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На данный момент диагностика патологии печени очень сложна и многогранна. К сожалению, при своей значительной 
распространенности заболевания печени часто диагностируются на поздней стадии. Это происходит за счет бессим-
птомного течения, из-за чего заболевания дебютируют уже на стадии цирроза печени и его осложнений. Чаще всего 
на ранней стадии изменения лабораторных показателей могут выявляться как находка при обследовании и лечении по 
поводу других заболеваний. Одним из наиболее распространенных заболеваний печени является неалкогольная жировая 
болезнь печени (НАЖБП), которая несправедливо недооценена некоторыми практикующими врачами. НАЖБП вклю-
чает в себя широкий спектр заболеваний различной степени тяжести с разными прогнозами: стеатоз, неалкогольный 
стеатогепатит, фиброз, цирроз и гепатоцеллюлярную карциному.  Современный уровень науки и медицины требует 
постоянного пересмотра диагностики с внедрением новых методов и технологий, выставляя на первый план профилак-
тику и установку диагноза на ранней стадии, до развития цирроза печени. Долгое время золотым стандартом диагно-
стики являлась биопсия печени. Но инвазивная диагностика, такая как биопсия печени, не удовлетворяет требованиям 
безопасности, часто отвергается пациентами по причине болезненности и страха перед осложнениями, а также не-
обходимостью госпитализации в стационар. На сегодняшний день наиболее актуальной является неинвазивная диагно-
стика заболеваний печени. В данном обзоре представлены методы лабораторной диагностики, включая циркулирующие 
миРНК (малые интерферирующие РНК), генетическое исследование и биопсию печени, для возможности установления 
диагноза НАЖБП, их специфичность, распространенность и актуальность применения в клинической практике.
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Kireeva A.A. 1, Konyshko N.A.2

REVIEW OF LITERATURE OF THE MODERN POSSIBILITIES OF CLINICAL LABORATORY 
DIAGNOSIS OF NONALCOHOLIC FATTY LIVER DISEASE (REVIEW OF LITERATURE)
1Moscow Clinical Scientific Center named A.S. Loginov, Moscow, Russia;

2First Sechenov Moscow state medical University of the Ministry of health of Russia (Sechenov University), Moscow, Russia

Currently, the diagnosis of liver pathology is very complex and multifaceted. Unfortunately, despite their high prevalence, liver 
diseases are often diagnosed at a late stage. This is due to the asymptomatic course of the disease, which causes it to debut already 
at the stage of cirrhosis and its complications. Most often, at an early stage, changes in laboratory values can be detected as a 
finding during examination and treatment for other diseases. One of the most common liver diseases is Non-Alcoholic Fatty Liver 
Disease (NAFLD), which is unfairly underestimated by some practitioners. NAFLD includes a wide range of diseases of varying 
severity with different prognoses: steatosis, nonalcoholic steatohepatitis, fibrosis, cirrhosis, and hepatocellular carcinoma.  
The modern level of science and medicine requires constant revision of diagnostics with the introduction of new methods and 
technologies, bringing to the forefront the prevention and diagnosis at an early stage, before the development of liver cirrhosis. 
For a long time, liver biopsy has been the gold standard for diagnosis. But invasive diagnostics, such as liver biopsy, do not 
meet safety requirements and are often rejected by patients because of pain and fear of complications, as well as the need for 
hospitalization. Today, noninvasive diagnosis of liver disease is the most relevant. This review presents methods of laboratory 
diagnosis, including circulating miRNA (small interfering RNA), genetic study and liver biopsy, for the possibility of establishing 
the diagnosis of NAFLD, their specificity, prevalence and relevance of application in clinical practice.

Key words: review; non-alcoholic fatty liver disease; steatosis; laboratory diagnosis; liver biopsy.
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  Введение. На данный момент диагностика пато-
логии печени очень сложна и многогранна. К сожа-
лению, при своей значительной распространенности 
заболевания печени часто диагностируются на позд-
ней стадии. Это происходит за счет бессимптомного 
течения, из-за чего заболевания дебютируют уже на 
стадии цирроза печени и его осложнений. Чаще всего 
на ранней стадии изменения лабораторных показате-
лей могут выявляться как находка при обследовании 
и лечении по поводу других заболеваний.  

 При обследовании пациента с подозрением на за-
болевание печени выполняется стандартный рутин-
ный комплекс диагностических процедур: клиниче-
ский анализ крови (для выявления воспалительного 
процесса, цитопений), развернутый биохимический 
анализ крови (оцениваются маркеры цитолиза, холе-
стаза, белковосинтетическая функция печени), коа-
гулограмма, ультразвуковое исследование с оценкой 
диаметра воротной и селезеночной вен, размеров 
селезенки (на  наличие явлений портальной гипер-
тензии), эзофагогастродуоденоскопия (уточнение 
наличия варикозного расширения вен пищевода и 
портальной гастропатии) [1 - 3].  На основании этих 
исследований, в небольшом числе случаев уже мож-
но уточнить состояние печени: например, при нали-
чии известного этиологического фактора, при четких 
признаках цирроза печени с развитием портальной 
гипертензии и синдромом гепатодепрессии, пациенту 
может и не потребоваться дообследование. С другой 
стороны, современный уровень науки и медицины 
требует постоянного пересмотра диагностики с вне-
дрением новых методов и технологий, выставляя на 
первый план профилактику и установку диагноза на 
ранней стадии, до развития цирроза печени.

 Изменения показателей печеночных проб и на-
рушения обмена веществ. При подозрении на неалко-
гольную жировую болезнь печени (НАЖБП) целесо-
образно определение уровней АЛТ, АСТ, ГГТП, ЩФ, 
общего билирубина – сывороточных показателей, от-
ражающих наличие повреждения печени [4, 5]. Фер-
менты печени сами по себе не являются надежными 
и точными предикторами заболеваний печени, они 
могут быть нормальными у 80% пациентов с НАЖБП. 
В биохимическом анализе крови у пациентов с НАСГ 
повышение уровня аланинаминотрансаминазы (АЛТ) 
и аспартатаминотрансаминазы (АСТ) – наблюдается 
в 50–90% случаев; гамма-глутамилтранспептидазы 

(ГГТП) и щелочной фосфатазы (ЩФ) – в 30–60%; по-
вышение билирубина выявляется в 12–17% случаев [6, 
7]. Отсутствие изменений в лабораторных маркерах 
состояния печени не исключает наличие НАЖБП [16].

У 40–50% больных с НАЖБП отмечается дисли-
пидемия: гипертриглицеридемия (более 1,7 ммоль/л) 
и снижение уровня ХС-ЛПВП менее 0,9 ммоль/л у 
мужчин и менее 1,0 ммоль/л у женщин [8].

Не менее 20% пациентов с НАЖБП имеют на-
рушения углеводного обмена (нарушение толерант-
ности к глюкозе, наличие преддиабета или СД2), 
поэтому при подозрении на НАЖБП рекомендуется 
исследование уровня глюкозы и инсулина, а также 
проведение глюкозотолерантного теста. Также реко-
мендуется оценка наличия и выраженности инсулино-
резистентности с расчетом индекса HOMA-IR [4, 5]. 
    Серологические панели для неинвазивной диа-
гнос-тики фиброза и стеатоза печени. На сегодня 
опубликовано множество исследований, демонстри-
рующих, что некоторые протеины экстрацеллюлярно-
го матрикса печени, такие как проколлагенаминопеп-
тид 3 типа, коллаген 4 типа, ламинин, субъединица 
рецептора фибронектина, аполипопротеин А1 и ряд 
других, способны хорошо отражать степень фиброза 
печени [9 - 13]. Диагностическая ценность каждого 
показателя в отдельности невысока, и недостаточна 
для диагностики фиброза и цирроза, но комбинация 
серологических показателей может служить эффек-
тивным диагностическим инструментом.
   Разработано большое количество формул и ин-
дексов, позволяющих провести количественную и 
полуколичественную оценку фиброза печени [9, 11, 
14 - 18]. Остановимся подробнее на наиболее из-
вестных. Тест FibroIndex был разработан в Японии 
на основании обследования более 300 пациентов с 
HCV-инфекцией. Проводился сравнительный анализ 
результатов теста с данными гистологического иссле-
дования печени, индексами Forns, APRI, в итоге были 
получены данные о высокой информативности этого 
теста. Для расчета используются следующие показа-
тели: аспарагиновая трансаминаза (АСТ), тромбоци-
ты, уровень гамма-глобулина [19].

Индекс Forns начал использоваться с 2002 года для 
диагностики отсутствия значимого фиброза печени у 
больных вирусными гепатитами. При разработке теста 
были обследованы около 500 пациентов с хроническим 
гепатитом С. В формуле используются показатели: 
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холестерин, гаммаглутамилтранспептидаза (ГГТП), 
тромбоциты и возраст пациента. Интерпретация ре-
зультатов заключается в определении наличия или 
отсутствия продвинутых стадий фиброза печени [20]. 
      Индекс APRI был предложен в 2003 году американ-
скими учеными и основан на определении соотноше-
ния уровней АСТ и тромбоцитов. За счет простоты под-
счета и использования общедоступных лабораторных 
показателей объясняют индекс APRI оказался широко 
изучен: данный индекс рассчитан более, чем у 8000 
пациентов с HCV-инфекцией в 40 исследованиях. Ре-
зультаты метаанализа были представлены в 2011 году 
и продемонстрировали невысокую точность данного 
индекса, однако, его преимущество состоит в про-
стоте и общедоступности в качестве скрининга [21]. 
     Тест FIB-4 впервые был предложен в Америке груп-
пой ученых на основании ретроспективного анализа 
гистологических данных более 800 пациентов с оцен-
кой стадии фиброза по шкале Ishak [16, 20, 22]. Для 
расчета необходимы показатели: аланинаминотранса-
миназа (АЛТ), аспартатаминотрансаминаза (АСТ) и 
тромбоциты. Согласно последним рекомендациям Ев-
ропейской ассоциации по изучению болезней печени 
EASL по оценке тяжести и прогноза хронических за-
болеваний печени, расчет индекса FIB-4 оптимально 
использовать для выявления пациентов с тяжелым фи-
брозом печени в группе больных, злоупотребляющих 
алкоголем и с метаболическими факторами риска [23]. 
   Тест FPI учитывает не только рутинные биохи-
мические показатели, но и наличие у больных хро-
ническим гепатитом С инсулинорезистентности. В 
формуле используются следующие показатели: воз-
раст, злоупотребление алкоголем в анамнезе, АСТ, 
холестерин, HOMA-индекс. При значении индекса 
менее 0,2 вероятность выраженного фиброза пече-
ни невелика, более 0,8 – вероятность высокая [12]. 
   Рассмотренные выше тесты разработаны на ос-
нове анализа данных пациентов с хроническим 
гепатитом С. Они используются в клинической 
практике не один год и часть из них разрешена для 
категорий пациентов с другими заболеваниями пе-
чени, в том числе НАЖБП. Широкое распростране-
ние из этих тестов получили FIB-4, APRI [16, 22].  
    Разработаны другие тесты и формулы в группах 
пациентов с другими хроническими заболеваниями 
печени, общими чертами которых являются оценка 
непрямых маркеров фиброза и включения/исключе-
ния некоторых специфических показателей. Напри-
мер, при НАЖБП для расчетных тестов используются 
такие данные, как наличие артериальной гипертензии 
и инсулинорезистентности, которые являются само-
стоятельным патогенетическим звеном в развитии 
фиброза [11, 16, 18, 24].

В 2005 году P. Angulo и соавт. [15] предложили си-
стему оценки вероятности тяжелого фиброза печени 
у пациентов с НАЖБП – NAFLD Fibrosis Score (NFS), 
не потерявшую своей актуальности до настоящего 
времени. Для расчета используются показатели: пол, 
индекс массы тела, уровни АЛТ, АСТ, альбумина, 
тромбоцитов, данные о наличии или отсутствии на-
рушения толерантности к глюкозе/сахарного диабета. 

В ходе нескольких исследований было показано, что 
данный тест позволяет достаточно точно выявлять 
пациентов с фиброзом печени, что позволяет не ис-
пользовать пункционную биопсию печени в 75% 
случаев [16, 22, 25]. Важно отметить, что шкала NFS 
может прогнозировать развитие сахарного диабета и 
уровень смертности [22].

В 2008 году S.A. Harrison и соавт. [26] предложили 
систему BARD scoring для определения риска нали-
чия продвинутых стадий фиброза печени у пациентов 
с НАЖБП. Она включает ИМТ, данные о наличии са-
харного диабета, показатели АЛТ и АСТ.

Методика The Enhanced Liver Fibrosis score (ELF) 
валидирована как для пациентов с хроническим гепа-
титом С, так и для больных НАЖБП. Рассчитывает-
ся на основании трех показателей: N-терминальный 
пропептид проколлагена III, тканевый ингибитор ме-
таллопротеиназы 1 типа (ТИМП-1) и гиалуроновая 
кислота [22, 27].

Система ФиброМетр также является неинвазив-
ным методом диагностики фиброза печени. Суще-
ствует несколько разновидностей формул данного 
теста: отдельно для больных вирусными гепатитами, 
алкогольным поражением печени и НАЖБП. Преиму-
ществом теста является то, что в его расчете исполь-
зуются не только сывороточные маркеры фиброза, но 
также пол и возраст пациента, что влияет на величину 
показателя фиброза [28, 29].

Отдельно следует остановиться на таком инстру-
менте оценки фиброза печени, как ФиброМакс, ко-
торый представляет собой комплекс лабораторных 
серологических тестов (FibroTest, ActiTest, SteatoTest, 
NashTest, AshTest). С его помощью на основании ана-
лиза крови по запатентованным формулам определя-
ются степени фиброза, стеатоза печени, активность 
стеатогепатита, активность некровоспалительного 
процесса, а также наличие/отсутствие тяжелого ал-
когольного поражения печени. Панель ФиброМакс 
- это результат более чем двадцатилетнего труда 
профессора T. Poynard  и соавт. [30]. По последним 
данным на сегодня проведено уже более 2,5 милли-
онов тестов, более чем в 50 странах мира [31]. Для 
проведения исследования определяются следующие 
показатели: аполипопротеин А1, гаптоглобин, альфа-
2-макроглобулин, АЛТ, АСТ, ГГТП, билирубин, глю-
коза, холестерин, триглицериды. Также учитываются 
пол, возраст, рост и вес пациента [32, 33].

 Циркулирующие миРНК в качестве новых диа-
гностических маркеров. Недавние исследования по-
казали, что циркулирующие малые интерферирую-
щие молекулы РНК (миРНК) могут служить точными 
маркерами для диагностики НАЖБП. C. Changzhou 
и соавт. [34] проанализировали мировую литературу 
с 2000 по 2019 год для того, чтобы оценить доказа-
тельства вероятности циркулирующих миРНК в каче-
стве новых диагностических маркеров у пациентов с 
НАЖБП. МиРНК представляют собой небольшие (от 
18 до 24 нуклеотидов длиной), эндогенные, некодиру-
ющие молекулы РНК. МиРНК могут действовать на 
посттранскрипционных уровнях, нацеливаясь на нис-
ходящие гены и влияя на синтез белка. Кроме того, 



450

миРНК стабильны в образцах крови и могут косвенно 
отражать состояние исходной ткани. Однако до сих 
пор нет четкого консенсуса относительно возможно-
сти циркуляции миРНК в качестве диагностических 
индикаторов для НАЖБП.

Циркулирующие миРНК, особенно miR-122, мо-
гут быть перспективными диагностическими биомар-
керами для НАЖБП с высокой точностью, поскольку 
они связаны с липидным метаболизмом. Однако не-
обходима дальнейшая работа, прежде чем устанавли-
вать их реальную значимость в диагностике данного 
заболевания [34, 35].

Генетические исследования. Генетический ком-
понент НАЖБП появился во многих исследованиях, 
проведенных в последние годы. Генетическая ин-
формация, полученная в результате этих исследова-
ний, помогла улучшить понимание патогенеза забо-
левания. Существуют доказательства связи между 
аллелью rs641738 C>T в локусе, содержащий 7 ген 
(MBOAT7) и развитием и тяжестью НАЖБП у лиц 
европейского происхождения. Было обнаружено, что 
MBOAT7 высоко экспрессируется в печени. Аллель 
MBOAT7 rs641738 связана с более низкой экспрес-
сией белка в печени и изменениями в плазме фосфа-
тидилинозитола – фосфолипидом, названным в со-
ответствии с присоединенной к фосфатной группе 
инозитола, что коррелировало со снижением функции 
MBOAT7. Эта связь, по-видимому, опосредована из-
менениями в ремоделировании фосфатидилинозито-
ла в печени [36].

Согласно исследованиям, существуют общие ге-
нетические аллели в четырех различных генах, на-
дежно связанных с развитием и прогрессированием 
НАЖБП. Все эти гены кодируют белки, которые уча-
ствуют в регуляции липидного обмена в печени. Ал-
лель I148M гена PNPLA3 является основным общим 
наследственным детерминантом НАЖБП [37]. Также 
продолжается изучение возможности включения ге-
нетических маркеров в прогностические показатели 
НАЖБП и других заболеваний печени [38].

Таким образом, использование генетического ис-
следования, направленного на выявление заболева-
ния и вероятность прогрессирования, на сегодняш-
ний день ограничено точностью, сопоставимой с уже 
существующей лабораторной диагностикой НАЖБП. 

Морфологическое исследование печени. Долгое 
время эталонным методом диагностики было мор-
фологическое исследование печени. Биопсия пече-
ни дает возможность выявить наличие жировой ин-
фильтрации, признаки аутоиммунного заболевания 
печени, поражение протоков, достоверно определить 
стадию фиброза. Данный метод остается наиболее 
информативным в случаях, когда другие методы диа-
гностики не дают возможности убедительно верифи-
цировать заболевание [39].

Для уточнения наличия неалкогольной жировой 
болезни печени пациентам с инсулинорезистент-
ностью и метаболическим синдромом назначается 
пункционная биопсия печени, данный диагноз уста-
навливается при выявлении жировых вакуолей в гепа-
тоцитах [39]. Для уточнения наличия стеатогепатита 

показано проведение морфологического исследова-
ния, которое может подтвердить диагноз и установить 
стадию фиброза, степень стеатоза и гистологическую 
активность [16, 40]. 

На сегодняшний день, несмотря на ряд преиму-
ществ, биопсия печени не может быть признана абсо-
лютным эталоном [39, 41]. В зависимости от взятого 
при биопсии участка печени характер гистологиче-
ских изменений при НАСГ может отличаться [39, 40]. 

В 2006 году R. Merriman и соавт. [42] представили 
интересное наблюдение: при описании биоптатов из 
двух различных участков печени во время проведе-
ния бариатрических операций в 50% случаев имелись 
различия в оценке стадии фиброза на одну и более 
стадию.

На практике использование пункционной биопсии 
печени существенно ограничено из-за ряда противо-
показаний, риском осложнений и низкой мотивацией 
пациентов. Следовательно, проведение данного мето-
да нецелесообразно для скрининга в группах риска, 
динамического мониторинга и оценки эффективно-
сти терапии, что требует более активного использова-
ния неинвазивных методов обследования. Экономи-
чески биопсия является самым дорогим методом диа-
гностики, так как биопсия требует госпитализации 
пациента в стационар с последующим наблюдением 
в течение трех суток, участия патоморфологических 
служб, а также интерпретации высококвалифициро-
ванным морфологом [16, 41]. 

Заключение. Подводя итоги по вопросам диагно-
стики НАЖБП, важно отметить, что нынешние диа-
гностические алгоритмы не обеспечивают в полной 
мере существующую на сегодняшний день потреб-
ность. Инвазивная диагностика, такая как биопсия 
печени, не удовлетворяет требованиям безопасности, 
часто отвергается пациентами по причине болезнен-
ности и страха перед осложнениями, а также необхо-
димостью госпитализации в стационар [16, 43]. 

Неинвазивные методы диагностики продолжают 
совершенствоваться и представляют собой огромный 
интерес с практической точки зрения. На данный мо-
мент времени, несмотря на достаточно эффективные 
инструментальные исследования и серологические 
панели, достаточную диагностическую точность 
можно достичь только при условии их совместного 
использования [9, 23, 44]. 
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МАРКЕРЫ КОСТНОГО МЕТАБОЛИЗМА В ПРОГНОЗИРОВАНИИ АКТИВНОСТИ 
РЕПАРАТИВНЫХ ПРОЦЕССОВ КОСТНОЙ ТКАНИ ПРИ ХРОНИЧЕСКОМ 
ОСТЕОМИЕЛИТЕ ЧЕЛЮСТИ (OБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ)

ФГБОУ ВО «Башкирский государственный медицинский университет» Минздрава РФ, 450008, Уфа, Республика 
Башкортостан,  Россия

В спектре гнойно-воспалительных заболеваний челюстно-лицевой области одним из самых тяжелых, вялотекущих ос-
ложнений одонтогенных и травматических нозологий является остеомиелит челюсти, доля которого, по данным раз-
ных авторов, достигает 30%. Актуальным патогенетическим механизмом формирования хронического остеомиелита 
челюсти, согласно современным представлениям, является нарушение метаболизма костной ткани, опосредованное 
влиянием патогенной микрофлоры и нарушениями микроциркуляции. В обзоре описаны возможности применения мар-
керов метаболизма костной ткани для прогнозирования течения заболевания, результативности проводимой терапии. 
Поисковая работа была проведена с использованием международных научных баз данных PubMed, ScienceDirect, Scopus, 
Cochrane Collaboration, Elsevier, а также электронных каталогов Центральной научной медицинской библиотеки РФ, 
библиотек elibrary.ru и cyberleninka.ru. Приведенные данные отразили наиболее информативные биомаркеры для оценки 
ремоделирования эндоплазматического матрикса. В качестве диагностических тест-систем исследователи ориенти-
руют на применение остеокальцина, PICP/PINP и CTР, а также производных коллагена I типа: PYD, DPD, NTX, CTX. 
Таким образом, в обзоре раскрыты наиболее перспективные в плане мониторинга маркеры репаративных процессов 
костной ткани пропептиды проколлагена I типа (PICP). Известное клиническое значение также имеет определение 
активности костного изофермента щелочной фосфатазы и уровня остеокальцина. Одним из наиболее чувствительных 
методов оценки состояния костной резорбции является сывороточный С-терминальный телопептид коллагена I ти-
па. Значимым маркером активации остеолизиса представляется костный сиалопротеин. Высокой специфичностью при 
оценке деструктивных процессов обладает катепсин К - основной протеолитический фермент остеокластов. Интерес-
ными в контексте оценки метаболизма собственно матрикса являются пиридинолин (PYD) и деоксипиридинолин (DPD). 
Раннее выявление метаболических нарушений дает возможность проведения своевременной коррекции состояния и про-
ведению адекватного лечения.
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Для цитирования: Файзуллина Г.А., Мирсаева Ф.З. Маркеры костного метаболизма в прогнозировании активности 
репаративных процессов костной ткани при хроническом остеомиелите челюсти (обзор литературы). Клиническая лабо-
раторная диагностика. 2023; 68 (8):  453-459. DOI: https://doi.org/10.51620/0869-2084-2023-68-8-453-459.
Для корреспонденции: Файзуллина Гузель Ахтямовна, канд. мед. наук, доц. каф. хирургической стоматологии; е-mail: 
flamingo004@yandex.ru
Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсутствии конфликта интересов.
Финансирование. Исследование не имело спонсорской поддержки.
Поступила 07.03.2023
Принята к печати 10.03.2023
Опубликовано 01.08.2023

Fayzullina G.A., Mirsaeva F.Z.
MARKERS OF BONE METABOLISM IN PREDICTING THE ACTIVITY OF REPARATIVE PROCESSES OF 
BONE TISSUE IN CHRONIC OSTEOMYELITIS OF THE JAW (REVIEW OF LITERATURE)
Bashkir State Medical University, 450008, Ufa, Bashkortostan, Russia

In the spectrum of purulent-inflammatory diseases of the maxillofacial region, one of the most severe, sluggish complications 
of odontogenic and traumatic nosologies is osteomyelitis of the jaw, the proportion of which, according to various authors, 
reaches 30%. The actual pathogenetic mechanism of the formation of chronic osteomyelitis of the jaw, according to modern 
concepts, is a violation of bone metabolism, mediated by the influence of pathogenic microflora and microcirculation disorders. 
The review describes the possibilities of using markers of bone tissue metabolism to predict the course of the disease and the 
effectiveness of the therapy.The search work was carried out using international scientific databases PubMed, ScienceDirect, 
Scopus, Cochrane Collaboration, Elsevier, as well as electronic catalogs of the Central Scientific Medical Library of the Russian 
Federation, libraries http://elibrary.ru and http://cyberleninka.ru. The data presented reflect the most informative biomarkers 
for assessing the remodeling of the endoplasmic matrix. As diagnostic test systems, researchers focus on the use of osteocalcin, 
PICP/PINP and CTP, as well as type I collagen derivatives: PYD, DPD, NTX, CTX. Thus, the review discloses the most promising 
markers of bone tissue reparative processes in terms of monitoring, type I procollagen propeptides (PICP). Determination of 
the activity of the bone isoenzyme of alkaline phosphatase and the level of osteocalcin is also of known clinical importance. One 
of the most sensitive methods for assessing the state of bone resorption is the serum C-terminal telopeptide of type I collagen. 
Bone sialoprotein is a significant marker of osteolysis activation. Cathepsin K, the main proteolytic enzyme of osteoclasts, is 
characterized by high specificity in assessing destructive processes. Of interest in the context of assessing the metabolism of the 
matrix itself are pyridinoline (PYD) and deoxypyridinoline (DPD). Early detection of metabolic disorders makes it possible to 
carry out timely correction of the condition and conduct adequate treatment.
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В начале XXI века разработаны и внедрены в 
практическое использование молекулярно-клеточ-
ные технологии, которые отличались своей высокой 
чувствительностью и специфичностью в оценке кост-
ного метаболизма [1-7]. Динамичные биохимические 
показатели позволяли определить баланс между про-
цессами костеобразования и ее резорбции [8 - 10]. 
Согласно имеющимся данным, эти показатели до-
вольно точно отражают динамические изменения на 
фоне проводимого лечения [8]. В том числе, оценка 
репаративной регенерации костной ткани при вос-
палительных процессах отображает эффективность 
проводимого лечения пациентов с хроническим осте-
омиелитом и является актуальной задачей современ-
ной медицины [9, 11]. 

Цель исследования: согласно представленным 
литературным источникам  проанализировать роль 
маркеров костного метаболизма в прогнозировании 
характера регенерации кости. Поисковая работа бы-
ла проведена с использованием международных на-
учных баз данных PubMed, ScienceDirect, Scopus, 
Cochrane Collaboration, Elsevier, а также электронных 
каталогов Центральной научной медицинской библи-
отеки РФ, библиотек elibrary.ru и cyberleninka.ru. 

Маркеры представляют собой молекулярные ком-
поненты кортикальной и губчатой части кости. Био-
химические маркеры синтеза и резорбции костной 
ткани рассматриваются исследователями в качестве 
дополнительного, неинвазивного и высокочувстви-
тельного инструмента оценки скорости обмена и на-
рушения спаренности процессов ремоделирования 
кости [1, 2, 5, 6, 10, 12, 13]. Они классифицируются 
на маркеры остеогенеза и резорбции согласно стадии 
ремоделированния.

