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Мухетдинова Г.А., Фазлыева Р.М., Мавзютова Г.А., Валишин Д.А., Хасанова Г.М.

ЭФФЕКТИВНОСТЬ СОВРЕМЕННЫХ МЕТОДОВ ЛАБОРАТОРНОЙ ДИАГНОСТИКИ 
В ОЦЕНКЕ РАЗЛИЧНЫХ ФОРМ ГЕМОРРАГИЧЕСКОЙ ЛИХОРАДКИ С ПОЧЕЧНЫМ 
СИНДРОМОМ, ОБУСЛОВЛЕННОЙ СЕРОТИПОМ ПУУМАЛА

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

Проведён анализ как традиционных, так и новых методов лабораторной диагностики для оценки степени тяжести и 
поражения органов-мишеней при геморрагической лихорадке с почечным синдромом (ГЛПС). Показано, что тромбоци-
топения соответствует тяжести заболевания и коррелирует с выраженностью почечной недостаточности. Уровень 
С-реактивного белка отражает активность воспалительного процесса и коррелирует с характерными лабораторными 
критериями заболевания. Содержание альвеомуцина в сыворотке крови больных более 45,0 Ед/мл указывает на пора-
жение лёгких. ГЛПС на территории  Республики Башкортостан обусловлена серотипом Пуумала; зависимости формы 
заболевания от содержания противовирусных антител не выявлено. 
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Введение. Геморрагическая лихорадка с почечным 
синдромом (ГЛПС) – острая вирусная природно-очаговая 
инфекция, характеризующаяся генерализованным во-



525

Russian Clinical Laboratory Diagnostics. 2018; 63(9)
DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2018-63-9-524-529

Biochemistry

влечением мелких сосудов, геморрагическим диатезом, 
гемодинамическими расстройствами и поражением по-
чек по типу острого тубулоинтерстициального нефрита 
с развитием острой почечной недостаточности [1]. Зара-
жение человека происходит преимущественно воздушно-
пылевым путем (до 80%) при вдыхании высохших ис-
пражнений инфицированных грызунов. Ключевым мо-
ментом в патогенезе считают особенности иммунного 
ответа макроорганизма на вирусемию и активацию эндо-
телиальных клеток, что приводит к резкому повышению 
сосудистой проницаемости, синдрому диссеминирован-
ного внутрисосудистого свёртывания (ДВС-синдрому). 
Развитие реакций иммунного воспаления обусловливает 
центральные и микроциркуляторные гемодинамические 
нарушения, преимущественно выраженные в органах-
мишенях (респираторный тракт, почки, мозг, печень) 
[2–4]. Полиморфизм и вариабельность симптоматики, 
отсутствие стандартизованных характеристик ведущих 
синдромов не позволяют с достоверной точностью уста-
новить первичный диагноз ГЛПС клинически. По степе-
ни тяжести заболевания выделяют несколько форм: лёг-
кую, среднетяжёлую и тяжёлую формы. В основу класси-
фикации по степени тяжести заболевания и критериев, её 
определяющих, заложены преимущественно клинические 
(гемодинамические, геморрагические, почечные) сим-
птомы; единственным лабораторным критерием является 
показатель сывороточного креатинина [5]. Вместе с тем с 
развитием лабораторной диагностики актуальным явля-
ется вопрос поиска лабораторных критериев для оценки 
тяжести состояния и поражения органов-мишеней при 
ГЛПС. Так, в ряде современных исследований показано, 
что гематурия [6] и гломерулярная протеинурия  [7] явля-
ются предикторами острого повреждения почек, альвео-
муцин – диагностическим маркёром поражения лёгких 
при ГЛПС [8, 9], а содержание HMGB1 [10] и TGF-β [11] 
коррелирует с тяжестью заболевания.

В литературе существует единое мнение о тромбо-
цитопении как патогномоничном гематологическом 
симптоме у больных ГЛПС, генез которого – потре-
бление тромбоцитов в развивающемся ДВС-синдроме. 
При этом тяжесть тромбоцитопении, по данным ряда 
авторов, не коррелирует с нарушением функции по-
чек, но зависит от выраженности воспаления [12, 13]. 
Имеется и обратное мнение о тесной взаимосвязи 
между тромбоцитопенией и функцией почек [14].

В России для специфической диагностики ГЛПС 
широко используется реакция непрямой иммунофлуо-
ресценции (РНИФ): для постановки диагноза учитыва-
ется 4-кратное и большее увеличение титра антител во 
второй пробе. Возможность применения иммунофер-
ментного анализа (ИФА) для выявления IgM-антител 
у больных ГЛПС была показана A. Lundkvist и соавт. 
(1991). Сравнительные исследования сывороток крови 
больных ГЛПС в ИФА с использованием различных ре-
комбинантных антигенов для выявления IgM-антител 
показали их высокую специфичность [2]. Примечатель-
но, что на сегодняшний день нет убедительных данных 
о связи тяжести заболевания и титров противовирусных 
антител. 

В этой связи целью нашего исследования явилось 
изучение лабораторных показателей и титров противо-
вирусных антител для оценки тяжести состояния и по-
ражения органов- мишеней при ГЛПС.

Материал и методы. Нами проведено проспектив-
ное динамическое клинико-функциональное обследова-

ние пациентов с диагнозом ГЛПС, находившихся на ста-
ционарном лечении в ГБУЗ РБ «Городская клиническая 
больница № 5» г. Уфы. Условия включения в основную 
группу: возраст пациентов от 18 до 65 лет, информиро-
ванное согласие пациента на участие в исследовании. 
Условия исключения: наличие в анамнезе и по данным 
анализа медицинской документации ранее перенесен-
ной ГЛПС, хронических заболеваний органов дыхания, 
сердечно-сосудистой системы, почек и мочевыводящих 
путей.

Под нашим наблюдением находилось 220 больных 
ГЛПС. Преобладали мужчины – 180 (81,8%) пациентов, 
женщин было 40 (18,2%), что ещё раз подчеркивает ген-
дерные различия при ГЛПС. В группу 1 включено 52 
пациента с лёгкой формой ГЛПС: 39 (75%) мужчин и 13 
(25%) женщин в возрасте от 18 до 53 лет, средний воз-
раст 31,27 ± 10,2 года. В группу 2 включено 112 пациен-
тов со среднетяжёлой формой ГЛПС: 94 (83,9%) муж-
чины и 18 (16,1%) женщин в возрасте от 18 до 65 лет, 
средний возраст 35,02 ± 14,38 года. Эта группа в зависи-
мости от наличия клинико-рентгенологических призна-
ков поражения лёгких была разделена на 2 подгруппы: в 
подгруппу 2а включено 60 больных ГЛПС без патологии 
лёгких, в подгруппу 2б включено 52 пациента с ГЛПС, 
имевших при поступлении клинико-рентгенологические 
признаки острой патологии лёгких. В группу 3 вошли 56 
пациентов с тяжёлой формой ГЛПС: 47 (83,9%) мужчин 
и 9 (16,1%) женщин в возрасте от 18 до 60 лет, средний 
возраст 36,86 ± 14,36 года. Контрольную группу соста-
вили 30 практически здоровых лиц, не имевших ГЛПС 
в анамнезе: 22 (73,3%) мужчины и 8 (26,7%) женщин в 
возрасте от 18 до 45 лет, средний возраст 31,96 ± 10,8 
года.

Всем больным было проведено обследование, кото-
рое включало общеклинические методы, лабораторные 
методы – общий анализ крови на автоматическом ана-
лизаторе Cobas Micros, общий анализ мочи; биохими-
ческие исследования – определение в сыворотке крови 
общего белка, билирубина, креатинина, мочевины, глю-
козы, аланинаминотрансферазы (АЛТ), аспартатамино-
трансферазы (АСТ), электролитов (калий, натрий); УЗИ 
почек и органов брюшной полости.

 Специфические IgM-антитела определяли методом 
ИФА. Для дифференциации антител по принадлежно-
сти к отдельным хантавирусам сыворотки обследуемых 
больных типировали с применением моновалентных 
культуральных антигенов вирусов Пуумала и Добрава. 
Данную часть исследования проводили в лаборатории 
геморрагических лихорадок ФГУП «Институт полио-
миелита и вирусных энцефалитов им. М.П. Чумакова» в 
Центре Минздрава России по борьбе с ГЛПС, г.Москва. 
При сравнении средних геометрических титров (СГТ) 
специфических антител в сыворотке крови пользова-
лись следующим приемом: логарифмировали числовые 
значения титров по основанию 2 и определяли средние 
арифметические (с соответствующей ошибкой средней) 
полученных логарифмов.

Определение альвеомуцина (АМ) и С-реактивного 
белка (СРБ) в сыворотке крови проводилось мето-
дом ИФА с использованием реагентов фирмы «Хема-
Медика» (Россия) в исследовательском центре «Лабора-
тория», г. Уфа.

 Статистический анализ включал оценку нормально-
сти распределения признака с использованием критерия 
Колмогорова – Смирнова, методы описательной стати-
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стики, корреляционный анализ. При нормальном рас-
пределении признака результаты представлены в виде 
средней арифметической (М) и среднего квадратическо-
го (стандартного) отклонения (σ), использован параме-
трический t-критерий Стьюдента. При распределении 
признака, отличающегося от нормального, использова-
ли медиану (Ме), первый и третий квартили (Q1; Q3) и 
непараметрический критерий Манна – Уитни.  Для ана-
лиза взаимосвязи двух признаков проводили корреляци-
онный анализ по Спирмену. Межгрупповые различия 
считали статистически значимыми при р < 0,05, стати-
стически высокозначимыми – при р < 0,01. 

Результаты и обсуждение. В связи с существую-
щей точкой зрения, что в очагах ГЛПС циркулируют, 
как правило, два и более серотипов хантавирусов, пре-
обладанием хантавирусов серотипов Пуумала и До-
брава/Белград на европейской территории Российской 
Федерации, было проведено серологическое иссле-
дование образцов сывороток больных ГЛПС. Во всех 
образцах сывороток больных ГЛПС были выявлены 
специфические антитела только к серотипу Пуумала. В 
группах обследованных больных титр специфических 
IgM-антител находился в пределах от 1:64 до 1:128000, 
причём во всех группах отмечались как низкие титры 
1:128 (группа 1), 1:256 (группа 2), 1:128 (группа 3), так 
и максимально высокие 1:128000 титры антител. При 
математической обработке полученных данных стати-
стически значимых различий между группами с учётом 
тяжести заболевания не выявлено: титр противовирус-
ных антител при лёгкой форме заболевания составил 
12,94 ± 1,05 log2, при среднетяжёлой форме – 14,20 ± 
0,59 log2, при тяжёлой форме – 12,70 ± 1,17 log2.

При лёгкой форме заболевания изменения гемограм-
мы были незначительными. Показатели красной крови 
(эритроциты и гемоглобин) варьировали в пределах от 
3,2·1012/л и 105 г/л до 5,12·1012/л и 167 г/л соответствен-
но, но средние значения не различались ни с контроль-
ной группой, ни по периодам. Уровень лейкоцитов так-
же варьировал: от лейкопении (< 4·109/л) у единичных 
(3/7,9%) больных в начальном периоде до умеренного 
лейкоцитоза (9–12,5·109/л) у 15,4% больных в олигу-
рическом периоде, статистически значимые различия в 
сравнении с контрольными значениями отмечены в оли-
гурическом и полиурическом периодах. Более выражен-
ные изменения наблюдались со стороны лейкоцитарной 
формулы. Характерным являлся палочкоядерный сдвиг 
влево, уровень которого в начальном периоде (7,9 ± 

3,54%) статистически значимо (p = 0,003) отли-
чался от контрольного значения (3,6 ± 1,47%). 
Значимыми были и различия в уровне моно-
цитов периферической крови: отмечено их 
повышение у больных в олигурическом (7,22 
± 1,99%; р = 0,001) и полиурическом (6,31 ± 
2,52%; р = 0,012) периодах. Уровень СОЭ при 
лёгкой форме заболевания в начальном (14,05 ± 
9,86 мм/ч) и олигурическом (14,38 ± 6,95 мм/ч) 
периодах незначительно превышал контроль-
ный показатель (9,64 ± 3,68 мм/ч), но средняя 
арифметическая находилась в пределах рефе-
ренсных значений.

Динамика тромбоцитов по периодам за-
болевания с учётом формы ГЛПС отражена в 
табл. 1. Тромбоцитопения умеренной степени в 
первые дни пребывания в стационаре отмечена 

у больных с лёгкой формой ГЛПС, данный показатель 
высокозначимо отличался не только от контрольного 
значения, но и от соответствующего показателя в олигу-
рическом и полиурическом периодах. В олигурическом 
периоде уровень тромбоцитов несколько повысился, но 
был статистически значимо ниже и контрольного значе-
ния, и показателя полиурического периода. В полиури-
ческом периоде уровень тромбоцитов даже несколько 
превысил контрольное значение, но различия незначи-
мы. Корреляционный анализ не выявил зависимости 
между уровнем тромбоцитов и содержанием креатини-
на в сыворотке крови при лёгкой форме ГЛПС.

При лёгкой форме ГЛПС протеинурия в минималь-
ных значениях (до 0,033 г/л) определялась у части боль-
ных (42,1%) уже в начальном периоде, в олигурическом 
периоде отмечена незначительная протеинурия у всех 
больных (от 0,033 до 0,99 г/л). В осадке мочи наблюда-
лись микрогематурия (67,3%), единичные гиалиновые 
цилиндры. Восстановление функции почек при лёгкой 
форме происходит достаточно быстро. В полиуриче-
ском периоде при выписке из стационара ни у одного 
пациента протеинурия не определялась, но у 12 (23,1%) 
пациентов сохранялась гипостенурия. Нарушение функ-
ции почек в начальном периоде не столь характерно, как 
в последующем олигурическом периоде, что отражает 
статистически высокозначимое повышение показателей 
креатинина (150,7 ± 14,9; рк < 0,001) и мочевины (8,22 ± 
0,89; рк < 0,001), которые в полиурическом периоде воз-
вращаются к нормальным значениям.

При среднетяжёлой форме показатели красной 
крови (эритроциты и гемоглобин) в начальном перио-
де статистически значимо превышали как контроль-
ное значение, так и аналогичный показатель при лёг-
кой форме заболевания. В олигурическом периоде при 
среднетяжёлой форме заболевания возрастал лейкоци-
тоз (8,25 ± 2,34·109/л; рк < 0,001), достигая в ряде случа-
ев 16,8·109/л; наблюдался лейкоцитарный сдвиг влево 
– увеличение палочкоядерных лейкоцитов в начальном 
периоде в ряде случаев до 35% (среднее значение 13,37 
± 0,92%), что статистически значимо в сравнении как 
с контрольным показателем (рк < 0,001), так и с анало-
гичным показателем при лёгкой форме заболевания (р1 
= 0,027); отмечено появление плазматических клеток и 
единичных миелоцитов. Содержание моноцитов в на-
чальном и олигурическом периодах также превышало 
контрольное значение. 

При среднетяжёлой форме содержание тромбоцитов 
в начальном периоде составило 78,1 ± 20,5·109/л (рк < 

Т а б л и ц а  1
 Содержание тромбоцитов (·109/л) у больных ГЛПС

Форма  
заболевания

Начальный 
период

Олигурический 
период

Полиурический 
период

Контроль

Лёгкая 127,1 ± 47,8
рк < 0,0001

162,9 ± 53,6
рк < 0,0001

289,8 ± 69,8 266,9 ± 64,0

Среднетяжёлая 78,1 ± 20,5
рк < 0,0001
р1 < 0,0001

138,5 ± 46,8
рк < 0,0001
р1 = 0,039

309,0 ± 89,9
рк = 0,038

266,9 ± 63,9

Тяжёлая 65,7 ± 22,6
рк < 0,0001
р1 < 0,0001
р2 = 0,022

77,2 ± 41,4
рк < 0,0001
р1 < 0,0001
р2 < 0,0001

270,3 ± 95,4 266,9 ± 63,9

Примечание. Здесь и в табл. 2 и 3: pк – статистически значимый показатель до-
стоверности в сравнении с контрольной группой, р1 – с группой пациентов с лёг-
кой формой ГЛПС, р2 – с группой пациентов со среднетяжёлой формой ГЛПС. 
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0,001), у 83% было менее 100·109/л. В динамике в оли-
гурическом периоде отмечено некоторое его повыше-
ние, но ниже контрольного значения; в полиурическом 
периоде содержание тромбоцитов было даже несколько 
выше контрольного значения. Важно подчеркнуть про-
гностическое значение тромбоцитопении: корреляци-
онный анализ связи между уровнем тромбоцитов и со-
держанием креатинина выявил статистически значимую 
обратную связь между содержанием тромбоцитов в на-
чальном периоде и уровнем креатинина в олигуриче-
ском периоде (r = -0,526; p = 0,029). 

Протеинурия у больных среднетяжёлой формой 
ГЛПС при поступлении определялась в минимальных 
значениях Ме = 0,033 (0,00; 0,165); существенно возрас-
тала в олигурическпм периоде Ме = 1,65 (0,066; 6,60); у 
8 (7,1%) пациентов в минимальных значениях сохраня-
лась при выписке. В общем анализе мочи у пациентов 
со среднетяжёлой формой ГЛПС определялась микро-
гематурия (86,6%), гиалиновые и зернистые цилиндры, 
клетки Дунаевского.

Анализируя биохимические параметры крови, сле-
дует отметить закономерную динамику показателей, от-
ражающих функцию почек (креатинин и мочевина), как 
по периодам заболевания, так и в сравнении с лёгкой 
формой ГЛПС. При выписке из стационара замедлен-
ная динамика нормализации креатинина наблюдалась 

у 8 (7,1%) пациентов со среднетяжёлой формой 
ГЛПС. Обращает на себя внимание повышение 
трансаминаз АЛТ и АСТ в сыворотке крови, кото-
рое у пациентов с ГЛПС может быть обусловлено 
повреждением ткани печени (табл. 2). 

При тяжёлой форме заболевания показатели 
красной крови (эритроциты и гемоглобин) пре-
терпевают наибольшие изменения: в начальном 
периоде статистически значимо превышают как 
контрольное значение, так и аналогичный показа-
тель при лёгкой форме заболевания. Это, вероят-
но, является следствием выраженной сосудистой 
проницаемости и сгущением крови. В олигуриче-
ском периоде в отличие от лёгкой и среднетяжёлой 
форм отмечено снижение этих показателей в срав-
нении с контрольным значением, обусловленное 
кровопотерей на фоне выраженного геморрагиче-
ского синдрома.

В олигурическом периоде при тяжёлой форме забо-
левания наблюдается лейкоцитоз (11,82 ± 7,60·109/л; рк < 
0,001), достигающий в ряде случаев 41,8·109/л. Измене-
ния в лейкоцитарной формуле, как и при среднетяжёлой 
форме, характеризовались увеличением палочкоядер-
ных лейкоцитов в начальном периоде в ряде случаев до 
35–42% (среднее значение 16,21 ± 8,03%), что статисти-
чески значимо в сравнении как с контрольным показа-
телем (рк < 0,001), так и с аналогичным показателем при 
лёгкой форме заболевания (р1 = 0,007); наблюдалось по-
явление плазматических клеток у 62,5%, миелоцитов – у 
7,1% пациентов. Содержание моноцитов в начальном 
(р = 0,037) и олигурическом (р = 0,027) периодах также 
превышало контрольные значения. 

При тяжёлой форме ГЛПС особую динамику изме-
нений демонстрирует СОЭ: в начальном периоде дан-
ный показатель (12,26 ± 9,70 мм/ч) ниже, чем при лёгкой 
(14,05 ± 9,86 мм/ч) и среднетяжёлой (15,16 ± 8,37 мм/ч) 
формах заболевания, и сопоставим со значением кон-
трольной группы (9,64 ± 3,68 мм/ч); в полиурическом 
периоде данный показатель превышает как контрольное 
значение (рк < 0,001), так и показатель СОЭ у больных с 
лёгкой формой (р1 < 0,001).

Тромбоцитопения – патогномоничный симптом 
ГЛПС. При тяжёлой форме заболевания она выражена 
в наибольшей степени и сохраняется более длительно в 

олигурическом периоде: различия статистиче-
ски значимы не только с контрольной группой, 
но и с группами больных ГЛПС лёгкой и сред-
нетяжёлой формы. Тромбоцитопения, являясь 
характерным лабораторным симптомом ДВС-
синдрома, тесно коррелирует с клиническими 
проявлениями и является одним из основных 
прогностических критериев у больных тяжё-
лой формой ГЛПС [14].

Биохимические показатели крови у паци-
ентов с тяжелой формой ГЛПС (табл. 3) сви-
детельствуют о выраженных нарушениях со 
стороны функции почек и печени, различия 
статистически высокозначимы не только с 
контрольной группой, но и с группами паци-
ентов с лёгкой и среднетяжёлой формами за-
болевания.

При тяжёлой форме заболевания с насту-
плением олигурического периода отмечалось 
снижение диуреза до 80–250 мл/сут, повы-
шение креатинина более 500 мкмоль/л у 16 

Т а б л и ц а  2
Показатели биохимического анализа крови у больных при среднетяжё-

лой форме ГЛПС (М ± σ)

Показатель Начальный 
период

Олигурический 
период

Полиурический 
период

Контроль

Креатинин, 
мкмоль/л

153,6 ± 27,3
рк < 0,001
р1 < 0,001

231,5 ± 84,1
рк < 0,001
р1 < 0,001

123,9 ± 18,6
р1 < 0,001

119,5 ± 19,4

Мочевина, 
ммоль/л

8,12 ± 2,17
рк < 0,001
р1 < 0,001

11,88 ± 3,31
рк < 0,001
р1 < 0,001

7,63 ± 1,73
рк < 0,001
р1 < 0,001

5,33 ± 1,17

АЛТ, Ед/л 46,12 ± 17,90
рк < 0,001
р1 < 0,001

67,01 ± 25,79
рк < 0,001
р1 < 0,001

39,80 ± 14,15
рк = 0,014
р1 < 0,001

32,89 ± 10,92

АСТ, Ед/л 55,54 ± 23,69
рк < 0,001
р1 < 0,001

69,71 ± 24,65
рк < 0,001
р1 < 0,001

34,43 ± 8,72

р1 < 0,001

31,12 ± 11,57

Т а б л и ц а  3
Показатели биохимического анализа крови у больных при тяжёлой форме 

ГЛПС (М ± σ)

Показатель Начальный 
период

Олигурический 
период

Полиурический 
период

Контроль

Креатинин, 
мкмоль/л

183,0 ± 44,9
рк < 0,001
р1 < 0,001
р2 < 0,001

432,8 ± 157,9
рк < 0,001
р1 < 0,001
р2 < 0,001

151,9 ± 28,1
рк < 0,001
р1 < 0,001
р2 < 0,001

119,5 ± 19,4

Мочевина, 
ммоль/л

9,16 ± 1,99
рк < 0,001
р1 < 0,001

17,86 ± 5,84
рк< 0,001
р1 < 0,001
р2 < 0,001

9,10 ± 2,32
рк < 0,001
р1 < 0,001
р2 < 0,001

5,33 ± 1,17

АЛТ, Ед/л 52,81 ± 25,32
рк < 0,001
р1 < 0,001

80,58 ± 35,53
рк < 0,001
р1 = 0,001

41,65 ± 15,18

р1 < 0,001

32,89 ± 10,92

АСТ, Ед/л 64,51 ± 27,29
рк < 0,001
р1 < 0,001

85,87 ± 38,73
рк < 0,001
р1 < 0,001

46,36 ± 18,29
рк < 0,001
р1 < 0,001
р2 < 0,001

31,12 ± 11,57
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мг/л, различия средних значений изучаемого показате-
ля между группами недостоверны.  В олигурическом 
периоде наблюдается снижение данного показателя, но 
средние значения в 4–6 раз в зависимости от формы 
заболевания превышают контрольный показатель. Уро-
вень СРБ заметно снижается к концу полиурического 
периода во всех группах, однако нормализуется и со-
поставим с контрольным значением только при лёгкой 
форме заболевания. Ни у одного пациента из этой груп-
пы уровень СРБ не превышал референсного значения 
(10 мг/л). При среднетяжёлой форме заболевания уро-
вень СРБ в полиурическом периоде колебался от 6,8 до 
17,3 мг/л, у 30% пациентов сохранялся на уровне более 
10 мг/л, а среднее значения (9,72 ± 2,55 мг/л) было вы-
ше контрольного (рк < 0,001). При тяжёлой форме за-
болевания содержание СРБ в сыворотке крови к кон-
цу полиурического периода  колебалось от 7,6 до 20,6 
мг/л, у 68% пациентов сохранялось на уровне более 10 
мг/л, а среднее значение (13,35 ± 3,16 мг/л) было до-
стоверно выше не только контрольного показателя (рк 
< 0,001), но и аналогичного показателя при легкой (р1 
< 0,001) и среднетяжёлой (р2 < 0,001) формах заболева-
ния. Полученные нами результаты согласуются с дан-
ными литературы [13].

Поскольку СРБ отражает активность воспалитель-
ной реакции, был проведён анализ его взаимосвязи как 
с клиническими (температура), так и с лабораторными 
(СОЭ) показателями воспаления. Корреляционный ана-
лиз показал, что между содержанием СРБ и температу-
рой тела в начальном периоде имеет место прямая зави-
симость средней силы при лёгкой (r = 0,683; p < 0,001), 
среднетяжёлой (r = 0,724; p < 0,001) и тяжёлой (r = 0,550; 
p = 0,004) формах заболевания; между содержанием 
СРБ и уровнем СОЭ  статистически значимые взаимос-
вязи средней силы выявлены только у пациентов с тяжё-
лой формой ГЛПС в полиурическом периоде (r = 0,434;  
p = 0,038). 

Корреляционный анализ выявил обратную связь 
средней силы между концентрацией СРБ и уровнем 
тромбоцитов в начальном периоде при среднетяжёлой 
(r = -0,316; p = 0,049) и тяжёлой (r = -0,554; p = 0,015) 
формах ГЛПС, прямую связь между уровнем СРБ и кре-
атинином в группах пациентов со среднетяжёлой и тя-
жёлой формами заболевания в олигурическом периоде  
(r = 0,657; p = 0,005 и r = 0,603; p = 0,008 соответственно), 
между СРБ и протеинурией в полиурическом периоде  
(r = 0,474; р = 0,031 и r = 0,447; р = 0,036 соответственно).

Таким образом, уровень СРБ у больных ГЛПС объек-
тивно отражает активность воспалительного процесса 
и коррелирует с такими характерными лабораторными 
критериями ГЛПС, как тромбоцитопения, креатинине-
мия.

Как установлено нами ранее [8, 9], содержание АМ 
в сыворотке крови больных ГЛПС имеет важное диа-
гностическое значение. Дисперсионный анализ выявил 
наличие статистически значимой динамики содержа-
ния АМ в зависимости от тяжести и периода заболева-
ния. Кроме того, данный показатель был существенно 
выше в группе больных ГЛПС с поражением лёгких. 
Были изучены корреляции между показателями АМ и 
насыщением артериальной крови кислородом (сату-
рация кислорода, SрO2). Полученные нами результаты 
демонстрируют обратную зависимость средней силы 
при среднетяжёлой (r = -0,61; p = 0,001) и тяжёлой  
(r = -0,55; p = 0,02) формах заболевания и сильную 

(28,6%) пациентов, в анализах мочи – протеинурия до 9,9 
г/л, макрогематурия (28,6%), микрогематурия (100%), 
гиалиновые и зернистые цилиндры (100%), клетки Ду-
наевского (25%). Острая почечная недостаточность диа-
гностирована у 25 (44,6%) пациентов. В полиурическом 
периоде отмечалось увеличение диуреза, к концу по-
лиурического периода нормализация показателей азо-
товыделительной функции почек наблюдалась не у всех 
больных, в анализах мочи у 9 (16,1%) пациентов сохра-
нялась протеинурия, у 98,2% больных регистрировалась 
изогипостенурия. 

Таким образом, динамика лабораторных показате-
лей (тромбоцитопении, протеинурии, креатининемии) 
зависит от формы и периода заболевания. Тромбоци-
топения – патогномоничный и ранний симптом ГЛПС, 
характеризующий тяжесть заболевания. Повышение 
уровня трансаминаз при среднетяжёлой и тяжёлой 
формах ГЛПС свидетельствует о поражении печени, 
подчёркивая полиорганность заболевания. Учитывая 
разнонаправленные изменения СОЭ в зависимости от 
тяжести и периода заболевания, обусловленные влия-
нием, с одной стороны, воспалительных процессов, а 
с другой, – сгущением крови, данный показатель, по 
нашему мнению, нецелесообразно использовать для 
оценки степени активности воспалительного процесса 
при ГЛПС. 

Особо следует остановиться на возможности опре-
деления СРБ количественным методом у больных 
ГЛПС. Динамика содержания СРБ в сыворотке боль-
ных ГЛПС в зависимости от периода и формы заболе-
вания представлена на рисунке. 

Как видно на рисунке, уже в начальном периоде 
ГЛПС наблюдаются высокие значения СРБ, различия 
статистически высокозначимы относительно контроль-
ного показателя при всех формах (рк < 0,001). Уровень 
СРБ варьировал от 17 до 43 мг/л при лёгкой форме 
заболевания, среднее значение достоверно ниже (р < 
0,001), чем при среднетяжёлой и тяжёлой формах за-
болевания. Колебания СРБ при среднетяжёлой форме 
составили 22–48 мг/л, а при тяжёлой форме – 33–47 
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связь при поражении лёгких (r = -0,85; p < 0,001) уже в 
начальном периоде, что обосновывает, на наш взгляд, 
прогностическую значимость данного показателя в 
отношении развития дыхательной недостаточности у 
больных ГЛПС. При помощи статистических методов 
нами определен уровень АМ, равный 45,0 Ед/мл, ука-
зывающий на поражение лёгких у пациентов с ГЛПС. 
Чувствительность теста составила 68%. Полученные 
результаты указывают на возможность использования 
данного лабораторного теста в комплексной диагно-
стике поражения лёгких при ГЛПС.

Заключение. Таким образом, проведённые нами ис-
следования ещё раз подтвердили, что ГЛПС на террито-
рии Республики Башкортостан обусловлена серотипом 
Пуумала. Зависимости степени тяжести заболевания от 
содержания противовирусных антител не выявлено. 

Уровень СРБ у больных ГЛПС отражает активность 
воспалительного процесса объективнее, чем СОЭ. Ста-
тистически значимые различия в концентрации данного 
показателя наблюдались при сравнении лёгкой и тяжё-
лой форм заболевания, в то время как при среднетяжёлой 
и тяжёлой формах концентрация СРБ была сопостави-
ма. Однако, по-нашему мнению, использование данного 
показателя в комплексной оценке тяжести заболевания 
вполне обосновано. Немаловажным фактором является 
доступность метода количественного определения СРБ, 
что даёт возможность рекомендовать его для широкого 
использования при ГЛПС. 

Чёткая зависимость уровня тромбоцитов от тяжести 
и периодов заболевания, развитие тромбоцитопении в 
начале заболевания определенно обусловлены непо-
средственным участием тромбоцитов в патогенетиче-
ских механизмах, содержание тромбоцитов тесно взаи-
мосвязано с основными клиническими проявлениями 
ГЛПС. В этой связи показатель тромбоцитов необходи-
мо учитывать как при оценке степени тяжести и про-
гноза заболевания, так и в дифференциальной диагно-
стике заболеваний, протекающих с поражением почек.
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Цель исследования – изучение показателей системы перекисного окисления липидов и антиоксидантной защиты в слюне 
при раке лёгкого различных гистологических типов. В исследовании случай – контроль приняли участие 740 добровольцев, 
которые были разделены на три группы: основную (рак лёгкого, n = 347), группу сравнения (незлокачественные лёгочные 
патологии, n = 178) и контрольную (условно здоровые, n = 215). Всем участникам было проведено анкетирование, биохи-
мическое исследование слюны, гистологическая верификация диагноза. Параметры липопероксидации и антиоксидант-
ной защиты определены спектрофотометрически. Межгрупповые различия оценены непараметрическим критерием. 
На фоне рака лёгких наблюдается развитие окислительного стресса, что проявляется повышением уровня продуктов 
липопероксидации, а также снижением антиоксидантной защиты в слюне. Показано, что активность ферментов пер-
вого звена антиоксидантной защиты существенно снижается (р ˂ 0,0001), тогда как активность пероксидаз слюны 
повышается (р = 0,0037). Показатели неферментативной защиты меняются разнонаправленно: уровень мочевой кис-
лоты при заболеваниях лёгких снижается  (р = 0,0399), тогда как концентрация альбумина растёт, в данных условиях 
он начинает проявлять прооксидантные свойства. Выявлены различия между немелкоклеточным и нейроэндокринным 
раком лёгкого по характеру динамики показателей антиоксидантной защиты. В целом, нарушение баланса системы 
перекисного окисления липидов и антиоксидантной защиты является результатом нарушения координации иммуноме-
таболических процессов и свидетельствует о снижении приспособительных реакций организма.
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The aim of the study was to study the parameters of the lipid peroxidation system and antioxidant protection in saliva in lung cancer 
of various histological types. In the case-control study, 740 volunteers participated in the study, which were divided into 3 groups: 
primary (lung cancer, n = 347), comparison group (non-malignant pulmonary pathologies, n = 178) and control (conditionally 
healthy, n = 215). Questioning, biochemical examination of saliva, histological verification of the diagnosis were conducted to all 
participants. The parameters of lipoperoxidation and antioxidant protection are determined spectrophotometrically. Intergroup 
differences are estimated by a nonparametric criterion. Against the background of lung cancer, the development of oxidative stress 
is observed, which is manifested in the increase in the level of lipid peroxidation products, as well as in the reduction of antioxidant 
protection in saliva. It is shown that the activity of the enzymes of the first link of antioxidant protection is significantly reduced 
(p˂0.0001), whereas the activity of salivary peroxidases increases (p = 0.0037). The parameters of non-enzymatic protection vary 
in different directions: the level of uric acid in lung pathologies decreases (p = 0.0399), whereas albumin concentration increases, 
under these conditions, it begins to exhibit pro-oxidant properties. Differences between non-small cell and neuroendocrine lung 
cancer have been revealed by the nature of the dynamics of antioxidant protection indices. In general, the disturbance of the 
balance of the lipid peroxidation system and antioxidant protection is the result of a disruption in the coordination of immuno-
metabolic processes and indicates a decrease in adaptive reactions of the organism.
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В последние годы широко обсуждается патогенети-
ческая роль свободных радикалов кислорода и иниции-
руемых ими процессов липопероксидации в развитии 
заболеваний, в том числе онкологических [1–3]. Окис-
лительный стресс проявляется накоплением повреж-
дённых оснований ДНК, продуктов окисления белков 
и пероксидации липидов, а также снижением уровня 
антиоксидантов и связанной с этим повышенной вос-
приимчивостью липидов мембран и липопротеинов к 
действию прооксидантов [4, 5]. В частности, в лёгких 
окислительный стресс индуцирует модификацию бел-
ков, активацию макрофагов и рекрутирование нейтро-
филов в центральных и периферических воздухоносных 
путях, аккумуляцию токсичных продуктов липоперокси-
дации, пероксида водорода, нитрозотиолов и нитратов в 
мембранах лёгких и крови, а также в выдыхаемом воз-
духе [6–10]. Кроме того, окислительный стресс может 
провоцировать гиперплазию слизистых оболочек желёз 
и апоптоз эпителиальных клеток бронхов [11].

Известно, что основную роль в формировании окис-
лительного стресса играют активные формы кислорода 
и азота, обладающие высокой реакционной способно-
стью и вызывающие, в частности, окислительную моди-
фикацию биополимеров (белков, липидов, нуклеиновых 
кислот, углеводов), что в итоге приводит к нарушению 
тканевого дыхания во внутренней мембране митохон-
дрий и процессов гидроксилирования в микросомах 
[12]. Система ингибирования избыточного аутоокисле-
ния состоит из неферментативного и ферментативного 
звеньев [13]. К специфическим антиоксидантным фер-
ментам можно отнести супероксиддисмутазу (СОД), 
каталазу, глутатионпероксидазу, глутатионредуктазу и 
трансферазы [14, 15]. Эта группа ферментов, локали-
зующихся преимущественно внутриклеточно, обладает 
способностью разрушать свободные радикалы, а также 
участвовать в разложении гидроперекисей нерадикаль-
ным путём. Среди неферментных антиоксидантов мож-
но выделить мочевую кислоту, аскорбат и альбумины, 
способные перехватывать избыточно продуцируемые 
свободные радикалы [16, 17].

