С3b, активирующий СКЧ по аль-
тернативному пути. Программа кофункционирования 
лектиновых и нелектиновых элементов закодирована 
на уровне расположения доменов в аминокислотной 
последовательности, ещё ранее отражена во взаимо-

Т а б л и ц а  1
Роль углеводной части гликанов компонентов СКЧ для функционирования [4]

Компоненты СКЧ Углеводная часть, аминокислотные остатки 
присоединения гликанов и участия в узнавании

Роль участков гликозилирования и гликирования компонентов СКЧ  
в распознавании экзогенных и эндогенных мишеней

С1-ингибитор  
(ингибитор сериновых 
протеиназ КФ 3.4.21.)

Asn3 (но не Asn47, 59), Arg18, Lys22, 30, 55

Несколько Asn-гликанов с Сиало-LewisX-
тетрасахаридом

Cвязывание ЛПС S. enterica и ЛПС-индуцированная экспрессия 
мРНК лектина TNF-α

Связывание с Е- и Р-селектинами (содержат повторы SCR/CCP) 
[28]; ингибирование связывания лейкоцитов, макрофагов с 

эндотелием

C4bp
Углеводы центральной части кора  

(альфа-цепи)
Cвязывание с лектином – пентраксином SAP (а.к. 27-39)

Фактор-В Остатки D-глюкозы, присоединённые к 
остаткам Lys неферментативно

Потенциальное ингибирование С3/С5-конвертазы альтернативно-
го пути СКЧ (КФ 3.4.21.47)

Фактор-Н Десиалированные гликаны Снижение связывания с L-cелектином и L-cелектин-
индуцированной TNF-a-секреции лейкоцитами

CD46 (MCP)  
мономерный  
октамерный

Asn-гликаны (ССР-2, 4, но не 1)
Asn-гликан (ССР-2, но не 1, 4).

Кластеры гликанов

Защита от цитолиза клеток
Связывание вируса кори

Защита клеток от связывания вируса кори

СD55 (DAF)
Кластеры Ser/Thr-гликанов

Сиаловые кислоты Ser/Thr-гликанов
Защита клеток человека от повреждения посредством СКЧ.

Связывание с Picorna-вирусом EV70 (вирусом острого геморра-
гического конъюктивита)

CD59 (MIRL)
Единственный присутствующий Asn-гликан 

(комплексного типа).
Остатки D-рибозы, присоединённые  

к остаткам Lys неферментативно

Требуется для активности (защиты клеток от собственного СКЧ).
Инактивация СD59 как фактора анемии при диабете типа 1

CD93 (С1qRP) Сильно выраженные Ser/Thr-гликаны Сцепление с поверхностью клеток U937; связывание С1q и MBL 
моноцитами и макрофагами для фагоцитоза

П р и м е ч а н и е :  а.к. – аминокислотные остатки в полипептиде; С4bp – С4-binding protein, С4-связывающий белок; C1qRP – протеиновый ре-
цепторный для С1q; DAF – decay accelerating factor, ускоряющий распад фактор; gp – гликопротеин; МСР – мембранный кофакторный бе-
лок; MIRL – membrane inhibitor of reactive lysis, мембранный ингибитор реактивного лизиса; амилоидный компонент P сыворотки; Р- и 
Е-селектины – рецепторные лектины тромбоцитов и эндотелиальных клеток; TNF – фактор некроза опухоли.
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лифункциональных форм Лн, образующихся в резуль-
тате комплексообразования Лн и взаимодействия с Лн 
и ГК других защитных систем организма [28, 32-35];

– расширение многообразия ингибирования СКЧ 
ароматическими химиопрепаратами и ГК, в том чис-
ле имитирующими действие С1-ингибитора [7].

– кофункционирование поверхностных/рецептор-
ных (регуляторов, модуляторов, стабилизаторов) и 
растворимых элементов системы;

– инициация, развитие, регуляция, терминация ка-
скадов/типа сети;

– сигнальность и коммуникативность ответа на 
стресс – любое отклонение от нормы [16];

– функционирование в дежурном режиме (сиг-
нальное самовключение в ответ на любое изменение 
как стрессовое; «незначительные» фоновые колеба-
ния равновесной системы; обеспечивает быстрый 
усиленный ответ на внешние специфичные сигналы) 
[35-37];

– наличие динамичного суммарного вектора си-
стемы распознавания, слагающегося из неравноцен-
ных по доступности, потенциалу шунтового пути, 

Т а б л и ц а  2
ГК-распознающие лектиновые компоненты СКЧ [4]

Компоненты СКЧ Специфичность к углеводам, ГК; участки узнавания углеводов Ожидаемые эффекты
Растворимые
Маннансвязывающие лектинового пути

MBL
GlcNAc, Man, ManNAc, Fuc, Glc в составе паттерна мишени 

(важность их кластерного и мозаичного распределения)
Связывание углеводов поверхности 
мишени лектиновым доменом; СR1 

и С1qR фагоцитов – коллагеновым 
доменом

MBL-I тримерный Man-БСА (Кдис=2.2 нМ) GlcNAc-БСА (Кдис=0.55 нМ) Распознавание микробов
MBL-II тетрамерный Man-БСА (Кдис=1.2 нМ) GlcNAc-БСА (Кдис=0.96 нМ) Распознавание микробов
Маннансвязывающие фиколиновые
M-фиколин (фиколин-1, Р35- 
родственный белок)

Neu9OAc-альфа-2,6-производные, ганглиозиды  
(участие Tyr271 в связывании)

Активация СКЧ, участие в функци-
онировании рецепторов фагоцитоза

L-фиколин (фиколин-2, Р35, 
ЕВР-37)

Бисульфатированный LacNAc; три/тетрасахариды с концевыми 
Gal/GlcNAc (участие Thr236, Ala258); узнавание гликанов  

четырьмя сайтами
GlcNAc (ацетильные группы), NeuNAc; a-1, 3-D-глюкан,  

липотейхоевая кислота, Ra-ЛПС (концевой GlcNAc)  
S. typhimurium TV119, капсулированные S. aureus.

CRP, PTX3

Участие в функционировании 
системы свертывания крови

Активация лектинового пути СКЧ
РТХ3-усиленное связывание A. 

fumigatus

H-фиколин (фиколин-3, Hakata-
антиген; ассоциирован  
с сериновой протеазой MASP-1 
или MASP-3 [КФ 3.4.21])

Отсутствие или слабое связывание гликанов; ПС-
специфичность (GlcNAc, GalNAc, фукоза и ксилоза в составе 
ПС Aerococcus viridians); ЛПС S. typhimurium, S. minnesota,  

E. coli O111

Опсонизация клеток

Прочие растворимые

Фактор-Н
SCR(18-20) как сиалосвязывающие домены SCR-20  
как гепаринсвязывающий. Связывание L-cелектина,  

ингибируемое фукоиданом

Регуляция углеводчувствительных 
каскадов СКЧ

FHL1 (реконектин,  
фактор-Н-подобный белок-1)

Сиалосвязывающий Регуляция СКЧ

Фактор-Р (пропердин)  
моно/би/олигомерный

(Сульфатированные галактозиды)-связывающий, ГК-паттерны 
распознающий

Амплификация ответа альтернатив-
ного пути, опсонизация

Рецепторные

СD11b/CD18, Мac1 (CR3)
CD11b

GlcNAc-ингибирование комплексa uPAR-MAC1
Гептаолигосахарид b-глюкана, блокирующий лектиновый  

участок в С-концевой области

Ингибирование uPAR-зависимой 
адгезии.

b-глюкан-зависимый цитотоксиче-
ский прайминг СR3/MAC1

CD11c (CR4)
Связывание остатков Man в компоненте iС3b.

GlcNAc-ингибирование комплексa uPAR-CR4 лектина CD11c

Регуляция СКЧ
Регуляция системы свертывания 

крови

CD21 (CD21)
Гликаны вируса при отсутствии гликана у СR2 (SCR1-2)  

в положении Asn66
gp350(EBV)-связывание

CD35, C3b/C4b-рецептор (CR1) Asn-гликаны С3b Регуляция СКЧ, связь с системой 
свертывания крови

П р и м е ч а н и е . БСА – бычий сывороточный альбумин, Кдис – константа диссоциации лектинового комплекса, CR – complement receptor(s), 
рецептор(ы) СКЧ; FНL1 – (фактор-Н)-подобный белок-1; EBV(gp350) – ГП350 кД вируса Эпштейна-Барра; PTX3-пентраксин-3; uPAR(CD87) – 
рецептор активатора плазминогена урокиназного типа; GalNAc – N-ацетил-D-галактозамин; GlcNAc – N-ацетил-D-глюкозамин; Lac-
NAc – N-ацетил-D-лактозамин; Man – манноза (D-конфигурация); NeuAc – N-ацетил-D-нейраминовая кислота; Neu9OAc – 9-О-ацетил-D-
нейраминовая кислота; DAF – decay accelerating factor, ускоряющий распад фактор; gp – гликопротеин; МСР – мембранный кофакторный 
белок [12].
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ранжированной специфичности к набору сигналов 
векторов участвующих компонентов, его обратимая 
переориентация [39, 40];

– внутри- и межмолекулярное кофункционирова-
ние Лн и Фм [12, 24];

– способность мономерных, олигомерных Лн и 
лектиновых комплексов и ансамблей к разборке и де-
градации, переключать, включать новые активности, 
выключать активности;

– способность к усилению распознающей функ-
ции в сборке с участием собственных и прочих моле-
кулярных помощников: шаперонов, хелперов, моду-
ляторов, стабилизаторов;

– использование циклического саморегулирования 
(амплификационный пропердиновый цикл альтерна-
тивного пути СКЧ в результате надстройки молекул 
пропердином);

– безотходность продуктов расщепления и модифи-
кации Лн и ГК Фм, реализующихся как сигналы (про-
дукты расщепления компонента С3, в том числе регу-
лирующие работу рецепторных/лектиновых компо-
нентов СКЧ; укороченные фрагменты фактора-Н как 
более мобильные с лимитированными функциями);

– дублирование ключевых элементов и процес-
сов для повышения надёжности ответа системы на 
чужеродные или собственные изменённые наборы 
мишеней (наличие трёх главных путей СКЧ; исполь-
зование одних и тех же рецепторных и растворимых 
регуляторов различными узнающими системами);

– кофункционирование с прочими узнающими си-
стемами;

– способность достраиваться (инвазивная адап-
тация вирусов и микроорганизмов с использовани-
ем СКЧ), достраивать другие системы [29, 30] (Fc-
фрагменты иммуноглобулинов как взаимодействую-
щие с Лн макрофагов);

– эволюционирование узнающей системы в том 
числе как лектиновой: надстроечное развитие акта 
узнавания и инициации каскадов с использованием 
дополнительных лектиновых компонентов.

Поскольку регулирующие СКЧ элементы (напри-
мер, повторы коротких регуляторов комплемента- 
SCR [short regulators of complement]; синоним – ССР 
[complement control proteins]) широко распростране-
ны в сочетании с лектиновой активностью в домен-
ной организации белков других узнающих систем 
организма человека, то очевидны потенциальные, 
наряду с уже идентифицированными, возможности 
влияния Лн СКЧ на другие системы организма [28]. 
Лн других узнающих систем взаимодействуют с ГП 
СКЧ и тем самым регулируют функционирование 
СКЧ, то есть структурно и функционально достра-
ивают СКЧ. Лн крови человека не только широко 
представлены, но и модулируют активности СКЧ, 
например, олигомерные пентраксины. SAP (serum 
amyloid protein – амилоидный компонент Р сыворот-
ки) в комплексе с С4-связывающим белком (С4bp) вы-
ступает как регулятор комплемента; С1q участвует в 
активации СКЧ по классическому пути. SAP образует 
комплексы с С5b6, CRP (C-реактивным белком), конце-
выми Man-группами в iС3b. CRP (другой пентраксин) 

в комплексе с С1q и С-полисахаридом пневмококков 
активирует СКЧ по классическому пути, а, являясь 
мишенью фактора-Н, регулирует СКЧ. Агрегиро-
ванные дефенсины способны ассоциироваться с С1 
и с комплексом С1-(С1-ингибитор) и влиять на СКЧ. 
α2-макроглобулин – сильно гликозилированный ГП, 
взаимодействующий с MASP-2 (MBL-associated ser-
ine protease-2 КФ 3.4.21), в составе комплекса с МВL 
способен регулировать МВР-инициацию лектинового 
пути. Все неиммуноглобулиновые белковые актива-
торы CRX (ГП ВИЧ, различные невирусные белки 
микроорганизмов), как правило, имеют C1q- и, по-
видимому, MBL-связывающие участки [29, 30].