Маркеры остеогенеза. Маркеры остеогенеза от-
ражают активность остеобластов и включают продук-
ты биосинтеза проколлагена III и I типов. К наиболее 
часто применяемым в клинической практике биомар-
керам костеобразования относятся костный изофер-
мент щелочной фосфатазы, остеокальцин, карбокси- 
(PICP) и амино- (PINP) концевые пропептиды про-
коллагена 1 типа [12, 13].

Костный изофермент щелочной фосфатазы 
(BAP - bone alkaline phosphatase) представляет собой 
тетрамерный гликопротеин, обнаруженный на цито-

плазматической мембране остеобластов, способный 
генерировать внеклеточный неорганический фосфат 
[14 - 16]. Определение активности щелочной фос-
фатазы является одним из наиболее распространен-
ных методов оценки костного метаболизма [17 - 21]. 
Считается, что концентрация BAP в сыворотке крови 
коррелирует с уровнем формирования кости, отражая 
активность остеобластов [13 - 16]. BAP является пер-
спективной для диагностики и лечения метаболиче-
ских заболеваний кости с высоким уровнем костного 
обмена [14]. Вместе с тем, исследования показывают 
до 20% перекрестных реакций с печеночной изофор-
мой фермента [13, 19]. Однако в отсутствии признаков 
поражения печени общая активность фермента также 
является простым и надежным методом оценки синте-
тической функции остеобластов и эффективности про-
цессов формирования новой костной ткани [19].

Остеокальцин – один и основных представителей 
неколлагеновой фракции белков костного матрикса - 
рассматривается исследователями в качестве маркера 
функции остеобластов и новообразования костной 
ткани [1, 13, 14, 21, 22]. Установлено, что сывороточ-
ная концентрация иммунореактивного остеокальцина 
хорошо коррелирует со скоростью формирования но-
вой кости [13]. Однако, отражая вторую стадию кост-
ной формации (минерализация синтезированного 
коллагена 1 типа), остеокальцин высвобождается не 
только в процессе образования, но и резорбции кости 
[12, 13, 15, 17, 19]. Концентрация данного протеина 
в плазме крови может возрастать не только во время 
формирования кости, но и при активизации костной 
резорбции. Таким образом, особенности метаболизма 
костной ткани не позволяют расценивать остеокаль-
цин в качестве абсолютного маркера остеосинтеза 
[13, 14, 18, 19].  Кроме того, применяемые в настоя-
щее время способы определения концентрации осте-
окальцина в сыворотке крови на основе моно- и поли-
клональных антител обладают сравнительно низкой 
специфичностью, так как используемые антитела 
перекрестно реагируют с продуктами распада этого 
энзима в кровеносном русле [13, 18]. И, наконец, по-
казано, что пептид легко подвергается быстрой дегра-
дации в плазме крови и имеет короткий период полу-
выведения [12, 13].

Пропептиды проколлагена I типа — это произ-
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водные коллагена I типа, характерного для костной 
ткани. Для количественной оценки биосинтеза колла-
гена I типа набирают популярность пропептиды PICP 
(C-терминальный пропептид проколлагена I типа)  и 
PINP (N-терминальный пропептид проколлагена I 
типа) [1, 14, 15]. PICP ассоциирован с дифференци-
ровкой остеобластов в фибробласты [13]. PINP рас-
сматривается исследователями как маркер пролифе-
рации остеобластов и фибробластов, отражающий 
раннюю фазу костной формации и синтеза de novo 
коллагена 1 типа [12, 13]. Пропептиды проколлагена 
I типа позволяют отследить цикл жизни коллагена 
(PICP) и проколлагена (PINP) [16]. Содержание PINP 
в сыворотке крови имеет большую диагностическую 
значимость, чем PICP. Концентрация последнего в 
сыворотке крови прямо пропорциональна количеству 
новообразованного коллагена и коррелирует с темпа-
ми костеобразования. Представлены доказательства 
надежности и специфичности PICP как маркера фор-
мирования губчатой кости при метаболических за-
болеваниях скелета [14, 16, 19, 22].  P1NP обладает 
преимуществом и с практической точки зрения при 
лабораторной диагностике, так как обладает большей 
термоустойчивостью, что сохраняет диагностиче-
скую значимость результатов исследования при дли-
тельной транспортировке биологического материала 
[22]. P1NP стабилен в плазме крови при комнатной 
температуре, а при температуре  2–8°C остается ста-
бильным в течение 7 дней. В плане диагностики важ-
но и то, что данный маркер обладает низкой внутриин-
дивидуальной вариабельностью [12]. Специфичность 
PICP как маркера остеогенеза выше таковой остеокаль-
цина и BAP. В отличие от остеокальцина уровень PINP 
не зависит от физической активности индивидуума 
[14, 22]. Вместе с тем, есть мнение, что данные марке-
ры имеют вспомогательное значение, так как коллаген 
I типа синтезируется и в других тканях [17].  

Маркеры костной резорбции. Маркеры костной 
резорбции отражают активность остеокластов и вклю-
чают количественную оценку свободных продуктов 
распада коллагена I типа. В процессе формирования 
или деградации органического матрикса высвобож-
даются свободные аминокислоты и более высоко-
молекулярные фрагменты белков [17]. Большинство 
биохимических показателей резорбции костной тка-
ни связаны с такими продуктами распада коллагена, 
как гидроксипролин или поперечно-связанные тело-
пептиды коллагена. Другие маркеры резорбции кости 
включают неколлагеновые матричные белки: сиало-
протеин кости (BSP) или остеокласт-специфические 
ферменты (тартрат-резистентная кислая фосфатаза 
или катепсин) [13].

Коллагенсвязанные маркеры резорбции костной 
ткани 

Гидроксипролин (оксипролин) - аминокислота, 
отличающаяся от пролина наличием гидроксильной 
группы у одного из атомов углерода, которая входит 
в состав молекул коллагена. Гидроксипролин (окси-
пролин) является специфической аминокислотой фи-
бриллярного коллагена, составляющей около 13,5% 
данного белка, и представляет собой один из наибо-

лее доступных и хорошо изученных маркеров костно-
го ремоделирования [13, 16]. Четверть пептидов кол-
лагеновых молекул, экскретируются с мочой, осталь-
ная часть метаболизируется в печени. Подавляющая 
часть (90%) оксипролина мочи является компонентом 
пептидов низкой молекулярной массы, а около 9% – 
большой (преимущественно фрагментов N-концевых 
телопептидов проколлагена типа 1). В свободном ви-
де находится только 1% оксипролина [23]. Свободный 
гидроксипролин (оксипролин) является маркером де-
струкции коллагена, а пептидно-связанный отражает 
процессы как распада, так и синтеза коллагена [16]. 
Экспериментально показано, что, в отличие от других 
аминокислот, свободная фракция гидроксипролина 
(оксипролин) не участвует в ресинтезе молекул (за ис-
ключением гидроксилизина) [9]. Поэтому увеличение 
количества свободного и, соответственно, снижение 
уровня связанного оксипролина может косвенно сви-
детельствовать о нарушении синтеза коллагена [8, 9, 
16, 23]. Кроме того показано, что гидроксипролин, от-
ражая состояние синтетической и катаболической фаз 
метаболизма коллагена в условиях гнойных осложне-
ний при переломах костей, является биохимическим 
маркером резорбции костной и хрящевой тканей [9].

Пиридинолин (PYD) и деоксипиридинолин 
(DPD) представляют собой гидроксипиридиновые 
сшивки коллагена, которые формируются в период 
экстрацеллюлярного созревания последнего. Спира-
левидная структура коллагена I типа, а также межво-
локонный коллагеновый синтиций поддерживаются 
за счет поперечных связей, осуществляемых PYD,  и 
в меньшей степени - DPD [1, 4, 13, 14, 19]. В процессе 
резорбции костной ткани поперечные связи коллаге-
на разрываются, определяя рост PYD и DPD в био-
логических жидкостях [14, 19]. Отражая деградацию 
только зрелого коллагена, оба гидроксипиридиновых 
компонента являются высокоспецифичными марке-
рами резорбции костной ткани [1, 13, 14]. Как в плаз-
ме крови, так и в моче, концентрация PYD и DPD мо-
жет быть измерена с помощью высокоэффективной 
жидкостной хроматографии [13, 19]. Преимуществом 
использования этих маркеров является то, что они от-
ражают метаболизм собственно матрикса в отличие, 
например, от оксипролина, уровень которого частич-
но отражает поступление коллагена и других веществ 
с пищей [16]. Однако уровень экскреции PYD и DPD 
может значительно варьировать в течение дня, а уро-
вень DPD – меняться ежедневно. Следовательно, ла-
бораторные образцы должны быть приняты в одно и 
то же время [18]. 

Поперечно-связанные телопептиды являются 
производными специфических концевых регионов 
молекулы коллагена I типа. В ходе гидролиза молеку-
лы коллагена I типа от ее N-терминала и С-терминала 
отщепляются короткие полипептидные цепочки. Ко-
роткая полипептидная цепь, представляя собой части 
цепей α1 и α2, соединенных друг с другом через пири-
динолин, образуется при отщеплении от N-терминала 
и носит название N- телопептид коллагена I типа 
(NTX). Фрагмент α1-цепи, отщепляемый в ходе гидро-
лиза от С-терминала, носит название С-телопептид 
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коллагена I типа [19]. Активизация костной резорб-
ции сопровождается деградацией коллагена I типа и 
увеличением концентрации NTP и CTP в биологи-
ческих жидкостях [1, 12 - 15, 23, 24]. Сывороточный 
С-терминальный телопептид коллагена I типа являет-
ся одним из наиболее чувствительных при оценке со-
стояния костной резорбции [13, 22]. 

Коллаген I альфа-1 геликоидальный пептид - 
фрагмент деградации спиральной части коллагена I 
типа (ɑ-цепь, АА 620-633). Коррелирует с другими 
маркерами деградации коллагена. Вместе с тем, све-
дения о преимуществе в отношении других маркеров 
распада коллагена и клинической значимости в лите-
ратуре недостаточно  освещены [13]. 

Коллаген-несвязанные маркеры резорбции кост-
ной ткани

Тартрат-резистентная кислая фосфатаза при-
надлежит к семейству кислых фосфатаз. Изоформа 
ТрКФ-5β отражает активность остеокластов и может 
быть использована в качестве маркера этих клеток 
[13 - 15, 18, 25]. Тартрат-резистентная кислая фос-
фатаза синтезируется остеокластами, макрофагами, 
дендритными клетками и рядом других типов кле-
ток и играет важную роль во многих биологических 
процессах, включая синтез и деградацию коллагена, 
минерализацию кости [1, 12, 14, 22, 26, 27]. Данный 
фермент способствует деградации скелетных фос-
фопротеинов, в частности, остеопонтина [22]. Экс-
периментальные и клинические исследования про-
демонстрировали достаточно высокую специфич-
ность фермента в отношении функции остеокластов 
и идентификации резорбции костной ткани [17, 25, 
28, 29]. Основными недостатками ТрКФ-5β является 
нестабильность при комнатной температуре, а также 
зависимость от циркадного ритма [17].

Костный сиалопротеин (BSP) - кислый фосфо-
рилированный гликопротеин внеклеточного костного 
матрикса, синтезируемый остеобластами и остео-
кластами. Костный сиалопротеин позволяет оценить 
функциональную активность остеокластов [13].  BSP 
– белок неколлагеновой природы, содержащий сиа-
ловые кислоты. Это один из кальций-связывающих 
гликопротеинов кости, основными функциями кото-
рого являются минерализация и стабилизация чет-
вертичной структуры коллагена. BSP входит в состав 
белкового костного матрикса и разрушается фермен-
тами остеокластов в процессе патологического или 
физиологического остеолизиса c выделением сиало-
протеина в кровеносное русло. Таким образом, BSP 
представляется перспективным маркером активации 
остеолизиса костной ткани [18, 30]. 

Катепсин К - цистеиновая протеаза, которая игра-
ет существенную роль в опосредованной остеокласта-
ми деградации костного матрикса путем расщепления 
спиральных и телопептидных областей коллагена I 
типа. В настоящее время разрабатываются диагности-
ческие тесты для измерения катепсина в крови [13]. 
Катепсин К является основным протеолитическим 
ферментом остеокластов и. в связи с этим, одним из 
наиболее специфичных маркеров резорбции [18, 30]. 

Фрагменты остеокальцина (ufOC, U-Mid-OC, 

U-LongOC) исследователи также предлагают рассма-
тривать в качестве показателя резорбция кости [13].

При анализе метаболизма костной ткани в популя-
ции пациентов с хроническим остеомиелитом широ-
ко используют оценку минерального состава плазмы 
крови. Л. В. Родионова и  С. Н. Леонова [31, 33] по 
результатам клинического исследования сделали вы-
вод, что общими закономерностями изменения пара-
метров минерального обмена в сыворотке крови при 
хроническом остеомиелите является снижение кон-
центрации кальция (на 6–7 % от контроля), железа 
(на 18– 21 %), хлоридов (на 4 %), а также увеличе-
ние содержания меди (на 20–50 %), магния (на 7–12 
%) и активности щелочной фосфатазы (на 29–33 %). 
По мнению С. Н. Леоновой и соавт. [33], комбина-
ция кислой фосфатазы, концентрации магния (Mg), 
кальция (Ca), хлоридов (Cl), меди (Cu), цинка (Zn) 
и тиреотропного гормона (ТТГ) является чувстви-
тельным методом выявления развития остеомиелита 
[33]. В другом отечественном клиническом исследо-
вании в качестве свидетельства увеличенной интен-
сивности резорбции костной ткани при хроническом 
остеомиелите приводится двукратное падение уровня 
витамина 25(ОН)D3. Авторы цитируемой публикации 
также зарегистрировали прирост концентрации па-
ратгормона до 12,47 пм/л (N = 1,7–6,4, р=0,043), тогда 
как содержание кальция и фосфора в плазме крови 
находилось в пределах референсных границ. Оче-
видно, отсутствие динамики кальция в данном ис-
следовании обусловлено изменением активности ПГ. 
В течение трех месяцев терапии динамики щелочной 
фосфатазы зарегистрировано не было. Трехмесячная 
терапия хронического остеомиелита сопровождалась 
статистически значимым приростом остеокальцина 
(р=0,043), который, как отмечалось ранее, маркером 
остеогенеза и может быть ассоциирован с корректны-
ми методами терапии [32]. С. Магомедов и соавт. [9] 
у больных с инфекционными осложнениями после 
остеосинтеза описали двукратный рост активности 
коллагеназы относительно нормы. Доля гликозами-
ногликанов, отражающих содержание межклеточного 
вещества протеогликана, составляла 158% от нормы. 
Концентрация электролитов  (K+, Ca++)  была несколь-
ко выше физиологической нормы (103%,), а уровень 
Na+ соответствовал 96% от нормы. Концентрация 
фосфора превысила значения нормы на 157% . 

М. В. Стогов и соавт. [11] при анализе лаборатор-
ных критериев мониторинга патологического про-
цесса у больных с хроническим остеомиелитом не 
зарегистрировали статистически значимой разницы 
активности  щелочной фосфатазы и тартратрези-
стентной кислой фосфатазы по сравнению с рефе-
ренсными показателями. Авторы цитируемой публи-
кации описали статистически значимое увеличение 
активности креатинфосфокиназы и уровня сиаловых 
кислот (р<0,05). Авторы публикации по результатам 
проведенного исследования резюмировали, что вели-
чина сдвигов этих маркеров практически не зависит 
от величины костного дефекта, как до начала, так и на 
этапах лечения. Отмечено, что с размерами костно-
го дефекта на отдельных сроках коррелировала лишь 
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концентрация сиаловых кислот. Отсутствие клини-
чески значимой динамики концентрации щелочной 
фосфотазы, костной кислой фосфатазы, общего каль-
ция, фосфатов и магния при ХТО по сравнению с 
группой условно здоровых людей, было описано Н. 
Н. Клюшиным  и соавт. [34]. Опубликованы данные о 
применении с диагностической целью оценки мине-
ральной плотности костной ткани, которая снижается 
в зоне повреждения и ассоциирована со скоростью 
репарации [21, 33, 35, 36].

Приведенные данные отражают недостаточную 
специфичность щелочной фосфатазы и показателей 
минерального обмена в качестве мономаркеров. На 
невысокую клиническую значимость анализа мине-
рального состава плазмы крови при деструкции кост-
ной ткани указывают и другие исследователи [18, 37, 
38]. Сложность определения наиболее информатив-
ных биомаркеров для оценки ремоделирования эндо-
плазматического матрикса обусловлена также и тем, 
что одновременно могут происходить разнонаправ-
ленные процессы [16]. Признано, что значение муль-
тибиомаркерных индексов при заболеваниях костной 
ткани должно быть выше, чем у рутинно применяю-
щихся униплексных биомаркеров [1, 5, 16, 18]. Ис-
следователи ориентируют на применение в качестве 
диагностических тест-систем остеокальцина, PICP/
PINP и CTР [18, 37, 38]. Разработан ряд более спец-
ифичных и чувствительных биохимических маркеров 
резорбции костной ткани, которые включают в себя 
несколько уникальных продуктов распада коллагена 
I типа: PYD, DPD, NTX, а также CTX. По сравнению 
с кальцием и гидроксипролином, эти продукты рас-
пада коллагена более остеоспецифичны и в меньшей 
степени зависят от диеты и/или метаболизма в орга-
низме [18, 39, 40].

Заключение. Многочисленными исследованиями 
доказано, что баланс между маркерами остеогенеза и 
маркерами резорбции костной ткани позволяет судить 
об эффективности репаративных процессов при трав-
матическом остеомиелите. На наш взгляд, наиболее 
перспективным в плане мониторинга репаративных 
процессов костной ткани маркерами являются про-
пептиды проколлагена I типа (PICP). Известное кли-
ническое значение также имеет определение актив-
ности костного изофермента щелочной фосфатазы и 
уровня остеокальцина. Одним из наиболее чувстви-
тельных методов оценки состояния костной резорб-
ции является сывороточный С-терминальный тело-
пептид коллагена I типа. Перспективным маркером 
активации остеолизиса костной ткани предоставляет-
ся костный сиалопротеин. Высокой специфичностью 
при оценке деструктивных процессов характеризует-
ся катепсин К - основной протеолитический фермент 
остеокластов. Интересными в контексте оценки мета-
болизма собственно матрикса являются пиридинолин 
(PYD) и деоксипиридинолин (DPD).
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Вавилов Н.В., Годовалов А.П.

ОПЫТ ОПРЕДЕЛЕНИЯ УРОВНЯ ОКИСЛЕННО МОДИФИЦИРОВАННЫХ БЕЛКОВ В 
СПЕРМАЛЬНОЙ ЖИДКОСТИ

ФГБОУ ВО «Пермский государственный медицинский университет им. акад. Е.А. Вагнера» Минздрава РФ,  614990, г. 
Пермь, Россия

Среди причин мужского бесплодия достаточно внимания уделяется окислительному стрессу, который, в свою очередь, 
является патогенетическим звеном воспалительного процесса. Однако подходы к определению окисленно модифициро-
ванных белков (ОМБ) не адаптированы при использовании биологических материалов, кроме сыворотки периферической 
крови. Цель исследования – изучить уровень окисленно модифицированных белков в спермальной жидкости практиче-
ски здоровых мужчин. В исследовании использовали 54 образца эякулята от практически здоровых мужчин, у которых 
отсутствовал рост микроорганизмов на питательных средах. У всех добровольцев получали пробы сыворотки пери-
ферической крови. В исследовании использовали два варианта методики определения ОМБ. В первом случае образцы 
предварительно обрабатывали 10% раствором сульфата стрептомицина для осаждения нуклеиновых кислот и сво-
бодных аминокислот. Во втором случае не проводили инкубацию образцов с раствором сульфата стрептомицина, а 
сразу переходили к исследованию нативного эякулята. Определение уровня ОМБ проводили с помощью 0,1 M раствора 
2,4-динитрофенилгидразина. Образовавшиеся 2,4–динитрофенилгидразоны (ДНФ) регистрировали при 365 нм для оцен-
ки кетон-ДНФ нейтрального характера, при 432 нм – кетон-ДНФ основного характера и при 530 нм – альдегид-ДНФ 
нейтрального характера. При определении содержания карбонилов использовали молярный коэффициент поглощения, 
равный 22,000 M-1см-1. Концентрацию окисленных белков выражали в нмоль/мг общего белка исследуемой биологиче-
ской жидкости. Для определения концентрации белка использовали биуретовый метод (Вектор-Бест, Новосибирск). 
Статистический анализ результатов проводили с использованием методов описательной статистики и t-критерия 
Стьюдента для парных данных. Суммарная концентрация ОМБ в нативной спермальной жидкости, не обработанной 
сульфатом стрептомицина, составила 3,6±0,4 нмоль/мг белка, после её обработки сульфатом стрептомицина – 0,6±0,1 
нмоль/мг общего белка (p<0,05). При этом в спермальной жидкости практически здоровых добровольцев преобладают 
кетоновые производные, что может быть обусловлено длительно действующими факторами. Предложен удобный в 
использовании в большинстве лабораторий способ для нивелирования неспецифического окрашивания при определении 
окисленно модифицированных белков в спермальной жидкости. 

Ключевые слова: окисленно модифицированные белки; спермальная жидкость; динитрофенилгидразин; альдегидные 
производные; кетоновые производные.
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Vavilov N.V., Godovalov A.P.
EXPERIENCE OF DETERMINING THE LEVEL OF OXIDIZED MODIFIED PROTEINS IN SEMENAL 
FLUID
E.A. Vagner Perm State Medical University, Russia
Among the causes of male infertility, enough attention is paid to oxidative stress, which in turn is a pathogenetic link in the 
inflammatory process. However, approaches to the determination of oxidized modified proteins are not adapted for use when 
using biological materials other than peripheral blood serum. The aim of investigation was to study the level of oxidized modified 
proteins in the sperm fluid of healthy men. 54 ejaculate samples from apparently healthy men who did not grow microorganisms on 
nutrient media were observed. All volunteers received peripheral blood serum samples. Two variants of the method for determining 
the oxidized modified proteins were used. In the first case, the samples were pre-treated with a 10% streptomycin sulfate solution to 
precipitate nucleic acids and free amino acids. In the second case, the samples were not incubated with a solution of streptomycin 
sulfate, but immediately proceeded to the study of native ejaculate. Determination of the level of oxidized modified proteins was 
carried out using a 0.1M solution of dinitrophenylhydrazine. The resulting 2,4-dinitrophinylhydrazones (DNP) were recorded at 
365 nm to assess neutral ketone-DNP, at 432 nm – basic ketone-DNP, and at 530 nm – neutral aldehyde-DNP. When determining 
the carbonyl content, a molar absorption coefficient of 22,000 M-1cm-1 was used. The concentration of oxidized proteins was 
expressed in nmol/mg of the total protein of the studied biological fluid. The protein concentration was determined using the biuret 
method (Vector-Best, Russia). Statistical analysis of the results was performed using descriptive statistics and Student's t-test for 
paired data. The total concentration of oxidized modified proteins in native spermal fluid not treated with streptomycin sulfate was 
3.6±0.4 nmol/mg of protein, after treatment with streptomycin sulfate it was 0.6±0.1 nmol/mg of total protein (p<0.05 ). At the 
same time, ketone derivatives predominate in the semen of practically healthy volunteers, which may be due to long-acting factors.  
A method convenient for use in most laboratories for leveling non-specific staining in the determination of oxidized proteins in 
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semen has been proposed.
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Введение. В последнее время в многочисленных 
исследованиях сообщается о снижении качества эяку-
лята и других показателей мужского репродуктивного 
здоровья [1, 2]. Существует глобальный кризис муж-
ского репродуктивного здоровья [3], что подтвержда-
ется как снижением количества сперматозоидов, так 
и увеличением встречаемости аномалий мужской ре-
продуктивной системы, таких как крипторхизм, опу-
холи урогенитального тракта [4]. Мужской фактор 
регистрируется примерно у 40% супружеских пар, 
страдающих бесплодием [5, 6]. Продемонстрирована 
связь между мужским бесплодием и общим состояни-
ем здоровья. Ассоциированные клинические состоя-
ния включают сахарный диабет, нарушения обмена 
веществ и сердечно-сосудистые заболевания [4].

Воспалительный процесс является одним из 
ключевых патологических феноменов в реализации 
мужского бесплодия. При этом значительный вклад 
отводится механизмам аутоповреждения, в частно-
сти, путём гиперпродукции активированных форм 
кислорода и азота, которые запускают карбонильный 
стресс, что в конечном итоге приводит к накоплению 
окисленно модифицированных белков (ОМБ). Пока-
зано, что в результате этого белки могут утрачивать 
свою функцию [7]. Определение ОМБ эякулята мо-
жет являться чувствительным интегральным марке-
ром снижения мужской фертильности, а также раз-
вития урогенитальной патологии как инфекционного, 
так и неинфекционного характера.

Для определения ОМБ предложен способ [8], ко-
торый претерпел несколько изменений [9, 10]. Однако 
в основном все исследования проведены с использо-
ванием сыворотки или плазмы крови, что несколько 
ограничивает информацию о патогенезе заболеваний. 

Цель исследования – изучить уровень окисленно 
модифицированных белков в спермальной жидкости 
практически здоровых мужчин. 

Материал и методы. Для проведения исследо-
ваний использовали 54 образца эякулята от практи-
чески здоровых мужчин в возрасте от 24 до 55 лет 
(средний возраст 39,2±0,9 лет), у которых отсутство-
вал рост микроорганизмов на питательных средах. 
Взятие материала и его исследование проводили со-
гласно стандартизованным методикам, предложен-
ным экспертами ВОЗ в 2010 году [11]. Кроме этого, у 

всех добровольцев получали пробы сыворотки пери-
ферической крови. 

Для измерения оптической плотности исполь-
зовали планшетный спектрофотометр (PowerWave 
Bio-TEK Instruments, Inc.) и кварцевые 96-луночные 
планшеты.

В исследовании использовали два варианта мето-
дики определения ОМБ. В первом случае образцы 
предварительно обрабатывали 10% раствором суль-
фата стрептомицина для осаждения нуклеиновых 
кислот и свободных аминокислот. Для этого к 300 мкл 
эякулята добавляли 30 мкл 10% раствора сульфата 
стрептомицина и инкубировали в течение 15 мин при 
комнатной температуре. После 10-минутного центри-
фугирования при 5000 об/мин оценивали спектр по-
глощения надосадочной жидкости при длине волны 
280 и 260 нм. Если соотношение оптической плот-
ности 280 нм / 260 нм было более 1, то продолжали 
исследование, если меньше, то заново повторяли ин-
кубацию с 10% раствором сульфата стрептомицина. 

Во втором случае не проводили инкубацию об-
разцов с раствором сульфата стрептомицина, а сразу 
переходили к исследованию нативного эякулята.