Продукты липопероксидации и антиоксидантной за-
щиты традиционно определяют в плазме крови, однако 
существует возможность использования слюны в каче-
стве субстрата [18–20]. Следует отметить, что исследо-
вание слюны имеет преимущества по сравнению с ис-
пользованием венозной или капиллярной крови, что об-
условлено неинвазивностью сбора и отсутствием риска 
инфицирования при получении биоматериала [21]. При 
этом слюна адекватно отражает биохимической статус и 
физиологическое состояние человека, что позволяет ис-
пользовать её в клинической лабораторной диагностике 
[22, 23].

Цель исследования – изучение показателей системы 
перекисного окисления липидов и антиоксидантной за-
щиты в слюне при раке лёгкого различных гистологиче-
ских типов.

Материал и методы. В исследовании приняли уча-
стие добровольцы, которые были разделены на три 
группы: основную (с диагнозом рак лёгкого), группу 
сравнения (с незлокачественными заболеваниями лёг-
ких) и контрольную группу (условно здоровые). Основ-
ная группа включала пациентов с гистологически под-
тверждённым диагнозом рак лёгкого (аденокарцинома, 
плоскоклеточный и нейроэндокринный рак лёгкого). 
Контрольную группу составили условно здоровые паци-

енты, у которых при проведении плановой диспансери-
зации не было выявлено патологии лёгких. Включение в 
группы происходило параллельно. В качестве критериев 
включения рассматривались: возраст пациентов 30–75 
лет, отсутствие какого-либо лечения на момент проведе-
ния исследования, в том числе хирургического, химио-
терапевтического или лучевого, отсутствие признаков 
активной инфекции (включая гнойные процессы), про-
ведение санации полости рта. Критерии исключения: 
отсутствие гистологической верификации диагноза.

У всех участников до начала лечения проводили за-
бор слюны в количестве 2 мл. Образцы слюны собирали 
утром натощак путём сплевывания в стерильные про-
бирки, центрифугировали при 7000 об/мин. Спектро-
фотометрическими методами определяли содержание 
субстратов для процессов липопероксидации – диено-
вых конъюгатов, триеновых конъюгатов и оснований 
Шиффа по методу И.А. Волчегорского [24], альбумина 
– по реакции с бромкрезоловым зелёным, мочевой кис-
лоты – уриказным методом с использованием наборов 
ЗАО «Вектор-Бест» (г. Новосибирск) [25]. Содержание 
конечного продукта перекисного окисления липидов – 
малонового диальдегида (МДА) определяли в реакции 
с тиобарбитуровой кислотой методом В.Б. Гаврило-
ва [26]. Активность СОД определяли по накоплению 
продукта автоокисления адреналина супероксидным 
анион-радикалом в щелочной среде [27], активность 
каталазы – по методике М.А. Королюка [28]. Антиок-
сидантную активность (АОА) выявляли по регистра-
ции скорости окисления восстановленной формы 2,6-
дихлорфенолиндофенола (2,6-ДХФИФ) кислородом, 
растворённым в реакционной среде, активность перок-
сидазы определяли по интенсивности окисления пере-
киси водорода в присутствии бензидина [29, 30].

Исследование проведено в соответствии с Хельсинк-
ской декларацией (принятой в июне 1964 г. (Хельсинки, 
Финляндия) и пересмотренной в октябре 2000 г. (Эдин-
бург, Шотландия)) и одобрено на заседании комитета по 
этике БУЗ Омской области «Клинический онкологиче-
ский диспансер» от 21 июля 2016 г., протокол № 15. 

Статистический анализ выполнен при помощи про-
грамм Statistica 10.0 (StatSoft, США) и пакета R (версия 
3.2.3) непараметрическим методом с использованием 
в зависимых группах критерия Вилкоксона, в незави-
симых группах – U-критерия Манна–Уитни. Описание 
выборки производили с помощью подсчёта медианы 
(Ме) и интерквартильного размаха в виде 25-го и 75-го 
процентилей [LQ; UQ]. Различия считали статистически 
значимыми при p ˂ 0,05.

Результаты и обсуждение. В исследование включе-
ны 525 пациентов Клинического онкологического дис-
пансера г. Омска и 215 практически здоровых людей, 
выбранных в качестве контрольной группы. Основная 
группа включала 347 больных раком лёгкого с различ-
ными гистологическими типами (плоскоклеточный рак 
– 116, аденокарцинома – 174, нейроэндокринные опухо-
ли – 57 человек). Группу сравнения составили 178 боль-
ных с незлокачественной лёгочной патологией (гамар-
томы – 77, туберкулёмы – 41, саркоидоз – 29, фибромы 
– 31 человек). Средний возраст больных составил 59,2 ± 
1,1 года для основной группы, 56,0 ± 2,1 года для группы 
сравнения и 52,1 ± 2,5 года для контрольной группы.

На первом этапе проведена проверка характера рас-
пределения и гомогенности дисперсий в группах. Со-
гласно тесту Шапиро–Уилка содержание всех определя-
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емых параметров не соответствует нормальному распре-
делению (p < 0,05). Проведённый тест на гомогенность 
дисперсий (тест Бартлетта) в группах  позволил откло-
нить гипотезу, согласно которой дисперсии гомогенны 
по группам (p = 0,00017). Поэтому для обработки по-
лученных данных были применены непараметрические 
методы статистики.

В ходе проведённых исследований установлено 
статистически достоверное уменьшение содержания 
диеновых конъюгатов на фоне одновременного роста 
уровня триеновых конъюгатов и оснований Шиффа 
(табл.1). Для подтверждения гипотезы о том, что вы-
явленные изменения обусловлены наличием онкологи-
ческого заболевания, проведена оценка перечисленных 
биохимических параметров на фоне незлокачественной 
опухолевой патологии (группа сравнения). Показано, 
что при переходе от контрольной группы к группе срав-
нения, а затем к основной наблюдаются следующие из-
менения: увеличивается содержание триеновых конъю-

гатов и оснований Шиффа, а также конечного продукта 
перекисного окисления МДА. В этом же направлении 
уменьшается содержание диеновых конъюгатов, что 
подтверждает факт увеличения окислительного стресса 
как на фоне неопухолевых заболеваний, так и при раке 
лёгкого. Следует отметить статистически достоверное 
снижение активности антиоксидантной защиты слюны, 
причём это отражается как на ферментативном, так и на 
неферментативном звеньях (см. табл.1). Так, активность 
каталазы снижается на 39,4 и 44,5%, а концентрация мо-
чевой кислоты уменьшается на 24,0 и 17,4% для группы 
сравнения и основной группы соответственно.

На следующем этапе исследования проведено изуче-
ние показателей системы перекисного окисления липи-
дов и антиоксидантной защиты для различных гистоло-
гических форм рака лёгкого (табл. 2, 3).

Интересно, что содержание МДА как конечного про-
дукта перекисного окисления липидов повышается при 
всех гистологических типах опухоли, однако отдельные 

Т а б л и ц а  1
Показатели системы перекисного окисления липидов и антиоксидантной защиты слюны

Параметр Контроль, n = 215 (1) ДНО, n = 178 (2) Рак лёгкого, n = 347 (3)
Мочевая кислота, мкмоль/моль 104,76

[46,37; 178,90]
79,64

[32,18; 151,38]
86,54

[36,29; 166,67]
- р1-2 = 0,0321 р1-3 = 0,0399

Альбумин, ммоль/л 0,298 [0,199; 0,484] 0,309 [0,173; 0,510] 0,317 [0,178; 0,490]
Каталаза, мкат/л 4,85 [3,77; 6,11] 2,94 [2,24; 4,28] 2,69 [2,05; 4,13]

- р1-2 ˂ 0,0001 р1-3 ˂ 0,0001  р2-3 ˂ 0,0001
СОД, усл ед. 63,16 

[34,21; 105,26]
60,53 

[34,21; 102,63]
60,53 

[26,32; 109,21]
Антиоксидантная активность, ммоль/л 1,67 [1,41; 2,14] 1,60 [1,31; 2,14] 1,75 [1,45; 2,08]
Пероксидаза, усл.ед. 0,415 [0,300; 0,790] 0,450 [0,300; 0,860] 0,510 [0,300; 1,080]

- - р1-3=0,0037, р2-3=0,0043
Диеновые конъюгаты, усл.ед. 3,93 [2,89; 4,13] 3,90 [3,79; 4,07] 3,84 [2,88; 4,09]

- - р1-3 ˂ 0,0001, р2-3 ˂ 0,0001
Триеновые конъюгаты, усл.ед. 0,894 [0,828; 0,973] 0,954 [0,825; 1,222] 0,979 [0,843; 1,233]

- р1-2˂0,0001 р1-3 ˂ 0,0001, р2-3 ˂ 0,0001
Основания Шиффа,  
усл.ед.

0,543 [0,508; 0,575] 0,558 [0,495; 0,682] 0,562 [0,504; 0,675]
- р1-2 = 0,0253 р1-3 = 0,0483

МДА, мкмоль/л 6,75 [5,90; 8,38] 7,18 [5,73; 9,32] 7,35 [5,64; 9,32]
П р и м е ч а н и е . ДНО – доброкачественные новообразования легкого.   

Т а б л и ц а  2
Система липопероксидации при раке лёгкого различных гистологических типов

Параметр Контроль, n =215 (1) АК, n = 174 (2) ПРЛ, n = 116 (3) НЭО, n = 57 (4)
Диеновые конъюгаты, усл. ед. 3,90

[3,79; 4,07]
3,87

[2,99; 4,10]
3,81

[2,82; 4,05]
3,88

[2,85; 4,15]
- р1-2 = 0,0036 р1-3 = 0,0005 -

Триеновые конъюгаты, усл.ед. 0,894
[0,828; 0,973]

0,946
[0,836; 1,188]

0,985
[0,827; 1,231]

0,961
[0,797; 1,275]

- р1-2= 0,0003 р1-3 ˂ 0,0001 р1-4 = 0,0366
Основания Шиффа, усл.ед. 0,543

[0,508; 0,575]
0,556

[0,503; 0,671]
0,579

[0,513; 0,681]
0,563

[0,503; 0,676]
- р1-2 = 0,0420 р1-3= 0,0001 р1-4= 0,0417

МДА, мкмоль/л 6,75
[5,90; 8,38]

7,18
[5,81; 9,32]

7,52
[5,64; 9,49]

6,92
[5,77; 9,40]

- р1-2 = 0,0012 р1-3 = 0,0009 р1-4 = 0,0357
П р и м е ч а н и е . Здесь и в табл. 3: АК – аденокарцинома; ПРЛ – плоскоклеточный рак; НЭО – нейроэндокринные опухоли легкого.            
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компоненты системы липопероксидации изменяются 
разнонаправленно (см. табл.2). Так, уровень диеновых 
конъюгатов самый низкий в группе пациентов с плоско-
клеточным раком лёгкого, тогда как уровень оснований 
Шиффа в данной группе максимален. Для аденокарци-
номы и нейроэндокринных опухолей наоборот. Расчёт 
коэффициента корреляции по Спирмену показал, что 
существует отрицательная корреляционная связь между 
уровнем диеновых и триеновых конъюгатов (r = -0,3665,  
r = -0,5532 и r = -0,7987) и положительная корреляцион-
ная связь между содержанием триеновых конъюгатов и 
оснований Шиффа (r = 0,7283, r = 0,7555 и r = 0,7717 
для аденокарциномы, плоскоклеточного и нейроэндо-
кринного рака соответственно).

Дополнительно отмечено увеличение концентрации 
альбумина при немелкоклеточном раке лёгких (+13,1% 
для аденокарциномы, +5,7% для плоскоклеточного рака 
лёгких), тогда как для нейроэндокринных опухолей уро-
вень альбумина не превышает значений, характерных 
для контрольной группы (табл.3).

Содержание мочевой кислоты уменьшается для всех 
гистологических типов рака лёгкого, однако в случае 
аденокарциномы этот эффект более выражен (-26,6%). 
На фоне немелкоклеточного рака лёгких снижается ак-

тивность каталазы и СОД, для нейроэндокринных опу-
холей лёгкого динамика активности каталазы и СОД 
разнонаправленна (рис.1). Антиоксидантная активность 
слюны растёт на фоне немелкоклеточного рака лёгкого, 
тогда как на фоне нейроэндокринного рака снижается. 
Интересно отметить, что для пероксидазы наблюдается 
только рост активности независимо от гистологического 
типа рака лёгкого (см. рис.1, табл.3). 

Значения показателей системы антиоксидантной за-
щиты и липопероксидации в слюне тесно взаимосвя-
заны. Так, активность пероксидазы демонстрирует на-
личие отрицательной корреляционной связи с уровнем 
диеновых конъюгатов (r = -0,2817, r = -0,2187 и r = 
-0,2384 для аденокарциномы, плоскоклеточного и ней-
роэндокринного рака лёгкого соответственно). Также 
отмечена отрицательная корреляция содержания МДА 
и активности пероксидазы для всех гистологических 
типов рака лёгкого и положительная корреляция уровня 
МДА и концентрации альбумина для нейроэндокрин-
ных опухолей (r = 0,2632). Однако корреляция активно-
сти пероксидазы и каталазы выявлена только для немел-
коклеточного рака лёгкого (r = 0,2631 и r = 0,5085 для 
аденокарциномы и плоскоклеточного рака), аналогично 
и для концентрации альбумина (r = 0,4813 и r = 0,2086 

Т а б л и ц а  3
Система антиоксидантной защиты слюны при раке лёгкого различных гистологических типов

Параметр Контроль, n = 215 (1) АК, n = 174 (2) ПРЛ, n = 116 (3) НЭО, n = 57 (4)
Мочевая кислота, мкмоль/моль 104,76

[46,37; 178,90]
76,92

[34,62; 165,47]
99,77

[45,31; 167,05]
90,73

[25,00; 168,22]
Альбумин, ммоль/л 0,298

[0,199; 0,484]
0,337

[0,183; 0,535]
0,315

[0,178; 0,495]
0,297

[0,172; 0,398]
Каталаза, мкат/л 4,85

[3,77; 6,11]
2,74

[2,05; 4,30]
2,70

[2,11; 3,83]
2,52

[1,78; 3,76]
- р1-2 ˂ 0,0001 р1-3 ˂ 0,0001 р1-4 ˂ 0,0001

СОД, усл.ед. 63,16
[34,21; 105,26]

61,84
[23,68; 110,53]

56,58
[27,63; 90,79]

68,42
[28,95; 136,84]

Антиоксидантная активность, ммоль/л 1,67
[1,41; 2,14]

1,77
[1,41; 2,10]

1,81
[1,60; 2,10]

1,56
[1,37; 1,83]

Пероксидаза, усл.ед. 0,415
[0,300; 0,790]

0,535
[0,360; 0,925]

0,470
[0,220; 0,630]

0,495
[0,220; 0,660]

Изменение показателей антиоксидантной защиты слюны на фоне рака лёгкого различных 
гистологических типов.
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соответственно). Для нейроэндокринных опухолей 
лёгкого концентрация альбумина коррелирует с анти-
оксидантной активностью слюны (r = 0,4218), а также 
активностью СОД (r = 0,2223), тогда как антиоксидант-
ная активность взаимосвязана с активностью каталазы  
(r = 0,4130).

Обсуждение результатов. МДА является конечным 
продуктом перекисного окисления липидов, маркёром 
липидной пероксидации [31]. Показано, что содержа-
ние МДА повышается при раке лёгких, однако стати-
стически достоверного увеличения данного показателя 
выявить не удалось, несмотря на многочисленные под-
тверждения данного факта в литературных источниках 
[32–35]. В ряде исследований установлено, что МДА 
и продукты перекисного окисления липидов способны 
ингибировать рост клеточных культур рака лёгкого, в 
частности аденокарциномы [36, 37]. Кроме того, высо-
кая экспрессия ферментов, подавляющих перекисное 
окисление липидов, в первичных очагах поражения и 
метастатических лимфатических узлах была связана с 
плохим прогнозом у пациентов с аденокарциномой лёг-
ких [38]. В связи с этим было высказано предположение, 
что повышенное перекисное окисление липидов может 
представлять собой некоторую метаболическую адапта-
цию, способствующую образованию продуктов, кото-
рые могут ингибировать рост рака лёгких [39].

В ходе настоящего исследования выявлено, что уро-
вень диеновых конъюгатов уменьшается при раке лёг-
кого по сравнению с контрольной группой. Недостаточ-
ный уровень первичных продуктов липопероксидации 
может являться результатом устойчивости опухолевой 
ткани к инициаторам перекисного стресса и модифика-
ции функционирования ферментных систем, регулиру-
ющих перекисное окисление липидов [40, 41]. Уровень 
вторичных продуктов на фоне рака лёгкого повышается, 
что может являться адаптивным процессом, направлен-
ным на выведение из клеток более токсичных метаболи-
тов – диеновых конъюгатов и МДА.

Гистологический тип опухоли, в свою очередь, опре-
деляет направление сдвига равновесия между первич-
ными и конечными продуктами липопероксидации. В 
случае плоскоклеточного рака лёгких это равновесие 
сдвинуто в сторону конечных продуктов, тогда как для 
аденокарциномы – наоборот. При нейроэндокринных 
опухолях лёгкого также происходит усиление окисли-
тельных процессов, но оно вызвано значительно более 
тяжёлым течением заболевания, при котором организм 
включает все возможные защитные механизмы. Это, ве-
роятно, приводит к тому, что на фоне повышения уровня 
первичных продуктов перекисного окисления липидов 
конечные продукты образуются в незначительных ко-
личествах, что может быть обусловлено более высокой 
резистентностью опухолевых клеток к окислительному 
стрессу.

Известно, что каталаза и СОД являются первым 
звеном защиты от свободнорадикального окисления, 
устраняя активные формы кислорода – супероксидный 
радикал и перекись водорода [42]. Для обоих фермен-
тов отмечено понижение активности, более выраженное 
для каталазы (см. табл.1).  СОД в плазме крови пред-
ставлена особой формой экстрацеллюлярной СОД, ко-
торая синтезируется и выделяется клетками эндотелия 
сосудов. Внутриклеточные формы СОД не вносят вкла-
да в активность фермента, так как быстро подвергаются 
деградации. Форма, не связанная с эндотелием сосудов, 

составляет около 10% от общего количества фермента. 
Можно предположить, что снижение активности СОД 
происходит как за счёт снижения доли свободной фор-
мы, так и за счёт инактивации фермента активными 
формами кислорода. В отличие от СОД каталаза соб-
ственной внеклеточной формы не имеет, в связи с чем 
активность данного фермента представлена ферментом, 
вышедшим из клеток в результате их повреждения или 
разрушения. Более существенное снижение активно-
сти каталазы может свидетельствовать о недостаточной 
компенсации окислительного стресса на фоне патологи-
ческих процессов в лёгких.

Из данных литературы известно, что в тканях опу-
холей лёгкого повышается активность СОД, тогда как 
активность каталазы снижается, а содержание глута-
тиона и глутатионпероксидазы практически не меняется 
по сравнению с нормальными тканями лёгких [14, 43]. 
Иммуногистохимически показано уменьшение или от-
сутствие экспрессии каталазы в опухолевых клетках в 
отличие от соседних здоровых эпителиальных клеток 
дыхательных путей. Параллельные изменения антиок-
сидантной активности, белка и экспрессии мРНК отме-
чались в клетках аденокарциномы лёгкого, что в свою 
очередь может влиять на уровни провоспалительных 
цитокинов (ФНОα, ИЛ-1β). Таким образом, воспаление 
в лёгких может способствовать повышению уровня СОД 
и снижению активности каталазы, что может привести к 
повышенному содержанию H2O2 и создавать внутрикле-
точную среду, благоприятную для повреждения ДНК и 
развития рака [44]. Согласно полученным результатам, 
активность СОД в слюне пациентов с немелкоклеточ-
ным раком лёгкого снижается, тогда как при нейроэн-
докринных опухолях повышается (см.табл.3), что, по-
видимому, объясняется особенностями метаболизма 
опухолевой ткани в каждом конкретном случае.

Показатель АОА отражает содержание в биологи-
ческих жидкостях низкомолекулярных веществ, об-
ладающих антиоксидантными свойствами (витамины, 
серосодержащие аминокислоты, глутатион, мелатонин 
и т.д.) [30]. Несмотря на выявленное снижение актив-
ности СОД и каталазы на фоне немелкоклеточного рака 
лёгкого АОА слюны растёт, что может быть связано с 
большим вкладом неферментных систем, в частности 
альбумина. Для нейроэндокринного рака лёгкого АОА 
снижается, что коррелирует с большим снижением ак-
тивности каталазы, а также отсутствием роста концен-
трации альбумина (см. табл.3). 

Пероксидазная активность слюны является ком-
плексным показателем, поскольку отражает суммарную 
активность слюнной пероксидазы (лактопероксидазы) 
и миелопероксидазы [45, 46]. В ряде исследований по-
казано, что увеличение экспрессии миелопероксидазы 
способствует возрастанию риска повреждения ДНК 
[47]. Окислители на основе миелопероксидазы (HOCl) 
участвуют в биоактивации канцерогенов (например, по-
лициклических ароматических углеводородов) и пре-
вращении их в реакционноспособные метаболиты, ко-
торые могут ковалентно связываться с ДНК и приводить 
к мутациям в онкогенах и генах опухолевых супрессо-
ров [48]. Под действием миелопероксидазы происходит 
генерация NO+, который вызывает S-нитрозилирование 
белка, что может приводить, например, к инактивации 
каспазы-3 [49]. Таким образом, миелопероксидаза мо-
жет участвовать в ингибировании апоптотического ка-
скада, что способствует росту опухоли [50].
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Альбумин определяет неспецифическую антиокси-
дантную защиту биологических жидкостей, поскольку 
обладает антирадикальными и антиперекисными свой-
ствами за счёт наличия тиоловых групп [51]. Известно, 
что 40% аминокислот, входящих в состав альбумина, 
обладают антиокислительными свойствами. В свою 
очередь продукты протеолитического распада альбуми-
на способны связывать продукты свободных радикалов 
либо модифицировать их функциональные группиров-
ки. Помимо этого, имеет место и радиопротекторный 
эффект SH-групп, связанный с их ингибирующим дей-
ствием на активированные кислородные метаболиты 
и стабилизацией мембран [52]. SH-содержащие соеди-
нения также могут вовлекаться в ферментативное вос-
становление фенольных антиоксидантов, при этом про-
исходит окисление молекул альбумина, что может при-
водить к изменению четвертичной структуры молекулы 
и модификации её активных центров со снижением 
функциональной активности [53]. Окисление SH-групп 
белка или взаимодействие тиоловой группы с NO может 
приводить к появлению прооксидантных свойств альбу-
мина [17]. Известно, что активные формы кислорода и 
продукты их реакций с другими биомолекулами, в част-
ности липоперекиси, влияют на конформацию альбуми-
на, а, следовательно, на его связующие свойства [54, 55]. 
Повышение концентрации альбумина может быть связа-
но с изменением объема транспорта различных метабо-
литов и в первую очередь жирных кислот, что является 
важным звеном перестройки энергетического метабо-
лизма при росте злокачественной опухоли [56, 57].

Мочевая кислота может быть медиатором свободнора-
дикальных реакций, а также выступать в качестве анти-
оксиданта [58]. Её вклад в общую антиокислительную 
способность плазмы крови в отношении перекисей со-
ставляет 30–65%, гидроперекисей – 10–15% [59]. В ряде 
исследований показано, что мочевая кислота способна 
защищать липопротеины от окислительного стресса [60]. 
В связи с этим уменьшение концентрации мочевой кис-
лоты, выявленное для всех гистологических типов рака 
лёгкого, а также для неопухолевых патологий лёгких, за-
кономерно на фоне общего снижения антиоксидантной 
защиты. Расчёт коэффициента корреляции по Спирмену 
подтверждает существование положительной корреля-
ции между концентрацией мочевой кислоты и уровнем 
диеновых конъюгатов (r= 0,4157), отрицательной между 
содержанием мочевой кислоты и уровнем триеновых 
конъюгатов и оснований Шиффа (r= -0,3035 и r =-0,2732 
соответственно).

Заключение. Таким образом, на фоне рака лёгких на-
блюдается развитие окислительного стресса, что про-
является повышением уровня продуктов липоперокси-
дации, а также снижением антиоксидантной защиты в 
слюне. Показано, что активность ферментов первого 
звена антиоксидантной защиты существенно снижает-
ся, тогда как активность пероксидаз слюны растёт. По-
казатели неферментативной защиты меняются разнона-
правленно: уровень мочевой кислоты при патологиях 
лёгких снижается, тогда как концентрация альбумина 
растёт, в данных условиях он начинает проявлять проок-
сидантные свойства. Выявлены различия между немел-
коклеточным (плоскоклеточный рак и аденокарцинома) 
и нейроэндокринным раком лёгкого по характеру дина-
мики показателей антиоксидантной защиты. В целом 
нарушение баланса системы перекисного окисления ли-
пидов и антиоксидантной защиты является результатом 

нарушения координации иммунометаболических про-
цессов и свидетельствует о снижении приспособитель-
ных реакций организма.
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Волкова А.Р., Дыгун О.Д., Катышева Н.С., Бондаренко В.Л., Мальцева М.Н., Белякова Л.А., Эмануэль В.Л.

МЕТОДИЧЕСКИЕ АСПЕКТЫ ИНТЕРПРЕТАЦИИ РЕФЕРЕНТНЫХ ИНТЕРВАЛОВ 
ТИРЕОТРОПНОГО ГОРМОНА ГИПОФИЗА В МНОГОПРОФИЛЬНОМ СТАЦИОНАРЕ 
МЕГАПОЛИСА СЕВЕРО-ЗАПАДНОГО РЕГИОНА

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

Распространённость субклинического гипотиреоза (СГ) велика и по данным различных исследований составляет от 3 до 
21%. В Российской Федерации к настоящему моменту не существует крупных эпидемиологических исследований по оценке 
функционального состояния щитовидной железы. Представляется актуальным изучение уровня тиреотропного гормона 
(ТТГ) гипофиза у больных, обратившихся за помощью в клинические подразделения крупного стационара Северо-Западного 
региона для определения распространённости дисфункции щитовидной железы у больных разного пола и возраста. Обсле-
довано 5303 больных, обратившихся в клиники ПСПбГМУ  за 2017 г. У всех больных определяли уровень ТТГ и тироксина 
(Т4) свободного (Т4 св.). СГ считали повышение уровня ТТГ более 4,0 мМЕ/л при нормальном уровне Т4 св. Пациенты были 
разделены на группы по возрасту и уровню ТТГ в соответствии с существующими рекомендациями. Среди обследованных 
было 29,26% мужчин и 70,73% женщин. Средний возраст был 55,08 ± 17,07 года. Уровень ТТГ имел ненормальное распреде-
ление и в среднем составил 2,77 мМЕ/л (медиана ТТГ 1,73 мМЕ/л). У женщин уровень ТТГ был значимо выше во всех изучае-
мых группах больных (р = 0,0001). Среди женщин выявлены значимые различия по уровню ТТГ между группами пожилых и 
молодых больных (р = 0,015). Встречаемость СГ в общей группе больных 10,1%. У обследованных мужчин встречаемость 
СГ 7,3%, а в группе женщин – 11,3%. В группе пожилых больных частота СГ у женщин была в 2 раза выше, чем у мужчин. 
В большинстве (77,4%) случаев  у больных с СГ уровень ТТГ находился в диапазоне 4,0–6,9 мМЕ/л. Клиническая значимость 
минимальной тиреоидной недостаточности требует дальнейшего изучения.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  щитовидная железа; субклинический гипотиреоз; тиреотропный гормон гипофиза.
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В.Л. Методические аспекты интерпретации референтных интервалов тиреотропного гормона гипофиза в многопро-
фильном стационаре мегаполиса Северо-Западного региона. Клиническая лабораторная диагностика. 2018; 63 (9): 
538-542.  DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2018-63-9-538-542.
Volkova A.R., Dygun O.D., Katysheva N.S., Bondarenko V.L., Maltseva M.N., Belyakova L.A., Emanuel V.L.
METHODOLOGICAL ASPECTS OF INTERPRETATION OF THYROID-STIMULATING HORMONE 
REFERENCE INTERVALS IN THE NORTHWEST REGION MEGAPOLIS HOSPITAL 
FSBEI HE «Academician I.P. Pavlov First St. Petersburg State Medical University» of the Ministry of Healthcare of Russian 
Federation, 197022, Saint Petersburg, Russia
The prevalence of subclinical hypothyroidism (SH) is large and according to various studies is from 3 to 21%. In the Russian 
Federation to date, there are no major epidemiological studies assessing the functional state of the thyroid gland. It seems relevant 
to study the TSH level in patients who turned to the clinical units of a large hospital in the North-West region to determine the 
prevalence of thyroid dysfunction in patients of different sex and age. 5,303 patients were examined, who applied to the I.P. Pavlov 
SPbSMU clinics for 2017. In all patients the level of TSH and free T4 was determined. SH was considered to increase the level of 
TSH more than 4.0 mIU/l at a normal level of free T4. Patients were divided into groups by age and TSH level in accordance with 
existing recommendations. Among the examined patients were 29.26% of men and 70.73% of women. The mean age was 55.08 ± 
17.07 years. The TSH level had an abnormal distribution and averaged 2.77 mIU/l (TSH median 1.73 mIU/l). In women the level 
of TSH was significantly higher in all studied groups of patients (p = 0.0001). Among women, significant differences in the level 
of TSH between the elderly and young patients (p = 0.015) were found. The incidence of SH in the total group of patients was 
10.1%. In the men surveyed, the incidence of SH was 7.3%, and in the female group - 11.3%. In the elderly patients, the incidence 
of subclinical hypothyroidism in women was 2 times higher than that of men. In most cases (77.4%) in patients with SH, the TSH 
level was in the range of 4.0-6.9 mIU / L. The clinical significance of minimal thyroid insufficiency requires further study.  
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Введение. Распространённость субклинического ги-
потиреоза (СГ) в популяции достаточно высока и зависит 
от пола, возраста, расы и региона проживания [6]. Так, 
в Великобритании наблюдалось 2779 человек в течение 
20 лет (Whickham survey). Распространённость СГ была 
8,0% в общей группе обследованных и у 10,0% женщин 
старше 55 лет. У мужчин СГ был выявлен в 3,0% слу-
чаев [24]. В исследование, проводившееся в Колорадо, 
было включено 25 682 жителей США. Распространён-
ность СГ составила 9,0% среди взрослого населения. 
Процент людей с повышенным уровнем тиреотропного 
гормона (ТТГ) гипофиза  был большим среди женщин 
(4–21) в сравнении с мужчинами (3–16) во всех возраст-
ных группах [7]. В Фремингемском исследовании СГ 
выявлен у 9,5% обследованных (уровень ТТГ более 5,0 
мМЕ/л) [21]. В Healthy Aging Study выявляемость суб-
клинического гипотиреоза была 12,4% (уровень ТТГ > 
4,5 мМЕ/л, средний возраст обследованных 74,7 года) 
[18]. В Роттердамское исследование [15] было включено 
11 149 женщин старше 60 лет. Субклинический гипоти-
реоз выявлен у 10,8% обследованных женщин. Впервые 
было показано, что субклинический гипотиреоз – неза-
висимый фактор риска сердечно-сосудистых событий. 

До настоящего времени однозначно не решёно, какой 
диапазон значений ТТГ принимать за нормальный уро-
вень. В общей популяции распространённость различ-
ных концентраций ТТГ в крови характеризуется ненор-
мальным распределением [5]: у 70 – 80% людей уровень 
ТТГ находится между 0,3–2,0 мМЕ/л, при этом у 97% 
он менее 5,0 мМЕ/л [11]. Согласно существующим ре-
комендациям [4], нормальным следует считать уровень 
ТТГ 0,4–4,0 мМЕ/л. 

По данным эпидемиологических исследований, у 
лиц старшей возрастной группы часто выявляется по-
вышение уровня ТТГ. В исследовании NHANES III 
(1988–1994) показано [22], что у лиц старше 70 лет ча-
стота выявления СГ составила 15,1% (проанализирова-
на популяция 16 533 человека, СГ считали повышение 
уровня ТТГ более 4,5 мМЕ/л). При дальнейшем анализе 
были исключены носители антитиреоидных антител. 
Размер выборки составил 14 376 человек, 9,9% людей 
старше 70 лет имели уровень ТТГ выше 4,5 мМЕ/л. Для 
лиц старше 60 лет 97,5% процентиль ТТГ составил 7,49 
мМЕ/л, у 70% популяции старше 80 лет ТТГ находился 
в диапазоне 4,5–7,49 мМЕ/л. Также было показано, что 
в 30% случаев повышение уровня ТТГ с возрастом не 
зависит от наличия антитиреоидных антител.

Клиническая значимость скрытых нарушений функ-
ции щитовидной железы до сих пор оспаривается. Из-
вестно, что гипотиреоз ассоциирован с атерогенной 
дислипидемией [10], гипергомоцистеинемией [9], диа-
столической дисфункцией миокарда, нарушением син-
теза и секреции оксида азота, уменьшением синтеза 
структурных белков миокарда [2, 17]. Однако значение 
умеренного повышения уровня ТТГ в плане сердечно-
сосудистых исходов доказано для уровня ТТГ > 7,0 
мМЕ/л. Так, по результатам крупного метаанализа 18 
исследований (73 000 больных) было показано, что риск 
сердечно-сосудистой смертности и сердечной недоста-
точности увеличивался при уровне ТТГ > 7,0 мМЕ/л. 
Уровень ТТГ от 0,45 до 6,99 мМЕ/л не был ассоциирован 
с неблагоприятными сердечно-сосудистыми исходами 
[12]. В большинстве случаев у больных субклиническим 
гипотиреозом выявляют умеренное повышение уровня 
ТТГ от 4,0 до 7,0 мМЕ/л. Таким образом, клиническая 

значимость минимальной тиреоидной недостаточности, 
особенно у пожилых лиц, до сих пор не определена. 

В настоящее время большинство специалистов счи-
тают, что скрининговое определение уровня ТТГ в об-
щей популяции дорого и экономически нецелесообраз-
но. В то же время симптомы гипотиреоза, как правило, 
неспецифичны, и отсутствие явной симптоматики не 
исключает наличия гипотиреоза у конкретного больно-
го по лабораторным данным [4]. Поэтому «агрессивный 
поиск новых случаев гипотиреоза» рекомендуется паци-
ентам с наличием высокого риска развития гипотиреоза 
[4]. Большинство специалистов считают необходимым 
скрининговое определение уровня ТТГ всем больным, 
обратившимся за медицинской помощью. Поэтому в ли-
тературе последних лет приводятся результаты анализов 
баз данных о функциональном состоянии щитовидной 
железы среди пациентов крупных госпиталей и амбула-
торного звена. Так, в исследовании, проведенном в Бир-
менгеме (Великобритания) [19], была использована база 
данных учреждений первичного звена. В исследование 
было включено 1210 пациентов старше 60 лет, которые 
обратились за помощью. Выявляемость СГ составила 
11,6% среди женщин и 2,9% среди мужчин. По резуль-
татам исследования, проведённого на базе эндокрино-
логического подразделения Jinnah Postgraduate Medical 
Centre, было проанализировано 4448 историй болезней. 
У 9,42% пациентов выявлен СГ [13]. 