Прослеживается ключевая роль олигомеризации 
– пространственной повторяемости гомо- и/или гете-
роструктур – самих Лн, Лн с нелектиновыми белками-
мишенями, Лн-подобных сборок в процессах взаим-
ного распознавания партнёров защитными системами 
организма человека [2, 3, 19, 41-43]. Регуляторная роль 
олигомеризации заключается в поддержании надёжно-
го функционирования надмолекулярных наномашин. 
Она выражена и в случаях полимерных молекул Лн 
(МВL, SAP, CRP) и сходных с олигомерами MBL мо-
лекул IgM (АТ к ПС микроорганизмов и другим ГК), 
гексамерных молекул C1q в виде «букета тюльпанов» 
(структурно-функционально сходного с MBL), гепта-
мерных молекул C4-связывающего белка (конструк-
ции, напоминающей «паука-наноробота на длинных 
вытянутых ножках»), олигомерных ансамблей С3/С5-
конвертаз (КФ 3.4.21.) (в том числе соориентирован-
ных на углеводы/ГК-мишени), мембрана-атакующего 
комплекса (membrane attacking complex- МАС) – мак-
симально трансформированного надмолекулярного 
ансамбля с максимальным числом составляющих и 
потенциалом распознавания гликолипидных ГК.

Повторы эпитопов углеводного распознавания 
характерны на уровне аминокислотной последова-
тельности Лн, кофункционирующих с СКЧ. Все рас-
сматриваемые выше типа сиглеков имеют в одном из 
концов аминокислотной последовательности углево-
досвязывающих доменов (в одной или нескольких ко-
пиях), в другой – более многочисленные повторы SCR 
[28]. Описаны антимикробные Лн нового семейства 
RegIII эпителиальных и других коммуникационных 
клеток организма человека, которые, в отличие от се-
лектинов, не содержат SCR и не являются облигатны-
ми членами семейства Лн С-типа (Са2+-зависимых). 
Фактор-Н имеет, по крайней мере, два типа участков 
углеводного распознавания – узнавания комбинаций 
кластеров/площадок с экспонированными остатками 
сиаловых кислот или фрагментов гепарина (сульфа-
тированных гликанов). Разнообразие доменов узна-
вания делает возможным образование сильно варьи-
рующих эпитопов узнавания, придаёт эпитопам воз-
можность конформационного маневра при контакте.

Лн и зависимые от них каскады и реакции СКЧ ко-
функционируют со свертывающей, кининовой, (бел-
ковые гормоны)-рецепторной и другими ключевыми 
физиологически важными системами, включающими 
ГК-распознающие ГП плазмы крови, факторы роста, 
цитокины, дефенсины; сиглеки с функциями клеточно-
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го роллинга, хоминга и киллинга клеточных патогенов; 
Toll-подобные рецепторы (TLR-2, 4 и др.), рецепторные 
Лн С-типа моноцитов, макрофагов и других клеток. 
Фактор-Н использует аннексин-II, ДНК и гистоны в ка-
честве лигандов на поверхности апоптозных клеток.

Кофункционирование узнающих систем (ВИ и 
симбиотической) в организме человека свидетель-
ствует о функционировании Лн как единой супер-
системы организма человека, элементы которой раз-
умно распределены и рационально поделены между 
всеми системами узнавания и защиты [34]. Лектино-
вая суперсистема предполагает функционирование 
единой Лк-ГК-суперсистемы (функционирование 
комплексов/ансамблей Лн-углеводы/ГК, как высшая 
форма кофункционирования Лн и гликома человека). 
Взаимоотношения Лн и гликома человека предпола-
гают участие постоянно меняющегося регулируемого 
организмом пула углеводов/ГК, раскрывающего ме-
ханизм органного, биотопного, тканевого и клеточно-
органельного тропизма, что может быть полезно при 
получении и использовании терапевтических сбалан-
сированных узнающих систем ВИ, комбинированных 
вакцин, про/пост/пре/cинбиотических препаратов но-
вого поколения, при разработке высокочувствитель-
ных методов клинической лабораторной диагностики 
и создания биосенсоров нового типа [31-33, 44-47].

Заключение. Подтверждена важность всесторон-
него многоуровневого исследования системы компле-
мента человека, что является основой дальнейшего 
установления многофункциональности и роли тонких 
взаимодействий белков, гликанов, гликоконъюгатов с 
целью практического использования в клинической 
лабораторной диагностике системных болезней чело-
века и их терапии.
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Цель исследования – определение видового спектра и резистентности к антимикробным препаратам (АМП) приори-
тетных патогенов воспалительных заболеваний верхних дыхательных путей (ВДП) у детей с активными формами гер-
песвирусных инфекций (ГВИ) и различными типами иммунологической недостаточности. Обследованы 122 ребенка с 
воспалительными заболеваниями ВДП и активными формами ГВИ. У 96,7% детей с воспалительными заболеваниями 
респираторного тракта и активными формами ГВИ выявлены вторичные иммунодефицитные состояния (ИДС), свя-
занные, в основном (у 78,8% обследованных) с недостаточностью факторов врождённого иммунитета. Наиболее часто 
(у 63,9% пациентов) выявляли развитие вторичных ИДС по комбинированному типу, что сопровождалось выделением 
со слизистой оболочки ротоглотки широкого видового спектра микроорганизмов, в основном, в ассоциациях из 3-4 и 5-6 
патогенов (80,8% и 5,1%, соответственно). У большинства детей (55,7%) изолированы ассоциации из 2-4 патогенов, 
резистентных одномоментно к одной и той же группе АМП (макролидам и β-лактамам). У 37,7% детей наблюдали 
формирование аллергических и аутоиммунных реакций, что указывает на необходимость проведения своевременной кли-
нико-микробиологической диагностики возможных активных форм ГВИ у детей с воспалительными заболеваниями ВДП 
и определения резистентности к АМП у приоритетных патогенов респираторного тракта.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  воспалительные заболевания ВДП; герпесвирусные инфекции; приоритетные патогены: имму-
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Maltsev S.V., Tyukavkina S.Yu., Symovanyan E.M., Alnikin A.B., Shlyk S.V., Tsygankov P.V., Chepusova A.V., Kharseeva G.G., 
Gasretova T.D. 
РATHOGENS IN UPPER RESPIRATORY INFLAMMATORY DISEASES IN CHILDREN  
WITH IMMUNOLOGICAL DEFICIENCY
Federal State Educational Institution of Higher Education «Rostov State Medical University» Ministry of Health of Russia, 
344022, Rostov-on-Don, Russia
The purpose of the study was to determine the characteristics of the composition and resistance to AMP of microbial pathogens in 
children with inflammatory diseases of the upper respiratory tract with active forms of BBVI and various types of immunological 
deficiency. Children (122 people) with inflammatory diseases of the upper respiratory tract and active forms of BBVI were 
examined. It was found that in 96.7% of children with inflammatory diseases of the respiratory tract and active forms of BBVI, 
secondary immunodeficiency states were detected, mainly associated (in 78.8% of the examined) with insufficiency of innate 
immunity factors. The most common (in 63.9% of patients) was the development of secondary IDS of the combined type, which was 
accompanied by the release of a wide variety of microorganisms from the oropharyngeal mucosa, mainly in associations of 3-4 and 
5-6 pathogens (80.8% and 5 .1%, respectively). In the majority (55.7%) of children, associations of 2-4 pathogens that are simul-
taneously resistant to the same group of AMPs (macrolides and β-lactams) were isolated. Formation of allergic and autoimmune 
reactions was observed in 37.7% of children. This indicates the need for timely clinical and microbiological diagnosis of possible 
active forms of BBVI in children with inflammatory diseases of the upper respiratory tract and the determination of resistance to 
AMP in the dominant types of opportunistic microorganisms of the respiratory tract.

K e y  w o r d s :  inflammatory diseases of the upper respiratory tract; herpesvirus infections; microbial pathogens; immunologi-
cal insufficiency; resistance to AMP.
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Введение. В структуре инфекционной заболевае-
мости детей лидирующее положение занимают вос-
палительные заболевания верхних дыхательных пу-
тей (ВДП), которые почти у 40% заболевших проте-
кают как острые респираторные инфекции с частотой 
4-6 эпизодов в год и более [1]. Воспалительные за-
болевания ВДП (ринит, фарингит, тонзиллит, аденои-
дит, ларингит, трахеит) могут вызывать различные па-
тогены: бактерии, грибы, вирусы и их ассоциации. У 
5-70% клинически здоровых людей на слизистой обо-
лочке ВДП присутствуют условно-патогенные микро-
оганизмы (УПМ) (ά- и γ-гемолитические Streptococ-
cus, коагулазоотрицательные стафилококки (КОС), 
Corynebacterium spp., представители родов Neisseria, 
Moraxella, Haemophilus, микоплазмы, бактероиды и 
др.) в незначительном количестве (до 102 КОЕ/мл, для 
оральных стрептококков – до 104) [2–4]. Практически 
у всех детей с рецидивирующими инфекциями ВДП 
выявляется высокая (105 КОЕ/мл и выше) обсеменён-
ность носо- и ротоглотки УПМ. Характерно разви-
тие микст-инфекций, при лечении которых требуется 
многократное применение антимикробных препара-
тов (АМП) широкого спектра действия, что ведёт к 
выраженному изменению микробиоты носо- и рото-
глотки, угнетению местных защитных механизмов 
и снижению общей иммунореактивности организма. 
Этому способствуют длительно протекающие вос-
палительные процессы на слизистой оболочке дыха-
тельных путей [5-7].

У детей с воспалительными заболеваниями ВДП 
часто выявляют активные формы герпесвирусных 
инфекций (ГВИ), вызываемых ДНК-содержащими 
вирусами семейства Herpesviridae, преимуществен-
но вирусом простого герпеса (ВПГ), вирусом герпеса 
6-го типа (ВПЧ-6), вирусом Эпштейна-Барр (ВЭБ), 
цитомегаловирусом (ЦМВ) или их ассоциацией 
(микст-инфекция) [8]. Герпесвирусы являются одним 
из важнейших факторов формирования иммунопато-
логических состояний, в том числе, вирусиндуциро-

ванной иммуносупрессии [9]. Они вызывают угнете-
ние фагоцитарной активности клеток, снижение коли-
чественного содержания NK-клеток и Т-лимфоцитов 
периферической крови, выраженный дисбаланс 
между содержанием регуляторных субпопуляций 
Т-лимфоцитов (Т-хелперов и цитотоксических лим-
фоцитов), дефицит активированных Т-лимфоцитов. 
Особенностью ВЭБ является его способность инфи-
цировать иммунокомпетентные клетки, вызывая не 
только цитолиз, но и пролиферацию В-лимфоцитов 
[8, 9]. Инфицирование герпесвирусами детей проис-
ходит в раннем возрасте на фоне формирующейся 
иммунной системы, что создает условия для пожиз-
ненной персистенции вирусов, ведёт к частому фор-
мированию герпесвирусных и бактериально-герпес-
вирусных ассоциаций. Герпесвирусы могут вызывать 
тяжёлое течение заболевания с развитием системных 
осложнений, приводящих к инвалидизации пациента 
[9, 10]. Ключевую роль в формировании различных 
клинических форм ГВИ (острая, персистирующая, 
хроническая, латентная) играет состояние иммунной 
системы. Персистенция герпесвирусов в носоглот-
ке приводит к увеличению аденоидов, выраженным 
дисбиотическим изменениям, возникновению рекур-
рентных инфекций у детей [11 – 13].

Цель исследования – определение видового спек-
тра и резистентности к антимикробным препаратам 
(АМП) приоритетных патогенов у детей с воспали-
тельными заболеваниями верхних дыхательных пу-
тей с активными формами герпесвирусной инфекции 
и различными типами иммунологической недоста-
точности.