Для определения уровня ОМБ в две микропробир-
ки типа эппендорф вносили по 100 мкл полученной 
надосадочной жидкости в первом случае или натив-
ного эякулята во втором случае. Далее, в пробирку с 
опытной пробой добавляли 200 мкл 0,1 M раствора 
2,4-динитрофенилгидразина (ДНФГ), растворенно-
го в 1 М растворе соляной кислоты, а в контроль-
ную пробирку - 200 мкл растворителя ДНФГ, кото-
рый представляет собой 1 M раствор HCl. Пробирки 
оставляли на 1 ч при комнатной температуре в темном 
месте, перемешивая каждые 15 минут. Затем в каж-
дую пробирку добавляли 300 мкл 20% раствора ТХУ 
(трихлоруксусная кислота), доводя тем самым до 10% 
(конечной) концентрации ТХУ. Пробы инкубировали 
в течение 10 мин на льду и центрифугировали в те-
чение 10 мин для осаждения белковых преципитатов. 
Надосадочную жидкость удаляли. После этого осадок 
трижды промывали 200 мкл раствора этанол/ацетон 
(1:1) для удаления несвязавшегося ДНФГ и примеси 
липидов. Осадок высушивали в течение 12-18 часов. 
Далее сухой осадок растворяли в 200 мкл 8 M раство-
ра мочевины при периодическом перемешивании до 
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полного растворения.
Образовавшиеся 2,4–динитрофенилгидразоны 

(ДНФ) регистрировали при следующих длинах волн: 
при 365 нм для оценки кетон-ДНФ нейтрального ха-
рактера (кДНФн), при 432 нм – кетон-ДНФ основно-
го характера (кДНФо) и при 530 нм – альдегид-ДНФ 
нейтрального характера (аДНФн). При определении 
содержания карбонилов использовали молярный ко-
эффициент поглощения (е), равный 22,000 M-1см-1. 
Коэффициент молярной экстинкции ДНФ использо-
вали для расчета концентрации карбонильных про-
изводных ОМБ, где: C – это концентрация ДНФ в 
нмоль/мл, А – показатель абсорбции.

e = 22,000/M = 22,000/106 нмоль/мл;
C = А/e = A(365,432,530)/ 2,2 * 104/106;
C = A(365,432,530) x 45,45 нмоль/мл.
Концентрацию окисленных белков выражали в 

нмоль/мг общего белка исследуемой биологической 
жидкости. Для определения концентрации белка ис-
пользовали биуретовый метод (АО «Вектор-Бест», 
Новосибирск). Концентрацию белка измеряли в каж-
дой пробе после полного растворения осадка белка в 
растворе мочевины. Суммарную концентрацию окис-
ленных белков рассчитывали путем суммирования 
всех окисленных производных.

Протокол исследования был одобрен Локальным 
этическим комитетом ФГБОУ ВО «Пермский госу-
дарственный медицинский университет им. акад. 
Е.А. Вагнера» Минздрава РФ (№1 от 25.01.2023 г.). У 
всех участников исследования было получено пись-
менное информированное согласие до включения в 
исследование.

Статистический анализ результатов проводили с 
использованием методов описательной статистики и 
t-критерия Стьюдента для парных данных.

Результаты и обсуждение. Установлено, что сум-
марная концентрация ОМБ в нативной спермальной 
жидкости, не обработанной сульфатом стрептомици-
на, составила 3,6±0,4 нмоль/мг белка. При этом со-
отношение кДНФн, кДНФо и аДНФн было 1:1,6:2,3 
(см. таблицу).

На основании расчетов, предложенных в ряде ра-
бот [12, 13] уровень кДНФн не должен существенно 
превышать величину 1 нмоль/мг белка. В настоящем 
исследовании концентрация кДНФн была 1,7±0,1 
нмоль/мг белка, что может быть связано с неспец-
ифическим окрашиванием свободных аминокислот 
и нуклеиновых кислот [13]. Кроме этого, молекулы 
ацетона также могут быть связаны с ДНФГ и вносить 
свой вклад в завышение значений [14]. Такую пробле-
му можно нивелировать предварительной инкубаци-
ей проб с раствором стрептомицина сульфата [8]. По-
сле обработки образцов эякулята раствором сульфата 
стрептомицина, уровень кДНФн снизился до 0,3±0,1 
нмоль/мг белка (p<0,05, к тем же пробам до обработ-
ки стрептомицином). 

В целом, сумма ОМБ в спермальной жидкости, 
после её обработки сульфатом стрептомицина, соста-
вила 0,6±0,1 нмоль/мг общего белка (p<0,05). Соот-
ношение аДНФн : кДНФо : кДНФн существенно не 
изменилось – 1:1,4:2,2 (см. таблицу).

Концентрация производных ДНФ, нмоль/мг белка
Образцы кДНФн кДНФо аДНФн

Спермальная жидкость 
нативная 1,7±0,1 1,2±0,1 0,7±0,1

Спермальная жидкость 
после обработки сульфа-
том стрептомицина

0,3±0,1*, ** 0,2±0,1*,** 0,1±0,1*,**

Сыворотка крови 1,2±0,1 0,7±0,1 0,4±0,1

Примечание. * - p<0,05 к аналогичному показателю в сыворотке 
крови; ** - p<0,05 к аналогичному показателю в нативной спермаль-
ной жидкости.

В сыворотке крови этих же добровольцев соот-
ношение окисленных белков аДНФн:кДНФо:кДНФн 
выражалось, как: 1:2:3,3. Суммарная концентрация 
окисленных белков сыворотки периферической кро-
ви 2,4±0,1 нмоль/мг белка. 

Известно, что образование кетоновых произво-
дных при окислении белковых молекул указывает на 
необратимый характер их модификации. С другой 
стороны, при регистрации альдегидных производных 
существует потенциал к ренатурации структуры и 
восстановлению функции белков [15]. В настоящем 
исследовании показано, что в спермальной жидкости 
практически здоровых добровольцев преобладают 
кетоновые производные, что может быть обусловле-
но длительно действующими факторами, такими как 
клетки иммунной системы, которые способны к про-
дукции свободных радикалов даже в отсутствии сти-
муляции [16].

Сравнительно более высокая концентрация ОМБ в 
сыворотке крови, чем в эякуляте, может быть связана 
с высокой скоростью обновления спермальной жид-
кости, а также более выраженной антиоксидантной 
защитой органов репродукции [17]. 

Заключение. Таким образом, для выявления ре-
ального уровня окисленно модифицированных бел-
ков в спермальной жидкости требуется предобработ-
ка образцов для нивелирования неспецифического 
окрашивания. Установленные соотношения форм 
окисленных белков могут быть использованы для 
оценки степени ОМБ при патологических состояни-
ях, а метод их регистрации удобен в использовании и 
может быть реализован в большинстве лабораторий. 
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Александрова Е.Н., Дорофеев А.С., Новиков А.А., Сандлер Ю.Г.

АУТОАНТИТЕЛА ПРИ АУТОИММУННЫХ ЗАБОЛЕВАНИЯХ ПЕЧЕНИ (ОБЗОР 
ЛИТЕРАТУРЫ)

ГБУЗ "Московский клинический научно-практический центр имени А.С. Логинова Департамента здравоохранения 
города Москвы", 111123, Москва, Россия

В обзоре рассматриваются актуальные аспекты исследования аутоантител при аутоиммунных заболеваниях печени 
(АИЗП). Аутоиммунный гепатит (АИГ) характеризуется обнаружением в сыворотках пациентов антинуклеарных ан-
тител (АNА), антител к гладкой мускулатуре (ASMA), микросомам печени и почек (LKM-1), цитоплазматическому анти-
гену печени (LC-1), растворимому антигену печени/печеночно-панкреатическому антигену (SLA/LP), атипичных перину-
клеарных антинейтрофильных цитоплазматических антител (pANCA), антител к асиалогликопротеиновому рецептору 
(ASGPR). Маркерами первичного билиарного холангита (ПБХ) являются антимитохондриальные антитела (АМА-М2), 
антиген-специфические ANA к sp100, gp210 и центромерам, антитела к антигенам Kelh-like 12 и Hexokinase-1. При пер-
вичном склерозирующем холангите (ПСХ) среди множества циркулирующих аутоантител наиболее часто идентифици-
руют атипичные pANCA. Представлен современный алгоритм исследования аутоантител при АИЗП. Стандартными 
диагностическими маркерами АИЗП служат ANA, ASMA, антитела к LKM-1 и AMA-M2. Комплексный анализ профилей 
стандартных и дополнительных субтипов аутоантител позволяет повысить чувствительность диагностики АИЗП и 
уменьшить количество «серонегативных» вариантов данных патологических состояний. Наибольшее прогностическое 
значение при АИГ и ПБХ имеют антитела к F-актину, LC-1, SLA/LP, ASGPR, sp100, gp210, центромерам, Kelh-like 12 и 
Hexokinase-1, обнаружение которых ассоциируется с высокой воспалительной активностью, тяжелым рецидивирую-
щим течением заболевания, прогрессированием гистологического повреждения печени, циррозом, печеночной недоста-
точностью и необходимостью трансплантации печени. У больных ПСХ наличие атипичных рANCA и IgA-антител к 
GP2 в сыворотке крови является фактором риска обширного поражения желчевыводящих путей и развития холангио-
карциномы. Перспективы иммунодиагностики АИЗП связаны с необходимостью стандартизации методов исследования 
аутоантител, поиском и клинической валидацией новых разновидностей данных биомаркеров на основе современных 
лабораторных технологий.

Ключевые слова: обзор; аутоиммунные заболевания печени; аутоиммунный гепатит; первичный билиарный холангит; 
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значение.
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Aleksandrova E.N., Dorofeev A.S., Novikov A.A., Sandler Yu.G.
АUTOANTIBODIES IN AUTOIMMUNE LIVER DISEASES (REVIEW OF LITERATURE)
A.S. Loginov Moscow Clinical Research and Practical Center, Moscow Healthcare Department. Moscow, Russia 

The review discusses topical aspects of the study of autoantibodies in autoimmune liver diseases (AILD). Autoimmune hepatitis 
(AIH) is characterized by the detection in patient sera of antinuclear antibodies (ANA), antibodies to smooth muscle (ASMA), 
liver and kidney microsomes (LKM-1), liver cytoplasmic antigen (LC-1), soluble liver antigen/hepatopancreatic antigen (SLA/
LP), atypical perinuclear antineutrophil cytoplasmic antibodies (pANCA), antibodies to asialoglycoprotein receptor (ASGPR). 
Primary biliary cholangitis (PBC) markers are antimitochondrial antibodies (AMA-M2), antigen-specific ANA to sp100, gp210 
and centromeres, antibodies to Kelh-like 12 and Hexokinase-1 antigens. In primary sclerosing cholangitis (PSC), among the 
many circulating autoantibodies, atypical pANCAs are most frequently identified. A modern algorithm for the study of antibodies 
in AILD is presented. The standard diagnostic markers of AILD are ANA, ASMA, antibodies to LKM-1 and AMA-M2. Complex 
analysis of the profiles of standard and additional subtypes of autoantibodies makes it possible to increase the sensitivity of the 
diagnosis of AILD and reduce the number of "seronegative" variants of these pathological conditions. Antibodies to F-actin, 
LC-1, SLA/LP, ASGPR, sp100, gp210, centromeres, Kelh-like 12 and Hexokinase-1 have the greatest prognostic value in AIH 
and PBC, the detection of which is associated with high inflammatory activity, severe relapsing course diseases, progression of 



465

КЛИНИЧЕСКАЯ  ЛАБОРАТОРНАЯ  ДИАГНОСТИКА.  2023; 68(8)
https://doi.org/10.51620/0869-2084-2023-68-8-464-474

ИММУНОЛОГИЯ

histological liver damage, cirrhosis, liver failure, the need for liver transplantation. In PSC patients, the presence of atypical 
pANCA and IgA antibodies to GP2 in the serum is a risk factor for extensive damage to the biliary tract and the development of 
cholangiocarcinoma. Prospects for the immunodiagnosis of AILD are associated with the need to standardize the methods for 
studying autoantibodies, the search and clinical validation of new varieties of these biomarkers based on modern laboratory 
technologies.
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Аутоантитела, направленные против собствен-
ных неизмененных антигенов гепатоцитов, холан-
гиоцитов и нейтрофилов, являются основными 
иммунологическими маркерами аутоиммунных за-
болеваний печени (АИЗП), включая аутоиммунный 
гепатит (АИГ), первичный билиарный холангит 
(ПБХ), первичный склерозирующий холангит (ПСХ) 
и перекрестные синдромы [1-6]. Положительные 
результаты определения аутоантител в сыворотке 
крови входят в число диагностических критериев 
АИЗП [7-14]; применяются для оценки активности, 
тяжести течения и эффективности терапии данной 
группы заболеваний [2, 4, 5, 15, 16]; служат преди-
кторами развития АИЗП на доклинической стадии 
[12, 17]. Спектр, антигенная специфичность и мето-
ды исследования аутоантител, ассоциированных с 
АИЗП, представлены в табл. 1 [1-6, 18-28]. 

Для АИГ характерно обнаружение в сыворотках 
пациентов антинуклеарных антител (АNА), антител 
к гладкой мускулатуре (ASMA), микросомам печени 
и почек (LKM-1), цитоплазматическому антигену пе-
чени (LC-1), растворимому антигену печени/печеноч-
но-панкреатическому антигену (SLA/LP), атипичных 
перинуклеарных антинейтрофильных цитоплазма-
тических антител (pANCA), антител к асиалоглико-
протеиновому рецептору (ASGPR) [2, 4, 5, 15, 16, 18, 
21, 22]. Серологическими маркерами ПБХ являются 
антимитохондриальные антитела (АМА-М2), анти-
ген-специфические ANA к sp100, gp210 и центроме-
рам, антитела к антигенам Kelh-like 12 и Hexokinase-1 
[2, 15, 23-26]. При ПСХ среди множества циркулиру-
ющих аутоантител наиболее часто идентифицируют 
атипичные pANCA [2, 13, 15, 27, 28].

Методы выявления аутоантител в сыворотках па-
циентов с АИЗП основаны на использовании непря-
мой реакции иммунофлюоресценции (НРИФ), имму-
ноферментного анализа (ИФА), иммуноблота (ИБ), 

хемилюминесцентного и мультиплексного иммунно-
го анализа (ХЛИА и МИА). Современный алгоритм 
исследования аутоантител при АИЗП состоит из двух 
этапов [1, 3, 4, 8-11, 20]. На первом этапе выполня-
ются скрининговые иммунодиагностические тесты 
первой линии, включающие определение в сыворотке 
крови: 1) АNА, ASMA, АМА-М2, антител к LKM-1 
и LC-1 методом НРИФ с использованием «тройного 
субстрата» (тканевого комплекса криосрезов печени/
почки/желудка крысы или мыши) (диагностические 
титры ≥1:40 у взрослых, ≥1:20 у детей); 2) АNА ме-
тодом НРИФ с использованием в качестве субстрата 
НЕр-2 клеток (эпителиальных клеток рака гортани 
человека) (диагностические титры ≥1:160); 3) анти-
тел к SLA/LP методами ИФА или ИБ. НРИФ на НЕр-2 
клетках считается эталонным скрининговым методом 
исследования АNА, который по сравнению с НРИФ 
на тканевых срезах, позволяет не только существенно 
повысить чувствительность метода, но и дифферен-
цировать различные типы ядерного и цитоплазмати-
ческого свечения (в том числе паттерны, характерные 
для антител к sp100, gp210, центромерам и АМА-М2). 
Скрининговое определение АNА с помощью твердо-
фазных методов иммунного анализа (ИФА, ИБ) не 
рекомендуется, так как данные технологии выявляют 
антитела к ограниченному количеству (8–10) очи-
щенных/рекомбинантных антигенов или смеси анти-
генов (ядерному гомогенату) с измененными, либо 
утраченными эпитопами, что приводит к снижению 
диагностической чувствительности и увеличению 
числа ложноотрицательных результатов [19-21]. На 
втором этапе осуществляются подтверждающие и до-
полнительные иммунодиагностические тесты второй 
линии для выявления специфических печеночных 
аутоантител в сыворотке крови: 1) АМА-М2, анти-
тел к F-актину, LKM-1, LKM-3, LC-1, sp100, gp210, 
центромерам подтверждающими методами ИФА, ИБ, 
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Т а б л и ц а  1
Общая характеристика аутоантител при АИЗП [1-6,18-28]

Аутоантитела Таргетные
антигены

Методы определения
ЗаболеванияСкрининговые Подтвержда-

ющие

Антинуклеарные антите-
ла (ANA)

Хроматин, ДНК, гистоны, рибону-
клеопротеиды, циклин А и другие 
компоненты ядра
При АИГ специфический ядерный 
антиген отсутствует
При ПБХ: центромеры, sp100, 
gp210, 
ламинин-В-рецептор

НРИФ на криостатных 
срезах печени/почек/
желудка крыс (мышей)
НРИФ на
НЕр-2 клетках

ИФА, ИБ
для определе-
ния антител к 
sp100, gp210, 
центромерам 

АИГ-1, ПБХ, ПСХ, 
перекрестные 
синдромы, лекар-
ственный гепатит, 
вирусный гепа-
тит В, вирусный 
гепатит С, болезнь 
Вильсона, НАЖБП

Антитела к гладкой му-
скулатуре (ASMA)
Антитела к
F-актину,
альфа-актинину, тропони-
ну, тропомиозину

Микрофиламенты
(F-актин), средние филаменты 
(виментин, десмин)

НРИФ на криостатных 
срезах печени/почек/
желудка крыс (мышей) ИБ, ИФА

АИГ-1, ПБХ, ПСХ, 
перекрестные 
синдромы, лекар-
ственный гепатит, 
вирусный гепа-
тит В, вирусный 
гепатит С, болезнь 
Вильсона, НАЖБП

Антитела к микросомам 
печени и почек (LKM1) CYP 2D6 

НРИФ на криостатных 
срезах печени/почек/
желудка крыс (мышей)

ИФА, ИБ АИГ-2, вирусный 
гепатит С

Антитела к цитоплазмати-
ческому антигену печени 
(LC1)

FTCD
НРИФ на криостатных 
срезах печени/почек/
желудка крыс (мышей)

ИБ АИГ-2, вирусный 
гепатит С

Антитела к растворимому 
антигену печени/ под-
желудочной железы (SLA/
LP)

Синтаза (S), конвертирующая 
О-фосфосерил-тРНК (Sep) 
в селеноцистеин-тРНК (Sec) 
(SepSecS)

ИФА, ИБ - АИГ-1

Атипичные перинуклеар-
ные антинейтрофильные 
антитела (pANCA)/
перинуклеарные анти-
ядерные нейтрофильные 
антитела (pANNA)

Неизвестный антиген (тубулин 
бета?), локализованный в ядерной 
мембране нейтрофилов
Белки с локализацией в ядре (гисто-
новый белок Н1, негистоновые 
белки хроматина HMG-1 и HMG-2), 
гранулах (катепсин G, эластаза, 
лизоцим,
β-глюкуронидаза, лактоферрин, 
BPI) и цитоплазме 
(α-энолаза, каталаза) нейтрофилов

НРИФ на нейтрофилах с 
фиксацией формалином ИФА, ИБ АИГ-1, ПСХ, ВЗК

Антитела к ASGPR ASGPR ИФА -
АИГ-1, АИГ-2, 
ПБХ, вирусный ге-
патит В, вирусный 
гепатит С

Антитела к митохондриям
(АМА-М2) Е2-ПДГ

НРИФ на криостатных 
срезах печени/почек/же-
лудка крыс (мышей)
НРИФ на
НЕр-2 клетках

ИФА, ИБ, 
ХЛИА, МИА

ПБХ, перекрест-
ный синдром ПБХ/
АИГ

Антитела к sp100 Ядерный белок sp100 (компонент 
ядрышек) 

НРИФ на
НЕр-2 клетках ИБ, ИФА ПБХ

Антитела к gp210 Белок ядерных пор gp210 НРИФ на
НЕр-2 клетках ИБ, ИФА ПБХ

Антицентромерные анти-
тела

Центромерные нуклеопротеины 
(СENP A, B, C)

НРИФ на
НЕр-2 клетках

ИФА, ИБ, 
ХЛИА, МИА
для определе-
ния антител к 
СENP-B 

ПБХ, синдром Ше-
грена, системная 
склеродермия

Антитела к 
Kelh-like 12

Нуклеопротеин
Kelh-like 12 ИФА, ИБ, МИА - ПБХ

Антитела к Hexokinase-1 Митохондриальный фермент 
Hexokinase-1 ИФА, ИБ, МИА - ПБХ

Примечание. НРИФ – непрямая реакция иммунофлюоресценции, ИФА – иммуноферментный анализ, ИБ – иммуноблот, 
ХЛИА – хемилюминесцентный иммунный анализ, МИА – мультиплексный иммунный анализ, CYP 2D6 – цитохроммо-
нооксигеназа P4502D6, FTCD - формиминотрансфераза циклодезаминаза, BPI – белок, увеличивающий проницаемость, 
ASGPR – асиалогликопротеиновый рецептор, Е2-ПДГ – Е2-субъединица пируватдегидрогеназного комплекса, НАЖБП 
– неалкогольная жировая болезнь печени, ВЗК – воспалительные заболевания кишечника.
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ХЛИА, МИА у пациентов с положительными резуль-
татами скринингового исследования АNА, ASMA, 
АМА-М2, антител к LKM-1, LC-1; 2) атипичных 
рANCA методом НРИФ на нейтрофилах человека, 
фиксированных формальдегидом (дополнительный 
тест); 3) антител к ASGPR методом ИФА (дополни-
тельный тест); 4) антител к Kelh-like 12 и Hexokinase-1 
методами ИФА, ИБ и МИА (дополнительный тест). 
При АИГ специфический ядерный антиген не изве-
стен, поэтому подтверждающее определение отдель-
ных антиген-специфических АNА (антител к ДНК, 
нуклеосомам, гистонам, Ro 52, рибонуклеопротеидам 
и др.) с помощью ИФА, ИБ и других методов твер-
дофазного иммунного анализа не рекомендуется (за 
исключением АМА-М2, антител к sp100, gp210 и цен-
тромерам – маркеров ПБХ при его сочетании с АИГ).

Аутоантитела при АИГ	
АИГ – хроническое иммуновоспалительное забо-

левание печени неизвестной этиологии, характери-
зующееся нарушением толерантности к нормальным 
печеночным антигенам, преимущественным пораже-
нием лиц женского пола, повышением активности сы-
вороточных аминотрансфераз, гипергаммаглобули-
немией, гиперпродукцией аутоантител, ассоциацией 
с генетическими маркерами HLA-DR3 и HLA-DR4, 
обнаружением признаков перипортального гепатита 
при гистологическом исследовании биоптатов пече-
ни [7-10, 22]. В зависимости от профиля выявляемых 
аутоантител различают два типа АИГ. АИГ 1-го типа 
(АИГ-1) встречается у 90% больных АИГ и характе-
ризуется обнаружением ANA и/или ASMA в сыворот-
ке крови. При отсутствии ANA и/или ASMA имму-
нологическими маркерами АИГ-1 служат антитела к 
SLA/LP и атипичные рANCA. Частота АИГ 2-го типа 
(АИГ-2) составляет 10%. Данный субтип АИГ отли-
чается присутствием в сыворотках пациентов антител 
против LKM-1 и/или LC-1 и, как правило, наблюдает-
ся у детей.

АNА, к которым относится множество органо-
неспецифических аутоантител, реагирующих с раз-
личными антигенами клеточного ядра и цитоплазмы, 
занимают центральное место в диагностике АИГ-1 
и других АИЗП. Частота обнаружения ANA в сыво-
ротках больных АИГ-1 (50-80%) значительно выше, 
чем у пациентов с ПСХ (39%), неалкогольной жиро-
вой болезнью печени (НАЖБП) (23-66%), гепатитом 
С (27%), гепатитом В (32%), здоровых лиц (0-7,4%), 
и сравнима с таковой при ПБХ (30-84%) [3, 5, 9, 15, 
21, 29-31]. Положительные результаты скринингово-
го определения АNА в сыворотке крови с помощью 
НРИФ на криостатных срезах печени/почек/желудка 
крыс (мышей) в титрах ≥1:40 служат традиционным 
диагностическим критерием АИГ [7-10, 22]. Вместе 
с тем, согласно современным рекомендациям, для 
диагностики АИГ-1 и других АИЗП предпочтитель-
нее использовать скрининговое тестирование АNА 
методом НРИФ на НЕр-2 клетках (НРИФ-НЕр-2) в 
титрах ≥1:160 с указанием типов ядерного, цитоплаз-
матического и митотического свечения НЕр-2 клеток 
(антиклеточных “anti-cell” - “АС” - паттернов) в со-
ответствии с новой номенклатурой, разработанной 

Международным консенсусом по паттернам АNА 
(“International consensus on ANA patterns” - ICAP)  [5-
6, 19-21, 32]. При АИГ-1 наиболее часто идентифи-
цируют ядерное гомогенное (АС-1), крапчатое (АС-4, 
АС-5) и нуклеолярное (АС-8, АС-9, АС-10) свечение, 
реже – цитоплазматические фибриллярные (АС-15, 
АС-16) и крапчатые (АС-19, АС-20) паттерны флюо-
ресценции АNА [5-6, 19-21]. J. Galaski и соавт. [19], 
исследовавшие сыворотки 113 больных АИГ-1 и 202 
лиц контрольной группы (82 пациентов с НАЖБП, 
99 пациентов с ПСХ и 21 ЗД), показали возможность 
использования НРИФ-HЕp-2 (диагностическая чув-
ствительность – ДЧ – 75,4%; диагностическая спец-
ифичность – ДС – 73,6%) в качестве альтернативы 
скрининговому определению АNА с помощью ру-
тинного метода НРИФ на криостатных срезах пе-
чени, почек и желудка примата/крысы (ДЧ – 83,6%; 
ДС – 69,4%).  По данным тех же авторов, показатели 
диагностической ценности скринингового определе-
ния АNА методом ИФА варьировали в зависимости 
от спектра ядерных/цитоплазматических антигенов и 
уровней верхних пределов референсных интервалов 
(ВПРИ).  В случае применения коммерческих набо-
ров реагентов для ИФА с использованием 8 антигенов 
и ядерного экстракта HЕp-2 клеток (ВПРИ≥1,0 ЕД/
мл), значения ДЧ АNА у больных АИГ (22,1%) были 
достоверно ниже, а ДС (95,0%) – выше, чем при обна-
ружении АNА методом НРИФ-HЕp-2 (65,5% и 88,6%, 
соответственно, p<0,05). В другой работе скринин-
говое выявление АNА методом ИФА в сыворотках 
больных АИГ-1 (n=51), НАЖБП (n=30) и ЗД (n=30) 
также отличались более низкой ДЧ и повышенной ДС 
по сравнению с НРИФ-HЕp-2 (33,3% и 78,4%; 86,7% 
и 66,7%, соответственно, p<0,05) [21]. Результаты ме-
таанализа 18 исследований, включавших 968 пациен-
тов, свидетельствуют об умеренном диагностическом 
значении скринингового определения ANA методом 
НРИФ при АИГ-1: ДЧ – 65,0% (95% доверительный 
интервал – ДИ – от 61,9% до 68,0)%; ДС – 75,1% (95% 
ДИ от 73,7% до 76,4)%; отношение правдоподобия 
(ОП) положительных результатов теста (ОППР) – 
3,030 (95% ДИ от 2,349 до 3,910); ОП отрицательных 
результатов теста (ОПОР) – 0,464 (95% ДИ от 0,356 
до 0,604) [33]. У большинства пациентов с АИГ-1 ти-
тры АNA в сыворотке крови снижаются на фоне им-
муносупрессивной терапии, однако не имеют прогно-
стического значения для оценки характера течения и 
исходов заболевания [15]. Антигеноспецифические 
ANA не применяются для диагностики АИГ-1 и, в 
основном, рассматриваются в качестве прогностиче-
ских маркеров данной патологии. Отмечено, что по-
вышенные уровни антител к хроматину, выявляемые 
у 39% больных АИГ-1, ассоциируются с выраженной 
воспалительной активностью, рецидивами и тяже-
лым течением заболевания, а также положительно 
коррелируют с концентрацией гамма-глобулинов и 
IgG в сыворотке крови [2]. Антитела к двуспиральной 
(дс) ДНК встречаются у 23-34% ANA-позитивных 
больных АИГ-1, как правило, при неэффективной 
глюкокортикоидной терапии [2].