У пациентов старших возрастных групп (старше 85 
лет) наличие СГ и терапия левотироксином не влияют 
на прогноз [14]. Показатели смертности от сердечно-
сосудистых заболеваний и общая смертность не увели-
чивались у пациентов старческого возраста с умеренным 
повышением уровня ТТГ в Cardiovascular Health Study 
[16]. Более того, заместительная терапия левотирокси-
ном у пожилых пациентов при умеренном повышении 
уровня ТТГ не была ассоциирована с какими-либо преи-
муществами в плане сердечно-сосудистых исходов [20]. 
Это свидетельствует о том, что у пациентов старших 
возрастных групп повышение уровня ТТГ, возможно, 
является физиологическим. Это может быть связано со 
снижением биологической активности ТТГ или патоло-
гическим гликозилированием молекулы ТТГ, снижени-
ем активности дейодиназы 2-го типа [8]. В связи с этим 
в литературе обсуждается вопрос о некотором повыше-
нии нормативов ТТГ для лиц старшей возрастной груп-
пы [3, 20, 23., 25,]. 

В настоящее время в Санкт-Петербурге не представ-
лены какие-либо данные эпидемиологических наблюде-
ний по проблеме субклинического гипотиреоза. Поэто-
му представляется актуальным обследование большой 
когорты больных, проживающих в регионе погранично-
го йодообеспечения [1], на примере крупного многопро-
фильного госпиталя для определения встречаемости СГ, 
ассоциации СГ с полом, возрастом обследованных боль-
ных. Представляется важным определить соотношение 
больных с нормальным, пограничным и повышенным 
уровнем ТТГ гипофиза.

Цель исследования – определить уровень ТТГ гипо-
физа у больных, обратившихся за помощью в клиниче-
ские подразделения ПСПбГМУ им. акад. И.П. Павлова, 
а также распространённость дисфункции щитовидной 
железы у больных разного пола и возраста

Материал и методы. В исследование включено 
5303 пациента различных клинических подразделений 
ПСПбГМУ за 2017 г. Исследование одобрено Этиче-
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ским комитетом ПСПбГМУ им. акад. И.П. Павлова. 
Все больные подписали информированное согласие по 
процедурам обследования в клиниках ПСПбГМУ. Всем 
больным проводили скрининговое определение уровня 
ТТГ. При повышении уровня ТТГ > 4,0 мМЕ/л у боль-
ных определяли уровень свободного тироксина (Т4 св.). 
Субклиническим гипотиреозом считали уровень ТТГ > 
4,0 мМЕ/л при нормальном уровне Т4 св. Для анализа 
распределения по полу и возрасту обратившихся за по-
мощью больных использовали базу данных клиниче-
ских подразделений ПСПбГМУ (QMS). Уровень ТТГ 
определяли методом ИФА реагентами 3-го поколения с 
использованием анализатора Beckman Coulter. При из-
мерении с помощью данной методики ложно завышен-
ные уровни ТТГ (макро-ТТГ) автоматически не учи-
тывались. За нормальный уровень ТТГ принимались 
значения от 0,50 до 2,4 мМЕ/л (группа 1). Уровень ТТГ 
менее 0,5 мМЕ/л соответствовало низкому значению 
ТТГ (группа 0). Уровень ТТГ от 2,5 до 4,0 мМЕ/л со-
ответствовал пограничному значению (группа 2). Уро-
вень ТТГ более 4,0 мМЕ/л соответствовал субклиниче-
скому гипотиреозу при условии нормального уровня Т4 
св. (группа 3). Уровень Т4 св. определяли при помощи 
ACCESS® IMMUNOASSAY SYSTEMS. Референсный 
интервал для Т4 св. был 7,8 – 14,3 пмоль/л. Уровень 
ТТГ более 10,0 мМЕ/л считали манифестным гипоти-
реозом (группа 4). В соответствии с классификацией 
ВОЗ использовали градацию больных по возрасту: 
группа 0 – юный возраст (18–24 года), группа 1 – мо-
лодой возраст (25–44 года), группа 2 – средний возраст 
(45–59 лет), группа 3 – пожилой возраст (60–74 года), 
группа 4 – старческий возраст (75–89 лет) и группа 5 
– долгожители (90 лет и старше). Для статистической 
обработки данных использовали программный пакет 
Statistica версия 12. Несмотря на большой объём вы-
борки, исследуемые параметры имели ненормальное 

распределение (негауссовское) в соответствии с кри-
териями Колмогорова – Смирнова, поэтому использо-
вались непараметрические критерии Манна – Уитни в 
случае двух переменных и критерии Краскела – Уол-
леса в случае трех группирующих и более. Различия 
считали значимыми при уровне р < 0,05. Категориаль-
ные данные описаны с помощью частот и процентов. 
Для анализа использовались таблицы сопряжённости 
и методы χ2 или чувствительный критерий Фишера в 
случае малого числа наблюдения. 

Результаты. Среди обследованных больных мужчин 
было 1554 (29,26%) и женщин 3749 (70,73%). Уровень 
ТТГ был от 0,00 до 100,00 мМЕ/л и в среднем составил 
2,77 мМЕ/л. Медиана ТТГ составила 1,73 (1,10–2,75) 
мМЕ/л. В общей группе больных 2,5-й и 97,5-й процен-
тили составили 0,14 и 9,78 мМЕ/л соответственно. 

У мужчин средний уровень ТТГ был равен 2,47 ± 0,15 
мМЕ/л. Медиана ТТГ составила 1,55 мМЕ/л. У женщин 
средний уровень ТТГ был 2,88 ± 0,09 мМЕ/л, медиана 
1,83 мМЕ/л. У женщин уровень ТТГ был значимо вы-
ше во всех изучаемых группах больных (р = 0,0001) (см. 
рисунок).

Возраст обследованных больных варьировал от 18,00 
до 94,00 лет и в среднем составил 55,08 ± 17,07 лет. 

У мужчин средний возраст был 55,11 ± 16,59 года, у 
женщин – 55,07 ± 17,26 года. Группы мужчин и женщин 
сопоставимы по возрасту, каких-либо значимых разли-
чий не выявлено. 

Распределение больных по возрасту представлено в 
табл. 1. 

Была изучена корреляционная зависимость между 
уровнем ТТГ и возрастом обследованных больных: ли-
нейной зависимости выявлено не было, но значения ТТГ 
в некоторых возрастных группах значимо различались.

При использовании непараметрических методов 
статистического анализа были выявлены значимые раз-
личия между уровнем ТТГ и возрастом обследованных 
больных (р = 0,003). Так, в группе молодых пациентов 
(группа 1) и в группе старческого возраста (группа 4) 
медиана ТТГ составила 1,64 мМЕ/л (среднее значение 
2,4 мМЕ/л) и 1,75 мМЕ/л (среднее значение 2,8 мМЕ/л) 
соответственно (р = 0,018). Группа среднего возрас-
та (группа 2) и группа пациентов старческого возраста 
(группа 4) также значимо различались по уровню ТТГ. 
Медиана ТТГ в группе 2 составила 1,66 мМЕ/л (среднее 
значение 2,7 мМЕ/л), а в группе 4 – 1,75 мМЕ/л (среднее 
значение 2,8 мМЕ/л) соответственно (р = 0,009). Таким 
образом, группа больных старческого возраста по уров-
ню ТТГ значимо отличалась от пациентов молодого и 
среднего возраста. 

Проанализирована зависимость между возрастом 

Т а б л и ц а  1 
Медиана ТТГ гипофиза у больных различных возрастных 

групп

Группа 
больных 

Число  больных Медиана ТТГ, 
мМЕ/лабс. %

0 359 6,78 1,87
1 982 18,54 1,64
2 1537 29,03 1,66
3 1735 32,77 1,75
4 659 12,45 1,90
5 23 0,43 1,84
Всего 5295 100,00

Т а б л и ц а  2
Распределение обследованных больных в зависимости  

от уровня ТТГ гипофиза

Группа больных по 
уровню ТТГ

Число  
больных Мужчины Жен-

щины
Жен-
щины

абс. % абс. % абс. %
0 (< 0,5 мМЕ/л) 353 6,78 121 34,3 232 65,7
1 (0,5–2,4 мМЕ/л) 3384 63,96 1091 32,2 2293 67,76
2 (2,5–3,9 мМЕ/л) 877 16,68 189 21,5 688 78,5
3 (4,0–10,0 мМЕ/л) 530 10,12 112 21,13 418 78,87
4 (> 10,0 мМЕ/л) 124 2,46 28 22,6 96 77,4

Т а б л и ц а  3
Распределение больных по уровню ТТГ в группах мужчин и 

женщин

Группа больных (уровень 
ТТГ, мМЕ/л)

Мужчины,% Женщины,% р

Группа 0 (< 0,5) 7,1 6,2 0,05
Группа 1 (0,5–2,4) 70,8 61,5 0,05
Группа 2 (2,5–3,9) 12,3 18,5 0,05
Группа 3 (4,0–10,0 ) 7,3 11,2 0,0001
Группа 4 (> 10,0) 1,8 2,6 0,0001
Всего 100 100
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больных и уровнем ТТГ в группах мужчин и женщин. 
У мужчин каких-либо значимых различий в уровне 
ТТГ между возрастными группами не выявлено. Среди 
женщин выявлены значимые различия по уровню ТТГ 
между группой пожилых (группа 3) и молодых (группа 
1) больных (р = 0,015). 

Уровень ТТГ анализировали в соответствии с суще-
ствующими рекомендациями (как указано ранее).

Группу 3 (уровень ТТГ от 4,0 до 10,0 мМЕ/л) считали 
субклиническим гипотиреозом при наличии нормально-
го уровня Т4 св. Распределение больных по группам в 
соответствии с уровнем ТТГ представлено в табл. 2.

Как видно из представленных данных, у большинства 
(63,96%) больных  уровень ТТГ находился в диапазоне 
нормальных значений, у 16,68% больных уровень ТТГ 
находился в диапазоне пограничных значений, 10,12% 
больных имели СГ и у 2,46% обследованных больных 
был выявлен манифестный гипотиреоз. 

Выявлена высокозначимая зависимость между 
уровнем ТТГ и полом обследованных больных. У 
женщин повышение уровня ТТГ встречалось значимо 
чаще. В группах с повышенным уровнем ТТГ (группа 
3 и 4 по уровню ТТГ) число женщин было значимо 
больше (р = 0,0001). 

Распределение пациентов по уровню ТТГ в группах 
мужчин и женщин также значимо (р = 0,0001) различалось 
(табл. 3). 

Как видно из представленных данных, частота суб-
клинического гипотиреоза (ТТГ от 4,0 до 10,0 мМЕ/л) 
была значимо выше у женщин (11,2%), чем у мужчин 
(7,3%) (р = 0,0001). 

Таким образом, уровень ТТГ был значимо выше у 
женщин, и повышение уровня ТТГ у женщин чаще вы-
являли в старших возрастных группах. У мужчин уро-
вень ТТГ в целом был значимо ниже, чем у женщин, и 
значимых возрастных различий выявлено не было. 

При расчёте отношения шансов 
с использованием метода логисти-
ческой регрессии было показано, 
что риск субклинического гипоти-
реоза у женщин выше в 1,78 раза 
(ОШ 1,78, 95% ДИ 1,42–2,21). По-
жилой возраст также был сопряжён 
с увеличением риска СГ. Так, у па-
циентов пожилого возраста (груп-
па 3 по возрасту) по сравнению с 
молодыми пациентами (группа 1 
по возрасту) риск СГ составил 1,49 
(ОШ 1,49, 95% ДИ 1,13–1,97). В 
группе пожилых женщин (группа 3 
по возрасту) риск субклинического 
гипотиреоза был 1,6 (ОШ 1,60, 95% 
ДИ 1,18–2,17). Таким образом, по-
вышение уровня ТТГ и частота СГ 
в обследованной выборке больных 
была ассоциирована с женским по-
лом и пожилым возрастом пациен-
тов.

Представлялось актуальным из-
учить распределение уровня ТТГ в 
группе больных с СГ. Как указыва-
лось ранее, у большинства больных 
с СГ наблюдается повышение уровня 
ТТГ от 4,0 до 7,0 мМЕ/л [9]. Более 
того, по результатам проспективных 

наблюдений повышение уровня ТТГ более 7,0 мМЕ/л 
имеет клиническую значимость и ассоциировано с не-
благоприятными сердечно-сосудистыми исходами [12]. 
Поэтому среди больных с СГ была выделена группа 
больных с уровнем ТТГ от 4,0 до 6,9 мМЕ/л. Было по-
казано, что у 77,4% больных (n = 410) уровень ТТГ на-
ходится в интервале 4,0–6,9 мМЕ/л. 

В группе пожилых женщин (группа 3 по возрасту) 
частота выявления СГ составила 13,34,% а в группе 
пожилых мужчин (группа 3 по возрасту) она состави-
ла 6,10%. Таким образом, встречаемость СГ у женщин 
пожилого возраста была в 2 раза выше по сравнению с 
мужчинами пожилого возраста. У мужчин старческого 
возраста и долгожителей (группа 4 и 5 по возрасту) СГ 
выявлялся в 15,38 и 14,29% случаев соответственно. 

Обсуждение. В Санкт-Петербурге впервые пред-
ставлены данные обследования функционального со-
стояния щитовидной железы у больных крупного го-
спиталя. Была показана высокая встречаемость СГ 
среди обследованных больных. Уровень ТТГ гипофиза 
значимо различался у обследованных женщин и муж-
чин различного возраста. У большинства больных с СГ 
отмечается умеренное повышение уровня ТТГ – до 7,0 
мМЕ/л. Поскольку клиническая значимость и влияние 
на сердечно-сосудистые исходы небольшого повыше-
ния уровня ТТГ –до 7,0 мМЕ/л – не доказаны, появ-
ляется все больше оснований для пересмотра верхней 
границы нормы ТТГ для пожилых больных. По мнению 
ряда авторов [5], небольшое повышение уровня ТТГ у 
больных пожилого и старческого возраста не влияет на 
прогноз. Небольшое повышение ТТГ, возможно, явля-
ется физиологическим и связано либо с гликозилирова-
нием молекулы ТТГ, либо с уменьшением активности 
дейодиназы 2-го типа в гипофизе. Клиническая значи-
мость минимальной тиреоидной недостаточности тре-
бует дальнейшего изучения.
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Выводы
Уровень ТТГ имеет ненормальное распределение.
Уровни ТТГ значимо различаются у мужчин и жен-

щин разного возраста. Повышение уровня ТТГ было ас-
социировано с женским полом и старшим возрастом.

Встречаемость субклинического гипотериоза в об-
щей группе больных была 10,1%, у обследованных муж-
чин – 7,3%, у женщин – 11,3%. В группе пожилых боль-
ных частота субклинического гипотиреоза у женщин 
была в 2 раза выше, чем у мужчин.

У 77,4% больных с субклиническим гипотериозом 
уровень ТТГ был в диапазоне 4,0–6,9 мМЕ/л.
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Фактор роста эндотелия сосудов у больных распространЁнным раком 
яичников  на фоне химиотерапии по схеме АР
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Антиангиогенная терапия диктует необходимость поиска молекулярных маркеров ангиогенеза при раке яичников (РЯ). 
Диагностическая и прогностическая роль сосудистого эндотелиального фактора роста А (VEGF-A) при РЯ сегодня 
спорна. Цель исследования – сравнительная оценка уровня фактора роста эндотелия сосудов VEGF в сыворотке крови, 
цитоплазматического содержания белка и транскрипта VEGF в опухолевой ткани первичных больных с распространён-
ным РЯ и анализ взаимосвязи этих параметров с ответом на стандартную полихимиотерапию по схеме АР. Обследова-
ны 82 первичные больные распространённым РЯ; в контрольную группу включили 30 здоровых женщин. Все пациентки 
после хирургического вмешательства получали адъювантную химиотерапию по схеме АР. Уровень VEGF-A в сыворотке 
определяли прямым иммуноферментным анализом Human VEGF ELISA Kit («RayBiotech», США). Анализ транскрипта 
VEGF в опухолевой ткани проводили методом RT-PCR с применением зондов TaqMan® Gene Expression Assay («Thermo 
Scientific», США), нормализацию данных проводили с применением генов-рефери 18S и GAPDH. Для расчёта иммуноги-
стохимического (ИГХ) балла цитоплазматической экспрессии VEGF проводили ИГХ-реакции в парных образцах пациен-
ток с РЯ с применением антител («GeneTex», СШA). Для генотипирования ДНК пациенток использовали тест-системы 
по анализу функциональных полиморфизмов гена VEGFA С12143A, G634C («Синтол», г. Москва). Уровень VEGF-A в сыво-
ротке крови больных РЯ был повышен по сравнению с нормой и зависел от ответа на химиотерапию по схеме АР. Однако 
специфичность этого показателя недостаточна для использования в прогностических целях. Не установлено значимых 
различий цитоплазматической экспрессии VEGF-A в зависимости от ответа на химиотерапию. Уровень мРНК VEGF 
повышен у 58% пациенток. Не выявлено корреляции между уровнями VEGF в сыворотке и транскрипта в опухолевой 
ткани. Генотипирование показало, что сочетание генотипов CC/GG снижает риск рецидива в 2,6 раза. Полученные 
результаты позволяют усомниться в ценности изучения сывороточного уровня VEGF для оценки чувствительности 
больных РЯ к антиангиогенным препаратам. 
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Antiangiogenic therapy requires to search for molecular markers of angiogenesis in ovarian cancer (OC). The diagnostic and 
prognostic role of VEGFA in OC is controversial today. The aim of the study was to compare the serum level of VEGF, the 
cytoplasmic protein content and VEGF transcript in the tumor tissue of primary patients with advanced ovarian cancer and 
to analyze the relationship between these parameters and the response to standard polychemotherapy using the AP scheme. 
82 primary patients with advanced OC were incladed in the study. The control group included 30 healthy women. All patients 
received adjuvant chemotherapy according to the AP scheme after surgery. The serum VEGF-A level was determined by direct 
immunoassay analysis “Human VEGF ELISA Kit” (“RayBiotech”, USA). Analysis of the VEGF transcript in tumor tissue was 
performed by PCR-RT using TaqMan® Gene Expression Assay (Thermo Scientific) probes, and for the data normalization the 
18S and GAPDH referee genes were used. To calculate the IHC score of cytoplasmic expression of VEGF, immunohistochemical 
reactions were performed in paired samples of OC patients using antibodies (GeneTex, USA). For the genotyping of patients’ DNA, 
test systems for the analysis of functional polymorphisms of the VEGF-A C12143A, G634C (LLC “Sintol”, Moscow) were used. 
The level of VEGF-A in the serum of patients with OC was increased in comparison with the norm and depended on the response to 
chemotherapy according to the AP scheme. However, the specificity of this indicator is insufficient for use in prognostic purposes. 
There are no significant differences in the cytoplasmic expression of VEGF-A, depending on the response to chemotherapy. VEGF 
mRNA level was increased in 58% of patients. There was no correlation between serum VEGF levels and the transcript in the 
tumor tissue. Genotyping showed that the combination of genotypes of CC / GG reduces the risk of recurrence by 2.6 times. The 
results obtained make it possible to question the value of studying the serum level of VEGF for evaluating the sensitivity of patients 
with OС to anti-angiogenic drugs.
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Фактор роста эндотелия сосудов (VEGF) играет су-
щественную роль в реализации ангиогенеза в яичниках  
в норме и при патологии [1, 2]. При взаимодействии 
VEGF с рецептором запускается каскад вторичных мес-
сенджеров, которые активируют факторы транскрипции. 
В результате инициируется генетическая программа ан-
гиогенеза [3]. Семейство VEGF включает 5 представите-
лей. VEGF-A, он же просто VEGF, был охарактеризован 
как фактор сосудистой проницаемости, и только впо-
следствии была открыта его митогенная активность в 
отношении эндотелиоцитов. В то же время он не стиму-
лирует пролиферацию клеток других типов,  активирует 
протеиназы, участвующие в деградации внутриклеточ-
ного матрикса, в активации матриксных металлопротеи-
наз, в результате чего высвобождаются мембраносвязан-
ные проангиогенные факторы [4]. Существует мнение, 
что переход опухоли из скрытого состояния в активное  
происходит при приобретении клетками ангиогенного 
фенотипа в процессе их злокачественной трансформа-
ции [5].

Неопластические сосуды в отличие от нормальных 
характеризуются высокой проницаемостью, хаотично-
стью ветвления, переплетением, отсутствием структури-
рованности сосудистой сети [6]. Считается, что VEGF, 
повышая  внутриопухолевое давление, способствует про-
никновению опухолевых клеток в сосудистое русло [7] 
и нарушает поступление цитостатиков в опухоль [8]. В 
ряде исследований установлена повышенная экспрессия 
VEGF при различных локализациях опухоли [9, 10]. В 
настоящее время нет единого мнения относительно диа-
гностической и прогностической роли VEGF-A при РЯ. 
Некоторые авторы утверждают, что есть положительная 
корреляция между уровнем экспрессии VEGF в первич-
ных опухолях и вероятностью рецидивов, в том числе 
при РЯ, и что резистентность опухоли к химиотерапии 
при повышении экспрессии VEGF увеличивается [11, 12]. 
В то же время  существуют данные о том, что в опухолях  
больных РЯ III–IV стадий до начала лечения экспрессия  
VEGF  отсутствовала, а неоадъювантная  химиотерапия 
(ХТ) не влияла  на уровень экспрессии VEGF [13]. По-
казано, что недостаточная чувствительность и специфич-
ность теста на сывороточный уровень VEGF не позволя-
ют рекомендовать его в качестве  диагностического. Не 
обнаружено значимой корреляции  между содержанием 
VEGF  в сыворотке крови  и ткани  опухоли при раке поч-
ки [14].

Целью исследования была сравнительная  оценка 
уровня VEGF в сыворотке крови, цитоплазматического 
содержания белка и транскрипта VEGF в опухолевой 
ткани первичных  больных распространённым РЯ и 
анализ взаимосвязи  этих параметров с ответом на стан-
дартную полихимиотерапию по схеме АР.  

Материал и методы. Обследованы 82 больные рас-

пространённым РЯ в возрасте  38–64 лет (медиана 53 
года). У всех больных РЯ диагноз подтверждён гистоло-
гически. По гистотипу у большинства больных (68,8%) 
злокачественные опухоли представляли собой серозную 
аденокарциному, у 31,2%  – эндометриоидную адено-
карциному. Пациентки обследованы стандартно. Выяв-
лен распространённый РЯ в III стадии (n = 56) и в IV 
стадии  (n = 26). Все пациентки получали стандартную 
адъювантную химиотерапию по схеме АР (цисплатин 
плюс доксорубицин) – 6 курсов после оперативного 
вмешательства в объёме оптимальной циторедукции. В 
зависимости от времени возникновения рецидива после 
последнего курса ХТ все пациентки были разделены на 
3 группы: 1-я группа – с ранним рецидивом (до 6 мес), 
2-я – с рецидивом в течение 6–12 мес и 3-я – без реци-
дива. 

Кроме клинико-инструментального обследования 
(ультразвуковое исследование, компьютерная томогра-
фия, гистологическое исследование биопсийного и опе-
рационного материала) у больных до начала лечения 
осуществляли забор крови для последующего  опреде-
ления концентрации VEGF в сыворотке и генотипиро-
вания. В контрольную группу для оценки уровня VEGF  
в сыворотке крови вошли 30 практически здоровых 
женщин-доноров в возрасте 23–65 лет (медиана 41 год). 
Исследование проведено согласно  требованиям комис-
сии по этике Института медицины, экологии и физиче-
ской культуры  ФГБОУ ВО «Ульяновский государствен-
ный университет» (протокол № 3 от 15.03.2015 г.). 

Уровень VEGF в сыворотке крови, полученной до 
начала химиотерапии,  определяли с помощью наборов 
реактивов для прямого иммуноферментного анализа  
Human VEGF ELISA Kit («RayBiotech», СШA) на авто-
матическом планшетном фотометре PLATE SCREEN 
(«Hospitex diagnostics», Италия). 

Тотальная РНК выделена из 34 парных операционных 
образцов первичных больных с верифицированным диа-
гнозом РЯ. РНК выделяли методом гуанидин-тиоцианат-
фенол-хлороформной экстракции по Р. Chomczynski & 
N. Sacchi (2006 г.) [15] с использованием реагента Extract 
RNA («Евроген», г. Москва). Реакцию обратной транс-
крипции  проводили сразу после выделения тотальной 
РНК с ипользованием фермента обратной транскрипта-
зы вируса лейкемии мышей – MMLV-ревертазы, случай-
ных праймеров (random hexamer) и компонентов набора 
MMLV RT Kit («Евроген») на амплификаторе нуклеино-
вых кислот CFX96 («BioRad», США).  Для последую-
щего анализа  экспрессии гена VEGF-A методом PCR-
RT использованы  праймеры с зондом TaqMan® Gene 
Expression Assay Hs03929054_s1 («Thermo Scientific», 
США). Для нормализации данных в качестве  генов-
рефери выбраны гены 18S (Hs99999901_s1) и  GAPDH 
(Hs03929097_g1). Для постановки полимеразной цепной 
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реакции (ПЦР) использована готовая смесь qPCRmix-HS  
для работы  с флуоресцентными зондами, содержащая  
смесь рекомбинантного фермента Taq ДНК-полимеразы 
и моноклональных антител (1 мкл на пробу).  Протокол 
амплификации выглядел следующим образом: 95°С – 5 
мин; 95°С – 20 с; 64°С – 20 с; 72°С – 45 с (повтор 45 ци-
клов). Канал детекции  – Fam. 

Расчёт относительной экспрессии гена проводили  
по методу Plaffl  [16]. 

1) Рассчитывали  медиану Ct по трём повторам для 
целевого гена (VEGF-A)  и референсных (18S  и GAPDH 
);

2) далее рассчитывали ΔСt1 (для опухоли),  ΔСt2 (для 
условной нормы) и разницу между ними  – значение 
ΔΔСt;

3) относительную экспрессию рассчитывали по фор-
муле 2 -ΔΔСt; 

4) полученные данные представляли в виде десятич-
ного  логарифма для удобства анализа. 

Геномную ДНК выделяли из лейкоцитов перифе-
рической ЭДТА-стабилизированной крови набором 
«ДНК-экспресс-кровь» («Литех», г. Москва). Генотипи-
рование полиморфизмов С12143A (rs2146323), G634C 
(rs2010963) VEGF-А  осуществляли методом ПЦР в ре-
альном времени с использованием коммерческих набо-
ров производства  «Синтол» на амплификаторе CFX96 
с последующим анализом порогового цикла (Ct) ПЦР-
продуктов  по каналам Fam (норма) и Hex (мутация) на 
основании сигнала положительных контролей. 

ИГХ-исследование материала проводили на серийных 
парафиновых срезах по стандартной методике с исполь-
зованием  поликлональных кроличьих антител к VEGF-A 
(разведение 1:800, «GeneTex», США). Высокотемпера-
турную демаскировку антигенов осуществляли при 98°С 
в цитратном буфере (рН = 6,0) в течение 30 мин. В ка-
честве детекционной системы  использовали  N-Histofine 
Simple Stain Max PO  Multi («Nichirei Biosciences Inc.», 
Япония). В качестве положительного контроля на VEGF 
использовали ткань почки практически здорового челове-
ка. Для оценки цитоплазматической экспрессии VEGF-A 
использовали индекс метки, высчитывая процент пози-
тивно окрашенных опухолевых клеток от общего коли-
чества в зонах с наибольшим их содержанием (позитив-
ной считали реакцию при коричневой окраске более 10%  
цитоплазмы клеток).  Оценка  иммуногистохимических 
реакций (ИГХ-балл) базировалась на интенсивности 
окрашивания (отсутствовала, слабая, умеренная, силь-
ная) и разделении иммунопозитивных (положительных) 
клеток согласно рекомендациям D.J. Dabbs («Diagnostic 
immunohistochemistry», 4rd Edition, 2014) в модификации 
[17]. 

Статистическая обработка результатов включала те-
стирование распределения частот генотипов на соответ-
ствие равновесию Харди–Вайнберга, расчёт частот ге-
нотипов регуляторных  регионов гена VEGF-А. Об ассо-
циации генотипов с предрасположенностью к развитию 

патологии и последующего исхода заболевания  судили  
по величине отношения шансов (odds ratio, OR)  и его 
95% доверительного интервала (95% CI). Корреляци-
онную связь между параметрами анализировали с при-
менением коэффициента Спирмена, статистическую до-
стоверность различий между группами оценивали с по-
мощью непараметрического U-критерия Манна–Уитни 
в программе Statistica 6.0. При изучении специфичности 
и чувствительности теста VEGF для дифференциации 
двух подгрупп методом ROC-анализа и расчёта безре-
цидивной выживаемости по методу Каплана–Майера 
использовали ПО Statistika 8.0.  Для проверки  достовер-
ности  различий значений  признаков в группах исполь-
зовали тест  χ2.

Результаты. В результате проведённых исследова-
ний нами установлено, что уровень VEGF в сыворот-
ке крови первичных больных РЯ значимо повышен по 
сравнению с таковым в контрольной группе (табл. 1).

Наиболее выраженное  повышение уровня VEGF  
имело место в 1-й группе  у пациенток, которые не име-
ли рецидива в течение 6 мес после последнего курса ХТ. 
Его медианный уровень у больных первичным РЯ был в 
10 раз выше, чем в контрольной  группе. Превышение во 
2-й группе, у больных с рецидивом (6–12 и более мес) и 
в 1-й группе, у больных с ранним рецидивом (до 6 мес) 
после последнего курса ХТ составило соответственно 
8,2 и 5,5 раза. Таким образом, полученные результаты 
показали значимое увеличение количества VEGF в сы-
воротке крови больных РЯ по сравнению с контролем. 
Однако специфичность  данного маркера недостаточна 
для использования его  в прогностических целях (рис. 
1, а,б).

В связи с этим определённый интерес представля-
ет связь показателей VEGF в периферической крови с 
экспрессией данного фактора роста в ткани опухоли. В 
результате ИГХ-определения  содержания  VEGF в опу-
холевой ткани и гистологически неизменённой ткани 
яичников (рис. 2, а,б) у 29 обследованных больных РЯ 
не удалось установить значимых различий ИГХ-балла в 
зависимости от ответа на ХТ по схеме АР (5,545 у паци-
енток без рецидива и 5,125 – у пациенток с рецидивом). 
Расчёт критерия χ2 также не дал статистически значимых 
различий ИГХ-балла в зависимости от ответа на ХТ.

Уровень мРНК VEGF был повышен в опухолевой 
ткани по сравнению с гистологически  неизменённой 
тканью яичника у 58% пациенток. Статистически зна-
чимой корреляции между уровнем VEGF в сыворотке 
крови и экспрессией гена VEGF в опухолевой ткани не 
выявлено (r = -0,3; p > 0,1). Оценка периода безреци-
дивной выживаемости по уровню транскрипта VEGF в 
опухолевой ткани пациенток с РЯ после ХТ по схеме АР 
не выявила достоверно значимой разницы между груп-
пами с низкой и высокой экспрессией гена-мишени (р = 
0,11) (рис. 3). 

При проведении молекулярно-генетического иссле-
дования по анализу генотипов полиморфного варианта 

Т а б л и ц а  1
Уровень VEGF  в сыворотке крови первичных больных раком яичников

Показатель Контроль (n = 15) 3-я группа, без рецидива  
(n = 20)

2-я группа, рецидив  
в течение 6–12 мес (n = 24)

1-я группа, рецидив  
в течение 6 мес (n = 27)

VEGF, нг/мл

p

107,71 ± 20,952  
(21,503–193,918)

1092,27 ± 206,110  
(21,37–2701,82)

< 0,001

884,40 ± 318,696  
(121,8–4691,28)

< 0,001

602,83 ± 150,504  
(45,44–2501,95)
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Рис. 1.  Определение значимости классификатора VEGF  при сравнении больных РЯ без рецидивов и с рецидивами в течение 
6–12 мес после ХТ (а) и с контрольной группой (б) методом ROC-анализа.

Рис. 2. Уровень экспрессии VEGF:
а – низкий уровень экспрессии VEGF в строме (ИГХ-балл 2); б – высокий уровень экспрессии VEGF в опухоли РЯ (ИГХ-балл 9).

а б

rs2010963 VEGF нами установлено, что снижение экс-
прессии VEGF, связанное с заменой G  в позиции  634 на 
С в промоторной части гена, выступает в качестве про-
тективного фактора  при развитии рецидива у пациенток 
с распространённым РЯ. Выявлено высокое отношение 
шансов (OR = 1,93; р = 0,09) в группе пациенток с РЯ с 
носительством аллеля С (генотипы GC/CC) и с безреци-
дивным периодом более 12 мес после проведения стан-
дартной ХТ (табл. 2). 

Нами также была проанализирована ассоциация од-
нонуклеотидной замены  VEGF C12143A (rs2146323) с 
проявлением ранних рецидивов в выборке пациенток с 
РЯ. Показано, что минорный генотип АА чаще встре-
чается у больных РЯ в группе с  рецидивом, чем в груп-
пе пациенток с безрецидивным периодом  в течение 12 
мес после  химиотерапевтического лечения (OR = 1,29; 
p = 0,87). Проведение комплексного анализа двух ге-
нотипов VEGF (C12143A – G-634C) показало высокое 

Т а б л и ц а  2
Генотипы VEGF, ассоциированные с риском рецидивов у больных раком яичников после химиотерапевтического лечения по схеме АР

 Полиморфизм гена VEGF Генотипы 2-я группа, рецидив в 
течение 6–12 мес

3-я группа, пациенты с РЯ 
без рецидива

Отношение 
шансов (OR)

ДИ 95% p

VEGF C-12143A rs2146323 AA 38%  (n = 21) 30% (n = 18) 1,29 0,44–  3,78 0,87
VEGF G-634C rs2010693 GC/CC 34,3% (n = 30) 56,4%  (n = 24) 1,93 0,91–  4,13 0,09
VEGF C-12143A: G-634C CC-GG 27,8% (n = 18) 50,0% (n = 15) 2,60 0,52– 13,04 0,5
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значение OR (OR = 2,60  при р = 0,5), свидетельствую-
щее о высокой частоте встречаемости генотипов  CC-
GG  в группе больных с РЯ без рецидивов в течение 
первого года после окончания адъювантной химиоте-
рапии по схеме АР.

Обсуждение. Сравнительно недавно в обзорах резуль-
татов исследований постулировалась диагностическая и 
прогностическая роль циркулирующего VEGF у пациен-
тов с различными типами рака [11, 12, 18]. Мы выявили 
значимое увеличение уровня сывороточного VEGF при 
РЯ, однако специфичность этого показателя была недо-
статочной для использования в прогностических целях, 
что также подтверждается рядом исследователей [19, 20]. 
При определении иммуногистохимически в опухолевой и 
гистологически неизменённой ткани яичника повышение 
уровня мРНК VEGF  имело место только у 58% пациен-
ток при отсутствии корреляции с уровнем VEGF  в сыво-
ротке крови и отсутствии значимой разницы показателей 
безрецидивной выживаемости между группами с низкой 
и высокой экспрессией гена-мишени. 

Вероятно, следует согласиться с мнением авторов, 
утверждающих, что источником  VEGF в перифериче-
ской крови является не только его продукция тканью 
опухоли [14].

В ряде исследований оценивалась связь  полимор-
физма  гена VEGF с риском развития и характером 
протекания РЯ [21, 22]. Ген VEGF-A у человека лока-
лизован  на хромосоме 6p21.3, имеет 7 интронов и 8 
экзонов и обладает около 140  полиморфизмами (SNP), 
которые влияют на проявление функциональной актив-
ности белка [23]. Экспериментальные данные показы-
вают, что генетическая вариабельность в регуляторных 
областях гена VEGF-A может определять риски онко-
логических заболеваний, а также течение опухолевого 
процесса,  регулируемое  ангиогенезом [24].  Аллель 
G634C оказывает влияние на посттранскрипционном 
уровне, усиливая инициацию  старт-кодона,  приво-
дящую к большей продукции  VEGF  [25]. Показано, 

что при рефрактерном к препаратам платины РЯ при 
лечении бевацизумабом пациентки с генотипом CT 
VEGF 936С/Т имели лучшую медиану выживаемости 
PFS по сравнению с имевшими гомозиготные геноти-
пы дикого типа (СС) и гомозиготный вариант (ТТ) [26]. 
В исследовании, проводившемся с 1985–1997 гг. с 319 
первичными больными РЯ, изучена связь выживаемо-
сти с полиморфными вариантами гена VEGF  rs833068 
и rs2010963. Выявлено,  что у носительниц минорно-
го гомозиготного генотипа наблюдается значительное 
сокращение общей выживаемости  в выборке австра-
лийских пациенток.  В эксперименте с анализом SNP 
VEGF rs3025033 и rs2146323 не выявлено статистиче-
ски значимой ассоциации с выживаемостью пациенток 
Австралийской выборки [27]. При генотипе GG  поли-
морфизма  G-634C  установлено повышение экспрес-
сии гена VEGF за счёт активации промотора. 