Материал и методы. Обследованы 122 ребенка 
с воспалительными заболеваниями ВДП, находивши-
еся на лечении в педиатрическом отделении клиники 
ФГБОУ ВО Ростовский государственный медицинский 
университет Минздрава России в 2021-2022 годах. Из 
них 7 пациентов госпитализированы с воспалительны-
ми заболеваниями ВДП (ринит, фарингит, тонзиллит, 
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аденоидит) при отсутствии активных форм ГВИ, 46 
детей – с активными формами ГВИ (ВПГ-1, ВПГ-2, 
ВГЧ-6, ЦМВ, ЭБВ), 69 детей – с воспалительными за-
болеваниями ВДП и активными формами ГВИ (ВПГ-1, 
ВПГ-2, ЦМВ, ЭБВ). Возраст пациентов составил 3-17 
лет, медиана возраста – 9 лет. Распределение по полу 
следующее: 57 (46,8%) мальчиков, 65 (53,2%) девочек. 
Обследование пациентов проведено в соответствии с 
требованиями Хельсинской декларации Всемирной 
медицинской ассоциации (ВМА) «Этические принци-
пы проведения научных медицинских исследований с 
участием человека» в редакции 52-й сессии Генераль-
ной Ассамблеи ВМА (2000 г.) и «Правилами клиниче-
ской практики в Российской Федерации», утверждён-
ными Приказом Минздрава России от 19.06.2003 г. № 
266. На проведение клинического исследования полу-
чено добровольное информированное согласие от ро-
дителей детей до 15 лет и от подростков 15 лет и стар-
ше. Для лабораторного подтверждения ГВИ в мазках 
со слизистой оболочки носа и ротоглотки детей про-
ведена детекция ДНК ВПГ, ВГЧ-6, ЦМВ, ВЭБ методом 
ПЦР (фирма «Литех», Москва). Специфические IgM, 
IgG к вирусам герпеса регистрировали в ИФА (ЗАО 
«Вектор-Бест», г. Новосибирск).

Для выделения микроорганизмов и определения 
их количества в исследуемом материале (КОЕ/мл) ис-
пользован метод секторных посевов отделяемого но-
со- и ротоглотки на кровяной и/или шоколадный агар, 
среды Эндо, Плоскирева, Сабуро, Шедлера (ООО Bio-
Media, г. Санкт-Петербург, Россия), желточно-солевой 
агар (ЖСА, HiMedia, Индия) [14]. Для идентификации 
чистых культур, выделенных в диагностически зна-
чимом титре (105 КОЕ/мл и выше для бактериальных 
культур и 103 КОЕ/мл и выше для грибов рода Candi-
da), использован автоматический бактериологический 
анализатор «VITEK 2» (BioMeriux, Франция). Рези-
стентность к АМП клинических изолятов микроорга-
низмов определяли диско-диффузионным методом в 
соответствии с Клиническими рекомендациями [15].

Методом проточной цитофлуориметрии (Cytomiсs 
FC500, США) с использованием моноклональных ан-
тител с различным набором цветных меток (Beсkman 
Coulter, США) оценивали общее число Т-лимфоцитов 
(CD3

+CD19
-CD45

+), CD4
+Тлимфоцитов (CD3

+CD4
+CD45

+), 
CD8

+Т-лимфоцитов (CD3
+CD8

+CD45
+), Т-лимфоцитов 

с маркёрами ранней активации Т-хелперов 
(CD3

+CD4
+CD25

+CD45
+) и готовностью Т-лимфоцитов к 

апоптозу (CD3
+CD95

+CD45
+); В-лимфоцитов (CD19

+CD3
-

CD45
+), NK-клеток (CD3

-CD16
+CD45

+). Рассчитывали 

иммунорегуляторный индекс (ИРИ) по соотношению 
CD4+/CD8

+ клеток. Кислородзависимую метаболиче-
скую активность нейтрофилов оценивали в тесте с 
нитросиним тетразолием (НСТ-тест). Уровень сыворо-
точных иммуноглобулинов (IgA, IgM, IgG) определяли 
методом радиальной иммунодиффузии в геле (приме-
няли наборы производства ФГУП НПО «Микроген»).

Статистическая обработка данных проведена с 
помощью программы STATISTICA 12.0 (StatSoftInc, 
США) и MedCalc (версия 9.3.5.0) [16].

Результаты. При обследовании 122 детей с вос-
палительными заболеваниями ВДП и ГВИ у 118 
(96,7%) пациентов обнаружены нарушения иммун-
ного статуса, свидетельствующие о наличии вто-
ричного иммунодефицитного состояния (ИДС). У 
большинства (78,7%) обследованных эти нарушения 
связаны с недостаточностью факторов врождённого 
иммунитета (снижение количества NK-клеток (CD3

-

CD16
+CD45

+), фагоцитарной активности нейтрофилов 
(изменение спонтанной и/или индуцированной мета-
болической активности в НСТ-тесте, характеризую-
щем бактерицидный потенциал клеток). Изолирован-
ные дефекты врождённого иммунитета выявлены у 
14,8% всех обследованных. Эти нарушения иммун-
ного статуса чаще (р≤0,05) обнаруживали у детей с 
воспалительными заболеваниями ВДП и активными 
формами ГВИ, чем у обследованных только с актив-
ными формами ГВИ (20,0±5,0% и 10,9±4,6% паци-
ентов соответственно) (см. таблицу). Изолированные 
нарушения системы адаптивной защиты зарегистри-
рованы у 18% обследованных, причём наиболее ча-
сто (р≤0,05) их обнаруживали у детей с активными 
формами ГВИ (30,4±6,8% в пределах группы). Эти 
нарушения связаны, в основном, с недостаточностью 
Т-клеточного звена иммунитета (процессов созре-
вания и дифференцировки Т-лимфоцитов, значений 
ИРИ за счёт дисбаланса регуляторных субпопуля-
ций (уменьшение количества CD4

+ лимфоцитов и 
увеличение содержания цитотоксических CD8

+ лим-
фоцитов)), отклонением от возрастной нормы кон-
центрации сывороточных иммуноглобулинов одно-
го или нескольких классов. Сочетанные нарушения 
врождённого и адаптивного иммунитета (комбини-
рованные вторичные ИДС) выявлены у большинства 
(63,9%) обследованных детей, причём примерно с 
одинаковой частотой у детей с активными формами 
ГВИ и воспалительными заболеваниями ВДП с ак-
тивными формами ГВИ (у 69,2±5,8% и 58,7±7,3% па-
циентов, соответственно).

Иммунологическая недостаточность у детей с воспалительными заболеваниями ВДП и активными формами ГВИ (абс.(чел.)/%±m)

Диагноз Врождённый  
иммунитет Адаптивный иммунитет Врождённый и адаптивный иммунитет Всего

Воспалительные заболевания 
ВДП с активными формами ГВИ

13
20,0±5,0%

7
10,8±3,9%

45
69,2±5,8%

65
100%

Активные формы ГВИ 5
10,9±4,6%

14
30,4±6,8%

27
58,7±7,3%

46
100%

Воспалительные заболевания 
ВДП

- 1 6 7
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У 37,7% всех обследованных детей как сопутству-
ющая патология выявлено наличие аллергических и 
аутоиммунных процессов. Среди детей с указанными 
видами иммунопатологических процессов наиболее 
часто (у 62,2% пациентов) они регистрировались на 
фоне вторичных ИДС по комбинированному типу.

При культуральном исследовании установлено, что 
на фоне вторичных ИДС на слизистой оболочке носо- 

и ротоглотки у 97% обследованных вегетировало од-
новременно несколько (от двух до шести) видов ми-
кроорганизмов в критическом количестве (105  КОЕ/
мл и более), что свидетельствует об их причастности 
к воспалительным процессам ВДП. Эти микроорга-
низмы присутствовали не только у детей с воспали-
тельными заболеваниями ВДП и активными формами 
ГВИ, но и при наличии только активных форм ГВИ. 
Наиболее часто изолированные у обследованных де-
тей штаммы микроорганизмов принадлежали к виду 
S. aureus, бактериям родов α-гемолитические Strepto-
coccus, Neisseria, Moraxella, реже – Кlebsiella spp. и 
грибы рода Candida. При определении частоты выде-
ления культур в ассоциациях в зависимости от пока-
зателей иммунного статуса установлено, что при вто-
ричных ИДС по комбинированному типу, как и при 
изолированных дефектах врождённого или адаптив-
ного звена иммунной системы, у большинства обсле-
дованных (80,0-80,8%) выделяли из ВДП ассоциации 
из 3-4-х видов микроорганизмов. Только у детей с со-
четанными нарушениями иммунного статуса выявля-
ли 5-6 патогенов одновременно (5,1%±2,5).

Наибольшее видовое разнообразие микроорганиз-
мов (14 видов) в различных комбинациях колонизи-
ровало слизистую оболочку носо- и ротоглотки детей 
с вторичными ИДС по комбинированному типу (см. 
рисунок). При изолированных нарушениях иммунно-
го статуса видовой спектр штаммов микроорганизмов 
более скуден: при дефектах адаптивного иммунитета 
выделено 10 патогенов, врождённого – 8 патогенов. 
Независимо от характера иммунологических измене-
ний, наиболее часто у обследованных детей выделя-
ли α-гемолитические Streptococcus (66,7% – 81,8%). 
Часто от пациентов с изолированными нарушениями 
врождённого и адаптивного иммунитета выделяли 
Neisseria spp. (72,2% – 72,7%) и S. аureus (50,0% – 
72,7%), с ИДС по комбинированному типу – S.аureus 
(67,9%) и представители рода Moraxella (48,7%).

У 80,3% обследованных детей изолированы 
штаммы микроорганизмов, обладавшие моно- и по-
лирезистентностью к АМП, использованным при ле-
чении. У большинства пациентов (55,7%), у которых 
выделяли резистентные к АМП штаммы, изолирова-
ли ассоциации из 2-4-х патогенов, включающие раз-
личные виды микроорганизмов, резистентные одно-
моментно к одной и той же группе АМП. Наиболее 
часто у всех представителей микробных ассоциаций 
выявлена резистентность к макролидам (эритроми-
цин, джозамицин, азитромицин) и β-лактамам (бен-
зилпенициллин, амоксициллин-клавунат, ампицил-
лин, пиперациллин) (у 21 и 13 детей, соответствен-
но), тогда как к фторхинолонам (ципрофлоксацин, 
левофлоксацин) – только у одного пациента. У 64,8% 
обследованных детей такие сочетания резистентных 
к АМП штаммов микроорганизмов зарегистрирова-
ны на фоне вторичных ИДС по комбинированному 
типу. У других пациентов микроорганизмы, выде-
ляемые в ассоциациях, проявляли фенотипическую 
резистентность к различным АМП.

Обсуждение. Воспалительные заболевания респи-
раторного тракта являются одним из наиболее часто 

Частота выделения микроорганизмов (в %) у детей с нару-
шениями иммунитета. а – врождённого; б – адаптивного;  
в – врождённого и адаптивного.

а

б

в
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регистрируемых видов патологии у детей, причём они 
развиваются преимущественно у пациентов с актив-
ными формами ГВИ [8]. Герпесвирусы – один из важ-
нейших факторов формирования иммунологической 
недостаточности, в том числе вирусиндуцированной 
иммуносупрессии [9, 17]. Это согласуется с нашими 
данным о том, что среди детей с воспалительными 
заболеваниями ВДП и активными формами ГВИ вто-
ричные иммунодефицитные состояния обнаружены 
практически у всех (96,7%) обследованных. Наи-
более часто (у 63,9% пациентов) выявляли развитие 
вторичных ИДС по комбинированному типу (сниже-
ние количества NK-клеток, фагоцитарной активности 
нейтрофилов, выраженный дисбаланс между содер-
жанием регуляторных субпопуляций Т-лимфоцитов 
и уменьшение их количественного содержания в 
периферической крови, отклонение от возрастной 
нормы концентрации сывороточных иммуноглобу-
линов одного или нескольких классов). Такие изме-
нения иммунологических показателей сопровожда-
лись выделением со слизистой оболочки ротоглотки 
детей широкого видового спектра микроорганизмов, 
в основном, в ассоциациях из 3-4 и 5-6 патогенов 
(80,8% и 5,1% соответственно). Независимо от харак-
тера иммунологических изменений наиболее часто 
у обследованных детей выделяли α-гемолитические 
Streptococcus (66,7%-81,8%), тогда как у пациентов 
с изолированными нарушениями либо врождённого, 
либо адаптивного иммунитета практически с такой 
же частотой выделяли Neisseria spp. (72,2%-72,7%). 
При дефектах только адаптивного звена иммунитета 
часто изолировали S. aureus и КОС, а у детей с ком-
бинированной недостаточностью – S. aureus и пред-
ставителей рода Moraxella.