ASMA, основным таргетным антигеном которых 

КЛИНИЧЕСКАЯ  ЛАБОРАТОРНАЯ  ДИАГНОСТИКА.  2023; 68(8)
https://doi.org/10.51620/0869-2084-2023-68-8-464-474

ИММУНОЛОГИЯ



468

служит F-актин, наиболее часто выявляются у боль-
ных АИГ-1 (50-85%), значительно реже – при ПБХ 
(6%), ПСХ (16%), НАЖБП (0%), гепатите С (7%) и 
гепатите В (0%) [3, 5, 9, 15, 29]. Частота совместного 
обнаружения ASMA и ANA в сыворотках пациентов с 
АИГ-1 составляет 40-50% [3, 5, 29].

Выявление ASMA методом НРИФ на криостатных 
срезах печени/почек/желудка крыс (мышей) в титрах 
≥1:40 служит одним из диагностических критериев 
АИГ [7-10, 22]. На срезах почки различают три ти-
па свечения ASMA: васкулярный (V), гломерулярный 
(G) и тубулярный (Т), причем сочетания паттернов 
VG (ДЧ – 72,1%; ДС – 70,8%) и VGT (ДЧ – 52,5%; 
ДС – 93,1%) более специфичны для АИГ-1 по сравне-
нию с изолированным V-типом флюоресценции (ДЧ 
– 78,7%; ДС – 45,8%) [1, 3, 4-5, 19-20, 22]. Отмечено, 
что паттерн    ASMA-VGT в 80% случаев ассоции-
руется с выявлением антител к F-актину [1, 3]. При 
использовании НРИФ-HЕp-2 отдельные компоненты 
ASMA (антитела к F-актину, виментину, альфа-акти-
нину) визуализируются в виде цитоплазматических 
фибриллярных типов свечения (линейного – АС-15, 
филаментозного – АС-16 и сегментарного АС-17) [19, 
20, 32]. У больных АИГ-1 ДЧ обнаружения антител 
к F-актину (паттерна АС-15) методом НРИФ-HЕp-2 в 
титрах≥1:160 составляет 54,1%, ДС – 98,6% [19]. По 
данным метаанализа 22 исследований у 1193 пациен-
тов, определение ASMA с помощью НРИФ при АИГ-
1 демонстрирует умеренную ДЧ (59,3%; 95% ДИ от 
56,4% до 62,1%), высокую ДС (92,6%; 95% ДИ от 
91,7% до 93,4%) и хорошую диагностическую эффек-
тивность (ОППР– 11,740; 95% ДИ от 7,379 до 18,678; 
ОПОР – 0,449; 95% ДИ от 0,367 до 0,549) [33]. Об-
наружение антител к F-актину методом ИФА харак-
теризуется большей диагностической эффективно-
стью (площадь под характеристической ROC-кривой 
– ППК – 0,880) по сравнению с детекцией ASMA в 
НРИФ на тканевых срезах (ППК – 0,770) [19]. ASMA, 
определяемые методом НРИФ, не имеют существен-
ного значения для оценки прогноза АИГ-1, хотя в 
ряде случаев отмечается снижение сывороточных 
уровней данных аутоантител у больных, получающих 
иммуносупрессивную терапию [15]. В то же время, 
сочетанное выявление антител к F-актину и альфа-ак-
тинину на основе твердофазных методов иммунного 
анализ (ИФА, ИБ) ассоциируется с более ранним на-
чалом АИГ-1, плохим ответом на лечение глюкокор-
тикоидами, развитием печеночной недостаточности и 
необходимостью трансплантации печени [2].

Антитела к LKM-1, являющиеся основным им-
мунологическим маркером   АИГ-2, реагируют с 
микросомальным антигеном печени и почек цитох-
ромом P4502D6 (CYP2D6), который имеет сходную 
структуру с эпитопами вируса гепатита С, цитомега-
ловируса и вируса простого герпеса 1 [5]. При АИГ 
частота обнаружения антител к LKM-1 у взрослых 
пациентов составляет 3%, у детей – от 13 до 38%; при 
гепатите С – от 0 до 13% [5, 9, 29]. Среди больных 
АИГ-2 антитела к LKM-1 встречаются в 75% случаев 
[4, 5]. Положительные результаты определения анти-
тел к LKM-1 методом НРИФ на криостатных срезах 

печени/почек/желудка крыс (мышей) в титрах ≥1:40 
служат диагностическим критерием АИГ [7-10, 22]. 
При АИГ-2 выявление антител к LKM-1 в сыворотке 
крови отличается умеренной ДЧ (57%) и высокой ДС 
(100%) [20].  У взрослых пациентов с АИГ исследо-
вание антител к LKM-1 имеет очень низкую ДЧ (1%) 
и высокую ДС (99%) [29].  Титры антител к LKM-1 
в сыворотках взрослых пациентов и детей отражают 
тяжесть заболевания и ответ на проводимое лечение 
[9]. Кроме того, у детей повышение уровня антител 
к LKM-1 в крови положительно коррелирует с ак-
тивностью АИГ-2 и предшествует рецидиву заболе-
вания после трансплантации печени [5]. Антитела к 
LKM-2, взаимодействующие с цитохромом P4502C9 
(CYP2C9), были обнаружены в сыворотках больных 
лекарственным гепатитом, индуцированным урикозу-
рическим и гипотензивным препаратом тикринафен 
(тиелиновая кислота), снятого с производства в 1982 
году [2, 3, 5, 22]. В настоящее время исследование 
антител к LKM-2 не имеет клинического значения, 
однако может быть полезным для изучения аутоим-
мунных механизмов поражения печени [2]. Антитела 
к LKM-3, для которых таргетными антигенами слу-
жат ферменты семейства уридин дифосфат глюкуро-
нозилтрансфераз, выявляются в сыворотках 8-19% 
пациентов с АИГ-2, у 13% больных гепатитом D, зна-
чительно реже при гепатите С [2, 5, 9]. Полагают, что 
определение антител к LKM-3 можно использовать в 
качестве дополнительного маркера для диагностики 
АИГ-2, серонегативного по антителам к LKM-1 и LC-
1 [2, 9]. Антитела к цитохромам P4502А6 (CYP2A6) 
и P4501А2 (CYP1A2) идентифицируются при АИГ-2, 
связанном с редким аутосомно-рецессивным заболе-
ванием APECED (синдромом аутоиммунной поли-
эндокринопатии-кандидоза-эктодермальной дистро-
фии) [5, 9, 22]. Антитела к P4501А2 (CYP1A2) могут 
также встречаться при гепатите, индуцированном ди-
гидралазином [9, 22]. 

Следует подчеркнуть, что среди больных АИГ 
изолированные ANA, ASMA, антитела к LKM1 встре-
чаются у 49% пациентов, а сочетания двух и более 
аутоантител – в 51% случаев, причем наиболее рас-
пространена комбинация ANA и ASMA, частота кото-
рой соответствует 43% [2, 9, 29].

Антитела к LC-1, направленные против цитозоль-
ного фермента гепатоцитов формиминотрансферазы 
циклодезаминазы (FTCD), служат дополнительным 
диагностическим маркером АИГ-2 [2, 3, 5, 9, 22]. Ан-
титела к LC-1 выявляются у 24-32% больных АИГ-2, 
преимущественно среди детей и лиц молодого воз-
раста (<20 лет); частота совместного обнаружения 
антител к LC-1 и LKM1 составляет 75% [2, 3, 5, 9]. 
Идентификация изолированных антител к LC-1 в сы-
воротках молодых пациентов, не инфицированных 
вирусом гепатита С, может оказаться полезной для 
подтверждения диагноза АИГ-2 в отсутствие ANA, 
ASMA и антител к LKM1 [2, 3]. Яркое окрашивание 
цитоплазмы гепатоцитов, индуцируемое антителами 
к LC-1 при их определении с помощью НРИФ на кри-
остатных срезах печени мышей/крыс, нередко маски-
руется одновременным присутствием в сыворотках 
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пациентов антител к LKM1, в связи с чем, для выяв-
ления антител против LC-1 рекомендовано использо-
вать подтверждающие методы твердофазного иммун-
ного анализа (ИБ, иммунопреципитацию, двойную 
иммунодиффузию, контриммуноэлектрофорез) [2, 5]. 
Обнаружение антител к LC-1 имеет низкую чувстви-
тельность (35%) и высокую специфичность (98%) для 
диагностики АИГ-2 [20]. Высокие уровни антител к 
LC-1 положительно коррелируют с клинико-лабора-
торными показателями воспалительной активности 
АИГ-2 и прогнозируют тяжелое течение заболевания 
с развитием цирроза печени [2, 5].

Антитела к SLA/LP относятся к IgG1 субти-
пу иммуноглобулинов и распознают иммунодоми-
нантный В-клеточный эпитоп С-концевого участ-
ка белка SepSecS – синтазы (S), конвертирующей 
О-фосфосерил-тРНК (Sep) в селеноцистеинил-тРНК 
(Sec) [2, 3, 5]. Антитела к SLA/LP служат наиболее 
высокоспецифичным диагностическим маркером 
АИГ-1. В отличие от ANA, ASMA и антител к LKM1, 
которые встречаются у 10-15% пациентов с вирусны-
ми гепатитами, антитела к SLA/LP не проявляют пере-
крестной реактивности с гомологичными пептидами 
вирусного происхождения и обнаруживаются исклю-
чительно при АИГ-1 [2]. При использовании методов 
ИФА и ИБ, частота выявления антител к SLA/LP в сы-
воротках больных АИГ-1 составляет 7-30% [2, 3, 5, 9]. 
Антитела к SLA/LP идентифицируют также у 14-20% 
больных АИГ, серонегативных по всем классическим 
аутоантителам, определяемым при данной патологии 
[9]. Согласно результатам метаанализа 16 исследова-
ний у 850 пациентов, обнаружение антител к SLA/LP 
при АИГ-1 характеризуется низкой ДЧ (19,4%; 95% 
ДИ от 16,8% до 22,2%), высокой ДС (98,9%; 95% ДИ 
от 98,5% до 99,3%) и хорошей диагностической эф-
фективностью (ОППР– 11,089; 95% ДИ от 7,601 до 
16,177; ОПОР – 0,839; 95% ДИ от 0,777 до 0,905) [33]. 
Присутствие антител к SLA/LP в сыворотках больных 
АИГ-1 ассоциируется с тяжелым гистологическим 
поражением печени, длительным лечением, рециди-
вами заболевания после отмены терапии, необходи-
мостью трансплантации печени и увеличением коли-
чества смертельных исходов вследствие печеночной 
недостаточности [2].

ANCA – гетерогенная группа аутоантител, реаги-
рующих с ферментами цитоплазмы нейтрофилов. В 
зависимости от типа свечения в НРИФ на фиксиро-
ванных этанолом нейтрофилах человека различают 
две основных разновидности ANCA – цитоплазма-
тические (c) ANCA и перинуклеарные (р) ANCA. 
Обнаружение сANCA и рANCA в сыворотках крови 
наиболее характерно для  системных некротизирую-
щих васкулитов сосудов среднего и мелкого калибра 
(АNCA-ассоциированных системных васкулитов) 
[34]. cANCA дают диффузный цитоплазматический 
гранулярный тип свечения с большей интенсивно-
стью по направлению к ядру нейтрофилов, чем к 
периферии, взаимодействуют с протеиназой 3 (PR3) 
и являются высокоспецифичным диагностическим 
маркером гранулематоза с полиангиитом (ГПА). 
pАNCA характеризуются гомогенным свечением 

цитоплазмы по периферии ядра нейтрофилов, ре-
агируют с миелопероксидазой и служат полезным 
диагностическим маркером микроскопического по-
лиангиита, синдрома Черджа – Строс, быстропро-
грессирующего гломерулонефрита и идиопатическо-
го альвеолярного геморрагического синдрома. При 
АИГ-1, ПСХ и воспалительных заболеваниях кишеч-
ника (ВЗК) выявляют преимущественно атипичные 
рANCA, которые идентифицируются с помощью 
НРИФ на фиксированных этанолом нейтрофилах в 
виде ядерного свечения или диффузной неоднород-
ной флюоресценции перинуклеарной цитоплазмы и, 
в отличие от классических рANCA, не меняют сво-
его паттерна при фиксации клеток формалином [5, 
22]. Таргетными антигенами для атипичных рANCA 
служат различные ядерные и цитоплазматические 
белки нейтрофилов (гистоновый белок Н1, негисто-
новые белки хроматина HMG-1 и HMG-2катепсин G, 
эластаза, лизоцим, β-глюкуронидаза, лактоферрин, 
BPI, α-энолаза, каталаза). В качестве подтверждаю-
щих тестов для определения данных разновидностей 
атипичных рANCA используются методы ИФА и ИБ. 
Среди атипичных рANCA наиболее специфичным 
маркером АИГ-1, ПСХ и ВЗК являются атипичные 
периферические антиядерные нейтрофильные анти-
тела (pANNA), реагирующие с белком-нуклеопори-
ном β-тубулин 5, который локализуется в ядерной 
мембране нейтрофилов [5, 22]. pANNA могут быть 
обнаружены в сыворотках крови только с помощью 
НРИФ на нейтрофилах человека, фиксированных 
формальдегидом.  Атипичные рANCA встречаются в 
сыворотках крови у 20-96% больных АИГ-1, 26-94% 
больных ПСХ, 33-83% больных язвенным колитом 
(ЯК), 0-27% пациентов с болезнью Крона (БК) [5, 9, 
13, 27-28]. Атипичные рANCA служат дополнитель-
ным диагностическим маркером АИГ-1 при отсут-
ствии других аутоантител (АNА, АSMA, антител к 
LKM-1, LC-1 и SLA/LP) [5, 9].

Антитела к ASGPR направлены против трансмем-
бранного гликопротеина II типа, экспрессирующе-
гося на поверхности гепатоцитов и известного как 
печеночный лектин.  ASGPR – единственный иденти-
фицированный специфический аутоантиген мембран 
гепатоцитов, который является основной мишенью в 
опосредованном Т- и В- клетками аутоиммунном по-
вреждении печени [2, 15, 22, 35]. Антитела к ASGPR 
служат дополнительным диагностическим маркером 
АИГ обоих типов. Частота обнаружения антител к 
ASGPR в сыворотках больных АИГ-1 и АИГ-2 (67-
88%) выше, чем у пациентов с ПБХ (14-22%), хро-
ническим гепатитом В (7%), хроническим гепатитом 
С (14%), острым гепатитом В (35%) и алкогольным 
поражением печени (8%) [2]. При АИГ ДЧ выявле-
ния антител ASGPR с помощью коммерческих набо-
ров реагентов для ИФА составляет 78%, ДС – 99% 
[2, 35]. Выявление антител к ASGPR ассоциируется с 
тяжелым течением АИГ, высокой лабораторной и ги-
стологической активностью заболевания, развитием 
рецидивов после прекращения иммуносупрессивной 
терапии [2]. 

АИГ с отсутствием в сыворотке крови стандарт-
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ных аутоантител (ANA, ASMA и антител к LKM-1), 
так называемый серонегативный вариант АИГ, встре-
чается с частотой <7% при остром, тяжелом течении 
заболевания и 1-35% у пациентов с хроническими 
проявлениями АИГ [9, 36]. Получение серонегатив-
ных результатов лабораторного исследования обу-
словлено динамикой патологического процесса, в том 
числе, связыванием аутоантител с соответствующими 
антигенами и последующим их выведением из крови 
в составе иммунных комплексов, а также подавлени-
ем продукции аутоантител вследствие иммуносупрес-
сивной терапии или генетической предрасположен-
ности. Рекомендуется проведение повторных имму-
нодиагностических тестов с целью обнаружения не 
только стандартных, но и дополнительных (антител к 
LC-1, SLA/LP, атипичных рANCA, антител к ASGPR) 
аутоантител, характерных для АИГ [9, 36]. С другой 
стороны, серонегативный АИГ может ассоциировать-
ся с наличием у больных до сих пор неизвестных, 
трудно идентифицируемых аутоантител [36].   

Аутоантитела при ПБХ
ПБХ – хроническое аутоиммунное воспалитель-

ное заболевание печени, характеризующееся имму-
ноопосредованным повреждением эпителия желчных 
протоков с развитием холестаза и билиарного цирро-
за [11-12, 23].

АМА – гетерогенная группа аутоантител, реаги-
рующих с различными белками, расположенными 
на внутренней и наружной мембранах митохондрий 
(М1-М9), однако для ПБХ характерны субтипы АМА, 
направленные против белков М2, М4, М8 и М9 [20]. 
При ПБХ АМА вырабатываются преимуществен-
но к антигену внутренней мембраны митохондрий 
М2, представляющему собой Е2-субъединицу пи-
руватдегидрогеназного комплекса (PDH-E2/M2), 
входящего в состав дегидрогеназных комплексов 
2-оксикислоты (2-OADC). Прочие разновидности 
ПБХ-ассоциированных АМА распознают другие 
компоненты 2-OADC, включая Е2-субъединицу ок-
соглутаратдегидрогеназного комплекса (OGDC-E2), 
Е2-субъединицу дегидрогеназного комплекса 2-окси-
кислоты с разветвленной цепью (BCOADC-E2), E1α-
субъединицу и E3 - связывающий белок PDH, но вы-
являются реже, чем АМА-М2 [15, 23-24]. АМА-М2 
– патогномоничный, наиболее специфичный маркер 
ПБХ, встречающийся у 90-95% пациентов с данным 
заболеванием [12, 24]. Установлено, что АМА-М2 
могут выявляться в сыворотках больных ПБХ за 5-10 
лет до клинической манифестации заболевания [12, 
24, 37]. Частота обнаружения АМА-М2 в общей по-
пуляции составляет 0,16 - 1%, при вирусном гепатите 
С - 8% [12, 24]. Скрининговое исследование АМА-М2 
в сыворотке крови включают НРИФ на срезах пече-
ни/почек/желудка крыс (мышей) и НРИФ-HEp-2 (пат-
терн АС-21), подтверждающее тестирование – ИФА, 
ХЛИА, МИА и ИБ в составе профиля печеночных 
антител (“liver blot”) [2, 3, 11-12, 20, 32]. Определе-
ние других субтипов АМА, в том числе, антител к 
OGDC-Е2, BCOADC-E2, E1α и E3-связывающему 
белку PDH, осуществляется с помощью ИБ в рамках 
расширенного профиля печеночных антител [3, 15, 

20, 23, 38]. Положительные результаты анализа АМА/
АМА-М2 в сыворотке крови служит диагностическим 
критерием ПБХ [11, 12, 22].  По данным метаанализа 
24-х исследований у 2992 больных ПБХ, 18 467 па-
циентов с другими заболеваниями печени и здоровых 
лиц, обнаружение АМА/АМА-М2 различными мето-
дами (НРИФ, ИФА, ИБ) при ПБХ суммарно характе-
ризуется высокими показателями ДЧ (84,5%; 95% ДИ 
от 83,3% до 85,6%), ДС (97,8%; 95% ДИ от 97,6% до 
98,0%) и диагностической эффективности (ОППР– 
25,201; 95% ДИ от 17,583 до 36,118; ОПОР – 0,162; 
95% ДИ от 0,131 до 0,199) [39]. В работе F. Gaiani и 
соавт. [38] показано, что среди больных ПБХ (n=164) 
ДЧ выявления АМА/АМА-М2 путем НРИФ на ткане-
вых срезах составляла 89,6%, НРИФ-НЕр-2 – 14,6%, 
ИФА с использованием антигена MIT3 (содержащего 
иммунодоминантные участки PDH-E2, BCOAD-E2, 
OGDC-E2) – 89,0%, ИБ с применением рекомбинант-
ных и очищенных антигенов PDH-E2, OGDC-Е2, 
BCOADC-E2 и E3-PDH – 94,5%. При этом, результа-
ты определения АМА/АМА-М2 посредством НРИФ 
и твердофазных методов иммунного анализа (ИФА, 
ИБ) имели умеренную степень согласованности 
(коэффициент каппа Коэна 0,538 – 0,465).  По мне-
нию авторов, комбинированное тестирование АМА/
АМА-М2 с помощью НРИФ на тканевых срезах в со-
четании с технологиями  ИФА и ИБ позволяет повы-
сить чувствительность исследования для диагности-
ки ПБХ с 89,6% до 98,2% и 98,8%, соответственно. 
Титры АМА-М2 в сыворотке крови не коррелируют с 
активностью и тяжестью течения ПБХ [2]. 

Антигеноспецифические ANA к sp100, gp210 и 
центромерам идентифицируют у      30-50% больных 
ПБХ, при этом частота обнаружения антител к sp100 
составляет 27%, антител к gp210 – от 16% до 25%, 
антител к центромерам – 16% [2, 24]. Среди АМА-
негативных больных ПБХ встречаемость ANA до-
стигает 20-35% [40]. Наиболее специфичными для 
ПБХ являются антитела к sp100 и gp210.  Антитела 
к sp100 реагируют с ядерным антигеном sp100 и при 
определении методом НРИФ-НЕр-2 проявляются в 
виде паттерна АС-6 (множественные точки в ядре) 
[2, 20, 32]. Антитела к sp100 могут быть единствен-
ным иммунологическим маркером ПБХ у АМА-не-
гативных пациентов [2]. Согласно результатам ме-
таанализа 11 исследований, включавшем 400 AMA-
негативных больных ПБХ и 6217 лиц контрольной 
группы, обнаружение антител к sp100 различными 
методами (НРИФ-НЕр-2, ИФА, ИБ) отличается низ-
кой ДЧ (25,0%; 95% ДИ от 13,0% до 43,0%), высокой 
ДС (97,0%; 95% ДИ от 93,0% до 98,0%) и хорошей 
диагностической эффективностью (ППК – 0,840; 95% 
ДИ от 0,800 до 0,870) [40]. Имеются данные, что вы-
явление антител к sp100 в сыворотках больных ПБХ 
с помощью ИФА и ИБ обладает несколько большей 
ДЧ и ДС по сравнению с НРИФ-НЕр-2 [20]. Повыше-
ние уровней антител к sp100 при ПБХ положительно 
коррелирует с возрастом пациентов и сывороточной 
концентрацией гамма-глобулинов, а также ассоци-
ируется с быстрым гистологическим прогрессиро-
ванием заболевания и развитием рецидивирующих 
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бактериальных инфекций мочевыводящих путей [2]. 
Антитела к gp210 распознают интегральный мем-
бранный белок gp210 комплекса ядерных пор, вклю-
чающего также нуклеопорин p62, рецептор ламинина 
В (LBR) и транслоцированную промоторную область 
(Tpr) [2, 20, 32]. В НРИФ-НЕр-2 антитела к gp210 
идентифицируются в виде ядерного мембранного 
точечного свечения (паттерн АС-12); для определе-
ния данных аутоантител рекомендуется проведение 
подтверждающих антигеноспецифических тестов 
(ИБ, ИФА) [20, 32]. Обнаружение антител к gp210 в 
сыворотках AMA-негативных больных ПБХ с помо-
щью различных методов иммунного анализа (НРИФ-
НЕр-2, ИФА, ИБ), как и выявление антител к sp100, 
характеризуется низкой ДЧ (23,0%; 95% ДИ от 13,0% 
до 37,0%), высокой ДС (99,0%; 95% ДИ от 97,0% до 
100,0%) и хорошей диагностической эффективностью 
(ППК – 0,810; 95% ДИ от 0,770 до 0,840) [40]. Поло-
жительные результаты определения антител к gp210 
более тесно связаны с тяжестью течения ПБХ, чем ан-
титела к sp100. Увеличение сывороточной концентра-
ции антител к gp210 прогнозирует развитие тяжелого 
интерфейсного гепатита и лобулярного воспаления, 
является важным фактором риска прогрессирования 
болезни по типу печеночной недостаточности (ОШ 
– 33,77; 95% ДИ от 5,93 до 636,74), ассоциируется с 
тяжелым холестазом [2].  Антитела к центромерам 
направлены против центромерных нуклеопротеинов 
(CENP) - A, B, C. В НРИФ-HЕp-2 эти аутоантитела 
вызывают специфический ядерный центромерный 
тип свечения (паттерн АС-3). Среди подтверждаю-
щих тестов в настоящее время наиболее доступно 
выявление антител к СENP-B с помощью ИФА, ИБ, 
ХЛИА и МИА [32]. При ПБХ обнаружение антител к 
центромерам имеет ограниченную ДС, так как может 
сочетаться с наличием у пациентов сопутствующих 
аутоиммунных ревматических заболеваний, включая 
лимитированную форму системной склеродермии, 
синдром Рейно, болезнь/синдром Шегрена, для ко-
торых антицентромерные антитела также являются 
диагностическими маркерами [2, 32]. Повышение 
уровней антител к центромерам в сыворотках боль-
ных ПБХ сопровождается быстрым формированием 
печеночной недостаточности, увеличением сыворо-
точной концентрации щелочной фосфатазы, тяжелым 
повреждением желчных протоков при гистологиче-
ском исследовании, возрастанием частоты развития 
портальной гипертензии [2].

Антитела к Kelh-like 12 и Hexokinase-1 – новые 
дополнительные иммунологические маркеры АМА-
негативного ПБХ, при котором частота их обнаруже-
ния составляет 10-35% [12, 25]. Антитела к Kelh-like 
12 направлены против семейства нуклеопротеинов, 
участвующих в функционировании различных струк-
тур клетки, включая передачу внутриклеточных сиг-
налов, регуляцию транскрипции, экспорт коллагена 
и убиквитирование белков через взаимодействие с 
E3-лигазой куллина. Таргетным аутоантигеном для 
антител к Hexokinase-1 служит фермент внешней 
мембраны митохондрий, регулирующий фосфорили-
рование глюкозы с образованием   глюкозо-6-фосфата 

и чувствительность клеток к апоптозу [25-26, 41]. Для 
определения антител к Kelh-like 12 и Hexokinase-1 в 
сыворотке крови используют методы ИФА, ИБ и МИА 
[25-26, 41-42, 43]. В когорте из 366 больных ПБХ ДЧ 
выявления антител к Kelh-like 12 и Hexokinase-1 ме-
тодом ИФА в общей группе составляла 40% и 45%, 
среди 277 АМА-позитивных пациентов – 42% и 53%, 
а у 89 АМА-негативных пациентов – 35% и 22%, со-
ответственно. ДС определения антител к Kelh-like 12 
и Hexokinase-1 при ПБХ относительно 174 больных 
другими хроническими заболеваниями печени, ВЗК, 
СШ и 80 здоровых лиц достигала 96,1–96,9% [25]. От-
мечено, что при использовании ИБ чувствительность 
исследования антител к Kelh-like 12 и Hexokinase-1 
как в общей группе больных ПБХ (n=100) (16%), так 
и у АМА-позитивных (n=80) (14% и 18%) и АМА-не-
гативных (n=20) (25% и 10%) пациентов была ниже 
по сравнению с ИФА. По данным тех же авторов, 
комбинированное определение антител к Kelh-like 
12, Hexokinase-1, sp100 и gp210 при АМА-негатив-
ном ПБХ повышает ДЧ тестирования антигеноспеци-
фических ANA с 48,3% до 68,5% методом ИФА и с 
55% до 75% методом ИБ. Результаты многоцентрово-
го исследования антител к Kelh-like 12 и Hexokinase-1 
с помощью ИФА в странах Европы и Северной Аме-
рики продемонстрировали, что при АМА-позитивном 
ПБХ (n=414) показатели ДЧ, ДС, ОППР и ОПОР для 
антител к Kelh-like 12 составляют 24,9%, 95,3%, 4,60, 
0,79, а для антител к Hexokinase-1 – 45,7%, 94,5%, 
8,28, 0,58, соответственно. При АМА-негативном 
ПБХ (n=73) антитела к Kelh-like 12 выявляются у 
19,2%, антитела к Hexokinase-1 – у 24,7% больных, в 
то время как совместное обнаружение данных ауто-
антител наблюдается в 38,4% случаев [26]. Таким об-
разом, несмотря на низкую ДЧ, определение антител 
к Kelh-like 12 и Hexokinase-1 при ПБХ имеет высокую 
ДС и позволяет расширить возможности диагностики 
АМА-негативного ПБХ. Прогностическое значение 
антител к Kelh-like 12 и Hexokinase-1 при ПБХ нуж-
дается в уточнении, однако рядом авторов отмечена 
ассоциация данных аутоантител с гипербилирубине-
мией, развитием фиброза печени, печеночной недо-
статочности и риском быстрого прогрессирования за-
болевания [41-42].