Показано, что при комбинации определённых гене-
тических полиморфизмов  VEGF, которые характери-
зуются высокой экспрессией продукта, можно предпо-
лагать/прогнозировать усиление ангиогенного ответа 
опухоли на стандартное лечение [25]. Мы показали, что 
сочетание генотипов СС/GG определяет  снижение  ри-
ска рецидива в 2,6 раза. 

Заключение. При изучении уровня  VEGF в сыво-
ротке крови, генотипирования  VEGF, цитоплазматиче-
ской экспрессии и уровня мРНК VEGF в опухолевой 
ткани  первичных больных РЯ и взаимосвязи этих по-
казателей с ответом на стандартную ХТ по схеме АР 
установлено значимое повышение уровня VEGF в сы-
воротке крови  у больных РЯ по сравнению со здоровы-
ми. Его уровень зависел от ответа на ХТ по схеме АР. 
Не обнаружено значимой корреляции между уровнем 
VEGF в сыворотке крови и уровнем мРНК в опухоле-
вой ткани. Полученные результаты позволяют предпо-
ложить неопухолевое происхождение значительной ча-
сти циркулирующего в крови VEGF, что делает сомни-
тельной ценность исследования сывороточного VEGF 
для оценки чувствительности больных РЯ к антиангио-
генным препаратам.  
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РЕФЕРЕНСНЫЕ ЗНАЧЕНИЯ АГРЕГАЦИИ ТРОМБОЦИТОВ У ЗДОРОВЫХ лиц
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В настоящей статье изложены установленные нами средние значения и референсные интервалы агрегации тромбо-
цитов у практически здоровых людей на оптическом агрегометре AggRAM (Helena BioSciences Europe). Референсные 
интервалы агрегационной активности тромбоцитов с 5 мкг/мл аденозин-5`-дифосфатом и площадь под агрегационной 
кривой составили 67,4–92,5% и 54,5–85,3;референсные интервалы активности тромбоцитов с 10 мкг/мл аденозин-5`-
дифосфатом и площадь под кривой агрегации составили 76,8–97,2 и 68,8–90,4%.Полученные значения показателей мо-
гут быть использованы в качестве референсных в клинико-диагностической лаборатории Университетского госпиталя 
Государственного медицинского университета города Семей.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  референсные значения; агрегация тромбоцитов; площадь под кривой; аденозин-5`-дифосфат; 
тестирование функции тромбоцитов.
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Тестирование функции тромбоцитов широко ис-
пользуется для диагностики причин различных ви-
дов кровотечений. В настоящее время исследование 
агрегационной активности тромбоцитов актуально 
для контроля эффективности и безопасности тера-
пии антитромбоцитарными препаратами [1]. Наибо-

лее сложной проблемой с точки зрения тестирования 
функции тромбоцитов для определения ответа на 
антитромбоцитарные препараты, по-видимому, яв-
ляется отсутствие корреляции между результатами 
большинства доступных в настоящее время тестов [2, 
3]. Оптическая агрегатометрия, введённая в начале 
1960-х годов, остаётся золотым стандартом в оцен-
ке функциональной активности тромбоцитов. Метод 
основан на регистрации изменений светопропускания 
богатой тромбоцитами плазмы в ответ на стимуляцию 
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несколькими агонистами в разных концентрациях [2, 
4, 5]. Несмотря на трудоёмкость и технические слож-
ности, в каждой клинической лаборатории рекомен-
довано устанавливать свои референсные интервалы 
(РИ) [3, 5, 6]. Характеристики референсных популя-
ций и уровень выполненных аналитиеских процедур 
в лабораториии в используемых источниках должны 
быть сопоставимы [7-9]. Однако в реальности лабо-
ратории часто используют опубликованные РИ, уста-
новленные на других измерительных системах и для 
другой популяции, что может привести к значитель-
ным ошибкам при интерпретации результатов иссле-
дования [8].

Цель исследования – установить референсные зна-
чения агрегации тромбоцитов у практически здоро-
вых людей на агрегометре AggRAM.

Материал и методы. В исследовании приняли уча-
стие 45 здоровых добровольцев в возрасте от 25 до 79 
лет в период с июня 2016 г. по ноябрь 2016 г. Критерии 
исключения: наличие соматической патологии, приём 
антитромбоцитарных и нестероидных противовоспа-
лительных препаратов в течение 2 нед. Предваритель-
но с целью стандартизации преаналитического этапа 
участники были ознакомлены с инструкцией по под-
готовке к анализу, медицинский персонал – с инструк-
цией по  взятию крови и транспортировке пробирок,  
ежедневной калибровке аппарата согласно инструкции 
по эксплуатации прибора. До включения в исследова-
ние все участники дали информированное согласие. 
Протокол исследования был одобрен Этическим коми-
тетом Государственного медицинского университета г. 
Семей (ГМУ г.Семей) (№ 4 от 14.10.2015г.).

Забор крови производили утром натощак из лок-
тевой вены в вакуумные пробирки с 3,8% цитратом 
натрия (в соотношении 9:1) с кратковременным на-
ложением жгута, диаметр иглы 0,8 мм. В течение 
20–30 мин образцы крови доставлялись в лабора-
торию и анализировались около 40 мин с момента 
поступления. Плазму, богатую тромбоцитами, полу-
чали с использованием центрифуги ОПн-3.02 «Да-
стан» (Киргизия) при 1000 об/мин. в течение 10 мин, 
бедную тромбоцитами плазму получали центрифу-
гированием при 3000 об/мин до 15 мин. Функцио-
нальную активность тромбоцитов в одном образце 
крови определяли на оптическом агрегометре Ag-
gRAM (Helena BioSciences Europe), в котором име-
ется 4 независимых канала для одновременного из-
мерения основных типов антиагрегантов при време-
ни считывания до 10 мин. Использовались реагенты: 
аденозин-5`-дифосфат (АДФ) 5 и 10 мкг/мл (фирмы 
«Технология-Стандарт», Россия). Результаты ис-
следования функции тромбоцитов оценивались по 
максимальному проценту агрегации (max %) в ответ 
на стимуляцию индукторами и площадью под агре-
гационной кривой (AUC–area under curve), которую 
в инструкции фирмы-производителя рекомендуют 
вычислять в научно-исследовательских целях.

Статистический анализ. Статистическая об-
работка проводилась с использованием программы 
SPSS (версия 20.0): описательные статистики (М – 
среднее арифметическое и SD – стандартное откло-
нение, минимальное и максимальное значения, Ме 
– медиана, IQR – межквартильный диапазон), крите-
рий Колмогорова–Смирнова, U-тест Манна–Уитни 
для независимых выборок, корреляционный ана-
лиз Спирмана между мах% агрегации тромбоцитов 
(АТц) и AUC. Различия между сравниваемыми пере-
менными считались достоверными при р < 0,05.

Результаты и обсуждение. Средний возраст всех 
участников составил 46 лет (минимальный возраст 
25 лет, максимальный – 79 лет). Среди них 25(55,6%) 
мужчин в возрасте 46 лет (минимальный возраст 25 
лет, максимальный – 79 лет) и 20 (44,4%) женщин в 
возрасте 45 лет (минимальный возраст 27 лет, макси-
мальный – 73 года). Исследование состояло из двух 
этапов. На первом этапе выявляли и исключали из 
дальнейшего исследования статистические выбросы 
по результатам определения агрегационной функции 
тромбоцитов с 5 и 10 мкг/мл АДФ (ГОСТ Р 53022.3-
2008). С помощью метода Тьюки из исследования 
исключили по 10 результатов определения агрегаци-
онной функции тромбоцитов с 5 и 10 мкг/мл АДФ и 
AUC соответственно, что составило 22,2%.

На втором этапе исследования определяли средние 
показатели АТц и AUC у мужчин и женщин, выявля-
ли наличие различий (табл. 1).

Средние значения функциональной активности 
тромбоцитов у женщин оказались несколько выше, 
однако статистической значимости не было выявле-
но. Референсные значения фирмы-производителя, а 
также РИ, выявленные в исследованиях с другими 
анализаторами, установлены для всей референсной 
популяции, следовательно, полученные нами резуль-
таты сопоставимы [9,10]. Однако в исследовании M. 
Otahbachi и соавт. [11] с использованием агрегометра 

Т а б л и ц а  1
Агрегационная функция тромбоцитов у мужчин и женщин

Показатель Мужчины  
(n = 16; 45,7%)

Женщины  
(n = 19; 54,3%)

р

АТц с 5 мкг/мл АДФ, 
%

81,9 (23,4)
(67,2–90,6)

88,0 (10,4)
(67,9–92,6)

0,385*

AUC с 5 мкг/мл АДФ 74,0 (21,3)
(49,5–84,6)

79,4 (9,9)
(58,6–85,9)

0,230*

Мужчины  
(n = 18; 51,4%)

Женщины  
(n = 17; 
48,6%)

АТц с 10 мкг/мл 
АДФ, %

86,7 ± 5,4
(75,0–93,6)

87,3 ± 5,2
(76,5–94,7)

0,757**

AUC с 10 мкг/мл 
АДФ

78,9 ± 6,1
(63,7–86,1)

80,4 ± 4,9
(70,4–88,2)

0,525**

П р и м е ч а н и е . Здесь и табл. 2: параметры показателей пред-
ставлены в виде: *– Me (IQR) – медиана (межквартильный диапа-
зон), ** – М ± SD (среднее арифметическое и стандартное откло-
нение), min и max значения, АТц – активность тромбоцитов, AUC 
– площадь под кривой агрегации тромбоцитов, АДФ – аденозин-5`-
дифосфат, р < 0,05.
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Т а б л и ц а  2
Сравнение полученных показателей АТц с 10 и 5 мкг/мл АДФ и AUC с РИ фирмы-производителя

Показатель Ме (min–max) (n = 35) Полученный РИ (n = 35) РИ фирмы-производителя, (n = 20)
АТц с 5 мкг/мл АДФ, % 83,8 (67,2–92,6) 67,4–92,5* Более 60
AUC с 5 мкг/мл АДФ, 76,6 (49,5–85,9) 54,5–85,3* -
АТц с 10 мкг/мл АДФ, % 87,6 (75,0–94,7) 76,8–97,2** Более 60
AUC с 10 мкг/мл АДФ 80,5 (63,7–88,2) 68,8–90,4** -

П р и м е ч а н и е . Me (медиана), min и max значения, * – РИ представлены в виде процентилей 5– 95-й, ** – РИ в виде М ± 1,96SD.

Chrono-Log Co с участием 36 здоровых лиц независи-
мо от этнической принадлежности активность тром-
боцитов в ответ на все тестируемые агонисты была 
выше у женщин, чем у мужчин. В результате прове-
дённого популяционного исследования T. Intermann и 
соавт. установили, что различные лабораторные мето-
ды и референсные популяции могут привести к несо-
ответствию результатов [12]. Таким образом, учиты-
вая вышеизложенное, объединив мужчин и женщин, 
можно проводить расчёт РИ для всей референсной 
группы.

Расчёт РИ зависит от количества лиц в группе и 
типа распределения значений АТц. В небольшой ре-
ференсной группе (менее 40 человек) при нормаль-
ном распределении показателей рекомендовано ис-
пользовать параметрический метод для оценки РИ, 
который рассчитывается по формуле М ± 1,96SD, а 
при ненормальном распределении переменных РИ 
рассчитывается в виде процентилей 5–95-й, согласно 
которому у 90% здоровых лиц выявляются нормаль-
ные лабораторные показатели и у 10% – ненормаль-
ные (ГОСТ Р 53022.3-2008) [13]. В исследовании пра-
вильность распределения выборки была определена 
с помощью критерия Колмогорова–Смирнова. Рас-
пределение АТц с 5 мкг/мл АДФ и AUC соответствен-
но было ненормальным и РИ рассчитывался в виде 
процентилей 5–95-й. Распределение АТц с 10 мкг/мл  

АДФ и AUC соответственно было нормальным, РИ 
рассчитывался по формуле М ± 1,96SD. В табл. 2 
представлены полученные референсные значения в 
сравнении с РИ фирмы-производителя.

Из табл. 2 видно, что референсные значения в на-
шем исследовании получились выше нижней грани-
цы фирмы-производителя. Так как AUC рекоменду-
ется вычислять в научно-исследовательских целях, то 
РИ для этого показателя не указаны и их сравнение 
не представляется возможным. Однако между АТц (5 
и 10 мкг/мл) АДФ и AUC, соответственно, получена 
очень высокая линейная корреляция (Rho = 0,968 и  
Rho = 0,973; р < 0,001) (рис. 1, 2), что делает необхо-
димым использование обоих показателей в клиниче-
ской практике.

Заключение. Таким образом, в результате нашего 
исследования установлено, что пол не влияет на сред-
ние значения АТц и AUC. Выявленная очень высо-
кая линейная корреляция (Rho = 0,968 и Rho = 0,973;  
р < 0,001) между АТц (5 и 10 мкг/мл) АДФ и AUC 
соответственно делает необходимым дополнительно 
к АТц анализировать AUC. Референсные интервалы 
АТцс 5 мкг/мл АДФ и AUC составили 67,4–92,5% 
и 54,5–85,3; АТцс 10 мкг/мл АДФ и AUC составили 
76,8–97,2% и 68,8–90,4. Установленные интервалы 
АТц и AUC могут быть использованы в качестве ре-
ференсных в клинико-диагностической лаборатории 

Рис.1. Корреляция между АТц с АДФ 5 мкг/мл и площадью 
под кривой агрегации (AUC). Рис.2. Корреляция между АТц с АДФ 10 мкг/мл и площадью 

под кривой агрегации (AUC).
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Университетского госпиталя ГМУ г. Семей. Каждая 
лаборатория должна иметь свои референсные значе-
ния, и наш опыт может быть полезен в лабораториях, 
где используются аналогичные аналитические си-
стемы (автоматический агрегометр AggRAM Helena 
BioSciences Europe).

Ограничением нашего исследования является не-
большой размер выборки, в связи с чем не учитыва-
лась расовая принадлежность.

Благодарность. Авторы выражают благодарность  
проф. А.Ю. Гаспаряну за ценные комментарии.

Финансирование. Исследование не имело спон-
сорской поддержки. 

Конфликт интересов. Авторы заявляют об от-
сутствии конфликта интересов.

Л И Т Е РАТ У РА  (пп. 1–6, 10–13 см. R E F E R E N C E S )

7. 	Воробьева И.И. Современные методы оценки функции тромбо-
цитов и их клиническое значение у больных с острым коронар-
ным синдромом. Креативная кардиология. 2012; 1: 50–63.

8.	 Казакова М.С., Луговская С.А., Долгов В.В. Референсные значе-
ния показателей общего анализа крови взрослого работающего 
населения. Клиническая лабораторная диагностика. 2012; 6: 
43–9. 

9. 	Петрова О.В., Шашин С.А., Жукова Е.Р., Панова Е.В., Грачева 
Н.П. Референсные значения агрегации тромбоцитов у взрослого 
населения Астраханской области на агрегометре Multiplate. Кли-
ническая лабораторная диагностика. 2016; 61(1): 46–8.

R E F E R E N C E S

1. 	Sambu N., Curzen N. Monitoring the effectiveness of antiplatelet 
therapy: opportunities and limitations. Br. J. Clin. Pharmacol. 2017 ; 
72(4): 683–96. 

2. 	Koltai K., Kesmarky G., Feher G., Tibold A., Toth K. Platelet 

Aggregometry Testing: Molecular Mechanisms, Techniques and 
Clinical Implications. Int. J. Mol. Sci.; 2017; 18(8). 

3. 	Gasparyan A.Y. Aspirin and clopidogrel resistance: methodological 
challenges and opportunities. Vasc. Health. Risk. Manag. 2010; 
6:109–12. 

4. 	HvasA.M., Favaloro E.J. Platelet Function Analyzed by Light 
Transmission Aggregometry. Methods in molecular biology. 2017; 
1646: 321–31.

5. 	Cattaneo M., Cerletti C., Harrison P., Hayward CPM, Kenny D., 
Nugent D. et al. Recommendations for the standardization of light 
transmission aggregometry: a consensus of the working party from 
the platelet physiology subcommittee of SSC/ISTH. J. Thromb. 
Haemost. 2013; 11(6): 1183–9. 

6. 	Falcone M., Granero R. Platelet aggregation reference interval for 
healthy individuals. Acta bioquímica clínica Latinoam. 2012; 46(4): 
655–9. 

7. 	Vorob’eva I. I. Sovremennye metody otsenki funktsii trombotsitov 
i ikh klinicheskoe znachenie u bol’nykh s ostrym koronarnym 
sindromom. Kreativnaya kardiologiya. 2012; 1: 50–63. (in Russian)

8. 	Kazakova M.S., Lugovskaia S.A., Dolgov V. V. The reference values 
of indicators of total blood analysis of adult working population. 
Klinicheskaya  laboratornaya diagnostika. 2012; 6: 43–9.(in 
Russian)

9. 	Petrova О.V., Shashin S.А., Tarasov D.G. Reference Values of 
Platelet Aggregation in Impedance Aggregometry with Adenosine 
Diphosphoric Acid on Aggregometer Multiplate. Sovrem. Tehnol. v 
Med. 2016; 8(3):100–4. 

10. 	Beyan C., Kaptan K., Ifran A., Savasci S., Ozturk Y., Okmen B. Effect 
of sex difference on platelet aggregation using an optical method in 
healthy subjects. Clin. Lab. Haematol. 2006; 28(1):14–6. 

11. 	Otahbachi M., Simoni J., Simoni G., Moeller J.F., Cevik C., 
Meyerrose G.E. et al. Gender differences in platelet aggregation in 
healthy individuals. J. Thromb. Thrombolysis. 2010; 30(2):184–91. 

12. 	Ittermann T., Roser M., Wood G., Preez H., Lüdemann J., Völzke H. 
et al. Reference intervals for eight measurands of the blood count in 
a large population based study. Clin. Lab. 2010; 56(1–2): 9–19. 

13. 	Horowitz G.L. Estimating Reference Intervals. Am. J. Clin. Pathol.; 
2010;133(2):175–7. 

Поступила 30.03.18
Принята к печати 25.05.18



553

Russian Clinical Laboratory Diagnostics. 2018; 63(9)
DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2018-63-9-553-556

Coagulology

Для корреспонденции: Попова Ирина Геннадьевна, канд. мед. наук, науч. сотр. лаб. клин. биохимии и мед. генетики; e-mail: i_g_popova@mail.ru

© КОЛЛЕКТИВ АВТОРОВ, 2018

УДК 616.151.5-053.31-074

Кузьменко Г.Н., Попова И.Г., Назаров С.Б., Клычева М.М., Ситникова О.Г., Харламова Н.В., Парейшвили В.В. 

ГЕМОСТАТИЧЕСКИЙ ПОТЕНЦИАЛ ПУПОВИННОЙ И ВЕНОЗНОЙ КРОВИ 
НОВОРОЖДЁННЫХ ПО ДАННЫМ ТРОМБОЭЛАСТОГРАФИИ

ФГБУ «Ивановский научно-исследовательский институт материнства и детства им. В.Н. Городкова» Минздрава РФ, 
Иваново

Проведён сравнительный анализ  показателей тромбоэластографии пуповинной и венозной крови на 1–3-и сутки жизни 
у доношенных и недоношенных новорождённых. Обследовано 40 доношенных и 68 недоношенных новорождённых на 
1–5-й день жизни. Масса тела детей составила соответственно 3413,8 ± 54,6 и 2039,4 ± 75,9 г, гестационный возраст 
– 40,0 ± 0,3 и 33,5 ± 0,33 нед. Исследовалась смешанная пуповинная  и венозная кровь, взятая из локтевой вены у ребёнка 
на 1–3-и сутки жизни.
Полученные данные указывают на то, что основная направленность в показателях тромбоэластограмм у недоношен-
ных и доношенных новорождённых в пуповинной и венозной крови сохраняется. У недоношенных новорождённых в пу-
повинной крови снижена активность плазменного звена и функциональная активность тромбоцитов, а также снижен 
коагуляционный потенциал в целом. После рождения у недоношенных новорождённых в венозной крови выявлено за-
медление свертывания крови, снижение скорости образования и прочности сгустков. Отмечается также снижение 
функциональной активности тромбоцитов, индекса коагуляции и более выраженное изменение гемостатического по-
тенциала в сторону гипокоагуляции. У доношенных детей  установлена гиперкоагуляционная направленность гемостаза 
при рождении. Показатели функционального состояния тромбоцитов и лизис сгустка в пуповинной и венозной крови 
после рождения существенно не изменяются. 
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The comparative characteristic of indicators of thromboelastography of umbilical cord blood and venous blood for 1-3 days of 
life at full-term and premature newborns is carried out. The study included 40 full term and 68 preterm infants at 1-5 days of life. 
Body weight of children was 3413.8±54.6 g and 2039.4±75.9 g, gestational age - 40.0±0.3 and 33.5±0.33 weeks, respectively. 
Mixed umbilical cord blood and venous blood taken from the ulnar vein of a child for 1-3 days of life were studied. The obtained 
data indicate that the main focus in the performance of thromboelastograms in premature and full-term newborns in the umbilical 
and venous blood are preserved. In preterm infants in cord blood decreased activity of the plasma level and functional activity 
of platelets, as well as reduced coagulation potential in General. After birth, premature newborns in the venous blood showed a 
slowdown in blood clotting, a decrease in the rate of formation and strength of clots. There is also a decrease in the functional 
activity of platelets, coagulation index and a more pronounced change in hemostatic potential in the direction of hypocoagulation. 
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Введение. Исследование свертывания крови имеет 
особое значение для диагностики нарушений гемоста-
за у новорождённых, однако до настоящего времени 
остаётся множество нерешённых вопросов, связанных 
с экстренной и правильной оценкой этих нарушений 
особенно у недоношенных новорождённых [1]. Одним 
из методов, позволяющих быстро  получить общую 
оценку состояния гемостаза, а также оценку функций, 
которую невозможно получить при выполнении обыч-
ных базисных тестов коагуляции, является тромбоэла-
стография (ТЭГ). Принципиальное отличие ТЭГ от 
стандартных коагулологических тестов состоит в том, 
что она позволяет одновременно оценивать состояние 
плазменных ферментных систем крови, противосвер-
тывающих механизмов клеточного звена (тромбоци-
тов, эритроцитов, лейкоцитов) и системы фибриноли-
за. ТЭГ даёт возможность получить характеристику 
функционального состояния всех этапов коагуляции от 
инициации свертывания до его распространения, кине-
тику образования сгустка, его прочность, взаимодей-
ствие компонентов плазмы и тромбоцитов в процессе 
образования сгустка, а также интенсивность лизиса. 
ТЭГ предполагает выполнение исследования в малых 
количествах цельной крови. Показатели нормальных 
диапазонов для показателей ТЭГ у новорождённых 
представлены T.Strauss  и соавт. [2], у новорождённых 
и детей– E.Oswald и соавт. [3]. R.Edwards и соавт., ис-
пользуя классическую ТЭГ и выполняя исследования 
образцов пуповинной крови, выявили более короткое 
время свертывания крови и снижение твёрдости сгустка 
у недоношенных новорождённых в сроке гестации 34–
36 нед по сравнению со взрослыми [4]. N. Goldenberg и 
соавт. при исследовании ТЭГ новорождённых отмети-
ли повышенную свёртываемость (укорочение времени 
реакции и увеличение максимальной амплитуды) цель-
ной крови [5]. 

Актуальными для неонатологии остаются вопросы о 
возможности использования образцов пуповинной кро-
ви для оценки состояния системы гемостаза у новорож-
дённых и применения современных диагностических 
методов исследований системы гемостаза. 

Цель работы – представить сравнительную харак-
теристику состояния клеточного и плазменного компо-
нентов системы гемостаза по показателям ТЭГ из пупо-
винной и венозной крови недоношенных и доношенных 
новорождённых. 

Материал и методы. Обследовано 40 доношенных и 
68 недоношенных новорожённых на 1–5-й день жизни. 
Масса тела детей составила соответственно 3413,8±54,6 
и 2039,4±75,9 г, гестационный возраст – 40,0 ± 0,3 и 33,5 
± 0,33 нед. Критерии включения в группу доношенных 
новорождённых: срок гестации не менее 37 нед; течение 
беременности и родов у матерей без осложнений; от-
сутствие экстрагенитальной патологии; течение перио-
да ранней неонатальной адаптации без патологических 
осложнений. Все дети данной группы были выписаны 
из родильного дома в удовлетворительном состоянии на 
5–6-е сутки после рождения.

Критериями включения в группу «условно здоро-
вых» недоношенных новорождённых являлись сроки 
гестации менее 37 нед и отсутствие тяжёлых осложне-
ний во время беременности и родов, течение раннего 
неонатального периода  без осложнений. Критериями 
исключения из группы недоношенных являлись разви-
тие ДВС-синдрома, тяжёлых и среднетяжелых перина-

тальных поражений ЦНС, геморрагической болезни, ин-
фекций, гемолитической болезни, врождённых пороков 
развития и выраженных метаболических и гемодинами-
ческих нарушений. Клиническое обследование прово-
дилось в динамике раннего неонатального периода.

Исследовали смешанную пуповинную кровь, со-
бранную в течение 30 мин после родоразрешения, и ве-
нозную кровь, взятую у новорождённых на 1–3-и сутки 
жизни. Взятие крови осуществляли стандартизирован-
ным способом венопункции в пробирки, содержащие 
3,2% раствора цитрата натрия. Измерение параметров 
стабилизированной цитратом пуповинной и венозной 
крови проводили на тромбоэластографе TEG – 5000 
(Haemoscope Corporation, США). Исследование выпол-
няли в течение 20–30 мин от момента забора крови до 
старта теста после рекальцификации 340 мл цельной 
крови  0,2 М раствором хлорида кальция. При выполне-
нии ТЭГ пуповинной крови процесс свертывания крови 
активировали каолином. 

При интерпретации графической информации оце-
нивались следующие параметры ТЭГ: R – показатель 
представляет собой характеристику энзиматической 
части плазменного звена на стадии инициации сверты-
вания крови и характеризуется отрезком прямой от на-
чала записи до расширения в 1 мм (референтные значе-
ния у взрослых в цельной крови 9–27 мин). K – время 
с момента начала образования сгустка до достижения 
фиксированного уровня прочности сгустка (амплитуды 
в 20 мм). Этот показатель отражает фазу усиления свёр-
тывания (скорость образования тромбина) и кинетику 
увеличения прочности сгустка (референтные значения у 
взрослых в цитратной крови  2–9 мм). α (Angle) – угол, 
построенный по касательной к тромбоэластограмме из 
точки начала образования сгустка, отображает скорость 
роста фибриновой сети (увеличение прочности сгустка) 
и фазу распространения коагуляции. Показатель характе-
ризует динамику образования фибрина из фибриногена 
– чем быстрее происходит свёртывание крови, тем боль-
ше угол, и наоборот. Референтные значения у взрослых в 
цитратной крови 22–58. МА – максимальная амплитуда 
– отражает функциональную активность тромбоцитов, 
количество и качество фибриногена. МА характеризует 
максимум динамических свойств соединения фибрина 
и тромбоцитов посредством рецепторов GPII b/III a и 
отображает максимальную прочность сгустка. Макси-
мальная амплитуда обусловлена на 80% количеством и 
свойствами (способностью к агрегации) тромбоцитов, 
на 20% – количеством образовавшегося фибрина. Рефе-
рентные значения у взрослых в цитратной крови 46–66 
мм. ТМА – время достижения максимальной амплитуды 
в минутах. Показатель G характеризует прочность сгуст-
ка. Референтные значения у взрослых составляют 3,6–
8,5 dyn/cm2,  E – максимальную эластичность сгустка. 
Максимальная эластичность сгустка рассчитывается по 
формуле Е = 100 × МА/100 - МА. Референтные значения 
у взрослых 80–180 d/sc. LY30 – характеристика процес-
са лизиса сгустка в процентах (%). CI – коагуляционный 
индекс, который является производным параметром от 
R, К, MA и угла α, он характеризует коагуляционный по-
тенциал крови пациента в целом. Референтные значения 
для коагуляционного индекса лежат в диапазоне между 
-3,0 и +3,0. Положительные значения вне этого диапазо-
на (CI > 3,0) указывают, что образец находится в состоя-
нии гиперкоагуляции, тогда как отрицательные значения 
вне этого диапазона (CI < - 3,0) указывают, что образец в 
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Графическое изображение показателей тромбоэластограммы.

Т а б л и ц а  1
 Показатели тромбоэластографии в пуповинной крови доно-
шенных и недоношенных  новорождённых, Me (25%–75%)

Параметры 
ТЭГ,  

референтные  
значения

Доношенные ново-
рождённые (пупо-

винная кровь)
n = 40

1-я группа

Недоношенные 
новорождённые 

(пуповинная 
кровь)
n = 68

2-я группа

р 

R (мин)
2–8

3,99
3,5–4,45

6,42*
4,1–8,2

р1–2<0,001;   

К (мм)
1–3

2,18
1,5–2,6

3,93
1,8–6,2

α (угол)
55–78

63,6
60,8–70,9

55,2
52,9–68,5

МА (мм)
51–69

61,1
56,5–66

49,9*
38,6–59,8

р1–2 <0,001;   

ТМА (мин) 26,8
22,5–30,7

26,7
21,3–34,8

G (dyn/cm2)
4,6–10,9

8,28
6,55–9,75

6,07
3,1–7,4

Е (d/sc)
92–218

165,3
130,5–194,3

121,5
62,8–142,6

LY30 (%)
0–8

0,5
0–1,15

0,9
0–1,7

СI
-3–3

2,25
0,85–3,2

-1,7*
-4,1–1,1

р 1–2<0,001

П р и м е ч а н и е . *– различия достоверны по сравнению с пред-
шествующей группой при р < 0,001, р1-2 – статистическая достовер-
ность различий между 1-й и 2-й группами. 

гипокоагуляции. Графическая информация, отображен-
ная анализатором TEG, представлена на рисунке. 

Статистический анализ результатов исследования 
выполнен с помощью компьютерной программы ста-
тистической обработки данных Statistica 6.0 (StatSoft) 
for Windows. Для усреднения параметрических призна-
ков использованы медианы и квартили (Me, Q25; Q75). 
В случаях, когда гипотеза нормальности отвергалась, 
показатель достоверности p рассчитывали на основе 
рангового непараметрического критерия Манна – Уит-
ни. В остальных случаях расчёт проводили с помощью 
критерия Стьюдента. Критический уровень достовер-
ности нулевой статистической гипотезы р принимался 
равным 0,05. 

Результаты и обсуждение. Данные ТЭГ пуповинной 
крови представлены в табл. 1.

По данным исследования показатели ТЭГ пуповинной 
крови у недоношенных и доношенных новорождённых 
существенно различаются. У недоношенных детей выяв-
лено увеличение времени начальной активации тромби-
нообразования (R) (замедлена фаза инициирования коа-
гуляции) и снижение коагуляционного индекса крови по 
сравнению с доношенными. Показатели максимальной 
амплитуды (МА) снижены, что указывает на снижение 
функциональной активности тромбоцитов, (р < 0,001). 
Индекс коагуляции (СІ) также снижен в 1,3 раза, что сви-
детельствует о развитии гипокоагуляции. Таким образом, 
у недоношенных новорождённых в пуповинной крови 
отмечается гипокоагуляция плазменного звена на эта-
пе инициирования гемостатических реакций, снижение 
функциональной активности тромбоцитов и замедление 
свертывания крови в сравнении с доношенными детьми. 

Данные результатов исследований венозной крови 
новорождённых методом ТЭГ представлены в табл. 2.

После рождения в венозной крови у недоношенных 
новорождённых отмечается замедление скорости свер-
тывания крови (R) и кинетики увеличения прочности 
сгустка (К) по сравнению с доношенными новорож-
дёнными, что указывает на замедление фазы усиления 
коагуляции. Скорость роста фибриновой сети (угол α, в 
градусах) замедлена у недоношенных детей в сравнении 
с доношенными новорождёнными (р<0,01). Угол α оце-
нивает скорость образования тромба, он уменьшается 
при снижении уровня фибриногена, тромбоцитов, ком-
понентов плазменного звена, а также при изменении их 
функциональной активности. Этот показатель косвенно 
отражает взаимодействие рецепторов GPIIb / IIIa тром-

боцитов и фибриногена [6]. Снижение МА указывает на 
выраженную гипокоагуляцию в фазе распространения 
свертывания и снижение функциональной активности 

Т а б л и ц а  2 
Показатели тромбоэластографии в венозной крови доношен-

ных и недоношенных  новорождённых, Me (25%-75%)

Параметры ТЭГ, 
референтные 

значения

Доношенные 
новорождённые

(1–3-и сутки 
жизни)
n = 40

3-я группа

Недоношенные 
новорожденные

(1–3-и сутки 
жизни)
n = 68

4 группа

р 

R (мин)
9–27

8,90
5,65–11,1

12,05**
8,1–14,6

р 3–4 < 0,01

К (мм)
2–9

2,4
1,9–3,2

3,8*
2,7–6,3

α (угол)
22 - 58

59,3
53,6-66,0

43,7**
31,5-55,1

р 3– 4<0,05

МА (мм)
44 - 64

58,8
55,1–63,5

47,1***
39,8–50,7

р3-4<0,05

ТМА (мин) 30,2
22,5-30,7

31
20,0-40,2

G (dyn/cm2)
3,6–8,5

7,05
6,1–8,5

4,5**
3,3–5,1

р 3–4<0,05

Е (d/sc)
72 - 169

137,8
130,5-194,3

89,1***
66,0-102,9

р 3–4<0,05

LY30 (%)
0–8

0,6
0,05–1,1

0,35
0–4,9

СI
-3–3

1,7
0–2,5

-1,1***
-2,5–(-0,6)

р 3–4<0,05

П р и м е ч а н и е . *– различия достоверны по сравнению с пред-
шествующей группой при * < р 0,05, **– < р 0,01, ***– < р 0,001, 
р3–4 – статистическая достоверность различий между 3-й и  4-й груп-
пами.
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тромбоцитов у недоношенных в сравнении с доношен-
ными новорождёнными (р<0,001). Снижение прочности 
G (dyn/cm2) и эластичности Е (d/sc) сгустков у недоно-
шенных при сравнении с доношенными новорождённы-
ми косвенно свидетельствуют об особенностях полиме-
ризации фибрина и особенностях агрегации менее функ-
ционально активных тромбоцитов. Индекс коагуляции 
(СІ) у недоношенных снижен в 1,5 раза, по сравнению с 
доношенными новорождёнными, что указывает на раз-
витие гипокоагуляции. Лизис сгустка на 30-й минуте у 
новорождённых существенно не различался, имея боль-
шой размах минимальных и максимальных значений 
– от 0 до 6,2% у недоношенных детей. Таким образом, 
у недоношенных новорождённых в венозной крови вы-
явлено замедление свертывания крови, снижение скоро-
сти образования и прочности сгустков, отмечается так-
же снижение функциональной активности тромбоцитов, 
индекса коагуляции и изменение гемостатического по-
тенциала в сторону гипокоагуляции в сравнении с до-
ношенными новорождёнными.

При анализе изменений в пуповинной и венозной 
крови у доношенных и недоношенных новорождённых 
выявлено, что у недоношенных новорожденных после 
рождения отмечается более выраженная гипокоагуляция 
плазменного звена на этапе инициирования гемостати-
ческих реакций, а также снижение скорости образования 
сгустка и коагуляционного потенциала в целом. У доно-
шенных детей изменения показателей функционального 
состояния тромбоцитов и лизис сгустка в пуповинной 
и венозной крови после рождения существенно не из-
меняются. 