У большинства (78,7%) обследованных детей вы-
явлена недостаточность врождённого иммунитета 
как изолированно, так и в сочетании с дефектами 
адаптивного иммунитета. По всей видимости, инду-
цированная вирусами герпеса недостаточность врож-
дённого иммунитета способствовала в дальнейшем 
подавлению факторов адаптивного иммунитета. Это 
сопровождалось усиленным размножением УПМ 
респираторного тракта, продукцией ими факторов 
патогенности и, как следствие, развитием тяжёлых, 
осложнённых и затяжных форм воспалительных за-
болеваний ВДП. Все это приводило к необходимости 
использования антимикробной терапии, под воздей-
ствием которой у 80,3% обследованных детей изо-
лированы штаммы микроорганизмов, обладающие 
моно- и полирезистентностью к АМП. При этом у 
большинства пациентов (55,7%) изолированы ассо-
циации из 2-4 патогенов, резистентные одномомент-
но к одной и той же группе АМП (макролидам (эри-
тромицин, джозамицин, азитромицин) и β-лактамам 
(бензилпенициллин, амоксициллин-клавунат, ампи-
циллин, пиперациллин)).

Совокупность указанных факторов оказывает вы-
раженное повреждающее воздействие на детский 
организм, что ведёт к формированию иммунопато-
логических реакций. У 37,7% обследованных детей 
наблюдалось развитие рецидивирующих аллерги-

ческих и аутоиммунных процессов, причём наибо-
лее часто на фоне комбинированных ИДС, сопрово-
ждавшихся усиленным размножением УПМ, осо-
бенно α-гемолитических Streptococcus, выделяемых 
у 66,7%-81,8% обследованных детей. В патогенезе 
аллергических и аутоиммунных реакций важное зна-
чение имеет феномен антигенной молекулярной ми-
микрии микроорганизмов, особенно стрептококков, 
и некоторых тканей организма хозяина [18]. Форми-
рование иммунопатологических реакций у обследо-
ванных детей могло быть связано с усиленной коло-
низацией респираторного тракта УПМ, особенно до-
минирующими представителями рода Streptococcus, 
синергичными, по всей видимости, с герпесвирусами.

Заключение. Развитие активных форм ГВИ у де-
тей с воспалительными заболеваниями верхних ды-
хательных путей ведёт к формированию вторичных 
иммунодефицитных состояний, наиболее часто по 
комбинированному типу, что способствует усилен-
ной колонизации респираторного тракта детей УПМ 
при доминировании представителей рода Streptococ-
cus, Neisseria spp., S. аureus, Moraxella spp. Форми-
рование антибиотикорезистентности наблюдалось 
в большинстве случаев у ассоциаций из 2-4 микро-
организмов одновременно к одной и той же группе 
АМП (макролидам – эритромицин, джозамицин, ази-
тромицин) и β-лактамам (бензилпенициллин, амокси-
циллин-клавунат, ампициллин, пиперациллин). Сово-
купность указанных факторов ведёт к формированию 
в детском организме иммунопатологических реак-
ций, формируя «порочный круг», и приводя к новым 
эпизодам инфекции. Вышеизложенное указывает на 
необходимость проведения своевременной клинико-
микробиологической диагностики возможных актив-
ных форм герпесвирусной инфекции у детей с вос-
палительными заболеваниями ВДП и определения 
резистентности к АМП у приоритетных видов УПМ 
респираторного тракта.
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РАЗРАБОТКА НАБОРА РЕАГЕНТОВ ДЛЯ КАЧЕСТВЕННОГО ОБНАРУЖЕНИЯ РНК 
ВИРУСА ВИЧ-1 МЕТОДОМ ПОЛИМЕРАЗНОЙ ЦЕПНОЙ РЕАКЦИИ В РЕЖИМЕ 
РЕАЛЬНОГО ВРЕМЕНИ

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

Вирус иммунодефицита человека (ВИЧ) является актуальной проблемой здравоохранения не только в России, но и во 
всем мире. Существует множество методов диагностики вируса, хотя тест полимеразной цепной реакции в реальном 
времени (ПЦР-РВ) на нуклеиновую кислоту РНК является хорошо зарекомендовавшим методом диагностики, он имеет 
некоторые недостатки. Большинство форм вируса ВИЧ имеют различные генетические изменения и могут продуциро-
вать инфекционные вирионы с различной мутацией. Вирус иммунодефицита человека 1 типа (ВИЧ-1) является отлич-
ным типичным примером быстро адаптирующейся популяции, характеризующейся высоким разнообразием, сильным 
отбором и рекомбинацией. Эволюция ВИЧ-1 в конечном итоге происходит внутри инфицированных людей. В связи с 
этим наблюдается возрастающая частота ложноотрицательных результатов. Существует острая необходимость 
в точном и быстром методе тестирования пациентов, официально подтвержденных по ВИЧ-статусу, так и бессим-
птомных людей для предотвращения передачи вируса и обеспечения своевременного лечения пациентов. В статье опи-
сывается разработка набора реагентов для выявления нуклеиновой кислоты РНК вируса ВИЧ-1 методом ПЦР-РВ, что 
позволит диагностировать пациентов на разных стадиях инфекции, определять эффективность проводимого антире-
тровирусного лечения. Общая диагностическая чувствительность разрабатываемого набора составляет 97 % – 99 %, 
а специфичность – 100 %, взятых у 150 пациентов с подтверждённым и отрицательным результатом по ВИЧ. Данные 
демонстрируют потенциал использования внутреннего эндогенного образца (ЭВКО), использующего в качестве мише-
ней гены человека и позволяющий судить о наличие клеток человека в образце. 
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Human immunodeficiency virus (HIV) is a pressing public health problem not only in Russia, but worldwide. There are many 
methods for diagnosing the virus, although the real-time polymerase chain reaction (RT-PCR) test for RNA nucleic acid is a 
well-established diagnostic method, it has some drawbacks. Most forms of HIV have different genetic changes and can produce 
infectious virions with different mutations. Human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) is an excellent typical example of 
a rapidly adapting population, characterized by high diversity, strong selection and recombination. The evolution of HIV-1 
ultimately occurs within infected individuals. Consequently, there is an increasing incidence of false negatives. There is an urgent 
need for an accurate and rapid method to test both patients with confirmed HIV status and asymptomatic individuals to prevent 
transmission of the virus and to provide timely treatment for patients. This article describes the development of a reagent kit 
for detection of HIV-1 RNA nucleic acid by PCR-RV which will allow to diagnose patients at different stages of infection and to 
determine the effectiveness of antiretroviral treatment. The overall diagnostic sensitivity of the developed kit is 97% to 99% and 
specificity is 100%, taken from 150 patients with confirmed and negative HIV infection. The data demonstrate the potential to 
use an internal endogenous sample (IES) using human genes as targets and to judge the presence of human cells in the sample.

K e y  w o r d s :  HIV; HIV-1; real-time reverse transcription – polymerase chain reaction; biological material; kit development.
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Введение. Вирус иммунодефицита человека от-
носится к порядку Ortervirales семейству Retroviridae 
подсемейству Orthoretrovirinae роду Lentivirus. По 
состоянию на 2021 год глобальное число людей, жи-
вущих с ВИЧ, составило 38,4 миллиона (33,9 – 43,8 
млн.), по сравнению с 26,0 миллионами (22,9 – 29,7 
млн.) в 2000 году [1]. 

ВИЧ характеризуется поражением иммунной си-
стемы с развитием синдрома приобретенного имму-
нодефицита (СПИДа). Частица вируса ВИЧ-1 состо-
ит из двойного липидного слоя, который содержит 
гликопротеин gp120 вирусной оболочки и трансмем-
бранный белок gp41, и по своей структуре имеет фор-
му икосаэдра.  Под оболочкой прикреплена белковая 
оболочка, известная как матрикс. Внутри частицы 
находится капсид, который содержит две идентичные 
копии вирусной РНК и вирусные белки, необходимые 
для репликации вируса, включая ферменты, обрат-
ную транскриптазу, интегразу и протеазу [2]. ВИЧ-1, 
как и другие представители ретровирусов, имеет 3 
структурных белка: gag (кодирует капсидные белки, 
включая p24), pol (кодирует обратную транскриптазу, 
протеазу и интегразу) и env (кодирует белки внешней 
оболочки вируса). Помимо перечисленных генов он 
включает гены tat, rev, nef, vif, vpr и vpu, участвующие 
в регуляции экспрессии других вирусных генов [3].

Ранняя диагностика ВИЧ имеет решающее значе-
ние для своевременного начала осуществления лече-
ния. ОТ-ПЦР в реальном времени считается наиболее 
эффективным методом диагностики ВИЧ, в том числе, 
используется в качестве референсного метода при со-
мнительных результатах ИФА (иммуноферментный 
анализ) и иммуноблоттинга. Однако недавние иссле-
дования показали, что современные наборы для ОТ-
ПЦР в реальном времени для диагностики ВИЧ дают 
большое количество ложноотрицательных результа-
тов. Ложноотрицательный результат чрезвычайно опа-
сен и может вызвать множество проблем в лечении и 
контроле над распространением вируса. Лица с лож-
ноотрицательными результатами могут легко заразить 
окружающих, вызывая серьезное распространение 
вируса и пагубно влияя на население.  Ложноотрица-
тельные результаты объясняются не самими набора-
ми для обнаружения, а высокой частотой спонтанных 
мутаций в геноме вируса ВИЧ-1 [4]. Это означает, что 

всякая случайно возникшая в ходе обратной транс-
крипции мутация имеет большие шансы закрепиться 
в потомстве, что имеет важные последствия для жизни 
самих ретровирусов и их хозяев. В частности, одним 
из наиболее характерных свойств ВИЧ является его 
непревзойденная изменчивость (вариабельность) [5]. 
Результаты сравнительной частоты мутаций для гена 
env представлены на рис. 1, где выделенным цветом 
показаны области мутаций у разных людей. 

Кроме того, большинство коммерческих наборов 
для ОТ-ПЦР в реальном времени обычно использу-
ют экзогенный ВКО. В связи с этим была разработана 
система диагностики ВИЧ инфекции из плазмы и сы-
воротки крови на основе набора реагентов для метода 
ОТ-ПЦР в режиме реального времени, с эндогенным 
ВКО. 

Цель исследования – разработать набор реагентов 
для качественного выявления РНК вируса ВИЧ-1 ме-
тодом ОТ-ПЦР в реальном времени. 

Материал и методы. При подготовке было ис-
пользовано оборудование и материалы:

• Праймеры (ДНК-Синтез, Россия);
• Олигонулеотиды (ДНК-Синтез, Россия);
• Набор для выделения (Рибо-Преп, Россия, cat#: 

K2-9-Et-100);
• Буфер HS-qPCR2х (Биолабмикс, Россия cat#: 

MH02040);
• Вода деионизированная, свободная от нуклеаз 

(Merck, Millipore, Германия, cat#: SIMSV00RU);
• 10-100 µL автоматические пипетки (Eppendorf, 

Hamburg, Германия, cat#: 3123000047);
• 20-200 µL автоматические пипетки (Eppendorf, 

Hamburg, Германия, cat#: 3123000055);
• 100-1000 µL автоматические пипетки (Eppendorf, 

Hamburg, Германия, cat#: 3123000063);
• 1,5 mL Eppendorf пробирки (Eppendorf Belgium 

N.V., Бельгия, арт#: 0030125215);
• 2,0 mL Eppendorf пробирки (Eppendorf, Belgium 

N.V., Бельгия, арт#: 0030123344).
Амплификацию, детекцию и обработку результа-

тов проводили с помощью амплификатора Bio-Rad 
CFX 96, ФСЗ 2008/03399, производитель ООО «Био-
Рад Лаборатории» (США).

Биологический материал был получен от компа-
нии INVITRO (г. Москва) в период с 2021 по 2022 
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год. Из 150 поступивших образцов, часть была с под-
твержденным ВИЧ-статусом, остальные были отри-
цательны на наличие вируса. Образцы плазмы и сы-
воротки крови от пациентов с ВИЧ-1 хранились при 
температуре -20 ◦C. 

Эндогенный внутренний контрольный образец 
(ВКО) в данном наборе представляет собой ген чело-
века эндорибонуклеазы (РНКаза Р). Детекция ВКО в 
ходе реакции амплификации свидетельствует о нали-
чии в исследуемом образце клинического материала 
(клеток из крови и плазмы крови).

Положительный контрольный образец (ПКО) содер-
жит плазмидную ДНК (рUC19) E.сoli со встроенными в 
нее специфическими фрагментами ДНК микроорганиз-
мов урогенитальных инфекций в 0,1 М трис буфере.

Отрицательный контрольный образец не содержит 
специфические фрагменты к ДНК микроорганизмов 
урогенитальных инфекций в 0,9 % растворе хлорида 
натрия в деионизированной воде. 