Аутоантитела при ПСХ
ПСХ – хроническое холестатическое заболевание 

печени, характеризующееся воспалением, облите-
рирующим фиброзом и сегментарным расширением 
внутри- и внепеченочных желчных протоков, разви-
тием билиарного цирроза, портальной гипертензии и 
печеночной недостаточности [13]. У 75-80% больных 
ПСХ ассоциируется с ВЗК, особенно часто – с ЯК (в 
80-90% случаев). 

Развитие иммунопатологического процесса при 
ПСХ сопровождается образованием широкого спек-
тра аутоантител, однако ни одно из них не обладает 
достаточной специфичностью для диагностики дан-
ного заболевания (табл. 2) [3, 13, 27].

Как следует из табл. 2, в сыворотках больных ПСХ 
особенно часто идентифицируют атипичные pANСA,

ANA и ASMA, увеличение продукции которых
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Т а б л и ц а  2
Частота обнаружения аутоантител при ПСХ [3, 13, 27]

Аутоантитела Частота обнаруже-
ния, %

Атипичные pANCA 26-94
Антитела к эпителиальным клеткам

желчных протоков (BEC) 63

ANA 8-77
ASMA 0-83

Антитела к Saccharomyces cerevisiae 
(ASCA) 44

IgA-антитела к гликопротеину 2 (GP2) 47-72
Антитела к кардиолипину 4-63

Ревматоидный фактор 15
Антитела к эндотелиальным клеткам 35

Антитела к тиреопероксидазе 7-16
Антитела к тиреоглобулину 4

Антитела к базальной мембране клубоч-
ков почки 17

также наблюдается при АИГ. Наиболее характерны-
ми для ПСХ являются атипичные pANСA – основные 
иммунологические маркеры ЯК, частота обнаруже-
ния которых при ПСХ достигает 95%.  Встречаемость 
атипичных pANСA у больных ПСХ без ВЗК состав-
ляет 25-77%, в сочетании с ВЗК – 23-88%, в том чис-
ле, с ЯК – 50-80%, БК – 10-20% [13, 27].  По данным 
большинства исследователей, определение атипич-
ных pANСA имеет ограниченное диагностическое и 
прогностическое значение при ПСХ, однако, суще-
ствуют данные о связи положительных результатов 
выявления этих аутоантител с более ранним началом 
заболевания, обширным поражением желчевыводя-
щих путей и риском развития холангиокарциномы 
[3, 13, 27]. Наряду с атипичными pANСA, у больных 
ПСХ отмечено повышение сывороточных уровней 
маркеров БК, в частности, антител к Saccharomyces 
cerevisiae (ASCA) и IgA-антител к гликопротеину 2 
(GP2) [3, 27]. Наличие IgA-антител к GP2 при ПСХ 
сопровождается вовлечением в патологический про-
цесс крупных желчных протоков, развитием холанги-
окарциномы и увеличением смертности [3]. Антитела 
к эпителиальным клеткам желчных протоков (BEC) 
в сыворотках больных ПСХ встречаются чаще, чем 
при ПБХ и у здоровых лиц (63%, 37% и 8%) [27]. 
Установлено, что антитела к ВЕС совместно с бакте-
риальным липополисахаридом играют важную роль 
в иммунопатогенезе ПСХ, стимулируя выработку ин-
терлейкина-6 клетками эпителия желчных протоков 
[3, 27]. Повышение уровней IgA-антител к ВЕС ассо-
циируется с неэффективностью лечения ПСХ [3]. Об-
наружение антител к кардиолипину служит фактором 
риска тромботических осложнений при ПСХ [27]. 
Идентификация в сыворотках крови пациентов анти-
фосфолипидных и множества других разновидностей 
аутоантител, включая ревматоидный фактор, антитела 
к тиреопероксидазе, тиреоглобулину, тканевой транс-
глутаминазе, базальной мембране клубочков почки и 

т.д., может свидетельствовать о сочетании ПСХ с не-
сколькими аутоиммунными заболеваниями. У 10-12% 
пациентов с ПСХ регистрируется повышенный уро-
вень сывороточного IgG4, который сопровождается 
тяжелым течением и исходом заболевания, при этом 
подчеркивается необходимость дифференциальной 
диагностики данного субтипа «классического» ПСХ 
с IgG4-связанным аутоиммунным холангитом [3, 13].

Таким образом, антитела к антигенам гепатоци-
тов, холангиоцитов и нейтрофилов являются основ-
ными иммунологическими маркерами АИЗП. Для 
обнаружения аутоантител в сыворотках крови боль-
ных АИЗП используют скрининговые иммунодиаг-
ностические тесты первой линии (определение АNА, 
ASMA, АМА-М2, антител к LKM-1 и LC-1 методом 
НРИФ на тканевом комплексе криосрезов печени/
почки/желудка крысы или мыши; АNА методом 
НРИФ на НЕр-2 клетках; антител к SLA/LP с помо-
щью ИФА, ИБ) и подтверждающие/дополнительные 
иммунодиагностические тесты второй линии (ис-
следование АМА-М2, антител к F-актину, LKM-1, 
LKM-3, LC-1, sp100, gp210, центромерам подтверж-
дающими методами ИФА, ИБ, ХЛИА, МИА; атипич-
ных рANCA методом  НРИФ на нейтрофилах чело-
века, фиксированных формальдегидом; антител к 
ASGPR, Kelh-like 12 и Hexokinase-1 с помощью ИФА, 
ИБ, МИА). Стандартными, «классическими» диагно-
стическими маркерами АИЗП служат ANA, ASMA, 
антитела к LKM-1 и AMA-M2. Комплексный анализ 
профилей стандартных и дополнительных субти-
пов аутоантител позволяет существенно повысить 
чувствительность диагностики АИЗП и уменьшить 
количество «серонегативных» вариантов данных 
патологических состояний. Наибольшее прогности-
ческое значение при АИГ и ПБХ имеют антитела к 
F-актину, LC-1, SLA/LP, ASGPR, sp100, gp210, цен-
тромерам, Kelh-like 12 и Hexokinase-1, обнаружение 
которых ассоциируется с высокой воспалительной 
активностью, тяжелым рецидивирующим течением 
заболевания, прогрессированием гистологического 
повреждения печени, циррозом, печеночной недоста-
точностью, необходимостью трансплантации печени. 
У больных ПСХ наличие атипичных рANCA и IgA-
антител к GP2 в сыворотке крови является фактором 
риска обширного поражения желчевыводящих путей 
и развития холангиокарциномы. Перспективы им-
мунодиагностики АИЗП связаны с необходимостью 
стандартизации методов исследования аутоантител, 
поиском и клинической валидацией новых разновид-
ностей данных биомаркеров на основе современных 
лабораторных технологий. 
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Введение. В марте 2020 г. Всемирная организация 
здравоохранения объявила о пандемии коронавирус-
ной инфекции (SARS-CoV-2). К середине марта 2021 
года во всем мире этой инфекцией заболели 119 млн. 
человек, выздоровели 94,7 млн. человек, у 2,6 млн. 
наступил летальный исход. В России этой инфекци-
ей заболели 4,37 млн. человек, выздоровели 3,97 млн. 
человек, у 91,2 тыс. человек заболевание привело к 
летальному исходу [1].

Беременные женщины и роженицы представляют 
группу высокого риска во время пандемии коронави-
русной инфекции (COVID-19), обусловленную разви-
тием тяжёлого острого респираторного синдрома. Во 
время беременности наблюдается состояние иммун-
ной толерантности, предрасполагающее организм 
женщины к развитию вирусных и бактериальных 
инфекций, вызывающее уязвимость матери и плода 
к неблагоприятным последствиям COVID-19. У бере-
менных женщин с пневмонией чаще происходят пре-
ждевременные роды, рождаются недоношенные дети 
с низкой массой тела, выше - частота проведения ке-
сарева сечения. Во время беременности повышается 
предрасположенность к развитию гипертензии и ге-
стационного сахарного диабета, которые в настоящее 
время являются признанными факторами риска раз-
вития тяжёлого острого респираторного синдрома, 
вызываемого коронавирусами, в том числе, и SARS-
CoV-2. При тяжёлом течении заболевания бактери-
альные инфекции значительно увеличивают смерт-
ность от COVID-19 [2]. На XV Международном кон-
грессе по репродуктивной медицине представлены 
общие данные по Москве за период пандемии. Всего 
в Москве за период новой коронавирусной инфекции 
заболели 2362 беременные женщины, из них лечение 
на дому получали всего лишь 203 (8,6%) женщины, 
госпитализированы 2159 (91,4%) беременных жен-
щин. Среди госпитализированных беременных лёг-
кое течение заболевания установлено у 902 (38,2%) 
женщин, средней степени тяжести - у 1401 (59,3%) 
женщины, тяжёлая степень выявлена у 43 (1,8%) па-
циенток, крайне тяжелая - у 16 (0,7%) женщин [3]. Но-
зокомиальные инфекции (НИ) рассматриваются как 
значимое осложнение COVID-19 у госпитализиро-
ванных больных. Спектр возбудителей НИ и их чув-
ствительность к антимикробным препаратам (АМП) 
вероятно зависит от циркулирующих госпитальных 
штаммов в конкретном стационаре или отделении [4].

Важно учитывать, что неизбирательное использо-
вание АМП во время беременности может изменить 
как материнскую, так и эмбрионально-неонатальную 
микробиоту, вызывая будущие последствия для обоих 
[5, 6].

Цель исследования - провести сравнительный 
анализ микробиоты и уровня антибиотикорезистент-
ности микроорганизмов у беременных и родильниц, 
госпитализированных в ковидный госпиталь и в об-
ластной перинатальный центр ГАУЗ СО «Областной 
детской клинической больницы» (ОДКБ).

Материал и методы. Во вторую «волну» панде-
мии новой коронавирусной инфекции (НКВИ) неко-
торые отделения ГАУЗ СО «ОДКБ» по приказу Минз-

драва  Свердловской области перепрофилировались 
для оказания медицинской помощи пациентам. Для 
беременных женщин с НКВИ выделено акушерское 
обсервационное отделение № 3 с коечным фондом на 
70 коек. Женщин с отрицательным тестом на SARS-
CoV-2 госпитализировали в отделения областного пе-
ринатального центра (ОПЦ).

Для сравнительного анализа отобраны результаты 
посевов клинических образцов от женщин, поступав-
ших и в ковидный госпиталь ОДКБ с диагнозом новая 
коронавирусная инфекция, и в ОПЦ с отрицательным 
тестом на SARS-CoV-2 в период с 05.07.2021 г. по 
24.11.2021 года.

Все обследованные пациентки подписывали до-
бровольное информированное согласие на микробио-
логическое исследование.

Взятие и доставка образцов биоматериала (отде-
ляемое цервикального канала, последа, лохии и по-
лости матки) для микробиологического исследова-
ния производилось с использованием коммерческих 
транспортных пробирок со средой Эймса согласно 
действующей нормативной документации [7].

Посев клинического материала (отделяемое цер-
викального канала, лохии) проводили ручным полу-
количественным методом, на следующие питатель-
ные среды Эндо, желточно-солевой, кровяно-дрож-
жевой-сывороточный, шоколадный агар, агар Сабуро. 
Посевы инкубировали 24-48 часов при +37 °С в аэ-
робных условиях. Посевы на кровяно-дрожжевой-сы-
вороточный и шоколадный агар инкубировали в СО2-
инкубаторе в капнофильной атмосфере с 5% СО2 24-48 
ч при +37 °С. Пробы биоматериала из полости матки и 
последа дополнительно засевали на прогенерирован-
ную тиогликолевую среду и инкубировали 5 дней в 
термостате при +37 °С с ежедневным просмотром [8]. 
Тестирование чувствительности микроорганизмов к 
АМП проводилось согласно клиническим рекоменда-
циям «Определение чувствительности микроорганиз-
мов к антимикробным препаратам» (Версия-2021-1) 
[9]. Идентификацию выделенных микроорганизмов 
проводили классическим бактериологическим мето-
дом, а также на полуавтоматическом бактериологи-
ческом анализаторе Phoenix M50 (Becton Dickinson, 
США). Определение антибиотикочувствительности 
проводили как диско-диффузионным методом, так и 
на Phoenix M50 (Becton Dickinson, США) с определе-
нием МПК.

Статистика, обработка результатов выполнена с 
помощью программы Statistica 6.0.

Результаты и обсуждение. Согласно ретроспек-
тивному анализу в период с 05.07.2021 г. по 24.11.2021 
г. от пациенток доставлены образцы биоматериала, 
представленные в табл. 1.

Высокий процент исследования лохий у родиль-
ниц с COVID-19 инфекцией, вероятно, связан с об-
щей тяжестью их состояния и наличием патологиче-
ских включений в послеродовых выделениях.

Частота обнаружения микроорганизмов составила 
83,8% (n=687), при исследовании отделяемого церви-
кального канала от беременных женщин и родильниц 
без COVID-19 инфекции  выделено 992 культуры. 
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Частота выявления микроорганизмов у пациенток с 
COVID-19 инфекцией оказалась чуть меньше 80,2% 

(n=69), выделена 101 культура, которые представле-
ны в табл. 2.

Т а б л и ц а  1
Клинические образцы биоматериала от беременных женщин и родильниц

№ п/п Вид биоматериала
Без COVID-19 инфекции С COVID-19 инфекцией

абс. % абс. %

1. Отделяемое цервикального канала 819 67,5 86 47,8

2. Отделяемое с последа 388 32 79 43,9
3. Лохии 1 0,17 13 7,2
4. Полость матки 4 0,33 2 1,1
5. Всего 1212 100 180 100

Т а б л и ц а  2
Микробиологический пейзаж отделяемого цервикального канала

Микроорганизмы
Без COVID-19 инфекции С COVID-19 инфекцией

абс. % абс. %
Представители нормобиоты урогенитального тракта:
Lactobacillus spр. 416 42 28 27,2
Коагулазоотрицательные стафилококки (S. epidermi-
dis, S. haemolyticus) 105 10,7 16 15,9

Corynebacterium spp. 30 3 1 1
Candida spp. 59 5,9 4 4
Микроорганизмы, свидетельствующие о дисбиозе:
Gardnerella vaginalis 29 3 - -
Enterococcus faecalis 102 10,2 20 20
Enterococcus spp. 1 0,1 2 2
Потенциальные возбудители инфекционно-воспалительных заболеваний:
Порядок Enterobacterales 143 14,4 19 18,9
Staphylococcus aureus 21 2,1 1 1
Streptococcus agalactiae 24 2,4 - -
Haemophilus influenzaе 2 0,2 - -
Pseudomonas aeruginosa 1 0,1 - -
Candida spp. 59 5,9 10 10
Всего 992 100 101 100

Обнаруженные Enterococcus faecalis 10,2% (n=102) 
и Enterococcus spp. 0,1% (n=1) у пациенток без COV-
ID-19 инфекции требуют уточнения и разделения на 
колонизацию или инфекцию. Грибы рода Candida spp. 
выделялись в 11,8% (n=118). Выявление единичного 
и скудного роста может свидетельствовать о варианте 
нормофлоры, а обильный и умеренный рост о нали-
чии у женщины кандидоза. Порядок Enterobacterales 
представлен: Escherichia coli в 9,9% (n=98); Klebsiella 
pneumoniaе в 3% (n=30); другими микроорганизмами 
- Enterobacter spp, Proteus spp., Citrobacter spp., Mor-
ganella spp. в 1,5% (n=15), что не противоречит дан-
ным литературы [10].

У женщин без COVID-19 инфекции из церви-
кального канала чаще выделялись представители 
нормобиоты - 61,6%, по сравнению с пациентками 
с COVID-19 инфекцией - 48,1%, что вероятно свя-
зано с более частым назначением последним АМП. 
Преобладание энтерококков у пациенток с НКВИ, 
может свидетельствовать о колонизации цервикаль-
ного канала бактериями, обладающими природными 

механизмами резистентности к АМП. Более высокая 
доля выявления грибов рода Candida spp. возможно 
связана с тем, что пациентки с НКВИ получали си-
стемные глюкокортикостероиды, оказывающие им-
муносупрессивное действие. Отсутствие у пациенток 
с НКВИ часто встречающихся в cervix S. agalactiae и 
H. Influenzaе, вероятно связано с более частым назна-
чением им антимикробных препаратов [11]. Большая 
доля представителей порядка Enterobacterales, пред-
ставленных только E. coli и K. pneumoniaе, у пациен-
ток с COVID-19 свидетельствует о присоединении 
нозокомиальной инфекции.

Частота выявления микроорганизмов при исследо-
вании отделяемого из последа у пациенток без CO-
VID-19 инфекции составила 42,5% (n=165), выделено 
226 культур. У женщин с НКВИ - 24% (n=19), выде-
лено 30 культур. Микробиологический пейзаж выде-
ленных культур с последа представлен в табл. 3.

От пациенток без НКВИ выделены и другие пред-
ставители порядка Enterobacterales (Enterobacter spp., 
Proteus spp., Citrobacter spp., Morganella spp.) 2,3% 
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(n=5), кроме E. coli  - 31,4% (n=71) и K. pneumoniaе 
- 3,5% (n=8).

Частота встречаемости штаммов-продуцентов 

бета-лактамаз расширенного спектра (БЛРС) среди 
клинических изолятов порядка Enterobacterales пред-
ставлена в табл. 4.

Т а б л и ц а  3
Микробиологический пейзаж отделяемого с последа

Микроорганизмы
Без COVID-19 инфекции С COVID-19 инфекцией
абс. % абс. %

Представители нормобиоты урогенитального тракта:
Lactobacillus spp. 20 8,8 3 10
Коагулазоотрицательные стафилококки (S. epidermidis, S. 
haemolyticus) 44 19,6 11 36,7

Corynebacterium spp. 6 2,6 - -
Потенциальные возбудители инфекционно-воспалительных заболеваний:
Порядок Enterobacterales 84 37,1 5 16,7
Staphylococcus aureus 5 2,3 2 6,6
Streptococcus agalactiae 11 5 - -
E. faecalis 52 23 - -
Enterococcus spp. 2 0,8 8 26,7
Haemophilus influenzaе 1 0,4 - -
Candida spp. 1 0,4 1 3,3
Всего 226 100 30 100

Т а б л и ц а  4
Частота встречаемости (в %) БЛРС у энтеробактерий, выделенных из отделяемого цервикального канала и последа

Фенотип
Без COVID-19 инфекции С COVID-19 инфекцией

E. coli K. pneumoniaе E. coli K. pneumoniaе
ESBL положительные 22,6* 28,9** 50* 50**
ESBL отрицательные 77,4 71,1 50 50

Примечание. * - Различие между уровнем ESBL положительных штаммов E. coli достоверна, p=0,01; ** - различие между уровнем ESBL по-
ложительных штаммов K. pneumoniaе не достоверна,  p=0,254.

Энтеробактерии, независимо от фенотипа, сохра-
няли высокую чувствительность к карбапенемам в 
обеих группах пациенток. Все штаммы S. agalactiae 
100% чувствительны к пенициллину, а E. faecalis к 
ампициллину, что не противоречит данным литерату-
ры [9, 12].

Из лохий от одной родильницы без НКВИ, выделе-
на E. coli, продуцирующая ESBL. За анализируемый 
период из 4-х проб из полости матки выделен лишь 
однократно S. agalactiaе.

У родильниц с НКВИ процент положительных 
высевов из лохий составил 69,2% (n=9), 11 культур. 
Представители нормобиоты (КОС, Corynebacteri-
um spp.) составили 27,3%, грибы рода Candida spp. 
- 18,1%, Enterococcus spp. - 27,3%, K. pneumoniae - 
27,3%. Один клинический изолят K. pneumoniae про-
дуцировал БЛРС, два других штамма - карбапенема-
зы класса D. Из полости матки лишь однократно вы-
делен E. faecalis в монокультуре, который проявлял 
чувствительность к основным тестируемым АМП, 
включая ампициллин.

Проанализировав полученные данные, следует 
отметить, что у женщин с НКВИ наблюдается опре-
делённая тенденция к вытеснению нередко встреча-
ющихся патогенов (S. agalactiae, H.influenzae) и по-
явлению УПМ, в том числе нозокомиальных, с меха-

низмами устойчивости против основных групп АМП, 
используемых для стартовой антимикробной химио-
терапии при инфекционно-воспалительных заболева-
ниях (β-лактамы). По полученным данным, у женщин 
с НКВИ процент выделенных E. coli, продуцирую-
щих БЛРС, выше, а это значит, что стартовая анти-
микробная химиотерапия будет неэффективной, что 
может послужить причиной летального исхода. Необ-
ходимо отметить, что описаны штаммы E. сoli, отно-
сящиеся к группе NMEC (Newborn meningitic E. coli, 
имеющие К1-антиген), которые обладают механизма-
ми устойчивости (БЛРС, карбапенемазы), что может 
явиться причиной развития неонатального менинги-
та с высоким процентом летальности, в особенности 
среди недоношенных детей, поскольку те АМП, что 
будут назначены первой линией, будут не эффектив-
ны [13]. Также не стоит исключать и развития септи-
ческих шоковых состояний у женщин. Последствия 
перенесенной НКВИ пока до конца не изучены, мно-
гие моменты требуют дальнейшего изучения, чтобы 
разработать и активировать программы наблюдения 
за беременными и родильницами, включая изучение 
микробиоты с возможностью определения генов ви-
рулентности УПМ, в частности, исследование E. coli 
с антигеном К1 позволят снизить риски развития не-
онатальных менингитов у детей и септических состо-
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яний у женщин.
Заключение. У беременных женщин без COVID-19 

в 61,6% случаев выделены представители нормобио-
ты. Также у них встречаются такие «внебольничные» 
патогены, как S. agalactiaе и H. influenzaе, что обу-
словлено меньшей частотой приёма антимикробных 
препаратов данной группой пациентов. У беременных 
без инфекционной патологии доля ESBL положитель-
ных изолятов E. coli - 22,6%, K. pneumoniaе - 28,9%. 
У женщин с подтверждённой COVID-19 инфекцией, 
ESBL положительные штаммы E. coli и K. pneumoniaе 
встречаются в половине случаев.
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ИЗУЧЕНИЕ БИОЛОГИЧЕСКИХ СВОЙСТВ АУТОШТАММОВ LACTOBACILLUS SPP. ДЛЯ 
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Пробиотики представляют собой фармацевтические препараты, БАД или пищевые добавки с живыми бактериями, 
которые оказывают восстанавливающее влияние на здоровье человека, способствуют активации иммунной системы, 
улучшают течение аллергических состояний. Часто в качестве пробиотиков, используются бактерии Lactobacillus spp. 
Правильное употребление пробиотиков может быть эффективным при лечении дисбактериозов, диареи различного ге-
неза, заболеваний полости рта, мочеполовой системы и т. п. Цель исследования: отбор аутоштаммов, которые могут 
быть использованы в качестве основы при создании пробиотических препаратов. Изучены 182 штамма Lactobacillus 
spp., из них отобраны девять: 9SM, Dec 1, Ku-f, 12 Pet-f, 14 Ul-d, 15 Sul-c, 10 POD, 7LV, Куз 2, которые идентифициро-
ваны до вида и внесены во Всероссийскую коллекцию промышленных микроорганизмов (БРЦ ВКПМ) (Москва). Все ото-
бранные аутоштаммы лактобактерий обладают высоким уровнем перекрёстной адгезии, показали индекс адгезивности 
микроорганизмов (ИАМ)≥40,0 больше, чем у 50% пациентов. Лучшую адгезию показал аутоштамм 10 POD (ИАМ≥40,0 
у 80% исследуемых пациентов). Все исследуемые штаммы Lactobacillus spp. устойчивы к ванкомицину, промежуточную 
устойчивость к антибиотику норфлоксацину имеют штаммы Ku-f, Куз 2, 15 Sul-c, устойчивыми оказались Dec 1 и 7LV. 
Исследуемые штаммы активно ингибируют рост E. coli и S. aureus, обладают высокой адгезионной способностью, име-
ют хорошую кислотообразующую и антагонистическую активности, что указывает на их высокую эффективность 
в качестве пробиотических бактерий. Показано, что рассматриваемые аутоштаммы Lactobacillus spp. могут быть 
определены как кандидаты для создания новых эффективных пробиотиков.
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STUDY OF BIOLOGICAL PROPERTIES OF LACTOBACILLUS SPP. TO CREATE PROBIOTICS
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Probiotics are pharmaceutical preparations, dietary supplements or nutritional supplements with live bacteria that have a restor-
ative effect on human health, contribute to the activation of the immune system, and improve the course of allergic conditions. 
The bacteria most commonly used as probiotics are Lactobacillus spp. Proper use of probiotics can be effective in the treatment 
of dysbacteriosis, diarrhea of various origins, diseases of the oral cavity, genitourinary system, etc. The purpose of the study: the 
selection of autostrains that can be used as a basis for the creation of probiotic preparations. In our study, 182 strains of Lactoba-
cillus spp. were studied, nine of them were selected: 9SM, Dec 1, 12 Pet-f, Ku-f, 14 Ul-d, 15 Sul-c, 10 POD, 7LV, Kuz 2, which were 
identified to species and included in the All-Russian Collection of Industrial Microorganisms (Moscow). All these autostrains of 
lactobacilli have a high level of cross-adhesion. They showed an index of microorganism adhesiveness (IAM)≥40.0 greater than in 
50% of patients. The 10 POD autostrain showed the best adhesion (IAM≥40.0 in 80% of the studied patients). All studied strains of 
Lactobacillus spp. resistant to vancomycin, strains Ku-f, Kuz 2, 15 Sul-c have intermediate resistance to the antibiotic norfloxacin, 
and Dec 1 and 7LV turned out to be resistant. The studied strains actively inhibit the growth of E. coli and S. aureus, have a high 
adhesive ability, have good acid-forming and antagonistic activities, which indicates their high efficiency as probiotic bacteria. As 
a result of the research, it was shown that the examined autostrains of Lactobacillus spp. can be identified as candidates for the 
creation of new effective probiotics.
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В современном мире остается актуальным вопрос 
поиска новых штаммов-кандидатов бактерий рода 
Lactobacillus для создания новых пробиотических 
препаратов и продуктов функционального питания. 
Использование новых штаммов лактобацилл в био-
технологии для производства пробиотиков становит-
ся возможным лишь после детального изучения их 
биологических свойств и правильной идентификации 
[1]. Термин «пробиотик» предложен ещё в 60-х годах 
ХХ века, с тех пор он несколько раз менялся, в 2002 
году ВОЗ ввёл новое общепринятое определение: 
пробиотики - «живые микроорганизмы, которые мо-
гут благотворно влиять на хозяина при приёме в до-
статочных дозах» [2].