Заключение. Основная направленность показателей 
ТЭГ пуповинной и венозной крови, взятой после рож-
дения, у недоношенных и доношенных новорождённых 
сохраняется.

У недоношенных новорождённых в пуповинной кро-
ви отмечается снижение активности плазменного звена 
и функциональной активности тромбоцитов, а также 
снижение коагуляционного потенциала в целом по срав-
нению с доношенными детьми. 

После рождения в венозной крови у недоношенных 
новорождённых по сравнению с доношенными ново-

рождёнными регистрируется изменение гемостатиче-
ского потенциала в сторону гипокоагуляции на этапе 
инициирования гемостатических реакций, замедление 
скорости образования и прочности сгустков. Отмечает-
ся также снижение функциональной активности тром-
боцитов, индекса коагуляции.

У доношенных детей в венозной крови в первые дни 
после рождения отмечается гиперкоагуляционная на-
правленность гемостаза по сравнению с пуповинной 
кровью. Показатели функционального состояния тром-
боцитов и лизис сгустка в пуповинной и венозной крови 
существенно не изменяются. 

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсут-
ствии конфликта интересов.
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Сальмонеллёзные инфекции остаются серьёзной проблемой современной медицины. Являясь возбудителями кишечных инфек-
ций, представители рода Salmonella проявляют себя как патогенные бактерии, особенно при развитии внутрибольничных 
инфекций. Если учесть полиморфизм клинических проявлений сальмонеллёзов, лабораторные исследования с применением бак-
териологических и серологических методов являются важным звеном в их диагностике. Профилактика сальмонеллёза вклю-
чает мероприятия по выявлению бактерионосителей, обеспечению контроля над заболеваемостью сельскохозяйственных 
животных и птиц, контролю пищевых продуктов и т. д. Перечень питательных сред для выделения и идентификации саль-
монелл обширен и неуклонно расширяется, выбор конкретных сред во многом определяется исходя из характера исследуемого 
материала и представления о возможном содержании в нём бактерий рода Salmonella. При этом учитывают исследования, 
диагноз или эпидемическую ситуацию. В ФБУН «ГНЦ ПМБ» Роспотребнадзора разработаны две питательные среды, пред-
назначенные для накопления и выделения сальмонелл из различных образцов клинического материала: питательная среда для 
накопления сальмонелл сухая (магниевая среда) и питательный агар с бриллиантовым зелёным, феноловым красным, лактозой 
и сахарозой сухой (БФЛС-ГРМ-агар)». Проведена сравнительная оценка ростовых и ингибиторных свойств новых питатель-
ных сред производства ФБУН «ГНЦ ПМБ» с коммерческими отечественными и зарубежными аналогами с использованием 
клинического материала. Доказано соответствие отечественных питательных сред: магниевой среды и БФЛС-ГРМ-агара 
коммерческим аналогам при использовании этих сред с целью селективного накопления, выделения и учёта сальмонелл из кли-
нического материала и получения объективных результатов бактериологического контроля.
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CLINICAL TRIALS OF SALMONELLA ENRICHMENT MEDIUM
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Salmonella infections continue to be a serious problem in modern medicine. Being intestinal infections-associated pathogens, 
representatives of the genus Salmonella manifest themselves as pathogenic bacteria, especially in developing nosocomial infections. 
Given the polymorphism of clinical symptoms of salmonellosis, laboratory studies using bacteriological and serological methods 
are an important link in the diagnosis. In addition, the general prevention of salmonellosis includes measures to identify bacteria 
carriers, to ensure control over the incidence in farm animals and birds, food safety, etc. The list of nutrient media to isolate and 
identify Salmonella is lengthy and steadily extending, and the choice of specific media is largely relies on the nature of the material 
under study as well as on the idea of the potential availability of Salmonella bacteria  in it, with research, diagnosis or epidemic 
situation being taken into account. The SRCAMB (Rospotrebnadzor) has designed two nutrient media allowing the enrichment and 
isolation Salmonella from various clinical samples. These are “Nutrient Medium for Enrichment of Salmonella, Dry (Magnesium 
medium) and “Nutrient Agar with Brilliant Green, Phenolic Red, Lactose and Sucrose, Dry (BPLS-FMH agar).” Growth and 
inhibitory properties of the new culture media produced by the SRCAMB and commercial domestic and foreign counterparts 
have been compared by using clinical material. Domestic nutrient media such as Magnesium medium and BPLS-FMH agar were 
proved to correspond to their commercial analogues when being used for enrichment, isolating and counting Salmonella bacteria 
in clinical specimens to have bacteriological control real data.
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Ежегодно большое количество людей страдает пи-
щевыми отравлениями и инфекциями пищевого проис-
хождения, вызванными сальмонеллами.

По статистической информации о состоянии здраво-
охранения по Российской Федерации в целом и по субъ-
ектам Российской Федерации за 2016 г., заболеваемость 
населения сальмонеллёзными инфекциями составила 
38,1 тыс. человек, что по сравнению с предыдущим го-
дом увеличилось на 1,2 тыс. человек [4].

В этиологической структуре доля сальмонеллы груп-
пы D (Salmonella enteritidis) составляет 78–81% всех ди-
агностированных случаев. В последние годы появились 
данные о возрастающей роли сальмонелл группы С (S. 
infantis), что свидетельствует о формировании новых ре-
зервуаров возбудителя в природе и требует дальнейших 
исследований для определения возможных источников 
инфекции, не имевщих большого значения в предыду-
щие годы [9].

Большинство сальмонелл патогенны как для челове-
ка, так и для животных и птиц, но в эпидемиологиче-
ском отношении наиболее значимы для человека лишь 
несколько из них: Salmonella enterica subsp. typhimurium, 
S. enterica subsp. enteritidis, S. enterica subsp. рanama, S. 
enterica subsp. infantis, S. enterica subsp. london и некото-
рые другие вызывают 85–91% случаев сальмонеллёзов. 
При этом на долю первых двух приходится 75% всех 
изолятов, выделяемых в настоящее время от больных 
людей.

Серьёзной проблемой современной медицины явля-
ются сальмонеллёзные, нозокомиальные инфекции. В 
подавляющем большинстве случаев (более 80%) возбу-
дителем нозокомиального сальмонеллёза как в России, 
так и за рубежом является S. enterica subsp. typhimurium 
[1].

Механизм передачи сальмонеллёзной инфекции 
фекально-оральный, основной путь передачи – пищевой 
и главным образом через продукты животного проис-
хождения.

Санитарные правила (СП 3.1.7.2836-11 «Профилакти-
ка сальмонеллёза») [12] устанавливают основные требо-
вания к комплексу организационных, санитарно-противо- 
эпидемических (профилактических) мероприятий, на-
правленных на предупреждение возникновения и рас-
пространения сальмонеллёза среди населения.

Несмотря на стремительное развитие ускоренных 
методов диагностики (молекулярно-генетические, им-
мунохроматографические методы, иммуноферментный 
анализ и другие) различных заболеваний, в соответствии 
с санитарными правилами в качестве основного метода 
для подтверждения наличия сальмонелл является куль-
туральный [2, 8, 13].

Культуральный метод основан на выделении и иден-
тификации чистой культуры возбудителя из исследуемо-
го материала. Его эффективность зависит от правильного 
и адекватного выбора питательных сред, что позволяет 
определить таксономически значимые признаки клини-
ческих изолятов и правильно их идентифицировать.

К числу общепризнанных питательных сред для на-
копления сальмонелл относятся магниевая среда, селе-

нитовый бульон, бульон Раппопорта – Вассилиадиса, 
среда Мюллера – Кауфмана и другие.

Магниевая среда используется для выделения 
сальмонелл в обычной концентрации (для исследо-
вания малых объёмов – испражнений, пищевых про-
дуктов, сточных вод), в двойной концентрации (для 
исследования больших объёмов – сточных вод, воды 
открытых водоёмов), в виде концентрированных рас-
творов («экспедиционная» модификация) [5].

Из плотных селективных дифференциально-диагнос- 
тических питательных сред, производимых в РФ, широ-
ко применяются среда Левина, агар Эндо, агар Плоски-
рева, висмут-сульфит-агар, XLD-агар и другие.

Высокая питательная ценность селективного пита-
тельного агара с бриллиантовым зелёным, феноловым 
красным, лактозой и сахарозой (БФЛС-ГРМ-агар) обе-
спечивает хороший рост сальмонелл и их чёткую диф-
ференциацию от лактозо- и сахарозополо-жительных 
микроорганизмов, увеличенная концентрация брилли-
антового зелёного и дополнительное содержание мала-
хитового зелёного в значительной степени подавляют 
рост грамположительных бактерий.

Следует отдавать предпочтение отечественным су-
хим питательным средам известных производителей, 
имеющим регистрационные удостоверения и разрешён-
ным к применению на территории Российской Федера-
ции для лабораторной диагностики [10].

Перечень питательных сред для выделения и иденти-
фикации возбудителей кишечных инфекций, в частности 
энтеробактерий, неуклонно расширяется. Практически 
весь ассортимент питательных сред ФБУН «ГНЦ ПМБ» 
внесён в ГОСТы и МУК для бактериологических иссле-
дований в клинической и санитарной микробиологии. 
Эти среды широко используются бактериологическими 
лабораториями России для выделения и идентификации 
энтеробактерий, диагностики особо опасных инфекций, 
дисбиозов, дифтерии, гнойных бактериальных менинги-
тов, при контроле микробной загрязнённости нестериль-
ных лекарственных средств и др. [3, 14–16].

Цель работы – внедрить в практику бактериологи-
ческих исследований для выделения сальмонелл отече-
ственные сухие питательные среды: питательную среду 
для накопления сальмонелл, сухую (магниевая среда) и 
питательный агар с бриллиантовым зелёным, феноло-
вым красным, лактозой и сахарозой сухой (БФЛС-ГРМ-
агар), не уступающих по качеству импортным коммер-
ческим аналогам.

Материал и методы. В микробиологической ла-
боратории Инфекционной клинической больницы г. 
Ярославля в рамках Соглашения о научно-техническом 
сотрудничестве между ФБУН «ГНЦ ПМБ» и ГБУЗ ЯО 
«ИКБ» от 06.06.2016 совместно с сотрудниками ФБУН 
«ГНЦ ПМБ» проведены исследования образцов клини-
ческого материала с применением питательной среды 
для накопления сальмонелл сухой (магниевая среда) 
по ТУ 9385-228-78095326-2015, БФЛС-ГРМ-агара по 
ТУ 9385-201-78095326-2013 производства ФБУН «ГНЦ 
ПМБ» для подтверждения возможности использования 
данных сред по назначению.
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Проанализировано 520 образцов патогенных биологи-
ческих агентов (ПБА). Клинический материал представля-
ет собой 436 образцов испражнений (кал), 74 образца мо-
чи, 5 мазков из гнойных ожоговых ран, 5 образцов крови.

Препараты сравнения для магниевой среды – селени-
товый бульон, предоставленный ГУЗ ЯО «ИКБ № 1», для 
БФЛС-ГРМ-агара – SS-агар, среда Левина-ГРМ, BPLS – 
аgar for the isolation of Salmonella фирмы «MERCK».

В качестве вспомогательных сред и сред сравнения 
для выделения энтеробактерий использованы:

– питательный бульон для накопления сальмонелл по 
Раппопорту – Вассилиадису сухой (RVS-бульон);

– транспортная питательная среда Кэри – Блэра;
– питательная среда для идентификации энтеробак-

терий сухая (агар Клиглера-ГРМ);
– питательная среда для выделения энтеробактерий 

сухая (агар Эндо-ГРМ);
– питательная среда с эозин-метиленовым синим су-

хая (среда Левина-ГРМ);
– питательная среда для выделения сальмонелл и 

шигелл сухая (SS-агар);
– селенитовый бульон для накопления сальмонелл;
– питательная среда для контроля микробной загряз-

нённости (цитратный агар Симмонса) (питательная сре-
да № 14 ГРМ);

– среда Гисса с сорбитом, с индикатором;
– питательная среда для идентификации энтеробак-

терий сухая (Гисса с глюкозой);
– питательная среда для идентификации энтеробак-

терий сухая (Гисса с лактозой);
– среда с лизином;
– Ornitin Decarboxylase Broth HiMedia 0000238812;
– Gram Stain Kit REF 212539 LOT 4140910 2015 – 10-

31 «Becton, Dickinson»;

– сыворотки ПЕТСАЛ СПбНИИВС диагностические 
сальмонеллёзные адсорбированные для реакции агглю-
тинации (РА), лиофилизат для диагностических целей.

Взятие исследуемого материала и посев на питатель-
ные среды проводили в соответствии с нормативными 
документами [6, 7, 11].

Результаты и обсуждение. ФБУН «ГНЦ ПМБ» вы-
пускает среды для накопления и выделения сальмонелл 
и шигелл, такие как RVS-бульон, агар Плоскирева, SS-
агар, агар Мак-Конки, висмут-сульфит-агар, XLD-агар. 
При разработке новых сред, в частности при планирова-
нии целенаправленных и организованных экспериментов 
по оптимизации состава, например БФЛС-агара, исполь-
зован статистический метод с варьированием несколь-
ких факторов, влияющих на качество питательной сре-
ды. Магниевая среда и БФЛС-ГРМ-агар – питательные 
среды, предназначенные для накопления и выделения 
сальмонелл из различных материалов, полностью адап-
тированы к сырьевой базе ФБУН «ГНЦ ПМБ» [10]. По 
результатам экспериментальных работ определён опти-
мальный компонентный состав отечественного БФЛС-
агара, обладающего стабильными физико-химическими 
и биологическими свойствами. Качество разработанных 
сред оценивалось по основным биологическим показа-
телям с использованием набора тест-штаммов из Госу-
дарственной коллекции патогенных микроорганизмов 
и клеточных культур ФБУН «ГНЦ ПМБ». Проведена 
сравнительная оценка качества разработанной питатель-
ной среды с коммерческим аналогом BPLS – аgar for the 
isolation of Salmonella фирмы «MERCK» (табл. 1).

Совокупность компонентов разработанной питатель-
ной среды для накопления сальмонелл (магниевой среды) 
обеспечивает питательные потребности для роста и на-
копления сальмонелл из исследуемых образцов различ-

Т а б л и ц а  1
Сравнительная характеристика питательных сред по биологическим показателям на контрольных тест-штаммах микроорганизмов

Тест-штамм Разведе-
ние

Питательный БФЛС-ГРМ-агар ФБУН «ГНЦ ПМБ» BPLS – аgar for the isolation of Salmonella фирмы «MERCK»
число колоний, диаметр в мм

S. enterica subsp. 
typhimurium 79

10-6 87
2,5–3,2

Колонии круглые, гладкие, розового цвета

85
1,6–1,8

Колонии круглые, гладкие, розового цвета
S. enterica subsp. 
gallinarum 665

10-6 105
1,6–1,8

Колонии круглые, гладкие, розового цвета

Нет роста-

S. enterica subsp. 
paratyphi A 225

10-6 125
1,4–1,8

Колонии круглые, гладкие, розового цвета

103
1,8–2,0

Колонии круглые, гладкие, розового цвета
S. enterica subsp. 
typhi H-901 ГДР/
ГИСК

10-6 79
1,0–1,8

Колонии круглые, гладкие, розового цвета

45
0,6

Колонии круглые, гладкие, бледно-розового цвета
S. flexneri 1 a 8516 10-6 92

1,4–1,6
Колонии круглые, гладкие, розового цвета

Нет роста

E. coli О55:К59 
3912/41

10-6 46
1,0–1,8

Колонии круглые, гладкие, жёлтого цвета

47
1,0-1,6

Колонии круглые, гладкие, жёлтого цвета
E. coli 25922 10-6 49

1,6–2,0
Колонии круглые, гладкие, жёлтого цвета

38
1,2—1,4

Колонии круглые, гладкие, жёлтого цвета
P. vulgaris HX 
19222

10-6 125 
1,8—2,0

Колонии круглые, гладкие, жёлтого цвета, 
роения нет

85
1,0—1,2

Колонии круглые, гладкие, жёлтого цвета, роения нет

S. aureus209-P 10-5 Нет роста Нет роста
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ной степени биологического загрязнения с показателем 
эффективности не менее 10. Селективные свойства сре-
ды основаны на низком значении рН и ингибирующем 
действии хлористого магния, малахитового зелёного, 
бриллиантового зелёного в отношении ряда грамотри-
цательных и грамположительных бактерий. Разработан-
ная магниевая среда по своим ингибирующим свойствам 
идентична RVS-бульону и обеспечивает визуальное от-
сутствие роста сопутствующих микроорганизмов в пер-
вые 6 ч инкубации посевов при 37 ± 1ºС. Сравнительная 
характеристика эффективности накопления сальмонелл в 
магниевой среде и RVS-бульоне представлена в табл. 2.

В соответствии с ТУ эффективность магниевой сре-
ды должна быть не менее 10, что подтверждается экс-
периментальными данными.

В микробиологической лаборатории Инфекционной 
клинической больницы г. Ярославля проведены клинико-
лабораторные испытания на трёх сериях каждой из вы-
шеуказанных питательных сред – БФЛС-ГРМ-агаре 
и магниевой среде. Образцы питательных сред предо-
ставлены ФБУН «ГНЦ ПМБ» по акту передачи образ-
цов. Средами сравнения для БФЛС-ГРМ-агара служили 

SS-агар и среда Левина-ГРМ, для 
магниевой среды – селенитовый 
бульон, предоставленные ГУЗ 
ЯО «ИКБ № 1».

Испытания проводились в 2 
этапа.

1-й этап: входной контроль 
предоставленных для испытания 
трёх серий каждой из испытуе-
мых сред на соответствие тре-
бованиям, заложенным в ТУ и 
описанным в паспортах качества 
(внешний вид, растворимость, 
прозрачность и цветность раство-
ра), определяли визуально, рН – 
потенциометрическим методом.

2-й этап: проводили испы-
тания медицинских изделий 
БФЛС-ГРМ-агар по ТУ 9385-
201-78095326-2013 и магниевой 
среды по ТУ 9385-228-78095326-
2015 производства ФБУН «ГНЦ 
ПМБ» с целью подтверждения 
возможности использования их 
по назначению.

Подготовка и исследование 
образцов клинического материа-
ла с использованием БФЛС-ГРМ-
агара проведена в соответствии 
с приказом Минздрава СССР 
от 22.04.1985 № 535 и приказом 
Минздрава СССР от 16.08.1989 
№ 475.

Исследовано в двух повтор-
ностях 520 образцов ПБА, по-
ступивших в лабораторию для 
исследования от 520 пациентов, 
госпитализированных в различ-
ные отделения ГБУЗ ЯО «ИКБ». 
Клинический материал представ-
лен 436 образцами испражнений 
(кал), 74 образцами мочи, 5 маз-
ками из гнойных ожоговых ран, 5 

образцами крови. Каждый образец зашифрован (номера 
всех образцов, указанных в протоколе, соответствуют 
номерам, присвоенным этим образцам в журнале реги-
страции ПБА, поступающих для исследования при эн-
теропатогенных инфекциях по форме 512/у (ГБУЗ ЯО 
«ИКБ»)). Каждый образец сопровождался направле-
нием от лечащего врача с указанием предварительного 
диагноза (острые кишечные инфекции, пищевые ток-
сикоинфекции, сепсис и т. д.) и необходимости культу-
рального исследования на патогены, в том числе сальмо-
неллы. Посевы и учёт результатов проводились парал-
лельно двумя специалистами (врач-бактериолог ГБУЗ 
ЯО «ИКБ» и сотрудник ФБУН «ГНЦ ПМБ») в разных 
помещениях одной лаборатории.

Доставленный в транспортной питательной среде 
Кэри – Блэра клинический материал засевали на пи-
тательные среды Левина-ГРМ, SS-агар и испытуемый 
БФЛС-ГРМ-агар. Равные количества транспортных сред 
Кэри – Блэра с оставшимися в них образцами залиты со-
ответственно селенитовым бульоном и магниевой сре-
дой для инкубации посевов с целью селективного нако-
пления сальмонелл.

Т а б л и ц а  2
Показатели эффективности магниевой среды и RVS-бульона через 6 ч инкубации  

при 37,0 ± 1°С

Тест-штамм, разведение Магниевая среда
рост на ГРМ-агаре

(число колоний, морфология, диаметр в мм)
Показатель  
эффектив-

ностидо подращивания после подращивания
S. enterica subsp. typhimurium 79, 
10-6

20
Круглые, бесцветные

2,0–2,5

1500
Круглые, бесцветные

2,0–2,5

75

S. enterica subsp. аbony IHE 
103/39, 10-6

8
Круглые, бесцветные

2,0–2,5

820
Круглые, бесцветные

2,0–2,5

102

S. enterica subsp. еnteritidis 11272,
10-6

33
Круглые, бесцветные

2,0–2,5

1500
Круглые, бесцветные

2,0–2,5

45

S. enterica subsp. typhi «bismuth», 
10-6

17
Круглые, бесцветные

2,0–2,5

85
Круглые, бесцветные

2,0–2,5

5

S. enterica subsp. paratyphi B 
8006, 10-6

15
Круглые, бесцветные

2,0–2,5

1000
Круглые, бесцветные

2,0–2,5

66

S. enterica subsp. enterica 
meunchen O6 ,
10-6

22
Круглые, бесцветные

2,0–2,5

517
Круглые, бесцветные

2,0–2,5

24

S. enterica subsp. typhimurium 79, 
10-6

46
Круглые, бесцветные

2,0–2,5

1200
Круглые, бесцветные

2,0–2,5

26

S. enterica subsp. abony IHE 
103/39, 10-6

21
Круглые, бесцветные

2,0–2,5

1000
Круглые, бесцветные

2,0–2,5

47

S. enterica subsp. enteritidis 11272, 
10-6

40
Круглые, бесцветные

2,0–2,5

1000
Круглые, бесцветные

2,0–2,5

25

S. enterica subsp. typhi «bismuth», 
10-6

12
Круглые, бесцветные

2,0–2,5

4
Круглые, бесцветные

2,0–2,5

-

S. enterica subsp. paratyphi B 
8006, 10-6

27
Круглые, бесцветные

2,0–2,5

45 
Круглые, бесцветные

2,0–2,5

16

S. enterica subsp. enterica 
meunchen O6, 10-6

25
Круглые, бесцветные

2,0–2,5

390
Круглые, бесцветные

2,0–2,5

15
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Через 24 ч инкубации посевов на плотных 
дифференциально-диагностических питательных сре-
дах учитывали рост колоний с характерной для искомых 
микроорганизмов морфологией: – круглые, гладкие, ро-
зового цвета диаметром от 1,5 до 3,0 мм на БФЛС-ГРМ-
агаре и бледно-розовые с почернением или без него на 
SS-агаре и розовые на среде Левина.

По культуральным свойствам отобраны 112 чашек 
с ростом на SS-агаре, среде Левина-ГРМ, БФЛС-ГРМ-
агаре, где обнаружены лактозоотрицательные колонии. 
Отобранные чашки с ростом – посев 59 образцов кала 
на SS-агаре, 59 образцов кала на среде Левина и 58 об-
разцов на БФЛС-ГРМ-агаре.

По истечении срока накопления образцов в селени-
товом бульоне и магниевой среде во всех посевах кли-
нических образцов визуально наблюдался рост в виде 
диффузного помутнения с обесцвечиванием среды или 
без него. Из всех пробирок бактериологической петлёй 
проводились штриховые пересевы на плотные среды: 
– среду Левина-ГРМ, SS-агар, агар Эндо-ГРМ. Посе-
вы инкубировались 24 ч при 37 ± 1ºС. Для дальнейшей 
идентификации отобрано 105 чашек с характерной для 
искомых микроорганизмов морфологией лактозоотри-
цательных колоний.

После накопления в селенитовом бульоне выявлено 
62 образца кала, а после накопления в магниевой среде – 
53 образца кала, обсеменённые лактозоотрицательными 
микроорганизмами.

На чашках с посевами остальных образцов кала, мо-
чи, гноя, крови подозрительных колоний не обнаружено 
ни на чашках с прямым посевом образцов, ни на чаш-
ках после накопления в магниевой среде и селенитовом 
бульоне. Отрицательный результат посевов крови под-
тверждён на анализаторе Bact/Alert 3D 60.

Т а б л и ц а  3
Ферментативные свойства клинических изолятов, подозрительных на сальмонеллы, выросших на БФЛС-ГРМ-агаре

Подозри-
тельные 

колонии на 
БФЛС-
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Серовар

253 + - + - - + - - + + + + - + + + + + Salmonella enteritidis
345 + - + - - + - - + + + + - + + + + + Salmonella enteritidis

684 + - + - - + - - + + + + - + + + + + Salmonella enteritidis
823 + - + - - + - - + + + + + + + + + Salmonella london
955 + - + - - + - - + + + + - + + + + + Salmonella enteritidis
1229 + - + - - + - - + + + + - + + + + + Salmonella enteritidis
1249 + - + - - + - - + + + + - + + + + + Salmonella enteritidis
1251 + - + - - + - - + + + + - + + + + + Salmonella enteritidis
1663 + - + - - + - - + + + + - + + + + + Salmonella enteritidis
1803 + - + - - + - - + + + + - + + + + + Salmonella enteritidis
343 + - + - - + - - + + + + - + + + + + Salmonella enteritidis
371 + - + - - - - + + + + + + Salmonella stanley
455 + - + - - + - - + + + + - + + + + + Salmonella enteritidis
771 + - + - - - - + + + + + + Salmonella bovismorbificans
865 + - + - - + - - + + + + - + + + + + Salmonella enteritidis
1163 + - + - - - - + + + + + + Salmonella virchow

Подозрительные на принадлежность к роду Salmo-
nella колонии по 1–6 с чашки идентифицировались по 
культуральным, морфологическим, тинкториальным, 
ферментативным и антигенным свойствам. Рост колоний 
на SS-агаре, среде Левина-ГРМ, БФЛС-ГРМ-агаре пред-
ставлен на рис. 1., см. обложку.

На отобранных чашках Петри с исследуемой и кон-
трольными питательными средами обнаружены сфор-
мированные колонии с типичной для сальмонелл мор-
фологией. На SS-агаре наблюдался рост розовых, бесц-
ветных колоний и колоний с чёрным центром, на среде 
Левина-ГРМ – розовых, бесцветных колоний и колоний 
тёмно-фиолетового цвета без металлического блеска, на 
БФЛС-ГРМ-агаре – розовых колоний и колоний жёлто-
го цвета. Рост колоний на SS-агаре после накопления в 
магниевой среде и селенитовом бульоне представлен на 
рис. 2 и 3, см.обложку.

После накопления в магниевой среде выявление 
сальмонелл упрощается, поскольку сопутствующая ми-
крофлора после культивирования в средах накопления в 
значительной степени подавлена.

Ферментативные свойства бактерий, подозритель-
ных на принадлежность к сальмонеллам, определялись 
на среде Клиглера и средах длинного «пестрого ряда». 
После дополнительных тестов для всех лактозоотрица-
тельных микроорганизмов, выросших на испытуемых 
средах, родовая и видовая принадлежность к сальмо-
неллам подтверждена только у 16 изолятов, остальным 
отобранным образцам дано отрицательное заключение 
«патогенные энтеробактерии не обнаружены» (табл. 3).

Антигенные свойства определяли в РА на стекле 
с агглютинирующими моно- и поливалентными О- и 
Н-сальмонеллёзными сыворотоками по четырёхкрест-
ной системе (рис. 4, см. обложку).
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Сравнительная оценка выявляемости сальмонелл с 
использованием испытуемой и контрольных питатель-
ных сред из клинического материала представлена в 
табл. 4.

Выводы. Испытуемые среды: питательная среда для 
накопления сальмонелл сухая (магниевая среда) и пи-
тательный агар с бриллиантовым зелёным, феноловым 
красным, лактозой и сахарозой сухой (БФЛС-ГРМ-агар) 
полностью соответствуют заявленным в ТУ требовани-
ям по внешнему виду, растворимости, прозрачности, 
цветности и рН раствора.

Сравнительная оценка качества испытуемых сред 
и коммерческих аналогов по биологическим показате-
лям на расширенном наборе тест-штаммов микроорга-
низмов доказывает полное соответствие назначению 
каждой из этих питательных сред и ряд преимуществ 
по показателям чувствительности и эффективности. 
БФЛС-ГРМ-агар в отличие от BPLS-аgar for the isola-
tion of Salmonella фирмы «MERCK» обеспечивает рост, 
а, следовательно, и выделение из исследуемых образ-
цов S. gallinarum 665 и S. flexneri 1a 8516. Количество 
прорастаемых от посевной дозы колоний в отношении 
S. typhi H-901 ГДР/ГИСК на БФЛС-ГРМ-агаре более 
чем на 40% выше.

Магниевая среда превосходит контрольный селени-
товый бульон по показателю эффективности накопления 
сальмонелл при инкубации посевов контрольных тест-
штаммов микроорганизмов в течение 6 ч при 37 ± 1ºС и 
соответствует требованиям ТУ для данной среды с по-
казателем эффективности более 10.

При исследовании 520 образцов клинического мате-
риала в микробиологической лаборатории Инфекцион-
ной клинической больницы г. Ярославля при посеве на 
БФЛС-ГРМ-агар и после инкубации посевов образцов в 
магниевой среде с целью накопления сальмонелл выяв-
лено 16 изолятов для дальнейшей идентификации. При 

использовании контрольных питательных сред также 
выделено 16 изолятов сальмонелл.

Выявляемость результатов исследования положи-
тельных проб на контрольном БФЛС-ГРМ-агаре и 
контрольных SS-агаре и среде Левина-ГРМ составила 
95 ± 2%.

Питательный БФЛС-ГРМ-агар и питательная магни-
евая среда производства ФБУН «ГНЦ ПМБ» полностью 
соответствуют требованиям, предъявляемым к средам 
аналогичного назначения.

Доказана возможность использования БФЛС-ГРМ-
агара производства ФБУН «ГНЦ ПМБ» с целью выде-
ления сальмонелл наряду со средами аналогичного на-
значения.

Многолетний опыт производства и система контроля 
качества питательных сред гарантируют потребителям 
полное соответствие требованиям нормативной доку-
ментации.

Использование разработанных питательных сред по 
совокупности признаков и достигаемому эффекту при 
проведении микробиологических исследований не ме-
няют алгоритмы работы диагностических лабораторий 
практического здравоохранения.

Питательная магниевая среда и питательный БФЛС-
ГРМ-агар рекомендуются для выявления сальмонелл в 
клинической бактериологии.

Обоснованное применение отечественных пита-
тельных сред позволит в полном объёме удовлетво-
рить потребности клинической и санитарной микро-
биологии и отказаться от импортных поставок, не 
снижая при этом качества микробиологических ис-
следований. Это обеспечит поддержание биобезопас-
ности Российской Федерации на должном уровне и 
адекватный ответ на возникающие вызовы и новые 
биологические угрозы.
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Бынина М. П., Андрюков Б. Г., Матосова Е. В., Ляпун И. Н., Дробот Е. И.

СРАВНИТЕЛЬНАЯ ОЦЕНКА ДИФФЕРЕНЦИАЛЬНО-ДИАГНОСТИЧЕСКИХ 
СВОЙСТВ СРЕДЫ СЕРОВА И ОСНОВЫ СЕЛЕКТИВНОГО АГАРА ДЛЯ ВЫДЕЛЕНИЯ 
ЭНТЕРОПАТОГЕННЫХ ИЕРСИНИЙ

ФГБНУ «Научно-исследовательский институт эпидемиологии и микробиологии имени Г. П. Сомова» (НИИ 
эпидемиологии и микробиологии имени Г. П. Сомова), 690087, Владивосток, Россия

Интерес к проблеме энтеропатогенных иерсиниозов в мире связан с повсеместным распространением этих инфекций 
и клиническим значением их возбудителей – Yersinia enterocolitica и Yersinia pseudotuberculosis. Несмотря на появление 
новых средств диагностики, основным методом их верификации является культуральный. Американскими и Европей-
скими практическими руководствами рекомендован селективный питательный агар для иерсиний, который хорошо за-
рекомендовал себя во многих странах для выделения патогенных Yersinia из клинического материала. Проведено сравне-
ние дифференциально-диагностических свойств этой питательной среды с одним из рекомендованных действующими 
отечественными нормативными документами субстратов для иерсиний – средой Серова. На основе проведённых иссле-
дований сделан вывод о том, что использование среды Серова для идентификации энтеропатогенных иерсиний по своим 
дифференциально-диагностическим свойствам не уступает зарубежному аналогу.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  основа селективного агара для иерсиний; среда Серова; Yersinia enterocolitica; Yersinia 
pseudotuberculosis. 

Для цитирования:  Бынина М. П., Андрюков Б. Г., Матосова Е. В., Ляпун И. Н., Дробот Е. И. Сравнительная оценка 
дифференциально-диагностических свойств среды Серова и основы селективного агара для выделения энтеропатоген-
ных иерсиний. Клиническая лабораторная диагностика 2018; 63 (9): 564-567. DOI:http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-
2018-63-9-564-567
Bynina M. P., Andryukov B. G., Matosova E. V., Lyapun I. N., Drobot E.I.
A COMPARATIVE EVALUATION OF DIFFERENTIAL AND DIAGNOSTIC PROPERTIES OF THE SEROV’S 
AGAR MEDIUM AND THE BASE OF SELECTIVE AGAR  FOR ISOLATING ENTEROPATHOGENIC YERSINIA
Somov Institute of  Epidemiology and Microbiology, 690087, Vladivostok, Russia 
The interest in the problem of enterоpathogenic yersinioses in the world is associated with the ubiquitous distribution of these 
infections and the clinical significance of their pathogenic agents, Yersinia enterocolitica and Y. pseudotuberculosis. In spite of the 
novel diagnostic tools, microbiological cultivation on nutrient media still remains the main method of their verification. As an agar 
of choice, American and European practical guidelines recommend a selective agar for Yersinia, which is widely used in many 
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Введение. Yersinia являются грамотрицательными бак-
териями, относящимися к семейству Enterobactericeae. На 
протяжении последних десятилетий энтеропатогенные 

виды Y. enterocolitica и Y. pseudotuberculosis являются ак-
туальными возбудителями таких серьёзных заболеваний 
людей и животных как кишечный иерсиниоз и псевдоту-
беркулёз, характеризующихся различными клинически-
ми проявлениями [1-3]. Интерес к проблеме иерсиниозов 
в мире, связанный с повсеместным распространением 
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этих инфекций и клиническим значением их возбудите-
лей, возрастает с каждым годом [3, 4]. В значительной 
степени этому способствует генотипическая близость 
возбудителей иерсиниоза и псевдотуберкулеза с возбуди-
телем чумы – Yersinia pestis [1, 5, 6].

Для изоляции Yersinia разработаны несколько пита-
тельных сред. Предложена основа селективного агара 
CIN (cefsulodin-irgasan-novobiocin) в качестве альтернати-
вы лактозосодержащим питательным средам MacConkey 
и Cellobiose-Arginine-Lysine (CAL-agar), используемым 
для выделения энтеропатогенных иерсиний [7, 8]. До-
бавление антибиотиков в эту питательную среду вызыва-
ет специфическое ингибирование грамотрицательных и 
грамположительных бактерий и высокую селективность 
в отношении выделения Yersinia spp. [3, 9].

Многолетнее использование основы селективного 
агара в бактериологических лабораториях зарубежных 
клиник при рутинных микробиологических исследова-
ниях показало его высокую эффективность для иден-
тификации энтеропатогенных иерсиний и селективные 
преимущества перед альтернативными питательными 
средами [3, 9]. Это дало основание авторитетным меж-
дународным научно-медицинским обществам США 
(American Society for Microbiology, ASM) и Европы 
(European Society of Clinical Microbiology and Infectious 
Disease, ESCMID) рекомендовать использование основы 
селективного агара CIN в качестве стандарта лаборатор-
ной практики для выделения иерсиний [8, 10].