Экстракция нуклеиновых кислот для сравнитель-
ных наборов проводилась методом осаждения с по-
следующей отмывкой («РИБО-преп», Амплисенс, 
Россия, «РеалБест ДНК ВИЧ (ЦК)», Вектор-Бест, 
Россия) или любым набором для экстракции согласно 
инструкции по его применению. 

В качестве сравнения использовался набор реаген-
тов «РеалБест РНК ВИЧ количественный» (компания 
АО «Вектор-Бест») [6].

Анализ нуклеотидных последовательностей, пред-
ставленных, в базе данных GenBank проводили с помо-
щью программы VectorNTl Suite 9.0.0 (AlignX). Спец-
ифичность выбранных олигонуклеотидов изучали с 
помощью компьютерной программы BLAST online [7].

Оценка аналитической надёжности с определением 
специфичности и чувствительности проведена соглас-
но ГОСТ Р 53079.1-2008 и ГОСТ Р 53022.2-2008 [8].

Результаты и обсуждение. Разработан набор 
реагентов «ВИЧ-1 ЭК» для выявления РНК вируса 
ВИЧ-1 в клиническом материале методом ОТ-ПЦР в 
режиме реального времени. Условия проведения ПЦР 
подобраны экспериментально.

По данным приводимых в литературе исследований 
и анализа нуклеотидных последовательностей в базе 
данных GenBank в этом исследовании были использова-
ны различные геномы ВИЧ-1. Вирусные изоляты иссле-
довались от пациентов, живущих в разных географиче-
ских регионах. Для создания праймеров были выбраны 
две геномные области вируса ВИЧ-1 gag и LTR.

Множественное выравнивание нуклеотидных по-
следовательностей было выполнено для поиска кон-
сервативных нуклеотидов в последовательностях 
ВИЧ-1 с использованием биотехнологических про-
грамм (см. таблицу) [9, 10]. 

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

Контролем проводимых манипуляций по обнару-
жению вируса методом ОТ-ПЦР стало использование 
гена самого человека. В качества гена-мишени был 
выбран ген эндорибонуклеаза (РНКаза Р). Человече-
ская рРНК проходит в методе ПЦР те же этапы, что 
и вирусная РНК, а именно: лизис клетки, обратную 
транскрипцию, амплификацию [11].

Выравнивание 200 нуклеотидных последователь-
ностей гена Рибонуклеазы Р, взятых в базе данных 
GenBank, показало консервативные участки для рас-
чета олигонуклеотидов [12].

В итоге, для создания реакционной смеси были ис-
пользованы следующие компоненты: 2х ПЦР буфер 
(0,5 М Tris Cl, pH 8.6, 0,05 М KCl, 15 мМ MgCl2, 1% 
Tween 20), рабочая концентрация Taq-полимеразы  – 
5 ед/мкл, рабочая концентрация каждого праймера 

Рис. 1. Генетическая изменчивость оболочечного гена env вируса ВИЧ-1.
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и зондов составляет 1 рМ/мкл, 5 % ДМСО, 0,5 % 
IGEPAL CA-630, 40 единиц ревертазы и 40 единиц 
ингибитора рибонуклеаз. 

Оценка работоспособности набора реагентов про-
ведена на биологических пробах, полученных из IN-
VITRO (г. Москва). Образцы плазмы крови и сыво-
ротки крови в объеме, соответствующему 250 мкл, 
помещались в чистые эппендорфы, и проводился этап 
выделения. 

На первом этапе проведена очистка суммарной РНК. 
Выделение РНК с использованным набором реагентов 
основано на связывании нуклеиновых кислот с магнит-
ным сорбентом в присутствии хаотропных солей и их 
последующей элюцией в низкосолевой буфер. Принцип 
анализа в приборе основан на регистрации процесса ам-
плификации образующегося специфического фрагмен-
та кДНК, полученный методом обратной транскрипции 
из РНК ВИЧ-1. Процесс проведения ПЦР заключается 
в повторяющихся циклах: температурная денатура-
ция при 95 0C, отжиг праймеров с комлементарными 
последовательностями при 60 0C, достройка полину-
клеотидных последовательностей с этих праймеров 
Taq-полимеразой при 67 0C [13]. Регистрация прибо-
ром основана на измерении сигналов флуоресценции в 
каждом цикле ПЦР. Увеличение сигналов флуоресцен-
ции происходит благодаря использованию специфич-
ного для данной кДНК гибридизационного ДНК-зонда, 
который в ходе реакции связывается с одной из цепей 
ДНК. В ходе полимеразного синтеза комплементар-
ной цепи, благодаря 5’-3’ нуклеазной активности Taq 
ДНК-полимеразы, происходит расщепление зонда и 
разобщение красителя и гасителя, приводящее по ме-
ре накопления реакции продукта к разгоранию сигнала 
флуоресценции [6]. Количество разрушенных зондов 
увеличивается пропорционально количеству образовав-
шихся специфических ампликонов.

В каждую постановку амплификации помимо ис-
следуемых образцов (N) входили 2 контрольных об-
разца: отрицательный контроль ПЦР (ОКО) и поло-
жительный контроль ПЦР (ПКО).

В пробирке объемом 1,5–2 мл готовилась «Мастер 
Микс»: 

5*(N+1) мкл смесь 1 (РНК) + 15*(N+1) смесь 2, 
где: N – общее количество реакций амплифика-

ции с учетом контрольных образцов. Далее «Мастер 

Микс» перемешивался на вортексе, осаждался кра-
тковременным центрифугированием и вносился по 
20 мкл в пробирки для проведения ПЦР. В подготов-
ленные пробирки вносили по 15 мкл экстрагирован-
ных РНК. Отрицательный и положительный контроль 
для постановки ПЦР вносили в отдельные пробирки 
в объеме 15 мкл.

Амплификация и детекция была проведена на 150 
образцах биологического материала, полученных от 
пациентов с положительным ВИЧ-1 и отрицательным 
результатом по клиническим проявлениям, проверен-
ных по ПЦР набору (набор «РеалБест РНК ВИЧ коли-
чественный», АО «Вектор-Бест»).

Включенный в тест ген РНКазы P человека в ка-
честве внутреннего контроля помогал оценивать ка-
чество проведенных исследований и достоверность 
результатов. Наличие эндогенного ВКО позволяет 
контролировать ход амплификации в каждой про-
бирке с реакционной смесью, позволяя эффективно 
оценивать каждый этап проведения анализа, а также 
позволяет оценить качество хранения пробы, что не 
позволяет сделать экзогенный ВКО ( рис. 2, а, б).

Для эндогенного ВКО у каждой пробы наблюдает-
ся свой выход на графике с различным уровнем флу-
оресценции (RFU), для синтетической конструкции 
наблюдается выход из одной точки, в большей части с 
одинаковым для всех проб (RFU).

Амплификация и детекция проводилась как от-
дельно для выявления ВИЧ-1 по одному каналу 
(моноплексное выявление), так и одновременно вы-
являлся ВИЧ-1 и ген человека (ВКО) по двум каналам 
(мультиплексное выявление) для оценки возможно-
сти конкуренции между каналами для ВКО и спец-
ифики. 

Результаты сравнительной детекции ВИЧ-1 + ген 
человека и ВИЧ-1 представлены на рис 3, а, б.

Конкуренции между каналами не выявлено. Все 
результаты по выявлению положительных и отрица-
тельных проб совпали с набором «РеалБест РНК ВИЧ 
количественный» (АО «Вектор-Бест»). 

Оценка результатов исследований проводилась 
при помощи анализа детекции РНКазы Р человека 
(рис 4, а, б). 

Если кривые детекции РНКазы Р выходят на ци-
клах до 28 и с хорошим разгоранием флюоресциру-

Используемые праймеры – фрагменты gag и LTR

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

ВИЧ-1

gag
ATGTTTTCAGCATTATCAGAAGGA Прямой

TGCTTGATGTCCCCCCAT Обратный
ATAGGTCACGCAGTGCGGCCATCACGTAA Флуоресцирующийзонд

LTR
AGGCACTCATAСGCATTAGTCATA Прямой
CATGTACCTACTAATGCTTGACTTC Обратный

GAAGGCTCTGCGCGCATTTGGACAATTAC Флуоресцирующий зонд

Homo sapiens РНКаза Р
GGATCCATCTCACTGCAATG Прямой

CCTGCTATCAAAGACTCCACA Обратный
 CCTCCTATTAATGTGGCGATTGACCGA Флуоресцирующий зонд
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ющего сигнала, то это значит, что все этапы иссле-
дования прошли хорошо и результат достоверен. 
Если кривые детекции появлялись после 28 цикла с 
низким уровнем флюоресцирующего сигнала и от-
рицательным результатом по специфике, то такие об-
разцы считались сомнительными и проводилась по-
вторная экстракцию с последующей амплификацией. 

На практике в среднем 5% исследуемых проб имеют 
некачественный этап экстракции, что в последующем 
влияет на результат исследования

Данные проведенных исследований показали, что 
подобранная программа анализа (амплификации) и 
реакционная смесь позволяют проводить исследова-
ния ОТ- ПЦР, для выявления вируса ВИЧ-1 по двум 

Рис. 2. Результаты сравнительной детекции эндогенного ВКО и синтетической конструкции ВКО. а – результаты детекции 
эндогенного ВКО; б – результаты детекции синтетической конструкция ВКО.
Здесь и на рис. 3, 4: по оси абсцисс – количество циклов (Cycles), по оси ординат – уровень флуоресценции (RFU).

Рис. 3. Результаты сравнительной детекции ВИЧ-1 + ген человека и ВИЧ-1.
а – результаты детекции по двум каналам в ОТ-ПЦР в одной пробирке (ВИЧ-1 + эндогенный ВКО) – ромбовидные кривые – это выявление РНК ВИЧ-
1 (специфика), прямые кривые – это выявление РНК гена человека (ВКО); б – результаты детекции по одному каналу в ОТ-ПЦР в одной пробирке 
(ВИЧ-1). 

Рис. 4. Оценка результатов исследований по специфике (искомый фрагмент).
а – результаты детекции по двум каналам в ОТ-ПЦР в одной пробирке (ВИЧ-1 + эндогенный ВКО) – ромбовидные кривые – это выявление РНК ВИЧ-
1 (специфика), прямые кривые – это выявление РНК гена человека (ВКО); б – результаты детекции по одному каналу в ОТ-ПЦР в одной пробирке 
эндогенного ВКО.

а

а

а

б

б

б
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каналам детекции без конкуренции между ними и по-
зволяет детектировать РНК ВИЧ за 60 минут.

Для определения чувствительности набора были 
созданы искусственные положительные образцы на 
основе плазмид для двух ВИЧ-1-специфичных фраг-
ментов генов gag и LTR, а также синтетическая ДНК – 
плазмида со встройкой фрагмента гена РНКазы Р 
человека. На основе полученных плазмид при прове-
дении испытаний для оценки аналитической чувстви-
тельности (предела обнаружения) был приготовлен 
стандартный образец предприятия, концентрация 106 
МЕ/мл, который последовательно разводился с ша-
гом 10 от 106 МЕ/мл до 102 МЕ/мл. Подтверждение 
правильности синтеза нуклеотидной последователь-
ности проводиось методом циклического секвениро-
вания по Сэнгеру.

Определение концентрации приготовленных стан-
дартных растворов, с искусственно защищенным 
специфическим фрагментом гена определялось спек-
трофотометрическим методом, с построением кали-
бровочной кривой в амплификации.

Искусственные положительные образцы были 
созданы путем добавления в отрицательные образцы 
крови и плазмы, полученные от пациентов, в разных 
количествах охарактеризованного обезвреженно-
го образца РНК вируса ВИЧ-1, т.е. плазмидная кон-
струкция со встроенными генами с концентрациями 
10 от 106 МЕ/мл до 102 МЕ/мл. 

Чувствительность набора определена как 20 МЕ/мл.  
Повторяемость и воспроизводимость определения 
РНК ВИЧ-1 были установлены путем тестирования 
положительных и отрицательных образцов крови и 
плазмы крови. 

Условия повторяемости включали в себя: тестиро-
вание в одной и той же лаборатории, одним и тем же 
оператором, с использованием одного и того же обо-
рудования в пределах короткого промежутка времени. 
Коэффициент вариации для повторяемости рассчиты-
вался по формуле: 

         Сt (станд.отклон)CVp,%= –––––––––––––––– ×100 %, и не превышал 3%.
              Сt (ср.знач.)
Условия воспроизводимости – тестирование в раз-

ных лабораториях, разными операторами, в разные 
дни, на разных приборах, разных серий набора реа-
гентов. Процедура проводилась двумя разными опе-
раторами с двумя разными наборами одной серии в 
разные дни. 