Пробиотики изначально использовали для лечения 
заболеваний желудочно-кишечного тракта (ЖКТ), 
больных c эзофагитом, хроническим гастритом, яз-
венной болезнью [3, 4], в последующем многочислен-
ные исследования доказали высокую эффективность 
применения пробиотиков и при других заболеваниях. 
Длительное употребление молока, обогащенного L. 
fermentum, улучшает обучение и память у пациентов 
с болезнью Альцгеймера [5]. При лечении колорек-
тального рака некоторые штаммы пробиотиков могут 
быть полезны в качестве адъювантного терапевти-
ческого агента, например, мультигенные и мультиш-
таммовые пробиотики, включая B. breve, B. infantis, 
B. longum, L. acidophilus [6, 7]. Многие пробиотики 
играют положительную роль в поддержании здоро-
вья мочеполовой системы и борьбе с раком, диабетом, 
ожирением, ишемическим инсультом, аллергиями [7-
14]. В последние десятилетия большое количество 
исследований направлено на изучение применения 
пробиотиков для лечения заболеваний полости рта и 
ухода за полостью рта. Пробиотики, содержащие L. 
reuteri, L. brevis, Streptococcus salivarius и т. д., спо-
собствуют улучшению здоровья полости рта, причём 
все они представляют собой микроорганизмы, выде-
ленные из полости рта [13-19]. Имеются предположе-
ния, что пробиотики могут уменьшать гипервоспале-
ние при COVID-19 благодаря своим противовоспали-
тельным эффектам [20].

Бактерии рода Lactobacillus составляют значи-
тельную часть популяции защитных микроорганиз-

мов в микробиоте человека. Лактобациллы - грампо-
ложительные палочковидные бактерии, анаэробы или 
факультативные анаэробы. Имеют протеолитическую 
активность, опосредованную продуцируемыми ими 
протеазами и пептидазами, синтезируют ферменты, 
расщепляющие гексозы, дисахариды и полисахари-
ды, производят ДНК-азу и/или РНК-азу и псевдока-
талазу и др. Антагонистическая активность бактерий 
Lactobacillus spp. опосредована их способностью соз-
давать кислую среду, синтезом антибиотических со-
единений, перекиси водорода, лизоцима [21, 22].

Одной из важных характеристик Lactobacillus spp. 
является их антимикробная активность в отношении 
патогенной и условно-патогенной микробиоты чело-
века [23] с помощью различных механизмов, включая 
выработку противомикробных веществ, конкуренцию 
с патогенами за питательные вещества, стимуляцию 
иммунной системы человека [24]. Такие пробиоти-
ческие бактерии играют защитную роль посредством 
адгезии и колонизации слизистых оболочек, эффек-
тивно конкурируя с патогенами за специфические ре-
цепторы [25, 26].

Пробиотики должны соответствовать нормам ге-
нетической безопасности, кроме этого, их эффектив-
ность определяется и устойчивостью к антибакте-
риальным средствам, адгезивной активностью, от-
сутствием конкурентных отношений с индигенной 
микрофлорой. Всё вышеперечисленное может быть 
достигнуто за счёт персонализированного подбора 
пробиотических препаратов [27]. Наиболее высо-
кой степени индивидуализации препаратов можно 
достичь при использовании аутоштаммов микро-
организмов, выделенных из микробиоценоза само-
го человека [22]. По данным литературы, различия 
в способности промышленных аутоштаммов к ад-
гезии к клеткам эпителия зависят от совместимости 
рецепторов штамма и клеточных рецепторов. На ос-
новании этих данных предлагается создать препара-
ты из полного биоценоза человека. Аутопробиотики 
должны иметь хорошую адгезивную способность и к 
эпителиоцитам других субъектов для более широко-
го круга назначения. Использование аутопробиотиков 
из микробиоценоза человека может рассматривать-
ся как отдельное направление персонализированной 
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медицины. Такой индивидуальный подход к подбору 
препаратов позволяет повысить эффективность как 
профилактики, так и лечения, снизить риск развития 
нежелательных лекарственных реакций у каждого па-
циента [22].

Цель исследования - отбор коллекции аутоштам-
мов, которые могут быть использованы в качестве 
штаммов при создании пробиотических препаратов.

Материал и методы. Выделение, культивирова-
ние и идентификация Lactobacillus spp. В качестве 
биоматериала взят утренний кал от 264 пациентов, 
находящихся на лечении у гастроэнтеролога (г. Уфа) 
с разными проблемами желудочно-кишечного тракта 
(ЖКТ), который сопровождался дисбактериозом. Все 
больные дали добровольное информированное согла-
сие на исследование. Все работы проводились с ис-
пользованием общепринятых методов бактериологии 
по оценке дисбактериоза кишечника. Аутоштаммы 
выделяли из фекалий путём последовательных деся-
тикратных разведений физиологическим раствором 
исследуемого материала до 108. Исследуемый матери-
ал из различных разведений засевали на агаризован-
ную МРС (Lactobacillus MRSagar) (HiMedia, Индия) 
на 48 часов, инкубировали при температуре 37 °С. В 
результате культивирования выращены типичные ко-
лонии размером более 1 мм. Через двое суток после 
второго пассажа изолированные колонии лактобак-
терий пересевали на жидкую среду МРС-1 (жидкая 
питательная среда для выделения и культивирования 
Lactobacillus spp.) для получения биомассы микро-
организмов. Далее, при выделении аутоштаммов рас-
сматривали только доминирующие колонии лактоба-
цилл из всего многообразия видов этих индигенных 
микроорганизмов (до 5-ти разных видов).

Для идентификации использован ряд методов, 
включая бактериологический. Для выращивания куль-
тур бактерий рода Lactobacillus использованы модифи-
цированные питательные среды МРС: жидкую (МРС-
1), полужидкую, содержащую 0,15% агара (МРС-2) и 
плотную, содержащую 2% агара (МРС-4). Состав пи-
тательной среды  МРС, г/л: пептон - 10.0; дрожжевой 
экстракт - 20.0; глюкоза - 20,0; твин-80 - 1.0; дикалия 
гидрофосфат - 2.0; натрия ацетат - 5.0; триаммония 
цитрат - 2.0; магния сульфат - 0.2; марганца сульфат 
(MnSO4·4H2O) - 0.05; мясная вода - до 1 л; рН 6.2. Оп-
тимальная температура роста (37±1) о С.

Идентификация проводилась после морфологи-
ческого подтверждения клонов аутоштаммов лакто-
бактерий с применением метода MALDI-TOF масс-
спектрометрии по микробным маркёрам из числа 
высших жирных кислот (VITEK® MS, Франция). От-
дельные аутоштаммы секвенированы по консерватив-
ному гену 16S рРНК по заказу в НИЦ «Курчатовский 
институт» - ГосНИИгенетика (Москва).

Адгезия Lactobacillus spp. к буккальному эпите-
лию. Соскоб буккального эпителия осуществляли 
стерильным деревянным шпателем с внутренней по-
верхности щеки человека. Для изучения адгезивной 
активности по А. Г. Бойцову и соавт. [28],  в пробирки 
вносили 800 мкл суспензии эпителиальных клеток и 
600 мкл суспензии лактобактерий. Содержимое про-

бирок тщательно перемешивали и инкубировали в 
течение 2 ч при температуре 37 оС с периодическим 
повторным перемешиванием путём переворачива-
ния пробирок. После инкубации неадсорбированные 
клетки бактерий удаляли путём двухкратного отмы-
вания и центрифугирования (1000 об/мин в течение 
3-х минут). Из осадка готовили мазки, которые после 
фиксации окрашивали генциановым фиолетовым. При 
микроскопии препарата подсчитывали количество кле-
ток бактерий, прикрепившихся к поверхности каждой 
эпителиальной клетки. Подсчёт проводили не менее 
чем у 5-ти клеток эпителиоцитов и определяли индекс 
адгезивности микроорганизмов (ИАМ) по среднему 
числу адгезировавшихся микроорганизмов. Микро-
организмы считали неадгезивными при ИАМ≤10,5; 
низкоадгезивными - от 10,51 до 20,5; имели среднюю 
степень адгезии при ИАМ от 20,51-39,5,  высокоадге-
зивными - при ИАМ≥40 и больше.

Исследование кислотообразующей активно-
сти аутоштаммов. Культуры аутоштаммов лакто-
бактерий выращивали на питательной среде МРС. 
Через 2 суток путём смыва 0,9% раствором натрия 
хлорида получали суспензию лактобацилл в кон-
центрации 109 КОЕ/мл. В пробирки разливали по 
25 мл среды и вносили по 2,5 мл суспензии чистых 
культур. Содержимое тщательно перемешивали и 
выдерживали в течение 44±4 ч при температуре 37 
°C. После инкубации проводили определение кис-
лотности в каждой пробирке. Для этого пробы (по 
10,0 мл) титровали раствором гидрооксида натрия в 
концентрации 0,1 моль/л в присутствии индикатора 
фенолфталеина: добавляли по 2-3 капли индикато-
ра до появления стойкого слабо-розового окраши-
вания, затем по каплям добавляли гидрооксид на-
трия. Активность кислотообразования определяли 
в градусах Тернера (Т°) и вычисляли по формуле:     
 Т=а*к*10,  где: 

а - количество миллилитров раствора гидроксида 
натрия в концентрации 0,1 моль/л; к - 1,03 - поправка 
к титру раствора гидроксида натрия в концентрации 
0,1 моль/л; Т - условная величина, выраженная в мл 
щелочи, использованная  на титрование 10 мл иссле-
дуемой суспензии.

Учёт активности кислотообразования считали со-
гласно полученным данным: 99.9 (°Т) и менее - низ-
кая активность; 100.0-149.9 (°Т) - средняя; 150.0 (°Т) 
и более - высокая.

Определение чувствительности Lactobacillus 
spp. к антибактериальным препаратам (АМП) с 
помощью диско-диффузионного метода (ДДМ). Ис-
пользовали чашки Петри диаметром 90 мм, содержа-
щие не менее 20-25 мл питательной среды. Диски с 
АМП (НИЦФ, Санкт-Петербург) наносили с помощью 
стерильного пинцета через 10-15 минут после посе-
ва. Расстояние от диска до края чашки и между дис-
ками составляло 15-20 мм. Чтобы диски равномерно 
контактировали с поверхностью питательной среды, 
аккуратно прижимали их пинцетом. Сразу после этого 
чашки помещали в инкубатор, содержащий 5±2% CO2 
при 37 °С. Оценку результатов проводили через 18-
24 ч инкубации [29]. Все исследуемые штаммы про-
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верены на устойчивость к АМП: ванкомицин (ВА) 30 
мкг, меропенем (МПН) 10 мкг, амикацин (АН) 30 мкг, 
рифампицин (РИФ) 5 мкг, тетрациклин (ТЕТ) 30 мкг, 
норфлоксацин(НОР) 10 мкг, левофлоксацин (ЛФЦ) 5 
мкг, эритромицин (ЭРИ) 15 мкг, кларитромицин (КТМ) 
15 мкг, азитромицин (АРН) 15 мкг, гентамицин (ГЕН) 
10 мкг, цефтриаксон (ЦРО) 30 мкг, цефтазидим (ЦАЗ) 
30 мкг, цефотаксим (ЦТК) 30 мкг, цефепим (ЦПМ) 30 
мкг, имипенем (ИМ) 10 мкг, амоксициллин (АКЦ) 20 
мкг, ампициллин (АМП) 10 мкг, бензилпенициллин 
(ПЕН) 10 мкг, левомицетин (ЛЕВ) 30 мкг.

Антагонизм штаммов Lactobacillus spp. к услов-
но-патогенным микроорганизмам (УПМ). Антаго-
нистическую активность лактобактерий определяли 
диффузионным методом (метод перпендикулярных 
штрихов), основанным на диффузии антибиотиче-
ских веществ, образуемых испытуемыми штаммами 
лактобактерий, в толщу агаровой среды, содержащей 
тест-культуру и подавляющей рост последней. На по-
верхности агаровой среды в чашке Петри высевали 
штрихом экспоненциальную культуру исследуемого 
штамма лактобактерий и инкубировали при опти-

мальной для него температуре (30 и 37 оС соответ-
ственно, для мезофильных и термофильных форм) в 
течение определённого времени (например, 24 ч или 
48 ч) для образования и диффузии в агар ингиби-
торных соединений. Затем перпендикулярно от края 
чашки к штриху выросшей культуры лактобактерий 
подсевали тест-штаммы (Staphylococcus aureus и 
Escherichia coli), не касаясь в зоне 1 мм штриха лак-
тобактерии. Чашку вновь инкубировали в условиях, 
благоприятных для роста тест-культуры. О наличии 
и степени антагонистической активности у испытуе-
мых лактобактерий судили по величине зоны ингиби-
рования на границе со штрихом роста лактобактерий.

Результаты. Лактобактерии на жидкой среде 
МРС-1 вырастали в виде равномерной мути и гомо-
генного белого осадка на дне пробирки, на полужид-
кой среде МРС-2 образовывали изолированные коло-
нии в виде тяжей. На плотной среде МРС-4 штаммы 
L. plantarum образовывали выпуклые, непрозрачные, 
белые колонии, штаммы L. fermentum  - слабовыпу-
клые, полупрозрачные, сероватые колонии. Под ми-
кроскопом видны палочковидные одиночные клетки.

Рис. 1. Частота встречаемости видов Lactobacillus spp. при выделении из кишечника человека при дисбактериозах.

Выделены 182 штаммов Lactobacillus spp., ко-
торые идентифицированы до вида: L. fermentum, L. 
plantarum, L. paracasei, L. acidophilus, L. salivarius, 
L. delbrueckii, L. brevis, L. buchneri, L. crispatus. Чаще 
всего встречались аутоштаммы вида L. paracasei (до 
45,1%), значительно реже L. fermentum, L. plantarum 
(14,8% и 19,2, соответственно)  и очень редко выделя-
лись прочие виды (рис. 1). В ходе анализа способно-
сти к адгезии к буккальному эпителию, антагонизму 
к патогенным бактериям и другим характеристикам 
отобраны наиболее эффективные и перспективные 9 
аутоштаммов лактобактерий, филогенетическое по-
ложение которых подтверждено при секвенировании 
консервативного гена 16S рРНК. Все они депониро-
ваны во Всероссийской коллекции промышленных 
микроорганизмов (БРЦ ВКПМ) (Москва), и промар-
кированы для коллекции (табл. 1).

Т а б л и ц а  1
Наименование штаммов для коллекции

№ п/п Название штамма Вид Lactobacillus spp.
1 9SM L. paracasei
2 Dec 1 L. plantarum
3 12 Pet L. fermentum
4 Ku-f L. fermentum
5 14 Ul-d L. delbrueckii
6 15 Sul-c L. paracasei
7 10 POD L. fermentum
8 7LV L. plantarum
9 Куз 2 L. paracasei

Адгезия Lactobacillus spp. к буккальному эпи-
телию. Проведённые исследования показали, что 
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выделенные от конкретного лица аутоштаммы лак-
тобактерий обладали наибольшей адгезивностью к 
буккальным эпителиоцитам того же индивидуума 
(ИАМ≥40,0), и меньшей способностью к адгезии, к 
эпителиоцитам других людей. Перекрёстная адгезия 

аутоштаммов лактобактерий, полученных от других 
лиц к эпителию конкретного индивидуума показала, 
что можно выделить аутоштаммы Lactobacillus spp., 
которые адгезировались к эпителиоцитам разных лю-
дей с высоким уровнем индекса адгезии (табл. 2).

Т а б л и ц а  2
Перекрёстная адгезивность аутоштаммов к буккальным эпителиоцитам (в %)

Аутоштаммы Lactobacillus 
spp. Высокая, ИАМ≥40 Средняя, ИАМ≥20,51-39,5 Низкая, ИАМ ≥10,5-20,5 Неадгезивная, 

ИАМ≤10,5
9SM 70 20 10 0
Dec 1 70 20 10 0
12 Pet 50 40 10 0
Ku-f 50 40 10 0

14 Ul-d 60 10 30 0
15 Sul-c 70 20 10 0
10 POD 80 20 0 0

7LV 70 20 10 0
Куз 2 60 30 10 0

Примечание. ИАМ - индекс адгезивности микроорганизмов.

Высоким уровнем адгезии из 182 выделенных от раз-
ных лиц аутоштаммов лактобактерий обладали высоким 
уровнем перекрёстной адгезии 9 аутоштаммов. Они по-

казали ИАМ≥40,0 у более, чем 50% пациентов. Лучшую 
адгезию показал аутоштамм 10 POD (ИАМ≥40,0 у 80% 
исследуемых пациентов) (рис. 2, а, б).

                                           а                                                                                            б

Рис. 2. Адгезия Lactobacillus spp. к буккальному эпителию.
а - низкий индекс адгезии к эпителиоцитам (ИАМ≥10,5-20,5); б - высокий индекс адгезии к эпителиоцитам (ИАМ≥40).

Отобранные 9 аутоштаммов имели хорошую кис-
лотообразующую и антагонистическую активности к 
УПМ (табл. 3).

В среднем зона подавления S. аureus составила 22 
мм, а E. coli - 23,7 мм.

Все штаммы имели высокую степень кислотоо-
бразования (более 150.0 °Т), что показывает эффек-
тивность Lactobacillus spp. создавать кислую среду.

Все исследуемые штаммы проверены на устойчи-
вость к АМП: ванкомицин (ВА) 30 мкг, меропенем 
(МПН) 10 мкг, амикацин (АН) 30 мкг, рифампицин 
(РИФ) 5 мкг, тетрациклин (ТЕТ) 30 мкг, норфлокса-
цин (НОР) 10 мкг, левофлоксацин (ЛФЦ) 5 мкг, эри-
тромицин (ЭРИ) 15 мкг, кларитромицин (КТМ) 15 
мкг, азитромицин (АРН) 15 мкг, гентамицин (ГЕН) 
10 мкг, цефтриаксон (ЦРО) 30 мкг, цефтазидим (ЦАЗ) 

RUSSIAN CLINICAL LABORATORY DIAGNOSTICS. 2023; 68(8)
https://doi.org/10.51620/0869-2084-2023-68-8-480-488

MICROBIOLOGY



485

30 мкг, цефотаксим (ЦТК) 30 мкг, цефепим (ЦПМ) 30 
мкг, имипенем (ИМ) 10 мкг, амоксициллин (АКЦ) 20 
мкг, ампициллин (АМП) 10 мкг, бензилпенициллин 
(ПЕН) 10 мкг, левомицетин (ЛЕВ) 30 мкг.

Все 9 штаммов оказались устойчивы к ванкоми-
цину (ВА) 30 мкг, который относится к группе гли-
копептидов и оказывает бактерицидное действие, 
нарушает синтез клеточной стенки, проницаемость 
цитоплазматической мембраны и синтез РНК бакте-
рий, активен в отношении грамположительных бак-
терий: Staphylococcus spp. (включая штаммы, проду-
цирующие пенициллиназу и метициллинрезистент-
ные штаммы), Streptococcus spp., Enterococcus spp., 
Corynebacterium spp., Listeria spp., Actinomyces spp., 
Clostridium spp. (в том числе, Clostridium difficile).

Промежуточную устойчивость к норфлоксацину 
имели штаммы Ku-f, Куз 2, 15 Sul-c, устойчивыми 
оказались Dec 1 и 7LV. Норфлоксацин - синтетиче-
ский АМП группы фторхинолонов широкого спектра 
действия. Оказывает бактерицидное действие, пода-
вляя ДНК-гиразу, нарушает процесс суперспирали-
зации ДНК. Высокоактивен в отношении большин-
ства грамотрицательных бактерий: E. coli, Salmonella 
spp., Shigella spp., Proteus spp., Morganella morganii, 
Klebsiella spp. (в том числе, Klebsiella pneumoniae), 
Enterobacter spp., Serratia spp., Citrobacter spp., Yersin-
ia spp., Providencia spp., Haemophilus influenzae, Pseu-
domonas aeruginosa, Neisseria gonorrhoeae, Neisseria 
meningitides, активен в отношении некоторых грампо-
ложительных бактерий (в том числе, S. aureus).

Обсуждение. Выделение новых штаммов ауто-
пробиотиков является важным направлением в пер-
сонализированной медицине, аутоштаммы обладают 
всеми достоинствами коммерческих пробиотиков. 
Для этого необходимо продолжать поиски таких по-
лезных Lactobacillus spp., исследовать их эффектив-
ность при лечении различных заболеваний.

Показано, что в выбранной группе пациентов, ча-
ще всего встречались аутоштаммы вида L. paracasei 
(до 45,1%), значительно реже L. fermentum, L. plan-
tarum (19,2 и 14,8%, соответственно) и очень редко 
выделялись остальные виды (см. рис. 1).

Т а б л и ц а  3

Антагонизм аутоштаммов к УПМ и их кислотообразующая активность

Штамм
Антагонизм к УПМ Кислотообразующая актив-

ность (Т0)Staphylococcus aureus, мм Escherichia coli, мм

9SM 22±2 23±2 250

Dec 1 22±1 25±2 235
12 Pet 22±1 24±3 255
Ku-f 24±2 25±3 250

14 Ul-d 23±2 24±2 250
15 Sul-c 19±1 20±2 250
10 POD 22±1 23±2 200

7LV 23±2 27±1 247
Куз 2 21±1 23±1 250

Высокая адгезивная способность штаммов важна 
для прикрепления к поверхности кишечника и об-
разования биоплёнок. Адгезия кишечных бактерий 
к эпителиальным клеткам является важным шагом к 
колонизации поверхности кишечника или возникно-
вению заболевания. Патогенные бактерии связывают-
ся с рецепторами эпителиальных клеток кишечника 
и образуют плотные контакты, размножаются и про-
дуцируют ферменты или токсины, вызывающие забо-
левание у человека, они могут образовывать плотную 
биоплёнку, что увеличивает их резистентность к АМП 
[30]. Lactobacillus spp. с высокой адгезивной способ-
ностью могут ингибировать активность патогенных 
бактерий, которые колонизируют кишечный тракт, 
могут уменьшать взаимодействие между патогенны-
ми бактериями и слизистой оболочкой кишечника, 
конкурируя за рецепторы для адгезии эпителиальных 
клеток, и ингибировать образование биоплёнок пато-
генными бактериями [30-33]. Исследование адгезив-
ных способностей лактобактерий имеют большую 
значимость. Показано, что пробиотики на основе 
Pediococcus pentosaceus 2-5 и L. reuteri L-3 ингиби-
руют рост и адгезию энтеропатогенных бактерий к 
клеткам Caco-2, за счёт своей высокой адгезивной 
способности к данным клеткам (26,37% и 21,57%, со-
ответственно) [34]. Наши результаты показали, что 
выделенные 9 аутоштаммов Lactobacillus spp. лакто-
бактерий обладают высоким уровнем перекрёстной 
адгезии. Они показали ИАМ≥40,0 более чем у 50% 
пациентов. Лучшую адгезию показал аутоштамм 10 
POD (ИАМ≥40,0) у 80% исследуемых пациентов (см. 
рис. 2). Штаммы Lactobacillus spp.,  имеющие  вы-
сокий уровень адгезии к эпителиоцитам не только 
конкретного лица, от которого эти аутоштаммы вы-
делены, но и к эпителиоцитам других людей, имеют 
универсальные адгезивные свойства и могут быть 
предложены в качестве универсального пробиотика.

После успешного проникновения и колонизации 
кишечника аутоштаммами Lactobacillus spp. должны 
обладать способностью ингибировать прикрепление 
и размножение патогенных бактерий в кишечнике, 
поскольку основным механизмом кишечной инфек-
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ции является адгезия патогенных бактерий к поверх-
ности слизистой оболочки кишечника. Механиз-
мы действия лактобактерий на кишечные патогены 
сложны и многофакторны, но в основном включают 
выработку ингибирующих веществ, ингибирование 
адгезии патогенных бактерий, модуляцию иммунной 
системы, улучшение барьерной функции организма 
[35]. Как показали наши исследования, все отобран-
ные штаммы Lactobacillus spp. активно ингибируют 
рост E. coli и S. aureus, что свидетельствует об их вы-
сокой эффективности.

Показатели устойчивости к антимикробным пре-
паратам могут быть полезны врачам-клиницистам 
для лечения кишечных инфекций, где одновременный 
приём АМП может влиять на терапию. Некоторые ви-
ды лактобацилл обладают природной устойчивостью 
к ванкомицину и аминогликозидам [17, 36], тогда как 
другие гликопептиды обладают различной актив-
ностью в отношении разных видов и штаммов [34]. 
Чаще всего встречается устойчивость к метронидазо-
лу и ванкомицину, соответственно не погибают при 
одновременном лечении данными антимикробными 
препаратами. Одновременно с этим, многие виды 
восприимчивы к пенициллину и ампициллину, поэто-
му при лечении рекомендуется соблюдать осторож-
ность [38]. Отобранные штаммы имели устойчивость 
к ванкомицину, а штаммы Dec 1 и 7LV к норфлокса-
цину. Соответственно, при лечении данными АМП 
возможно одновременное применение и АМП и про-
биотиков на основе соответствующих аутоштаммов 
Lactobacillus spp.