Отечественными нормативно-методическими до-
кументами в качестве питательных сред для культиви-
рования иерсиний в клинических, санитарно-эпиде- 
миологических, научных микробиологических исследо-
ваниях рекомендовано использовать дифференциально-
диагностические питательные среды: Эндо, с бромти-
моловым синим (СБТС) и Серова1, 2 [11]. Г. П. Сомов с 
соавт. в 2001 г. оценили селективные свойства указан-
ных сред и сделали однозначные выводы в пользу среды 
Серова [12].

Цель работы состояла в сравнительном исследова-
нии дифференциально-диагностических свойств пита-
тельной среды Серова и основы селективного агара для 
выделения энтеропатогенных бактерий рода Yersinia.

Материал и методы. В работе использованы клини-
ческие штаммы из коллекции НИИ эпидемиологии и ми-
кробиологии им. Г. П. Сомова: Y. pseudotuberculosis  512 
(серотип 01b); Y. enterocolitica 4626 (серотип O:6.31).

Используемые питательные среды: дифферен- 
циально-диагностическая среда Серова для выделе-
ния иерсиний и основа селективного агара (HiMedia 
Laboratories) для выделения иерсиний, приготовлен-
ные в лаборатории питательных сред НИИ эпидемио-
логии и микробиологии им. Г. П. Сомова.

Для посева на чашки с исследуемыми средами ис-
пользовали суточную культуру, выращенную на пита-
тельном агаре. Культуру иерсиний на средах инкуби-
ровали в термостате при 37° С в течение 24 часов и 
подращивали при комнатной температуре (22°-24° С). 
Для иерсиний дополнительная и параллельная инкуба-
ция посевов при комнатной температуре обеспечивает 
более чёткое проявление биохимических свойств.

Описание культуральных свойств проводили визу-
ально после окончательного культивирования. Морфо-
логию микроорганизмов оценивали с использованием 
микроскопической системы после предварительной 
окраски бактерий по Граму. Одновременно проводили 
сравнительную оценку биохимических свойств выра-
щивания культур.

Результаты. На среде Серова Y. pseudotuberculosis 
образовывали колонии неправильной формы диаметром 
до 5 мм, с перламутровым блеском и неровными фестон-
чатыми краями и выпуклыми острыми тёмно-красными 
центрами. Поверхность колоний матовая. Консистенция 
плотная, при взятии петлей перемещается по поверхности 
среды (рис. 1, а, см.обложку).

На основе селективного агара колонии Y. pseudotuber-
culosis диаметром до 3 мм, круглые, с выпуклыми со-
сцевидными центрами малинного цвета. Перифериче-
ская зона прозрачная, нежная. Края ровные. Поверх-
ность колоний блестящая. Легко снимается петлей 
(рис. 1, б, см.обложку).

Колонии Y. enterocolitica на среде Серова имели вы-
пуклую форму в виде неправильных многоугольников 
с сосочками в центре тёмно-красного цвета. Края более 
светлые по сравнению с центром, опалесцирующие. Диа-
метр от 2 до 3 мм. Колонии более плотные по сравнению 
с Y. pseudotuberculosis и легко снимаются петлей (рис. 1, 
в, см.обложку).

На основе селективного агара колонии Y. enterocolitica 
правильной круглой формы, выпуклые, с более тёмными 
центрами и прозрачными краями. Блестящие, влажные 
(«бычий глаз»). Диаметр до 3 мм. Колонии легко снима-
ются петлей (рис. 1, г, см.обложку).

На среде Серова клетки Y. pseudotuberculosis по-
лиморфные, чаще овоидной формы. Располагаются по 
одному, в виде цепочек и небольшими скоплениями. Гра-
мотрицательные. Окрашиваются биполярно (рис. 2, а).

На основе селективного агара Y. pseudotuberculosis по-
лиморфной, чаще овоидной формы. Располагаются оди-
ночно, короткими цепочками из 2-5 клеток или попарно. 
Грамотрицательные. Окрашивание равномерное и интен-
сивное (рис. 2, б).

На среде Серова клетки Y. enterocolitica полиморф-
ные, чаще овоидной формы. С закруглёнными концами, 
мелкие. С выраженным биполярным окрашиванием. 
Грамотрицательные. Формирует короткие цепочки чаще 
из клеток овоидной формы (рис. 2, в).

На основе селективного агара Y. enterocolitica клетки 
палочковидные с закругленными краями и более удли-
нённой формы, чем на среде Серова (рис. 2, г).

Обсуждение. Многообразие клинических проявле-
ний иерсиниозов часто скрывается под маской других 
заболеваний, поэтому правильная и своевременная ве-
рификация их возбудителей играют решающую роль в 
проведении лечебных и профилактических мероприя-
тий [13].

За последние годы появились новые иммунологиче-
ские и молекулярно-генетические технологии, позволив-
шие значительно улучшить диагностику иерсиниозов [14, 
15], но золотым стандартом по-прежнему остаётся культу-
ральный метод, не утративший своего значения [1, 3, 16].

1  Приказ МЗ СССР от 22.04.1985 г. № 535 «Об унификации микробиологических (бактериологических) методов исследования, 
применяемых в клинико-диагностических лабораториях лечебно-профилактических учреждений. М.: Медицина; 1986.
2Эпидемиологический надзор и профилактика псевдотуберкулёза и кишечного иерсиниоза: МУ 3.1.1.2438-09. M.: Госсанэпиднадзор; 2009.
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Анализ состава исследуемых питательных сред по-
зволяет выявить особенности селективного агара и 
дифференциально-диагностической среды Серова для 
выделения энтеропатогенных иерсиний (см. таблицу).

В среде Серова источником углерода служит моче-
вина и глюкоза, в соответствие с основными потребно-
стями иерсиний. В качестве индикаторов используются 
водные растворы конго-рот и генцианвиолета, которые 
усиливают селективные свойства среды и при наложе-
нии друг на друга дают тёмно-красный цвет, что позво-
ляет дифференцировать бактерии рода Yersinia и других 
представителей семейства Enterobactericeae. Добавле-
ние в среду 30% водного раствора сухой желчи подавля-
ет рост Proteae. В качестве питательных веществ и для 
стимуляции роста – сухой агар и молибденовокислый 
аммоний. Генцианвиолет подавляет кокковую флору, на-
ходящуюся в исследуемом материале.

В основе селективного агара источником углерода 
служит маннит. Ингибитором грамположительной кон-
таминирующей микрофлоры является дезоксихолат на-
трия, в качестве индикатора кислотообразования – ген-
цианвиолет. Иерсинии окисляют маннит с образованием 
кислоты, поэтому колонии окрашиваются в красный цвет 
вследствие изменения цвета индикатора генцианвиоле-
та. Источником питательных веществ необходимых для 

роста микроорганизмов является агар-агар и дрожжевой 
экстракт. Пируват натрия ослабляет токсический эф-
фект кислорода и способствуют росту иерсиний, тогда 
как хлорид натрия поддерживает осмотический баланс. 
Сульфат магния является поставщиком ионов магния, 
необходимых в различных ферментативных реакциях и 
репликации ДНК. Сопутствующая грамотрицательная 
микрофлора подавляется смесью антибиотиков (селек-
тивная CIN-добавка).

Межгосударственный стандарт ГОСТ ISO 10273-
2013 для выделения энтеропатогенных иерсиний 
из разных клинических материалов и пищевых про-
дуктов (для ветеринарии) рекомендует использовать 
основу с селективными добавками3. Но при этом от-
сутствие разрешения на использование основы селек-
тивного агара в нормативной документации РФ огра-
ничивает законность её применения в клинической 
микробиологии4.

При использовании с селективными добавками осно-
ва для выделения иерсиний рекомендуется Межгосудар-
ственным стандартом ГОСТ ISO 10273-2013 для выделе-
ния энтеропатогенных иерсиний из разных клинических 
материалов и пищевых продуктов (для ветеринарии). На 
территории РФ основа селективного агара для выделе-
ния иерсиний разрешена для продажи5.

Рис. 2. Морфология Y. pseudotuberculosis и Y. enterocolitica выращенные на среде Серова и на основе селективного агара. а –  
Y. pseudotuberculosis на среде Серова; б – Y. pseudotuberculosis на основе селективного агара; в – Y. enterocolitica на среде Серо-
ва; г – Y. enterocolitica на основе селективного агара.

3ГОСТ ISO 10273-2013 Микробиология пищевых продуктов и кормов для животных. Горизонтальный метод обнаружения условно-
патогенной бактерии Yersinia enterocolitica. М.: Стандартинформ; 2014. 
���Приказ МЗ СССР от 22.04.1985 г. № 535 «Об унификации микробиологических (бактериологических) методов исследования, применяемых 
в клинико-диагностических лабораториях лечебно-профилактических учреждений. М.: Медицина; 1986.
5Регистрационное удостоверение на медицинское изделие МЗ РФ №2003/1663 от 23.12.2003 выданное Федеральной службой по надзору в 
сфере здравоохранения (РОСЗДРАВНАДЗОР).
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Заключение. На основе проведенных исследований, 
можно сделать вывод о возможности использования 
основы селективного агара для идентификации энтеро-
патогенных бактерий рода Yersinia. Среда Серова, при-
меняемая в РФ для идентификации иерсиний, по своим 
дифференциально-диагностическим свойствам не усту-
пает основе селективного агара. Сложность в изготов-
лении среды Серова затрудняет её выпуск в промыш-
ленном масштабе, влияет на качество стандартизации и 
длительность приготовления в лабораторных условиях.

Стоит обратить внимание на то, что использование 
рекомендованных нормативными документами РФ пи-
тательных сред в научных микробиологических иссле-
дованиях, связанных с выделением Yersinia, ограничи-
вает возможность публикаций полученных результатов 
в зарубежной печати.

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсут-
ствии конфликта интересов.

Финансирование. Исследование не имело спонсор-
ской поддержки.
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Состав исследуемых дифференциально-диагностических сред 
для выделения иерсиний

Дифференциально-диагностическая 
среда Серова

Основа селективного агара для 
иерсиний

Сухой агар Агар-агар
Молибденовокислый аммоний Дрожжевой экстракт
Конго-рот Конго-рот
Генцианвиолета Генцианвиолет
Раствор сухой желчи Натрия дезоксихолат
Мочевина Маннит
Глюкоза Натрия пируват
Сода безводная Магния сульфат

Натрия хлорид
Пептон специальный
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Царёв  В.Н., Степанов А.Г., Ипполитов Е.В., Подпорин  М.С., Царёва Т.В.

КОНТРОЛЬ ПЕРВИЧНОЙ АДГЕЗИИ МИКРООРГАНИЗМОВ И ФОРМИРОВАНИЯ 
БИОПЛЁНОК НА СТОМАТОЛОГИЧЕСКИХ МАТЕРИАЛАХ, ИСПОЛЬЗУЕМЫХ ДЛЯ 
ТРАНСДЕНТАЛЬНОЙ ИМПЛАНТАЦИИ ПРИ ЗУБОСОХРАНЯЮЩИХ ОПЕРАЦИЯХ

ФГБОУ ВО «Московский государственный медико-стоматологический университет им. А.И. Евдокимова» Минздрава 
РФ, 127473, Москва, Россия

Трансдентальная имплантатация – эффективный способ восстановления утраченных биомеханических свойств резе-
цированного или ампутированного зуба. Выбор конструкционных материалов для имплантата с точки зрения адгезии к 
ним представителей агрессивной микробиоты является важнейшим этапом лечения.. 
Цель. Охарактеризовать адгезию микроорганизмов пародонтопатогенной и кариесогенной групп in vitro к эксперимен-
тальным образцам диоксида циркония и сплавам титана, используя культуральные и электронно-микроскопические ме-
тоды оценки адгезии, как первого этапа формирования биоплёнки.
 Образцы для эксперимента готовили в форме таблетки стандартной формы, на которые наносили исследуемые штам-
мы в количестве 106 КОЕ/мл. После стряхивания неприлипших клеток с помощью ультразвука производили высевы на 
плотные питательные среды для определения их количества. Всего в эксперименте было использовано 14 штаммов 
пародонтопатогенной и кариесогенной групп (включая три референс-штамма). Для визуализированной оценки адгезии 
микроорганизмов применяли сканирующую электронную микроскопию. 
 Исследования адгезии к никелиду титана и диоксиду циркония показали значительное её снижение для всех видов микро-
организмов. Во всех вариантах (со всеми штаммами) показатели адгезии к никелиду титана и диоксиду циркония были 
статистически достоверно ниже, чем при использовании образцов из традиционного титанового сплава. При проведе-
нии сканирующей электронной микроскопии на образцах диоксида циркония определялись единичные клетки тестовых 
штаммов пародонтопатогенных микроорганизмов, в то время как на сравниваемых конструкционных материалах на-
блюдали значительное количество клеток и начальную фазу формирования биоплёнки. 
 Диоксид циркония можно рассматривать как оптимальный материал выбора для изготовления трансдентальных им-
плантатов, который по своим технологическим характеристикам и низким показателям адгезии микробов превосходит 
традиционно используемые сплавы титана.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  трансдентальная имплантация; адгезия микроорганизмов; биопленка; сканирующая электрон-
ная микроскопия; диоксид циркония; никелид титана; хронический апикальный периодонтит.
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Tsarev V.N., Stepanov A.G., Ippolitov E.V., Podporin M.S., Tsareva T.V.
CONTROL OF PRIMARY ADHESION OF MICROORGANISMS AND FORMATION OF BIOFILMS ON 
STOMATOLOGICAL MATERIALS USED FOR TRANSDENTAL IMPLANTATION IN DENTAL STABILIZING 
OPERATIONS
Moscow State University of Medicine and Dentistry n.a. A.I. Yevdokimov. Ministry Of Health Of Russia, 127473, Moscow, 
Russia
Transdental implantation is an effective way to restore the lost biomechanical properties of a resected or amputated tooth. The 
choice of structural materials for the implant is the most important stage of treatment, in relation to the adhesion of aggressive 
microbiota to them.
To characterize the adhesion of microorganisms of periodontopathogenic and cariogenic groups in vitro to experimental samples 
of zirconium dioxide and titanium alloys using cultural and electronic microscopic methods of adhesion evaluation as the first 
stage of biofilm formation.
Samples for the experiment were prepared in the form of a tablet of standard form, on which the test strains were applied in 
an amount of 106CFU/ml. After shaking the unattached cells with ultrasound, they were seeded into dense nutrient medium to 
determine their number. In total, 14 strains of perodontopathogenic and cariogenic groups (including 3 reference strains) were 
used in the experiment. Scanning electron microscopy was used to visualize the adhesion of microorganisms.
The results of the adhesion test to titanium nickelide and zirconium dioxide showed a significant reduction in adhesion for all 
microorganism species. In all variants (with all strains) the adhesion values ​​to titanium nickelide and zirconium dioxide were 
statistically significantly lower than when using samples from a traditional titanium alloy. In scanning electron microscopy, single 
cells of test strains of perodontopathogenic microorganisms were determined on zirconium dioxide samples, while a considerable 
number of cells and the initial phase of biofilm formation were observed on the compared structural materials.
 Zirconium dioxide can be considered as an optimal choice material for the manufacture of transdental implants, which, in terms 
of its technological characteristics and low adhesion characteristics of microbes, is superior to the traditionally used titanium 
alloys.
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Хронический апикальный периодонтит является 
одним из самых распространённых осложнений карие-
са зубов (от 32 до 50% в сроки наблюдения в пределах 
двух–трёх лет после лечения), что связано с персистен-
цией очага инфекции в периодонте [1–3]. При этом в пе-
риодонтальном очаге обнаруживаются различные пато-
генные микроорганизмы. Установлено, что в корневых 
каналах зубов, поражённых хроническим периодонти-
том, в 50–80% случаев выделены высоковирулентные 
штаммы микроорганизмов: стрептококки с гемолити-
ческой активностью, актиномицеты, грибы кандида, па-
родонтопатогенные виды бактероидов, фузобактерии и 
трепонемы [4, 5]. Расположение очага инфекции внутри 
корневого канала создаёт благоприятные условия для 
размножения и поддержания воспаления. Постоянная 
активация макрофагов, лимфоцитов и нейтрофилов вы-
зывает резорбцию костной ткани и формирование очага 
грануляции [6]. При длительном существовании пато-
генной грануляционной ткани нарушаются механиче-
ские свойства зуба, что приводит к его потере [7].

В последние годы исследователи уделяют большое 
внимание изучению механизмов формирования микроб-
ных биоплёнок, формирующихся при проникновении 
микроорганизмов в полость зуба и дентинные каналь-
цы и соответственно к выяснению эффективности их 
эрадикации при различных видах эндодонтического ле-
чения [8, 4, 9]. В частности, с помощью сканирующей 
электронной микроскопии впервые получены данные 
об обтурации дентинных канальцев образующимися 
биоплёнками и о возможности контроля их удаления 
при разных методиках лечения[4], разработка которых 
интенсивно продолжается [3, 5, 6, 9, 10].

Восстановление утраченных биомеханических 
свойств резецированного или ампутированного зуба ре-
шается путём их армирования стандартными эндодонто-
эндооссальными или трансдентальными имплантатами, 
проходящими через зуб. В настоящее время предложе-
ны индивидуальные трансдентальные имплантаты, из-
готовленные из новых материалов на основе титана и 
диоксида циркония методом компьютерного фрезерова-
ния с корректируемыми параметрами физической фор-
мы [11, 12]. 

Появление новых конструкционных материалов по-
ставило новые вопросы перед стоматологами, важней-
шим из которых является обоснованный выбор конструк-

ционного материала для изготовления трансдентальных 
имплантатов с точки зрения адгезии к ним представите-
лей агрессивной микробиоты и формирования биоплён-
ки [6, 10, 13]. Современные подходы к решению этого 
вопроса отражены в данном исследовании. 

Цель исследования: охарактеризовать адгезию ми-
кроорганизмов пародонтопатогенной и кариесогенной 
групп in vitro к экспериментальным образцам диоксида 
циркония и сплавам титана, используя культуральные и 
электронно-микроскопические методы оценки адгезии, 
как первого этапа формирования биоплёнки.

Материал и методы. Для сравнительных исследо-
ваний были выбраны следующие материалы, исполь-
зуемые для изготовления эндодонто-эндооссальных и 
индивидуальных фрезерованных трансдентальных им-
плантатов:

– диоксид циркония “Prettau” 95H10 с химическим 
составом: ZrO2–95,0%, Y2O3–4,0%, Al2O3 < 1%, SiO2–
0,02%, Fe2O3–0,01%, Na2O–0,04% (фирмы “ZirkonZahn”, 
Италия);

– титановый сплав 5 95H10 c химическим соста-
вом Ti–90%, Al–6%, V–3%, Fe < 1%, O < 1% (фирмы 
“ZirkonZahn”, Италия) – данный материал использовал-
ся в эксперименте в качестве контрольного;

– наноструктурированный никелид титана в комби-
нации с гранулятом пористого никелида титана (части-
цы размером 40–100 мкм) в аморфном наноструктури-
рованном геле гидроксиапатита (частицы в гидратной 
оболочке 30–50 нм) (производство «Томского НИИ Ме-
дицинских материалов и имплантатов с памятью фор-
мы»).

Образцы для экспериментального исследования го-
товили в форме таблетки стандартной округлой формы 
(диаметром 5 мм, толщиной 1мм) с полированными по-
верхностями и краями в условиях зуботехнической ла-
боратории [7].

В качестве штаммов для изучения процессов адгезии 
к образцам материалов использовали клинические изо-
ляты микробов пародонтопатогенной и кариесогенной 
групп, выделенных из полости рта стоматологических 
пациентов: Enterococcus faecalis, Streptococcus interme-
dius, Prevotella intermedia, Porphyromonas gingivalis, Fu-
sobacterium nucleatum/periodonticum, Candida albicans 
ATCC 90028TM, Candida krusei (пародонтопатогенная 
группа), Streptococcus sanguinis, Streptococcus mutans, Ac-
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tinomyces israelii, Actinomyces odontolyticus, Lactobacillus 
casei DN-11400, Bifidobacterium longum  ATCC 15707 
(ацидогенная или кариесогенная группа). Всего в экспе-
рименте было использовано 11 штаммов – клинических 
изолятов и 3 референс-штамма.

Тест-штаммы наносили на поверхность образцов 
в виде взвеси с концентрацией микробных клеток по 
оптической плотности 6,0 McF/ml и проводили инкуба-
цию во влажной камере, соблюдая условия анаэробиоза, 
согласно общепринятой методике [14] с некоторыми мо-
дификациями. В частности, для удаления микроорганиз-
мов, не вступивших в процесс адгезии, осуществляли 
следующие процедуры: 

1.	 Образцы трижды отмывали в 10 мл стерильного 
изотонического раствора хлорида натрия для удаления 
всех не прилипших (не вступивших в специфическую 
адгезию) бактериальных (или дрожжевых) клеток. 

2.	 Затем каждый образец помещали в специальные 
ёмкости, содержащие 1,0 мл стерильного изотонического 
раствора хлорида натрия, и подвергали обработке в уль-
тразвуковой ванне «UltrаEst-М» («Геософт», РФ) с часто-
той 60 кГц в течение 10 мин. Это обеспечивало перевод 
во взвешенное состояние бактериальных (или дрожжевых) 
клеток, вступивших в процесс первичной адгезии с по-
верхностью исследуемого образца.

3.	 Далее из полученной взвеси делали посев на кро-
вяной агар с гемином на основе Columbia Blood Agar Base 
(Himedia Labs, Индия) для анаэробных бактерий и стреп-
тококков или на селективную среду HiCrome Candida Agar 
(Himedia Labs, Индия) для грибов кандида путём отпечат-
ков и распределяли микробные клетки по поверхности 
питательной среды стерильной платиновой петлёй для 
получения изолированных колоний.

4.	 Посевы помещали в анаэростат и инкубировали 
при 37оС в анаэробных условиях (для анаэробных бакте-
рий) или в обычных условиях при температуре 22–24оС 
(для дрожжевых грибов рода Candida).

Результаты получения изолированных колоний оцени-
вали с помощью исследовательского стереомикроскопа 
(Nikon, Япония) и определяли их количество в КОЕ/мл. 
Затем вычисляли десятичный логарифм этой величины и 
рассчитывали индекс адгезии для каждого из исследуе-
мых штаммов тестируемых микробов (определяли част-
ное от деления величин десятичных логарифмов до и по-
сле постановки эксперимента).

Для визуализированной оценки адгезии микроорга-
низмов применяли сканирующую электронную микро-
скопию (СЭМ) с использованием двулучевого микро-
скопа «Quanta 200 3D» (FEI Company, США) в режи-
ме высокого вакуума, при ускоряющих напряжениях 5 
кВт, с предварительным напылением золотом (999) в 
установке «SPI-Module Sputter/Carbon Coater System» 

(SPI Inc. USA) на базе лаборатории анатомии микробов 
ЦНИИЭМ им. Н.Ф. Гамалеи РАН.

Статистическую обработку результатов проводили 
по Манну–Уитни с использованием компьютерной про-
граммы Biostat 9,0 (достоверность при p <0,05).

Результаты и обсуждение. Результаты сравнитель-
ной оценки первичной адгезии микроорганизмов паро-
донтопатогенной группы к образцам стоматологических 
материалов из металлов (диоксида циркония и сплавов 
титана), используемых для изготовления имплантатов, 
представлены в табл. 1

Из представленных результатов видно, что тради-
ционный титан, используемый для изготовления транс-
дентальных имплантатов, отличается довольно высоким 
уровнем адгезии бактерий пародонтопатогенной группы 
и дрожжевых грибов – от 0,63–0,65 у Prevotella interme-
dia, Streptococcus intermedius, Fusobacterium periodonti-
cum до 0,80–0,85 у Enterococcus faecium, Porphyromonas 
gingivalis, Candida krusei.

Результаты исследования адгезии к никелиду титана 
и диоксиду циркония свидетельствовали о значительном 
снижении адгезии для всех видов микроорганизмов. 
Разброс данных у никелида титана составлял от 0,44 у 
Fusobacterium periodonticum до 0,56 у Porphyromonas 
gingivalis. Максимальная адгезия была у грибов кандида 
0,62–0,71. Разброс данных для диоксида циркония был 
несколько ниже и составлял от 0,31–0,32 у Prevotella 
intermedia, Fusobacterium periodonticum до 0,40-0,46 у 
Streptococcus intermedius, Enterococcus faecium.  Мак-
симальная адгезия была отмечена у грибов Candida, и 
показатели достоверно не отличались от таковых у об-
разцов никелида титана – 0,63–0,68.

Во всех вариантах (со всеми штаммами) показатели 
адгезии к никелиду титана и диоксиду циркония были ста-
тистически достоверно ниже, чем при использовании об-
разцов из титанового сплава. Однако следует подчеркнуть, 
что большая часть микробов пародонтопатогенной группы 
(кроме грибов кандида и Porphyromonas gingivalis) проде-
монстрировала более низкие и статистически достоверные 
показатели адгезии к диоксиду циркония по сравнению с 
таковыми к никелиду титана.

При проведении сканирующей электронной микро-
скопии установлено, что соотношение площади, зани-
маемой исследуемыми штаммами, составляло 1:4:10 
(диоксид циркония: никелид титана: титановый сплав). 
Достоверных различий между грамположительными и 
грамотрицательными бактериями не выявлено. На об-
разцах диоксида циркония определялись единичные 
клетки тестовых штаммов пародонтопатогенных микро-
организмов P. gingivalis, в то время как на сравниваемых 
конструкционных материалах наблюдали начальную 
фазу формирования биоплёнки (рис. 1).

Т а б л и ц а  1
Результаты сравнительной оценки первичной адгезии микроорганизмов пародонтопатогенной группы к исследуемым образцам в 

эксперименте in vitro

Материал E. faecium S. intermedius C. albicans C. krusei P. intermedia F. periodonticum P. gingivalis

Титановый сплав 
(контроль)

0,80±0,05** 0,65±0,04 0,72±0,04 0,82±0,06 0,63±0,05 0,65±0,05 0,85±0,05

Никелид титана 0,54±0,05* 0,52±0,04* 0,62±0,03* 0,71±0,03* 0,47±0,06* 0,44±0,05* 0,56±0,06*
Диоксид циркония 0,46±0,05** 0,40±0,05** 0,63±0,05* 0,68±0,05* 0,32±0,05** 0,31±0,04** 0,53±0,05*

П р и м е ч а н и е . * – показатель адгезии достоверно ниже по сравнению с контрольным сплавом (p < 0,05), ** –  показатель адгезии до-
стоверно ниже по сравнению с титановым сплавом (p < 0,05).
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Аналогичные результаты получены при проведе-
нии СЭМ с тестовыми штаммами дрожжевых грибов 
C. albicans (рис. 2 ).

Следовательно, на основании представленных срав-
нительных данных изучения адгезии к образцам мате-
риалов в эксперименте in vitro и методом СЭМ можно 
сделать заключение, что диоксид циркония оказывает 
более выраженное антиадгезивное действие как на гра-
мотрицательные, так и на грамположительные пародон-
топатогенные бактерии, чем сплав никелида титана и 

титановый сплав. Исключение составляют Porphyromo-
nas gingivalis и дрожжевые грибы C. albicans, которые 
не имели различий при исследовании образцов диокси-
да циркония и никелида титана. Однако диоксид цир-
кония, так же как и сплав никелида титана, достоверно 
снижал показатели адгезии Porphyromonas gingivalis и 
дрожжевых грибов рода кандида в отличие от титано-
вого сплава.

Результаты сравнительной оценки первичной адге-
зии микроорганизмов кариесогенной группы к образцам 

Т а б л и ц а  2
Результаты сравнительной оценки первичной адгезии микроорганизмов пародонтопатогенной группы к исследуемым образцам в 

эксперименте in vitro

Материал S. sanguis S. mutans A. israelii A. odontolyticus L. casei B. longum
Титановый сплав 
(контроль)

0,74±0,04 0,82±0,03 0,80±0,06 0,76±0,05 0,42±0,04 0,46±0,05*

Никелид титана 0,51±0,04* 0,54±0,04* 0,57±0,04* 0,45±0,03* 0,25±0,04* 0,25±0,03*
Диоксид циркония 0,50±0,05* 0,33±0,05** 0,55±0,04* 0,44±0,04* 0,22±0,04* 0,24±0,04*

П р и м е ч а н и е . * – показатель адгезии достоверно ниже по сравнению с контрольным сплавом (p < 0,05), ** –  показатель адгезии до-
стоверно ниже по сравнению с титановым сплавом (p < 0,05).

а б в

Рис. 1. Адгезия бактерий P. gingivalis к образцам материалов, используемых для изготовления трансдентальных имплантатов. 
СЭМ. Ув. 8000–10 000).
а – многочисленные делящиеся бактериальные клетки, формирующие групповые скопления – начальная фаза формирования биоплёнки на поверх-
ности титанового сплава; б - массивное групповое скопление бактериальных клеток – начальная фаза формирования биоплёнки на поверхности нике-
лида титана; в - единичные бактериальные клетки на образцах из диоксида циркония – признаков формирования биоплёнки не выявлено.

а б

Рис. 2. Адгезия дрожжевых грибов C. albicans к образцам материалов, используемых для изготовления трансдентальных им-
плантатов. СЭМ. Ув. 3000-4000.
а - многочисленные делящиеся дрожжевые клетки, формирующие нитевидные элементы и мантию биоплёнки – выраженная фаза формирования 
биоплёнки на поверхности титанового сплава; б - единично расположенные дрожжевые клетки на поверхности диоксида циркония – признаков фор-
мирования биоплёнки не выявлено.
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стоматологических материалов из металлов (диоксида 
циркония и титанового сплава), используемых для изго-
товления имплантатов, представлены в табл. 2.

Как видно из представленных результатов, разброс 
данных для титанового сплава был весьма значитель-
ным: от относительно низких показателей адгезии – 
0,42–0,46 у представителей молочнокислых бактерий 
Lactobacillus casei, Bifi dobacterium longum – до крайне 
высоких – 0,74–0,82 у актиномицетов и кислотопроду-
цирующих стрептоккоков.

При исследовании образцов никелида титана и ди-
оксида циркония мы наблюдали значительное снижение 
показателей адгезии при сохранении данной тенденции. 
Так, адгезия молочнокислых бактерий составляла 0,25 у 
никелида титана и 0,22–0,24 у диоксида циркония. Пока-
затели адгезии других кариесогенных видов колебались 
в пределах 0,45–0,57 для образцов никелида титана и 
0,33–0,55 для образов диоксида циркония. Максималь-
ная адгезия к образцам диоксида циркония была отмече-
на у актиномицетов и Streptococcus sanguinis, при этом 
показатели адгезии достоверно не отличались от тако-
вых у образцов никелида титана, но были статистически 
достоверно ниже, чем у традиционного титана. Кроме 
того, следует подчеркнуть, что наиболее чувствитель-
ным к диоксиду циркония оказался Streptococcus mutans, 
показатель адгезии которого составил 0,33 против 0,54 у 
никелида титана.

При проведении СЭМ установлено, что соотноше-
ние площади, занимаемой исследуемыми штаммами 
стрептококков и актиномицетов, составляло 1:5:15 (ди-
оксид циркония: никелид титана: титановый сплав). 
Несколько ниже был уровень адгезии лактобацилл и 
бифидобактерий – 1:3:10 (диоксид циркония: никелид 
титана: титановый сплав). На образцах диоксида цирко-
ния определялись единичные клетки тестовых штаммов 
кариесогенных микроорганизмов, на образцах никелида 
титана – отдельные группы клеток тестовых штаммов, а 
на титановом сплаве наблюдали начальную фазу форми-
рования биоплёнки (рис. 3).

Следовательно, во всех вариантах со всеми штамма-
ми кариесогенной группы микробов показатели адгезии 
к никелиду титана и диоксиду циркония были статисти-
чески достоверно ниже, чем при использовании образ-

цов из титанового сплава, что подтверждено данными 
СЭМ.

Как показали наши исследования по изучению микроб-
ной адгезии in vitro с электронно-микроскопическим контро-
лем результатов эксперимента, адгезивные свойства предста-
вителей пародонтопатогенной и кариесогенной микробиоты 
полости рта диоксида циркония оказались статистически до-
стоверно ниже, чем у образцов из сплавов титана, что позво-
ляет рассматривать конструкционные материалы на основе 
диоксида циркония как оптимальные материалы для изготов-
ления индивидуальных трансдентальных имплантатов.

Заключение. Таким образом, полученные результаты 
сравнительного изучения адгезии микробов in vitro по-
зволяют сделать заключение, что антиадгезивные свой-
ства в отношении представителей пародонтопатогенной 
и кариесогенной микробиоты полости рта у образцов 
из диоксида циркония обусловливают минимальную 
адгезию всех изученных представителей пародонтопа-
тогенной и кариесогенной групп, включая грибы ро-
да Candida, а диоксид циркония можно рассматривать 
как конкурентоспособный материал для изготовления 
трансдентальных имплантатов. По своим технологиче-
ским характеристикам и низким показателям адгезии 
микроорганизмов, диоксид циркония превосходит, тра-
диционно используемые сплавы титана и является опти-
мальным конструкционным материалом для изготовле-
ния трансдентальных имплантатов.
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ФГБОУ ВО «Самарский государственный медицинский университет» Минздрава РФ, 443099,  Самара, Россия

Целью работы являлось исследование структуры и определение фенотипов антибиотикорезистентности микрофлоры, 
выделенной из крови пациентов многопрофильного стационара за период с 2013 по 2017 г. Взятие материала осуществля-
лось во флаконы BacT/ALERT, содержащие питательные среды, с последующей инкубацией крови. В случае положитель-
ного результата материал из флаконов рассевался на плотные питательные среды. Видовая идентификация проводилась 
с использованием коммерческих биохимических тест-систем API и методом MALDI-TOF масс-спектрометрии. Оценка 
антибиотикорезистентности выделенных микроорганизмов выполнялась классическим диско-диффузионным методом. С 
2013 по 2017 г. было проведено 3504 исследования крови, из них 16,8% дали положительные результаты. Из выделенных 
штаммов 69,6% являлись грамположительными, 27% – грамотрицательными, 3,4% относились к грибам. В структу-
ру грамположительных бактерий входили Staphylococcus spp. – 71,46%, Enterococcus spp. – 21,22% и Streptococcus spp. 
– 7,32%. Среди стафилококков преобладали S. aureus (47,8%) (в 62,14% случаев являлись метициллинрезистентными) и 
коагулазонегативные стафилококки. Среди представителей рода Enterococcus преобладали E. faecalis (27% резистентны 
к макролидам, 14% – к фторхинолонам) и E. faecium (69% резистентны к пенициллинам, фторхинолонам, макролидам). 
Среди стрептококков были выделены S. pneumoniae, S. pyogenes и стрептококки из группы альфа-зеленящих. Клинически 
значимые виды стрептококков в 33,3% случаев были резистентны к макролидам и фторхинолонам. В структуре грамо-
трицательных бактерий преобладали Enterobacteriaceae – 71,07% (Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli); доля нефер-
ментирующих грамотрицательных бактерий (НФГОБ) составила 28,93%. Большинство грамотрицательных бактерий 
являлись продуцентами бета-лактамаз расширенного спектра. В структуре НФГОБ выделялись Acinetobacter baumannii 
– 56,5% (81% полирезистентны), Pseudomonas aeruginosa – 30,4% (50% – продуценты карбапенемаз), Stenotrophomonas 
maltophilia – 10,9% и другие. Таким образом, микробиологическое исследование крови при септических состояниях является 
неотъемлемой частью диагностического поиска, выбора этиотропной терапии и мониторинга её эффективности.
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инфекции.
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POLYRESISTENT MICROFLORA  IN THE STRUCTURE OF MICROORGANISMS DIVIDED FROM BLOOD OF 
PATIENTS OF THE GENERAL HOSPITAL
Samara State Medical University, 43099, Samara, Russia.
The aim of our research was to evaluate the structure and the determination of the phenotypes of antibiotic resistance of microflora 
isolated from patients’ blood in a multidisciplinary hospital during the period from 2013 to 2017. The material was taken into BacT / 
ALERT bottles containing nutrient media, followed by incubation of blood. In case of a positive result, the material from the vials was 
dispersed into dense nutrient media. Species identification was carried out using commercial biochemical API test systems and MALDI-
TOF mass spectrometry. The antibiotic resistance of the isolated microorganisms was evaluated by a classical disc-diffusion method. 
From 2013 to 2017, 3504 blood tests were performed, of which 16.8% were positive. Of the isolated strains, 69.6% were Gram-positive, 
27% were Gram-negative, and 3.4% were fungi. The structure of Gram-positive bacteria included Staphylococcus spp - 71.46%, Entero-
coccus spp. - 21.22% and Streptococcus spp - 7.32%. Staphylococcus aureus (47,8%) prevailed among staphylococci (in 62.14% were 
methicillin-resistant) and coagulase-negative staphylococci. Among the genus Enterococcus spp, Enterococcus faecalis prevailed (27% 
resistant to macrolides, 14% to fluoroquinolones) and Enterococcus faecium (69% resistant to penicillins, fluoroquinolones, macrolides). 
Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes and streptococci from the group of alpha-greening were isolated from streptococci. 
Clinically significant types of streptococci in 33.3% were resistant to macrolides and fluoroquinolones. In the structure of gram-negative 
bacteria, Enterobacteriaceae prevailed - 71.07% (Klebsiella pneumoniae, E. coli); the proportion of non-fermenting Gram-negative bac-
teria (NFGOB) was 28.93%. Most Gram-negative bacteria were producers of extended-spectrum beta-lactamases (BLBRs). In NFGOB 
structure allocated Acinetobacter baumanii - 56,5% (81% polyresistant), Pseudomonas aeruginosa - 30,4% (50% -  Carbapenemase 
Producing Organisms), Stenotrophomonas maltophilia - 10,9%. Thus, microbiological research in septic blood conditions is an integral 
part of the diagnostic search, selection of etiotropic therapy and monitoring of its effectiveness.
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Введение. Сепсис в настоящее время рассматривается 
как результат бесконтрольного системного воспалительного 
ответа на присутствие инфекционного агента в организме 
[1]. Септические состояния являются одной из актуальных 
медико-социальных проблем, обусловленной высокой ле-
тальностью (по данным ряда авторов, до 50% случаев сепси-
са заканчиваются летально [2–4]), сложностью диагностики 
и высокими финансово-экономическими затратами [5]. На 
сегодняшний день наиболее часто сепсис встречается в хи-
рургической практике, в отделении реанимации интенсивной 
терапии, гематологии, онкологии, гинекологии [6].