Таким образом, воспроизводимость и повторя-
мость работоспособности набора реагентов составля-
ет 100 %.

Целостность РНК-мишени, т.е. матрицы, имеет 
решающее значение для успешной реакции ПЦР. 
Однако в случае, если матричная ДНК была потеря-
на или разложена во время процедуры подготовки 
образца или в образце присутствуют вещества, ин-
гибирующие амплификацию, ПЦР может оказаться 
неудачной, хотя интересующая РНК присутствует в 
образце. Такие сбои приводят к ложноотрицатель-
ным результатам, и их следует избегать для получе-
ния высоконадежных результатов ПЦР. Для анали-

за нежелательной потери РНК во время процедуры 
очистки, экзогенная РНК известной последователь-
ности может быть добавлена ​​к образцу перед экс-
тракцией РНК. Эта специфическая экзогенная РНК 
затем должна быть обнаружена с помощью ПЦР в 
качестве внутреннего контроля амплификации в ко-
личествах, достаточных после экстракции, чтобы га-
рантировать, что ДНК была успешно очищена от об-
разца. Использование экзогенных контролей также 
позволяет анализировать наличие в образце потен-
циальных ингибиторов ПЦР. Тем не менее, этот ме-
тод основан на добавлении фрагмента внешней ДРК 
и не дает информации о целостности РНК-мишени, 
представляющей реальный интерес.

Помимо экзогенных контролей ПЦР, можно ис-
пользовать эндогенные контроли. Эндогенный ПЦР-
контроль представляет собой сконструированную 
последовательность олигонуклеотидов с зондом, 
нацеленную на человеческий ген РНКаза Р. Выход 
эндогенного ПЦР-контроля позволяет сделать вы-
вод, что РНК действительно выделена из образца, не 
подверглась деградации во время процедуры, и что 
образец ПЦР не содержит определенных веществ в 
количестве, препятствующем успешной амплифика-
ции РНК [14]. Использование такого вида контроля 
позволяет оценивать работу специалистов лаборато-
рии в правильности и точности проведения одного из 
главных этапов анализа – пробоподготовки.

Выбор в качестве генетических мишеней в разра-
батываемом наборе генов gag и LTR обусловлен мень-
шей частотой мутаций в их генотипе, относительно 
других генов. 

Заключение. Разрабатываемый набор реагентов 
для качественного выявления РНК ВИЧ-1, позволит 
своевременно назначать лечение антиретровирусны-
ми препаратами, контролировать ход лечения заболе-
вания, что значительно повысит выживаемость среди 
населения и уменьшит распространение инфекции. 
Использование эндогенного ВКО, позволит повысить 
точность проводимого анализа ПЦР.
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The results of testing the of reagent kit «C. diphtheriae Tox+» (DNA-Technologiya TS, Russia) for diagnostics of diphtheria are presented. 
15 typical strains were used, including toxigenic C. diphtheriae № 665, 300 strains and clinical samples (nasal, oropharyngeal and 
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– Ribo-prep (CRIE, Russia), Proba-NK, Proba-GS (DNA-Technologiya, Russia), Proba-MH-Rapid, Proba-Optima (DNA-Technologiya 
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Введение. В последние годы в Российской Феде-
рации эпидемиологическая ситуация в отношении 
дифтерийной инфекции остается стабильно благо-
получной. В 2019 году зарегистрировано 5 случа-
ев заболевания и 2 случая бактерионосительства, в 
2020 г. – 1 случай заболевания, в 2021 г. – 4 случая 
заболевания дифтерией и 2 случая бактерионоси-
тельства. В 2022 году случаев заболевания или бак-
терионосительства токсигенных коринебактерий не 
зарегистрировано [1, 2].

По информации ВОЗ, в мире неблагополучие по 
данной инфекции сохраняется [19]. С начала 2022 го-
да и по состоянию на 21 декабря 2022 года по данным 
Европейского центра профилактики и контроля забо-
леваний (ECDC) только в странах Европейского ре-
гиона ВОЗ зарегистрировано 318 случаев дифтерии, 
в том числе в Австрии (61), Бельгии (25), Франции 
(14), Германии (116), Италии (2), Нидерландах (5), 
Норвегии (7), Испании (1), Швейцарии (25), Велико-
британии (62). В большинстве случаев наблюдались 
кожные (69,5%) и респираторные (14,5%) формы за-
болевания, в 8,8% случаев заболевание протекало 
бессимптомно. Все случаи вызваны токсигенными C. 
diphtheriae. Большинство зарегистрированных случа-
ев заболевания выявлены у лиц мужского пола в воз-
расте от 8 лет до 49 лет, прибывших из Афганистана, 
Алжира, Камеруна, Пакистана, Сирии [2]. Сохраня-
ются риски завоза дифтерии, в том числе на террито-
рию Российской Федерации.

Лабораторная диагностика дифтерийной инфек-
ции на территории России осуществляется бактери-
ологическим методом, порядок проведения которого 
регламентирован действующими нормативными1 и 
методическими2 документами. Основной задачей яв-
ляется идентификация возбудителя дифтерии в мак-
симально сжатые сроки (3-5 дней от начала исследо-
вания) с помощью минимального набора диагности-
ческих тестов [19]. Учитывая широкое применение 
молекулярно-генетических методов и современную 
оснащённость лабораторий, несомненно актуальным 

является совершенствование лабораторной диагно-
стики дифтерии в направлении разработки и внедре-
ния генодиагностики, что позволяет поднять уровень 
клинической лабораторной диагностики при этой 
инфекции. Разработан проект нового нормативно-
го документа по лабораторной диагностике дифте-
рийной инфекции, в которую интегрирована ПЦР-
диагностика для использования с диагностической 
целью параллельно с бактериологической диагности-
кой, а также с профилактической целью и по эпиде-
миологическим показаниям.

Цель работы – апробация разработанного «Набора 
реагентов для выявления ДНК Corynebacterium diph-
theriae с дифференциацией токсигенных и нетокси-
генных штаммов методом ПЦР в режиме реального 
времени (C. diphtheriae Tox+)» для генодиагностики 
дифтерийной инфекции.

Материал и методы. Для апробации методики 
генодиагностики использованы 15 типовых коллек-
ционных штаммов микроорганизмов – токсигенный 
Corynebacterium diphtheriae биовара gravis № 665, 
Corynebacterium xerosis № 1911, Bordetella pertus-
sis № 143, Bordetella parapertussis № 38б, Bordetella 
bronchiseptica № 9, Staphylococcus aureus Wood-46, S. 
aureus Cowan-1, Streptococcus pyogenes Dick («ГКПМ-
ОБОЛЕНСК» ФБУН ГНЦ ПМБ Роспотребнадзора); 
токсигенный C. diphtheriae PW 8, Corynebacterium 
pseudodiphtheriticum «Соколов» (Государственная 
коллекция патогенных микроорганизмов ФГБУ 
«НЦЭСМП» Минздрава РФ); Corynebacterium minu-
tissimum ATCC 23348, Corynebacterium jeikeium ATCC 
43734, B. holmesii ATCC 51541, Candida albicans 
ATCC 10231, S. aureus ATCC 25923 (American Type 
Culture Collection).

Использованы 285 штаммов и 510 мазков отделя-
емого из носо-, ротоглотки, с кожных покровов, при-
сланных в Референс-центр по мониторингу за корью, 
краснухой, эпидемическим паротитом, коклюшем 
и дифтерией ФБУН МНИИЭМ им. Г. Н. Габричев-
ского Роспотребнадзора из бактериологических ла-
бораторий медицинских организаций, Федеральных 
бюджетных учреждений здравоохранения «Центр ги-
гиены и эпидемиологии» (ФБУЗ ЦГиЭ) в субъектах 
РФ в соответствии с Приказом Роспотребнадзора от 
01.12.2017 г. № 1116 «О совершенствовании системы 
мониторинга, лабораторной диагностики инфекци-

1СанПин 3.3686-21 «Санитарно-эпидемиологические требования по 
профилактике инфекционных болезней».  Раздел XXXVIII «Профи-
лактика дифтерии».
2МУ 4.2.3065-13 «Лабораторная диагностика дифтерийной инфек-
ции».
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онных и паразитарных болезней и индикации ПБА в 
Российской Федерации». Для оценки аналитической 
специфичности использована ДНК свежевыделенных 
микроорганизмов – 40 штаммов C. diphtheriae gravis 
Тox+, 20 штаммов C. diphtheriae mitis Тox+, 77 штам-
мов C. diphtheriae mitis Тox-, 75 штаммов C. diphthe-
riae gravis Тox-, 8 штаммов C. ulcerans Тox-, штаммы 
Corynebacterium accolens, Corynebacterium afermentas 
subsp. lipophilum, Corynebacterium amycolatum, Cory-
nebacterium aurimucosum, Corynebacterium coyleae, 
Corynebacterium durum, Corynebacterium flavescens, 
Corynebacterium imitans, Corynebacterium massil-
ienses, Corynebacterium mucifaciens, Corynebacterium 
paurometabolum, Corynebacterium propinqium, C. pseu-
dodiphtheriticum, Corynebacterium pseudotuberculosis, 
Corynebacterium simulans, Corynebacterium striatum, 
Corynebacterium tuberculostearicum, Corynebacterium 
ureicelerivorans, C. хerosis, Streptococcus agalactiae, 
Streptococcus anginosus, Streptococcus epidermidis, 
Streptococcus mitis, Streptococcus parasanguinis, Strep-
tococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes, Strep-
tococcus sanguinis, Streptococcus salivarius, Staphy-
lococcus aureus, S. caprae, S. hominis, B. pertussis, 
B.  parapertussis, B. bronchiseptica, Candida  albicans, 
C. glabrata, Neisseria meningitidis, Neisseria mucosa, 
Neisseria subflava, Rothia dentocariosa, Rothia muci-
laginosa, Actinomyces oral, Bacillus cereus, Bifidobacte-
rium bifidum, Haemophilus influenzae, Escherichia coli, 
Burkholderia spp., Klebsiella pneumoniae, Proteus spp., 
Morganella morganii, Pseudomonas aeruginosa, Entero-
bacter cloacae, Acinetobacter spp., Enterococcus spp. 
(рабочая коллекция лаборатории диагностики диф-
терийной и коклюшной инфекции ФБУН МНИИЭМ 
им. Г. Н. Габричевского Роспотребнадзора).

Штаммы C. diphtheriae выращивали на кровяном 
теллуритовом агаре (КТА) на основе 2% агара (ГРМ-
агар (ФБУН ГНЦ ПМБ, Оболенск) с добавлением 
7% крови крупного рогатого скота (ООО «ЛейТран», 
Москва) и 0,02% теллурита калия (ФБУН ГНЦ ПМБ, 
Оболенск) с инкубацией при температуре +(37±1) °С 
в течение 24-48 часов. Идентификацию микроорга-
низмов по токсигенным и биохимическим свойствам 
проводили согласно МУК 4.2.3065-13 «Лабораторная 
диагностика дифтерийной инфекции» с помощью на-
бора реагентов для биохимической идентификации 
«ДС-ДИФ-КОРИНЕ» (НПО «Диагностические систе-
мы», Н. Новгород). Для проверки аналитической спец-
ифичности использована ДНК штаммов различных 
микроорганизмов с концентрацией матриц не ниже 109 
ГЭ/мл. Оценка аналитической чувствительности про-
ведена с помощью линейки серийных десятикратных 
разведений (101-109) типового контрольного токсиген-
ного штамма C. diphtheriae биовара gravis № 665, кон-
центрацию исходной взвеси измеряли по стандартно-
му образцу мутности 10 единиц (ОСО 42-28-86 П), с 
последующим высевом на КТА и инкубированием 48 ч 
при 37 °С. Контаминацию мазков из носо-, ротоглотки, 
с кожных покровов проводили путём нанесения на них 
приготовленной бактериальной суспензии.