Заключение. Полученные аутоштаммы 
Lactobacillus spp. обладают высокой адгезионной спо-
собностью, кислотообразующей и антагонистической 
активностью и могут быть определены как кандидаты 
для дальнейших исследований и создания эффектив-
ных новых пробиотиков. Они могут применяться в 
качестве вспомогательных препаратов для повыше-
ния эффективности лекарственной терапии и кон-
троля заболеваний, вызываемых энтеропатогенными 
бактериями. Чтобы использовать эти аутоштаммы в 
пробиотических препаратах, необходимо провести их 
дальнейшие испытания на животных моделях и пол-
нее оценить их лечебный потенциал.
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АНАЛИЗ АНТИБИОТИКОРЕЗИСТЕНТНОСТИ КЛИНИЧЕСКИХ ИЗОЛЯТОВ ESСHERICHIA 
COLI  С ГЕНЕТИЧЕСКИМИ ДЕТЕРМИНАНТАМИ CLBBN И IUCBC

Институт клеточного и внутриклеточного симбиоза Уральского отделения РАН, ФГБУН Оренбургский федеральный 
исследовательский центр УрО РАН, 460014, г. Оренбург, Россия

В работе представлен анализ антибиотикорезистентности копро- (n=62) и уроштаммов Escherichia coli (n=32), носи-
телей генетических детерминант аэробактина (iucBC) и колибактина (clbBN). Антибиотикорезистентность культур 
определяли тест-системой Сенсилатест Г-(I) (Erba Mannheim, Чехия), также штаммы протестированы на БЛРС. 
Гены, кодирующие синтез генотоксина –колибактина (clbBN) и сидерофора - аэробактина (iucBC), выявляли методом 
мультиплексной ПЦР с использованием оригинальных праймеров. Фенотипическую активность к продукции сидерофо-
ров -  посевом штаммов на CAS-агар. В результате было установлено, что распространенность генетических детер-
минант clbBN, iucBC и их сочетаний встречается  у 90,0±1,5% копроштаммов и у 66,0±1,8% уроштаммов. У 75,0-83,0% 
штаммов генетические детерминанты соотносились с фенотипической активностью бактерий. Выявлены особенно-
сти устойчивости к антибиотикам среди культур E. сoli с исследуемыми генететическими детерминантами. Так, ко-
проштаммы, положительные по двум детерминантам (clbBN+, iucBС+) были резистентны к 67,0±4,2% антимикроб-
ным препаратам, а уроштаммы (iucBC+) - к 91,7±2,2%. Установлен высокий процент резистентных штаммов среди 
копроштаммов (clbBN+) к тетрациклину (52,0±5,2%), ампициллину и цефазолину (65,0±4,8%), (р≤0,05) и уроштаммов 
(iucBC+) - к тетрациклину, гентамицину, ампициллину, цефазолину, азтреонам, цефуроксиму и ципрофлоксацину (52,4 - 
76,2%), (р≤0,05). Распространение антибиотикорезистентных штаммов E. сoli может быть связано со способностью 
бактерий продуцировать сидерофоры – низкомолекулярные высокоаффинные хелаторы железа, необходимого для адап-
тации и длительного выживания микробных клеток в организме человека. Важно своевременно выявлять с помощью 
экспресс-методов антибиотикорезистентные штаммы энтеробактерий, обладающие хелатирующими факторами. 
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Bukharin O.V., Ivanova E.V., Zdvizhkova I.A., Perunova N.B.
ANALYSIS OF ANTIBIOTIC RESISTANCE OF CLINICAL ESCHERICHIA COLI ISOLATES WITH 
GENETIC DETERMINANTS CLBBN AND IUCBC
Institute of Cellular and Intracellular Symbiosis, Ural Branch of the Russian Academy of Sciences, Orenburg Federal Research 
Center, Ural Branch of the Russian Academy of Sciences, 460014, Orenburg, Russia

The paper presents an analysis of the antibiotic resistance of copro (n=62) and urostrains of Escherichia coli (n=32), carriers of the 
genetic determinants of aerobactin (iucBC) and colibactin (clbBN). The antibiotic resistance of the cultures was determined using 
the Sensilatest G-(I) test system (Erba Mannheim, Czech Republic), and the strains were also tested for ESBL. Genes encoding the 
synthesis of genotoxin, colibactin (clbBN) and siderophore, aerobactin (iucBC), were detected by multiplex PCR using original 
primers. Phenotypic activity for the production of siderophores - sowing strains on CAS-agar. As a result, it was found that the 
prevalence of genetic determinants clbBN, iucBC and their combinations occurs in 90.0±1.5% of coprostrains and in 66.0±1.8% 
of urostrains. In 75.0-83.0% of the strains, genetic determinants correlated with the phenotypic activity of bacteria. Peculiarities 
of resistance to antibiotics among E. coli cultures with studied genetic determinants were revealed. Thus, coprostrains positive for 
two determinants (clbBN+, iucBC+) were resistant to 67.0±4.2% of antimicrobial drugs, and urostrains (iucBC+) were resistant 
to 91.7±2.2%. A high percentage of resistance among coprostrains (clbBN+) to tetracycline (52.0±5.2%), ampicillin and cefazolin 
(65.0±4.8%), (p≤0.05) and urostrains (iucBC+) to tetracycline was established , gentamicin, ampicillin, cefazolin, aztreonam, 
cefuroxime and ciprofloxacin (52.4 - 76.2%), (p≤0.05). The spread of antibiotic-resistant strains of E. coli may be associated with 
the ability of bacteria to produce siderophores, low-molecular-weight, high-affinity iron chelators necessary for adaptation and 
long-term survival of microbial cells in the human body. It is important to timely detect, using modern express methods, antibiotic-
resistant strains of enterobacteria that have chelating factors.
Key words: E. coli, antibiotic resistance, aerobactin, colibactin, adaptation, express method.
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Введение. Проблема антибиотикорезистент-
ности микроорганизмов одна из наиболее серьез-
ных проблем современности. Во всем мире реги-
стрируются штаммы  представителей семейства 
Enterobacteriaceae с множественной лекарственной 
устойчивостью, а также панрезистентностью, что 
становится глобальной проблемой [1]. Поскольку эн-
теробактерии являются одними из наиболее распро-
страненных возбудителей как внебольничных, так и 
внутрибольничных инфекций, в том числе инфекций 
мочевыводящих путей и желудочно-кишечного трак-
та, перитонита, менингита и сепсиса [2]. Штаммы E. 
coli играют важную роль в формировании резистент-
ных бактериальных популяций у широкого круга хо-
зяев, и часто используются в качестве биоиндикатора 
для мониторинга устойчивости к противомикробным 
препаратам из-за их способности легко приобретать 
факторы резистентности [3]. Микробиологический 
мониторинг эпидемически значимых антибиотико-
резистентных штаммов в природных экосистемах, 
включая организм человека, позволяет повысить ка-
чество решения вопросов инфекционной клиники и 
разработать новые подходы к выявлению факторов, 
способствующих распространению антибиотикоре-
зистентных штаммов в микробной популяции. 

Показано, что устойчивость к антибактери-
альным препаратам представителей семейства 
Enterobacteriaceae связана с наличием у них мобиль-
ных генетических элементов, таких как плазмиды, ко-
торые также содержат гены факторов вирулентности: 
токсины, спайки (фимбрии), липополисахариды, по-
лисахаридные капсулы, протеазы и сидерофоры [4]. В 
нашей работе мы обратили внимание на генетические 
детерминанты, связанные с продукцией хелатирую-
щих факторов – колибактина и аэробактина. Многие 
представители семейства Enterobacteriaceae проду-
цируют различные по структуре сидерофоры - низ-
комолекулярные высокоаффинные хелаторы железа и 
других биологических металлов [5]. 

Для синтеза хелатирующих молекул E. coli, та-
ких как сидерофоры (энтеробактин, сальмохели-
ны и иерсиниабактин) и генотоксин (колибактин), 
необходимы 4'-фосфопантетеинилтрансферазы 
(4′-phosphopantetheinyl transferase (PPTase)). Только две 
PPTase были четко идентифицированы: EntD и ClbA. 
Ген, кодирующий EntD, является частью основного 

генома E. coli, тогда как ClbA кодируется на острове 
патогенности pks, который необходим для синтеза ко-
либактина [6]. Синтез колибактина - пептид-полике-
тида обеспечивается кластером поликетидсинтазного 
генного островка pks, первичными краевыми марке-
рами которого являются гены clbB и clbN. Аэробактин 
представляет собой низкомолекулярное производное 
лизина и лимонной кислоты, продукция которого коди-
руется опероном iucABCDiutA, локализованным в хро-
мосоме кишечных палочек и клебсиелл, включающим 
5 генов, из которых два – iucB и iucC – непосредствен-
но участвуют в синтезе сидерофора.

В организме человека хелатирующие молекулы 
способны извлекать железо из комплексов с бел-
ками, выполняющими функцию неспецифической 
защиты млекопитающих от инфекций. Бактериаль-
ные сидерофоры и генотоксин играют важную роль 
в вирулентности и способны оказывать токсическое 
действие на клетки хозяина. Сидерофоры бактерий 
выполняют сигнальную функцию, регулируя как 
свой собственный синтез, так и синтез других фак-
торов вирулентности [7]. Вместе с тем, появляется 
все больше доказательств того, что хелатирующие 
факторы энтеробактерий имеют решающее значение 
в процессах колонизации различных биотопов хозяи-
на, способствующих повышению их адаптационного 
потенциала и выживанию в организме человека [8]. 
Понимание взаимосвязей между устойчивостью к ан-
тибиотикам и факторами, обеспечивающими распро-
странение энтеробактерий, может иметь решающее 
значение на этапе выявления эпидемически значимых 
антибиотикорезистентных штаммов в природных 
экосистемах. Цель исследования – провести анализ 
антибиотикорезистентности среди клинических изо-
лятов Escherichia coli с генетическими детерминанта-
ми clbBN, iucBC, кодирующими синтез колибактина и 
аэробактина.

Материал и методы. В работе использованы кли-
нические изоляты Escherichia coli, выделенные от 94 
пациентов (от 18 до 50 лет) с патологией желудочно-
кишечного тракта при обследовании на дисбиоз ки-
шечника (копроштаммы, n=62) и из мочи пациентов 
с инфекцией мочевыделительной системы (урош-
таммы, n=32). Культуры были идентифицированы с 
помощью биохимического метода с использованием 
тест-системы «Lachema 24» (Pliva-Lachema, Чехия) 
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и с помощью времяпролетной масс-спектрометрии 
(масс-спектрометр MALDI TоF MS серии Microflex 
LT с программным обеспечением Maldi BioTyper 3,0 
(Bruker Daltonics, Германия). 

Поиск наиболее консервативных участков нуклео-
тидных последовательностей и подбор праймеров ви-
доспецифичного диапазона для выявления отобран-
ных генов, кодирующих синтез генотоксина-коли-
бактина (clbBN) и сидерофора-аэробактина (iucBC), 
осуществлен на основе базы данных «GenBank» 
(«National Library of Medicine», США). Филогенети-
ческий анализ нуклеотидных последовательностей 
изучаемых генов и предполагаемых продуктов их 
трансляции, выровненных по методу ClustalW, в виде 
дендрограмм выполнен с применением пакета про-
граммного обеспечения «Lasergene 7.1» («DNASTAR, 
Inc.», США). Верификация специфичности получен-
ных олигонуклеотидов производилась с помощью 
сервиса Standard Nucleotide BLAST («National Library 
of Medicine», США). 

Реакция ПЦР проводилась в ДНК-амплификаторе 
«Терцик МС-2» (Россия) в режиме ускоренного ре-
гулирования температуры. Получаемые ампликоны 
подвергались агарозному гель-электрофорезу (Bio-
Rad, Sub-Cell GT, США) [9]. Регистрация результатов 
производилась на основе присутствия полос люми-
несценции бромида этидия в агарозном геле, распо-
ложенных в диапазоне молекулярных масс, соответ-
ствующих локализации маркерных фрагментов pBS/
Msp (Лаборатория ООО «Медиген», Россия). Скри-
нинг микроорганизмов на способность секретировать 
сидерофоры в условиях голодания по железу произ-
водился путем посева на специфическую среду, со-
держащую краситель хром азурол S (CAS агар) [10].

Определение антибиотикорезистентности штам-
мов E. coli проводили с использованием тест-системы 
Сенсилатест Г-(I) (Erba Mannheim, Чехия). У штам-
мов была определена чувствительность к 12 антибио-

тикам: тетрациклину, хлорамфениколу, гентамицину, 
ампициллин/сульбактаму, ампициллину, амикацину 
цефазолину, цефуроксиму, азтреонам, колистину, 
триметоприм сульфаметоксазолу, ципрофлоксацину. 
При характеристике антибиотикочувствительности 
микроорганизмов использовали общепринятые пока-
затели: «чувствительные» (S), «умеренно резистент-
ные» (I), «резистентные» (R). 

Все изоляты энтеробактерий, у которых была вы-
явлена резистентность (категория умеренно рези-
стентный или резистентный) к одному из тестируе-
мых цефалоспоринов, были протестированы на вы-
явление бета-лактамаз расширенного спектра (БЛРС) 
методом «двойных дисков» с использованием набора 
дисков производства  ФБУН «НИИ эпидемиологии и 
микробиологии имени Пастера» (Санкт-Петербург). 
Расширение зоны подавления роста между одним 
или несколькими дисками с оксиимино-β-лактамами 
и диском, содержащим клавулановую кислоту, указы-
вало на наличие БЛРС.

Результаты проведенных исследований обработа-
ны методами вариационной статистики с использо-
ванием пакета прикладных программ Microsoft Excel 
(Microsoft Office Excel 2010, США) и «STATISTICA 
10.0» (StatSoft, TIBCO, США), включая методы пара-
метрического (критерий Стьюдента), непараметриче-
ского (U-критерий Манна-Уитни) анализов.

Результаты. Для выявления генетических де-
терминант энтеробактерий были сконструированы 
оригинальные праймеры для выявления детерминант 
аэробактина (iucBС) и колибактина (clbBN) (см. та-
блицу) [11]. С помощью тест-системы ПЦР подбор 
праймеров видоспецифичного диапазона проводили 
таким образом, чтобы их отжиг происходил при од-
ном температурном режиме. Это позволило за счет 
мультиплекс-реакции за один цикл амплификации 
провести скрининг детерминант iucBС и clbBN одно-
временно.

Перечень используемых в работе генетических детерминант сидерофоров

Генетические детерми-
нанты Гены Используемые затравки Длина ампликонов (н.п.)

Аэробактин
iucB U: 5'-GTGGCCTGCATCTGCTGGTTGGTG-3'

L:5'- GTGCGCTGCGTACGTGGCTCFATTC -3' 115

iucC U: 5'-CGCTGGCTGAAACCGGATGAAAGT-3'
L: 5'- ACCACCCGGAACAGTTGCGTAAGC-3' 143

Колибактин
clbB U: 5'-ACGGGAAATGCACAGAGGTCACT-3'

L: 5'- TAGCGAACGCCGGGTAAACAC-3' 200

clbN U: 5'-GCCCCTGCACATCATCAATC-3'
L: 5'-GCTACGCCATCGCTCCTAATAC-3' 162

В результате было установлено, что 82,0±2,3% 
клинических изолятов эшерихий являются носите-
лями данных генетических детерминант в различных 
комбинациях.  Среди кишечных изолятов только у 
11 (10,0±3,6%) культур не выявлялись генетические 
дерминанты хелатирующих факторов, тогда как в 
ДНК остальных штаммов (90,0±1,5%) распределе-
ние детерминант происходило следующим образом: 

23 культуры (37,0±1,8%) были положительными по 
колибактину (clbBN+), 22 штамма (35,0±1,9 %) – по 
двум детерминантам (clbBN+, iucBС+) и 11 (18,0±2,1 
%) штаммов – только по аэробактину (iucBС+). То 
есть, среди кишечных изолятов превалировали в 
72,0±2,5 % (р≤0,05) случаев штаммы с детерминанта-
ми clbBN и его сочетаний с iucBC. 

Выявленная широкая распространенность гене-
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тических детерминант clbBN и iucBС среди клини-
ческих изолятов кишечных палочек, подтверждают 
решающее значение хелатирующих факторов в спо-
собности бактериальных клеток к захвату железа, 
что повышает жизнеспособность микроорганизмов 
внутри организма человека. Вместе с тем, наличие 
у трети копроштаммов комбинации clbBN и iucBС 
свидетельствует о необходимости для бактерий син-
тезировать и/или использовать разные сидерофоры,  
включая энтеробактин, который обнаружен практи-
чески во всех штаммах E. coli, как комменсальных, 
так и патогенных. 

Анализ генетических детерминант clbBN и iucBС 
среди уроштаммов показал, что в их ДНК в 66,0±1,8% 
случаев определяются только гены аэробактина 
(iucBС+), остальные культуры были отрицательными 
по исследуемым детерминантам. Известно, что аэро-
бактин кодируется плазмидами вирулентности (ColV 
и ColBM) и его рецептор проявляет большую эффек-
тивность в захвате железа в условиях дефицита желе-
за, чем другие сидерофоры [12]. Кроме того, некото-
рые данные свидетельствуют, что у аэробактина вы-
является и ряд других преимуществ (растворимость, 
химическая стабильность и др.) [7], а это приобретает 
особенное значение в биотопах, бедных железом, та-
ких как мочевыделительная система человека.  

Анализ фенотипической способности штаммов 
секретировать сидерофоры показал наличие связи 
этого признака с исследуемыми генетическими де-
терминантами среди клинических штаммов эшери-
хий. Установлено, что способность штаммов E. coli 
секретировать сидерофоры в условиях голодания 
по железу в 75,0 - 83,0% случаев соотносится с на-
личием генетических детерминант (clbBN, iucBC), 
выявленных с помощью разработанных праймеров. 
Подобное соотношение наблюдается и при сравне-
нии ряда других гено- и фенотипических профилей 
микроорганизмов на примере факторов персистенции 
стафилококков [13]. 

На следующем этапе работы была изучена рези-
стентность клинических изолятов E. сoli  к антибио-
тикам. Устойчивость штаммов E. сoli определялась 
с помощью тест-системы  Сенсилатест Г- (I). Среди 
копроштаммов, носителей детерминант колибактина 
(clbBN+), высокий процент устойчивых штаммов от-
мечен к тетрациклину (52,0±5,2 %), ампициллину и 
цефазолину (65,0±4,8%), (р≤0,05). Не более 17,0±3,1 
% культур были резистентны к хлорамфениколу и 
34,7±3,6% культур — к триметоприм-сульфаметокса-
золу. У копроштаммов с детерминантами аэробактина 
(iucBС+) более половины (54,5±4,1%) были устойчи-
вы к ампициллину и около трети культур (27,3±2,2%) 
- к тетрациклину, хлорамфениколу, ципрофлоксацину 
и триметоприм-сульфаметоксазолу. 

Культуры, положительные по двум детерминантам 
(clbBN+, iucBС+) были резистентны к 67,0±4,2 % пре-
паратов (к 8-ми из 12 наименований антимикробных 
препаратов), (р≤0,05). Однако, процент резистентных 
штаммов в популяции E. сoli (clbBN+, iucBС+) от-
мечался в 13,63% - 36,4% случаев. Так, 13,63±4,5% 
штаммов были устойчивы к тетрациклину, цефурок-

симу, ципрофлоксацину и триметоприм-сульфаме-
токсазолу. Штаммы, резистентные к хлорамфениколу,  
ампициллину и цефазолину составляли 36,4±4,1% 
популяции кишечной палочки. У изолятов E. сoli, не 
являющихся носителями генетических детерминант 
(clbBN-, iucBС-), только у 16,0±3,1% штаммов отме-
чалась устойчивость к ампициллину/сульбактаму, це-
фазолину, триметоприм сульфаметоксазол и ципроф-
локсацину. Независимо от наличия генетических де-
терминант или их сочетаний, все копроштаммы были 
чувствительны к колистину и азтреонам.

Таким образом, среди копроштаммов E. сoli, носи-
телей одной из детерминант (колибактина или аэро-
бактина), выявлена резистентность к менее половины 
изученных препаратов (41,7±4,3 %, к 5 антибиоти-
кам), а доля резистентных штаммов составляла 17,0-
65,0 % популяции. У штаммов кишечной палочки с 
комбинацией детерминант clbBN и iucBС,  устойчи-
вость отмечалась уже к восьми антибактериальным 
препаратам (67,0±4,2 %), (р≤0,05), при этом доля ан-
тибиотикорезистентных штаммов в популяции была 
равна 13,63% - 36,4%. 

В результате исследования антибиотикорезистент-
ности уроштаммов E. сoli, носителей детерминант 
аэробактина, установлено, что данные культуры чаще 
проявляли антибиотикоустойчивость среди клиниче-
ских изолятов (к 91,7±2,2% препаратов, 11-ти из 12 
антибиотиков), (р≤0,05) (рис. 1). Высокий процент 
резистентных штаммов (52,4 - 76,2%), (р≤0,05) заре-
гистрирован к тетрациклину, гентамицину, ампицил-
лину, цефазолину, азтреонам, цефуроксиму и ципроф-
локсацину. 

Рис. 1. Антибиотикорезистентность уроштаммов E. coli к разным фарма-
кологическим группам антибиотиков. clbBN - генетические детерминан-
ты, кодирующие синтез колибактина, iucBC - генетические детерминан-
ты, кодирующие синтез аэробактина.

Около четверти штаммов были не чувствительны к 
хлорамфениколу и триметоприм-сульфаметоксазолу,  
а также колистину. Известно, что колистин является 
препаратом резерва, подходящим для лечения опас-
ных для жизни инфекций, вызываемых карбапенем-
устойчивыми энтеробактериями (E. coli, Klebsiella и 
т.д.). Уроштаммы, не имеющие в ДНК детерминант 
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аэробактина, были устойчивы в 20,0±2,3% случаев к 
тетрациклину, гентамицину, колистину и ципрофлок-
сацину, в 40,0±3,8% - к ампициллину и в 60,0±5,1% - к 
цефазолину.

Проанализирована устойчивость всех клиниче-

ских изолятов E. coli по методу двойных дисков. За-
ключение о продукции БЛРС делали в случае расши-
рения зоны подавления роста между одним или не-
сколькими дисками с цефалоспоринами III поколения 
и диском, содержащим клавулановую кислоту (рис 2).

Рис. 2. Выявление β-лактамаз расширенного спектра действия у исследуемых штаммов E. coli методом «двойных дисков». А – положительный ре-
зультат, Б – отрицательный результат. 

В результате проведенной работы был выявлен 
только один копроштамм E. coli c расширением зо-
ны подавления роста, что говорит о наличии у него 
продукции БЛРС. Данный штамм обладал двумя ис-
следуемыми генетическими детерминантами - коли-
бактина и аэробактина.   

Обсуждение. Одной из важнейших проблем со-
временного здравоохранения является преодоление 
антибиотикорезистентности бактерий, включая энте-
робактерии. В современной литературе можно встре-
тить ряд подходов к решению данной проблемы, 
направленных на создание новых природных анти-
микробных препаратов, модификацию химических 
радикалов известных антибиотиков и разработку ксе-
нобиотиков [14]. Однако известно, что микробные 
клетки обладают удивительной пластичностью в от-
ношении стрессовых воздействий среды, что позво-
лило им выработать различные механизмы адаптации 
и выживания [15]. Высокая адаптивность микроор-
ганизмов проявляется и в повышении устойчивости 
клетки за счет реализации специальных генетических 
программ, обеспечивающих механизмы накопления и 
передачи генов устойчивости между бактериями при 
действии антибиотиков [16]. 

Показано, что у грамотрицательных бактерий 
именно плазмиды участвуют в приобретении устой-
чивости к большинству классов антибиотиков, вклю-
чая β-лактамы, аминогликозиды, тетрациклины, 
сульфаниламиды, триметопримы, макролиды, поли-
миксины и хинолоны [17]. Большинство генов, коди-

рующих бета-лактамазы, расположены на хромосоме, 
однако описаны ферменты, гены которых расположе-
ны на плазмидах, в транспозонах или в генных кас-
сетах. Сочетание генов различных бета-лактамаз на 
мультикопийных плазмидах приводит к устойчивости 
к широкому спектру препаратов [14]. Плазмиды так-
же содержат гены факторов вирулентности: токсины, 
фимбрии, липополисахариды, полисахаридные кап-
сулы, протеазы и сидерофоры [3]. 

Из-за разнообразия механизма приобретения фак-
торов резистентности и вирулентности штаммов, 
корреляция между устойчивостью и вирулентностью 
является сложной проблемой [18]. В литературе боль-
шинство работ указывает на связь факторов вирулент-
ности и антибиотикорезистентности, однако мало что 
известно о типе и степени этой взаимосвязи и необ-
ходимы дальнейшие исследования для изучения это-
го вопроса. Кроме того, мы обратили внимание, что 
сидерофоры бактерий рассматриваются преимуще-
ственно с позиции факторов вирулентности. Вместе 
с тем, сидерофоры и другие хелатирующие факторы 
могут иметь решающее значение в формировании 
адаптивного потенциала энтеробактерий в организме 
хозяина и распространении антибиотикорезистент-
ных штаммов в микробной популяции.

Настоящее исследование позволило провести ана-
лиз чувствительности к антибиотикам у клинических 
изолятов Escherichia coli с генетическими детерми-
нантами clbBN, iucBC, кодирующими синтез хела-
тирующих факторов – колибактина и аэробактина. 
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Выбор генетических детерминант сидерофоров ми-
кроорганизмов был составлен на основании перечня 
изученных генов с доказанной ролью в инфекцион-
ных процессах. Колибактин относится к цикломоду-
линам, которые индуцируют хромосомную неста-
бильность и повреждение ДНК, развитие рака моче-
вого пузыря и колоректального рака. Вместе с тем, в 
настоящее время появляются данные, что колибактин 
-  это еще и генотоксин бактерий кишечного микро-
биома, способный активировать резидентные профа-
ги этих бактерий, что ведет к гибели микробной клет-
ки. Кроме того, показано, что биосинтез колибактина 
требует ферментативной активности PPTase, которая 
в свою очередь опосредованно способствует продук-
ции таких сидерофоров как энтеробактин, сальмохе-
лины и иерсиниабактин [19]. 

Кроме того, все больше работ направлено на изуче-
ние патогенного потенциала микроорганизмов,  син-
тезирующих сидерофор - аэробактин. Данный сиде-
рофор через связывание железа переносит его внутрь 
бактериальной клетки для дальнейшего накопления в 
биотопах, бедных железом (таких, как мочевыводя-
щий тракт), повышая устойчивость к действию анти-
микробных белков хозяина. Кроме того, в некоторых 
работах показана  положительная корреляция между 
устойчивостью к антибиотикам, особенно к фторхи-
нолонам и сульфонамидам, и продукцией сидерофо-
ров штаммами E. сoli  на уровне фенотипа [20]. Так-
же,  в работе была показана связь между повышенной 
устойчивостью к фторхинолонам и продукцией сиде-
рофоров на примере культур Enterococcus [21]. 

Учитывая тот факт, что E. coli  способны секрети-
ровать 4 известных сидерофора (энтеробактин, саль-
мохелины, аэробактин и иерсиниабактин) [6], пред-
ложенная нами мультиплекс ПЦР-реакция позволяет 
отобрать штаммы, носители генов кодирующих син-
тез аэробактина и связанные с колибактином сидеро-
форы:  энтеробактина, сальмохелина и иерсиниабак-
тина, тем самым охватывая весь спектр сидерофоров, 
синтезируемых кишечной палочкой. В проведенном 
исследовании была установлена широкая распро-
страненность генетических детерминант clbBN и 
iucBС среди клинических изолятов кишечных пало-
чек, подтверждающих решающее значение хелатиру-
ющих факторов в способности бактериальных клеток 
к захвату железа, что повышает жизнеспособность 
микроорганизмов внутри организма человека. Вме-
сте с тем, полученные данные демонстрируют высо-
кий уровень антибиотикорезистентности у штаммов, 
носителей генетических детерминант, кодирующих 
синтез колибактина и аэробактина. 

Учитывая способность сидерофоров захватывать 
железо, хелаторы можно рассматривать как факторы, 
способствующие адаптации и длительному выжива-
нию (персистенции) в микробной клетке в организме 
человека, и непосредственно участвующие в распро-
странении штаммов в природных эконишах. Мони-
торинг генетических детерминант clbBN и iucBC у 
антибиотикорезистентных штаммов микроорганиз-
мов позволит существенно сократить время анализа и 
повысить информативность выявления антибиотико-

резистентных штаммов E. сoli с сидерофорпродуци-
рующим потенциалом, что может в дальнейшем быть 
использовано для разработки современных подходов 
к предотвращению распространения устойчивых кло-
нов в микробных популяциях человека.  