Терминологически для характеристики ответа организма 
на генерализованную инфекцию, кроме понятия «сепсис», 
используют также «тяжёлый сепсис», «септический шок», 
«синдром полиорганной дисфункции», «рефрактерный сеп-
тический шок». Описанный понятийный аппарат был пред-
ложен в 1992 г. Американским колледжем пульмонологов и 
Обществом специалистов критической медицины (ACCP/
SCCM) и включает ряд клинических, лабораторных и патоге-
нетических признаков, отображающих глубину и тяжесть си-
стемного воспалительного ответа. В 2016 г. произошёл «пере-
ломный» момент во взглядах мирового медицинского сообще-
ства на проблему сепсиса, что было отражено в сохранении 
двух чётко сформулированных понятий «сепсис» и «септи-
ческий шок». Остальные классификационные группы ACCP/
SCCM было рекомендовано исключить из использования [7] 
Клинически тяжесть состояния пациентов с сепсисом в отде-
лениях ОРИТ оценивают с использованием набора клинико-
прогностических шкал, позволяющих стратифицировать риск 
развития жизнеугрожающих осложнений в ряде случаев. Для 
определения и анализа степени органной дисфункции ис-
пользуют шкалу SOFA, которая учитывает состояние 6 систем 
организма. При этом ограничения применения данной шкалы 
связаны с детским возрастом пациентов, а также невозможно-
стью оценки интенсивности проводимой терапии.[8]

С точки зрения диагностики септических состояний си-
туация далеко неоднозначная и обусловлена в основном тем, 
что сепсис как клинико-лабораторный синдром не имеет 
патогномоничных признаков и достаточно часто протекает 
в форме «масок» под видом неинфекционных заболеваний. 
Принимая во внимание, что любой инфекционный процесс 
– это взаимоотношение макро- и микроорагнизма, на со-
временном этапе ведутся поиски специфичных и чувстви-
тельных маркёров системного воспалительного ответа со 
стороны организма, и в качестве таковых рассматриваются 
С-реактивный белок, интерлейкин-6, прокальцитонин, пре-
сепсин. Однако необходимо отметить, что широкое использо-
вание определения уровней специфических белков привело 
к тому, что накопился достаточный практический опыт, по-
казывающий, что биомаркёры не всегда обладают достаточ-
ной специфичностью и чувствительностью, соответственно 
трудности в дифференциации инфекционного или неинфек-
ционного начала системного воспалительного ответа сохра-
няются [9]. Так, определение уровня С-реактивного белка для 
диагностики бактериального сепсиса всё больше критикует-

ся исследователями [10] в силу его неспецифичности и повы-
шения при синдроме системной воспалительной реакции без 
наличия инфекции. Прокальцитонин является наиболее ши-
роко используемым маркёром, но и этот специфический бе-
лок обладает некоторыми ограничениями его использования 
как показателя инфекционной этиологии системного воспа-
лительного ответа, что отражено в результатах исследований 
ряда авторов. Перспективным на настоящий момент пред-
ставляется относительно новый предиктор сепсиса – пре-
сепсин, являющийся растворимой частью комплекса CD14-
липополисахарид-липополисахаридсвязывающий белок. 
Данный биомаркёр позволяет определить наличие сепсиса, 
тяжесть его течения, спрогнозировать осложнения и прове-
сти мониторинг эффективности антибактериальной терапии, 
но всё же подобрать этиотропное лечение на основании этого 
показателя не представляется возможным [11–13]. 

Наиболее надёжным подтверждением участия микроорга-
низмов в развитии септических состояний является выделе-
ние возбудителей из крови. В связи с этим встает вопрос об 
обязательном культуральном исследовании крови с целью 
выделения и идентификации этиологического фактора, хотя 
по данным ряда авторов, частота выявляемости положитель-
ных гемокультур при подозрении на сепсис колеблется от 
23 до 45% [12, 14], что связано с нарушением правил взятия 
материала для исследования, недостаточной его кратностью, 
предшествующим применением антибактериальной химиоте-
рапии, ингибиторными свойствами крови [4, 10]. Тем не менее 
ценность получаемых лабораторных данных при микробиоло-
гическом исследовании гемокультур сложно переоценить по 
причине возможности назначения этиотропной терапии и ис-
ключению эмпирического подбора антимикробного препарата 
из группы антибиотиков широкого спектра действия.

Отдельно необходимо отметить проблему полирези-
стентных микроорганизмов, которые будучи этиологическим 
фактором сепсиса во много раз усложняют терапевтическую 
тактику ведения пациента, увеличивают затраты на лечение, 
а также повышают смертность [15]. При этом в последнее 
время намечается тенденция к изменению спектра наиболее 
актуальных возбудителей сепсиса, и если раньше причинами 
сепсиса в основном являлись грамположительные кокки, то 
сейчас значимую долю «виновников» сепсиса чаще состав-
ляют грамотрицательные микроорганизмы – представители 
родов Esherichia, Klebsiella [15, 16]. 

Целью работы было исследование структуры и опреде-
ление фенотипов антибиотикорезистентности микрофлоры, 
выделенной из крови пациентов многопрофильного стацио-
нара за период с 2013 по 2017 г. 

Материал и методы. Исследование проведено на базе 
клиник ФГБОУ ВО «Самарский государственный медицин-
ский университет» (стационар учреждения рассчитан на 1100 
коек). Взятие материала осуществлялось во флаконы BacT/
ALERT, содержащие питательные среды для выделения аэ-
робных и анаэробных микроорганизмов и адсорбирующие 
полимерные гранулы для возможности анализа образцов от 
пациентов, которым уже проводится антибактериальная те-
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рапия. Далее выполнялась первичная инкубация крови с по-
мощью бактериологического анализатора BacT/ALERT 3D 60 
(«bioMerieux»). В случае положительного результата материал 
из флаконов рассевался на плотные питательные среды: 5% 
кровяной агар, коммерческие хромогенные дифференциально-
диагностические среды, среду Сабуро, агар Эндо. Для видо-
вой идентификации в период исследований с 2013 по 2015 
г. применялись коммерческие биохимические тест-системы 
API, с 2016 по 2017 г. стал доступен метод MALDI-TOF масс-
спектрометрии при помощи масс-спектрометра Microflex LT 
(«Bruker»). Оценка чувствительности выделенных микро-
организмов к антибактериальным препаратам проводилась 
классическим диско-диффузионным методом в соответствии 
с МУК 4.2.1890-04, с 2015 г. использовались вновь вышедшие 
клинические рекомендации «Определение чувствительности 
микроорганизмов к антимикробным препаратам». У всех эн-
теробактерий в дополнение к основным методам определения 
антибиотикорезистентности осуществлялось выявление про-
дуцентов бета-лактамаз расширенного спектра (БЛРС) с по-
мощью метода двойных дисков. Среди неферментирующих 
грамотрицательных бактерий (НФГОБ) выявлялись штаммы, 
продуцирующие металло-бета-лактамазы с помощью метода 
двойных дисков с ЭДТА. 

Результаты и обсуждение. Всего за период с 2013 по 
2017 г. было проведено 3504 исследования крови, выявлено 
589 (16,8%) случаев положительных посевов. При этом ко-
личество грамположительных микроорганизмов составило 
69,6% (410), количество грамотрицательной флоры – 27% 
(159) и 3,4% (20) микроорганизмов относилось к грибам. 
Структура выделенной из крови пациентов микрофлоры 
представлена на рис. 1.

При рассмотрении состава грамположительной флоры 
отмечается наиболее частое выделение Staphylococcus au-
reus (47,8%) и коагулазонегативнх стафилококков – их коли-
чество составило 52,2% от общего числа всех стафилокок-
ков. В основном это были S. haemolyticus (47,2% от общего 
числа коагулазонегативных стафилококков), S. epidermidis 

(36%), S. hominis (16,8%). Данные 
микроорганизмы нередко являются 
представителями контаминирую-
щей микрофлоры: их однократное 
выделение отмечалось у 97,6% па-
циентов, двукратное – у 1,6%, трёх-
кратное – у 0,8%. Данный факт де-
монстрирует низкую вероятность их 
участия в патологическом процессе. 
Результаты оценки антибиотикоре-
зистентности выделенных штаммов 
Staphylococcus spp. представлены на 
рис. 2. Следует отметить, что 62,14% 
(87) выделенных изолятов S. aureus 
являлись метициллинрезистентными 
(MRSA), приоритетная роль данных 
возбудителей в развитии септиче-
ских осложнений и распространении 
внутрибольничных инфекций (ВБИ) 
подтверждается данными и зарубеж-
ных исследователей [18, 19]. Среди 
коагулазонегативных стафилококков 
количество резистентных к окса-
циллину составило 56,86% (87), что 
свидетельствует о возможной конта-
минации проб микроорганизмами из 
внутрибольничной среды. Однако не 
стоит полностью исключать роль дан-
ных микроорганизмов в развитии па-
тологических процессов, особенно у 

пациентов с иммуносупрессией. Известно, что S. epidermidis 
выделяет протеолитические ферменты, схожие с протеазами 
S. aureus. Они имеют высокую гомологию аминокислотной 
последовательности цистеиновых протеаз, что указывает 
на их способность разрушать эластин, ингибитор плазмина 
альфа-1, фибриноген и фибронектин [17]. 

Также была проведена оценка чувствительности к анти-
биотикам представителей рода Enterococcus. Были выделены 
2 вида: E. faecalis и E. faecium. Среди E. faecalis 27% штаммов 
были резистентны к макролидам, 14% к фторхинолонам, в то 
время как в структуре Е. faecium 69% штаммов проявляли 
антибиотикорезистентность к пенициллинам, фторхиноло-
нам, макролидам. Среди представителей рода Streptococcus 
были выделены такие виды, как S. pneumoniae (56,7% от об-
щего числа Streptococcus spp.), S. pyogenes (30%), 13,3% со-
ставили стрептококки из группы альфа-зеленящих: S. oralis, 
S. sanguinis, S. salivarius. Данные микроорганизмы являются 
представителями нормальной флоры кожи и слизистых обо-
лочек человека, соответственно их присутствие также может 
являться результатом контаминации. Среди клинически зна-
чимых видов стрептококков количество штаммов, резистент-
ных к макролидам и фторхинолонам, составило 33,3%.

Особый интерес вызывает идентификация и исследова-
ние свойств грамотрицательной флоры, так как именно эти 
микроорганизмы наиболее часто вырабатывают механизмы 
резистентности к антибактериальным препаратам и дезин-
фицирующим средствам и как следствие являются возбуди-
телями ВБИ. Среди бактерий семейства Enterobacteriaceae 
преобладали Klebsiella pneumoniae – 48,2% (54) и Escherichia 
coli – 41,1% (46). Также были выделены и идентифицирова-
ны бактерии рода Enterobacter – E. cloacae и E. aerogenes, их 
доля составила 8% (9). Кроме этого, встречались единичные 
штаммы энтеробактерий Citrobacter koseri, Serratia marc-
escens, Proteus mirabilis – 2,7% (рис. 3). 

При оценке антибиотикорезистентности выяснилось, 
что большинство возбудителей являются продуцентами 
БЛРС: среди K. pneumoniae их количество составило 77,8% 

ПОЛОЖИТЕЛЬНЫЕ
ГЕМОКУЛЬТУРЫ

Грамположительные
микроорганизмы

69,6%
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Streptococcus spp
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90%
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neoformans

10%
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грамотрицательные
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28,93%

Грамотрицательные
микроорганизмы

27%

Грибы
3,4%

Рис. 1. Структура микрофлоры, выделенной из крови пациентов (клиники СамГМУ, 
2013–2017 гг.).
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(42), E. coli – 67,4% (31) и практически все представители 
рода Enterobacter  – 88,9% (8). Таким образом, в нашем ис-
следовании количество резистентных штаммов составило 
71,7% от общего числа энтеробактерий, что примерно со-
поставимо с данными по регионам РФ [20]. В отношении 
БЛРС-продуцирующих штаммов препаратами выбора долж-
ны являться карбапенемы, однако их высокая стоимость и 
необходимость сохранения в качестве препаратов резерва 
подталкивает к использованию ингибиторозащищённых пе-
нициллинов и цефалоспоринов, что нередко является менее 
эффективным. Высокая выявляемость данных микроорганиз-
мов подчёркивает необходимость проведения противоэпиде-
мических мероприятий, включающих не только рациональ-
ное и обоснованное назначение антимикробных препаратов, 
но и регулярную ротацию дезинфицирующих средств.

Наиболее сложная ситуация обстоит с НФГОБ. Характер-
ным признаком для микроорганизмов данной группы явля-
ется их широкая распространённость во всех экологических 
нишах, однако попадая в больничную среду, отдельные пред-
ставители НФГОБ приобретают патогенные свойства и вы-
полняют ведущую роль в развитии нозокомиальных инфек-
ций. В современной клинической и лабораторной практике 
важное значение имеет своевременное и качественное вы-
деление из гемокультур НФГОБ, поскольку данные возбуди-
тели отличаются природной устойчивостью к ряду антибио-
тиков, значительно ограничивая клиницистов в выборе тера-
пии, способностью образовывать биоплёнки на различных 
поверхностях, а также невосприимчивостью к некоторым 
дезинфицирующим средствам. Вызываемые данными ми-
кроорганизмами инфекции характеризуются тяжёлым дли-
тельным течением и высоким уровнем летальности. Все это 
в совокупности значительно осложняет терапию и приводит 
к распространению инфекций, вызванных этими микроорга-
низмами, возникновению ВБИ. В нашем исследовании из по-
ложительных гемокультур в структуре НФГОБ наиболее ча-
сто выделялись A. baumannii – 56,5% и P. aeruginosa – 30,4%, 
также были идентифицированы Stenotrophomonas maltophilia 
– 10,9% и 1 штамм Achromobacter xylosoxidans 2,2%.

Исследование антибиотикорезистентности НФГОБ так-
же является важным этапом диагностики, так как у этой 

группы микроорганизмов возможно формирование несколь-
ких механизмов приобретённой устойчивости к антибакте-
риальным препаратам; помимо продукции БЛРС, они нару-
шают проницаемость внешней мембраны микробной клет-
ки, изменяют мишени действия препарата, обеспечивают 
функционирование системы активного выброса (эффлюкса) 
антибактериальных препаратов и выделяют металло-бета-
лактамазы (что делает невозможным применение карбопе-
немов). В нашем исследовании 81% штаммов A. baumannii 
проявляли полирезистентность, а среди P. aeruginosa 50% 
являлись продуцентами карбапенемаз, что значительно 
усложняло подбор этиотропного лечения и тактику веде-
ния пациента, так как бактериемия, вызванная синегнойной 
палочкой, характеризуется высокой летальностью – до 40–
50% и требует незамедлительной терапии [21]. 

Сводные результаты оценки антибиотикорезистентности 
выделенных микроорганизмов представлены на рис. 4.
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Рис. 2. Антибиотикорезистентность штаммов Staphylococ-
cus spp., выделенных из крови пациентов (клиники СамГМУ, 
2013–2017 гг.).
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Рис. 3. Структура бактерий семейства Enterobacteriaceae, выде-
ленных из крови пациентов (клиники СамГМУ, 2013–2017 гг.).
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Рис. 4. Антибиотикорезистентность микрофлоры, выделен-
ной из крови пациентов (клиники СамГМУ, 2013–2017 гг.).



КЛИНИЧЕСКАЯ  ЛАБОРАТОРНАЯ  ДИАГНОСТИКА.  2018; 63(9)
DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2018-63-9-574-578

МИКРОБИОЛОГИЯ

578

Таким образом, микробиологическое исследование крови 
при септических состояниях является неотъемлемой частью 
не только диагностического поиска, но и мониторинга состоя-
ния пациента. Современные методы диагностики, такие как 
масс-спектрометрия, обеспечивают качественную и быструю 
видовую идентификацию, что позволяет своевременно назна-
чить адекватную этиотропную терапию, а проведение иссле-
дований на антибиотикорезистентность даёт возможность её 
коррекции, что в целом способствует более быстрому выздо-
ровлению пациента, снижению возможности развития ослож-
нений, сокращению количества койко-дней, уменьшению 
экономического ущерба. Также информация о родстве возбу-
дителей и их основных механизмах резистентности позволяет 
проводить эффективные противоэпидемические мероприя-
тия, направленные на предотвращение формирования допол-
нительных факторов невосприимчивости к антибиотикам и 
дезинфицирующим средствам и распространения ВБИ.

Финансирование. Исследование не имело спонсорской 
поддержки.

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсутствии 
конфликта интересов.
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Цель работы – выявить особенности формирования в Тверской области микробиоты желудочно-кишечного тракта у 
новорождённых первого месяца жизни. Для определения спектра и количества микроорганизмов ротовой жидкости и 
кишечника исследованы образцы ротовой жидкости, мекония, кала новорождённых детей первого месяца жизни от 
21 недоношенного ребёнка и 38 доношенных детей обоего пола. Выявлено, что у доношенных младенцев, рождённых 
естественным путём, микробиота полости рта и кишечника характеризуется бόльшим многообразием, чем у детей 
после оперативного родоразрешения, у которых отсутствовали лактобациллы, бифидобактерии, кишечная палочка, 
фузобактерии, клостридии, вейлонеллы. У недоношенных младенцев, особенно рождённых оперативным путём, выявле-
но резкое уменьшение частоты встречаемости и количества представителей нормальной ротовой и кишечной микро-
биоты, увеличение условно-патогенных грибов рода Candida. Показана эффективность действия L. rhamnosus и L. para-
casei, выделенных из кишечника новорождённых, по отношению к тестовым условно-патогенным и патогенным культу-
рам микроорганизмов, наиболее часто вызывающих инфекционный процесс в желудочно-кишечном тракте детей.
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Введение. Желудочно-кишечный тракт (ЖКТ) – ком-
плексная экосистема, представленная ассоциацией резидент-
ной микробиоты и клетками различных фенотипических 

линий эпителиальной стенки. Взаимно дополняя друг друга, 
организм и бактерии образуют единую симбиотическую си-
стему [1]. Организм представляет не только среду обитания, 
находясь в состоянии динамического равновесия с собствен-
ной микрофлорой, но и является частью этой системы [2]. 
Микробиота кишечника в значительной степени обусловли-
вает здоровье человека: микробные сообщества во многом 
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определяют иммунный ответ и влияют на устойчивость к 
патогенам, участвуют в обмене практически всех макро- и 
микронутриентов [3, 4]. Состояние здоровья организма, его 
питание и окружающая среда влияют на состав микрофло-
ры кишечника. На ранних этапах формирования кишечной 
микробиоты большое значение имеет воздействие таких фак-
торов, как осложнённое течение беременности, недоношен-
ность, оперативное родоразрешение, позднее прикладывание 
к груди или искусственное вскармливание с рождения, анти-
биотикотерапия и т. п.

Млекопитающие изначально рождаются стерильными, 
без микроорганизмов [5]. Колонизация гастроинтестиналь-
ного тракта начинается сразу же после рождения. Первые 
бактерии, колонизирующие кишечник, попадают из родовых 
путей матери и включают аэробные и анаэробные бактерии, 
такие как Escherichia coli, Clostridium spp., Streptococcus spp., 
Lactobacillus spp., Bacteroides spp. Bifidobacterium spp. и др. 
Ключевым моментом в формировании микробиоценоза ки-
шечника является «первичная колонизация кишечника» на 
протяжении первых месяцев жизни [6, 7]. Однако известные 
представления о формировании микробиоты не всегда укла-
дываются в современные теории.

Цель исследования – выявить особенности формирова-
ния микробиоты ЖКТ новорождённых первого месяца жиз-
ни в Тверской области.

Материал и методы. Для определения спектра и частоты 
встречаемости микроорганизмов исследованы образцы ротовой 
жидкости, мекония, кала новорождённых детей первого месяца 
жизни у 21 недоношенного ребёнка и у 38 доношенных детей 
обоего пола. Работа проводилась с разрешения этического ко-
митета ФГБОУ ВО Тверской ГМУ Минздрава России.

Материал собирали в стерильные пробирки, достав-
ляли в течение 2 ч в учебно-научную бактериологическую 
лабораторию Тверского государственного медицинского 
университета. Для выделения факультативно-анаэробных и 
аэробных бактерий использованы следующие питательные 
среды: хромогенный селективный агар для уропатогенных 

кишечных бактерий, маннит-солевой агар (М118) для ста-
филококков, для выявления лецитиназной активности – агар 
Баэрда–Паркера, HiCrome Bacillus Agar для обнаружения и 
идентификации бацилл, МРС – лактоагар, HiCrome Entero-
coccus faecium Agar, желчно-эскулиновый агар с азидом на-
трия – для энтерокков, Колумбийский кровяной агар – для 
накопления, шоколадный агар – для нейссерий, хромоген-
ные среды для выявления дрожжевых грибов рода Candida, 
HiCrom Listeria Agar – для листерий, Mitis Salivarius Agar – 
стрептококков (HiMedia). Для культивирования анаэробов 
использованы среды бифидоагар и кровяной агар Шедлера, 
желчно-эскулиновый агар для бактероидов.

Анаэробиоз создавался в анаэростатах при помощи газо-
генераторных пакетов BBL. Культивирование проводилось 
при температуре 37°С в течение 24–48 ч. Количество коло-
ний выражали в lg КОЕ/г или lg КОЕ/мл. В работе использо-
ван программно-аппаратный комплекс Диаморф Цито (Диа-
Морф, Россия). Идентификация микроорганизмов осущест-
влялась по биохимической активности с применением API 
тест-систем (bioMéreux). Исследование антагонизма лакто-
бацилл и бифидобактерий к тестовым культурам патогенных 
и условно-патогенных микроорганизмов проводили согласно 
методике отсроченного антагонизма по Л. П. Блинковой, 2003 
[8]. В качестве тест-культур использовали: Candida albicans 
АТСС 885-653, Salmonella enterica Typhimurium 415, Shigella 
sonnei 941 из коллекции культур НИИЭМ им. Н. Ф. Гамалеи 
РАН; Bacillus subtilis 534 из коллекции МНИИЭМ им. Г. Н. 
Габричевского; Staphylococcus aureus АТСС 25923, Escheri-
chia coli АТСС 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 из 
государственной коллекции патогенных микроорганизмов 
ГИСК им. Л. А. Тарасевича.

Данные экспериментов обрабатывались с помощью при-
кладной программы «STATISTICA» (StatSoftRussia). Стати-
стическую обработку результатов проводили с использова-
нием критерия Стьюдента, различия считали достоверными 
при р < 0,05.

Результаты исследования. У 38 доношенных детей из 

Рис.1. Частота встречаемости микроорганизмов в ротовой жидкости доношенных (n = 38) и недоношенных новорождённых 
детей (n = 21); р < 0,05.
Здесь и на рис. 2, 3: по оси абсцисс – названия микроорганизмов; по оси ординат – распространённость микроорганизмов (в %).
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ротовой жидкости на 2–6-е сутки выделялись микроорга-
низмы 13 родов и одного семейства энтеробактерий (рис. 1). 
Преобладали представители родов Staphylococcus – 78,9%, 
Peptostreptococcus – 73,68%, Stomatococcus – 68,42%, Strep-
tococcus – 55,26%, Micrococcus – 47,36%. В меньшем числе 
случаев выделялись: Peptococcus spp. (26,3%), Enterococcus 
spp. (20,5%), Bifidobacterium spp. (10,52%), Lactobacillus spp. 
(7,89%), Clostridium spp. (5,26%), Veillonella spp. (5,26%), 
Neisseria spp. (5,26%), энтеробактерии (5,26%), Fusobacte-
rium spp. (2,63%). Частота встречаемости Staphylococcus au-
reus составила 34,2%, а количество - 5,34 lg КОЕ/мл.

Количество выделенных микроорганизмов варьировало 
от 6,37 lgКОЕ/мл у пептострептококков до 4,7 lgКОЕ/мл у 
лактобактерий.

У 21 недоношенного ребёнка из ротовой жидкости выде-
лялись (см. рис. 1) стафилококки в 80,95% случаев, микрокок-
ки – в 57,14%, пептострептококки, пептококки, стрептококки 
– в 47,62%, энтерококки – в 33,3%, стоматококки – в 28,57%. 
Менее чем в 10% случаев изолированы бифидобактерии, 
вейлонеллы, бактероиды, клебсиеллы, E. coli, лактобациллы, 
протеи, клостридии, бациллы, кандиды. S. aureus выделялся 
в 28,57% случаев в количестве 6,01 lg КОЕ/мл. Количество 
микроорганизмов составляло от 6,77 lgКОЕ/мл у клостридий 
и вейлонелл до 3,6 lgКОЕ/мл у Proteus vulgaris.

У 13 доношенных детей, рождённых оперативным пу-
тём, в ротовой жидкости, отсутствовали лактобациллы, би-
фидобактерии, кишечная палочка, фузобактерии, клостри-
дии, протеи, клебсиеллы (рис. 2). Выделялись в основном 
стафилококки, пептострептококки, стоматококки – в 69,23% 
случаев, микрококки – в 61,54%, стрептококки – в 53,84%, 
пептококки – в 38,46%. Реже изолированы нейссерии, энте-
робактерии – в 15,38%. В 7,69% случаев  выявлялись энте-
рококки, вейлонеллы. Количество бактерий варьировало от 
6,46 lgКОЕ/мл у пептострептококков до 3,3 lgКОЕ/мл у эн-
терококков. S. aureus изолирован в 38,46% случаев в количе-
стве 6,19 lg КОЕ/мл.

У 12 недоношенных детей, рождённых оперативным пу-
тем (см.рис. 2), в ротовой жидкости отсутствовали кишечная 

палочка, фузобактерии, клостридии, кандиды. Микробиота 
представлена стафилококками (66,7%), стрептококками и 
микрококками (59,3%), энтерококками, пептострептококка-
ми (50%), пептококками (33,3%). В меньшем проценте слу-
чаев изолированы стоматококки, клебсиеллы, вейлонеллы 
(16,7%), в 8,3% – лактобациллы, бифидобактерии, бактерои-
ды, протеи, бациллы. Количество микроорганизмов варьиро-
вало от 6,77 lgКОЕ/мл у бифидобактерий до 3,6 lgКОЕ/мл у 
протея. S. aureus выделен в 16,6% случаев в количестве 6,77 
lg КОЕ/мл.

При исследовании фекалий 38 доношенных детей (рис. 
3) на 2–6-е сутки высевались в 89,47% случаев стафилокок-
ки, причём S. aureus – в 50% случаев. В 86,84% высевались 
энтерококки (Enterococcus faecalis, E. faecium), в 50% – E. 
coli, Klebsiella pneumoniae, в 47,36% – пептострептококки, 
в 36,84% – стоматококки, в 35,48% – бифидобактерии, в 
34,21% – лактобациллы, в 21,05% – клостридии, в 15,79% – 
Proteus vulgaris, в 10,52% – бациллы, вейлонеллы, листерии, 
в 7,89% – актиномицеты, в 5,26% – псевдомонады, прево-
теллы, в 2,63% – нейссерии, иерсинии, энтеробактерии. Ко-
личество микроорганизмов составляло от 5 до 7 lg КОЕ/г., в 
среднем 6,55 lg КОЕ/г.

У 21 недоношенного ребёнка в фекалиях (см. рис. 3) ми-
кробиом выявлялся в меньшем количестве случаев. Стафило-
кокки и энтерококки выделены в 61,9%,случаев, S. aureus – в 
23,8%, в 38,1% – лактобациллы, пептострептококки, клебси-
еллы, в 33,3% – E. coli, бациллы, в 28,57% – пептококки, в 
23,8% – микрококки, в 19% – стоматококки, в 14,28% – энте-
рококки, бактероиды, менее чем в 10% – протеи, бифидобак-
терии, вейлонеллы, кандиды, менее чем в 5% – стрептококки, 
клостридии, стрептобациллы. Количество бактерий от 4,5 до 
7,97 lg КОЕ/г, в среднем составило 6,6 lg КОЕ/г.

В фекалиях 13 новорождённых доношенных детей, рож-
дённых оперативным путём, в большинстве случаев выде-
лялись стафилококки и энтерококки (92,3%), S. aureus – в 
53,84%. В 61,53% случаев высевали пептострептококки, в 
46,15% – E. coli, в 38,46% – стоматококки, пептококки, клеб-
сиеллы, в 30,76% - протеи и стрептобациллы, в 23% - лак-

Рис.2. Частота встречаемости микроорганизмов ротовой жидкости у доношенных  (n = 13) и недоношенных (n = 12) новорож-
дённых детей, родившихся оперативным путём; р < 0,05.
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тобациллы, микрококки, клостридии, в 15,4% – бациллы, в 
7,69% – листерии, энтеробактерии. Не выделялись бифидо-
бактерии, фузобактерии, вейлонеллы. Количество микро-
организмов составляло от 5,43 до 7,47 lg КОЕ/г, в среднем 
– 6,35 lg КОЕ/г.

В фекалиях 12 новорождённых недоношенных детей, 
рождённых оперативным путём, микроорганизмов бы-
ло меньше. В 91,66% случаев выделялись энтерококки, в 
58,33% – стафилококки, пептострептококки, бациллы, S. au-
reus – в 25%. В 50% случаев высевали клебсиеллы, в 33,3% 
– лактобациллы, E. coli, в 25% - микрококки, пептококки, в 
16,66% – вейлонеллы, в 8,33% – стоматококки, бактероиды. 
Отсутствовали бифидобактерии, фузобактерии, клостридии, 
кандиды. Количество бактерий варьировало от 6,54 до 7,97 lg 
КОЕ/г, в среднем  составляло 7,2 lg КОЕ/г.

Из фекалий новорождённых доношенных и недоно-
шенных детей выделены лактобациллы, принадлежащие к 
видам: L. fermentum, L. pentosus, L. rhamnosus, L. paracasei. 
Антагонистическая активность изученных лактобацилл ва-
рьировала в зависимости от их вида. L. fermentum и L. pento-
sus не показали антагонизма ни к одному штамму тестовых 
микроорганизмов. L. rhamnosus, L. paracasei, выделенные из 
фекалий новорождённых, обладали высокой антагонистиче-
ской активностью ко всем тестовым штаммам грамположи-
тельных и грамотрицательных бактерий, грибов: C. albicans 
АТСС 885-653, S. enterica Typhimurium 415, S. sonnei I фазы 
941, B. subtilis 534, S. aureus АТСС 25923, E. coli АТСС 25922, 
P. aeruginosa ATCC 9027. Зоны задержки роста составили 
20–28 мм.

Высокая антагонистическая активность отмечалась у бак-
терий рода Bifidobacterium. Регистрировалась большая зона 
задержки роста (более 20 мм) в отношении тест-штамма ста-
филококка в 65,2% случаев и клинических изолятов S. aureus, 
выделенных из фекалий новорождённых, в среднем в 35,5% 
случаев. Выявлен высокий антагонизм к грамотрицательным 
тест-штаммам кишечных бактерий (58,2%) и к клиническим 
изолятам E. coli (41,4%).

Обсуждение. В организме детей, в частности новорож-
дённых, микроорганизмы распределены неравномерно в за-
висимости от занимаемого биотопа: пищеварительного трак-

та, дыхательных путей, кожи, мочеполовой системы. Наи-
более изученным и многочисленным по видовому спектру 
и количеству микробиоты является ЖКТ, нормальное функ-
ционирование которого напрямую влияет на будущее здоро-
вье младенца. На состав кишечного микробиома новорож-
дённого влияют различные факторы, одним из них является 
характер родоразрешения (нормальные либо оперативные 
роды). При нормальных родах доношенный новорождённый 
в небольших количествах заглатывает представителей ваги-
нальной и кишечной микробиоты матери. При оперативном 
родоразрешении одними из первых организм новорождённо-
го колонизируют представители микробиоты кожи матери и 
медицинского персонала, принадлежащие к биотопам кожи и 
полости рта либо попавшие из окружающей среды [9, 10].

По данным метагеномного анализа фекальных образцов 
новорождённых первого месяца жизни, проведённого в Шве-
ции, кишечная микробиота младенцев, родившихся есте-
ственным путём, обильно представлена представителями 
родов: Bacteroides, Bifidobacterium, Parabacteroides, Escheri-
chia/Shigella (p < 0,05), попавших из организма матери [10]. 
Энтеробактерии высевались раньше и в большем количестве 
по сравнению с бактероидами и бифидобактериями. Наши 
результаты дополняют имеющиеся данные по микробиоте 
младенцев. У доношенных новорождённых детей ротовой и 
кишечный микробиом многообразен и представлен более чем 
13 родами грамположительных и грамотрицательных бакте-
рий в полости рта и более 23 родами в кишечнике. Среди них 
в ротовой жидкости в основном выделялись Staphylococcus 
spp., Streptococcus spp., Peptostreptococcus spp., Stomatococ-
cus spp., Micrococcus spp., в фекалиях – Staphylococcus spp., 
Enterococcus spp., Escherichia coli, Klebsiella spp, Peptostrep-
tococcus spp. Бифидобактерии и лактобациллы высевались 
только в 35% случаев.

По данным ряда авторов из университета Готенбурга, 
Швеция, кишечная микробиота младенцев, родившихся 
оперативным путём, имела значительно меньшее сходство с 
микроорганизмами их матерей. Микробиота кишечника но-
ворождённых после оперативного родоразрешения первич-
но колонизирована следующими бактериями: Enterobacter 
hormaechei / E. cancerogenus, Haemophilus parainfluenzae / 

Рис. 3. Частота встречаемости микроорганизмов фекалий у доношенных (n = 38) и недоношенных (n = 21) новорождённых 
детей; р < 0,05
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H. aegyptius / H. influenza / H. haemolyticus, Staphylococcus 
saprophyticus / S. lugdunensis / S. aureus, Streptococcus aus-
tralis, Veillonella dispar / V. parvula, что указывает на их при-
надлежность к биотопам кожи и полости рта либо на то, что 
они попали из окружающей среды [11]. По нашим данным у 
детей, рождённых оперативным путём, в ротовой жидкости 
присутствуют те же микроорганизмы, что и при естествен-
ных родах, но отсутствуют лактобациллы, бифидобакте-
рии, кишечная палочка, фузобактерии, клостридии, протеи, 
клебсиеллы. Из фекалий новорождённых в основном вы-
севались, как и в других работах, Staphylococcus spp., En-
terococcus spp., Stomatococcus spp., Peptostreptococcus spp., 
Peptococcus spp., но не выделялись бифидобактерии, фузо-
бактерии, вейлонеллы.