Для выделения ДНК использовали наборы реа-
гентов для выделения нуклеиновых кислот – «РИБО-

преп» (ФБУН ЦНИИЭ Роспотребнадзора), «ПРОБА-
НК», «ПРОБА-ГС» (ООО «НПО ДНК-Технология», 
Россия), «ПРОБА-МЧ-РАПИД», «ПРОБА-ОПТИ-
МА» (ООО «ДНК-Технология ТС», Россия) в соот-
ветствии с инструкциями производителей. В каче-
стве анализируемой тест-системы использован «На-
бор реагентов для выявления ДНК Corynebacterium 
diphtheriae с дифференциацией токсигенных и не-
токсигенных штаммов методом ПЦР в режиме ре-
ального времени (C. diphtheriae Tox+)» (ООО «ДНК-
Технология ТС», Россия). В качестве сравнитель-
ной тест-системы – «АмплиСенс® Corynebacterium 
diphtheriae / tox-genes-FL. – качественное определе-
ние ДНК Corynebacterium diphtheriae и обнаруже-
ние генов, кодирующих токсины Corynebacterium 
diphtheriae и Corynebacterium ulcerans (ФБУН ЦНИИ 
эпидемиологии Роспотребнадзора, Россия). Поста-
новка ПЦР-РВ проводилась с использованием трёх 
амплификаторов – ДТпрайм, ДТлайт, ДТ-96 (ООО 
«НПО ДНК-Технология»), руководствуясь инструк-
цией производителя.

Апробация набора реагентов проведена согласно 
ГОСТ 3,4,5.

Результаты. Апробируемый набор реагентов 
предназначен для выявления ДНК и дифференциации 
токсигенных и нетоксигенных штаммов C. diphtheriae 
в биологическом материале человека (отделяемое со 
слизистой оболочки носо- и ротоглотки, отделяемое 
с поражённых участков кожи, чистые культуры бак-
терий) методом ПЦР-РВ. Интерпретация результатов 
производится следующим образом: в образцах биоло-
гического материала, содержащих ДНК C. diphtheriae, 
регистрируются положительные результаты ампли-
фикации специфического продукта (фрагмент ДНК 
C. diphtheriae); в образцах биологического материала, 
содержащих ДНК токсигенных C. diphtheriae, – по-
ложительные результаты амплификации специфиче-
ских продуктов (фрагменты ДНК C. diphtheriae и гена 
токсина – C. diphtheriae tox+); в образцах биологиче-
ского материала, не содержащих ДНК C. diphtheriae, 
при проведении амплификации – отрицательные ре-
зультаты амплификации и положительный результат 
амплификации внутреннего контроля.

Для оценки аналитической чувствительности 
апробируемого набора готовили три линейки серий-
ных десятикратных разведений контрольного штам-
ма C. diphtheriae биовара gravis № 665: 109-101 м.к. в 
1 мл. Из 100 мкл каждого разведения суспензий вы-
деляли ДНК с помощью двух наборов «РИБО-преп» 
(ФБУН ЦНИИЭ Роспотребнадзора) и «ПРОБА-НК» 
(ООО «НПО ДНК-Технология», Россия). Параллель-
но с этим, для определения общего количества жиз-
неспособных микроорганизмов в 1 мл бактериальной 

3ГОСТ Р 53022.3-2008 «Правила оценки клинической информатив-
ности лабораторных тестов».
4ГОСТ Р ЕН 13612-2010 «Оценка функциональных характеристик 
медицинских изделий для диагностики in vitro».
5ГОСТ Р 51352-2013 «Медицинские изделия для диагностики ин ви-
тро. Методы испытаний».
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взвеси, из каждого разведения производили высев по 
100 мкл на кровяной теллуритовый агар и инкубиро-
вали при 37 °С. Через 48 часов подсчитывали число 
выросших колоний (КОЕ/мл) (табл. 1).

После проведения амплификации аналитическая 
чувствительность апробируемого набора составила 5 
копий ДНК на амплификационную пробирку, что со-
ответствует 103 ГЭ/мл.

Проведена оценка диагностических характери-
стик апробируемых наборов с установлением пока-
зателей диагностической чувствительности и спец-
ифичности. Диагностическая чувствительность (ДЧ) 
рассчитывалась по формуле: 

ДЧ=ИП/(ИП+ЛО) × 100%, 
где: ИП – истинно положительные результаты и 

ЛО – ложноотрицательные результаты в случае от-
рицательного результата, полученные на испытуемом 
наборе реагентов и в сравнительным методе. 

Диагностическая специфичность (ДС) рассчиты-
валась по формуле: 

ДС=ИО/(ИО+ЛП) × 100%, 
где: ИО – истинно отрицательные результаты и 

ЛП – ложноположительные результаты в случае по-
ложительного результата, на испытуемом наборе ре-
агентов и в сравнительным методе, 95% доверитель-
ный интервал для чувствительности и специфично-
сти рассчитывали на основании распределения χ2 [3]. 

   Эффективность набора при исследовании штам-
мов определяли путём оценки количества идентично 
воспроизведённых результатов исследования по срав-
нению с набором реагентов для идентификации «ДС-
ДИФ-КОРИНЕ» (НПО «Диагностические системы», 
Н. Новгород) (табл. 2).

С учётом статистической неопределённости со-
гласно Методическим рекомендациям по порядку 
проведения и экспертизы качества, эффективности 
и безопасности медицинских изделий ФГБУ ВНИИ-
ИМТ Росздравнадзора 2013 г. определяли долю ис-
тинных результатов (Рист) с доверительной вероятно-
стью 90% по формуле: 

Рист=0,11/N, 
где: N – количество проведённых исследований. 
При оценке диагностических характеристик (диа-

гностической чувствительности и диагностической 
специфичности) использовано количество правильно 
определённых штаммов C. diphtheriae, выявляемых 
с использованием испытываемого набора реагентов 
«C. diphtheriae Tox+». Диагностические характери-
стики рассчитаны для каждого штамма C. diphtheriae 
(токсигенного или нетоксигенного) по отдельности 
по следующим формулам: истинно положительными 
(ИП) результатами считалось обнаружение в биоло-
гическом материале ДНК C. diphtheriae нетоксиген-
ных штаммов (tox-) апробируемым набором реаген-
тов при наличии в образце нетоксигенного штамма 
C. diphtheriae, подтверждённого биохимической 
тест-системой; ложноположительными (ЛП) резуль-
татами считалось обнаружение в биологическом ма-
териале ДНК C. diphtheriae нетоксигенных штаммов 
(tox-) апробируемым набором реагентов и отсутствие 
в образце нетоксигенного штамма C. diphtheriae, 
подтверждённого биохимической тест-системой; ис-
тинно отрицательными (ИО) результатами считалось 
получение отрицательного результата (не обнаружена 
ДНК C. diphtheriae) апробируемым набором реаген-
тов и отсутствие в образце нетоксигенного штамма 
C. diphtheriae, подтверждённого биохимической тест-
системой; ложно отрицательным (ЛО) результатом 
считалось получение отрицательного результата (не 
обнаружена ДНК C. diphtheriae) апробируемым набо-
ром реагентов при наличии в образце нетоксигенного 
штамма C. diphtheriae, подтверждённого биохимиче-

Т а б л и ц а  1
Разведения и учёт КОЕ/мл токсигенного штамма C. diphtheriae 

биовара gravis № 665

Разведение  
условное

Количество м. к.  
в 1 мл взвеси  

бактериальной культуры

Число колониеобразую-
щих единиц в 1 мл взвеси 
бактериальной культуры 

(КОЕ/мл)
Исходная 109 Сплошной рост
–1 108 Сплошной рост
–2 107 Сплошной рост
–3 106 Густой рост
–4 105 Множественный рост
–5 104 4,5×102

–6 103 3,1×101

–7 102 2
–8 101 Рост отсутствует

Т а б л и ц а  2
Детекция ДНК C. diphtheriae с помощью набора реагентов  

«C. diphtheriae Tox+» и штаммов C. diphtheriae с помощью набора реагентов «ДС-ДИФ-КОРИНЕ»

Биоматериал Всего  
образцов Набор реагентов «C. diphtheriae Tox+»

Набор реагентов ДС-ДИФ-КОРИНЕ
C. diphtheriae НТШ C. diphtheriae ТШ

Штаммы 212
Обнаружено ДНК C. diphtheriae НТШ (tox-) 152 0
Обнаружено ДНК C. diphtheriae ТШ (tox+) 0 60

Мазки из носо- и ротоглотки, 
контаминированные  
микроорганизмами

260
Обнаружено ДНК C. diphtheriae НТШ (tox-) 152 0
Обнаружено ДНК C. diphtheriae ТШ (tox+) 0 60

Не обнаружена ДНК C. diphtheriae 0 0

Мазки с поражённых участков 
кожи, контаминированные  
микроорганизмами

250
Обнаружено ДНК C. diphtheriae НТШ (tox-) 152 0
Обнаружено ДНК C. diphtheriae ТШ (tox+) 0 60

Не обнаружена ДНК C. diphtheriae 0 0
П р и м е ч а н и е . НТШ – нетоксигенные штаммы, ТШ – токсигенные штаммы.
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ской тест-системой. Выявлено 60 истинно-положи-
тельных и 152 истинно-отрицательных результатов.

Диагностическая чувствительность и специфич-
ность набора реагентов «C. diphtheriae Tox+» при 
исследовании токсигенных и нетоксигенных штам-
мов C. diphtheriae, мазков отделяемого со слизистой 
оболочки носо- и ротоглотки, кожных покровов, кон-
таминированных токсигенными и нетоксигенными 
штаммами C. diphtheriae, представлена в табл. 3.

В рамках проведения апробации проведены срав-
нительные исследования образцов биоматериала, по-
лученные с использованием испытуемого набора ре-
агентов и набора реагентов для диагностики in vitro 
«АмплиСенс® Corynebacterium diphtheriae/tox-genes-
FL» (ФБУН ЦНИИ Эпидемиологии Роспотребнадзо-
ра, Россия). Для исследования использованы 10 маз-
ков отделяемого из ротоглотки, контаминированных 
токсигенным штаммом C. diphtheriae биовара gravis 
№ 665, 10 мазков отделяемого из ротоглотки, конта-
минированных нетоксигенным штаммом C. diphthe-
riae биовара gravis, по 10 штаммов этих же микро-
организмов. Воспроизводимость оценивалась по 
проценту совпадений полученных результатов с 95% 
доверительным интервалом (табл. 4).

В ходе сравнительных исследований совпадение 
результатов составило 100% с 95% доверительным 
интервалом 88,43-100%.

Оценка воспроизводимости результатов, полу-
ченных с использованием апробируемого набора 
реагентов «C. diphtheriae Tox+», проведена с ис-
пользованием различных наборов реагентов для вы-
деления ДНК и разных амплификаторов. Для выде-
ления ДНК из образцов применены четыре набора 
реагентов: «ПРОБА-НК», «ПРОБА-ГС» (ООО «НПО 
ДНК-Технология», Россия), «ПРОБА-МЧ-РАПИД», 
«ПРОБА-ОПТИМА» (ООО «ДНК-Технология ТС», 
Россия). В качестве испытуемых образцов исполь-
зованы 5 мазков из ротоглотки, контаминированных 
токсигенным штаммом C. diphtheriae биовара gravis 
№ 665, 5 мазков из ротоглотки, контаминированных 
нетоксигенным штаммом C. diphtheriae биовара gra-
vis, по 10 штаммов этих же микроорганизмов. Вос-
производимость оценивалась по проценту совпаде-
ний полученных результатов с 95% доверительным 
интервалом (табл. 5).

Результаты исследования образцов с использова-
нием всех четырёх наборов реагентов для выделения 
ДНК показали воспроизводимость результатов – со-

Т а б л и ц а  3
Диагностические характеристики набора реагентов «C. diphtheriae Tox+»

Биоматериал Всего образцов
Результаты исследования  

набора реагентов  
«C. diphtheriae Tox+»

Результаты исследования набор реагентов 
«ДС-ДИФ-КОРИНЕ» Эффективность

C. diphtheriae НТШ C. diphtheriae ТШ

Штаммы 50

Обнаружено ДНК C. 
diphtheriae (tox-) 25 0 100%

(Рист=91,2 %)
Обнаружено ДНК C. 

diphtheriae (tox+) 0 25 100%
(Рист=91,2%)

Суммарная эффективность 100% (Рист=95,5%)

Биоматериал
C. diphtheriae НТШ (tox-) C. diphtheriae ТШ (tox+)

Диагностическая  
чувствительность

Диагностическая  
специфичность

Диагностическая  
чувствительность

Диагностическая  
специфичность

Мазки отделяемого со слизистой 
оболочки носо- и ротоглотки

100% (92,9-100) 100% (97,6-100) 100% (92,9-100) 100% (97,6-100)

Мазки отделяемого с поражённых 
участков кожи

100% (92,9-100) 100% (97,6-100) 100% (92,9-100) 100% (97,6-100)

П р и м е ч а н и е . НТШ – нетоксигенные штаммы, ТШ – токсигенные штаммы.