 Заключение. Таким образом, знание и понима-
ние взаимосвязей между устойчивостью к антими-
кробным препаратам и хелатирующими факторами 
бактерий, может иметь решающее значение на этапе 
выявления эпидемически значимых антибиотикоре-
зистентных штаммов в организме человека. Вместе с 
тем, хелатирующие молекулы могут иметь решающее 
значение в формировании адаптивного потенциала 
энтеробактерий в организме хозяина и их распро-
странении в микробной популяции. В связи с этим, 
необходимы современные экспресс-методы для выяв-
ления антибиотикорезистентных штаммов, обладаю-
щих сидерофоропродуцирующим потенциалом.
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Введение. В горном Алтае расположен природный 
очаг чумы, являющийся российской частью трансгра-
ничного Сайлюгемского природного очага чумы [1]. 
Долгое время эпидемический потенциал этого очага 
считался невысоким, поскольку на его территории 
выделялись только непатогенные для человека алтай-
ский и, в редких случаях, улегейский биовары чумно-
го микроба - Yersinia. pestis subsp. microtus bv. altaica и 
Y. pestis subsp. microtus bv. ulegeica [2]. Внутривидовая 
таксономия Y. pestis остается дискуссионной, обще-
принятое мнение о таксономическом статусе внутри-
видовых групп отсутствует [3]. Мы придерживаемся 
таксономии, согласно которой вид Y. pestis подразде-
ляется на два подвида: основной (эпидемически зна-
чимый, то есть способный вызвать чуму у человека) 
- subsp. pestis и неосновной (эпидемически незначи-
мый) - subsp. microtus, в свою очередь подразделяю-
щийся на несколько биоваров [3]. Начиная с 2012 года 
в Алтайском очаге чумы помимо bv. altaica обнаружи-
ваются штаммы основного подвида чумного микро-
ба. В настоящее время здесь наблюдается совместная 
циркуляция двух подвидов чумного микроба - опас-
ного для человека Y. pestis subsp. pestis и неопасного 
Y. pestis subsp. microtus bv. altaica [4]. В горном Алтае 
существует очаг туляремии. Возбудитель туляремии, 
Francisella tularensis, в регионе представлен также 
двумя подвидами. Помимо F. tularensis subsp. holarc-
tica, широко рапространённого по всему Северному 
полушарию [5], в регионе циркулирует генетически 
обособленная подгруппа среднеазиатского подвида, 
F. tularensis subsp. mediasiatica [6]. Отличие этих двух 
подвидов в вирулентности не столь очевидно, как для 
основного и неосновного подвидов чумного микроба. 
F. tularensis subsp. mediasiatica в лабораторных опытах 
демонстрирует крайне высокую вирулентность 
и патогенность, а по способности преодолевать 
поствакцинальный иммунитет даже превосходит F. 
tularensis subsp. holarctica [7]. До сих пор в регионе 
не зафиксировано ни одного случая туляремии у 
людей, вызванной среднеазиатским подвидом, что 
может быть следствием не только недостаточной 
диагностики, но и сниженной вирулентности этого 

подвида для человека.
Активное присутствие в регионе двух возбудите-

лей особо опасных инфекций представляет опреде-
лённый интерес для исследователей, занимающихся 
вопросами эволюции, экологии, филогении, фило-
географии соответствующих возбудителей. Но при 
этом такая ситуация значительно осложняет работу 
организаций, осуществляющих санитарный и вете-
ринарный надзор, так как для оценки эпидемической 
ситуации помимо постоянного мониторинга наличия 
возбудителями чумы и туляремии в регионе, требует-
ся определение подвидовой принадлежности каждого 
выделенного штамма и полученного положительного 
ПЦР результата (Ct>20,0).

Для решения этой проблемы традиционно ис-
пользуются культуральные и биохимические методы, 
такие как определение способности к ферментации 
рамнозы [3] для чумного микроба и способности к 
расщеплению нитроцефина для возбудителя туляре-
мии [8]. Но эти методы требуют работы с живыми 
культурами. Классическая бактериология занимает 
довольно много времени и налагает определенные 
требования к аккредитации соответствующих лабо-
раторий и персонала. Высокую значимость имеют 
молекулярно-биологические методы индикации па-
тогенов и дифференциации их внутривидовых групп, 
например, ПЦР. Одной из генетических мишеней, 
которые могут быть детектированы в ПЦР являются 
однонуклеотидные полиморфизмы (SNP), представ-
ляющие собой точечные мутации, широко распро-
странены в геномах всех видов. За последние 20 лет 
разработаны многочисленные технологии обнаруже-
ния SNP [9-11]. Многие из этих технологий основа-
ны на ПЦР в реальном времени (ПЦР-РВ). Приборы 
для ПЦР-РВ присутствуют во многих клинических 
и исследовательских лабораториях благодаря их эф-
фективности, автоматизации, простоте эксперимен-
тов и способности работать с высокой пропускной 
способностью. Одной из наиболее распространённых 
технологий детекции SNP в реальном времени яв-
ляются Dual Allele-Specific (AS) ПЦП. Определение 
аллельного состояния SNP с помощью анализа AS-
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Т а б л и ц а  1
Штаммы, использованные в исследованиях

Подвид Штамм Источник
1 holarctica 503 ГКПМ-Оболенск
2 holarctica 1045 ГКПМ-Оболенск
3 holarctica Ха-179 ГКПМ-Оболенск
4 holarctica А-323 ГКПМ-Оболенск
5 holarctica Во-455/398 ГКПМ-Оболенск
6 holarctica Во-429/209 ГКПМ-Оболенск
7 holarctica Я-5 ГКПМ-Оболенск
8 holarctica Я-6 ГКПМ-Оболенск
9 holarctica Хм-4 ГКПМ-Оболенск
10 holarctica А-79 ГКПМ-Оболенск
11 mediasiatica K334 ГКПМ-Оболенск
12 mediasiatica 554 ГКПМ-Оболенск
13 mediasiatica 678 ГКПМ-Оболенск
14 mediasiatica 120 ГКПМ-Оболенск
15 mediasiatica А-84 ГКПМ-Оболенск
16 mediasiatica А-116 ГКПМ-Оболенск
17 mediasiatica А-133 ГКПМ-Оболенск
18 mediasiatica А-99 ГКПМ-Оболенск
19 mediasiatica А-373 ГКПМ-Оболенск
20 mediasiatica А-142 ГКПМ-Оболенск
21 mediasiatica А-187 ГКПМ-Оболенск
22 mediasiatica А-178 ГКПМ-Оболенск
23 tularensis SCHU ГКПМ-Оболенск
24 tularensis 8859 ГКПМ-Оболенск
25 mediasiatica 125 Горно-Алтайская ПЧС, Республика Алтай, Чойский район
26 mediasiatica 128 Горно-Алтайская ПЧС, Республика Алтай, Чойский район
27 mediasiatica 129 Горно-Алтайская ПЧС, Республика Алтай, Чойский район
28 mediasiatica 166 Горно-Алтайская ПЧС, Республика Алтай, Чойский район
29 mediasiatica 137 Горно-Алтайская ПЧС, Республика Алтай, Чойский район
30 mediasiatica 23 Горно-Алтайская ПЧС, Республика Алтай, Чойский район
31 mediasiatica 91 Горно-Алтайская ПЧС, Республика Алтай, Чойский район
32 mediasiatica 95 Горно-Алтайская ПЧС, Республика Алтай, Чойский район
33 mediasiatica 87 Горно-Алтайская ПЧС, Республика Алтай, Чойский район
34 mediasiatica 90 Горно-Алтайская ПЧС, Республика Алтай, Чойский район
35 mediasiatica 96 Горно-Алтайская ПЧС, Республика Алтай, Чойский район
36 mediasiatica 9 Горно-Алтайская ПЧС, Республика Алтай, Шебалинский район
37 mediasiatica 281 Горно-Алтайская ПЧС, Республика Алтай, Майминский район
38 pestis 1219 Горно-Алтайская ПЧС, Республика Алтай, Кош-Агачский район
39 pestis 1211 Горно-Алтайская ПЧС, Республика Алтай, Кош-Агачский район
40 pestis 1208 Горно-Алтайская ПЧС, Республика Алтай, Кош-Агачский район
41 pestis 1020 Горно-Алтайская ПЧС, Республика Алтай, Кош-Агачский район
42 pestis 62 Горно-Алтайская ПЧС, Республика Алтай, Кош-Агачский район
43 microtus bv. altaica 1273 Горно-Алтайская ПЧС, Республика Алтай, Кош-Агачский район
44 microtus bv. altaica 1270 Горно-Алтайская ПЧС, Республика Алтай, Кош-Агачский район
45 microtus bv. altaica 1258 Горно-Алтайская ПЧС, Республика Алтай, Кош-Агачский район
46 microtus bv. altaica И-3446 ГКПМ-Оболенск
47 microtus bv. altaica И-2277 ГКПМ-Оболенск
48 microtus bv. altaica И-2976 ГКПМ-Оболенск
49 microtus bv. altaica И-3113 ГКПМ-Оболенск
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ПЦР достигается с помощью двух прямых праймеров 
AS, которые действуют совместно с одним обратным 
праймером. Дизайн праймера AS предполагает несо-
ответствие на 3'-конце с матрицей ДНК, состоящей из 
некомплементарного состояния SNP (неаллельная ма-
трица). В то же время некомплементарное несовпаде-
ние оснований не наблюдается с аллельной матрицей. 
Несовпадение 3'-конца снижает эффективность поли-
меразы Taq на 15-50% за цикл [12], что ведёт к сниже-
нию эффективности ПЦР по сравнению с аллельным 
комплексом праймер-матрица [13, 14]. Конкуренция 
между праймерами дополнительно усиливается за 
счёт введения дополнительного дестабилизирую-
щего несовпадения нуклеотида в (-2) или (-3) поло-
жение на 3'-конце форвардных AS-праймеров [15, 
16]. Мечение одного из форвардных AS-праймеров 
GC-последовательностью, которая увеличивает раз-
мер полученного ПЦР-продукта и, соответственно, 
температуру его плавления на несколько градусов, 
позволяет дифференцировать продукты AS-ПЦР по-
средством анализа кривой плавления [16-19]. Этот 
анализ назван mismatch amplification mutation assay or 
MELT-MAMA [17, 20]. В исследовании представлены 
примеры использования данной методики с модифи-
кациями для дифференциации F. tularensis subsp. me-
diasiatica от subsp. holarctica и и Y. pestis subsp. pestis 
от Y. pestis subsp. microtus.

Материал и методы. Использовали 37 клини-
ческих штаммов F. tularensis разных подвидов и 12 
штаммов Y. pestis подвидов pestis и microtus bv. altaica 
из Государственной коллекции патогенных микроор-
ганизмов «ГКПМ - Оболенск» ФБУН Государствен-
ный научный центр прикладной микробиологии и 
биотехнологии и из Алтайской противочумной стан-
ции (г. Горно-Алтайск) (табл. 1). Штаммы F. tularensis 
культивировали при температуре 37 ºС на плотной 
питательной среде FT-агар (ФБУН ГНЦ ПМБ, п. Обо-
ленск). Штаммы Y. pestis культивировали на пита-
тельной среде для культивирования чумного микроба 
(ЧПС) (ФБУН ГНЦ ПМБ, п. Оболенск).

Поиск нуклеотидных и аминокислотных после-
довательностей и анализ анализ in silico проведён с 
использованием баз данных, доступных на информа-
ционном портале NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov). Мно-
жественное выравнивание нуклеотидных и амино-
кислотных последовательностей, трансляция in silico, 
анализ расположения на хромосоме исследуемых 
генов, и их гомологов, их фрагментов, дизайн олиго-
нуклеотидных праймеров и зондов, расчёт их темпе-
ратур плавления, проводились с помощью программ-
ного пакета Vector NTI 10.0.1. (Invitrogen Corporation).

Выделение нуклеиновых кислот из бактерий про-
ведено с помощью набора реагентов Genomic DNA 
Purification Kit (Thermo Scientific) согласно инструк-
циям производителя.

Олигонуклеотидные праймеры разработаны на-
ми, синтезированы биотехнологической компанией 
«Синтол» (г. Москва, Россия).

Детекцию SNP осуществляли с помощью аллель-
специфической ПЦР (AS-ПЦР) по схеме [21]. Учёт 
результатов AS-ПЦР-РВ проводили по анализу кри-

вых плавления в амплификаторе c оптическим ПЦР-
модулем CFX96 (Bio-Rad Laboratories, Inc, USA) с 
использованием «2,5 кратной реакционной смеси для 
проведения ПЦР-РВ в присутствии красителя SYBR 
Green I» (Синтол, Москва) при конечной концентра-
ции MgCl2, равной 2мМ. Праймеры добавляли из рас-
чёта 10 пк Моль каждого на 25 мкл рабочей смеси. 
Анализ кривых амплификации и плавления прово-
дили с использованием оптического ПЦР-модуля по 
каналу FAM/SYBR.

Программа амплификации: 
1) 50,0 °C-2:00 мин;
2) 95,0 °C-10:00 мин;
3) 95,0 °C- 0:20 с;
4) 60,0 °C - 0:30 с либо 62,0 °C - 0:30 с;
5) 72,0 °C - 0:30 с + измерение флуоресценции;
6) повторить этапы 3-5 30 раз;
7) 95,0 °C - 0:15 с;
8) построение кривой плавления от 60,0 °С до 95,0 

°C, шаг 0,5 °C, интервал 0:05 с + измерение флуорес-
ценции.

Результаты. Выбор ПЦР-мишеней. Для диф-
ференциации F. tularensis subsp. mediasiatica в 
качестве основной мишени использована ранее 
описанная однонуклеотидная замена 289G→A в гене 
β-лактамазы FTU-1 (BlaB), номер доступа к последо-
вательности гена в GenBank KCX65_03135 для рефе-
ренсного штамма SCHU S4, номер доступа к геному 
в GenBank CP073128.1[22]. Эта замена подвидоспе-
цифична для F. tularensis среднеазиатского подвида 
и приводит к аминокислотной замене глицина на ар-
гинин в 97 положении транслируемого белка. Кроме 
этой SNP, в качестве дополнительной ПЦР-мишени 
использована ещё одна SNP в последовательности 
данного гена - 518Т→С, характерная для двух подви-
дов - subsp. mediasiatica и subsp. tularensis (наиболее 
эпидемически опасный подвид туляремийного 
микроба, до сих пор не обнаруженный в России и в 
соседних государствах).

В качестве мишени для дифференциации ос-
новного и неосновного подвидов Y. pestis выбрана 
SNP671А→G в гене rhaS, кодирующем регулятор рам-
нозного оперона (номер доступа к последовательно-
сти гена в GenBank YPO0332для референсного штам-
ма Y. pestis СО92, номер доступа к геному в GenBank 
AL590842.1). Наличие остатка гуанина в этом поло-
жении характерно для штаммов неосновного подвида 
чумного микроба и для Y. pseudotuberculosis, а наличие 
остатка аденина - для основного подвида [23, 24].

Дизайн праймеров. Принцип описываемого мето-
да предполагает использование в одной реакции ам-
плификации трёх праймеров - двух конкурирующих 
аллель-специфичных и одного общего праймера. За 
счёт конкуренции за связывание с ДНК-матрицей в 
состав синтезируемого ампликона включается пре-
имущественно один из аллель-специфических прай-
меров, комплементарный своим 3'-нуклеотидом опре-
деляемой SNP.

Для дифференциации подвидов туляремийно-
го микроба разработана система из трёх праймеров. 
Два прямых аллель-специфичных праймера отли-
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чаются между собой 3'-концевым нуклеотидом, со-
ответсвующим аллелю, характерному для F. tular-
ensis subsp. mediasiatica или подвидам holarctica и 
tularensis (табл. 2, рис. 1). Один из них помечен GC-
последовательностью, которая увеличивает размер 
ампликона и его температуру плавления, что в свою 
очередь позволяет определить какой из праймеров 
включён в состав вновь синтезированного амплико-
на электрофоретически или методом анализа кривых 
плавления, соответственно. Для того, чтобы в реак-

цию включался преимущественно один праймер, ком-
плементарный 3'-концевым нуклеотидам анализируе-
мой ДНК-матрице в (-3) положении с 3' конца обоих 
форвардных праймеров введено некомплементарное 
матрице основание (принцип повышения специфич-
ности конкурентной аллель-специфичной ПЦР при 
введении некомплементарных оснований [21]). В от-
личие от предложенных праймеров [22], добавлен не-
комплементарный нуклеотид в (-4) положении обоих 
форвардных праймеров.

Рис. 1. Выравнивание гена blaB в хромосоме F. tularensis разных подвидов. Выполнено с помощью программы Vector NTI. Чёрным цветом выделены 
области праймеров.

Т а б л и ц а  2
Последовательность нуклеотидов в разработанных и используемых для проведения исследования праймерах

Название Последовательность 5'→3' 
Праймеры, используемые для дифференциации подвидов туляремии

A-Bla 2SNPTulF1 AATAAATCAAGATGATATTGGTAAAgcCG

D-Bla 2SNPMedF1 CGGGGCGGGGCGGGGCGGGCAATAAAT
CAAGATGATATTGGTAAAggCA

R-Bla 2SNPRev ATCTTTAGTAATAGCCTTTGGAGgTG
Праймеры, используемые для дифференциации подвидов чумы

rhaS-Alt-RD CGGGGCGGGGCGGGGCGGGCCAGTTGAT
GACGGGCTTGCAGTgcGC

rhaS-Pest-RA CAGTTGATGACGGGCTTGCAGTtcGT
rhaS-Alt-F TTATGCAGCTATTGGTGAAACTGTGGCA

Примечание. Жирным шрифтом обозначены GC-последовательности, нижним подчеркиванием - аллель-специфические нуклеотиды, строч-
ными буквами - некомплементарные основания.

Общий для обоих форвардных праймеров ре-
версный праймер сделан аллель-специфичным. Его 
3'-концевой нуклеотид (G) комплементарен ДНК ма-
трице подвидов mediasiatica и tularensis (С). В (-3) по-
ложение ввели некомплементарное матрице основа-
ние (см. табл. 2, рис. 1).

Для дифференциации подвидов чумного микро-
ба использованы три праймера - два конкурирую-
щих аллель-специфических реверсных и один общий 
форвардный (см. табл. 2). Аллель-специфические 
праймеры отличаются 3'-концевым нуклеотидом, 
комплементарным одной из двух аллелей. Один 
из аллель-специфичных праймеров, rhaS-Alt-RD, 
3' - концевой нуклеотид которого комплементарен 

ДНК матрице неосновного подвида помечен GC-
последовательностью. В (-3) положении с 3'-конца 
этого праймера введено некомплементарное осно-
вание. В последовательность второго аллель-спец-
ифического праймера rhaS-Pest-RA, 3' - концевой 
нуклеотид которого комплементарен ДНК матрице 
основного подвида чумного микроба, введены два не-
комплементарных основания в (-3) и (-4) положениях 
с 3' конца. В последовательности общего форвардно-
го праймера отсутствуют аллель-специфические ну-
клеотиды и некомплементарные основания.

Использование разработанных праймеров для 
определения подвидовой принадлежности туляре-
мийного и чумного микробов. Разработанные системы 
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праймеров протестированы на панели штаммов, указан-
ных в табл. 1. Испытания проводились на базе ФБУН 
ГНЦ ПМБ и Алтайской противочумной станции.

Система праймеров, разработанная для диффе-
ренциации подвидов туляремийного микроба может 
быть использована в двух температурных режимах 
амплификации, отличающихся температурой отжига 
праймеров – 60 °С происходит накопление ПЦР про-
дукта вне зависимости от того ДНК штамма какого 
подвида использовано в качестве матрицы, форма 
кривой амплификации при этом приближена к клас-

сической сигмовидной (рис. 2, а).
Накопление ПЦР-продукта образующегося с ма-

трицы ДНК F. tularensis subsp. holarctica происходит 
с некоторой задержкой (до 10 циклов). Анализ кри-
вых плавления ПЦР-продуктов показывает, что пик 
кривой плавления у подвидов tularensis и holarctica 
составляет 80 °С, иногда 79,5 °С, а у подвида mediasi-
atica – 82 ° С, иногда 81,5 °С (рис. 2, б). Следователь-
но, анализ кривых плавления позволяет однозначно 
дифференцировать F. tularensis subsp. mediasiatica от 
других подвидов.

Рис. 2. Кривые амплификации (а) и кривые плавления (б) ПЦР-продуктов при использовании в качестве матрицы ДНК штаммов F. tularensis разных 
подвидов при температуре отжига 60 °С. Кривые рассчитаны и визуализированы программой Bio-Rad CFX manager.

При повышении температуры отжига праймеров 
снижается эффективность образования двуцепочеч-
ных димеров праймер-матрицы, что снижает эффек-
тивность ПЦР. При этом возрастает дестабилизи-
рующее влияние некомплементарных оснований в 
3' концевой области праймера. В нашем случае при 
повышении температуры отжига до 62 °С эффектив-
ность ПЦР снижается значительно, при этом фор-
ма кривых амплификации для подвидов tularensis и 
mediasiatica приближается к линейной, для подвида 
holarctica ПЦР настолько неэффективна, что накопле-

ния продукта реакции за 30-35 циклов амплификации 
практически не происходит (рис. 3, а). Пики кривых 
плавления остаются прежними – 80 °С и 82 °С у под-
видов tularensis и mediasiatica, соответственно. Для 
подвида holarctica ввиду крайне слабо выраженно-
го накопления продукта амплификации пик кривой 
плавления выражен слишком слабо, и данная кривая 
может не учитываться при анализе (рис. 3, б). Этот 
вариант ПЦР позволяет дифференцировать все три 
патогенных подвида туляремийного микроба.

Система праймеров, разработанная для дифферен-
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Рис. 3. Кривые амплификации (а) и кривые плавления (б) ПЦР-продуктов при использовании в качестве матрицы ДНК штаммов F. tularensis разных 
подвидов при температуре отжига 62 °С.

циации основного и неосновного подвидов чумного 
микроба работает при температуре отжига праймеров 
60 °C. При этом не видно разницы в кривых ампли-
фикации для дифференцируемых подвидов, и опре-
деление подвидовой принадлежности осуществляет-
ся только на стадии анализа кривых плавления - пик 
кривой плавления у подвида pestis составляет 87 °С, 
а у подвида microtus (bv. altaic) - 88,5 °С (рис. 4, а, б). 

Обсуждение. Применён метод MELT-MAMA ПЦР 
для решения задачи быстрой дифференциации подви-
дов туляремийного и чумного микробов, циркулиру-
ющих на территории горного Алтая. Предложенные 
олигонуклеотиды могут быть использованы не только 
для подвидовой диагностики уже выделенных штам-
мов, но и для индикации соответствующих возбуди-
телей в полевом или клиническом материале.

Использованный подход не является единствен-
ным решением этой задачи. На данный момент суще-
ствуют коммерчески доступные ПЦР-тест-системы 
и иммунохроматографические тесты для индикации 

чумного и туляремийного микробов. Но при этом 
проблема точной и быстрой идентификации внутри-
видовых групп этих микроорганизмов разработана 
недостаточно. Если исключить из обсуждения тради-
ционные биохимические тесты (определение способ-
ности к расщеплению рамнозы для чумного микроба 
и к расщеплению нитроцефина для туляремийного), 
которые требуют значительного времени и работы 
с чистыми культурами возбудителей, то мы можем 
констатировать, что для решения этой задачи приме-
няются в основном методы на основе ПЦР. Большая 
часть этих методов предполагает электрофоретиче-
ский учёт результатов одной или нескольких ПЦР-
реакций для каждого тестируемого штамма [25-28], 
что увеличивает время- и трудозатратность анализа. 
Существуют лишь отдельные работы, посвящённые 
экспресс-дифференциации подвидов чумного микро-
ба с помощью ПЦР-РВ с гибридизационно-флюорес-
центным учётом результатов реакции [29]. Для ту-
ляремийного микроба отсутствуют экспресс-методы 
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дифференциации подвида mediasiatica от других под-
видов. Большие трудности возникают при попытке 
дифференцировать этот подвид от подвида tularensis, 
поскольку большая часть предлагаемых тестов плохо 
воспроизводится на представительной выборке штам-
мов. С одной стороны, эта задача не столь актуальна, 
так как ареалы распространения этих подвидов (Се-
верная Америка, Средняя Азия, южная Сибирь, со-
ответственно) не пересекаются. С другой стороны, в 

условиях современной глобализации и транспортной 
логистики нельзя исключать ни случайного, ни пред-
намеренного заноса патогенов в неэндемичные для 
них регионы, что актуализирует задачу дифференциа-
ции различных внутривидовых групп и превентивной 
разработки соответствующих методов диагностики. 
Разработанная схема ПЦР позволяет надёжно диффе-
ренцировать среднеазиатский подвид от других под-
видов, в том числе и подвида tularensis.

Рис. 4. Кривые амплификации (а) и кривые плавления (б) ПЦР-продуктов при использовании в качестве матрицы ДНК штаммов Y. pestis подвидов 
pestis и altaica.

Примененный метод MELT-MAMA ПЦР с тех-
нической точки зрения заключается в детекции в 
каждой ПЦР-РВ одной SNP-мишени в присутствии 
интеркалирующего красителя по анализу кривой 
плавления полученного ампликона. Эти особенности 
метода обусловливают специфическую комбинацию 
его недостатков и преимуществ. Недостатками мето-
да являются: 1) отсутствие технической возможности 
детекции одновременно нескольких ПЦР-мишеней 
в одной реакционной смеси; 2) достаточно высокая 
чувствительность к составу реакционной смеси, что 

в ряде случаев может приводить к необходимости 
изменения температурного режима амплификации 
при изменении состава смеси, например, при пере-
ходе на ПЦР-реагенты другого изготовителя; 3) не-
обходимость использования ПЦР-амплификатора, 
обладающего функцией анализа кривых плавления; 
4) большая, чем при ПЦР с гибридизационно-флуо-
ресцентной детекцией сложность расчёта праймеров, 
особенно количества и позиции некомплементарных 
оснований, и оптимальной температуры отжига прай-
меров, что может требовать эмпирического выбора 
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олигонуклеотидов из нескольких сконструированных 
вариантов и более трудоёмкой оптимизации темпера-
турного режима реакции. К преимуществам метода 
можно отнести: 1) высокую скорость анализа, по-
зволяющую в отличии от молекулярно-генетических 
методов с электрофоретическим учётом результатов 
проводить анализ в течение нескольких часов; 2) от-
сутствие использования флюоресцентно меченных 
олигонуклеодидных зондов, что удешевляет анализ 
и увеличивает срок хранения рабочих растворов оли-
гонуклеотидов по сравнению с ПЦР-РВ с гибриди-
зационно-флуоресцентной детекцией, используемой 
в большинстве коммерчески доступных ПЦР-тест 
систем; 3) возможность детекции однонуклеотидных 
ПЦР мишеней. Последний пункт на наш взгляд пере-
вешивает все недостатки метода.

Используемый в работе метод детекции однону-
клеотидных ДНК маркёров может быть применим 
для решения гораздо более широкого круга задач, от 
определения таксономического положения исследуе-
мого штамма с различной степенью разрешения, до 
определения неких функциональных мутаций в том 
или ином гене, так как метод MELT-MAMA ПЦР мо-
жет быть успешно адаптирован для детекции практи-
чески любых SNP без проведения секвенирования.

Заключение. MELT-MAMA ПЦР применён в ка-
честве экспресс-метода дифференциации F. tularensis 
subsp. mediasiatica от других подвидов туляремийно-
го микроба и Y. pestis subsp. pestis от Y. pestis subsp. 
microtus, использовав в качестве мишеней подвидо-
специфические SNP. В случае с туляремийной ин-
фекцией, данная модификация метода MELT-MAMA 
является по существу единственной, которая надёжно 
и быстро дифференцирует все подвиды. Для чумного 
микроба подвидовая диагностика более разработана 
и существуют аналоги, но использование этого не 
очень распространённого метода может оказаться по-
лезным и для подвидовой диагностики Y. pestis. Дан-
ный метод может быть интересен широкому кругу 
исследователей для детекции диагностически, фило-
генетически или филогеографически важных SNP без 
проведения полногеномного секвенирования.
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