Показано, что в меконии недоношенных детей (< 33 
нед) по результатам секвенирования 16s РНК присутству-
ют Enterobacter, Enterococcus, Lactobacillus, Photorhabdus, 
Tannerella [12]. По нашим данным у недоношенных детей из 
полости рта чаще выделялись Staphylococcus spp., Micrococcus 
spp., Peptostreptococcus spp., Peptococcus spp., Streptococcus 
spp., Enterococcus spp., Stomatococcus spp. В фекалиях микро-
биом менее разноообразен, лактобациллы обнаруживались в 
38% случаев, E. coli – в 33%, бифидобактерии – только в 10% 
случаев. У детей, рождённых оперативным путём, в ротовой 
жидкости присутствуют те же микроорганизмы, что и у де-
тей при естественных родах, но лактобациллы, бифидобакте-
рии, бактероиды, энтеробактерии присутствуют не более чем 
в 10% случаях. Спектр и количество микробиоты фекалий 
скудные, в основном выделяются Enterococcus spp., Staphy-
lococcus spp., Peptostreptococcus spp., Bacillus spp., реже – 
Lactobacillus spp., Enterobacteriaceae, отсутствуют бифидо-
бактерии, фузобактерии, клостридии [14].

L. rhamnosus и L. paracasei обладают высокой антагони-
стической активностью к тест-штаммам и клиническим изо-
лятам S. aureus и условно-патогенным грамотрицательным 
бактериям. L. fermentum и L. pentosus не показали антагониз-
ма ни к одному штамму тестовых микроорганизмов. Бифидо-
бактерии менее активны, только в 35–65% случаев показыва-
ют высокий антагонизм к патогенным и условно-патогенным 
микроорганизмам.

 Полученные данные свидетельствуют о том, что L. rham-
nosus и L. paracasei перспективны для конструирования но-
вых пробиотиков для коррекции микробиома у новорождён-
ных детей.

Финансирование. Исследование не имело спонсорской 
поддержки.
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Современные социально-экономические условия дикту-
ют необходимость расширения отечественного сельскохо-
зяйственного производства. При этом неизбежно вовлечение 
большого количества лиц трудоспособного возраста в обе-
спечение технологического процесса. 

Многочисленными исследованиями показано, что ра-
ботники животноводческих предприятий находятся в зоне 
повышенного риска развития различных воспалительных 
заболеваний[6,10]. Потенциальными факторами развития 

воспалительной реакции дыхательных путей признаны уро-
вень β-глюкана и глифосата во вдыхаемом воздухе, которые 
способны потенцировать выработку IL-33, TSLP, IL-13, IL-5, 
эозинофилов и нейтрофилов и дегрануляцию тучных кле-
ток [9,11]. Хроническое воздействие различных типов пыли 
на работников животноводческих предприятий индуцирует 
воспалительную реакцию и может способствовать низкой 
распространенности Th2-связанных заболеваний, но в то же 
время и представляет риск для развития других хронических 
заболеваний дыхательных путей. Профессиональная обу-
словленность доказана в отношении превышения выработ-
ки спонтанного уровня IL-17 и γ-интерферона. Отмечается 
повышение уровней провоспалительных транскриптов (ин-
терлейкина IL -8, IL -6, и фактора некроза опухоли (ФНО-α) 
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уже через 2 ч после воздействия [15, 16]. Ключевую роль в 
формировании пути развития сигнального ответа реакции 
легких на сложные органические пыли современные иссле-
дователи придают молекуле MyD88. По их мнению, именно  
MyD88-зависимая сигнализация является основной в фор-
мировании воспалительных реакций эпителиальных клеток 
дыхательных путей [12]. Хроническое вдыхание сложных 
органических частиц, имеющих в своем составе пептидогли-
каны, грамположительные бактерии, компоненты клеточной 
стенки (β-D-глюканы) и грибы наряду с компонентами кор-
мов, белков и витаминов обуславливают частоту и тяжесть 
заболевания [13, 14].

Вместе с тем, в современной научной  литературе не-
достаточно работ, посвященных анализу формирования на-
рушений иммунного статуса у работников в условиях мас-
сивного загрязнения воздушной среды производственных 
помещений и рабочих поверхностей условно – патогенной и  
сапрофитной  микрофлорой.

Создание систем наблюдения за состоянием здоровья 
работников с целью выявления ранних или так называемых 
«некритичных» повреждений здоровья является приорите-
том в повестке дня большинства исследований.  При этом 
одна из главных задач, которая стоит перед нами - ответить 
на вопрос, какие профилактические мероприятия и когда не-
обходимо проводить для повышения уровня здоровья и пре-
дотвращения заболеваний [1,3,5].

Цель работы: разработка и научное обоснование приори-
тетных мер по сохранению здоровья работников на основе 
оценки нагрузки условно-патогенными микроорганизмами.

Материал и методы. Для решения задач, поставленных в 
работе, в качестве модельных, были использованы результаты 
комплексных клинико-гигиенических исследований, прове-
денных на различных предприятиях животноводства. Допол-
нительно проведен анализ микробиологической обсеменён-

ности воздуха рабочей зоны. Установ-
лено,  что между уровнем микробного 
загрязнения и распространенностью 
болезней органов дыхания существует 
высокой силы прямая корреляционная 
связь (r=0,8; р≤ 0,05), что и позволило 
ранжировать степень обсемененности 
воздушной среды производственных 
помещений, а также  сгруппировать их 
в четыре основные группы в зависи-
мости от уровня микробиологического 
риска (MR) [2].

Изучения состояния здоровья про-
ведено по результатам периодического 
медицинского осмотра, а также до-
полнительного иммунологического 
обследования работников животно-
водческих комплексов, выполненных 
стандартными методами [4].

Результаты. Проведенный ста-
тистический анализ полученных ре-
зультатов показал, что с увеличением 
микробной  нагрузки, наблюдается 
снижение удельного веса работников, 
иммунные показатели которых укла-
дываются в диапазоны референтных 
значений. Одновременно заметно уве-
личивается доля лиц с показателями 
ниже нормативного диапазона и, со-
ответственно, сокращается удельный 
вес работников с признаками адекват-
ного иммунного ответа. Анализ коли-
чественных параметров клеточного и 

гуморального иммунитета в сравниваемых группах позволил 
выявить разномодальные отклонения  показателей в ответ на 
микробную нагрузку (рис. 1). 

Распределение безразмерных интегральных индексов, 
рассчитанных для каждого из взятых в анализ иммунологи-
ческих показателей, показало, что повышение фагоцитарной 
активности лимфоцитов (ФАЛ), иммуноглобулинов класса  
А, а также снижение, либо повышение уровня иммуногло-
булинов класса М можно предварительно рассматривать в 
качестве маркеров, более характерных для состояния иммун-
ной системы при минимальной, либо относительно невысо-
кой микробиологической нагрузке на организм, т.е. низком 
микробиологическом риске (рис. 2).

Следующая группа показателей, включающая повышение 
IgG, CD4, CD16 и уровня спонтанного теста восстановления 
нитросинего тетразолия (НСТ тест, сп) оказалась практиче-
ски интактной, т.е. эти показатели примерно в равной сте-
пени и на близких уровнях встречаются у работников всех 
групп, независимо от уровня микробиологического риска.

Третья группа объединяет иммунологические показате-
ли, величины которых, как правило, значимо изменяются с 
ростом микробиологической нагрузки, т.е., они чаще и на бо-
лее высоких уровнях встречаются группах высокого и очень 
высокого микробиологического риска. 

Верхняя часть этого рангового ряда включает повышение 
CD19 на фоне снижения содержания CD4, Ig A, ФАЛ, CD8 
и НСТ стимулированного. Далее идет подгруппа показате-
лей, наиболее значимых для работников с высоким и очень 
высоким микробиологическим риском: снижение CD16, 
НСТ спонтанного и IgG на фоне повышения CD8. Послед-
няя подгруппа характеризуется наименьшими величинами 
интегральных индексов, т.е. явно свидетельствует о преоб-
ладании показателей групп с высокой микробиологической 
нагрузкой. 
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Для лиц, работающих в условиях загрязнения воздуха 
рабочей зоны условно-патогенными микроорганизмами, 
большое значение приобретает динамический контроль со-
стояния иммунной системы, что предполагает тщательный 
отбор  диагностических процедур и тестов в условиях массо-
вых периодических медицинских осмотров. 

Проведенный анализ состояния иммунной системы в за-
висимости от уровня микробной нагрузки показал, что при 
низком микробиологическом риске имеет место адекватная 
реакция организма, в том числе, иммунной системы на фак-
торы производства. Стандартное иммунологическое обсле-
дование не выявило у работников с низким риском достовер-
но значимых изменений в показателях иммунного статуса, 
что свидетельствует о нецелесообразности его исследования 
в процессе периодических медицинских осмотров (ПМО). 

У лиц со средним уровнем микробиологического риска 
отмечаются признаки срыва адаптации организма, досто-
верно (р<0,05) повышается количество лиц со сниженными 
показателями, характеризующими 
клеточное звено иммунитета по 
сравнению с контрольной груп-
пой. Однако и для этой группы нет 
необходимости иммунологическо-
го обследования, достаточно ис-
пользования стандартизованного 
опросника. 

У лиц с высоким микробио-
логическим риском наблюдается 
развитие клинических симптомов 
иммунной недостаточности на 
фоне изменения как клеточного, 
так и гуморального звена (р<0,05) 
относительно контроля. На дан-
ной стадии необходимо прове-
сти оценку иммунного статуса с 
использованием тестов первого 
уровня. Наконец, при очень высо-
ком микробиологическом риске у 
работников наблюдаются призна-
ки срыва адаптации, что требует 
более обширного обследования в 

условиях стационара центра профпатологии (рис. 3). 
Предложенная методика отвечает требованиям общедо-

ступности и воспроизводимости при высокой степени значи-
мости и достоверности полученных результатов и является 
достоверным критерием формирования групп для дальней-
шего углублённого иммунологического обследования в це-
лях своевременной профилактики.

Таким образом, предложенный нами алгоритм медицин-
ского наблюдения за работниками животноводческих ком-
плексов основан на этапности и регламентированном объеме 
медицинского обследования в зависимости от уровня микро-
биологического риска. На каждый этап программы получено 
свидетельство Федеральной службы по интеллектуальной 
собственности [7,8].

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсутствии 
конфликта интересов.

Финансирование. Авторы заявляют об отсутствии 
финансовой поддержки. 
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Рис. 2. Распределение иммунологических показателей по степени диагностической значимости при высокой обсемененности 
воздуха рабочей зоны по величине безразмерного интегрального индекса.
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Выявление соматических мутаций в гене CALR регламентировано клиническими рекомендациями для диагностики 
эссенциальной тромбоцитемии и первичного миелофиброза. Выявление мутаций CALR обычно проводят трудоёмкими 
методами, требующими специальных навыков работы и дорогостоящего оборудования. 
Цель работы – сравнение результатов выявления мутаций гена CALR в пробах венозной крови методами аллель-
специфической полимеразной цепной реакции в режиме реального времени (ПЦР-РВ) с последующим электрофорезом, 
фрагментным анализом и секвенированием по Сэнгеру и методом пиросеквенирования. 
Исследованы 1284 образца крови пациентов с подозрением на хронические миелопролиферативные новообразования и 20 
образцов крови доноров. Мутации в гене CALR I и II типа определяли с помощью аллель-специфической ПЦР-РВ, используя 
оригинальные праймеры и TaqMan-зонды. Редкие варианты мутаций CALR определяли с помощью электрофоретической 
детекции. Все положительные образцы были в дальнейшем исследованы методами фрагментного анализа и секвенирования 
по Сэнгеру, а также разработанным методом пиросеквенирования с использованием прибора PyroMarkQ24.
 Использование аллель-специфической ПЦР с последующей электрофоретической детекцией позволило определить 
наличие клинически значимых мутаций в гене CALR в 81 образце венозной крови JAK2- и MPL-негативных пациентов, 
в том числе 42 случая мутации I типа, 33 – II типа и 8 редких мутаций CALR. Ни в одном из 20 образцов доноров 
крови и 121 образца крови пациентов с истинной полицитемией мутаций в 9-ом экзоне CALR не было выявлено. В 20 
отрицательных образцах мутации CALR также не были обнаружены и при использовании секвенирования по Сэнгеру. 
Все положительные образцы подтверждены фрагментным анализом и секвенированием. 
Описанный сочетанный подход выявления мутаций гена CALR в образцах периферической крови может использоваться 
в лабораториях, имеющих стандартный комплект оборудования для ПЦР-РВ и электрофореза нуклеиновых кислот. В 
качестве подтверждающего теста предложен метод пиросеквенирования с использованием системы генетического 
анализа PyroMarkQ24.
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The detection of somatic mutations in the 9 exon of the calreticulin gene (CALR) is regulated by the clinical recommendations as a 
diagnostic criterion for chronic Ph-negative myeloproliferative neoplasms (MPN). Some methods of nucleic acids testing are used 
to identify CALR gene mutations with different requirements for special skills of personnel and expensive equipment. The purpose 
of this work is to compare the results of the detection of CALR gene mutations in venous blood samples by allele-specific RT-PCR 
with subsequent electrophoresis, fragment analysis and Sanger- or pyro- sequencing. We used 1284 blood samples of patients with 
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suspected MPN and 20 blood donor samples. Mutations in the CALR gene of the I and II type were identified using PCR-RT with 
the original primers and TaqMan probes. Also, all samples were tested for mutations in the CALR gene by electrophoretic detec-
tion of PCR results in an agarose gel. The use of allele-specific RT-PCR followed by electrophoretic detection made it possible 
to determine clinically significant mutations in the CALR gene in 81 venous blood samples of JAK2- and MPL-negative patients, 
including 42 cases of type I mutation, 33 cases of type II mutation and 8 rare CALR mutations. Mutations in the 9 exon of the 
CALR gene were not detected in any of the 20 blood donor samples or in 121 blood samples of patients with polycythemia vera. 
In randomly selected 20 negative samples, CALR gene mutations were also not detected using Sanger sequencing. All positive 
samples were confirmed by fragment analysis, as well as with Sanger- sequencing and pyro- sequencing. The described combined 
approach to detect mutations of the CALR gene in peripheral blood samples can be used in clinical diagnostic laboratories that 
have a standard set of equipment for electrophoresis of nucleic acids and a PCR-RT. We also propose a confirmatory test based on 
the pyrosequencing of DNA using the system of genetic analysis “PyroMark Q24”.
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Введение. Хронические Ph-негативные миелопролифератив-
ные новообразования (ХМН) характеризуются неконтролируе-
мой избыточной продукцией клеток миелоидного ряда, развити-
ем воспалительного процесса в костном мозге с последующей 
трансформацией в острый лейкоз и прогрессией миелофиброза 
[1]. Накопление в периферической крови всех трёх ростков мие-
лоидного кроветворения определяет клиническую картину ис-
тинной полицитемии (ИП), преобладание мегакариоцитарного 
ростка характеризует эссенциальную тромбоцитемию (ЭТ), а 
первичное преобладание выраженных склеротических процес-
сов приводит к первичному миелофиброзу (ПМФ).

В отличие от классического варианта хронического миело-
лейкоза (ХМЛ) при ХМН в трансформированных клетках от-
сутствуют Ph-хромосома и химерный транскрипт BCR-ABL. 
Уже более 10 лет назад были идентифицированы характер-
ные для ХМН соматические мутации в генах янускиназы-2 
(JAK2) и рецептора тромбопоэтина (MPL). Вместе с тем при-
мерно в 40% случаев клинически выраженной картины ЭТ и 
ПМФ эти мутации не обнаруживаются. Только в конце 2013 
г. две независимые научные группы [2,3] опубликовали дан-
ные о важной патогенетической роли при этих заболеваниях 
соматических мутаций в 9-ом экзоне гена кальретикулина 
(СALR), обнаруживаемые у 60% среди тех пациентов с ЭТ и 
ПМФ, которые не имеют мутаций  в  генах  JAK2 и MPL; при 
этом мутации CALR не выявляются при ИП. С 2016 г. тест на 
выявление мутаций CALR был включён в рекомендации ВОЗ 
[4] и в российские клинические рекомендации [5] в качестве 
одного из основных критериев дифференциальной диагно-
стики ХМН и подтверждения ЭТ и ПМФ.

CALR является Ca2+-связывающим белком, преимуще-
ственно локализованным в эндоплазматическом ретикулуме 
с универсальными функциями. Как шаперон, он участвует в 
фолдинге и контроле синтеза гликопротеинов, вовлечен в ре-
гуляцию Са2+-зависимых сигнальных процессов, в том числе 
апоптоз клеток, их миграцию, адгезию и множество других 
клеточных функций [6].

Клинически значимые для ХМН мутации в гене CALR 
вызывают сдвиг рамки считывания и обрыв терминального 
С-участка синтезируемой пептидной цепочки. В результате 
у образующегося белка отсутствует аминокислотная после-
довательность «возврата–задержки» Lys-Asp-Glu-Leu, от-
ветственная за удержание кальретикулина в эндоплазмати-
ческом ретикулуме. Показано, что в таком «укороченном» 
варианте кальретикулин способен выступать в качестве «не-
физиологического» стимулятора рецепторов тромбопоэтина 

[7], тем самым провоцируя гиперактивацию сигнального пу-
ти MPL-JAK2-STAT и вызывая избыточную пролиферацию 
мегакариобластов. 

Наиболее часто в 9-ом экзоне CALR встречаются мута-
ция I типа: делеция c.1092_1143del52bp – 53–65%, и II типа: 
инсерция c.1154_1155insTTGTC – 32%, в остальных 3–15% 
случаев определяются редкие типы мутаций [2, 3, 8]. В связи 
с тем, что делеции в отличие от инсерций сопровождаются 
утратой существенной части Са2+-связывающей области бел-
ка, I тип мутаций характеризуется также и снижением моби-
лизации цитоплазматического Са2+ в ответ на активационные 
стимулы [6]. 

Пациенты с мутациями в гене CALR – это преимуще-
ственно мужчины, отличаются ранним началом заболевания, 
имеют более высокие значения тромбоцитоза, но при этом 
меньший риск развития серьёзных тромботических и гемор-
рагических осложнений [9, 10]. Ряд авторов предлагают объ-
единить таких пациентов в отдельную клиническую группу 
с более благоприятным прогнозом и ответом на терапию ин-
терфероном [11].

Большинство лабораторий для выявления мутаций в 9-ом 
экзоне CALR в пробах венозной крови используют классиче-
скую ПЦР с последующим фрагментным анализом или секве-
нированием по Сэнгеру [12]. Предложены также методы де-
текции, основанные на анализе кривых плавления ДНК высо-
кого разрешения [13]. В практике   клинико-диагностических 
лабораторий используется также метод пиросеквенирования 
[13]. Вместе с тем данные методы не лишены недостатков, они 
достаточно трудоёмкие и требуют использования дорогостоя-
щего оборудования. Их существенным недостатком также яв-
ляется ограниченный предел аналитической чувствительности 
(10–20%). Единственный известный более чувствительный 
(0,08–0,6%) коммерческий набор Ipsogen® CALR RGQ PCR 
Kit для выполнения аллель-специфической ПЦР-РВ [14] вали-
дирован только для одного прибора – Rotor-Gene Q MDx 5plex 
HRM (Qiagen cat. no. 9002032) и двух наборов тех же произ-
водителей для выделения ДНК. Кроме того, набор не имеет 
на сегодняшний день официального разрешения для клини-
ческого использования в качестве медицинского изделия. Ра-
нее отдельными авторами настоящей работы был разработан 
метод аллель-специфической ПЦР для выявления мутаций в 
гене CALR [15] и продемонстрированы его диагностические 
возможности [16].

Цель работы – сравнение результатов выявления мутаций 
гена CALR методами аллель-специфической ПЦР-РВ с по-
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следующим электрофорезом, фрагмент-
ным анализом и секвенированием.

Материал и методы. В настоящей 
работе тестировали образцы крови 
1284 пациентов, поступивших для про-
ведения молекулярно-генетических ис-
следований при подозрении на ХМН, 
а также пациентов с установленным 
диагнозом, с целью мониторинга за 
трансформированным клоном клеток. 
Все поступившие образцы венозной 
крови пациентов тестировались в па-
раллельном алгоритме на все основные 
драйверные мутации ХМН как описано 
ранее [17].  Взятие крови производили 
в вакутейнеры с К2-ЭДТА. Для выделе-
ния ДНК из лейкоцитов цельной крови 
использовали набор реагентов «Нуклео-
Экстран» («Формула гена», Красно-
ярск). Наличие мутаций I и II типа в 
гене CALR определяли методом ПЦР в 
режиме реального времени (ПЦР-РВ) с 
использованием зондов TaqMan на приборах IQ5 или CFX96 
(Bio-Rad, США). 

Аллель-специфическая ПЦР-РВ с электрофорети-
ческой детекцией продуктов амплификации. Подбор 
праймеров при разработке метода ПЦР-РВ был выполнен 
с помощью программного продукта Primer3 (Whitehead 
Institute for Biomedical Research, США). Реакционная 
смесь для ПЦР объёмом 25 мкл содержала 1X ПЦР‑буфер, 
0,25 мМ MgCl2 (ООО «Формула гена», Красноярск), 0,25 
мМ dNTP, 1 ед. Taq-полимеразы («Синтол», Москва), 200 
нМ каждого праймера и зонда. Использовали следующие 
праймеры:

Прямой праймер на дикий тип – 5’-TAACAAAGGTG-
AGGCCTGGT-3’

Прямой праймер на мутацию I типа – 5’-AAACAGGAC-
GAGGAGCAGAGGA-3’

Прямой праймер на мутацию II типа – 5’-GAGGAGGCA-
GAGGACAATTG-3’

Обратный праймер (общий) – 5’-GCCTCTCTACAGCTCG-
TCCTT-3’

TaqMan-зонд – FAM-TGAGGATGAGGAGGATGAGG-
BHQ1

В реакцию добавляли 20–100 нг геномной ДНК. 
Продукты амплификации для определения более редких 

типов мутаций CALR после выполнения анализа в режиме 
реального времени разделяли в 3% агарозном геле в трис-
ацетатном буфере. Гель документировали после окрашива-
ния бромистым этидием. В качестве маркёра молекулярной 
массы использовали реагент O’GeneRuler® с маркёрами 
мол. масс 25–700 длины фрагментов (Thermo Scientific). Для 
определения чувствительности и линейности метода ис-
пользовали сконструированную плазмиду на основе вектора 
pAL2-TA. Линейность и чувствительность метода оценивали 
по пороговым циклам (Cq) графиков накопления флуорес-
центного сигнала в серии 10-кратных разведений плазмиды.

Фрагментный анализ участка 9-го экзона гена CALR. 
Для амплификации участка 9-го экзона гена CALR использо-
вали пару праймеров: 5’CTGAGGTGTGTGCTCTGCC3’ и 5’ 
FAMCAGAGACATTATTTGGCGCGG 3’. Длина    фрагмента 
участка 9-го экзона гена CALR, соответствующая дикому ти-
пу, составляла 301 п.н.  

Секвенирование ДНК.  Подбор праймеров при разработ-
ке метода был выполнен с помощью программного продук-
та PSQ Assay Desig (Qiagen, Германия). Реакционная смесь 
для ПЦР объёмом 25 мкл содержала dNTP (0,88 мМ), 0,5 мкл 
реактива «Полимераза TaqF», 10 мкл реактива «2,5х ПЦР-
буфера blue» и 280 нM каждого праймера. Все реагенты бы-
ли произведены ФБУН «Центральный НИИ эпидемиологии 

Роспотребнадзора» («АмплиСенс®», Россия). Использовали 
следующие праймеры:

Прямой праймер – 5’-Biotin-GCAGCAGAGAAACAA-
ATGAAGGACAAAC-3’

Обратный праймер – 5’-AGGCAGGCCTCTCTACAGCT-
CGT-3’ 

В реакцию добавляли 20–100 нг геномной ДНК.
Амплификацию проводили на амплификаторе Maxyge 

(Axygen, США) по программе: 95°С – 15 мин; 95°С – 15 с, 
60°С – 15 с, 72°С – 20 с (45 циклов).

Проведение секвенирования по Сэнгеру проводили с ис-
пользованием реагентов фирмы Applied Biosystems (США) 
и генетического анализатора 3500xL (Applied Biosystems, 
США) с теми же праймерами. Все действия (пробоподго-
товка продуктов ПЦР, секвенирующая амплификация и ка-
пиллярный электрофорез) проведены согласно инструкции 
изготовителя.

Определение нуклеотидных последовательностей с ис-
пользованием технологии пиросеквенирования проведено с 
использованием системы генетического анализа PyroMark 
Q24 согласно рекомендациям производителя (Qiagen, Герма-
ния). Для пиросеквенирования использовали 7 мкл продукта 
амплификации, пробоподготовку проводили с использовани-
ем набора реактивов «Пироскрин» («АмплиCенс®», Россия) 
[13]. Реакционная смесь для пиросеквенирования (25 мкл) 
содержала следующие праймеры в концентрации 300 нМ:

праймер на мутацию I типа – 5’-CATCATCCTCC-
TTGTCCTCT-3’

праймер на мутацию II типа – 5’-TCTTTGTCCTCA-
TCATCCTC-3’.

Секвенируемые участки имели следующие по-
следовательности: GC[CTCCTCCTCCTCTTTGCG
T T T C T T G T C T T C T T C C T C C T C C T TA A G C C T C T G
C]TCCTCGTCCTGTTTGTCCTTCATTT (для ана-
лиза мутации c.1092_1143del52bp) и C[GACAA]
TTGTCCTCTGCCTCCTCCTCCTCTT (для анализа мутации 
c.1154_1155insTTGTC). Обработку результатов проводили в 
количественном формате с помощью программного обеспе-
чения PyroMark Q24 (Qiagen, Германия).

Все образцы c мутациями, отличающимися от I и II ти-
па, давали искажение сигнала при пиросеквенировании в 
консервативных и полиморфных областях, в связи с чем они 
были повторно секвенированы на приборе PyroMark Q24 в 
формате de novo (последовательное добавление по очереди 
нуклеотидов: Nx[AGTC]) и методом Сэнгера в качестве под-
тверждающего золотого стандарта. 

Результаты. На рис. 1 представлены результаты опреде-
ления мутантных вариантов гена CALR I и II типа в ПЦР-

Рис. 1. Примеры результатов ПЦР-РВ и электрофореза в пробах с различными 
типами мутаций в гене CALR.
а - график накопления флуоресцентного сигнала в ходе ПЦР-РВ: 1–проба с мутацией CALR I типа; 
2–проба с мутацией CALR II типа; 3–проба без мутаций CALR или с мутацией редко встречающегося 
типа; б - электрофореграмма: 1– проба с мутацией CALR I типа; 2– проба без мутаций CALR; 3– 
проба с мутацией CALR II типа; 4–проба с мутацией редко встречающегося типа.
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РВ и пример выявления нестандартной мутации CALR при 
электрофоретической детекции. 

Результаты детекции стандартных разведений плазмидной 
ДНК с характерными для мутантных вариантов гена CALR I 
и II типа последовательностями представлены на рис. 2. Дан-
ные демонстрируют чёткую линейную зависимость величи-
ны порогового цикла от внесённой концентрации плазмиды.  
При этом максимальный 35-й цикл соответствует минималь-
но детектируемой концентрации 0,1% плазмидной ДНК, раз-
ведённой в ДНК, содержащей неизменный ген CALR.  

Стандартное отклонение величины пороговых циклов 
при проведении 20 последовательных тестов с использова-
нием стандарта плазмид c концентрацией мутантного аллеля 
10% составило 0,49 для мутантного аллеля CALR I  и  II типа. 
При дублированном тестировании проб пациента в разных 
аналитических сериях стандартное отклонение составляло 
не более 0,3. Из 20 проб здоровых доноров крови при те-
стировании использованным методом не было выявлено ни 
одного случая ложноположительного результата. 

В табл. 1 представлены итоговые результаты тестирова-
ния проб венозной крови пациентов, направленных врачами-
гематологами в лабораторию с подозрением на ХМН в период 
с 2012 по 2016 г. Среди обследованных пациентов у большей 
части (75%) диагноз онкогематологического заболевания в 
последующем не подтвердился. Использование параллель-
ного алгоритма тестирования позволило выявить мутации в 
гене CALR у 48% пациентов с ЭТ и у 61% пациентов с МФ. 
Доля выявляемых мутаций CALR I и II типа составили 49 и 

42%, нестандартные мутации составили 8% от всех выявлен-
ных мутаций 9-го экзона CALR. Нами не было обнаружено 
ни одного случая данной мутации у пациентов с ИП или при 
вторичных неклональных гематологических нарушениях.

В отобранных случайным образом 20 отрицательных 
пробах при секвенировании по Сэнгеру было определено 
наличие только интактного участка 9-го экзона CALR. Все 
пробы с положительными результатами выявления мутаций 
CALR в дальнейшем были верифицированы альтернативны-
ми методами детекции. 

Результаты независимо проведённого для части образ-
цов фрагментарного анализа (табл. 2) совпали с результата-
ми ПЦР-РВ полностью в 13 пробах по II типу мутации и в 
28 из 31 случая выявления мутации I типа. В трёх дискор-
дантных случаях в результате фрагментного анализа пробы 
были определены как содержащие нестандартные мутации: 

Рис. 2. Стандартная кривая, полученная после проведения ПЦР-РВ в пробах плазмид с разными концентрациями мутантного 
аллеля: а – мутация CALR I типа; б – мутация CALR II типа.

Т а б л и ц а  1
Результаты определения мутаций в гене CALR у 

обследованных пациентов методом ПЦР-РВ с последующей 
электрофоретической детекцией

Типы мутаций CALR Всего ИП ЭТ МФ Неподтверж-
денный диагноз 
ХМН, вторич-
ные эритро-

тромбоцитозы 
Без мутаций CALR 1193 121* 81** 11** 959
CALR I тип 
c.1092_1143del 45 0 38 7 0

CALR II тип
c.1154_1155insTTGTC 39 0 30 9 0

Редкие мутации CALR 8 0 6 2 0 
П р и м е ч а н и е .  * –  пробы, позитивные в тестах выявления 

мутации в гене JAK2 ; ** – пробы, позитивные в тестах выявления 
мутации в генах JAK2 или MPL.

Т а б л и ц а  2 
Сравнение результатов определения мутаций CALR методом 

ПЦР-РВ с последующим электрофорезом с результатами 
детекции методом фрагментного анализа 

Типы мутаций CALR ПЦР-РВ 
+электрофорез

Фрагмент-
ный анализ

CALR I тип c.1092_1143del 31 28
CALR II тип c.1154_1155insTTGTC 13 13 
Редкие мутации CALR 6 9
Всего 50 50

Т а б л и ц а  3 
 Сравнение результатов определения мутаций CALR методом 

ПЦР-РВ с последующим электрофорезом с результатами 
пиросеквенирования

Типы мутаций CALR ПЦР-РВ +электро-
форез

Пиросеквениро-
вание

CALR I тип
c.1092_1143del 39 37

CALR II тип
c.1154_1155insTTGTC 36 35

Редкие мутации CALR 5 7 (1)*
Всего 80 79

П р и м е ч а н и е . * -  одна проба с нестандартной мутацией, 
определённой при электрофорезе и в результате фрагментного 
анализа (делеция 65 нуклеотидов) имела сомнительный результат 
при пиросеквенировании. Её не удалось идентифицировать при 
секвенировании в связи с недостаточной аллельной нагрузкой в 
анализируемом образце. 
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две пробы с делецией 50 нуклеотидов и одна с делецией 46 
нуклеотидов. При этом все 6 нестандартных мутаций, выяв-
ленных в результате электрофоретической детекции, совпали 
с данными фрагментного анализа. 

Использование метода пиросеквенирования при независи-
мом исследовании 80 образцов (табл. 3) продемонстрировало 
высокий уровень совпадения результатов выявления мутаций 
CALR I и II типа.  Две мутации, определённые в ПЦР-РВ как 
делеции I типа, при пиросеквенировании и последующем сек-
венировании по Сэнгеру оказались редко встречающимися 
мутациями гена CALR – c.1105_c.1142 del38bp и c.1094_c.1139 
del46bp. Одна из мутаций CALR II типа при секвенировании 
по Сэнгеру и при пиросеквенировании была идентифицирова-
на как редкий вариант: c.1154_c.1155 insGTGTC.

Обсуждение. Сравнение методов тестирования образцов 
венозной крови пациентов с ЭТ и МФ продемонстрировало 
полное совпадение факта выявления клинически значимых 
мутаций в 9-ом экзоне гена CALR, при этом в 95% случаев 
определяется совпадение также и по типу мутаций.  Выяв-
ляемые дискордантные результаты относятся только к вопро-
сам дифференцировки мутации II типа с редко встречающи-
мися типами делеций в гене CALR, мутации I типа с редко 
встречающимися типами инсерций в гене CALR. Ни в одном 
из случаев расхождения результатов не было выявлено вари-
антов несовпадения между мутациями I  и II типа.  Поэтому 
результаты тестирования крови с использованием любого 
из представленных молекулярно-генетических методов бу-
дут иметь одинаковое клиническое значение. Большая до-
ступность и сравнительная простота использования методов 
ПЦР-РВ и электрофореза позволяют рекомендовать разрабо-
танный метод к использованию в клинико-диагностических 
лабораториях. Отсутствие ложноположительных результатов 
при тестировании доноров и пациентов с ИП свидетельству-
ет о достаточно высокой специфичности описанного мето-
да ПЦР-РВ. Кроме того, более высокая чувствительность 
аллель-специфической ПЦР-РВ позволяет выявлять мутации 
при более низких значениях аллельной нагрузки, хотя дан-
ный метод пока не может быть рекомендован как количе-
ственный тест, поскольку для этого требуются дополнитель-
ные доказательства.

Вместе с тем в случае, если предел чувствительности 
теста менее 1% мутантного варианта ДНК, возникает опас-
ность неправильной интерпретации результата клинициста-
ми, поскольку минимальные пулы циркулирующих клональ-
ных клеток могут не оказывать влияния на проявление кли-
нических симптомов или прогноз заболевания. В этом случае 
применение менее чувствительных методик, определяющих 
не менее 10% аллельной нагрузки, будет более предпочти-
тельным для клинического использования. Более того, для 
выделения и сравнения клинической картины заболевания в 
группах пациентов с редкими типами мутаций методы сек-
венирования однозначно не имеют конкуренции в специфич-
ности определения идентифицируемых мутаций.

Заключение. Таким образом, в настоящем исследовании 
продемонстрирована возможность использования для выяв-
ления мутаций в гене CALR метода аллель-специфической 
ПЦР-РВ с последующим электрофоретическим разделением 
продуктов реакции. Результаты предложенного алгоритма 
тестирования полностью совпадают по своей клинической 
значимости с результатами фрагментного анализа и пиросек-
венирования. Разработанный метод может быть рекомендо-
ван для использования в алгоритме диагностики ХМН.
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Рис. 1. Рост на среде Левина-ГРМ, SS-агаре, БФЛС-ГРМ-агаре.

Рис. 1. Колонии Y. pseudotuberculosis и Y. enterocolitica выращенные на среде Серова и на основе селективного агара. а –  
Y. pseudotuberculosis на среде Серова; б – Y. pseudotuberculosis на основе селективного агара; в – Y. enterocolitica на среде Серо-
ва; г – Y. enterocolitica на основе селективного агара.

Рис. 2. Посев на SS-агар после накопления образца 
в магниевой среде.

Рис. 4. РА на стекле с О-сывороткой.

Рис. 3. Посев на SS-агар после накопления 
образца в селенитовом бульоне.
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