Т а б л и ц а  4
Исследование образцов биоматериала с использованием испытуемого набора реагентов и набора реагентов  

«АмплиСенс® Corynebacterium diphtheriae/tox-genes-FL»

Вид образца Количество «C. diphtheriae Tox+» «АмплиСенс® Corynebacterium  
diphtheriae/tox-genes-FL» Вывод

Мазок отделяемого из ротоглотки + 
C. diphtheriae (Тox+)

10 C. diphtheriae (tox+) C. diphtheriae (tox+) Совпадает

Мазок отделяемого из ротоглотки + 
C. diphtheriae (Тox-)

10 C. diphtheriae C. diphtheriae Совпадает

Штамм C. diphtheriae (Тox+) 10 C. diphtheriae (tox+) C. diphtheriae (tox+) Совпадает
Штамм C. diphtheriae (Тox-) 10 C. diphtheriae C. diphtheriae Совпадает
Мазок из ротоглотки 10 Отрицательно Отрицательно Совпадает
Штамм S. aureus 10 Отрицательно Отрицательно Совпадает
Штамм C. pseudodiphtheriticum 10 Отрицательно Отрицательно Совпадает
Штамм S. pneumoniae 10 Отрицательно Отрицательно Совпадает
Количество совпадений результатов исследования 90 из 90
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впадение составило 100% с 95% доверительным ин-
тервалом 83,16-100%.

В качестве используемых амплификаторов приме-
нены амплификаторы – ДТпрайм, ДТлайт, ДТ-96. Для 
исследования готовили по 10 мазков отделяемого из ро-
тоглотки, контаминированных токсигенным штаммом 
C. diphtheriae биовара gravis № 665 и нетоксигенным 
штаммом C. diphtheriae биовара gravis, по 10  бакте-
риальных культур этих же штаммов. Каждый образец 
исследован в трёх повторах. Воспроизводимость оце-
нена по проценту совпадений полученных результатов 
с 95% доверительным интервалом (табл. 6).

В результате проведённого исследования 20 образ-
цов (по 3 повтора каждого образца, итого 60 образцов) с 
использованием токсигенного и нетоксигенного штам-
мов C. diphtheriae биовара gravis и различных амплифи-
каторов (ДТпрайм, ДТлайт, ДТ-96) получена воспроиз-
водимость результатов – совпадение составило 100% с 
95% доверительным интервалом 88,43-100%.

Оценка аналитической специфичности проведена 
в два этапа. На первом этапе в качестве матрицы ис-
пользована ДНК свежевыделенных штаммов микро-
организмов различных видов с концентрацией не 
ниже 109 ГЭ/мл – C. accolens, C. afermentas subsp. li-
pophilum, C. amycolatum, C. aurimucosum, C. coyleae, 
C.  durum, C. flavescens, C. imitans, C. massilienses, 
C. mucifaciens, C. paurometabolum, C. propinqium, 
C. pseudodiphtheriticum, C. pseudotuberculosis, C. simu-
lans, C. striatum, C. tuberculostearicum, C. ulcerans tox-, 
C. ureicelerivorans, C. хerosis, S. agalactiae, S. angino-
sus, S. epidermidis, S. mitis, S. parasanguinis, S. pneu-
moniae, S. pyogenes, S. salivarius, S. aureus, S. caprae, 

S. hominis, B. pertussis, B. parapertussis, B. bronchisep-
tica, C. albicans, C. glabrata, N. meningitidis, N.  mu-
cosa, N.  subflava, R. dentocariosa, R. mucilaginosa, 
Actinomyces oral, B. cereus, B. bifidum, H. influenzae, 
Streptococcus sanguinis, Escherichia coli, Burkholderia 
spp., K. pneumoniae, Proteus spp., M. morganii, P. ae-
ruginosa, E.  cloacae, Acinetobacter spp., Enterococcus 
spp. Выделение ДНК проведено с использованием 
комплекта «ПРОБА-НК». Показано отсутствие пере-
крёстной реактивности с микроорганизмами, которые 
могут контаминировать образцы биоматериала. На 
втором этапе оценка аналитической специфичности 
проведена с использованием 15 образцов биоматериа-
ла (мазки отделяемого со слизистой оболочки носо- и 
ротоглотки), не содержащих C. diphtheriae. Образцы 
биоматериала разделены на две равные аликвоты. В 
15 аликвот добавлены культуры микроорганизмов 
(S. aureus, S. pyogenes, S. mitis, S. sanguinis, N. menin-
gitidis, N. mucosa, E. coli, Burkholderia spp., K. pneu-
moniae, Proteus spp., M. morganii, P. aeruginosa, E. clo-
acae, Acinetobacter spp., Enterococcus spp.) в объёме, 
не превышающем 10% от исходного объёма аликво-
ты. В 15 аликвот, используемых в качестве контроля, 
добавлен физиологический раствор в объёме 10% от 
исходного объёма аликвоты. Выделение ДНК прове-
дено с использованием комплекта ПРОБА-НК. Про-
демонстрировано отсутствие перекрёстной реактив-
ности в образцах исследованного биоматериала, со-
держащих другие виды микроорганизмов.

Обсуждение. Развитие методов генодиагностики 
дифтерии прошло значительный путь от ДНК-ДНК 
гибридизации до ПЦР-РВ и изотермической ампли-

Т а б л и ц а  5
Исследование образцов ДНК, выделенных с помощью разных наборов реагентов для выделения

Вид образца Количество
Набор реагентов для выделения нуклеиновых кислот

Вывод
ПРОБА-НК ПРОБА-ГС ПРОБА-МЧ-РАПИД ПРОБА-ОПТИМА

Мазок отделяемого из рото-
глотки + C. diphtheriae (Тox+)

5 C. diphtheriae 
(tox+)

C. diphtheriae 
(tox+)

C. diphtheriae (tox+) C. diphtheriae 
(tox+)

Совпадает

Мазок отделяемого из рото-
глотки + C. diphtheriae (Тox-)

5 C. diphtheriae C. diphtheriae C. diphtheriae C. diphtheriae Совпадает

Штамм C. diphtheriae (Тox+) 10 C. diphtheriae 
(tox+)

C. diphtheriae 
(tox+)

C. diphtheriae (tox+) C. diphtheriae 
(tox+)

Совпадает

Штамм C. diphtheriae (Тox-) 10 C. diphtheriae C. diphtheriae C. diphtheriae C. diphtheriae Совпадает

Т а б л и ц а  6
Апробация набора реагентов с использованием разных амплификаторов

Вид образца Количество
Амплификатор

Вывод
ДТпрайм ДТлайт ДТ-96

Мазок отделяемого из ротоглотки 
+ C. diphtheriae (Тox+) 5 C. diphtheriae (tox+) C. diphtheriae (tox+) C. diphtheriae (tox+) Совпадает

Мазок отделяемого из ротоглотки 
+ C. diphtheriae (Тox-) 5 C. diphtheriae C. diphtheriae C. diphtheriae Совпадает

Штамм C. diphtheriae (Тox+) 5 C. diphtheriae (tox+) C. diphtheriae (tox+) C. diphtheriae (tox+) Совпадает
Штамм C. diphtheriae (Тox-) 5 C. diphtheriae C. diphtheriae C. diphtheriae Совпадает
Количество совпадений результатов исследования 20 из 20
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фикации. В 1990-х годах за рубежом появились пер-
вые публикации, посвящённые вопросу о возмож-
ности использования методов генодиагностики для 
детекции токсигенных C. diphtheriae. В 1991 году 
впервые применён метод ПЦР с целью детекции ге-
на tox у C. diphtheriae [4]. После этого ПЦР в клас-
сическом варианте стала широко использоваться 
для проведения аналогичных исследований как от-
ечественными, так и зарубежными исследователями 
[5–11]. Все эти работы направлены на определение 
тoксигенных свoйств у C. diphtheriae, выделенных 
в чистой культуре, поэтому использование молеку-
лярно-генетических методов на тот момент не по-
зволило сократить время проведения исследования 
и обнаружить возбудителя дифтерии в клиническом 
образце. В конце 1990-х годов коллективом авторов 
МНИИЭМ им. Г. Н. Габричевского разработан спо-
соб ПЦР-диагностики дифтерии с электрофоретиче-
ской детекцией продуктов амплификации, дающий 
возможность в клиническом материале в течение 
5-6-ти часов выявить фрагмент гена tox размером 
340 п.н. [12]. Разработанный метод ПЦР позволял 
осуществлять ускоренную лабораторную диагно-
стику при обследовании больных с подозрением на 
дифтерию с целью своевременной постановки диа-
гноза и проведения лечебных мероприятий, выявле-
ния контактных лиц и бактерионосителей в очагах 
инфекции, для идентификации нетоксигенных токс-
несущих (НТТН) штаммов С. diphtheriae и изучения 
их значимости в эпидемическом процессе дифтерий-
ной инфекции. Одновременно в ФБУН ЦНИИЭ Ро-
спотребнадзора предложен набор реагентов для вы-
явления ДНК токсигенных штаммов C.  diphtheriae 
в клиническом материале «АмплиСенс® Corynebac-
terium diphtheriae – EPh», позволяющий выявить 
фрагмент гена tox размером 360 п.н. Применение 
этого набора не позволяло дифференцировать ген 
tox у токсигенных штаммов C. diphtheriae от «мол-
чащего» гена tox у НТТН-штаммов C. diphtheriae. С 
2000-х годов развитие ПЦР-диагностики дифтерий-
ной инфекции шло в направлении разработки ПЦР-
РВ [13–15]. С помощью предложенных вариантов 
ПЦР детекция гена, кодирующего дифтерийный ток-
син, осуществлялась в чистой культуре коринебак-
терий. Только в двух работах предприняты попытки 
детекции гена tox с помощью ПЦР-РВ на ограничен-
ном числе иммитантов и клинических образцов [16, 
17]. Для ПЦР-диагностики дифтерии стали созда-
вать мультиплексные варианты ПЦР, позволяющие 
детектировать не только ген tox у C. diphtheriae и 
C. ulcerans, но и диффeрeнцировать эти виды микро-
организмов между собой [18, 20, 21]. На данный 
момент разработано два варианта, один из которых 
дифференцирует токсигенные и нетоксигенные 
штаммы C. diphtheriae, а другой дополнительно 
дифференцирует виды C. ulcerans и C. pseudotu-
berculosis. Ни одна из предложенных технологий, 
а также зарегистрированный набор реагентов «Ам-
плиСенс® Corynebacterium diphtheriae/tox-genes-FL» 
и апробируемая тест-система не позволяют диффе-
ренцировать токсигенные штаммы C. diphtheriae от 

НТТН-штаммов C. diphtheriae, циркуляция которых 
в конце 1990-х и начале 2000-х годов достигала 30%. 
В связи с этим, в проекте нового нормативного до-
кумента по лабораторной диагностике дифтерийной 
инфекции обращено внимание на то, что при полу-
чении положительного ПЦР-результата необходимо 
будет проводить повторное взятие биологического 
материала и проведение бактериологического ис-
следования с постановкой пробы на токсигенность, 
которая позволяет дифференцировать токсигенные 
и нетоксигенные токснесущие штаммы C. diphthe-
riae, а первичный материал (тампоны от больного) 
и положительный ДНК-образец направляются в 
Референс-центр по мониторингу за корью, красну-
хой, эпидемическим паротитом, коклюшем и диф-
терией ФБУН МНИИЭМ им. Г. Н. Габричевского 
Роспотребнадзора (Москва, ул. Адмирала Макарова, 
10) для верификации.

Заключение. Отечественный набор реагентов 
для генодиагностики дифтерии «C. diphtheriae Tox+» 
производства ООО «ДНК-Технология ТС» (Россия) 
позволяет детектировать ДНК C. diphtheriae в био-
материале и дифференцировать токсигенные и не-
токсигенные штаммы C. diphtheriae. Аналитическая 
чувствительность набора «C. diphtheriae Tox+» со-
ставляет 5 копий ДНК (103 ГЭ/мл); диагностическая 
чувствительность – 100% (92,9-100); диагностиче-
ская специфичность – 100% (97,6-100). У набора реа-
гентов «C. diphtheriae Tox+» отсутствует перекрёстная 
реактивность в образцах биоматериала, содержащих 
другие виды микроорганизмов, выделенные из носо-, 
ротоглотки и с кожных покровов. Набор реагентов 
«C. diphtheriae Tox+» не позволяет дифференциро-
вать токсигенные штаммы C. diphtheriae от НТТН-
штаммов C. diphtheriae.
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